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EFEITO DA TRICOSTATINA A DURANTE O CULTIVO PRE-MATURACAO IN
VITRO SOBRE O PADRAO DA CONFIGURACAO DA CROMATINA E ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL DE OOCITOS RECUPERADOS DE FOLICULOS ANTRAIS
INICIAIS

RESUMO - A populacdo heterogénea de foliculos ovarianos pode afetar de
maneira significativa a eficiéncia da producao in vitro de embrides bovinos, uma vez
que odcitos de foliculos menores que 2 mm de didmetro, ndo possuem competéncia
para o desenvolvimento embrionario in vitro. Sendo assim, como ferramenta para
melhorar a competéncia desses od6citos, o presente trabalho teve como objetivo
estabelecer um sistema de cultivo de pré-maturacao in vitro (pré-MIV) com uso do
blogueador NPPC suplementado com tricostatina A (TSA), substancia que promove
hiperacetilacao de histonas, a fim de aumentar a atividade transcricional oocitaria para
gue 0S mesmos tivessem maior competéncia para o desenvolvimento. Os
experimentos foram divididos em duas partes, sendo o primeiro momento feita a
avaliacdo de odcitos bovinos em cultivo de pré-MIV simples, e no segundo, utilizou-se
cultivo de pré-MIV enriquecido com substancias estimuladoras. Os resultados foram
obtidos através das comparacdes entre as médias dos grupos, utilizando-se a analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, sendo P<0,05. Com isso, 0s
resultados demonstraram que o cultivo de pré-MIV simples e enriquecido ndo foram
capazes estimular o crescimento oocitario até o tamanho esperado da espécie bovina
(102-109 microns de diametro), no entanto a TSA demonstrou nos dois experimentos
um possivel efeito protetor contra danos oxidativos nos odcitos tratados quando
comparados ao grupo controle, assim como melhorou a atividade transcricional dos
mesmos. Ainda que com alta transcricdo, nossos resultados ndo apresentaram
melhores taxas no desenvolvimento embrionario, uma vez que as taxas de
blastocistos foram menores que 5% de embrides em meio simples e 2% em meio
enriquecido. A partir destes resultados, concluimos que o cultivo de pré-MIV acrescido
da TSA, proporcionou maior atividade transcricional e protecdo a estresse oxidativo,
embora ndo tenha melhorado o crescimento oocitario, assim como a producdo de
embrides. Sendo assim, nossos resultados demonstram possiveis ferramentas de
como melhorar a qualidade de odcitos recuperados de foliculos antrais iniciais, e
futuramente, melhorar os indices de producéo de embrides in vitro.

Palavras-chave: acetilacdo, oécito bovino, pré-maturacéo, tricostatina A



EFFECT OF TRICHOSTATIN A DURING IN VITRO PREMATURATION CULTURE
ON CHROMATIN CONFIGURATION PATTERN AND TRANSCRIPTIONAL
ACTIVITY OF OOCYTES RECOVERED FROM EARLY ANTRAL FOLLICLES

ABSTRACT - The heterogeneous population of ovarian follicles can
significantly affect the efficiency of in vitro production of bovine embryos, since oocytes
from follicles smaller than 2 mm in diameter do not have competence for in vitro
embryonic development. Therefore, as a tool to improve the competence of these
oocytes, the present work aimed to establish an in vitro pre-maturation culture system
(pre-IVM) using the NPPC blocker supplemented with trichostatin A (TSA), a
substance that promotes histone hyperacetylation, in order to increase oocyte
transcriptional activity so that they have greater competence for development. The
experiments were divided into two parts, with the first moment evaluating bovine
oocytes in simple pre-IVM culture, and the second, using pre-IVM culture enriched with
stimulating substances. The results were obtained through comparisons between the
means of the groups, using the analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey
test, with P<0.05. Thus, the results showed that the cultivation of simple and enriched
pre-IVM were not able to stimulate oocyte growth to the expected size of the bovine
species (102-109 microns in diameter), however TSA showed a possible effect in both
experiments. protective against oxidative damage in treated oocytes when compared
to the control group, as well as improved their transcriptional activity. Although with
high transcription, our results did not show better rates in embryonic development,
since blastocyst rates were lower than 5% of embryos in plain medium and 2% in
enriched medium. Based on these results, we conclude that pre-IVM culture plus TSA
provided greater transcriptional activity and protection against oxidative stress,
although it did not improve oocyte growth or embryo production. Therefore, our results
demonstrate possible tools on how to improve the quality of oocytes recovered from
early antral follicles, and in the future, improve in vitro embryo production rates.

Key words: acetylation, bovine oocyte, prematuration, trichostatin A
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

A producdo in vitro de embribes (PIVE) bovinos € uma biotecnologia de
reproducao assistida que consiste na obtencdo de odcitos imaturos para submeté-los
as etapas de maturacdo, fertilizacdo e cultivo in vitro (MIV, FIV e CIV,
respectivamente). No entanto, embrides produzidos in vitro ainda apresentam taxas
inferiores quando comparados in vivo, uma vez que a populacdo de odcitos
recuperados durante a aspiracao € heterogénea, ou seja, de origem de foliculos com
diferentes didmetros. Dessa forma, os odcitos estardo em diferentes fases de
desenvolvimento e ao serem submetidos as etapas da PIVE, muitos ndo possuem
capacidade para o desenvolvimento in vitro (Lonergan e Fair, 2008).

Para este proposito, os o6citos sdo recuperados de foliculos com diametro
entre 3 a 8 mm, uma vez que este intervalo compreende o0d6citos competentes para
continuarem o desenvolvimento no ambiente in vitro. Em contrapartida, o0citos
derivados de foliculos menores que 2 mm sao considerados inapropriados, uma vez
gue ainda ndo sdo capazes de retomar a meiose e se desenvolver até o estagio de
blastocisto (Pavlok et al., 1992).

O processo de aquisicdo de competéncia oocitaria esta intimamente ligado ao
crescimento e desenvolvimento folicular, sabendo-se que foliculos de tamanhos
médios (entre 3 e 6 mm de diametro) ja possuem o0d0citos mais competentes para o
cultivo em ambiente in vitro (Tseng et al., 2004). Porém, o odcito incluso no ambiente
folicular é considerado imaturo, pois permanece em blogueio meidtico, caracterizado
pela presenca vesicula germinativa (VG) (Mehlmann, 2005). Quando em VG, a
cromatina do odcito, sofre modificagdes quimicas nas histonas (acetilacéo) resultando
em condensacéo progressiva da cromatina, sendo esta considerada um marco no
inicio da aquisicdo de competéncia meiotica (Dall’Acqua et al., 2017). A remodelacéo
da cromatina é dividida em diferentes graus de condensac¢éo que vao da menos para
a mais condensada, sendo: VGO, VG1, VG2 e VG3, respectivamente. Foliculos
menores do que 2 mm de didmetro possuem o6citos quase que em sua totalidade
com padrdo VGO, havendo poucos gametas em VG1 (Luciano et al., 2011). Mesmo
ainda incompetentes para o desenvolvimento quando cultivados no ambiente in vitro,

o0citos nestes estagios sdo caracterizados por intensa atividade transcricional. Por



outro lado, conforme o foliculo cresce além dos 2 mm de diametro, os odcitos
adquirem gradualmente maior competéncia para o desenvolvimento, ao passo que a
cromatina assume maior padrédo de condensacgao, como VG2 e, por fim, o grau de
condensacdo total em VG3 (Luciano et al., 2014). Esses eventos se devem a
reprogramacdes epigenéticas, como modificacdes nas histonas e que por acdes
enzimaticas regulam o padrao de condensacao da cromatina. A acetilacéo de histonas
esta relacionada ao momento em que o odcito ndo apresenta ou apresenta baixa
condensacao da cromatina e, assim, exibe alta atividade transcricional. Sendo assim,
guando o padrao de condensacédo esta mais elevado, a transcricdo diminui ou cessa
(Bannister e Kouzarides, 2011).

Pelo fato da populagéo de odécitos submetidos a producéo in vitro de embrides
bovinos ser heterogénea (recuperados foliculos de diferentes didmetros), diversos
sistemas de cultivo de pré-maturacao (pré-MIV) de odécitos tem sido propostos como
etapa prévia a maturacao in vitro, na tentativa de fornecer tempo e ambiente favoravel
para que estes gametas adquiram competéncia para o desenvolvimento (Albuz et al.,
2010; Luciano et al., 2011). A mesma estratégia pode ser utilizada numa populagéo
de odcitos derivados de foliculos menores do que 2 mm, que ndo tem capacidade para
continuar o desenvolvimento in vitro.

A tricostatina A (TSA), uma droga que promove hiperacetilagéo de histonas, se
mostrou efetiva em prolongar o tempo de MIV, impedindo o envelhecimento oocitério
em suinos e melhorando taxas de desenvolvimento embrionario (Jin et al., 2014). No
entanto, de acordo com a literatura disponivel, ndo foram encontrados relatos prévios
acerca do uso da tricostatina A em sistema de pré-MIV de oécitos bovinos com o
intuito de melhorar a aquisicdo de competéncia oocitaria para o desenvolvimento.
Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo estabelecer um sistema de pré-
MIV de odcitos bovinos a fim de que odcitos ndo competentes (provenientes de
foliculos antrais iniciais com diametros menores do que 2 mm) possam adquirir

competéncia meiodtica e de desenvolvimento embrionéario até o estagio de blastocisto.
2. Reviséo de literatura
2.1Maturacao oocitaria

A maturacdo oocitaria compreende eventos nucleares, citoplasmaticos e

moleculares, a fim de tornar os odcitos aptos a fertilizacdo e desenvolvimento



embrionario (Ferreira et al., 2009). A maturacao nuclear refere-se a retomada da
divisdo meidtica do estadio de diploteno da profase I, odcito imaturo e sua progressao
até metafase Il, oocito maturo. Uma vez em metafase Il, o o6cito encontra-se apto, do
ponto de vista nuclear, para ser ovulado e fertilizado (Mehlmann, 2005) O odcito
qguando imaturo é caracterizado pela presenca da vesicula germinativa (VG), que
indica descondensacdo da cromatina, demonstrado por padrdes do seu
remodelamento, onde vao da menor para a maior condensagéo, sendo: VGO, VG1,
VG2 e VG3 (Luciano et al., 2014).

Os eventos envolvidos na maturacdo oocitaria, citoplasmatico e molecular,
ocorrem de forma sincrénicas, mas independentes da maturacdo nuclear, ao passo
que o od6cito adquire a maturacdo citoplasmatica e molecular, por meio da
redistribuicdo de organelas e armazenamento de &cido ribonucleico mensageiro
(RNAm), assim como producao de proteinas e fatores de transcricdo. Com isso, sera
possivel suportar o processo de maturacdo oocitaria, fertilizacdo e desenvolvimento
embrionério inicial até o momento da ativacao do genoma embrionario (Ferreira et al.,
2009).

A maturacdo oocitaria € controlada pelos niveis intraoocitarios de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) e guanosina monofosfato ciclico (GMPc), que sao
segundos mensageiros produzido pelas células foliculares e passados para o interior
do odcito por meio das jungdes gap, regulando a retomada e progressdao meiotica
(Mehlmann, 2005).

As altas concentracdes de AMPc intraoocitario promovem diversas reacfes que
mantém o bloqueio meidtico como a ativacdo da proteina cinase A (PKA) que inativa
a acao do fator promotor de maturacao (MPF). Além disso, a enzima fosfodiesterase
3A (PDE3A) que promove degradacao especifica do AMPc, tem sua acéo inibida pela
presenca do GMPc,(Gilchrist, 2011). No momento em que ocorre a quebra da vesicula
germinativa (QVG) e consequentemente a retomada da meiose, 0S niveis
intraoocitarios de AMPc caem, promovendo a desfosforilagdo da ciclina dependente
de cinase 1 (CDK1) e ativacao do MPF (Bilodeau-Goeseels, 2011), ao passo que essa
resulta na fosforilagdo de proteinas da vesicula germinativa, remodelamento da
cromatina e reorganizacdo de organelas, culminando na progressédo da meiose até
metafase Il (Gilchrist, 2011).

In vivo, a retomada da meiose ocorre pouco antes da ovulagéo por estimulo do

hormonio luteinizante (LH), que sua ligacdo aos seus receptores (LHr) estimulam a



producado de fatores de crescimento semelhantes ao fator de crescimento epidermal
(EGF-like) e sua ligacéo aos seus receptores (EGFR) culmina na QVG, expanséao das
células do cumulus e o fechamento das jun¢des gap (Reizel et al., 2010).

In vitro, quando o odcito é removido do ambiente folicular, ocorre a retomada
espontanea da meiose, alterando os eventos fisioldgicos da maturacdo nuclear,
molecular e citoplasmatica, resultando na queda da qualidade oocitaria, impedido que
0 odcito suporte as fases subsequentes do desenvolvimento embrionario (Bilodeau-
Goeseels, 2011).

A maturacdao citoplasmatica caracteriza-se pela reorganizacdo de organelas no
citoplasma ao longo das diferentes fases do desenvolvimento oocitario (Ferreira et al.,
2009). Os microtubulos e microfilamentos auxiliam na divisdo meiética (maturacéo
nuclear) com a formac¢do do fuso meidtico e na extrusdo do corpusculo polar,
dispondo-se na regido cortical do odcito (Li et al., 2005). Ja as mitocéndrias
apresentam-se em regides diferentes em determinados momentos, umas nha periferia
e outras centrais, no o6cito imaturo e maduro, respectivamente (Stojkovic et al., 2001).

A competéncia oocitéria € necessaria para garantir que o oécito possa retomar
e progredir a meiose e, assim suportar o desenvolvimento embrionario inicial. Contudo
€ necessario que esses o00citos sejam provenientes de foliculos de tamanho
adequado, uma vez que odcitos obtidos de foliculos pequenos (menores que 2 mm
de didmetro) ndo possuem o maquinario necessario para o ambiente in vitro quando
estes sdo comparados a foliculos médios (3 a 8 mm de diametro), pois nao

alcancaram o desenvolvimento e crescimento completo (Pavlok et al., 1992).

2.2Papel das histonas na maturagao oocitaria

Os mecanismos epigenéticos tem sido alvo de estudos atualmente pois tem
sido correlacionados com eventos envolvidos na maturacdo oocitaria como as
modificagcdes nas histonas, tendo como principais a acetilagdo que caracteriza-se
como um processo reversivel, e a metilacdo que compreende marcas celulares de
longa duracdo. As histonas que demonstram maiores alteracdes epigenéticas de
residuos de lisina na sua cauda aminoterminal sédo as H3 e H4 (Wade et al., 1999;
lacobuzio-Donahue, 2009).

A estrutura da cromatina € constituida pelos nucleossomos, sente este
composto por cerca de 147 pares de bases de DNA envoltos em um octamero de

histonas, na qual possui duas cépias de cada uma das proteinas histonas (H2A, H2B,



H3 e H4) (Ferreira e Franco, 2012). As histonas, além de promover suporte estrutural
no DNA, possui funcbes no controle da expressdo génica, ativacdo do genoma
embrionério, metilacdo do DNA e inativagdo do cromossomo X. O maior grau de
compactacéo dos nucleossomos (heterocromatina) promove menor acesso aos sitios
de ligacdo dos fatores de transcricdo, sendo a cromatina menos compacta
(eucromatina) aberta para a atividade transcricional (Simonsson e Gurdon, 2004).

A metilacdo de histonas esta relacionada na manutencdo da configuracdo da
cromatina e também em processos como na formacdo do pro-ndcleo paterno e
ativacdo do genoma embrionario, sendo observada na espécia bovina algumas
modificacdes em foliculos antrais iniciais e em todo seu processo de maturacao. Esse
processo ocorre por meio das enzimas histonas metil-transferases (HMTs) e estas
podem reprimir ou suprimir a agdo de um gene. Os sitios mais comuns de metilacédo
de histonas sao nas lisinas (K) 4 e 9 que estéo relacionadas ao desenvolvimento e
diferenciacéo celular em mamiferos (Leonhardt et al., 1992).

A acetilagdo de histonas configura fatores epigenéticos por meio do
enrolamento ou relaxamento da estrutura DNA-nucleossomo nas caudas das
histonas, permitindo o acesso dos fatores de transcricdo e assim, regulando a
transcricdo génica. Os principais sitios de acetilagdo compreendem nos residuos de
lisinas 5, 8, 12 e 16 na cauda da histona 4 (H4) e, 9, 14, 18 e 27 na cauda histona 3
(De Ruijter et al., 2003). Essa modificacdo € responsavel para competéncia oocitaria,
uma vez que a condensacédo da cromatina culmina na retomada da meiose (Wang et
al., 2006).

Embora a maioria das acetilacdes de residudos de lisina em H3 e H4 possua
relacdo com permissao da atividade transcricional (H3K9 e H4K8) (Pogo et al., 1966),
a metilacdo de residuos de lisinas pode estar associada a repressao (H3K9 e H4K20)
ou permisséo (H3K4) da transcricdo (Sims et al., 2003).

Em bovinos, foliculos menores do que 2mm de diametro possuem odcitos
guase que em sua totalidade com padrao VGO (padréo filamentoso e difuso por todo
0 nucleo), havendo poucos gametas em VG1 (aparecimento de pequenos focos de
condensacao da cromatina). Apesar de serem incompetentes para continuarem o
desenvolvimento quando cultivados no ambiente in vitro, estes estagios iniciais da
remodelacdo sdo marcados por intensa atividade transcricional, ja que as enzimas
acetiltransferases (HATs) permitem a adi¢cdo de um grupo acetil a um residuo de lisina

das histonas. Desta forma, a ligagdo histona-DNA é enfraquecida e o maquinario



proteico (fatores de transcricdo) responsavel pela transcricdo génica passa a ter
acesso ao DNA (Luciano et al., 2014; Bannister e Kouzarides, 2011).

Por outro lado, conforme o foliculo cresce além dos 2 mm de didmetro, os
oocitos adquirem gradualmente maior competéncia para o desenvolvimento e a
cromatina assume padrfes cada vez mais condensados, como VG2 e, por fim, o grau
de condensacéo total em VG3 (Luciano et al., 2014). Esta condensacdo que a
cromatina dos odcitos assume se dé pela acdo das enzimas desacetilases (HDACS),
as quais exercem papel contrario as HATS, ou seja, as HDACs promovem a remogao
do grupo acetil, fortalecendo a ligacdo histona-DNA. Como resultado, a cromatina se
condensa e os fatores de transcricdo ndo tem mais acesso ao DNA (Bannister e
Kouzarides, 2011). No entanto, esses mecanismos podem sofrer alteracdes no padrao
de acetilacdo ou desacetilacdo e afetar diretamente a qualidade oocitaria e,

consequentemente, a producdo de embrides.

2.3Inibidores da histona desacetilase

Para o controle da acetilacédo e desacetilacédo, tem sido estudado cultivos com
uso substancias inibidoras das HDACs que possam regular a expressao génica, uma
vez que nos odcitos, este controle é crucial para que 0 mesmo possa produzir e
armazenar moléculas necessérias para sobreviver e atingir o desenvolvimento
embrionario inicial (Bannister & Kouzarides, 2011).

A tricostatina A (TSA), uma droga que promove hiperacetilacdo de histonas por
meio da inibicdo das HDACSs, tem sido estudada no ambito da reprogramacéo celular
e nos cultivos in vitro de gametas e embrifes (Silva et al., 2019). Em suinos, a TSA
mostrou-se efetiva em prolongar o tempo de MIV, impedindo o envelhecimento
oocitario. Adicionalmente, ja foi também demonstrado que odcitos cultivados com TSA
apresentaram maior taxa de desenvolvimento embrionario, se comparado ao grupo
controle (Jin et al., 2014).

Os inibidores das HDACs néo possuem seus efeitos amplamente esclarecidos,
pois podem variar de acordo com sua agéo farmacoldgica em diferentes estruturas
(Zhang et al., 2009). Além da TSA, temos como principais inibidores o &cido
suberoilanilido hidroxdammico (SAHA) que é compostos pela classe dos &cidos
hidroxamicos ligados ao zinco, e disputam pelo sitio catalitico das HDACSs, inibindo
sua atividade (Monneret, 2005). O acido valproico (AVP), uma droga antieplética

formada por &cidos graxos e muito utilizado em retardar tumores de mama em



humanos, também atua por meio da inibicdo das HDACs (Gottlicher, 2001). Deve-se
lembrar que os efeitos dos inibidores podem variar de acordo com diferentes
concentracbes ao meio de cultivo empregado, portanto, é necessario estabelecer
métodos adequados para cada sistema.

REFERENCIAS

Albuz FK, Sasseville M, Lane M, Armstrong DT, Thompson JG, Gilchrist RB (2010)
Simulated physiological oocyte maturation (SPOM): a novel in vitro maturation system
that substantially improves embryo vyield and pregnancy outcomes. Human
Reproduction 25: 2999-3011.

Bannister AJ, Kouzarides T (2011) Regulation of chromatin by histone modifications.
Cell Research 21: 381-395.

Bilodeau-Goeseels S (2011) Bovine oocyte meiotic inhibition before in vitro maturation
and its value to in vitro embryo production: Does it improve developmental
competence? Reproduction in Domestic Animals 47: 687-693.

DallAcqua PC, Ledo BCS, Rocha-Frigoni NAS, Gottardi FP, Mingoti GZ (2017)
Delaying meiotic resumption during transportation of bovine cumulus—oocyte
complexes: effects on development, apoptosis and caspases activity of in vitro-
produced embryos. Zygote 25: 740-750.

De-Ruijter AJM, Van-Gennip AH, Caron HN, Kemp S, Van-Kuilenburg ABP (2003)
Histone deacetylases (HDACs): characterization of the classical HDAC family.
Biochemical Journal 370: 737-749.

Ferreira AR, Franco MM (2012) Reprogramacao epigenética em gametas e embrides
de mamiferos. Revista Brasileira de Reproducdo Animal 36: 3-9.

Ferreira EM, Vireque AA, Adona PR, Ferriani RA, Navarro PA (2009) Prematuration of
bovine oocytes with butyrolactone | reversibly arrests meiosis without increasing
meiotic abnormalities after in vitro maturation. European Journal of Obstetrics &
Ginecology and Reproductive Biology 145: 76-80.

Gilchrist RB (2011) Recent insights into oocyte-follicle cell interactions provide
opportunities for the development of new approaches to in vitro maturation.
Reproduction, Fertility and Development 23: 23-31.

Gottlicher M, Minucci S et al. (2001) Valproic acid defines a novel class of HDAC
inhibitors inducing differentiation of transformed cells. The EMBO Journal 20: 6969-
6979.

lacobuzio-Donahue CA (2001) Epigenetic Changes in Cancer. Annual Review of
Pathology: Mechanisms of Disease 4:229-249.



Ikeda S, Tatemizo A, Iwamoto D, Taniguchi S, Hochino Y, Amano T, Matsumoto K,
Hosoi Y, Iritani A, Saeki K (2009) Enhancement of histone acetylation by trichostatin
A during in vitro fertilization of bovine oocytes affects cell number of the inner cell mass
of the resulting blastocysts. Zygote 17: 209-215.

Jin YX, Zhao MH, Zheng Z, Kwon JS, Lee SK, Cui XS, Kim NH (2014) Histone
deacetylase inhibitor trichostatin A affects porcine oocyte maturation in vitro.
Reproduction, Fertility and Development 26: 806-816.

Leonhardt H, Page AW, Weier HU, Bestor TH (1992) A targeting sequence directs
DNA methyltransferase to sites of DNA replication in mammalian nuclei. Cell 71: 865-
873.

Li GP, Liu Y, Bunch TD, White BK, Aston K (2005) Asymmetric division of spindle
microtubules and microfilaments during bovine meiosis from metaphase | to
metaphase Ill. Molecular Reproduction and Development 71: 220-226.

Lonergan P, Fair T (2008) In vitro-produced bovine embryos—Dealing with the warts.
Theriogenology 69: 17-22.

Luciano AM, Franciosi F, Modina SC, Lodde V (2011) Gap junction-mediated
communications regulate chromatin remodeling during bovine oocyte growth and
differentiation through cAMP-dependent mechanism (s). Biology of Reproduction
85: 1252-1259.

Luciano AM, Franciosi F, Dieci C, Lodde V (2014) Changes in large-scale chromatin
structure and function during oogenesis: A journey in company with follicular cells.
Animal Reproduction Science 149: 3-10.

Mehlmann LM (2005) Stops and starts in mammalian oocytes: recent advances in
understanding the regulation of meiotic arrest and oocyte maturation. Reproduction
130: 791-799.

Monneret C (2005) Histone deacetylase inhibitors. European Journal of Medicinal
Chemistry 40:1-13.

Pavlok A, Lucas-Hahn A, Nemann H (1992) Fertilization and developmental
competence of bovine oocytes derived from different categories of antral follicles.
Molecular Reproduction and Development 31: 63-67.

Pogo BGT, Allfredy VG, Mirsky AE (1966) Rna synthesis and histone acetylation
during the course of gene activation in lymphocytes. Proceedings of the National
Academy os Sciences of the United States of America 55: 805-812.

Reizel Y, Elbaz J, Dekel N (2010) Sustained activity of the EGF Receptor is an absolute
requisite for LH-induced oocyte maturation and cumulus expansion. Molecular
Endocrinology 24:402-411.

Rocha-Frigoni NAS, Ledo BCS, Nogueira E, Accorsi MF, Mingoti GZ (2014) Reduced
levels of intracellular reactive oxygen species and apoptotic status are not correlated



with increases in cryotolerance of bovine embryos produced in vitro in the presence of
antioxidants. Reproduction, Fertility and Development 26: 797-805.

Silva, CG, Martins CF et al. (2019) Use of trichostatin A alters the expression of HDAC3
and KAT2 and improves in vitro development of bovine embryos cloned using less
methylated mesenchymal stem cells. Reprod Domest Anim 54:289-299.

Simonson S, Gurdon J (2004) DNA demethylation is necessary for the epigenetic
reprogramming of somatic cell nuclei. Cell Nature Biology 6:984-990.

Sims RJ, Nishioka K, Reinberg D (2003) Histone lysine methylation: a signature for
chromatin function. Trends in Genetics 19: 629-639.

Stojkovic M, Machado SA, Stojkovic P, Zakhartchenko V, Hurzler P, Gongalves PB,
Wolf E (2001) Mitochondrial distribution and adenosine triphosphate content of bovine
oocytes before and after in vitro maturation: Correlation with morphological criteria and
developmental capacity after in vitro fertilization and culture. Biology of Reproduction
64:904-909.

Tseng JK, Chen CH, Chou PC, Yeh SP, Ju JC (2004) Influences of follicular size on
parthenogenetic activation and in vitro heat shock on the cytoskeleton in cattle oocytes.
Reproduction Domestic Animals 39:146-153.

Wade PA, Gegonne A, Jones PL, Ballestar E, Aubry F, Wolffe AP (1999) Mi-2 complex
couples DNA methylation to chromatin remodelling and histone deacetylation. Nature
Genetics 23: 62-66.

Wang Q, Yin S, Ai JS, Liang CG, Hou Y, Schatten H, Sun QY (2006) Histone
deacetylation is required for orderly meiosis. Cell Cycle 5: 766-774.

Zhang L, Fang H, Xu W (2009) Strategies in developing promising histone deacetylase
inhibitors. Medicinal Research Reviews 30: 585-602.



10

CAPITULO 2 — Efeito da tricostatina A durante o cultivo pré-maturacéo in vitro
sobre o padrédo da configuracdo da cromatina e atividade transcricional de

odcitos recuperados de foliculos antrais iniciais

RESUMO - A populacdo heterogénea de foliculos ovarianos pode afetar de
maneira significativa a eficiéncia da producéo in vitro de embrides bovinos, uma vez
gue odcitos de foliculos menores que 2 mm de diametro, ndo possuem competéncia
para o desenvolvimento embriondrio in vitro. Sendo assim, como ferramenta para
melhorar a competéncia desses o0citos, o presente trabalho teve como objetivo
estabelecer um sistema de cultivo de pré-maturacgéo in vitro (pré-MIV) com uso do
bloqueador NPPC suplementado com tricostatina A (TSA), substancia que promove
hiperacetilac@o de histonas, a fim de aumentar a atividade transcricional oocitaria para
gue 0S mesmos tivessem maior competéncia para o desenvolvimento. Os
experimentos foram divididos em duas partes, sendo o primeiro momento feita a
avaliacao de odcitos bovinos em cultivo de pré-MIV simples, e no segundo, utilizou-se
cultivo de pré-MIV enriquecido com substancias estimuladoras. Os resultados foram
obtidos através das comparacgdes entre as meédias dos grupos, utilizando-se a analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, sendo P<0,05. Com isso, 0s
resultados demonstraram que o cultivo de pré-MIV simples e enriquecido ndo foram
capazes estimular o crescimento oocitario até o tamanho esperado da espécie bovina
(102-109 microns de diametro), no entanto a TSA demonstrou nos dois experimentos
um possivel efeito protetor contra danos oxidativos nos odcitos tratados quando
comparados ao grupo controle, assim como melhorou a atividade transcricional dos
mesmos. Ainda que com alta transcricdo, nossos resultados ndo apresentaram
melhores taxas no desenvolvimento embrionario, uma vez que as taxas de
blastocistos foram menores que 5% de embrides em meio simples e 2% em meio
enriquecido. A partir destes resultados, concluimos que o cultivo de pré-MIV acrescido
da TSA, proporcionou maior atividade transcricional e protecdo a estresse oxidativo,
embora ndo tenha melhorado o crescimento oocitario, assim como a producdo de
embrides. Sendo assim, nossos resultados demonstram possiveis ferramentas de
como melhorar a qualidade de odcitos recuperados de foliculos antrais iniciais, e
futuramente, melhorar os indices de producéo de embrides in vitro.

Palavras-chave: odcito bovino, tricostatina A, pré-maturacéo, acetilacdo

1. INTRODUCAO

A biotécnica de producéo in vitro de embrides (PIVE) é amplamente utilizada
em escala comercial para multiplicagdo de rebanhos na espécie bovina. No entanto,
as taxas de desenvolvimento de embribes produzidos por esta biotécnica séo
inferiores quando comparadas aos resultados de producéo in vivo. Um dos fatores
que explicam esta discrepancia € a heterogeneidade da populacdo de odcitos
utilizados nos procedimentos in vitro, jA que sao recuperados de foliculos com

diferentes diametros e que se encontram em diferentes estagios de desenvolvimento.
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Como é sabido, odcitos recuperados de foliculos com diametro entre 3 a 6 mm sao
mais competentes do que os recuperados de foliculos com didmetro abaixo de 2 mm,
pois estes Ultimos ainda ndo concluiram o crescimento e possuem capacidade
limitada para retomada da meiose e para o desenvolvimento embrionario in vitro
(Tseng et al.,, 2004; Lonergan e Fair, 2008). Assim, o processo de aquisicdo de
competéncia oocitaria esta intimamente ligado ao tamanho e fase do desenvolvimento
folicular.

Odcitos inclusos no ambiente folicular permanecem em bloqueio meiético,
caracterizado pela presenca vesicula germinativa (VG) (Mehlmann, 2005). Neste
estadio da meiose, a condensac¢ao da cromatina do odcito, esta associada a eventos
epigenéticos, como a acetilagcdo de histonas, que sao modificagcbes que causam
relaxamento na estrutura da cromatina e permite maior acesso para transcricdo génica
(Re et al., 2021). A remodelacdo da cromatina é dividida em diferentes padrdes de
condensacao que vao da menos para a mais condensada, sendo classificadas de VGO
a VG3, respectivamente. Foliculos menores do que 2 mm de didametro possuem
odcitos quase que em sua totalidade com padrao VGO, havendo poucos gametas em
VG1 (Luciano et al., 2011). Embora incompetentes para o desenvolvimento quando
cultivados no ambiente in vitro, o0citos nestes estagios exibem intensa atividade
transcricional. Por outro lado, conforme o foliculo cresce além dos 2 mm de diametro,
0s odcitos adquirem gradualmente maior competéncia para o desenvolvimento, ao
passo que a cromatina assume maior padrao de condensacdo, como VG2 e, por fim,
o grau de condensacao total em VG3 (Luciano et al., 2014). Esses eventos se devem
a reprogramacdes epigenéticas, como modificacbes nas histonas e por meio de
enzimas, regulam o padréo de condensagéo da cromatina. A acetilagéo de histonas
ocorre quando o odécito ndo apresenta ou apresenta baixa condensacdo da cromatina
e, assim, exibe alta atividade transcricional. Sendo assim, quando o padrdo de
condensacdo estd mais elevado, a transcricdo diminui ou cessa (Bannister e
Kouzarides, 2011).

Pelo fato da populacéo de odcitos submetidos a producéo in vitro de embrides
bovinos ser heterogénea, foi anteriormente proposto o cultivo de pré-maturacéo (pre-
MIV) como etapa prévia a MIV, na tentativa de fornecer tempo e ambiente favoravel
para que estes gametas adquiram competéncia para o desenvolvimento (Albuz et al.,
2010; Luciano et al., 2011). Esta estratégia poderia ser otimizada para ser utilizada na

populacdo de odcitos derivados de foliculos menores do que 2 mm, que ndo tem
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capacidade para continuar o desenvolvimento in vitro. Neste raciocinio, seria
interessante acrescentar moléculas favoraveis a aquisicdo da competéncia do odécito.
A tricostatina A (TSA) € uma droga que promove hiperacetilagdo de histonas por meio
da inibicdo das enzimas desacetilases (HDACS) e tem sido muito estudada no ambito
da reprogramacéo celular e nos cultivos in vitro de gametas e embrides (Silva et al.,
2019). Em suinos, a TSA mostrou-se efetiva em prolongar o tempo de MIV, impedindo
o envelhecimento oocitario. Adicionalmente, j& foi também demonstrado que oécitos
cultivados com TSA apresentaram maior taxa de desenvolvimento embrionério, se
comparado ao grupo controle (Jin et al., 2014).

No entanto, de acordo com a literatura disponivel, ndo foram encontrados
relatos prévios acerca do uso da TSA em sistema de pré-MIV de odcitos bovinos com
o intuito de melhorar a aquisicdo de competéncia oocitaria para o desenvolvimento.
Nossa hipoétese foi que a adicdo de TSA ao sistema de cultivo de pré-MIV de odcitos
bovinos recuperados de foliculos menores do que 2 mm de diametro, aumentasse a
atividade transcricional destes gametas através da sua acao inibitoria sobre as HDACs
nas histonas, permitindo maior acesso ao DNA pelos fatores de transcrigcéo,
culminando na maior producdo de transcritos pelo odcito, garantindo maior
competéncia para conclusdo da meiose e consequentemente, para o
desenvolvimento embrionéario, aumentando as taxas de producéo in vitro de embrides
bovinos.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer um sistema
de pré-MIV de odcitos bovinos a fim de que odécitos ndo competentes (provenientes
de foliculos menores do que 2 mm) pudessem adquirir competéncia meibtica e de

desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e selegcao dos oocitos

Ovarios de fémeas bovinas mesticas, predominantemente zebuinas, foram
obtidos em abatedouros comerciais e transportados para o laboratério em temperatura
de 30-35°C. Para recuperacdo de complexos cumulus-o6cito (CCOSs) inclusos em
foliculos antrais iniciais com diametros menores do que 2 mm diametro foi realizado o
fatiamento na regido cortical ovariana com auxilio de um cabo de bisturi acoplado a

lamina namero 23. Os foliculos presentes nas fatias foram avaliados e mensurados



13

sob lupa estereoscopica, sendo entdo rompidos com auxilio da lamina de bisturi em
placas de cultivo contendo meio de lavagem (TCM-199 suplementado com 0,2 mM de
piruvato, 5 mM de bicarbonato de sédio, 5mM de hepes acido, 5 mM de hepes sbdico,
75 pg/mL de amicacina, 0,3% de BSA e 100 nM do precursor do peptideo natriurético
tipo C - NPPC). Somente CCOs com pelo menos trés camadas de células do cumulus
compactas e citoplasma de granulacdo homogénea foram selecionados para 0s

experimentos.

2.2. Pré-maturacao e maturacao in vitro

Os odcitos selecionados (15 CCOs por microgota) foram submetidos ao cultivo
de pré-maturacdo em microgotas contendo 100 uL de meio pré-MIV simples [TCM-
199 com 0,2 mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de sédio, 75 ug/mL de amicacina,
0,3% de BSA, 1x10* Ul/mL rFSH (Gonal-F; Alfafolitropina, Merck Serono, Italia) e 100
nM de NPPC. No segundo experimento, o meio foi enriquecido com 100 nM de
cisteamina, 1% de insulina-transferrina-selénio (ITS) e 100 ng de insulin growth-factor
(IGF). O meio de pré-MIV foi ainda suplementado com diferentes concentragdes de
tricostatina A (TSA: 2,5 nM, 5 nM e 10 nM ou sem suplementacdo com TSA (grupo
controle). As microgotas foram cultivadas sob 6leo mineral, durante 24 horas, em
temperatura de 38,5°C, atmosfera de 5% de CO2 em ar e maxima umidade.

Ao final da pré-MIV, os odcitos foram lavados varias vezes para completa
remocao do inibidor da meiose, TSA e demais suplementos, sendo entéo transferidos
para microgotas de 100 uL de meio de maturacdo [TCM-199 suplementado com 0,2
mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de sdédio, 75 ug/mL de amicacina, 1x10 Ul/mL
de rFSH), 100 UI/mL de gonadotrofina coridnica humana (Vetecor; Hertape Calier,
Juatuba, MG, Brasil) e 10% de soro fetal bovino (FCS; Gibco BRL, Grand Island, NY,
USA)], sob 6leo mineral. O cultivo de MIV foi realizado em temperatura de 38,5°C,

atmosfera de 5% de CO2 em ar e maxima umidade, por 24 horas.

2.3. Fecundacgao in vitro e cultivo dos embrides

Foi utilizado sémen congelado de um Unico touro da raga Nelore (Bos taurus
indicus) e da mesma partida. Apds descongelacdo das palhetas, o sémen foi
centrifugado em gradiente de densidade descontinua (45% e 90%) de Percoll (GE,
Healthcare, Uppsala, Sweden) por 7 minutos a 2.500 g em temperatura ambiente. A

concentracdo espermatica foi ajustada para 25x10° espermatozoides/mL de meio de
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fecundacéo (TALP) suplementado com 20 u M penicilamina, 10 uM hipotaurina, 2 uM

epinefrina e 10 pg/mL heparina. Aproximadamente 100x10° espermatozoides foram

adicionados a cada gota de 100 u L meio de fecundag¢do com 15 odcitos/gota, onde

permaneceram co-incubados por 18 a 22 horas. Ao final, os provaveis zigotos foram
lavados e transferidos para microgotas de 90 pL de meio “Synthetic Oviduct Fluid”
modificado (MSOF) suplementado com 0,2 mM de L-glutamina, 0,34 mM de citrato de
sédio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de BME aminoéacidos essenciais, 1% de MEM
aminoacidos ndo essenciais, 0,5% de BSA e 2,5% de SFB. A clivagem e o
desenvolvimento embrionério foram avaliados, respectivamente, no 3° dia do cultivo
(D3: 72 horas po6s-inseminacgéo e no 7° dia (D7: 168 horas pés-inseminacao). O cultivo
dos embrides foi realizado sob as mesmas condi¢des estipuladas para os cultivos de

MIV e de fecundacgéo.

2.4. Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade dos od6citos foi avaliada através da coloragdo com
methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT), como descrito por Casas et al.
(2010). Este marcador de viabilidade marca a proliferacao celular, produzindo uma
solucdo amarelada que, em contato com desidrogenases mitocondriais de células
vivas, se torna azul escura ou arroxeada, portanto € uma avaliacdo colorimétrica
(MTT, Sigma, bula do reagente). Os odécitos foram desnudados por agitacdo em vortex
e foram entéo incubados com 5 mg/mL de MTT durante 2 horas em temperatura de
38,5°C, atmosfera de 5% de CO2 em ar e maxima umidade. Em seguida, foram
lavados duas vezes em PBS e montados entre lamina e laminula. As laminas foram
avaliadas em microscopia de luz (Olympus, Tokyo, Japan) e os odécitos corados em
cor purpura/arroxeada foram classificados como viaveis (MTT-positivos).

2.5. Avaliacédo do didmetro oocitario e da configuracdo da cromatina

Os odcitos foram desnudados por agitacdo em vortex. Imagens de campo claro
dos odcitos desnudos foram obtidas para determinacéo do diametro (excluindo a zona
pellcida), utilizando o software ImageJ.(1.49v).

Os odcitos foram entdo fixados em paraformoldeido 4% por 15 minutos e

permeabilizados em solu¢cdo 0,5% Triton X-100 em citrato de sédio 0,1% por 5
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minutos. Foram entdo corados com Hoechst 33342 (1 ug/mL) por 15 minutos em
temperatura ambiente e colocados entre lamina e laminula para imediata analise em
microscoépio invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51; excitacdo 404
nm e emissao 526 nm). OGcitos que apresentaram a configurag@o nuclear de vesicula
germinativa (VG) foram considerados imaturos e classificados de acordo com o grau
de compactacdo da cromatina, que variou a partir de um padrédo filamentoso difuso
em toda a area nuclear (GV0) até o nivel maximo de condensa¢do da cromatina,
organizada em um unico ponto (GV3), conforme proposto (Lodde et al., 2007). O4citos
gue apresentaram a presenca da placa metafasica e do primeiro corpusculo polar
foram considerados maturos (metéafase Il — Mll). Por fim odcitos cuja configuracédo da
cromatina estivesse entre as fases de quebra da VG até a metafase | foram
considerados como intermediarios e aqueles cuja cromatina ndo se enquadrou em

nenhum destes estagios foram considerados degenerados.

2.6. Avaliagcéo da atividade transcricional global

A transcricdo dos odcitos foi avaliada a partir da coloracdo das estruturas com
o kit Click-it® RNA Imaging Kits (Invitrogen, Molecular Probes, Life Technologies),
seguindo as instru¢cdes do fabricante. Ao final da pré-MIV de 8 e 24 horas, 0s 004citos
foram incubados por 1 hora com 0,5mM de 5-ethynyl uridine (EU) a 38,5°C e 5% de
CO2 em ar. Apos a incubagéo, os odcitos foram desnudados por agitacdo em vortex
e entdo fixados em paraformoldeido 4% por 15 minutos, seguido pela permeabilizacéo
em solucdo 0,5% Triton X-100 em citrato de sodio 0,1% por 15 minutos.
Posteriormente, os odécitos foram incubados no Coquetel de Reacédo Click-it® que
contém o corante Alexa Fluor® 488 azide, durante 30 minutos no escuro em
temperatura ambiente, e entdo contra-corados com Hoechst 33342 (1 ug/mL) por 15
minutos para marcagdo do DNA. As estruturas foram colocadas entre lamina e
laminula para imediata analise em microscopio invertido equipado com
epifluorescéncia (Olympus, 1X51) sob excitagdo 404 nm e emissdo 526 nm (Hoechst)
e excitagao 495 nm e emissao 519 nm (Alexa fluor). As imagens foram fotografadas e
analisadas pelo programa Q-Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc.,
Version 5.0.1.26) para quantificacdo da intensidade de fluorescéncia emitida,

expressa em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

2.7. Avaliacao dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio
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Os niveis intracelulares de ROS nos odcitos foram quantificados mediante a
coloracdo com a sonda fluorescente CellROX® Green Reagent (Thermo Scientific -
Molecular Probes, Life Technologies). Apos o desnudamento por agitagdo em vortex,
os odcitos foram incubados com 5 yM de CellROX® durante 30 minutos no escuro, a
38,5°C e 5% de CO2 em ar. Posteriormente, foram colocados entre lamina e laminula
e avaliados imediatamente em microscopio invertido equipado com epifluorescéncia
(Olympus, 1X51), sob excitagdo de 485 nm e emissédo de 520 nm. As imagens foram
fotografadas e analisadas pelo programa Q-Capture Pro Image software (Media
Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26) para quantificacdo da intensidade de fluorescéncia

emitida, expressa em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

2.8. Avaliagcao do potencial de membrana mitocondrial

Odcitos e blastocistos expandidos obtidos no D7 foram corados com a sonda
fluorescente MitoTracker Red (CMXROs, Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, USA),
de acordo com as informacdes do fabricante. As estruturas foram incubadas com 500
nM de MitoTracker Red no escuro por 30 minutos, em temperatura de 38,5°C.
Posteriormente, foram lavadas trés vezes em PBS, montadas em laminas e avaliadas
imediatamente em microscopio invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus,
IX51), sob excitagdo de 579 nm e emissao de 599 nm. As imagens foram fotografadas
e analisadas pelo programa Q-Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc.,
Version 5.0.1.26) para quantificacdo da intensidade de fluorescéncia emitida,

expressa em UAF.

2.9. Avaliacdo da taxa de apoptose

A taxa de apoptose foi avaliada nos blastocistos expandidos obtidos no D7
através da coloracdo com o kit In Situ Cell Death Detection Kit with Fluorescein
(TUNEL; Roche Applied Science, IN, USA), de acordo com as indicacbes do
fabricante. Os embribes foram fixados em solu¢do de paraformoldeido a 4% em
temperatura ambiente por 60 minutos e entdo permeabilizados em solug¢ao de Triton
X-100 (0,5% v/v) em citrato de sédio (0,1%) por 30 minutos. Na sequéncia, foram
incubados em camara umida no escuro a 37°C por 1 hora com 15 pyL da mistura de
enzima e tampéo (1:9). Os embrides foram subsequentemente contra-corados com
Hoechst 33342 (1 ug/mL) por 30 minutos no escuro, lavados em PBS-PVA e montados

entre lamina e laminula. As laminas foram imediatamente avaliadas em microscopio
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invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus, IX51; excitacdo 510-550nm e
emissao 590nm), sendo quantificado o niamero de células com fragmentacéo de DNA
(TUNEL-positivas = fluorescéncia verde) em relacdo ao numero de células vivas

(fluorescéncia azul).

2.10. Delineamento experimental

2.10.1. Experimento |: Atividade de transcricdo e aquisicdo da competéncia
meiotica e de desenvolvimento embrionario em oocitos bovinos derivados de
foliculos antrais iniciais e pré-maturados na presenca de tricostatina A

CCOs recuperados de foliculos antrais iniciais com didmetros menores do que
2 mm foram selecionados para o cultivo de pré-maturacao in vitro em meio pré-MIV
simples (como acima descrito), na presenca do inibidor da meiose NPPC e de
diferentes concentracdes de tricostatina A (TSA: 2,5 nM, 5 nM e 10 nM) ou sem
suplementacdo com TSA (grupo controle). Ao final do cultivo de pré-maturacdo, os
oocitos foram lavados para completa remocao do inibidor da meiose e submetidos ao
cultivo de maturacgdo in vitro. O diametro, a viabilidade e qualidade dos odcitos foram
determinados imediatamente apds a remocéo do ambiente folicular (controle imaturo
— 0h) e ao término dos cultivos de pré-MIV e MIV. Os parametros utilizados para
avaliacao da qualidade foram: avaliacdo da compactacao da cromatina e progressao
da meiose, avaliacdo da viabilidade celular, avaliacdo da atividade transcricional,
avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial e quantificacdo do niveis
intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ROS). Outra parcela dos odcitos
maturados foi fecundada e foram avaliados o desenvolvimento embrionério e a

qualidade dos embrides produzidos.

2.10.2. Experimento IlI: Atividade de transcricdo e aquisicdo da competéncia
meidtica e de desenvolvimento embrionario em odécitos bovinos derivados de
foliculos antrais iniciais e pré-maturados em meio enriquecido na presenca de
tricostatina A

CCOs recuperados de foliculos antrais iniciais com diametros menores do que
2 mm foram selecionados para o cultivo de pré-maturacao in vitro em meio pré-MIV
enriquecido com 100 nM de cisteamina, 1% de insulina-transferrina-selénio (ITS) e

100 ng de insulin growth-factor (IGF), na presenca do inibidor da meiose NPPC e de
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diferentes concentracbes de tricostatina A (TSA: 25 nM e 5 nM) ou sem
suplementacdo com TSA (grupo controle). Ao final do cultivo de pré-maturacéo, os
oocitos foram maturados e fecundados in vitro, sendo que os odcitos e embrides
produzidos foram avaliados pelos mesmos parametros definidos para o Experimento
l.

2.11. Anélise Estatistica

Cada experimento foi repetido no minimo 3 vezes para cada avaliacdo
proposta, em replicatas independentes. Em cada replicata, uma microgota contendo
15 CCOs ou zigotos foi considerada a unidade experimental para as variaveis fase da
meiose e desenvolvimento embrionario, respectivamente. Os dados de taxas de
maturacao (progressao meidtica) e de desenvolvimento embrionéario foram analisados
pela fracdo de od6citos cultivados atingindo o0s estagios determinados de
desenvolvimento, reportada em termos de porcentagem. Quando necessério, as
porcentagens foram transformadas em arco seno. As comparacoes entre as médias
dos grupos foram feitas utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
de Tukey ou Student's t. A variacdo do diametro dos odcitos foi avaliada por
Regresséo Polinomial. As analises foram realizadas pelo programa JMP versdo 5.0.1a
(SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Diferencas com probabilidades menores que 0,05

foram consideradas significativas.

3. Resultados

3.1Experimento |

O diametro médio dos oécitos determinado imediatamente apds a remoc¢éao do
foliculo foi de 102,6 um (Figura 1). Ao término do cultivo de pré-MIV, o didmetro dos
oocitos variou entre 101,9 um a 104,3 um, sem diferenca entre 0s grupos
experimentais (P>0,05). Da mesma forma, n&o foi observada diferenca na
comparacao entre os grupos ao término do cultivo de MIV (didmetro com variacdo
entre 106,9 um a 109,1 um; P>0.05). Apesar de nao ter sido observada diferenca no
didmetro dos odcitos entre os grupos em cada momento avaliado, a analise ao longo

do tempo, dentro cada grupo especifico, demonstrou que houve crescimento dos
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oo0citos ao término do cultivo de MIV em todos 0s grupos experimentais em

comparacao ao diametro inicial (P<0,05).
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Figura 1. Diametro de odcitos bovinos recuperados de foliculos antrais iniciais e pre-
maturados in vitro com diferentes concentracdes de tricostatina (TSA). Os o6citos do
grupo imaturo foram avaliados imediatamente ap6s a remoc¢ado do ambiente folicular;
apos o cultivo de pré-maturacgédo in vitro durante 24 horas em TCM199 suplementado
com 0,3% BSA, 100 nM NPPC e 1x10* rFSH (controle), com diferentes concentragcées
de TSA (0 nM, 2,5 nM, 5,0 nM e 10,0 nM); e apds o cultivo de maturagéo in vitro.
ab| etras distintas indicam diferenca dentro de cada grupo experimental ao longo do
tempo. Nao foram observadas diferencas entre os grupos experimentais quando
comparados em cada momento especifico (término da pré-MIV e término da MIV);
todavia, houve diferenca no diiametro oocitario dentro de cada grupo especifico

guando analisado ao longo do tempo.

A viabilidade dos odcitos foi avaliada ao final da pré-MIV para investigacéao de
algum possivel efeito toxico ou adverso da TSA nas diferentes concentra¢cdes testadas
(Figura 2). Observou-se viabilidade na totalidade dos odécitos recém-removidos do
foliculo (imaturos) e a alta viabilidade foi mantida apds o cultivo de pré-MIV no grupo
controle (imaturo vs controle: P>0,05). No entanto, a viabilidade dos od0citos pre-
maturados na presenca de TSA caiu em relacdo aos odcitos imaturos (P<0,05),

independentemente da concentragdo de TSA testada. Todavia, ndo houve diferenca
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entre 0s grupos pré-maturados na presenca de TSA em comparacdo ao controle
(P>0,05).
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Figura 2. Viabilidade de odcitos bovinos recuperados de foliculos antrais iniciais e
pré-maturados in vitro com diferentes concentracdes de tricostatina (TSA). A) O
grafico representa a porcentagem (média £ EPM; 4 replicatas) de odcitos viaveis,
determinada pela atividade mitcondrial de células vivas pela coloragdo com MTT Os
odcitos do grupo imaturo foram avaliados imediatamente apés a remoc¢éo do ambiente
folicular e os odcitos pré-maturados in vitro foram cultivados durante 24 horas em
TCM199 suplementado com 0,3% BSA, 100 nM NPPC e 1x10 rFSH (controle), com
diferentes concentragées de TSA (0 nM, 2,5 nM, 5,0 nM e 10,0 nM). 2| etras distintas
indicam diferenca entre os grupos experimentais. B) Imagens representativas
mostrando o padrdo de coloragdo com MTT em odcitos invidveis (MTT-negativos:
marcacdo ausente da coloracéo) e viaveis (MTT-positivos: marcagdo do citoplasma

em cor arroxeada).

Ao final do cultivo de pré-MIV de 8 horas, observou-se que a maior parte dos
o0citos estavam na categoria de GVO (médias variando de 40,0 a 60,0%), no entanto
nao houve diferenca entre os grupos nas diferentes estadios da meiose avaliados
(P>0.05). Ao final das 24 horas do cultivo de pré-MIV, observou-se que houve
aumento da compactacdo da cromatina dos odcitos cultivados em relacdo aos
imaturos, independentemente da presenca ou ndo de TSA. Ou seja, haviam menos

estruturas com a cromatina difusa no estadio de GVO em comparac¢ao com 0s imaturos
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((P<0,05). Apesar disso, a maioria dos od6citos ainda estava com a meiose bloqueada

em alguma das fases de GV. Os daods estdo sumarizados na Figura 3.
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Figura 3. Padrao de compactacao da cromatina de odcitos bovinos recuperados de
foliculos antrais iniciais e pré-maturados in vitro com diferentes concentracfes de
tricostatina (TSA). (A) Imagens representativas da classificacdo dos estadios de GV
(aumento de 20x). Os odcitos foram avaliados imediatamente apds a remocéo do
foliculo ovariano (imaturos) ou apés a pré-maturacdo durante 8 (B) ou 24 horas (C)
na presenca de NPPC e com diferentes concentra¢cdes de TSA (0 nM - controle, 2,5
nM, 5,0 nM e 10,0 nM). Os graficos representam a porcentagem (média + EPM; 4
replicatas) de odcitos em cada configuragdo de GV em cada momento avaliado.

ab|_etras distintas indicam diferenca entre os grupos experimentais.

A atividade transcricional dos o0citos mensurada apos 8 horas de cultvo de pré-
MIV foi maior no grupo TSA 2,5 em relacédo ao controle e TSA 10,0 (P<0,05; Figura
4). O grupo TSA 5,0 nao diferiu dos demais tratamentos (P>0.05).



22

al (UAF)

Atividade transcricion:

Fusdo das imagens

B)

DNA

Figura 4. Atividade transcricional de odcitos bovinos recuperados de foliculos antrais

iniciais e pré-maturados in vitro por 8 horas com diferentes concentracdes de
tricostatina (TSA). (A) O gréfico representa a porcentagem (média + EPM; 4
replicatas) de odcitos transcricionalmente ativos, determinados pela pela coloracéo do
Click-it RNA, que identifica novos RNAs. Os odcitos foram avaliados imediatamente
apos a remocao do foliculo ovariano (imaturos) ou apés a pré-maturacdo durante 8
(B) Imagens representativas de odécitos na categoria de GVO (aumento de 20x).

ab|_etras distintas indicam diferenca entre 0s grupos experimentais.

Ao término do cultivo de pré-MIV, os odcitos foram maturados in vitro por 22
horas, tendo sido avaliada a progressdao da meiose e a qualidade dos odcitos
maturados, com base na determinagéo dos niveis intracelulares de ROS e potencial
de membrana mitocondrial. A maioria dos o00citos permaneceu com a meiose
bloqueada na fase de GV (Figura 5A), sem diferenca entre 0s grupos experimentais
(P>0,05). A taxa de odcitos que concluiram a meiose variou entre 11,8% a 18,0%,
sem diferenca entre os grupos (P>0.05).

Os niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (Figura 5B) foram
menores (P<0.05) nos grupos TSA 5.0 (3,5%) e TSA 10.0 (3,4%) em comparagao ao
controle (4,4%). No entanto, todos estes grupos foram similares (/P>0,05) ao grupo
TSA 2.5 (3,9%).
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O potencial de membrana mitocondrial (Figura 5C) nao diferiu (P>0,05) entre
0s grupos controle (58,2%), TSA 2.5 (62,5%) e TSA 5.0 (56,5%). Porém, foi observado

menor potencial no grupo TSA 10.0 (50,2%) quando comparado ao controle (P<0.05).
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Figura 5. Progressdo da meiose e parametros de avaliacdo da qualidade ao término
do cultivo de maturacéo in vitro de odécitos bovinos recuperados de foliculos antrais
iniciais e previamente pré-maturados in vitro com NPPC e diferentes concentracfes
de tricostatina (TSA: 0 nM, 2,5 nM, 5,0 nM e 10,0 nM). A) O grafico representa a
porcentagem (média + EPM) das fases da meiose. B) Conteudo intracelular de
espécies reativas de oxigénio (expresso em unidades arbitrarias de fluorescéncia -
UAF). C) Potencial de membrana mitocondrial (expresso em UAF). 2Letras distintas
indicam diferenca entre 0s grupos experimentais, avaliados em 4 réplicas

independentes.

Ao término dos cultivos de pré-maturacdo e de maturacédo in vitro, 0os 00citos
foram fecundados para avaliacdo dos efeitos da TSA durante a pré-MIV sobre a
aquisicdo da competéncia para o desenvolvimento embrionario (Figura 6A). Nao foi
observada diferenca entre os grupos experimentais com relacdo as taxas de clivagem
(variacao entre 16,0% a 30,5%; P>0.05) e de desenvolvimento embrionario até a fase
de blastocistos (variacao entre 1,0% a 4,0%; P>0.05).
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Os blastocistos obtidos no D7 foram avaliados por alguns indicadores de
qualidade, ndo tendo sido observada diferenca entre os grupos (P>0.05) com relagéo
ao numero de blastémeros (Figura 6B), taxa de células apoptoticas (Figura 6C) e
potencial de membrana mitocondrial (Figura 6D). Note-se que estas andlises nao

foram feitas no grupo TSA 10.0, pois apenas 1 blastocisto foi produzido neste grupo.
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Figura 6. Desenvolvimento e indicadores de qualidade de embrides produzidos in vitro
a partir de odécitos bovinos recuperados de foliculos antrais iniciais e previamente pré-
maturados in vitro com NPPC e diferentes concentragdes de tricostatina (TSA: 0 nM,
2,5 nM, 5,0 nM e 10,0 nM). A) O grafico representa a porcentagem (média + EPM)
das fases de clivagem e desenvolvimento embrionéario até a fase de blastocisto. Os
blastocistos produzidos em D7 foram avaliados quanto ao: B) NUumero de blastdmeros;
C) Taxa de apoptose (percentual de células TUNEL-positivas em relacdo ao niumero
total de blastomeros); e D) Potencial de membrana mitocondrial (expresso em
unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF). 2L etras distintas indicam diferenca entre

0S grupos experimentais, avaliados em réplicas independentes.

3.2Experimento Il
Nesta série de experimentos, odcitos recuperados de foliculos antrais iniciais

com diametros menores do que 2 mm foram pré-maturados in vitro na presenca de
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NPPC em meio pré-MIV enriquecido com cisteamina, ITS e IGF. De acordo com 0s
resultados obtidos no Experimento |, determinou-se a utlizacdo de TSA nas
concentragdes de 0 nM, 2,5 nM e 5 nM durante o cultivo de pré-MIV.
O didametro oocitério foi determinado em momentos especificos, visando avaliar
a efetividade das condicdes de cultivo para permitir o crescimento final dos odcitos
(Figura 7). O diametro médio dos o6citos mensurado imediatamente apds a remocgao
do foliculo ovariano foi de 102,5 um. O diametro dos odcitos foi semelhante entre os
grupos experimentais ao término da pré-MIV (P>0,05), sendo que também néo foi
observada diferenca do diametro dos odcitos pré-maturados em comparagdo ao
didmetro dos odcitos imaturos (P>0,05). Ao término do cultivo de maturacéo nao foi
observada diferenca (P>0,05) no didmetro dos o6citos do grupo controle (104,2 pum)
em comparacao aos pré-maturados com TSA (2,5: 106,5 um e 5,0: 105,9 um); todavia,
0s odcitos cultivados com TSA exibiram maior didametro em comparag¢ao aos o6citos
imaturos, independentemente da concentracdo de TSA utilizada no cultivo (P<0,05).
Também foi analisado o crescimento dos o6citos ao longo do tempo, dentro de
cada grupo especifico. Observou-se que o diametro dos odcitos do grupo controle ndo
diferiu entre os momentos avaliados, ou seja, ndo houve crescimento ao término do
cultivo de MIV em comparacédo aos imaturos (P>0,05). Em contrapartida, odcitos dos
grupos tratados com TSA exibiram maior didmetro ao término da maturacdo quando

comparado aos imaturos (P<0,05).
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Figura 7. Diametro de odcitos bovinos recuperados de foliculos antrais iniciais e pré-
maturados in vitro com NPPC, cisteamina, ITS e IGF e diferentes concentracdes de
tricostatina (TSA: 0 nM - controle, 2,5 nM e 5,0 nM). . Os odcitos do grupo imaturo
foram avaliados: imediatamente apds a remocao do ambiente folicular; apos o cultivo
de pré-maturacao in vitro durante 24 horas em TCM199 suplementado com 0,3% BSA,
100 nM NPPC e 1x10*rFSH (controle), com diferentes concentracdes de TSA (0 nM,
2,5nM, 5,0 nM e 10,0 nM); e apos o cultivo de maturagéo in vitro. 2°Letras distintas
sobre as barras indicam diferenca entre os grupos experimentais dentro de cada
momento especifico do cultivo e também em comparacdo aos o0citos imaturos.
*Asteriscos sobre as linhas conectando as barras dos diferentes momentos de cultivo

indicam diferenca dentro de cada grupo especifico ao longo do tempo.

Foi avaliado o estadiamento da meiose a fim de verificar a eficacia da pré-MIV
pelo bloqueio meidtico do NPPC nos odcitos em meio enriquecido (Figura 8). Os
resultados mostraram que apos ao final da pré-MIV por 8 horas, ndo houve diferenca
entre os grupos para as diferentes categorias de GVs (P>0.05), sendo que a maior
parte dos odcitos estava distribuido dentro destas categorias. Em contrapartida,
guando foram avaliados ao término das 24 horas do cultivo de pré-MIV, observou-se
maior compactacao da cromatina nos odcitos cultivados em comparacéo aos oécitos

imaturos, independentemente do cultivo ter sido realizado na presenca de TSA ou
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nao. Desta forma, foram observadas menores taxas de odcitos cultivados na categoria
de GVO (médias entre 10,0 a 15,0% para odcitos cultivados vs 37,0% para 0 grupo
Imaturo; P<0.05). Resultados semelhantes foram observados para a categoria de GV1
(médias entre 10,0 a 15,0% para odcitos cultivados vs 40,0% para o grupo Imaturo;
P<0.05). Nas categorias de estadiamento da meiose GV2 e GV3, ndo houve diferenca

entre os grupos avaliados (P>0.05).
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Figura 8. Padréo de compactacdo da cromatina de odcitos bovinos recuperados de
foliculos antrais iniciais e pré-maturados in vitro com NPPC, cisteamina, ITS e IGF e
diferentes concentragdes de tricostatina (TSA: 0 nM - controle, 2,5 nM e 5,0 nM). (A)
Imagens representativas da classificacdo dos estadios de GV (aumento de 20x). Os
graficos representam a porcentagem (média + EPM; 4 replicatas) de od0citos
classificados nas fases de GV imediatamente apos a remoc¢ao do foliculo ovariano
(imaturos) e apds a pré-maturacdo durante 8 (B) ou 24 horas (C). ®°Letras distintas

indicam diferenca entre 0s grupos experimentais.
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Ao final de 8 horas de cultivo de pré-MIV em meio enriquecido, 0os oécitos em
GVO0 foram avaliados quando a sua atividade transcricional (Figura 9).. Observou-se
menor taxa de atividade nos odcitos do grupo Controle quando comparado ao grupos
tratados com TSA (TSA 2,5 e TSA 5,0; P<0.05). Quando os odcitos foram avaliados
ao final de 24 horas de cultivo de pré-MIV, a atividade transcricional em odcitos do

grupo TSA 5,0 foi maior quando comparada ao grupo TSA 2,5 (P<0,05); no entanto,

b

TSA5,0

ambos nao diferiram do grupo controle (P>0.05).
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Figura 9. Atividade transcricional de odcitos bovinos recuperados de foliculos antrais

Q)

iniciais e pré-maturados in vitro com NPPC, cisteamina, ITS e IGF e diferentes
concentracfes de tricostatina (TSA: 0 nM - controle, 2,5 nM e 5,0 nM). O gréfico
representa a porcentagem (média £ EPM; 4 replicatas) de odcitos transcricionalmente
ativos, determinados pela pela coloracdo do Click-it RNA, que identifica novos RNAS.
Os odcitos foram avaliados apés a pré-maturacdo durante 8 (A) e por 24 horas (B).
(C) Imagens representativas de o6citos na categoria de GVO (aumento de 20x).

ab|_etras distintas indicam diferenca entre os grupos experimentais.

A gualidade dos odcitos foi avaliada ao término da pré-MIV. Observou-se que
oocitos cultivados na presenca de TSA exibiram menor contetdo intracelular de ROS
(Figura 10A) em comparacao aos odcitos imaturos (imaturos: 4,6 UAF vs TSA 2.5: 3,6
UAF e TSA 5.0: 3,4 UAF; P<0,05). O grupo controle (4,0 UAF), no entanto, foi
semelhante a todos os grupos (P>0.05). Por outro lado, ndo houve efeito do TSA sobre
o potencial de membrana mitocondrial, ndo havendo diferenga entre os grupos (Figura
10B; P>0.05).
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Figura 10. Indicadores de qualidade de odécitos bovinos recuperados de foliculos
antrais iniciais e pré-maturados in vitro com NPPC, cisteamina, ITS e IGF e diferentes
concentracOes de tricostatina (TSA: 0 nM - controle, 2,5 nM e 5,0 nM) durante 24
horas. A) Conteldo intracelular de espécies reativas de oxigénio (expresso em
unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF). B) Potencial de membrana mitocondrial
(expresso em UAF). Os odcitos foram avaliados imediatamente apos a remogéo do
foliculo ovariano (imaturos) e apds a pré-maturacdo durante 24 horas. 2Letras

distintas indicam diferenca entre 0s grupos experimentais.

A progressao da meiose foi avaliada ao término do cultivo de maturacédo (Figura
11A). Nao foi observada diferenca entre os grupos (P>0,05) nas categorias da meiose
incompleta, ou seja, de odcitos imaturos com a meiose bloqueada em GV (variacao
entre 29,2% e 43,2%) e nas fases intermediarias da meiose (variacdo entre 22,7% e
29,9%). A taxa de conclusdo da meiose (od6citos que atingiram metafase Il) variou
entre 34,1% a 46,4%, sem diferenca entre os grupos (P>0,05).

Os oocitos também foram avaliados ao final da maturacdo quanto a sua
qualidade, e ndo foram observadas diferenca estatistica (P>0.05) entre os grupos para
os niveis intracelulares de ROS (Figura 11B) e sobre o potencial de membrana
mitocondrial (Figura 11C).
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Figura 11. Progresséo da meiose e indicadores de qualidade ao término do cultivo de
maturacdo in vitro de odcitos bovinos recuperados de foliculos antrais iniciais e
previamente pré-maturados in vitro com NPPC, cisteamina, ITS e IGF e diferentes
concentracfes de tricostatina (TSA: 0 nM - controle, 2,5 nM e 5,0 nM). A) O grafico
representa a porcentagem (média + EPM) das fases da meiose. B) Conteudo
intracelular de espécies reativas de oxigénio (expresso em unidades arbitrarias de

fluorescéncia - UAF). C) Potencial de membrana mitocondrial (expresso em UAF).

Com o intuito de avaliar a aquisicdo da competéncia para o desenvolvimento
embrionario dos odcitos, foram avaliadas as taxas de clivagem e de producédo de
blastocistos e a qualidade dos embrides produzidos (Figura 12). N&o houve diferenca
entre os grupos com relacdo ao desenvolvimento embrionario (P>0.05), assim como
nao houve diferencas no numero de blastdmeros, nas taxas de apoptose e no

potencial de membrana mitocondrial dos embrides (P>0.05).
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Figura 12. Desenvolvimento e indicadores de qualidade de embrides produzidos in
vitro a partir de odécitos bovinos recuperados de foliculos antrais iniciais e previamente
pré-maturados in vitro com NPPC e diferentes concentracdes de tricostatina (TSA: O
nM, 2,5 nM, 5,0 nM e 10,0 nM). A) O gréfico representa a porcentagem (média = EPM)
das fases de clivagem e desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto. Os
blastocistos produzidos em D7 foram avaliados quanto ao: B) Numero de blastdmeros;
C) Taxa de apoptose (percentual de células TUNEL-positivas em relacdo ao niumero
total de blastbmeros); e D) Potencial de membrana mitocondrial (expresso em
unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF). 2L etras distintas indicam diferenca entre

0S grupos experimentais, avaliados em réplicas independentes.

4. DISCUSSAO

No protocolo da biotecnologia de producdo in vitro de embrides bovinos, ndo é
recomendada a utilizacédo de odcitos recuperados de foliculos antrais iniciais (menores
gue do 2 mm de diametro), pois embora estes odcitos exibam atividade transcricional
(Bannister & Kouzarides, 2011), ainda ndo possuem competéncia meidtica e nem

capacidade para o desenvolvimento embrionario in vitro. Essas falhas podem estar
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associadas tanto ao fato de os oocitos ainda nao terem finalizado o seu crescimento
guanto também a retomada espontanea da meiose apds a remocao do ambiente
inibitério folicular, pois os od6citos ainda ndo acumularam todos os transcritos
necessarios para viabilizar a sintese de proteinas essenciais para as proximas etapas
do desenvolvimento, tais como a progressado meidtica, a maturagao citoplasmatica e
molecular, a fecundacdo, as primeiras clivagens e a transicdo materno-zigotica
(Pavlok et al., 1992). Para prolongar o tempo destes odcitos em cultivo, visando a
finalizacao do crescimento oocitario até o tamanho especifico da espécie e o aumento
no acumulo de transcritos, propusemos no presente estudo submeté-los a um cultivo
prolongado de pré-MIV na presenca de uma droga promotora da hiperacetilacdo de
histonas (TSA) e, consequentemente, da atividade transcricional (Silva et al., 2019).

No presente estudo, foi observado que odcitos removidos de foliculos antrais
iniciais cresceram em tamanho quando cultivados in vitro no sistema de pré-MIV
prolongado em meio simples, seguido do cultivo de MIV (duracéo total do cultivo foi
de 46 horas), independentemente de terem sido cultivados na presenca de TSA ou
nao. Apesar do sistema de cultivo prolongado proposto ter proporcionado condi¢gbes
de crescimento aos 04citos, 0s mesmos nao foram capazes de atingir o tamanho final,
variando de 102 a 109 microns de diametro, diferente dos descritos anteriormente,
onde a média da espécie fica em torno de 115 a 130 microns de didametro (Lodde et
al., 2008). E sabido que apenas os odcitos plenamente crescidos ja foram capazes de
adquirir as competéncias meibticas e de desenvolvimento embrionario (Otoi et al.,
1997) e, devido ao fato de que os odcitos ainda ndo terem finalizado a etapa de
crescimento no sistema proposto neste estudo, é possivel que tais competéncias ndo
foram ainda adquiridas. Desta forma, estas competéncias foram avaliadas na
continuidade do estudo, visando avaliar a viabilidade e ajustar o sistema de pré-MIV
prolongada proposto.

Numa primeira etapa do estudo, foi avaliada a viabilidade dos odcitos tratados
com diferentes concentracdes a TSA durante a pré-MIV, objetivando-se determinar
uma concentracgéo efetiva para aumentar a atividade transcricional. Embora tenha sido
observada diminuicdo da viabilidade dos odcitos tratados com TSA nas diferentes
concentragcdes quando comparados aos 00citos imaturos, a viabilidade foi semelhante
a do grupo controle. Desta forma, os resultados sugerem que a TSA nao afeta a
viabilidade dos odcitos quando utilizada em concentracéo de até 10 nM.
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Com relacao a efetividade do NPPC para manutencéo do bloqueio da meiose
em oocitos cultivados em meio simples de pré-MIV, foi observado que este sistema
de cultivo permitiu a manutencdo da maior propor¢cdo de odécitos na fase de GVO
(médias variando de 50 a 60%) ao término de 8 horas de cultivo. Isso era esperado,
pois a acdo efetiva do NPPC na manutencdo do bloqueio meiotico é de apenas 8
horas, conforme anteriormente reportado por Franciosi et al., 2014 que apresentou
74% de oocitos em GVO. Ao final das 24 horas de cultivo, a maior propor¢do dos
odcitos ainda estava com a meiose bloqueada na fase de GV, no entanto, houve maior
compactacao da cromatina, com diminuicdo da distribuicdo dos odcitos na categoria
de GVO e aumento nas categorias de GV1 a GV3 em comparagdo com o cultivo
durante 8 horas. Apesar disso, o sistema de pré-MIV prolongado em meio simples
proposto neste estudo foi eficaz na manutengdo do bloqueio da meiose,
especialmente na categoria de GVO em que 0s odcitos exibem elevada atividade
transcricional, decorrente da acetilacdo de histonas onde ocorre maior acesso ao DNA
por fatores de transcricdo promovendo maior sintese de RNAs, (Simonson e Gurdon,
2004). Devido a isso, o sistema de pré-MIV prolongado na presenca de TSA permitiu
aumento da atividade transcricional global (grupo TSA 2,5) quando comparado ao
grupo controle, promovendo maior acumulo de RNAm, proteinas e fatores de
transcricdo (Luciano et al, 2018). O acumulo de transcritos no odécito, anteriormente a
retomada da meiose, faz parte do que se denomina maturacdo molecular e € uma
etapa essencial na aquisicdo das competéncias oocitarias (Lodde et al., 2008). O
acumulo de transcritos no o6cito € essencial para a finalizacdo do processo de
oogénese, pois estes transcritos serdo utilizados para a sintese de proteinas
essenciais para permitir ao o0cito que prossiga para as demais fases do
desenvolvimento, incluindo a progresséo e conclusdo da meiose. Da mesma forma,
também serdo essenciais para viabilizar o sucesso da fecundacdo, primeiras
clivagens e desenvolvimento do embrido até a transicdo materno-zigotica (Luciano et
al., 2018).

Assim, foi avaliado se o aumento da atividade transcricional observado foi
capaz de melhorar a aquisicdo da competéncia meibtica dos o0citos maturados in
vitro. No entanto, poucas estruturas concluiram a meiose ao término da MIV (variacdo
entre 34,1% a 46,4%). Estas taxas sdo muito baixas quando comparadas as taxas em
torno de 80 a 90% de MII exibidas por odcitos derivados de foliculos antrais maiores

do que 3 mm de didametro, como anteriormente reportado na literatura (Ambrogi et al.,
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2017; Rocha-Frigoni et al., 2016). Desta forma, os dados indicam que embora a
atividade transcricional esteja aumentada em od0citos estimulados com TSA na
concentragdo de 2,5 nM, o maior acimulo de transcritos ndo promoveu aumento da
competéncia meidtica destas estruturas conforme nossa hipotese inicial.

Por outro lado, ao avaliar a qualidade destes odcitos, foram observados
menores niveis intracelulares de ROS nos od0citos tratados com TSA nas
concentracdes de 5,0 e 10,0 nM, sugerindo aumento na qualidade dos mesmos. Estes
resultados sugerem que a TSA pode promover um efeito de protecdo aos eventuais
danos causados por estresse oxidativo nos odcitos cultivados in vitro, tais como
manipulacfes excessivas, exposicao a luz, variacdes de pH e de temperatura (Qiu et
al., 2019). O efeito da TSA na atenuacao do estresse oxidativo j& foi anteriormente
demonstrado no miocérdio, via acdes sobre o aumento da acetilagdo de H4 da regido
promotora de FoxO3a (Guo et al., 2017), uma vez que o gene FoxO3a tem como
funcdo atuar na sobrevivéncia celular e resisténcia ao estresse oxidativo ativando
SOD2 e catalase em resposta ao estresse (Nho et al., 2014). As mitocondrias
maternas acumuladas durante a maturacdo oocitaria sdo fundamentais para a
producado de energia destinada a eventos de liberacdo de célcio, assim como para o
crescimento e desenvolvimento embrionario (Jones 2004; Roth, 2018). O fato do
potencial de membrana mitocondrial avaliado em odécitos do grupo TSA ter sido inferior
em comparacao ao controle, sugere que este resultado implicou em odcitos de baixa
qualidade, assim como a producao e qualidade embrionaria reduzida (Roth, 2018).

Embora néo tenha sido verificado aumento nas taxas de producdo embrionaria
apos fecundacado dos odcitos pré-maturados em meio simples, foi possivel notar um
aumento numérico nas taxas de blastocistos no grupo TSA 2,5, cujos odcitos exibiram
maior atividade transcricional e melhor qualidade com base nos niveis
intracitoplasmaticos de ROS. Portanto, apesar das baixas taxas de producao de
embrides e de nao ter sido observada diferenca entre os tratamentos, os resultados
do grupo TSA 2,5 sugerem uma melhoria da qualidade destes odcitos e estimulam a
melhoria da estratégia proposta neste estudo, visando o aumento da aquisicdo das
competéncias do odcito recuperado de foliculos antrais iniciais (Hyttel et al., 1997).

Neste sentido, um segundo experimento foi realizado utilizando de substancias
estimuladoras ao cultivo de pré-MIV com ou sem TSA, que pudessem melhorar
nossas taxas de maturacdo oocitaria e competéncia para o0 desenvolvimento

embrionario. No experimento anterior, o crescimento do odcito foi insuficiente, assim
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como houve possiveis alteracbes oxidativas. Por isso, no intuito de regular o
crescimento e desenvolvimento oocitario, propusemos adicionar insulin-like growth
factor (IGF) como um fator anti-apoptotico, bem como auxiliar no crescimento folicular
e desenvolvimento embrionario (Wasielak e Bogacki, 2007; Shabankareh e Zandi,
2010). Além disso, utilizamos a Cisteamina como um mecanismo de defesa no
desequilibrio de producéo e liberacdo de ROS nos odcitos (Merton et al., 2013), assim
como Insulina-Transferrina-Selénio (ITS) também foi acrescida melhorando captacao
de glicose e aminoécidos e protegendo contra danos oxidativos (Cérdova et al., 2010).

Quando avaliamos o crescimento dos odécitos, 0s grupos tratados com a TSA
apresentaram maior tamanho quando comparado ao grupo Imaturo, no entanto,
tiveram diametro ainda menor quando comparado ao meio simples (médias variando
de 102 a 106 microns), indicando que o tamanho final dos odécitos cultivados em meio
enriquecido durante a pré-MIV mesmo com a adicdo do IGF ao meio, mais uma vez
nao foi suficiente e distante dos tamanhos descritos anteriormente para a espécie
(Lodde et al., 2008; Otoi et al., 1997). Com isso, sugere-se que 0S mecanismos que
possibilita o crescimento dos oocitos derivados de foliculos menores que 2 mm, ainda
nao foram bem elucidados. E 0 que se sabe, € que as células da granulosa estéao
fortemente relacionadas com o crescimento do odécito, pois seu contato intimo auxilia
na troca de moléculas e fatores de crescimento entre si (Matzuk et al., 2002). Com
relacdo a maturacdo nuclear, a maioria dos o6citos também estavam bloqueados nas
fases de GVs ao final de pré-MIV de 8 horas (Franciosi et al.,, 2014), no entanto,
grande parte dos odécitos ao final da pré-MIV de 24 horas, progrediram para fases além
das GVs. A partir disso, nos sugere que essa progressao da meidtica foi possivel
através das melhores condi¢Bes de cultivo que o meio enriquecido proporcionou
(Anchordoquy et al., 2015; Cérdova et al., 2010; Yang et al., 2022), uma vez que as
estruturas tratadas no meio de pré-MIV simples permaneceram nas fases de GVs até
o final da pré-MIV de 24 horas. A partir da figura 9, foi observado um aumento sobre
a atividade transcricional de oocitos tratados com TSA apoés 8 horas de pré-MIV em
relacdo ao controle, no entanto, apos 24 horas de pré-MIV os grupos TSA nao
diferiram do controle. Isso pode estar relacionado a retomada meiética ao final das 24
horas, pois o maior remodelamento da cromatina € associado a diminuicdo da
acetilacao de histonas e consequentemente, diminuicdo da atividade de transcricao
(Gu et al., 2010; Racedo et al., 2009). A qualidade dos od0citos tratados em meio

enriquecido com TSA durante a pré-MIV de 24 horas, houve novamente um possivel
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efeito protetor da TSA contra o estresse oxidativo frente aos niveis de EROs (Guo et
al., 2017). No entanto, ao final da MIV ndo demonstraram diferenca, e ainda que
numericamente apenas, as mesmas foram semelhantes as estruturas cultivadas em
meio simples, desta forma a cisteamina ndo pdéde melhorar esse cenario. Porém, o
uso da Cisteamina e ITS pode ter melhorado o potencial de membrana mitocondrial
apos a progressao meidtica, principalmente no grupo TSA 5, uma vez que suas
funcbes facilitam a producdo de ATP pelas mitocdndrias através fornecimento de
moléculas e atuando no controle oxidativo (Cordova et al., 2010; Merton et al., 2013).

A producdo de embrides foi afetada significativamente ainda mais quando
comparada aos dados do cultivo de pré-MIV em meio simples, e isso pode estar
relacionado com o baixo crescimento dos odcitos, visto que 0 momento de maior
acumulo de transcritos designados ao desenvolvimento embrionério seja no final do
crescimento oocitario (Labrecque et al., 2015).

A partir dos dados apresentados neste trabalho, foi visto que o meio
enriquecido proporcionou maior aquisicdo de competéncia meidtica, mas nao foi
eficaz em promover aquisicdo de competéncia para o desenvolvimento embrionario,
visto que a taxa de producédo de blastocisto foi muito baixa, assim como ndo houve

diferenca nos indicadores de qualidade entre os grupos.

5. CONCLUSAO

Desta forma, concluimos que o sistema de cultivo de pré- maturacdo
prolongado na presenca de TSA e fatores de crescimento foi eficaz para promover o
crescimento do odcito, melhorar sua qualidade pela reducédo do estresse e aumento
da transcricdo e, mesmo que em menor grau, proporcionar a aquisicdo da
competéncia meibtica. Embora o sistema proposto ndo tenha sito eficaz para atingir o
crescimento final do odcito e aquisicdo de competéncia para o desenvolvimento
embrionério, os resultados estimulam a continuidade do estudo, visando o
aprimoramento do sistema para o melhor aproveitamento dos o0citos incompetentes
obtidos de foliculos antrais iniciais, visando aumentar a oferta de gametas femininos

para o aproveitamento da biotécnica de produgédo de embrides in vitro.
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