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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo geral averiguar o efeito da BL-I e da ROS em bloquear
temporariamente a retomada da meiose, atuando sobre os fatores que controlam o ciclo
celular meiodtico de odcitos bovinos e a expansdo das células do cumulus oophoros. No
Experimento I, os odcitos permaneceram em meio MIV durante 6, 12 ¢ 24 h na
presenga de duas concentragdes de ROS (12,5 uM e 25 uM) ou na presenca de BL-I (50
pu e 100 uM) ou na presenca da associacdo de ROS (6,25 uM) + BL-I (25 uM) e em
seguida foram cultivados em meio MIV livre de fArmacos por 18 h, 12 h ou 24 h. Apds
esse tempo, os odcitos inibidos por 6 ou 12 h foram fertilizados e cultivados in vitro. O
tratamento com ROS e BL-I néo resultou em atraso na quebra da vesicula germinativa
em relacdo ao controle. Entretanto, quando utilizados por 24 h, elevadas taxas de
degeneracdo oocitaria foram encontradas. Quando estes farmacos foram utilizados por
12 h com reversdo por mais 12 h, verificamos uma menor taxa produgdo de blastocistos
em relacdo ao grupo controle. No entanto, apds a retirada do bloqueio por 6 h e
maturag¢@o por 18 h um maior numero de odcitos tratados tanto com ROS, como BL-I
encontraram-se em MII. Da mesma forma, ao reduzirmos a dose e o tempo de inibi¢ao,
os grupos tratados por 6 h de inibi¢do meidtica e reversdo por 18 h apresentaram taxas
de producdo embriondria similares ao grupo controle. No Experimento II, os odcitos
permaneceram em meio MIV durante 6h na presenca de 12,5 pM de ROS ou na
presenga de 50 uM de BL-I ou com a associagdo de ROS (6,25 uM) + BL-I (25 uM)
sendo em seguida cultivados em meio MIV livre de farmacos por 18 h. Apos esse
tempo, os odcitos inibidos foram fertilizados, cultivados in vitro e os embrides
produzidos foram submetidos a vitrificagdo. Os grupos BI-I e ROS + BL-I apresentaram
superioridade de producdo embriondria, tanto em relagdo ao grupo ROS como o
controle. O grupo ROS + BL-I apresentou maior taxa de reexpansdo pos-vitrificacdo.
Além disso, os embrides dos grupos BL-I e ROS + BL-I apresentaram menor niimero de
células apoptoticas quando comparados aos grupos controle e ROS. Concluiu-se que a

utilizagdo de BL-I e sua associagdo com ROS por 6 horas para o bloqueio da meiose em
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bovinos foi eficiente em induzir uma melhora na producdo bem como na qualidade
embrionaria. O Experimento III avaliou o estdgio de maturagdo nuclear, a ultraestrutura

4 “® 2 ciclina B1 nos

oocitaria, localiza¢do e expressdo das proteinas ERK 1/2, p 3
odcitos submetidos a inibi¢do meidtica utilizando os farmacos ROS (12,5 uM) e BL-I
(50 uM) por 6 h e reversdo da inibi¢do por 18 h. Os o6citos permaneceram em meio
MIV durante 6 h na presenga de de ROS ou na presenga de 50 uM de BL-I ou com a
associacdo de ROS (6,25 uM) + BL-I (25 uM) sendo em seguida cultivados em meio
MIV livre de farmacos por 18 h.Odcitos foram entdo fixados, corados por
imunofluorescéncia para visualizacdo nuclear, localizacdo e expressdo das proteinas
ERK1/2, ciclina Bl e p34 ““* e preparados para avaliagio da ultraestrutura por
microscopia eletronica. Observamos um menor niimero de oo6citos do grupo controle em
MI (C= 18,2 £+ 5,4 %) e maior quantidade de oocitos degenerados no grupo ROS (16,3 +
5,6 %). Maior quantidade de odcitos em MI apos 24 horas de maturagdo nos grupos
controle e ROS, sendo 8,3 = 5,9 % e 6,8 + 6,4 %, respectivamente. Apenas o grupo ROS
bloqueado por 6 h apresentou baixa expressdo por intensidade de fluorescéncia da
proteina ERK1/2 no ooplasma. O grupo imaturo apresentou elevada expressdo da

de2 . , . )
4°°““ ¢ foi detectada em todos os odcitos avaliados,

proteina ciclina B1 e proteina p3
como maior expressdo nos imaturos e 6 h, apenas o ROS bloqueado apresentou menor
expressdo. Nao ocorreu diferenga na localizagdo destas proteinas no ooplasma e ndo
observamos alteragdes ultraestruturais oocitarias entre os tratamentos. Estes resultados
demonstram que varios caminhos estdo envolvidos na regulagdo da matura¢do meiotica
odcitos bovinos. Alguns desses caminhos s3o independentes do MPF e,
consequentemente, escapam do controle dos fArmacos inibidores da CDK1, ROS e BL-

L.

Palavras chave: roscovitina, butirolactona I, embrides, criopreservagio, bovina
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MAZIERO, R.R.D. Effects of differents inhibitions on meiotic in vifro maturation of
bovine oocytes and subsequent tolerance of bovine embryos. Botucatu, 2014. p. Tese
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Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This work had as main objective to investigate the effect of BL-I and ROS in
temporarily blocking the resumption of meiosis, acting on the factors that control the
meiotic cell cycle of bovine oocytes and expansion of cumulus oophoros cells. In
Experiment I, the oocytes remained in [VM mediafor 6, 12 and 24h in the presence of
two concentrations of ROS (12.5 uM and 25 uM) or in the presence of BL-I (50 p to
100 mM) or the association of ROS (6.25 uM) + BL-I (25 uM) and then cultured in a
drug-free IVM media for 18, 12 or 24 h. After this time, the inhibited oocytes by 6 or 12
h were fertilized and cultured in vitro. Treatment with ROS and BL-I did not resulted in
delay in germinal vesicle breakdown in relation to control. However, when used for 24
h, higher rates of oocyte degeneration were found. When these drugs were used for 12 h
with reversion for more than 12 h, a lower blastocyst production rate compared to the
control group was verified. However, after removal of the blockage for 6 h and
maturation for 18 h, a higher number of oocytes treated with both ROS and BL-I were
found in MII. Similarly, when the dose and duration of inhibition were reduced, the
groups treated for 6 h of meiotic inhibition and reversion for 18 h showed similar
embryo production rates to the control group. In Experiment II, oocytes remained in
IVM mediafor 6 h in the presence of 12.5 pM of ROS or the presence of 50 uM of BL-I
or the association of ROS (6.25 uM) + BL-I (25 pM) and then cultured in drug-free
IVM media for 18 h. After this time, the inhibited oocytes were fertilized in vitro and
the produced embryos were submitted to vitrification. The BI-I and ROS + BL-I groups
showed superiority in embryo production, both in relation to the control as ROS group.
The ROS + BL-I group showed higher rate of re-expansion after vitrification.
Additionally, embryos from BL-I and BL-I + ROS showed lower number of apoptotic
cells when compared to control and ROS group. It was concluded that the use of BL-I
and its association with ROS for 6 hours to meiosis block in cattle was effective in
inducing an improvement in production as well as in embryo quality. The Experiment

III evaluated the stage of nuclear maturation, oocyte ultrastructure, localization and
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expression of ERK 1/2 proteins, p 34 ““ 2, cyclin B in oocytes submitted to meiotic
inhibition using ROS (12.5 uM) and BL-I (50 uM) for 6 h and reversion of inhibition
for 18 h. The oocytes remained in IVM media for 6 h in the presence of ROS or the
presence of 50 uM of BL-I or in the association of ROS (6.25 uM) + BL-I (25 uM) and
then cultured in a drug-free IVM media for 18 h. Oocytes were then fixed and stained
by immunofluorescence for nuclear visualization, localization and protein expression of
ERK 1/2, cyclin B1 and p34 ““* and prepared for evaluation of the ultrastructure by
electron microscopy. A lower number of oocytes in MI were observed in control group
(C =18.2 = 5.4 %) and a higher amount of degenerated oocytes was observed in ROS
group (16.3 = 5.6 %). Higher amounts of oocytes in MI after 24 hours of maturation
were observed in the control and ROS group, being 8.3 = 5.9 % and 6.8 + 6.4 %,
respectively. Onlythe ROS group meiotic arrest for 6 h showed low expression in
fluorescence intensity of ERK1/2 protein in the ooplasm. The immature group showed

high expression of cyclin B1 and p34°

proteins and it were detected in all evaluated
oocytes, as higher expression in immature and 6 h, only the blocked ROS showed lower
expression. There were no differences in the localization of these proteins in the
ooplasm and it was not found any ultrastructural changes in oocyte between treatments.
These results demonstrate that multiple pathways are involved in regulation of meiotic
maturation of bovine oocytes. Some of these pathways are independent of MPF

andconsequentlyescape from control of inhibitory drugs of CDK1, ROS and BL-I.

Key words: roscovitine, butyrolactone I, embryos, cryopreservation, bovine



Capitulo 1



Introducio

A produgdo in vitro de embrides (PIV) tornou-se uma valiosa tecnologia de
reproducdo assistida em sistemas de criacdo bovina. Entretanto, mesmo com as notaveis
inovagdes neste sistema, os maiores entraves para o pleno sucesso desta biotecnologia
sdo os baixos indices de prenhez pds-transferéncia e a maior sensibilidade do embrido a
criopreservacdo (LONG, 2008).

A criopreservacdo de embrides tem o potencial de disseminar as atuais tecnologias,
por manter o metabolismo celular em estado de quiescéncia, tornando possivel a
conservagdo dos embrides por tempo indeterminado. Além de facilitar o transporte de
embrides, a longas distdncias, nos casos de importacdes e exportagdes, a formagdo de
bancos genéticos proporciona uma maior seguranga zoosanitaria durante a
comercializa¢do, uma vezque estes embrides, quando manipulados segundo as normas
da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS), podem evitar a
disseminagdo de varias doengas.

Somente embrides de excelente qualidade sobrevivem ao processo de
criopreservacdo. Assim, muitos laboratorios buscam melhorar o potencial de
desenvolvimento e a qualidade do odcito, durante a maturagdo in vitro (MIV), pois se
trata de uma etapa crucial e limitante para o sucesso da PIV. A eficiéncia da tecnologia
de MIV refere-se ao estado bioquimico e molecular do od6cito maturocapaz de ser
fertilizado naturalmente e desenvolver um embrido, que ao ser transferido, desenvolvera
a termo (GILCHRIST e THOMPSON, 2007).

Um dos procedimentos para o aprimoramento da MIV consiste na inibicdo da
maturacdo meiotica (nuclear) promovendo, ao mesmo tempo, o desenvolvimento do
ooplasma (TRIPATHI et al., 2010; BILODEAU-GOESEELS, 2012). A maturagio
espontanea do odcito, que ocorre quando este ¢ retirado do ambiente folicular, pode ser
evitada pelo uso de inibidores das quinases dependentes de ciclina especificos (CDK),
como a butirolactona I (BL-I) e a roscovitina (ROS), as quais inibem a atividadedo fator
promotor da maturagdo (MPF) (GILCHRIST, 2008). Embora tal procedimento resulte,
na maioria das vezes, em desenvolvimento similar a odcitos ndo tratados, este
mecanismo tem se prestado como importante ferramenta para a pesquisa do
desenvolvimento e da diferenciagdo do odcito (SIRARD, 2001).

O MPF e a proteina quinase ativada por mitéogenos (MAPK) s@o os principais

fatores reguladores da maturagdo e suas atividades sdo direta (MPF) e indiretamente



(MAPK) afetadas por tais inibidores de quinases dependentes de ciclina (CDK)
(KUBELKA et al., 2000). O controle do ciclo celular meidtico depende das proteinas

que constituem o MPF, a p34°4®?

e a ciclina B1, e também da MAPK, representada pelas
proteinas p44 e p42 (ERKI1 e ERK2). Além disso, a localizagdo especifica dessas
proteinas no citoplasma celular parece estar envolvida no controle de suas atividades
durante o ciclo celular em oocitos e embrides (QUETGLAS et al., 2011).

Para tanto, com a necessidade de se buscar uma metodologia de PIV mais
adequada e eficiente, a utiliza¢do de fairmacos inibidores da maturagdo nuclear facilita o
manejo dos oocitos para o uso em programas comerciais de produ¢do de embrides in
vitro, uma vez que permite o transporte, bem como a sincronizacdo do momento da
fertilizagdo de odcitos de diferentes animais. Ademais, com a melhora nas taxas de

producdes de embrides, as técnicas de estocagem em nitrogénio liquido, principalmente

a vitrificacdo deixariam de ser um desafio para a aplicagdo pratica da técnica de PIV.



Objetivos Gerais

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos da adi¢do de inibidores da
meiose oocitaria, sobre o desenvolvimento embrionario e criotolerancia. Para tanto,

foram realizados trés experimentos:
- Experimento I:

Avaliar o indice de apoptose celular de embrides oriundos de odcitos maturados
in vitro com butirolactona I e/ou roscovitina, em diferentes concentragdes e tempos de
exposicao.

- Experimento II:

Vitrificar/desvitrificar os embrides produzidos in vitro apds a adequacio da dose
e do tempo de inibi¢do da meiose oocitaria, avaliar as taxas de reexpansio e de apoptose
celular dos embrides.

- Experimento I1I:

Avaliar os oocitos imaturos, controle e submetidos a inibi¢do meidtica, quanto
aos efeitos da utilizagdo destes farmacos, nos fatores promotores da maturagdo
oocitaria, bem como a sua ultraestrutura.

Objetivos Especificos
- Experimento I:

1- Avaliar a resposta dos odcitos, inibidos por 24 horas com roscovitina (ROS)

na concentragdo de 25 puM; butirolactona I (BL-I) na concentragdo de 100 puM; e em

seguida, maturados em MIV por 24 horas a partir do estigio de desenvolvimento

meiotico do nicleo (maturagdo nuclear).



2- Avaliar a resposta dos odcitos, inibidos por 6 horas com roscovitina (ROS) na
concentragdo de 12,5 puM; butirolactona 1 (BL-I) na concentragdo de 50 uM e a
associacdo da roscovitina (ROS 6,25 uM) + butirolactona I (BL-I 25 uM); e em
seguida, maturados em MIV por 18 horas a partir do estagio de desenvolvimento

meiotico do nicleo (maturagdo nuclear).

3- Avaliar a resposta dos odcitos, inibidos por 12 horas com ROS na
concentragdo de 12,5 uM; BL-I na concentragdo de 50 uM e a associagdo da ROS 6,25
uM + BL-I 25 uM; e em seguida, maturados em MIV por 12 horas a partir do estagio de

desenvolvimento meidtico do nicleo (maturagio nuclear).

4- Produzir embrides in vitroe avaliar os indices de apoptose celular, utilizando
ROS na concentragdo de 12,5 uM; BL-I na concentragdo de 50 uM e a associagdo da
ROS 6,25 uM + BL-I 25 puM; por 6 horas durante a MIV e em seguida, maturados em

MIV livre de farmaco por 18 horas.

5- Produzir embrides in vitroe avaliar o indice de apoptose celular dos embrides
sem adicdo de farmaco, utilizando ROS na concentragdo de 12,5 pM; BL-I na
concentragdo de 50 pM e a associacdo da ROS 6,25 pM + BL-I 25 uM por 12 horas

durante a MIV e em seguida, maturados em MIV livre de farmaco por 12 horas.

- Experimento II:

I- Avaliar a taxa de clivagem (D3), taxa de formagdo de blastocistos (BI)
produzidos in vitro no D6 (dia seis) e D7 (dia sete), a partir de oocitos que foram
maturados sem adi¢do de farmacos; inibidos por 6 horas com ROS (12,5uM), BL-I (50
uM) e ROS 6,25 uM + BL-I 25 uM na MIV seguidos da maturacio por 18 horas livre

desses agentes.

2- Avaliar a taxa de sobrevivéncia dos blastocistos PIV apos a vitrificagdo e

aquecimento por meio da taxa de reexpansdo dos diferentes grupos experimentais.



3- Avaliar o nimero total de células integras e a ocorréncia de apoptose por
meio da técnica TUNEL com os embrides frescos e aquecidos oriundos dos diferentes

grupos experimentais.

- Experimento I1I:

1- Avaliar a resposta dos odcitos sem adicdo de farmaco, inibidos por 6 horas
com ROS na concentragdo de 12,5 uM, BL-I na concentragdo de 50 pM; associagdo de
ROS 6,25 uM + BL-I 25 pM; e em seguida, maturados em MIV por 18 horas a partir do

estagio de desenvolvimento meidtico do nucleo (maturagdo nuclear).

2- Avaliar a ultraestrutura da organizacdo e localizacdo das organelas presentes
em odcitos a partir da microscopia eletronica de transmissdo nos diferentes grupos

experimentais: controle, ROS 12,5uM, BL-I 50 uM e ROS 6,25 uM + BL-1 25 uM.

3- Avaliar o efeito do bloqueio da meiose de oo6citos bovinos com os inibidores
de CDK ROS, BL-I e a associa¢do de ROS + BL-I sobre a expressdo das proteinas ERK
1/2, p 34 2, ciclina B1.

4- Avaliar o efeito do bloqueio da meiose de odcitos bovinos com os inibidores
de CDK ROS, BL-I e a associacdo de ROS + BL-I sobre a localiza¢do das proteinas
ERK 1/2, p 34 ““?, ciclina B1.



Hipoteses

Experimento I:

A hipétese levantada € que a adicdo dos farmacos inibidores da meiose oocitaria
roscovitina (ROS), butirolactona I (BL-I) e ROS + BL-I durante a MIV ira sincronizar a
maturag@o nuclear e a citoplasmatica que ocorrem de forma assincronica. Desta forma,
tornara os oocitos aptos a fecundacdo e ao cultivo in vifro embrionario e aumentard a

taxa de produgdo de embrides bovinos com um indice de apoptose reduzido.

Experimento II:

A adicdo dos farmacos inibidores da meiose oocitaria durante a MIV
influenciard positivamente na PIV de embrides bovinos e aumentara a resisténcia dos
embrides aos processos de vitrificagdo com uma maior taxa de reexpansdo pos-
desvitrificagdo e diminuicdo dos indices de apoptose celular nos embrides

criopreservados.

Experimento III:

A hipoétese levantada é que a utilizagdo dos inibidores de CDK: ROS e BL-I irdo

bloquear a acdo dos fatores promotores da maturacdo nuclear oocitdria pela expressdo

4 cde2

das proteinas ERK, p3 e ciclina B1. No entanto, este bloqueio ndo ird influenciar

negativamente na morfologia oocitéria.



Revisiao de Literatura

1. Maturacao oocitaria

A maturagdo dos oocitos € um processo longo, durante o qual as células
adquirem capacidade intrinseca para desenvolvimento gradual, até alcangar a ativagdo
do genoma embriondrio (FERREIRA et al.,, 2009a). Em humanos, a MIV ¢ uma
alternativa a estimulacdo ovariana, realizada no tratamento de infertilidade. No entanto,
a qualidade e o potencial de desenvolvimento do embrido maturado, tem sido inferior
aqueles maturados in vivo. Para tanto, exige-se uma sincroniza¢do entre a maturagdo
nuclear e a citoplasmatica (SHU et al., 2008).

Este processo complexo e distinto, envolve a maturacdo nuclear e
citoplasmdtica, sendo a maturagdo nuclear uma segregagdo cromossOmica € a
citoplasmatica uma reorganizagdo de organelas, armazenamento de mRNA e transcri¢do
de proteinas para que acontegam a fecundagdo e o desenvolvimento embriondrio inicial
(PONDERATO et al., 2001; FERREIRA et al., 2009a).

Nos seres humanos, um pequeno foliculo antral demora vérios dias para ser
maturado e assim adquirir o tamanho final de um foliculo pré-ovulatério (14 mm)
(BRANIGAN e ESTES 2005). No entanto, os foliculos antrais recuperados para MIV
sofrem um periodo substancialmente menor de crescimento para a fertiliza¢do in vitro
convencional (CHA et al., 2000; SMITH et al., 2000; CEKLENIAK et al., 2001), sendo
assim um curto periodo para o desenvolvimento de odcitos inclusos. Isto ocorre devido
a falta de estimulo para superar os efeitos inibitorios que as substincias do fluido
folicular e das células da granulosa causam em odcitos maturados in vitro, promovendo
a maturagdo precoce, sem a aquisi¢do de competéncia citoplasmatica (GILCHRIST e
THOMPSON, 2007).

Embora os o6citos imaturos de mamiferos possam retomar a meiose apds o
isolamento a partir de foliculos antrais (EDWARDS et al, 1965), a maturagdo
citoplasmatica acontece de forma assincronica em relacdo a nuclear
(JANSSENSWILLEN et al., 1995; HUANG et al., 1999). E necessério entdo, submeter
0 oocito imaturo ha um tempo maior de maturagdo citoplasmatica para que ele possa
adquirir uma maior competéncia para o desenvolvimento in vifro (WU et al., 2006).

Assim, apesar do mecanismo de maturacdo de odcitos in vivo e in vitro ainda ser

pouco esclarecido, normalmente é aceito que o segundo mensageiro monofosfato ciclico



de adenosina (cAMP) desempenha um papel critico na manuten¢cdo do bloqueio
meidtico de odcitos mamiferos. Um relativo aumento no nivel de cAMP dentro o odcito
¢ essencial para manter o bloqueio da meiose, enquanto que uma queda na concentragdo
intraodcito de cAMP permite a retomada da meiose (SELA-ABRAMOVICH et al.,
2006). Dessa forma, a concentragdo intraoocito de cAMP ¢ regulada pelo equilibrio da
atividade de dois tipos de enzimas: adenilato ciclase (AC) e fosfodiesterases (PDEs),
que sdo responsaveis pela sintese e degradacdo de cAMP, respectivamente (FIMIA e
SASSONE-CORSI, 2001; CONTI et al., 2002).

Depois de ser sintetizada por AC nas células do cumulus, o cAMP ¢ transferido
para o odcito pelas jungdes gap comunicantes (JGC). Deste modo, subtipos especificos
PDEs sao capazes de interferirna maturag@o meidtica espontdnea em odcitos de murinos
(NOGUEIRA et al., 2003a), bovinos (AKTAS et al., 1995; LUCIANO et al., 2004),
suinos (FUNAHASHI et al., 1997, BAGG et al., 2006) e¢ odcitos humanos
(NOGUEIRA et al., 2003b, 2006) e estando localizados nos compartimentos foliculares
de células somaticas e germinativas, com a PDE4 envolvida principalmente no
metabolismo de cAMP nas células da granulosa e a PDE3 nos odcitos (CONTI et al.
2002; SASSEVILLE et al., 2006).

Evidéncias indicam que o contato intimo célula a célula pelas jungdes gap ¢
fundamental para a conclus@o da maturacdo meidtica e citoplasméatica (GILCHRIST e
THOMPSON, 2007). As juncgdes gap fornecem nutrientes essenciais € suporte
metabodlico para os odcitos, a0 mesmo tempo fornece substancias inibidoras da meiose,
como o cAMP, purinas e outras moléculas regulatorias que mantém o bloqueio da
meiose (JAMNONGIIT e HAMMES, 2005).

In vivo, o pico de LH desencadeia a ruptura das jungdes gap entre o o6cito e as
células da granulosa no foliculo pré-ovulatério (EPPIG, 1991a). O isolamento dos
odcitos imaturos antes que ocorra a MIV pode interromper a transferéncia de nutrientes
e suporte metabolico essencial para a conclusdo da maturagdo, resultando na ativagéo
precoce de maturacdo nuclear e posterior comprometimento de desenvolvimento do
ooplasma. Por este motivo, ¢ essencial a manuten¢do da integridade das jungdes gap
comunicantes, entre as células foliculares e o oocito durante a MIV (CARABATSOS
al., 2000).

Assim, 0s oocitos sdo submetidos a vérias alteragdes ultraestruturais antes da
maturacdo. Estas modificagdes tém sido denominadas de capacitagdo do odcito e este

evento ¢ de fundamental importancia para sua competéncia (HYTTEL et al., 1997).
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Além dessas alteragdes morfologicas, a aquisicdo de competéncia para o
desenvolvimento parece ocorrer durante este periodo de maturacdo (BLONDIN et al.,
1997).

In vitro, a retomada da meiose ocorre quando ha liberagdo do fator de inibigdo a
partir do foliculo (KOTSUIJI et al., 1994). No entanto, o resultado da maturacdo in vitro
na producdo de embrides ¢ reduzido, sugerindo que nem todos os odcitos tém a
capacidade de amadurecer devidamente, pois alguns odcitos s@o capacitados, sem

retomar a meiose (HYTTEL et al., 1997).

1.1 Maturacio nuclear

A maturacdo nuclear compreende o processo de reversdo do primeiro bloqueio
meidtico do odcito em vesicula germinativa (VG) até o segundo bloqueio meidtico em
metafase II (MII). Inicia-se no momento em que ocorre a retomada da meiose a partir
do estaddio de diploteno da préfase I, marcada pela condensagdo dos cromossomos e
rompimento da vesicula germinativa (QVG), ou seja, do envelope nuclear. Apds a
QVG, o odcito passa pelo estddio de diacinese, metafase I (MI), anafase I (Al) e
telofase I (TI), completando a primeira divisdo meidtica, e entdo, rapidamente, passa
para a MII da segunda divisdo meidtica, quando hd novo bloqueio do ciclo celular
(segundo bloqueio meidtico; KUBELKA et al., 2000).

Ao longo deste processo, os cromossomos homologos (2n) sdo divididos em
dois grupos, com a metade do niimero original de cromossomos. Ao término da
primeira divisdo meidtica, o citoplasma ¢ dividido assimetricamente, gerando duas
células de tamanhos diferentes: uma pequena chamada de corptsculo polar e outra
grande, o odcito secundario. Cada uma das células contém a metade do numero de
cromossomos da espécie. Ao término da maturagdo nuclear, o odcito permanece neste
estddio do ciclo celular (MII) até a fecundacdo ou ativagdo partenogenética
(QUETGLAS et al., 2011).

Apds o espermatozoide penetrar no odcito, ocorre a extrusdo do segundo
corpusculo polar, os pro-nucleos da fémea e do macho se formam e ocorre a singamia
iniciando o desenvolvimento embriondrio. Mudangas nucleares durante a maturagdo e
fertilizagdo ocorrem e sdo coordenados por meio dos movimentos do material genético
e das organelas e por meio de mudancas bioquimicas no citoplasma para garantir o

desenvolvimento normal dos embrides (VAN BLERKOM, 1991).
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O ciclo celular mitdtico e meidtico é controlado pela atividade do fator promotor
da fase M ou fator promotor da maturacdo (MPF) que ¢ composto pela quinase
catalitica cdc2 e pela subunidade regulatoria ciclina B (BILODEAU-GOESEELS,
2012). O foliculo ovariano contém fatores inibitérios indefinidosque mantém o odcito
bloqueado. O principal fator inibitorio das paredes foliculares in vitro, segundo Richard
e Sirard (1996), encontra-se nas células da teca e ¢ liberado no meio de cultivo.

A interrup¢do da comunicagdo cumulus-oocito apo6s estimulo pelas
gonadotrofinas pode levar a diminui¢@o da concentracdo de cAMP no interior do odcito,
podendo assim, ocorrer a retomada da meiose, mostrando que o cAMP funciona como
regulador da maturag¢do nuclear em odcitos de mamiferos (BILLIG et al., 1988).

Para ocorrer o bloqueio da meiose, o receptor da proteina G (GPR3) ativa a
proteina G a estimular a adenilato ciclase (AC) para sintetizar a cAMP. O agente
bloqueador eleva os niveis de cAMP tornando a proteina quinase (PKA) ativa. Assim,
esta proteina inativard a quinase catalitica cdc2 mantendo o MPF inativo e o nucleo em
estagio de VG (BILODEAU-GOESEELS, 2012) (Figura 1 A).

O contrario ocorre no processo normal da maturacdo, em que a GPR3 ativa a
proteina G a estimular a AC. Como os niveis de cAMP estardo diminuidos, ocorrera
uma inativagdo da PKA e ativacdo da quinase catalitica cdc2 e da subunidade
regulatdria ciclina B. Consequentemente ocorrerd uma ativagdo do MPF causando a

QVG e a maturagdo (BILODEAU-GOESEELS, 2012) (Figura 1 B).

GV GVBD

GPR3%/ GPR3
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PDE3A l

SAMP «2E1YE_ CAMP Jow

PDE3A l
SAMP+22EE cAMP high

PKA active
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WEE1B CcDC25b
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K 52

Figura 1: Esquema ilustrando os eventos do bloqueio e reinicio da meiose oocitaria. A:
evento ocorrido durante o bloqueio da meiose, com o nucleo em estagio de vesicula
germinativa (VG). B: evento normal da meiose oocitdria, onde ha uma diminui¢do nos
niveis de cAMP, ativac¢do do fator promotor de maturacdo (MPF), quebra da vesicula
germinativa (QVG) e maturagdo oocitaria (BILODEAU-GOESEELS, 2012).
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Outro segundo mensageiro, o cGMP, induzido pelo 6xido nitrico (NO) ou por
peptideos natriuréticos, também medeia fun¢des na retomada da meiose de odcitos de
mamiferos. O efeito do cGMP nas células pode ser mediado pela regulagdo da atividade
de algumas fosfodiesterases (PDE2, PDE3 e PDES5) ou estimulagdo das PKGs. Altas
concentragdes de cGMP também podem afetar de forma indireta a atividade das PKAs.
A acdo de fosfodiesterases especificas que hidrolisam o cGMP e a acdo de inibidores
que controlam a comunicacdo das gap junctions geram a estabilizacdo do nivel de
cGMP nas células somadticas, o que ¢ essencial para a manuten¢@o do bloqueio meidtico
(SCHWARZ et al., 2008).

Os niveis de cGMP sdo balanceados entre a sintese de guanilato ciclase (GC) e
degradagcdo por PDE-cGMP especificas (PDES, PDE6, PDEY). Guanilato ciclase
soluvel (GC) é uma proteina heterodimérica composta pelas subunidades reguladas por
estrogénios, compostos que elevam o cAMP. A funcdo da GC ¢ afetada ndo somente
pelo NO, mas igualmente pela regulacdo da expressdo de subunidades de GC em nivel
transcricional e pds-transcricional (PAPAPETRPOULOS et al., 1996).

As fosfodiesterases sdo enzimas intracelulares que catalizam especificamente a
hidrélise dos segundos mensageiros ciclicos cAMP e cGMP. Algumas PDEs que tem
sua atividade sobre a degradagdo do cAMP e sdo controladas pelos niveis de cGMP
resultam num caminho de duas vias entre 0 cGMP e cAMP. A regulacio diferencial de
cada. A regulagdo diferencial de cada isoforma de PDEs em diferentes compartimentos
do complexo cumulus oophorus estdo envolvidas no controle dos niveis de cAMP e,
consequentemente, na maturacdo (LIANG et al, 2005).

A maturacdo nuclear pode ser avaliada diretamente pela configuragdo
cromossomica e classificados em diferentes estddios (Figura 2; LANDIM-
ALVARENGA, 1999):

- Vesicula germinativa (VG): caracterizada pela presenga de nucleo esférico e
definido com carioteca integra e filamentos de cromatina descondensados;

- Quebra da vesicula germinativa (QVG): caracterizada pela cromatina
condensada e auséncia de membrana nuclear visivel;

-Metafase I (MI): em que os cromossomos estdo arranjados na placa metafasica
e localizados perifericamente no ooplasma;

- Metafase II (MII) caracterizado pela presenca de cromossomos metafasicos
na periferia do ooplasma e pela extrusdo do primeiro corpusculo polar, representado por

um grupo denso de cromossomos.
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Figura 2: Apresentacdo fotografica da avaliagdo dos estdgios nucleares dos oocitos dos
grupos experimentais emmicroscopio invertido com luz fluorescente ultravioleta. Apds
a coloracdo com Hoechst 33342 os odcitos foram classificados em: Vesicula
Germinativa (VG); Quebra da Vesicula Germinativa (QVG); Metafase I (MI); Metafase
IT (MII) e Degenerado ou Nao Identificado (D/NI). Aumento de 400x.

1.2 Maturacio citoplasmatica

Além da progressdo da meiose, que caracteriza morfologicamente a maturagao
do odcito e que por si s6 ndo garante o desenvolvimento embriondrio futuro, o mesmo
sofre alteracdes em seu citoplasma, denominada maturagdo citoplasmatica (FERREIRA
et al., 2009).

A maturacdo citoplasmatica compreende as mudangas estruturais e moleculares

que ocorrem no citoplasma do odcito no estadio de VG até o fim da MII. A avaliagdo
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dessa maturacdo pode ser feita indiretamente, pela habilidade do odcito maduro em
clivar e desenvolver-se a blastocisto, apos a fecundagdo ou a ativagdo partenogenética.
Outros pardmetros morfoldgicos indiretos como a expansdo das células do cumulus
(CCs), a velocidade de extrusd@o do primeiro corpusculo polar e aumento do espago
perivitelinico, também podem ser utilizados para a avaliagdo da maturagcdo
citoplasmatica (KRUIP et al., 1983).

As modificagdes ultraestruturais dizem respeito a uma reorganizacio
citoplasmatica, em que a maioria das organelas migra pelos microtibulos e
microfilamentos. As mitocondrias € o complexo de Golgi, que se localizam mais
perifericamente no odcito imaturo, migram e se distribuem numa posicdo perinuclear.
Os granulos corticais, produzidos pelo complexo de Golgi e situados originalmente no
centro do odcito, migram para a periferia do mesmo e ancoram-se na membrana

citoplasmatica (CRAN e ESPER, 1990).

1.2.1 Redistribui¢ao das organelas citoplasmaticas

O reposicionamento das organelas citoplasmaticas depende da necessidade da
célula em cada fase de seu desenvolvimento e ocorre por a¢do de microfilamentos e
microtubulos do citoesqueleto.

Assim, mitocondrias, ribossomos, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e
granulos corticais, assumirdo diferentes posi¢cdes das observadas em estagio de VG

(FERREIRA et al., 2009a).

Mitocondrias

A ativagdo de determinadas vias metabdlicas, pela sintese de proteinas e pela
fosforilacdo ¢ indispensavel para a maturacdo citoplasmatica. Dentro deste contexto, as
mitocondrias tém um papel extremamente importante uma vez que sdocomponente
chave do metabolismo energético (KRISHER et al., 1998; MEIRELLES et al., 2004). O
movimento das mitocondrias para areas com alto consumo de energia acontece em
odcitos e embrides nos periodos criticos do ciclo celular.

Estudos mostram que durante a maturagdo, as mitocOndrias sintetizam a
adenosina trifosfato (ATP) necessaria para a sintese de proteinas e posterior
desenvolvimento do embrido (MEIRELLES et al., 2004). A analise ultraestrutural de

odcitos bovinos submetidos amaturagdo in vitro (MIV) mostra que as mitocondrias
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passam de uma posicdo mais periférica para uma distribuicdo dispersa por todo o
citoplasma, ap6s 12 al8 horas de cultivo (HYTTEL et al., 1986).

Este evento ¢ semelhante ao que ocorre in vivo, o que implica na distribuicdo
mais periférica antes do pico de horménio luteinizante (LH) e posterior formagdo mais
cortical nas fases finais de maturacdo nuclear e novamente uma distribui¢do dispersa
apds a extrusdo do corpusculo polar, aproximadamente 19 horaspds o pico de LH
(KRUIP et al., 1983; HYTTEL et al., 1997).

Estudos sobre odcitos bovinos e murinos correlacionam a reorganizag¢do das
mitocondrias nos odcitos apds a MIV, assim como os niveis totais de ATP nos
embrides. Assim, embrides com menos ATP no citoplasma apresentam
desenvolvimento mais lento ¢ um menor niumero de células (LIU et al., 2000).

Antes da ativagdo do genoma embriondrio, 72 horas em cultivo, as mitocondrias
apresentam niveis intermediarios de atividade, fato que pode ser explicado pelaprotecao
adaptativa contra as espécies reativas de oxigénio (EROs), como resultado do
metabolismo mitocondrial. Esta prote¢do ¢ fornecida por moléculas catalisadoras, como
a glutationa e as peroxidases, as quais sdo produzidas durante a maturagdo do odcito e
desenvolvimento embrionario (KRISHER, 2004).

Assim, se a atividade mitocondrial ¢ elevada durante os estdgios iniciais do
desenvolvimento embriondrio, os embrides provavelmente ndo sobreviveriam, pois
seriam incapazes de eliminar a producdo excessiva de EROs nestes processos. Apds o
inicio da transcricdo do genoma embriondrio, a atividade mitocondrial diminui e deste
modo, o embrido comeca a utilizar outras vias metabolicas para produzir energia, tais
como a glicolise anaerdbia.

Além das atividades descritas, as mitocondrias regulam o processo de apoptose
celular, agindo como reservatorios de proteinas ativadoras e efetoras do processo de
morte celular programada (MCP), como por exemplo, do citocromo c; e uma
permeabilizacdo da membrana mitocondrial acarretard na liberagdo deste, com

consequente ativacdo da cascata do processo de apoptose e consequentemente morte

celular (PARONE, 2002).

Reticulo Endoplasmadtico
As membranas do reticulo endoplasmatico (RE) s@o fisiologicamente ativas,
interagirem com o citoesqueleto e contém diferentes dominios especializados em

diferentes fungdes. Dentre as fung¢des conhecidas do RE estdo o dobramento de
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proteinas e sua degradagdo, metabolismo lipidico, compartimentalizagdo do nucleo,
interferéncia no gradiente de ions cdlcio (Ca’) e a sintese de membrana (FERREIRA et
al., 2009a).

Ao armazenar e liberar cdlcio, o sistema desempenha um papel importante na
sinalizacdo intracelular. Os mecanismos envolvidos no remodelamento e nas vias de
atividade do calcio apontam a importancia destes fons (Ca”) em varios eventos.

As vias de sinalizagdo Ca’ dependem das diferencas entre os niveis intra e
extracelulares, os quais geram diferentes gradientes de concentracdes entre os dois
compartimentos. Este gradiente é regulado pelo potencial de membrana do ooplasma
(LIPPINCOTT-SCHWARTZ et al., 2000).

Foi demonstrado que em od6citos de roedores € humanos, os ions (Ca” das lojas
citoplasmaticas sdo mediados pelo ion ligante de canais, como o receptor inositol 1,4,5
trifosfato (IP3R) e o receptor rianodina, ambos localizados na membrana RE,
responsaveis pelo controle da liberagdo de Ca® para o citosol. Estabeleceu-se que a
liberagdo de Ca® via IP3 e do seu receptor, IP3R, ¢ essencial para a ativagdo dos odcitos
durante a fertilizagdo (KLINE e KLINE, 1994).

Mudangas bioquimicas e estruturais no RE durante maturagdo sdo fundamentais
para o bom funcionamento da regulag¢do do calcio intracelular. Na analise in vivo dos
odcitos de camundongo, no estdgio de vesicula germinativa (VG), observou-se que o
RE ¢ uniformemente distribuido no ooplasma. Assim como em outras espécies, o RE ¢
encontrado na regido cortical e se acumula em pequenas porgdes de 1-2 mm em todo o
citoplasma ao progredir o desenvolvimento até o estagio de MII (STRICKER, 2006).

A sensibilidade do sistema para liberar o calcio aumenta apds a maturacéo.
Durante a fecundag@o, a entrada do espermatozdide no odcito provoca a saida do célcio
do reticulo, seguido pelo inicio do desenvolvimento embriondrio. No momento da
formagdo do segundo corpuisculo polar, as por¢cdes de REs comecam a desagregar,
sendo aproximadamente 3 a 4 horas apods a inseminag@o e 2 horas antes da sinalizacio

do célcio para deixar a fase de desenvolvimento pro-nuclear (FERREIRA et al., 2009a).

Complexo de Golgi (CG)

O Complexo de Golgi € constituido por dobras e vesiculas circulares achatadas e
vesiculas esféricas de diversos tamanhos que parecem originar das primeiras. Localiza-
se em posi¢des constantes, quase sempre ao lado do ndcleo. Uma de suas principais

funcdes consiste na separacdo e enderegamento das moléculas sintetizadas nas células,
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encaminhando-as para as vesiculas de secre¢@o, para os lisossomos ou para a membrana
celular JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000).

Durante a maturagéo e a fertilizagdo dos mamiferos, a dinamica das membranas
do Golgi ainda necessita de maiores informagdes para poder ser compreendido. Sabe-se
que em odcitos bovinos, no estadio de VG, encontram-se fragmentos de CG que se
transformam em vesiculas durante a QVG (HYTTEL et al.,, 1986; MORENO et
al.,2002; FERREIRA et al., 2009).

Grdnulos corticais

Os granulos corticais (CG) sdo derivados do Complexo de Golgi. A exocitose
dos GCs envolve os filamentos do citoesqueleto e proteinas homdlogas. No estagio de
VG, os granulos corticais estdo agrupados ao longo docitoplasma. No final do periodo
de maturagd@o, quando estas atingem a fase de odcitos MII, os granulos estaodistribuidos
proximos a superficie interna da membrana. Este ¢ um padrdo estratégico a fim de
estarem dispostos para aguardar a entrada do espermatozdide e ativagdo oocitaria
(HOSOE e SHIOYA, 1997).

Os granulos corticais sdo organelas exclusivamente encontradas em odcitos e
sua composi¢do inclui uma populacdo diversa de proteinas, moléculas estruturais e
enzimas e glicosaminoglicanos. A exocitose dos granulos corticais (reacdo cortical) ¢
um dos mecanismos mais comumente utilizado pelos odcitos a fim de evitar
polispermia. Se a fecundagdo com mais de um espermatozdide ocorre, o zigoto
resultante sofre uma clivagem anormal e se torna inviavel, e eventualmente degenera ja

no inicio das divisdes mitoticas (HOSOE e SHIOYA, 1997).
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Figura 3: Esquema da distribuicdo das organelas citoplasmaticas durante a maturagao,
fertilizacdo e formagdo do zigoto bovino. A: progressdo da maturacdo nuclear e
movimentagdo das organelas citoplasmaticas, desde o estagio de vesicula germinativa
(VG) até a metafase II (MII) e estadio de formacdo do embrido. B: distribuicdo das
organelas, disposi¢do dos granulos corticais (GC) e fecundagdo do espermatozdide
(FERREIRA et al., 2009a).

1.3 Maturacio molecular

A maturagdo molecular envolve varias etapas como a transcrigdo, estoque e
processamento de mRNA que serdo traduzidos em proteinas pelos ribossomos, as quais
influenciam diretamente no processo de maturacdo e eventos celulares subsequentes,
tais como fertilizagdo, formacdo de pronucleos e fase inicial da embriogénese
(TRIPATHI et al., 2010).

A transcri¢do e estoque de mRNA ocorre durante a foliculogénese, enquanto
onucleo encontra-se quiescente e cessa quando ocorre a retomada dameiose, uma vez
que os cromossomos tornam-se condensados e inativos. Em contrapartida, a capacidade
de traducdo do mRNA e sintese protéica se mantém ao longo de tododesenvolvimento
oocitario e embriondrio (SIRARD, 2001).

A maior parte do mRNA apresenta-se no ooplasma em sua forma estavel, porém
inativacaracterizada pela presenca da cauda poli-A curta. Sob a acdo de sinais
especificos gerados durante a maturagdo, fertilizacdo e desenvolvimento embrionério
inicial ocorre a poliadenilagdo, ou seja, a adi¢do de adeninas a por¢do terminal 3" do
mRNA, por acdo da enzima poli-a polimerase, com consequente liberacdo de moléculas
repressoras acopladas apor¢do 5’, permitindo o inicio da tradu¢do do mRNA e sintese

protéica (GOTTARDI e MINGOTI, 2009).
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O processo de poliadenilacdo € iniciado no nucleo e o transporte do mRNA para
o citoplasma ¢ feito pelo encurtamento caracteristico da cauda poli-A que, ao alcangar
tal compartimento, torna-se menor no tamanho e heterogéneo. Adicionalmente, quando
as moléculas de mRNA possuem caudas poli-A curtas, elas ndo s3o efetivamente
traduzidas e a dele¢do dessa sequéncia é um passo inicial do processo de degradagdo
(TOMEK et al., 2002).

O prolongamento citoplasmatico da cauda poli-A esta relacionado a ativagdo da
traducdo, isto &, a adicdo de adenina ao mRNA no citoplasma do odcito durante a
maturagdo, leva a tradug@o das proteinas, e a deadenilagdo, a qual leva a degradagdo
desse mRNA (FERREIRA et al., 2009a).

Assim, a eficiéncia do armazenamento e reativagdo oportuna dos mRNAs,
regulados pelo processo de poliadenilagdo, determinam a competéncia do odcito para
suportaros posteriores estadios do desenvolvimento. O aumento pronunciado da
atividade das quinases inicia uma complexa cascata de fosforilagdo e desfosforilacdo de
proteina especifica (GOTTARDI e MINGOTTI, 2009).

As quinases dependentes de ciclinas (CDKs) sdo uma familia de serina/treonina
quinases envolvidas na regulag@o do ciclo celular (CDK1, 2, 3, 4, 6 ¢ 7), na transcri¢co
(CDK7, 8 e 9) ou na fun¢do neuronal (CDKSY). A atividade da CDK ¢ dependente da
interacdo com uma ciclina, cujos niveis sdo regulados sequencialmente para assegurar
que as fases do ciclo celular prossigam na ordem correta (KUBELKA et al., 2000).

Exemplos importantes de quinases sdo o fator promotor de maturagdo (MPF) e a
familia da proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK). Os o6citos em crescimento
desenvolvem primeiramente a habilidade de ativar o MPF e, posteriormente, de ativar a
via MAPK. Somente os odcitos com o crescimento completo possuem competéncia

para ativar efetivamente as duas vias do ciclo celular (GOTTARDI e MINGOTI, 2009).

Proteina Quinase Ativada por Mitéogenos (MAPKs)

Um dos gruposde proteinas que estdo envolvidos na progressdo da meiose sdo as
MAPKSs, pertencentes a familia das serina/treonina quinases. Essas proteinas sdo
ativadas por sinais extracelulares e, por esta razdo, a MAPK também ¢ chamada de
ERK (quinase regulada por sinal extracelular — suas variantes, ERK1/2 — p44/p42 kDa;
KUBELKA et al., 2000; BILODEAU-GOESEELS, 2012).

A ampla faixa de atuagdo das MAPKs ¢ mediada por fatores de crescimento e

por soro, com uma ativacdo menor pelo estresse, pelo efeito osmdtico e pela
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desorganizacdo dos microtubulos. Assim, também estd relacionada a fosforilacdo de
diversos substratos, incluindo fosfolipases, fatores de transcricdo e proteinas do
citoesqueleto. As MAPKs também catalisam a fosforilagdo e a ativagdo de diversas
proteinas quinases, denominadas de proteinas quinases ativadas pelas MAPKs, que
representam um adicional enzimatico de varios espectros em diferentes células
(KUBELKA et al., 2000; BILODEAU-GOESEELS, 2012).

A via MAPK ¢ ativada durante a maturagdo meidtica em odcitos de vertebrados.
A ativacdo da MAPK em odcitos bovinos ocorre apos oito horas de cultivo in vitro e
apresenta um aumento gradual até 12-14 horas, mantendo-se estdvel até o final da
maturacdo (KUBELKA et al.,, 2000; QUETGLAS et al., 2011). As duas principais
isoformas (ERK1/2) da MAPK séo ativadas com a proximidade do rompimento da VG
em oocitos bovinos (KUBELKA et al., 2000; QUETGLAS et al., 2011).

Isso sugere que a MAPK ndo é requerida para o reinicio da meiose, mas ¢
essencial em eventos pds-rompimento da VG. Porém, a inje¢do de MAPK ativa em
odcitos de suino ou de bovino induz ao rompimento da VG, indicando que essa proteina
promove o reinicio da meiose em condigdes especiais (KUBELKA et al., 2000;
PONDERATO et al., 2001).

A MAPK esta presente tanto no oocito, no qual ¢ ativada pela proteina quinase
MOS, quanto nas células do cumulus, as quais sdo ativadas pelas quinases RAS/RAF.
Em ambas as células, a MAPK ¢ ativada pela fosforilagdo dos residuos de tirosina e
treonina pela MEK, também designada MAPKK (proteina quinase ativadora da
MAPK). A MEK também ¢ ativada pela fosforilagio mediada, no entanto, pelas
proteinas MOS no odcito e RAS/RAF nas células do cumulus (UCAR et al., 2013).

A MAPK quando ativa promove a estabiliza¢do do fator promotor da maturacéo
(MPF) nos odcitos, pela inibicdo de alguns reguladores negativos deste fator e da
ativacdo da enzima cdc25 fosfatase. Em odcitos bovinos, a ativagdo da MAPK e do
MPF ocorre praticamente ao mesmo tempo, pouco antes da QVG, sendo que a atividade
da MAPK aumenta gradualmente ao longo da maturag¢@o oocitdria e mantém-se alta até
o estadio de MII. Niveis elevados de MAPK e MPF sdo necessdrios para a manuten¢ao
dos odcitos no estadio de MII, sendo que a fertilizagdo ou ativagdo partenogenética
promove a queda abrupta na concentracdo intraoocitaria dessas duas quinases e conduz
a conclusdo da meiose (UCAR et al., 2013).

A ativacdo e inativagdo da MAPK também estd relacionada a varia¢do na

concentragdo de cAMP e PKA, tanto no odcito quanto nas célulasdo cumulus. Segundo
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Sun et al. (2002) a ativacdo da MAPK nas células do cumulus também depende dos
fatores parécrinos secretados pelo o6cito, o que demonstra a capacidade do oo6cito em
controlar sua prdépria maturagdo meiotica e a retomada da maturagdo nuclear in vitro

ocorre espontaneamente e independemente da ativacdo desta proteina.

Fator Promotor de Matura¢do (MPF)

O MPF ¢ uma quinase envolvida na divisdo celular e na regulacdo do ciclo de
transi¢io da célula G2/M de todas as células eucaridticas. E um dos principais
reguladores das alteragdes que ocorrem durante a maturagdo oocitdria, regulando a
condensag¢do dos cromossomos, o rompimento do envelope nuclear, a reorganizacio dos
microtibulos e outras organelas citoplasmaticas (LEFEBVRE et al., 2002).

A ativagdo do MPF ¢ também um ponto chave da retomada da meiose em

odcitos, que corresponde a transi¢do da G2/M. A ativagdo ocorre em duas etapas e

envolve a formagdo de um complexo entre a subunidade da quinase (p34CdC2 ou CDKI)
e uma subunidade regulatéria (ciclina B). Uma vez formado, esse complexo pode ser
ativado pela desfosforilacdo da treonina 14 e de residuos da tirosina 15 da subunidade
p34. Assim, em bovinos, a atividade do MPF requer tanto a neossintese protéica como
as cascatas de fosforilacdo/desfosforilacdo. A estabilidade da atividade do MPF pode
ser prevenida por drogas que agem nesses dois niveis (MERMILLOD et al., 2000).

A variacdo da atividade do MPF pode ser detectada nos odcitos bovinos durante
a maturag¢do. Sua atividade ¢ baixa no estddio de GV, passando a ser observada no
inicio da QVG. Alcanga um pico em MI, declina sua atividade durante a transi¢do entre
os estadios de MI e MII e eleva-se novamente para a entrada do oodcito em MIIL. Sua
inativacdo nos odcitos em estadio de MII € induzida pela fecundacdo ou pela ativagdo
paternogenética (KUBELKA et al., 2000).

O processo de desorganizacdo do heterodimero do complexo MPF independe da
sua ativacdo catalitica, que ¢ causada geralmente pela protedlise da ciclina B. Em
odcitos fecundados de camundongos e de suinos, a degradacdo da ciclina B foi
claramente relacionada com a inativagdo do complexo MPF (GOTTARDI e MINGOTI,
2009).
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2. Farmacos inibidores da meiose

O bloqueio da meiose antes da maturagdo tem sido sugerido como meio para
permitir aos odcitos um tempo adicional no cultivo sem sofrer modificagdes, como a
pré-maturacdo (LONERGAN et al., 2000). O bloqueio meiotico foi induzido por varias
estratégias, incluindo o aumento no cAMP no odcito (SIRARD et al., 1998), pela
sintese de proteinas ou pela inibicdo da fosforilagdo (SIRARD e COENEN, 1994;
LONERGAN et al., 1997; AVERY et al., 1998).

Assim, varias abordagens farmacologicas tém sido utilizadas para manter o
bloqueio meidtico em odcitos bovinos. Os inibidores das quinases dependentes de
ciclinas (CDK), tais como a butirolactona I (BL-I) (KUBELKA et al.,, 2000;
HASHIMOTO et al., 2002; ADONA e LEAL, 2004; ADONA et al., 2008; FERREIRA
et al., 2009a) e a roscovitina (ROS) (MEIJER et al., 1997; MERMILLOD et al., 2000;
PONDERATO et al., 2001; LAGUTINA et al., 2002; LONERGAN et al., 2003;
JIMENEZ-MACEDO, et al., 2006) tém sido utilizados com sucesso em induzir o
bloqueio meidtico.

Estes inibidores de CDK agem seletivamente na atividade do fator promotor de
maturacdo (MPF), que estd envolvida em vérios eventos durante a maturagdo
(KUBELKA et al., 2002), como o desenvolvimento in vitro (HASHIMOTO et al.,
2002) e in vivo (PONDERATO al., 2002; COY et al., 2005a) de odcitos submetidos ao
bloqueio meidtico antes da maturag@o.

Na produgdo in vitro, os odcitos s@o aspirados de foliculos entre 2 ¢ § mm de
didmetro. Nestas condicdes, eles sdo removidos dos foliculos antes de completarem a
foliculogénese, o que provavelmente seria um dos fatores envolvidos na baixa produgio
de embrides. Além disso, os odcitos ndo passam pelo periodo de capacitacdo que ocorre
in vivo, em que modificagdes ocorrem enquanto o odcito é mantido em VG e o foliculo

cresce até ocorrer a ovulagao.

2.1 Butirolactona I (BL-I)

A butirolactona I (BL-I) é uma purina derivada de micélios de Aspergillus SP e
inibe especificamente as quinases dependentes de cicilinas (CDK2 e cdc2). Tem se
mostrado um eficiente inibidor seletivo e reversivel do reinicio da meiose em odcitos

bovinos por 24 horas, sem efeito negativo sobre desenvolvimento até o estidgio de
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blastocisto (MOTLIK et al., 1998; IMAI et al., 1999; KUBELKA et al., 2000;
LONERGAN et al., 2000; FERREIRA et al., 2009a; QUETGLAS et al., 2011).

A BL-I age sobre quinase dependente de ciclina e tem alguns efeitos inibitdrios
sobre proteinas quinase, tais como a proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK)
(MOTLIK et al., 1998; PONDERATO et al., 2001). Assim, autores demonstraram que
BL-I na concentragdo de 100 uM pode bloquear a maturacdo meidtica de odcitos
bovinos por 24 + 48 horas (KUBELKA et al., 2000; ADONA et al., 2008; FERREIRA
et al., 2009).

Ferreira et al. (2009b) com o objetivo de avaliar os efeitos da BL-I na pré-
maturagcdoe na maturagdo, sobre os efeitos na progressdo da meiose e na morfologia do
fuso meiodtico e na distribuicdo cromossdmica em odcitos bovinos, observaram que esta
droga permitiu o bloqueio da meiose por 24 horas em 90 % dos odcitos. A alta
eficiéncia de BL-I também foi previamente demonstrada na espécie bovina e outras
espécies (KUBELKA et al., 2000; HASHIMOTO et al., 2002; ADONA e LEAL, 2004;
GRUPEN et al., 20006).

Da mesma forma, Ferreira et al. (2009) observaram que a inibi¢do da meiose
mostrou-se completamente reversivel. A reversdo da inibi¢do apds a MIV foi
semelhante ao obtido por outros autores (KUBELKA et al., 2000; HASHIMOTO et al.,
2002;ADONA e LEAL, 2004) em odcitos cultivados por 24 horas apos inibicdo. No
entanto, os oocitos cultivados por 18 horas em meio de MIV depois de inibigdo,
apresentaram resultados inferiores (73,6 % atingiram MII) quando comparados aos
dados obtidos por Adona e Leal (2004) (94 %). Isto pode ser devido, segundo estes
autores, a possiveis condicdes ambientais desfavoraveis, como o estresse térmico e
nutricional dos animais.

Entre os varios tipos de inibidores existentes, a BL-I provou ser altamente eficaz
no bloqueio da QVG de odcitos bovinos (LONERGAN et al., 2000; PAVLOK et al.,
2000), com reducdo de alteragdes ultraestruturais em relacdo aos seus andlogos
sintéticos, como a roscovitina, e com resultados satisfatorios sobre a embriogénese
(ADONA e LEAL, 2004).

Embora a aparéncia ultraestrutural de odcitos bovinos antes e depois da
maturacdo tenha sido amplamente relatada, pouco se sabe sobre as alteragdes
ultraestruturais causadas nos odcitos bovinos apds inibi¢do da meiose artificial in vitro

(ADONA et al., 2008).
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Autores descreveram mudangas no nucleo do odcito bovino apds 8 horas de
inibi¢do da meiose com produtos quimicos e biologicos (FAERGE et al., 2001), assim
como alteragcdes nucleares em odcitos bovinos expostos a BL-I por 40 horas durante a
fase de crescimento (FAIR et al., 2001). Entretanto, outros autores ndo observaram
alteragdes morfoldgicas em odcitos bovinos imaturos e maturados in vitro em
concentragdes conhecidas de BL-I por 24 horas (LONERGAN et al.,, 2000;
MERMILLOD et al., 2000; LONERGAN et al., 2003; FERREIRA et al., 2009b).

Estudos relatam que a utilizagdo de BL-I (100 uM) ao meio de maturagdo
acarretou uma menor taxa de clivagem, quando comparado ao grupo controle livre do
farmaco. Entretanto, estes autores demonstram que a BL-I ¢ adequada para manter os
odcitos em parada meidtica por 24 horas sem comprometer o potencial de
desenvolvimento em blastocistos ou sobrevivéncia ao processo de criopreservagao

(LONERGAN et al.,2000).

2.2Roscovitina (ROS)

A roscovitina (ROS) é um andlogo sintético de purina especifica, a qual inibe a
atividade do fator promotor da maturagdo (MPF) mantendo os odcitos bovinos no
estagio de vesicula germinativa. Mermillod et al. (2000) investigaramo uso de 25 uM
ROS durante 24 horas ao meio de MIV e observaram a manutengdo da viabilidade dos
odcitos bovinos sem comprometimento do desenvolvimento embrionério.

Sandri (2007) ao associar a ROS, cordicepim (bloqueador da traducdo do
mRNA) e o IGF-I (fator de crescimento) observou que a producdo de blastocisto foi
semelhante ao grupo controle, entretanto quando a roscovitina (25uM) foi utilizada de
forma isolada, observou-se efeito negativo sobre o odcito.

O uso isolado deste produto foi testado em outros estudos e os resultados foram
controversos (ADONA e LEAL 2004; MERMILLOD et al. 2000). Segundo Sandri
(2007) este efeito negativo, provavelmente se deve aos danos no citoesqueleto e na
reorganiza¢do na cromatina na retomada meiotica.

Estudos demonstram que a ROS inibe o fator de crescimento epidermal (EGF),
evitando a expansdo das células do cumulus. Este fato é plausivel, uma vez que este
farmaco comprovadamente inibe MAPK, assim as gonadotrofinas responsaveis pela

expansdo deste tipo celular (COY et al., 2005).
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Em odcitos de gato, a ROS nas concentragdes de 12,5 e 25 pM demonstraram
menor eficiéncia quando comparada com outras doses (50, 100 e 200 uM). Doses mais
elevadas de ROS induziram a apoptose celular nas células do cumulus, como também
em elevado numero de odcitos degenerados apos maturagdo in vitro. O pré-tratamento
com ROS a 12,5 e 25 pM antes da maturacdo in vitro reduziu a capacidade de
desenvolvimento dos odcitos quando comparada ao grupo controle ndo tratado.
Entretanto, a ROS mostrou-se reversivel em odcitos de gato, mantendo-os no estagio de
VG, sem efeitos negativos sobre a matura¢do nuclear. Outros autores relatam, porém
que este farmaco agiu de modo negativo na viabilidade das células do cumulus e na

competéncia de desenvolvimento embrionario (SANANMUANG et al., 2010).

2.3 Associacio de Butirolactona I (BL-I) e Roscovitina (ROS)

Estudos indicaram que a associagdo de BL-I ¢ ROS tém a mesma via inibitdria,
os dois farmacos competem com as moléculas de ATP em seus sitios de ligacdo

bloqueando a fosforilagdo proteina quinase p34

. Esta inibicdo ¢ reversivel e tem
como objetivo de aumentar a capacidade de desenvolvimento dos o0dcitos
(PONDERATO et al., 2001).

Estes mesmos autores utilizaram concentragdes de 6,25 pa 100 uM de BL-1 e de
6,25 p a 25 uM de ROS associados e verificaram que até 12,5 uM de cada um dos
farmacos, 100% dos odcitos mantiveram-se em estdgio de VG (PONDERATO et al.,
2001).Da mesma forma, Adona et al. (2008) associaram 100 uM de BL-I ou 6,5 uM de
BL-I juntamente com 12,5 uM de ROS por 24 horas e verificaram que 89 % dos odcitos
mantiveram-se em estagio de VG.

Apos a liberagdo do bloqueio da meiose de odcitos, colocando-os em meio de
maturacgdo in vitro, Adona et al. (2008) verificaram a aceleragdo no reinicio da meiose
em 80-85% dos odcitos tratados com BL-I ou com BL-I + ROS depois de 3 horas de
cultivo. Ponderato et al. (2001) também observaram aceleracdo de odcitos tratados com
BL-I + ROS em 70% dos odcitos apos 2 horas de MIV. Hashimoto et al. (2002),
utilizando BL-I sozinho, encontrou 40% dos o6citos em VGapos 2 horas de maturagio.

Hashimoto et al. (2002) relataram que a inibicdo meidtica com BL-I, em baixa
tensdo de oxigénio (5%) melhorou a capacidade de desenvolvimento do odcito em
comparagdo com o grupo ndo tratado. Da mesma forma, a ROS mostrou-se eficaz tanto

em oocitos bovinos (MERMILLOD et al., 2000) como de suinos (KRISCHEK e
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MEINECKE, 2001; MARCHAL et al., 2001). Além disso, estudos relatam que a
combinacdo de ambas as substancias (BL-I + ROS), em concentracdes reduzidas,
diminuiu os efeitos negativos sobre o desenvolvimento posterior até o estidgio de
blastocisto (PONDERATO et al., 2001) ou no desenvolvimento normal do fetal durante

os primeiros estagios da organogénese (PONDERATO et al., 2002).

2.4 Alteracoes ultraestruturais com a utilizacdo de farmacos inibidores da meiose

oocitaria

Estas drogas utilizadas para o bloqueio meiodtico dos o6citos podem causar danos
ultraestruturais aos odcitos (FAERGE et al., 2001; LONERGAN et al., 2003), porém
doses reduzidas destes farmacos podem evitar estas alteragdes.

Assim, a analise do impacto de tais tratamentos sobre as estruturas celulares ¢ de
fundamental importancia, como as proteinas do citoesqueleto (BRUNET ¢ MARO,
2005; SOL e SCHATTEN, 2006) e a distribuicdo de organelas (STOJKOVIC et al.,
2001; BREVINI et al. 2007).

Kim et al. (2000) demonstraram estreita relacdo entre a maturagdo nuclear e a
dindmica do citoesqueleto em o0citos suinos e bovinos. A dindmica do citoesqueleto
também estd relacionada com desenvolvimento de odcitos e com sua competéncia
(BREVINI al., 2007). O correto posicionamento das organelas também ¢é importante,
visto que oocitos bovinos de qualidade inferior apresentam falha no deslocamento das
mitocondrias da periferia do citoplasma para o centro (STOJKOVIC et al., 2001).

A organizacdo do citoesqueleto e migragdo de organelas, como granulos
corticais e mitocondrias tem sido relacionados a competéncia do odcito (HYTTEL et
al., 1997). Adona et al. (2008) observaram coloragdo positiva dos microtibulos em
odcitos durante a MIV, tratados com diferentes concentragdes de BL-I
independentemente do tratamento. Estes autores ndo observaram alteracdes no fuso
meidtico nos odcitos tratados. Assim, estes resultados obtidos por Adona et al. (2008)
sdo semelhantes aos reportados por Kim et al. (2000) para o6citos bovinos maturados in
vitro com BL-I, sugerindo que n@o ocorre alteragdo na dindmica de microtubulos
durante a MIV, como observado com odcitos suinos (WU et al., 2002).

Ju et al. (2003), no entanto, observaram altera¢des no citoesqueleto de odcitos

suinos, porém somente em concentragdes maiores de BL-I, como fez Albrarrac'in et al.
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(2005) em oocitos de novilhas. No entanto, as maiores alteragdes sdo observadas nas
cromatinas, quando sdo utilizadas elevadas concentracdes de BL-1 (JU et al., 2003).

Observagdes nos microtibulos e microfilamentos sugerem que o bloqueio
meidtico em condi¢cdes adequadas ndo afeta a organizagdo dessas estruturas. Isso ¢
importante, pois com a utiliza¢do destes farmacos, hd uma interagdo entre citoesqueleto,
a cromatina e os movimentos de organelas, importantes para a maturagdo de oocitos
(KIM et al.,, 2000; BRUNET e MARO, 2005). Além disso, o citoesqueleto esta
envolvido na localizagdo de determinadas proteinas, incluindo aquelas que controlam o
ciclo celular NAKAMURA et al., 2005).

Brevini et al. (2007) demonstraram que as condi¢des de cultivo sub o6timo
podem influenciar a organizacdo dos microtubulos e, consequentemente, alterar a
localizag¢do de proteinas especificas e mensageiras dentro do odcito, influenciando na
competéncia oocitaria.

Os granulos corticais (GC) em odcitos imaturos sdo distribuidos por todo o
citoplasma e conforme a maturagdo progride estes granulos migram para o cortex
(VELILLA et al., 2004). Nao foi observada a migragdo dos GC em odcitos bloqueados
por 24 horas com BL-I, em diferentes concentragdes, assim manteve-se a distribuicio
observada em odcitos imaturos do grupo controle (ADONA et al., 2008).

No entanto, Barretto et al. (2007) observaram migra¢do parcial em odcitos
maturados in vitro por 24 horas com ROS. Quase 40% dos odcitosexibiram um
“citoplasma maduro”, porém a maturag@o nuclear foi parcialmente bloqueada (67 % dos
odcitos em MI e 24 % em MII), sugerindo que a migracdo ocorreu devido ao
ineficientebloqueio meidtico.

A BL-I, pela acdo do MPF ¢ capaz de inibir a migrag@o dos granulos corticais.
Wessel et al. (2002) sugeriram que a ROS, pela sua a¢do no bloqueio da meiose em
ouri¢o-do-mar, inibiu a migragdo dos GCs. Apos bloqueio meidtico com BL-I, a
migracdo dos GCs foi semelhante a observada em odcitos controle, sugerindo que o
bloqueio da migracdo de GCs também ¢ reversivel. Coy et al. (2005a) observaram
também a migra¢ao normal dos GCs apos a MIV de odcitos ja bloqueados com ROS.

Do mesmo modo, as mitocOndrias tém um papel fundamental na geracdo de
ATP para a maturagdo, fertilizacdo e desenvolvimento dos embrides (WILDING et al.,
2001). Durante o estagio de VG, estas organelas estdo, na sua maioria, concentradas na
periferia do odcito, enquanto em o6citos maduros (MII), estas estruturas migram em

dire¢do ao centro (STOJKOVIC et al., 2001).
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Adona et al. (2008) verificaram diferen¢a na distribuicdo das mitocondrias em
odcitos imaturos e do grupo controle (100 % com mitocondrias na periferia) e oocitos
tratados (82-87 % de odcitos com esta distribui¢do). Entre 13-18 % dos odcitos tratados
tiveram migracdo mitocondrias semelhantes aos oodcitos maturados, apesar dos odcitos
permanecerem no estagio de VG com BL-I. Estes dados demonstram que a migragao
mitocondrias ndo ¢ completamente bloqueada pela inibicdo do MPF e/ou pela MAPK, a
qual ¢ indiretamente inibida por este farmaco (KUBELKA et al., 2000).

Wu et al. (2002) também observaram a migracdo de mitocondrias em odcitos
suinos bloqueados com BL-I. Vigneron et al. (2004) relataram que durante bloqueio da
meiose, os mesmos acumulam algumas proteinas envolvidas no controle do ciclo
celular sugerindo que a maturacdo citoplasmatica ndo estd completamente bloqueada e
que outros fatores, além MPF podem participar deste controle.

A falta de atividade MPF também pode causar efeitos sobre as proteinas
motoras, responsaveis pela circulagdo das organelas citoplasmaticas. Quando a proteina
motora dineina ¢ fosforilada pelo MPF, o movimento organela ¢ inibido (ADDINALL
et al., 2001). No entanto, pouco se sabe sobre a atividade das proteinas motoras e sua
relagdo com as proteinas do ciclo celular durante a maturag¢do de odcitos de mamiferos.
Ademais, o MPF e/ou MAPK também podem interferir no controle do movimento das
organelas, pois 80 % dos odcitos ainda apresentam migra¢do de mitocondrias, em
odcitos bloqueados pela BL-I (ADONA et al., 2008).

Apesar de diversos trabalhos considerarem que a competéncia final do odcito
seja o ponto final dos estudos, outros experimentos mostram que a correlacido entre a
quantidade e a distribui¢do das organelas ¢ de dificil justificativa para a fungdo do
citoesqueleto, assim como para a ocorréncia de eventos moleculares e aquisi¢do de
competéncia do odcito.

Novos estudos, com adequada metodologia sdo necessarios para compreender
melhor esta associagdo. Como por exemplo, as controvérsias sobre a fungdo das
organelas citoplasmaticas durante o processo de maturagdo citoplasmatica. H4 uma falta
de coeréncia nas informa¢des durante a maturacdo de odcitos bovinos sobre o
envolvimento do ribossomo, reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi. Existem
algumas evidéncias que indicam um papel importante das mitocondrias na aquisi¢do de
competéncia oocitdria para o desenvolvimento. No entanto, no que se diz respeito ao
conteudo de ATP do odcito, varios relatos ndo encontraram uma correlagdo entre a

capacidade de desenvolvimento e o conteido ATP. Além disso, € interessante uma



29

abordagem sobre a compreensdo dos mecanismos intra e extracelulares envolvidos na

aquisicdo de competéncia (ADONA et al., 2008).

3. Apoptose celular

A necrose e a apoptose sdo dois processos distintos de morte celular, sendo a
necrose o resultado de uma injaria que afeta um grande grupo de células, causando edema
celular e ruptura de membrana que provoca uma resposta inflamatdria em tecidos sadios
adjacentes. Em contrapartida, a apoptose afeta células isoladas, ndo compromete tecidos
proximos e ndo possui uma resposta inflamatoria associada. Trata-se de uma forma
fisiologica normal de morte celular, que ao contrario da necrose, caracterizada por um
processo ativo de alteracdes morfoldgicas e fisiologicas, a fim de manter a homeostase do
tecido (HENDRICKS e HANSEN, 2009).

A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicasmorfologicas muito marcantes e
coordenadas. De um modo geral, a apoptose ¢ um fendmeno bastante rapido: ocorre uma
retragdo da célula que causa perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas.
As organelas celulares mantém a sua morfologia, com exce¢do, em alguns casos, das
mitocondrias, que podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina sofre
condensacio e se concentra junto 8 membrana nuclear, que se mantém intacta.

A seguir, a membrana celular forma prolongamentos e o nucleo se desintegra em
fragmentos envoltos pela membrananuclear. Os prolongamentos da membrana celular
aumentam de niimero e tamanho e rompem, originando estruturas contendo o contetido
celular. Estas por¢des celulares envoltas pela membrana celular sdodenominadas corpos
apoptoticos. Os corpos apoptdticos sdo rapidamente fagocitados por macréfagos e
removidos sem causar um processo inflamatorio. Outra caracteristica muito marcante da
morte por apoptose ¢ a fragmentagao internucleossomica do DNA, a qual possui um padrio
caracteristico (GRIVICICH et al., 2007)

No decorrer do desenvolvimento embriondrio, a quantidade de corpuisculos
apoptdticos aumenta. Esta elevacdo ¢ indicativa de que os embrides sdo capazes de
remover as células com um potencial inapropriado regulando a diferenciacdo celular
(DE LA FUENTE e KING, 1997).

As caracteristicas morfoldgicas da morte celular por apoptose, como a condensag@o
da cromatina, marginaliza¢do e fragmenta¢@o nuclear, sdo visiveis nos estdgios de morula e

blastocisto produzidos tanto in vitro como in vivo. A apoptose espontanea ¢ primeiramente
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observada nos embrides bovinos no estagio de 8-16 células no periodo coincidente com a
ativacdo do genoma embrionario. Muitos sinais diferentes podem induzir a apoptose e a
exposicdo dos embrides a ambientes adversos pode, por exemplo, aumentar o numero de
células apoptoticas em resposta ao estresse ocasionado, como em caso de estresse térmico e
de condigdes desfavoraveis do meio de cultivo embrionario (HARDY, 1999).

Do ponto de vista bioquimico a apoptose caracteriza-se por alteragdes na
permeabilidade da membrana mitocondrial externa que se torna permeével a proteinas
(PATTERSON et al., 2000), redugdo no potencial de membrana mitocondrial (PMM)
regulado por proteinas da familia Bcl-2 (HIRSCH et al., 1997; DESHMUKH et al.,
2000; GOLDSTEIN et al., 2000), desorganizagdo da camada bilipidica com
translocag¢do da fosfatidilserina da camada interna para camada externa da membrana
plasmatica (MARTIN et al., 1995).

No nucleo, a mudanga bioquimica mais bem definida ¢ a ativac@o da cascata das
enzimas caspases que desencadeia a ativagdo da DNase (caspase activated DNase)
(Desoxirribonuclease). A ativagdio da DNase leva a clivagem do DNA entre
nucleossomos, gerando fragmentos de DNA entre 180-200 pb (WYLLIE et al., 1997;
SARASTE e PULKKI, 2000).

Esses estudos identificaram genes importantes envolvidos na apoptose (ced-3,
ced-4 and ced-9) (HORVITZ et al., 1982; ELLIS e HORVITZ, 1986) e levaram a
descoberta de seus homoélogos em mamiferos. Em mamiferos, o gene supressor da
apoptose, Bcl2, sempre estd associado ao gene proteina humana fator de ativagdo de
proteases associada a apoptose (APAF-1), o que impede a ativacdo da caspase 9.
Quando a apoptse ¢ iniciada, a proteina humana Bax se associa a Bcl2, liberando a
APAF-1 e ativando a caspase 9 que leva a apoptose (HENGARTNER, 2000).

As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) pertencem a
familia das cisteinas proteases que clivam especificamente seus substratos em residuos
de 4cido aspartico. As caspases sinalizam para a apoptose e clivam os substratos
levando a condensagdo e fragmentacdo nuclear, externalizacdo de fosfolipidios de
membrana que irdo sinalizar para estas células serem fagocitadas por macréfagos.As
caspases sdo sintetizadas como precursores inativos denominados zimogénios. Apos um
sinal de morte celular, as caspases sdo ativadas por clivagem proteolitica. Essas enzimas
podem interagir com receptores de membrana ou moléculas adaptadoras que contenham

dominios de morte (BOATRIGHT e SALVESEN, 2003).
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Algumas destas proteinas sdo anti-apoptéticas (bcl-2 e bel-XL) enquanto outras sdo
pro-apoptoticas (Bad, Bax e Bid). A sensibilidade das células ao estimulo indutor da
apoptose depende do balanco entre estas proteinas. Quando existe um excesso de
proteinas pro-apoptodticas a célula fica mais sensivel a apoptose e quando existe um
excesso de proteinas anti-apoptdticas a célula fica mais resistente.

As proteinas pro-apoptoticas sdo frequentemente encontradas no citosol, onde
atuam como sensores do dano ou estresse celular. Apds o estimulo estressante, estas
proteinas sdo realocadas na superficie da mitocondria, onde existem proteinas anti-
apoptoticas. Esta interagdo entre as proteinas pré e anti-apoptoticas desfaz a fun¢do normal
das proteinas anti-apoptdticas e leva a formagdo de poros (PT - Permeability Transition
pore) na membrana mitocondrial, por onde sai o citocromo ¢ e outras moléculas pro-
apoptoticas.

Este processo leva, entdo, a ativagdo da cascata de caspases. Quando o citocromo ¢
¢ liberado no citosol ele interage com uma proteina chamada Apaf-1, levando ao
recrutamento da pro-caspase-9 para dentro de um complexo multiproteina formado pelo
citocromo c e pela Apaf-1. Este complexo ¢ chamado apoptossomo e promove a ativagio
da caspase 9 induzindo também a ativagdo da caspase 3. As caspases sdo proteases
promovedoras da apoptose, que induzem mudangas no transporte de elétrons, perda do
potencial de membrana mitocondrial e alteracdo no estado de reducgdo-oxidagdo celular.
Além disso, a caspase 3 lisa o citoesqueleto celular levando as desestruturacdo celular,

caracteristica da apoptose (PARONE, 2002).

4. Vitrificacdo de embrides produzidos in vitro

A criopreservagdo permite a estocagem de material bioldgico por tempo
indeterminado, facilitando o transporte, com diminui¢do dos riscos de transmissdo de
doencas e a comercializagdo de material genético, sendo amplamente usada pelas
industrias de transferéncia de embrido.

No entanto, como diversas pesquisas tém demonstrado que a viabilidade apds a
criopreservacdo ¢ menor em embrides PIV quando comparada com embrides
produzidos in vivo, estudos ainda s3o necessarios para otimizar os indices de

sobrevivéncia de embrides apds a criopreservacao.
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Desta maneira, se faz necessario o aperfeicoamento ndo somente da técnica de
PIV, mas também das técnicas de criopreservacdo. Neste sentido, a vitrificagdo vem
sendo utilizada para tentar obter melhores taxas de sobrevivéncia embriondria
(SOMMERFELD & NIEMANN, 1999).

A velocidade de criopreservagdo durante a vitrificacdo € alta, em que ocorre a
imersdo direta da solug¢do contendo o embrido no N; liquido, a partir da temperatura
ambiente. O processo de vitrificacdo mostra-se mais vantajoso em comparacio a técnica
de congelagdo. Neste processo observa-se uma reducgdo das crioinjurias, pela auséncia
de formacgdo de cristais intracelulares, uma reducdo de custos visto que ndo é necessario
o aparelho de congelagdo e maior rapidez no processo (OKADA et al, 2002).

Na vitrificagdo, a formagdo de cristais de gelo é prevenida pelas altas
concentragdes de crioprotetores, assim como pela rapida refrigeracdo e aquecimento. As
altas concentragdes de crioprotetores em que os embrides sdo expostos levamao
aumento da viscosidade dos meios intra e extracelulares, possibilitando uma
refrigeragdo rapida e induzindo a mudanga do estado liquido para o vitrificado, sem a
formacao de cristais de gelo (VAITA e KUWAYAMA, 2006).

As taxas de sobrevivéncia dos embrides PIV, bem como sua qualidade apds
criopreservacdo, ndo sdo afetadas somente pela grande quantidade de lipidios, mas
também pela qualidade e idade do embrido, estagio de desenvolvimento embrionario,
crioprotetor, pH do meio de criopreservagdo, método de criopreservagdo e sistema de
cultivo no qual os embrides sdo produzidos (HASLER et al., 2003).No entanto, até o
presente momento, a principal causa na diminui¢do da qualidade em embrides PIV apds a
criopreservacdo ainda permanece a hipdtese da suplementagdo do meio de cultivo com soro
fetal bovino (SFB) (BARCELO-FIMBRES e SEIDEL, 2007, SARAGUSTY e ARAYV,
2010).

A vitrificagdo ¢ um dos métodos de criopreservagdo que elimina as metodologias
laboriosas dos métodos convencionais (RALL, 1987). Entretanto, apresenta como
desvantagem o seu efeito toxico, pela elevada concentragcdo de crioprotetores na solucdo
(PUGH et al., 2000). Pode-se minimizar o efeito tdxico dos crioprotetores adicionando
macromoléculas e agucares na solugdo, ou combinando crioprotetores, como o
etilenoglicol (EG) (MARTINO et al., 1996).

Estas substincias crioprotetoras acarretam danos osmdticos e toxicos, assim
uma das estratégias para evitar a toxicidade consiste na diminui¢do do tempo de

exposicdo dos embrides a solugdo. Porém, se essa exposi¢do for muito curta, a
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penetragdo do crioprotetor ndo ¢ suficiente e o gelo intracelular ¢ formado mesmo
quando o gelo extracelular estiver ausente. Portanto, um tempo de exposi¢do 6timo
para o sucesso da vitrificagdo deve ser um meio termo entre a prevencdo das injurias
toxicas e prevencdo da formacdo de gelo intracelular (VAJTA e KUWAYAMA,
20006).

Algumas estratégias sobre vitrificagdo e aquecimento sdo implantadas para
melhorar a sobrevivéncia, tal como transferir o embrido em pequenos volumes de meio
para facilitar o contato com o N, liquido e alcancar um estado vitreo. Além do mais,
reduzindo as concentracdes dos crioprotetores, haverd menos probabilidade de
toxicidade embriondria (RIOS et al., 2010). Diminuindo o volume do crioprotetor,
minimiza a probabilidade de aparecimento de fragmentos vitreo do meio, os quais
normalmente aparecem quando o volume ¢ superior a 1 pL (WASS et al., 2002).

O pequeno volume de meio foi sugerido, por ocorrer intimo contato com o N,
liquido obtendo-se uma rapida taxa de resfriamento para alcancar o estado vitreo.
Assim se permite usar menos concentragdes dos crioprotetores com consequente
redugdo da toxicidade do embrido (RIOS et al., 2010).

A vitrificagdo utilizando palhetas de 0,25 mL vem oferecendo vantagens para a
biotecnologia de embrides quando aplicada a campo, justamente pelo aumento da
sobrevivéncia do embrido e pela redu¢do do custo da transferéncia embrionaria
(GUIGNOT et al., 2006). O uso dessa técnica utilizando-se o etileno glicol (EG) ou 1,2
propileno glicol, tem levado a obten¢do de resultados animadores, pois esses
crioprotetores penetram na célula rapidamente, com menor ocorréncia de choque
osmético (PALASZ e MAPLETOFT, 1996).

Autores observaram que os embrides ap6s vitrificagdo em palhetas francesas
mantiveram sua morfologia semelhante aqueles ndo vitrificados, apresentando poucas
lesdes em seu citoplasma e na membrana celular (OKADA et al., 2002).Campos-
Chillon et al. (2006), também relataram que a vitrificagdo de embrides utilizando-se de
palhetas francesas consiste num 6timo protocolo com pouca influéncia sobre a
viabilidade embrionaria.

Além destas vantagens ja citadas, a vitrificacdo em palhetas de 0,25 mL
diminui o risco de contaminagido durante o processo, mantendo uma elevada taxa de
resfriamento em N2 liquido (- 210 °C). Este método protege a amostra bioldgica do
contato direto com o N2 durante o processo de vitrificagdo e posterior armazenamento

(YAVIN et al., 2009).
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Resultados animadores na vitrificagdo de embrides com a utilizagdo desta
técnica tém sido relatados por alguns autores. DATTENA et al. (2000) obtiveram de
62 embrides colhidos e vitrificados, 52 (83,8 %) com reexpansdo da blastocele apds
cultivo por 24 horas e 39 cordeiros nascidos (62,9 %). BARIL et al. (2001), relataram
taxa de prenhez e de sobrevivéncia embriondria depois da inovulagdo de embrides
vitrificados de 72 e 50 %, respectivamente.

A partir disso, a otimizagdo dos fatores que envolvem todos os processos de PIV é o
que refletira em uma melhor ou pior qualidade embrionaria. Portanto, torna-se
indispenséavel, uma melhora das condi¢des de maturagdo para que ocorra uma adequada
competéncia odcitaria e, principalmente, uma evolugdo nos processos de vitrificagdo, uma
vez que o uso de embrides apds uma adequada estocagem acarretard em nascimentos de

bezerros saudaveis.



Capitulo 2
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Resumo

Uma das alternativas para se melhorar a qualidade do odcito e consequentemente do
embrido ¢ a utilizacdo de farmacos que induzem a inibicdo da maturacdo meiotica,
promovendo, a0 mesmo tempo uma melhor maturacéo citoplasmatica. Deste modo, este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo dos inibidores da meiose oocitéria
roscovitina (ROS; Sigma-Aldrich, St. Louis) e butirolactona I (BL-I, Enzo Life
Sciences International, Inc. 5120 Butler Pike Plymouth Meeting, PA 19462) na
produgdo in vitro de embrides bovino. Odcitos oriundos de ovarios de abatedouro foram
maturados em TCM-199 com sal Earle’s +10 % de SFB, FSH e LH,em atmosfera de 5
% de CO,. Para atrasar a meiose, os odcitos foram mantidos inicialmente por 24 horas
em ROS (25 uM) e em BL-I 100 pM, sendo o indice de maturacdo nuclear avaliado.
Em um outro experimento, os oocitos foram mantidos durante 6 e 12 horas em meio
MIV na presengade ROS nas concentragdes de 25 uM e 12,5 uM; de BL-I nas
concentragdes de 100 pM e 50 uM e da associagdo dos fairmacos na concentracido de
6,25 uM de ROS e 25 uM de BL-I. Em seguida, os odcitos foram cultivados
respectivamente durante 18 e 12 horas em meio livre do agente para a retomada da
meiose. Depois de 24 horas de maturacdo (dia 0), os oocitos foram fertilizados em meio
Human Tubal Fluid (HTF — Irvine, SantaAna, Califérnia) sob as mesmas condigdes
acima. O sémen foi selecionado por gradiente Percoll e a concentragdo foi ajustada para
2 x 10° espermatozéides/mL. Os provaveis zigotos foram cultivados em gotas de 90 pL
de meio SOFaa + 0,6 % BSA + 2,5 % SFB numa atmosfera de 5 % de CO,, 5 % de O,,
90 % de N, até o dia 7, quando foi avaliada a taxa de formacdo de blastocisto. Foram
realizadas 25 rotinas (200 odcitos/rotina). Os dados foram analisados com ANOVA,
seguido pelo teste de Tukey utilizando o modelo linear geral (PROC GLM) do SAS 9.2.

O nivel de significancia adotado foi de 5%. A utilizagdo dos farmacos por 24 horas
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resultou em grande numero de odcitos degenerados ao final do periodo de MIV. Este
efeito diminuiu com a redugdo do tempo de bloqueio meiodtico. Nao foram observadas
diferengas estatisticas na taxa de producdo de blastocisto em odcitos inibidos por 6
horas em relacdo ao grupo controle (P > 0,05). Entretanto, com a inibi¢do dos odcitos
por 12 horas verificamos queda na produg@o de embrides em relagdo ao grupo controle
(P < 0,05). O numero total de células integras dos embrides e a taxa de apoptose foi
semelhante entre os grupos (P > 0,05). O bloqueio da meiose, da forma utilizada no
presente experimento, se mostrou totalmente reversivel e quando utilizada por 6 horas
ndo interferiu nos indices de produg¢do embrionaria, nem tdo pouco na qualidade do

embrido produzido.

Palavras-chave: Bovinos, Odcitos, Maturagdo nuclear, inibidores meidticos, produgdo

embriondria in vitro.
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Introducio

A produgdo de embrides in vitro (PIV) pela maturagdo, fecundagdo e cultivoin
vitrotornou-se uma valiosa tecnologia de reproducdo assistida em sistemas de criagcdo
bovina. Entretanto, mesmo com as notaveis inova¢des neste sistema, os maiores
entraves para o pleno sucesso desta biotecnologia sdo os baixos indices de prenhez pos-
transferéncia e a maior sensibilidade dos embrides a criopreservagdo (Long, 2008).

Assim, muitos laboratdrios tentam melhorar o potencial de desenvolvimento e a
qualidade do odcito durante a maturagdo in vitro (MIV). A eficiéncia da tecnologia de
MIV refere-se ao estado bioquimico e molecular do odcito maturo capaz de ser
fertilizado naturalmente e desenvolver um embrido, que ao transferido, permita seu
desenvolvimento a termo (Gilchrist e Thompson, 2007).

In vivo, o pico de LH desencadeia a ruptura das jungdes gap entre o o6cito e as
células da granulosa no foliculo pré-ovulatorio (Eppig, 1991). O isolamento dos odcitos
imaturos antes que ocorra a MIV pode interromper a transferéncia de nutrientes e
suporte metabdlico essencial para a conclusdo da maturagdo, resultando na ativacio
precoce de matura¢do nuclear e posterior comprometimento de desenvolvimento do
ooplasma (Carabatsos al., 2000).

In vitro, a retomada da meiose ocorre quando ha liberagdo do fator de inibigdo a
partir do foliculo (Kotsuji et al., 1994). No entanto, o resultado da maturag@o in vitro na
produgdo de embrides € reduzido, sugerindo que nem todos os odcitos tém a capacidade
de amadurecer devidamente, pois alguns odcitos sdo capacitados, sem retomar a meiose
(Hyttel et al., 1997).

Sendo assim, uma das técnicas estudadas para melhorar a MIV consiste na
inibicdo da maturagdo meidtica (nuclear) promovendo, ao mesmo tempo, o0

desenvolvimento do ooplasma. A maturacdo espontdnea do odcito pode ser evitada pelo
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uso de inibidores da quinase dependente de ciclina especificos (CDK), como a
butirolactona I (BL-I) e a roscovitina (ROS), as quais inibem a atividadedo fator
promotor da matura¢do (MPF) do odcito (Gilchrist, 2011).

Embora tal procedimento resulte na maior parte das vezes em desenvolvimento
similar a embrides oriundos de o6citos ndo tratados, esta metodologia tem sido utilizada
como importante ferramenta para a pesquisa do desenvolvimento e da diferenciacdo do
odcito (Sirard, 2001).

O MPF e a proteina quinase ativada por mitdogenos (MAPK) s@o os principais
fatores reguladores da maturagdo e suas atividades sdo direta (MPF) e indiretamente
(MAPK) afetadas por inibidores de quinases dependentes de ciclina (CDK) (Kubelka et
al., 2000).0 controle do ciclo celular meidtico depende das proteinas que constituem o
MPF, a p34CdC2 e a ciclina B1, e também da MAPK, representada pelas proteinas p44 e
p42 (ERK1 e ERK?2) (Quetglas et al., 2011).

A butirolactona I (BL-I) é uma purina derivada de micélios de Aspergillus SP e
inibe especificamente as quinases dependentes de cicilinas (CDK2 e cdc2). Ja a
roscovitina (ROS) ¢ um andlogo sintético de purina especifica, a qual inibe a atividade
do fator promotor da maturacdo (MPF) mantendo os odcitos bovinos no estdgio de
vesicula germinativa. Estes inibidores tém sido adicionados durante 24 horas ao meio de
MIV preservando a manutengdo da viabilidade dos od6citos bovinos sem
comprometimento do desenvolvimento embrionario (Mermillod et al., 2000; Kubelka et
al., 2000; Lonergan et al., 2000; Ferreira et al., 2009; Quetglas et al., 2011). Entretanto,
tempos diferentes de utilizag@o destas drogas ainda ndo foram descritos na literatura.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da adi¢do de
inibidores da meiose oocitaria durante diferentes tempos de incubacdo sobre o

desenvolvimento e a qualidade embrionaria.
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Material e Métodos

Todas as substincias utilizadas neste trabalho foram adquiridas da Sigma
(Sigma-Aldrich®, Corporation, St. Louis, MO), exceto para aquelas que sdo

especificadas no texto.

Coleta dos ovarios, puncio folicular e Maturacio in vitro

Foram utilizados ovarios de vacas de abatedouro comercial e transportados ao
laboratorio de FIV do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria da
Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia, UNESP-Botucatu. No laboratorio, os
ovarios foram lavados com NaCl a 0,9 % na temperatura de 38 °C. Todos os foliculos
com didmetro entre 2-8 mm foram aspirados com seringas de 10 mL e agulhas 40 x 12
mm.

Apobs a selecdo, os odcitos foram lavados em meio HEPES (Gibco®) e
transferidos para gotas de maturacdo in vitro (MIV) contendo TCM 199 com sais de
Earle (Gibco 31.100; Grand Island, NY, EUA) e L-glutamina suplementado com 10 %
SFB, 0,2 mM piruvato de sodio, Smg/mL LH (Lutropin-V®, Vetrepharm, Ontério,
Canadd), 1mg/mL FSH (Pluset®, Calier, Barcelona, Espanha), ¢ 100 mg/mL de
estreptomicina e 100 UI/mL de penicilina.

Os odcitos foram divididos em grupo controle (MIV por 24 horas) e nos

diferentes grupos submetidos a inibi¢do da maturagdo nuclear.
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Inibi¢cAo meiotica

Roscovitina (Roscovitine R7772 Sigma > 98)

Para bloquear a meiose, a roscovitina (ROS) foi adicionada ao meio de
maturagdo nas seguintes concentracdes: 12,5 uM e 25 uM e por trés periodos de tempo:
24horas, 12 horas ¢ 6 horas.

Desta forma, os grupos experimentais foram divididos em:

- ROS 25 pM por 24 horas e reversdo meiotica por 24 horas (MIV livre de
farmaco);

- ROS 12,5 pM por 12 horas e reversdo meidtica por 12 horas (MIV livre de
farmaco);

- ROS 12,5 uM por 6 horase reversdo meidtica por 18 horas (MIV livre de

farmaco).

Butirolactona I (BML-CC210-1000)

A butirolactona I (BL-I, Enzo Life Sciences International, Inc. 5120 Butler Pike
Plymouth Meeting, PA 19462) foi adicionada ao meio de maturacdo nas seguintes
concentragdes: 50 uM e 100 uM, nos seguintes tempos: 24 horas, 12 horas e 6 horas.

Assim, os grupos experimentais foram divididos em:

- BL-I1 100 pM por 24 horas, com reversdo da meiose por 24 horas (MIV livre
de farmaco);

- BL-I 50 pM por 12 horas, com reversdo da meiose por 12 horas (MIV livre
de farmaco);

- BL-I 50 puM por 6 horas, com reversdo da meiose por 18 horas (MIV livre de

farmaco).
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Roscovitina + Butirolactona-I

A associagdo de ROS (ROS 6,25 uM) e BL-I (BL-I 25 uM) foi utilizada durante
a MIV por dois tempos, 6 e 12 horas.

Assim, foram divididos em 2 grupos:

- ROS + BL-I por 12 horas, com reversdo da meiose por 12 horas (MIV livre
de farmaco);

- ROS + BL-I por 6 horas, com reversdo da meiose por 18 horas (MIV livre de

farmaco).

Avaliacio da maturacio oocitaria

Foi realizada a andlise oocitaria, pela avaliagio da maturacdo nuclear. A
maturacdo nuclear foi avaliada diretamente pela configuracdo cromossdmica e
classificados em diferentes estadios (Figura 2; LANDIM-ALVARENGA, 1999):
- Vesicula germinativa (VG): caracterizada pela presenca de ntcleo esférico e definido
com carioteca integra e filamentos de cromatina descondensados;
- Quebra da vesicula germinativa (QVG): caracterizada pela cromatina condensada e
auséncia de membrana nuclear visivel,;
-Metafase 1 (MI): em que os cromossomos estdo arranjados na placa metafésica e
localizados perifericamente no ooplasma;
- Metafase II (MII) caracterizado pela presenca de cromossomos metafdsicos na
periferia do ooplasma e pela extrusdo do primeiro corpusculo polar, representado por
um grupo denso de cromossomos;
- Degenerados ou Nio identificados (D/NI).

Os tempos analisados foram: 0, 6, 12, 24 e 48 horas de maturacdo com os

odcitos corados por Hoechst 33342 (Invitrogen H-1399) numa concentragdo de
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0,0lmg/mL. As estruturas foram retiradas do meio MIV e transferidas ao meio TCM
199 Hepes (Gibco) com Hyaluronidase Type I (H2126) e pipetados repetidamente para
retirada das células do cumulus.

Foram entdo transferidos em gota de SuL de Hoechst 33342 com ldmina e
cobertos com laminula. Apds 20 minutos, foram avaliados em microscépio de epi-
fluorescéncia (com filtro de excitacdo de 340-380nm e emissdo de 430nm) com

aumento de 40 x.

Fertilizacio in vitro

Odcitos maturados do grupo controle e aqueles inibidos com a dose e tempo
ideal dos farmacos foram inseminados in vitro com sémen congelado de touro da raca
Nelore (Bos taurus indicus). O s€émen foi selecionado por gradiente Percoll (Nutricell)
nas concentracdes de 45% e 90%. A concentracdo final foi ajustada para 2 x
10°espermatozoides/mL. Os odcitos foram incubados durante 18 horas, em estufa com
5% de CO, em ar, a temperatura de 38,5°C e umidade absoluta.

O meio de fertilizagado in vitro (FIV) era constituido por HTF (Irvine Scientific,
Santa Ana, USA) acrescido de 5 mg/mL de BSA (livre de 4cidos graxos, Sigma A-
8806), 0,2 mM de piruvato, 30 pg/mL de heparina, 0,5 mg/mL de cafeina, 18 uM de
penicilamina, 10 pM de hipotaurina, e 1,8 pM de epinefrina, 100 mg/mL de
estreptomicina ¢ 100 UI/mL de penicilina, sendo incubados os odcitos e
espermatozodides em estufa, sob as mesmas condi¢des da MIV, por aproximadamente 18

horas. O dia da fertilizacdo foi considerado o dia zero (DO0).

Cultivo in vitro
Decorridas as 18 horas de FIV, os possiveis zigotos foram desnudados e

transferidos para placas de cultivo em gotas de 90puL do meio cobertas de 6leo mineral
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em estufa com umidade saturada e atmosfera de 5 % de CO2, 5 % 02 ¢ 90 % N2. O
cultivo embrionario foi realizado no meio SOFaa acrescido de 2,7 mM de mio-inositol,
0,2 mM de piruvato, com 2,5 % de SFB, 5 mg/mL de BSA (livre de acidos graxos-
Sigma A-8806), 100 mg/mL de estreptomicina e 100 UI/mL de penicilina.

No D7 foi verificada a taxa de formagdo de blastocisto. Apos verificar a taxa, os

embrides foram fixados em paraformoldeido a 4 % para coloragdo com TUNEL.

Avaliacio da apoptose celular - TUNEL (Terminal deoxinucleotil
transferase Uracil Nick End Labeling)
Foi avaliado o indice de apoptose apés 7 dias de CIV (D 0 = FIV). Foram

utilizados de 10 a 15 embrides de cada grupo experimental pela técnica
TUNEL"®(Terminal deoxinucleotil transferase Uracil Nick End Labeling) que identifica
in situ, a fragmentagdo internucleossémica do DNA, evento este resultante da apoptose.
Esta avaliacdo foi realizada com o “Kit in Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein”
(Roche® - 11 684 795 910, Mannheim, Alemanha).

Os embrides foram lavados em solugdo de lavagem (0,1 % PVP/PBS) e fixados
em solugdo fixadora (paraformoldeido a 4 %) por 1 hora em temperatura ambiente.
Posteriormente foram permeabilizados em solugdo permeabilizadora (0,1 % de triton X-
100 e 0,1 % citrato de sédio em PBS) por 1 hora em cadmara imida e temperatura
ambiente. Os embrides foram incubados no controle positivo e negativo com a solugéo
de DNAase (Promega, M 6101, Madison, EUA) por 1 hora a 37 °C (estufa) no escuro.

Apds, o controle positivo e as amostras foram incubadas em gotas de 10 pL do
MIX TUNEL em laminas com coroa de esmalte por 1 hora a temperatura de 37 °C no
escuro e em camara umida. O controle negativo foi incubado apenas com solugdo

marcadora na auséncia da solug¢@o enzimatica para conferir a marcagao.
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Apoés serem lavados em solucdo de lavagem, controles e amostras foram
submetidos a um contraste para visualizacdo do DNA com solug¢do de Hoechst 33342 (1
mg/mL) e glicerol em uma ldmina com laminula e foram analisados em microscéopio de
fluorescéncia invertido. Com filtro de excitagdo de 450-490 nm ¢ de emissao de 515 nm
os nucleos fluorescentes em verde (isotiocianato de fluoresceina - FITC) foram
considerados as células TUNEL positivas, ou seja, apresentaram o DNA fragmentado.
Com filtro de excitacdo de 365 nm e de emissdo de 420 nm os nucleos fluorescentes em
azul (Hoechst 333342) indicaram a presenca e a localizag¢do do nucleo das células.

Para a contagem do numero de células apoptoticas (coradas em verde) e nimero
total de células (coloracdo azul) foi utilizado o programa Image J 1.41 (Wayne Rasband
National Institutes of Health, Bethesda, EUA). Com base nestes dados, foi feito o
calculo da porcentagem de ocorréncia da apoptose (niimero de células apoptoticas em

relacdo ao nimero total de células do embrido).

Analise Estatistica

Para andlise estatistica, os dados foram analisados utilizando a ANOVA pelo
PROC GLM do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Fontes de variagdo no modelo
incluindo tratamento e réplica foram considerados como efeito fixo e aleatorio,
respectivamente. Os dados sdo apresentados como média e desvio padrdo. Para todas as

analises foi adotado o nivel de significancia de 5 %.

Resultados

Foram realizadas 25 rotinas ao total (50 odcitos/tratamento), entre avaliacdo da

matura¢do nuclear e avaliacdo da taxa de producdo de blastocistos.
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Roscovitina

No presente estudo o uso de 25 uM de ROS por 24 horas inibiu a meiose em 43
+ 6,1 % dos odcitos e manteve 38 + 5,4 % em QVG (quebra de vesicula germinativa).
Este resultado foi semelhante ao observado no grupo controle (VG =43% e QVG = 39
% - Tabela 1).

A inibicdo da meiose com a roscovitina por 24 horas levou a uma alta
degeneracgdo oocitéria (tabela 1), uma vez que apds a reversdo do bloqueio 28 + 4,3 %
dos odcitos se encontravam degenerados, em comparagdo com 15 £ 3,5 % do controle.

Resultados superiores foram obtidos com a utilizagdo de 12,5 uM de roscovitina
durante 12 horas, com reversdo da meiose de 12 horas e principalmente com o bloqueio
da meiose por 6 horas com reversdo de 18 horas (Tabela 1). Nestes dois grupos o indice
de QVG foi de 67,3 £6,6 % e 79,9 £ 6,5 %, para 12 e 6 horas, respectivamente. Estes
dados foram superiores ao observado no grupo controle, em que 39 £ 6,5 % dos odcitos
encontravam-se em QVG.

Os indices de maturacdo nuclear apos a reversdo do bloqueio foram superiores
ao encontrado no grupo controle, tanto com a utilizagdo de 12 como de 18 horas de
incubacdo, sendo de 63,2 7,7 % e 77,7 £ 6,4 %, respectivamente. O indice de M II no
grupo controle foi de 45 £+ 6,5 %.

O indice de degeneragdo oocitaria obtido no grupo com inibi¢do por 12 horas
elevado (22 £ 5,1 %) em comparagdo ao grupo 6 horas (7,5 = 6,7 %), entretanto estes
dados foram inferiores aos do grupo controle, o qual apresentou degeneracdo de 15 +
3,5 %. Da mesma forma a inibi¢do da meiose com ROS 12,5 uM por 12 horas (QVG =
67,3 = 6,6 %) apresentou resultados inferiores aos obtidos na inibi¢do por 6 horas (QVG
=79,9+6,5 %).

A producdo de embrides utilizando-se um tempo de bloqueio de 12 horas, com

reversdo de 12 horas foi mais baixa (38,89 %) em comparacdo ao grupo controle (51,18
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% - Tabela 5; P < 0,05). No entanto, quando foi utilizado um tempo de inibi¢do de 6
horas e reversdo da meiose por 18 horas (Tabela 4), a taxa de produg¢do embriondria
utilizando-se ROS 12,5 uM (41,33 %; P > 0.05) e ROS 25 uM (41,49 %; P > 0.05) foi
similar ao grupo controle (43,83 % - Tabela 5).

Com relacdo ao indice de apoptose celular dos embrides produzidos in vitro,
inibidos com roscovitina (12,5 puM) verificou-se um ndmero maior de células
apoptdticas utilizando-se um tempo de bloqueio por 12 horas (18,8 - Tabela 6; P = 0.6)
em comparagdo ao bloqueio da meiose por 6 horas (12,2 - Tabela 6; P = 0.17),
entretanto ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos nem entre estes € 0

controle.

Butirolactona-I

No presente experimento a BL-1 (100 uM) ndo foi eficiente em manter os
odcitos em bloqueio da meiose, uma vez que ao final do periodo de 24 horas 49,3 + 7,2
% ja se encontravam em MI (tabela 2). No entanto, quando se reduziu a concentragdo de
BL-I para 50 uM com bloqueio mantido por 12 horas 71,2 + 6,6 % dos odcitos
apresentaram-se em QVG e com bloqueio de 6 horas, este indice foi de 81,2 + 6,5 %
(tabela 2).

Apobs a reversdo do bloqueio de 12 horas 61,8 £ 7,8 % dos odcitos se
encontravam em MII e apds 6 horas de bloqueio 78,8 + 6,4 % dos odcitos retomaram a
meiose. Estes indices foram superiores ao encontrado no grupo controle (45 + 6,5 %).

A inibicdo da meiose com a BL-I na concentracdo de 100uM por 24 horas
tambem acarretou em degeneragdo oocitaria de 43,3 + 5,6 % (Tabela 2), o que levou a
modificacdo do protocolo com reducdo da dose para 50 uM.

A inibi¢do da meiose com BL-I 50 uM por 12 horas também resultou em altos

indices de degeneracdo oocitaria (24 + 5,1 %) em comparag@o ao grupo controle (15 +
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3,5 %). Por outro lado, quando se utilizou o tempo de inibicdo de 6 horas e reversdo de
18 horas, os indices de degeneracdo foram baixos (5,4 + 5,1 %).

O indice de produ¢do de embrides observado apos a inibicdo da maturagdo por
12 horas, com reversdo de 12 horas utilizando-se 50 pM de BL-1 foi mais baixa (40,28
%; P > 0.05) em comparagdo ao grupo controle (51,18 % - Tabela 5). No entanto,
quando o tempo de 6 horas com reversdo de 18 horas foi utilizado, a taxa de formagao
de blastocisto com a concentracdo de 50 uM foi similar ao grupo controle (41,87 % BL-
I 50 uM x 43,83 % C; P > 0.05 - Tabela 4), o mesmo ocorrendo com o grupo com
concentragdo de 100 uM (41,90 %) (P > 0.05).

Com relacdo ao indice de apoptose celular dos embrides produzidos in vitro,
inibidos com BL-I (50 pM) verificou-se um nimero maior de células apoptodticas,
porém ndo observamos diferenca estatitica, utilizando-se um tempo de bloqueio por 12

horas (17,6 %; P = 0.58 - Tabela 6) em comparag¢do ao bloqueio da meiose por 6 horas.

Butirolactona I + Roscovitina

No presente experimento, apos o bloqueio da meiose com a associagdo de BL-I
(25 uM) + ROS (6,25 uM) por 12 horas seguidas de 12 horas de maturagdo livre de
farmacos, foi encontrado um indice de maturagdo nuclear (MII) de 62,4 + 7.8 %
superiorao controle (45 = 6,5 % - Tabela 3). No entanto, o indice de degeneracdo
oocitaria foi alto (23,5 = 5,1 %). Desta forma testou-se a inibi¢do por 6 horas com
reversdo da meiose por 18 horas em meio de maturagdo livre de BL-I + ROS. Com a
utilizagdo deste protocolo obtivemos 72,4 + 6,4 % de MII comparado a 45 £+ 6,5 % do
controle (Tabela 3). Neste grupo o indice de degeneragdo oocitaria foi de 9,5 + 6,6 %.

O grupo bloqueado com BL-1 + ROS por 12 horas apresentou menor taxa de
produgdo embriondria (36,62 %) quando comparado ao grupo controle (51,18 % -

Tabela 5; P < 0,05). Ja os resultados de producido embrionaria com 6 horas de bloqueio
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e 18 horas de reversdo ndo mostraram diferenca estatistica, sendo o grupo BL-I + ROS
similar ao grupo controle (44,11 % para o tratado x 43,83 % para o controle; P < 0.05 -
Tabela 4).

Com relacdo ao indice de apoptose celular dos embrides produzidos in vitro,
inibidos pela associagdo de BL-I + ROS verificou-se um niimero maior de células
apoptdticas utilizando-se um tempo de bloqueio por 6 horas (22,6 P = 0.75 - Tabela 6)
em comparacdo ao bloqueio da meiose por 12 horas (21,2 - Tabela 6), porém ndo se

observou diferencga estatistica.

Discussio

A eficiéncia da producgdo in vitro de embrides mantém-se baixa apesar dos
esfor¢os para compreender os efeitos da composi¢do e suplementacdo dos meios nas
condi¢des de cultivo. Como os odcitos bovinos retomam a meiose espontaneamente e
precocemente em meio de cultivo, apos a aspiragdo folicular, a hipotese da inibicdo da
meiose in vitro antes da MIV e FIV permitiria que mais odcitos adquirissem

competéncia para o desenvolvimento.

Roscovitina

Este trabalho avaliou o efeito de diferentes doses e tempo de inibi¢cdo da meiose
oocitdria com a utilizagdo da ROS sobre a taxa de formacdo de blastocistos.
Observamos que a ROS utilizada em altas concentrag¢des (50 uM) e por longo periodo
(24 horas) acarretou em elevada taxa de degeneracdo oocitaria (28 + 4,3 % tabela 1).
Outros autores utilizaram esta mesma concentra¢cdo com tempo similar de inibi¢cdo
meiodtica e relataram dados diferentes aos obtidos neste estudo, afirmando que a ROS

foi eficiente em manter os odcitos bovinos em estagio de vesicula germinativa sem
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acarretar em degeneragdo celular (Mermillod et al., 2000; Lagutina et al., 2002; Barretto
et al., 2010).

As razdes para estas diferencas ndo foram encontradas, no entanto, apos varios
testes realizados, a manutencdo de elevadas taxas de degeneracdo continuaram. Desta
forma decidiu-se entdo reduzir a concentragdo de ROS para 12,5 uM e com tempos de 6
e 12 horas de inibicdo meidtica com respectiva reversdo de 18 e 12 horas, para a
avaliacdo das taxas de producdo de embrides.

O tempo para o bloqueio da meiose foi definido conforme estudos anteriores
(Sirard e First, 1988; Sirard et al., 1989), os quais demonstraram que a QVG ocorre
entre 6 e 9 horas apds o inicio da MIV (Bilodeau-Goeseels, 2006).

Ja foi relatado que logo apds a aspiracgdo folicular, um grande nimero de odcitos
podem se encontrar em QVG (Sirard e First, 1988). Isto foi observado no presente
estudo e em outros realizados em nosso laboratorio. Foram detectados elevados
nimeros de odcitos com nucleo em QVG imediatamente apos a aspiragdo folicular (39
+ 6,5 % dos odcitos aspirados). Uma possivel explicagdo para este fato seria a demora
do abate até o laboratério, favorecendo a maturagdo precoce, pelos processos pos-
mortem do animal. Outra explicacdo pode ser o critério utilizado para definicdo de
QVG, onde o simples ondulamento da membrana nuclear e inicio da condensag@o dos
cromossomos ja eram considerados como o inicio do processo de meiose.

Outro fato importante ¢ que o bloqueio foi realizado na presenga do FSH, o qual
pode atuar como ativador da PDE induzindo parcialmente a degrada¢do de cAMP, e
portanto favorecendo a maturagd@o oocitaria, apesar da presenga dos farmacos inibidores
da meiose.

Da mesma forma que o observado no grupo controle, a utilizagdo de ROS por 6

ou 12 horas ndo foi capaz de evitar o inicio da maturag¢do nuclear. No grupo em que se
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utilizou ROS por 6 horas, 79,9 £ 6,5 % dos odcitos ja se encontravam em QVG, similar
ao observado no grupo inibido por 12 horas, em que 67,3 £ 6,6 % dos odcitos
apresentaram-se em QVG.

Os mecanismos envolvidos no controle da inibicdo da meiose e sua progressao
ndo sdo completamente compreendidos. No entanto, em odcitos de camundongos, a
composicdo dos meios afeta a maturagdo in vitro. A presenca de fontes de energia
especificas, suas combinagdes e concentragdes influenciam as taxas de maturagdo
nuclear espontanea e a eficiéncia de utilizagcdo de farmacos utilizados para inibir a MIV.
Algumas moléculas que sdo capazes de inibir a maturacdo nuclear em odcitos de
camundongos, ndo sdo eficazes em oocitos bovinos (Downs e Verhoevenet al, 2003).

Assim, sdo necessarias concentragdes de farmacos superiores, aumentando o
nimero de oocitos degenerados. Em geral, estudos que controlam a meiose ou a
aquisi¢do de competéncia para o desenvolvimento oocitario utilizam meio TCM 199
contendo SFB. Talvez a alteracdo da composicdo do meio permitisse a inibicdo mais
eficiente da maturagdo nuclear de oocitos bovinos. Ademais, poucos trabalhos
publicados relatam os efeitos da composi¢do do meio sobre a a¢do dos inibidores em
manter a parada meidtica deoocitos bovinos (Bilodeau-Goeseels, 2006).

Até o momento, nenhum trabalho utilizou o tempo de inibi¢do da meiose por 6
ou 12 horas, com reversdo da inibicdo por 18 ou 12 horas em odcitos bovinos na
concentragdo de ROS (12,5 uM), conforme utilizada neste experimento, para a
produgdo in vitro de embrides bovinos. Neste caso, a ROS mostrou-se totalmente
reversivel e capaz de produzir embrides com taxas similares ao grupo controle quando
utilizada por 6 horas (Tabela 4).

Outros autores relataram dados inferiores nas taxas de produc¢do de embrides

com a utilizagdo de ROS (25 uM/24 horas). Adona e Leal (2004) obtiveram 35 % de
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blastocistos (D8) no controle, enquanto que o grupo tratado com ROS obteve-se 24,2 %
de blastocistos. No presente estudo, verificamos que a inibigdo meidtica com ROS
utilizada por 12 horas, também afetou a taxa de produ¢do embrionéria, sendo inferior ao
grupo controle.

Em contrapartida, trabalhos mostram que a ROS foi eficiente na producio in
vitro de embrides bovinos, sem alteragdo da competéncia oocitaria. Barrettoet al. (2010)
relataram taxas de producdo de embrides similares entre o grupo controle (29,6 + 6,6 %)
e aqueles em que foi utilizada ROS na concentracio de 25 puM por diferentes
momentos: 16, 20 ¢ 24 horas na MIV (35,2 £ 6,8 %, 31,7 £ 2,0 % ¢ 33 £ 4,7 %,
respectivamente).

Mermillod et al. (2000) apresentaram dados similares nas taxas de produgdo de
embrides entre odcitos do grupo controle e tratado com ROS na concentragdo de 25 uM
por 24 horas, durante a MIV. Estes autores encontraram taxa de formagdo de blastocisto
de 23 £ 6 % para o grupo controle (D7) e de 18 £ 5 % para o grupo tratado com ROS.
Outros estudos também relatam similaridade na producdo de embrides utilizando ROS
(25 w24 horas). Lagutina et al. (2002) encontraram 37,2 % de blastocistos (D7) no
grupo controle e 48,5 % no grupo tratado. Entretanto, no presente estudo, ndo podemos
fazer uma comparacdo direta entre artigos, visto que as doses e tempo de inibi¢cdo
utilizando ROS foram diferentes aos ja relatados na literatura.

Quando Imai et al. (2002) avaliaram o numero total de células em embrides que
foram bloqueados com a BL-I por 24 horas e revertidos por 20 horas, ndo encontraram
diferengas. Lonergan et al. (2000); Mermillod et al. (2000); Adona et al. (2008) também
ndo encontraram diferenga no nimero total de células. Esses resultados estdo de acordo

com o presente experimento, em que independente do tempo de inibi¢do utilizada de
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ROS para bloquear a meiose, o nimero total de células se manteve igual ao grupo

controle.

Butirolactona I

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da adi¢do da BL-I em
diferentes concentragdes e tempos, na taxa de formacao de blastocistos bovinos.

Estudos anteriores demonstraram que a incubacdo com BL-I por 24 horas
bloqueou a progressdo da meiose em 90 % dos odcitos e mostrou-se altamente
reversivel (Kubelka et al., 2000; Hashimoto et al, 2002; Adona e Leal, 2004). No
presente estudo, quando se utilizou a dose de 100 uM por 24 horas, observamos que
este fArmaco ndo foi eficiente em bloquear a meiose, uma vez que 49,3 = 7,2 % dos
odcitos ja se encontravam em M I ap6s 24 horas de inibicdo com BL-I.

Além disso, foi observada alta taxa de degeneragdo oocitaria com o uso de BL-I
por 24 horas, na concentragdo de 100 uM (44,5 £ 5,6 %) e apos a reversdo da meiose
(meio livre de BL-I) 43,3 + 5,6 % dos odcitos estavam degenerados. Estes resultados
constrastam com os de Ferreira et al. (2009) que observaram somente 4,8 % dos o6citos
degenerados ap6s 18 horas de incubagdo e 2,6 % apos 24 horas de inibigdo.

Quando se reduziu a concentragdo de BL-I para 50 uM, tanto para a inibi¢do por
6, quanto por 12 horas diminuiu-se o numero de odcitos degenerados, sendo 0,4 + 1,0 %
para os inibidos por 6 horas e 5,4 £ 5,1 % para odcitos inibidos por 12 horas.

Neste caso tambémverificou-se que apds o bloqueio por 6 horas com BL-I 81,2
+ 6,5 % dos odcitos encontravam-se em QVG, sendo este indice de 71,2 £ 6,6 % para
odcitos inibidos por 12 horas. A porcentagem de o6citos em QVG no grupo controle foi
de 39 £ 6,5 %. Da mesma forma como o discutido anteriormente acreditamos que os
odcitos devem iniciar o processo de maturagdo logo apds a aspiragdo folicular e isso

influencia os indices de QVG.
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Com relacdo a taxa de producdo embriondria, a utilizagdo de BL-I na
concentragdo de 50 uM por 6 horas resultou em uma taxa de producdo embriondria
(41,87 % de blastocistos - D7) similar ao grupo controle (43,83 %). Estes dados estdo
de acordo aos relatados por outros autores em que a utilizagdo de BL-I acarretou a
mesma taxa de producdo embrionaria do grupo livre de farmaco (Lonergan et al., 2000;
Kubelka et al., 2000; Adona ¢ Leal, 2004; Adona et al, 2008).

Adona et al. (2008) obtiveram 31,3 % de blastocistos (D7) no grupo tratado com
BL-I e 36,5 % de blastocistos (D7) no grupo controle, utilizando 100 uM de BL-I por
24 horas. Da mesma forma, Lonergan et al. (2000) relataram taxas de blastocistos
similares, entre grupo controle e tratado com BL-I sendo, 28,4 % de blastocistos (DS8)
no grupo controle e 27 % no grupo tratado com 100 pM de BL-I por 24 horas. Estes
dados divergem aos obtidos no presente estudo quando utilizamos um tempo de inibi¢ao
meidtica de 12 horas, em que a taxa de formagdo de blastocistos foi bem inferior ao
grupo controle (BL-I = 40,28 % x C = 51,18 %)).

Hashimoto et al. (2002) observaram que tempo para a maturagdo nuclear de
odcitos tratados com BL-I ¢ menor do que aqueles ndo tratados. A capacidade de
desenvolvimento dos odcitos tratados mostrou-se superior ao grupo controle quando o
meio de cultivo foi suplementado com SFB sob baixa tensao de oxigénio, igualmente ao
realizado no nosso estudo. Estes mesmos autores sugerem que odcitos imaturos
necessitam de tempo maior para adquirir a capacidade de desenvolvimentoantes da
maturacdo meidtica. A combinagdo de SFB e a diminuicdo da tensdo de oxigénio
durante a inibicdo meidtica criam condigdes favoraveis para permitir que o00citos
incompetentes, adquiram capacidade de desenvolvimento. No entanto, estes autores
afirmam que mais andlises moleculares e genéticas sdo necessarias para compreender o

mecanismo dessa melhoria.
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O total de células embrionarias ndo diferiu entre os tratamentos (Tabela 6)
assim, como o total de células apoptdticas. A melhor forma para se avaliar a qualidade
embriondria ¢ pelo indice de apoptose celular, sendo quea alta incidéncia desta esta
associada com a reducdo da viabilidade embrionéria (Byrne et al., 1999).

A apoptose de células embrionarias tem recebido uma crescente atengdo,
principalmente devido ao seu papel em resposta as condi¢cdes de subdesenvolvimento.
Assim, o aumento da apoptose celular consiste num indicador de condi¢des inadequadas

de cultivos in vitro para odcitos e embrides (Kim et al., 2008).

Butirolactona I + Roscovitina

A associagdo de BL-I e ROS vém sendo utilizada para bloquear a QVG de
odcitos bovinos, em concentragdes menores ao uso das drogas isoladamente. No
presente estudo, utilizamos a associagdo destes firmacos em 2 tempos de inibi¢do, por 6
e 12 horas, com reversdo do bloqueio por 18 e 12 horas, respectivamente. Diminuimos a
concentragdo dos fArmacos pela metade, sendo 25 uM de BL-I e 6,25 uM de ROS.

Ja foi relatado que a associa¢do destes farmacos, na mesma concentracio
utilizada no nosso estudo, foi capaz de manter 100 % dos odcitos em VG, sem
comprometer o desenvolvimento embriondrio posterior (Ponderato et al., 2001).
Entretanto, no presente estudo a associacdo dos farmacos nao foi eficiente em manter os
odcitos em VG, visto o elevado indice de odcitos em QVG, tanto com 6 como 12 horas
de inibicdo. Apesar disso, esta associagdo mostrou-se eficiente em reverter a meiose,
sendo 72,4 £+ 6,4 % dos o6citos em MII no grupo inibido por 6 horas e 62,4 + 7,8 % dos
odcitos em MII no grupo inibido por 12 horas. Outros autores também mostram que a
associacdo dos farmacos foi eficiente em manter os odcitos em VG (Ponderato et al.,

2001; Lonergan et al., 2003; Adona et al., 2008).
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Quando analisamos os dados obtidos no presente estudo, verificamos que a taxa
de oocitos em MII apds a inibig¢do, foi sempre superior ao grupo controle. As razdes
para esta acelera¢do ndo sdo claras, mas tem-se sugerido que durante o bloqueio da
meiose acumulam-se fatores relacionados ao controle do ciclo celular e que nem todos
os eventos da maturagdo sdo bloqueados (Vigneron et al., 2004a, b). As consequéncias
de tal aceleragdo no desenvolvimento posterior também sdo desconhecidas, mas ndo
parecem ser prejudiciais, uma vez que os oocitos tratados com inibidores sdo capazes de
produzir blastocistos em taxas similares ao grupo controle.

As taxas de embrides obtidas com a associag@o dos farmacos por 6 horas durante
a MIV foram similares ao grupo controle, sendo de 44,11 % e o grupo controle de 43,83
%. Estes dados mostram que a utilizagdo destas drogas associadas ndo comprometeu o
desenvolvimento embrionario.

Adona et al. (2008) observaram dados similares entre o grupo controle e o
tratado, quando utilizou BL-I + ROS no meio de MIV durante 24 horas. Demais
autores, relatam também similaridade entre os grupos tratados e controle (Ponderatoet
al., 2001). Porém, no presente estudo, quando esta associacdo foi realizada por 12 horas,

verificamos uma queda na produ¢do embrionaria.

Conclusio

O bloqueio da meiose, da forma utilizada no presente experimento, se mostrou
totalmente reversivel e interferiu nos indices de produg¢do embriondria. Observamos que
os farmacos utilizados em concentragdes e tempos similares aos relatados na literatura
cientifica, ndo foram eficientes e acarretaram altos indices de degeneracdo oocitaria. Ao

reduzirmos a dose e o tempo de inibi¢do, o grupo controle apresentou taxas de produgdo
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embriondria similares aos grupos tratados por 6 horas de inibicdo meidtica e reversao
por 18 horas.

Embora os resultados obtidos até o momento ndo reforcem a hipdtese inicial, de
que o bloqueio meidtico seria uma vantagem na melhoria da qualidade embrionaria, o
protocolo utilizado por 6 horas de inibi¢do, facilita 0 manejo dos odcitos para o uso em
programas comerciais de producdo de embrides in vifro, uma vez que permite o
transporte, bem como a sincronizagdo do momento da fertilizagdo de odcitos de

diferentes animais.
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Tabela 1: Resultados (média + desvio padrdo) de estagios de desenvolvimento temporal
de odcitos bovinos, apés MIV em meio contendo Roscovitina em diferentes

concentragdes e tempos de exposi¢ao.

Taxas (%) dos estadios de maturacio nuclear

GRUPOS VG QVG MI MII D/NI
Imaturo 43+82 39+6,5 11+7,0 3+1,2 1+£1,0
C 6h 94+32 53,0£6,5 299+64 41+21 3,6+21
ROS 12,5 - 6h 1,309 799+6,5 11,0+64 1,1+1,5 6,7+34
ROS 6h/ Rev. 18h L1+£1,1 02«13 135+72 77,764 7,5+6,7
C 12h 10,2+3,1 53,0£6,6 299+55 43+£12 26+23
ROS 12,5 - 12h 151+3,1 67,3+£6,6 10,0+55 09+12 6,7+5,1
ROS 12h/Rev. 12h IL1+1,1  12+2,1 12,5+55 63,2+7,7 220+5,1
C 24h 9+6,7 6+34 24 +4,5 45+6,5 15+£3,5
ROS 25 - 24h 43+6,1 38+54 14+32 0+1,1 25+5,2
ROS 25-24h/Rev.24h 1843 10+£64 20+438 25+4,0 28 +43

Vesicula Germinativa (VG), Quebra da Vesicula Germinativa (QVG), Metafase I (MI), Metafase 11 (MII)
e Degenerado ou Néo Identificado (D/NI).
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Tabela 2: Resultados (média + desvio padrdo) de estagios de desenvolvimento temporal
de odcitos bovinos, apés MIV em meio contendo Butirolactona I em diferentes

concentragdes e tempos de exposi¢ao.

Taxas (%) dos estadios de maturacio nuclear

GRUPOS VG QVG MI MII D/NI
Imaturo 43+82 39+6,5 11+7,0 3+1,2 1+£1,0
C 6h 94+32 53,0£6,5 299+64 41+21 3,6+21
BL-150 - 6h 2,1+0,9 812+65 146+64 17+15 04+1,0
BL-I 6h/ Rev. 18h 1+£1,2 21+1,3 12,7+72 788+64 54+6,6
C 12h 10,2+3,1 53,0£6,6 299+55 43+£12 26+23
BL-150 - 12h 7,7+3,1 712+6,6 14,6+55 1,1+12 54+5,1
BL-I 12h /Rev. 12h 1+£1,1  1,5+2,1 11,7+5,5 61,8+7,8 24,0+5,1
C 24h 9+6,7 6+34 24+ 4,5 45+6,5 15+£3,5
BL-1 100 - 24h 0+x1,1 43+6,6 493+72 19+44 445+5,6

BL-I 100 24h / Rev.18h 0,8+1,1 48+6,6 291+72 220+44 433+5,6

Vesicula Germinativa (VG), Quebra da Vesicula Germinativa (QVG), Metafase I (MI), Metafase IT (MII)
e Degenerado ou Néo Identificado (D/NI).
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Tabela 3: Resultados (média + desvio padrdo) de estagios de desenvolvimento temporal
de odcitos bovinos, apds MIV em meio contendo Roscovitina + Butirolactona I em

diferentes concentracdes e tempos de exposi¢ao.

Taxas (%) dos estadios de maturacio nuclear

GRUPOS VG QVG MI MII D/NI
Imaturo 43+32 39+6,5 11+7,0 3+1,2 1+£1,0
C 6h 94+32 53,0£6,5 299+64 41+21 3,6+21
ROS + BL-I - 6h 7,5+09 73,6+£6,5 162+64 20+1,8 0,7+1,0
ROS+BL 6h/Rev. 18h 1+£1,2 12+1,3 159+72 724+64 95+6,6
C 12h 10,2+3,1 53,0£6,6 299+55 43+£12 26+23
ROS + BL-I - 12h 29+3,1 70,6+6,6 16,1+43 25+12 79+5,1
ROS+BL12h/Rev12h l+1,1 22+21 109+6,5 624+78 235+5,1
C 24h 9+6,7 6+34 24+ 4,5 45+6,5 15+£3,5

Vesicula Germinativa (VG), Quebra da Vesicula Germinativa (QVG), Metafase I (MI), Metafase II (MII)
e Degenerado ou Nio Identificado (D/NI).
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Tabela 4: Taxa de formacdo de blastocistos (%) avaliados no D7 com inibi¢do meidtica

utilizando ROS, BL-I e associagdo de ROS + BL-I por 6 horas e reversdo da meiose por

18 horas.
N de Blastocistos por Estagio de
GRUPOS Desenvolvimento Total %
Mo Bi Bl Bx Bn Be
C 24h 41 53 60 49 18 42 600 43,83
ROS 12,5 - 6h 44 41 54 23 8 35 496 41,33
ROS 25 - 6h 21 22 9 4 4 1 147 41,49
BL-1 100 - 6h 30 22 32 23 7 18 315 41,90
BL-I150 - 6h 24 31 34 10 4 13 277 41,87
ROS +BL-I-6h 15 25 17 6 0 12 170 44,11
(P > 0,05).

Grupos:C 24h: blastocistos controle maturados com 24 horas; ROS 12,5 - 6h: blastocistos bloqueados
na maturagdo com roscovitina 12,5 pM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas; ROS 25 —
6h: blastocistos bloqueados na maturagdo com roscovitina 25 pM por 6 horas com reversdo do bloqueio
por 18 horas; BL-I 50 — 6h: blastocistos bloqueados na matura¢do com butirolactona-I 50 uM por 6 horas
com reversdo do bloqueio por 18 horas; BL-I 100 — 6h: blastocistos bloqueados na matura¢do com
butirolactona-1 100 pM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas; ROS + BL-I 6h: blastocistos
bloqueados na maturagdo com roscovitina 12,5 uM + butirolactona-I 25 pM por 6 horas com reversdo do

bloqueio por 18 horas.
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Tabela 5: Taxa de formagdo de blastocistos avaliados no D7 com inibi¢do meidtica por

12 horas e reversdo da meiose por 12 horas.

N de Blastocistos por Estagio de
Total Odcitos %

Desenvolvimento
GRUPOS Mo Bi Bl Bx Bn Be
C 24h 24 17 34 30 8 17 254 51,18"
ROS 12,5-12h 24 16 20 11 1 5 198 38,89"
BL-I50-12h 22 14 24 13 5 7 211 40,28"
ROS+BL-112h 11 10 12 16 1 2 142 36,62

M¢dias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem (P < 0,05).

Grupos:C 24h: blastocistos controle maturados com 24 horas; ROS 12,5 - 12h: blastocistos bloqueados
na maturagdo com roscovitina 12,5 uM por 12 horas com reversdo do bloqueio por 12 horas; BL-I 50 —
12h: blastocistos bloqueados na maturagdo com butirolactona-I 50 pM por 12 horas com reversdo do
bloqueio por 12 horas; ROS + BL-I 12h: blastocistos bloqueados na maturagdo com roscovitina 6,25 uM
+ butirolactona-I 12,5 pM por 12 horas com reversado do bloqueio por 12 horas.

Tabela 6. Média do numero total de células/embrido e taxa de células lesionadas dos
blastocistos expandidos nos tratamentos de 6 horas de inibi¢do e 18 horas de reversao

da meiose ¢ nos tratamentos de 12 horas de inibigdo e de 12 horas de reversdo da

meiose.
6 horas 12 horas P

GRUPOS n total de % células n total de % células

células lesionadas células lesionadas
Controle 88,2 10,6 96 17 0.0545
ROS 12,5 90,7 12,2 93,4 18,8 0.175
BL 50 150 9 126 17,6 0.5868
BR 121,3 22,6 134,8 21,2 0.7502

Grupos:C 24h: blastocistos controle maturados com 24 horas; ROS 12,5: blastocistos bloqueados na
maturagdo com ROS 12,5 uM BL-I 50: blastocistos bloqueados na matura¢do com BL-I 50 uM ROS +
BL-I 6h: blastocistos bloqueados na maturagdo com ROS 6,25 uM + BL-I 12,5uM.
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FIGURA 1: Embrides bovinos dos diferentes grupos submetidos a técnica TUNEL
avaliados em microscopio de fluorescéncia invertido. CN: controle negativo da técnica;
CP: controle positivo da técnica. A e A’: grupo Controle; B e B’: grupo BL-150 uM 6
h; C e C’: grupo ROS 12,5 uM 6 h; D e D’: grupo ROS + BL-I (6,25 uM.+ 25 uM) 6
h.Coloracdo azul (Hoescht) representa o numero total de células integras. Coloragdo
verde (FITC) indica o DNA fragmentado de células apoptdticas. Aumento de 400 x.
Barra: 100 pm.
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FIGURA 2: Embrides bovinos dos diferentes grupos submetidos a técnica TUNEL
avaliados em microscopio de fluorescéncia invertido. CN: controle negativo da técnica;
CP: controle positivo da técnica. A e A’: grupo Controle; B e B’: grupo BL-1 50 uM 12
h; C e C’: grupo ROS 12,5 uM 12 h; D e D’: grupo ROS + BL-I (6,25 uM.+ 25 uM) 12
h.Coloracdo azul (Hoescht) representa o numero total de células integras. Coloragao
verde (FITC) indica o DNA fragmentado de células apoptdticas. Aumento de 400 x.
Barra: 100 pm.
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RESUMO

Uma das técnicas mais usadas na maturagdo in vitro consiste na inibi¢do ou no atraso da
meiose nuclear oocitaria, a qual permite uma transi¢do mais regulada e apropriada da
profase I para metafase II. Desta forma, este trabalho teve como objetivo produzir
embrides bovinos in vitro pela adi¢do dos farmacos inibidores da meiose oocitaria
roscovitina (ROS; Sigma-Aldrich, St. Louis) e butirolactona I (BL-I, Enzo Life
Sciences International, Inc. 5120 Butler Pike Plymouth Meeting, PA 19462). Odcitos
oriundos de abatedouro foram maturados em meio comercial (InVitro Brasil; Mogi
Mirim, SP, Brasil) e mantidos em atmosfera de 5 % de CO,. Para atrasar a meiose, 0s
odcitos foram mantidos durante 6 horas em meio MIV na presenga de ROS na
concentragdo de 12,5 uM; de BL-I na concentragdo de 50 uM e na presenga da
associag¢do dos fdrmacos na concentracdo de 6,25 uM de ROS e 25 uM de BL-I. Em
seguida, os odcitos foram cultivados durante 18 horas em meio livre do agente para a
retomada da meiose. Depois de 24 horas de maturagdo (dia 0), os odcitos foram
inseminados em meio comercial de FIV (In Vitro Brasil), contendo heparina e PHE
(penicilamina, hipotaurina e epinefrina) sob as mesmas condi¢des acima. O sémen foi
selecionado por gradiente de Percoll e a concentragio foi ajustada para 2 x 10°
espermatozdides/mL. Os provaveis zigotos foram cultivados em gotas de 90 puL de meio
SOFaa (meio comercial In Vitro Brasil) numa atmosfera de 5% de CO,, no dia 3 foi
avaliada a taxa de clivagem e nos dias 6 e 7 avaliada a taxa de formagao de blastocisto.
Foram realizadas 20 rotinas (200 odcitos/rotina). Os dados foram analisados por
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey utilizando o modelo linear geral (PROC GLM)
do SAS 9.2. O nivel de significancia adotado foi de 5 %. A utiliza¢do de BL-I e de sua
associacdo com a ROS elevou as taxas de clivagem e formagdo de blastocistos (P <

0,05). A ROS sozinha foi ineficiente, prejudicando o desenvolvimento embrionario,
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com baixos indices de formag¢ao de blastocistos, em relagdo ao grupo controle e demais
tratamentos (P < 0,05). Os embrides dos grupos BL-I e ROS + BL-I apresentaram maior
nimero de células e menores indices de apoptose celular comparados aos demais
grupos, tanto em embrides frescos como desvitrificados. Os embrides do grupo ROS +
BL-I mostraram-se mais resistentes ao processo de vitrificacdo, com elevada taxa de
reexpansdo embrionaria (P < 0,05). Assim, podemos concluir que o bloqueio da meiose
utilizando BL-I ou sua associagdo a ROS mostrou-se eficaz no aumento da taxa de
formagdo de blastocistos, e a associacio de ROS + BL-I promoveu uma maior

resisténcia ao processo de criopreservagdo embriondria.

Palavras-chave: Bovinos, Odcito, Inibidores matura¢do meiotica, Produgdo in vitro,

Vitrificagio.
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1. Introducio

Muitos pesquisadores estudam metodologias mais eficientes para a
criopreservacdo de odcitos e embrides. O sucesso da preservagdo e armazenamento
destas estruturas ¢ um dos avangos em programas de reproducgdo assistida, por favorecer
a conservagdo de material genético e o excedente da produgdo embriondria. No entanto,
a criopreservagdo dos embrides de mamiferos continua sendo um grande desafio, uma
vez que as condig¢des de cultivo alteram a constitui¢do destas estruturas [1].

Um dos entraves para o pleno sucesso da producdo in vitro de embrides sdo os
eventos que ocorrem nos oocitos durante o periodo de maturagdo in vitro. A maturagdo
dos odcitos € um processo longo, no qual as células adquirem capacidade intrinseca
para desenvolvimento gradual, até alcancar a ativagdo do genoma embrionario [2]. Em
humanos, a MIV ¢ uma alternativa a estimulagdo ovariana, realizada no tratamento de
infertilidade. No entanto, a qualidade e o potencial de desenvolvimento do embrido
maturado, tem sido inferior aqueles maturados in vivo. Para tanto, exige-se uma
sincroniza¢do entre a maturagcdo nuclear e a citoplasmatica [3].

Este processo complexo e distinto, envolve a maturacdo nuclear e
citoplasmdtica, sendo a maturagdo nuclear uma segregagdo cromossOmica € a
citoplasmatica uma reorganizacio de organelas, armazenamento de mRNA e transcri¢do
de proteinas para que acontegam a fecundagdo e o desenvolvimento embriondrio inicial
[2, 4].

O bloqueio da meiose antes da maturagdo tem sido sugerido como uma
alternativa ao permitir que os odcitos tenham um tempo adicional no cultivo sem sofrer
modifica¢des, como a pré-maturagdo [5]. O bloqueio meiodtico foi induzido por varias
estratégias, incluindo o aumento no cAMP no odcito [6], pela sintese de proteinas ou

pela inibi¢do da fosforilagdo [7, 8, 9].
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Assim, varias abordagens farmacologicas tém sido utilizadas para manter o
bloqueio meidtico em odcitos bovinos. Os inibidores das quinases dependentes de
ciclinas (CDK), tais como a butirolactona I (BL-I) [2, 10, 11, 12, 13] e a roscovitina
(ROS) [4, 14, 15, 16, 17] tém sido utilizados para induzir o bloqueio meiotico. Estes
inibidores de CDK inibem seletivamente a atividade do fator promotor de maturagdo
(MPF), que est4 envolvida em vdrios eventos durante a maturacdo in vitro [10, 11] e in
vivo [18, 19] de odcitos submetidos ao bloqueio meidtico.

Adicionalmente, apds a inibicdo da maturacdo meiotica e produgdo in vitro de
embrides, avitrificagdo tem sido considerada uma alternativa para a congelacdo, com
resultados satisfatorios quando alguns fatores sdo considerados como a taxa de
congelagcdo e descongelagdo, viscosidade do meio ou coeficiente de transi¢do para o
estado vitreo e o volume de armazenamento [20].

Esta técnica pode ser utilizada rotineiramente tanto nos laboratorios de pesquisa
como em fazendas, pois apresenta execu¢do simples e ¢ menos onerosa que a
congelagdo por ser realizada na auséncia do aparelho de congelacdo. Como esta técnica
¢ realizada em curto espago de tempo, ndo ocorre formagdo de cristais de gelos
intracelulares, os quais sdo os principais causadores das crioinjuirias embrionarias [21].

Com base nessas informacdes, este trabalho teve como objetivo avaliar a taxa de
sobrevivéncia embriondria pos-vitrificagdo de oocitos submetidos a inibigdo meidtica

durante a maturagdo in vitro, com roscovitina (ROS) e butirolactona I (BL-I).

2. Material e Métodos

Todas as substincias utilizadas neste trabalho foram adquiridas da Sigma
(Sigma-Aldrich®, Corporation, St. Louis, MO), exceto para aquelas que sdo

especificadas no texto.
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2.1 Coleta dos ovarios, puncio folicular e maturacio in vitro (MIV)

Para o experimento foram utilizados ovarios de abatedouro comercial e estes
transportados ao laboratério de FIV do Departamento de Reprodugdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP —
Botucatu (20 réplicas/50 odcitos/tratamento). No laboratério, os ovarios foram lavados
com NaCl a 0,9 % na temperatura de 38 °C. Todos os foliculos com didmetro entre 2-8
mm foram aspirados com seringas de 10 mL e agulhas 40 x 12 mm.

Apoés a selecdo, os odcitos foram lavados em meio HEPES (Gibco®) e
transferidos para gotas de meio de maturacdo in vitro (MIV — In Vitro Brasil). Os
odcitos permaneceram em estufa com 5 % de CO, em ar, temperatura de 38,5°C e
umidade absoluta.

Os odcitos foram divididos nos diferentes grupos submetidos & inibicdo da
maturacdo nuclear, sendo eles:

- Grupo Controle

- Grupo Roscovitina (ROS)

- Grupo Butirolactona-I (BL-I)

- Grupo associagdo da Roscovitina + Butirolactona I (ROS + BL-I)

2.2 Inibicio meiotica

2.2.1 Roscovitina (Roscovitine R7772 Sigma >98)
Para bloquear a meiose, a roscovitina (ROS) foi adicionada ao meio de

maturagdo na concentragdo de 12,5 uM por 6 horas e o tempo para reversdo da meiose

(meio MIV livre de ROS) foi de 18 horas.
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2.2.2 Butirolactona I (BML-CC210-1000)
A butirolactona I (BL-I, Enzo Life Sciences International, Inc. 5120 Butler Pike
Plymouth Meeting, PA 19462) foi adicionada ao meio de maturag@o na concentragdo de

50 uM. O tempo de bloqueio meidtico de 6 horas e da reversdo da meiose (meio de

MIV livre de BL-I) foi de 18 horas.

2.2.3 Roscovitina + Butirolactona-I
A associagdo de ROS (ROS 6,25 uM) e BL-I (BL-I 25 pM) também foi
realizada. O tempo de inibi¢do da meiose foi de 6 horas e o tempo de reversdo (meio

MIV livre de ROS e BL-I) foi de 18 horas.

2.3. Fertilizacao in vitro

Odcitos maturados de todos os grupos foram fertilizados in vitro com sémen
congelado de touro da raga Nelore (Bos taurus indicus). O s€men foi selecionado por
gradiente Percoll (Nutricell) nas concentragdes de 45 % e 90 %. A concentragdo final
foi ajustada para 2 x 10° espermatozéides/mL. Os odcitos foram incubados em meio de
FIV (In Vitro Brasil, Mogi Mirim, SP, Brasil) durante 18 horas, em estufa com 5 % de

CO; em ar, a temperatura de 38,5 °C e umidade absoluta.

2.4. Cultivo in vitro e vitrificacdo

Os provaveis zigotos foram cultivados em meio SOFaa (In Vitro Brasil, Mogi
Mirim, SP, Brasil). Os embrides foram mantidos em estufa com 5 % de CO; a
temperatura de 38,5 °C e umidade absoluta. No dia trés (D3) foi verificada a taxa de
clivagem e nos dias seis (D6) e sete (D7) foram avaliadas as taxas de formacdo de

blastocisto. Apds verificar a taxa, os embrides foram vitrificados.
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A vitrificagdo dos embrides foi realizada nos dias D6 e D7 de cultivo (10
réplicas) conforme o protocolo de Campos-Chillon et al. [22], com algumas
modifica¢des. Embrides produzidos in vitro foram expostos a solucdo de vitrificacdo 1,
composta por 5 M de EG em meio base durante 3 minutos e transferidos para uma gota
de 15 pL da solugdo de vitrificagdo 2, composta por 7M de EG, 0.5M de galactose e
18% (w/v) de ficoll 70 em meio base. Em seguida, foram envasados em palhetas
francesas estéreis de 0,25 mL (Nutricell), as quais foram montadas da seguinte maneira:
1 cm de galactose (0.5 M em meio base), 0,5 cm de ar, 7 cm de galactose seguido de
mais 0,5 cm de ar. Os embrides contidos na SV2 foram transferidos as palhetas (gota de
15 pL de SV2) seguidos de 0,5 cm de ar e completando-se com galactose até a
extremidade da palheta.

Para o aquecimento, as palhetas foram mantidas em ar por 8 segundos e depois
em agua a 37°C por 15 segundos. Os embrides foram entdo lavados e cultivados em
meio SOFaa contendo 10 % de SFB durante 12 horas em estufa de 5 % de CO, para a

avaliacdo da reexpansdo embrionaria.

2.5. Avaliacio do indice de apoptose

Foi avaliado o indice de apoptose apos 7 dias de CIV (DO = FIV). Foram
utilizados de 10 a 15 embrides de cada grupo experimental pela técnica
TUNEL"®(Terminal deoxinucleotil transferase Uracil Nick End Labeling) que identifica
in situ, a fragmentagdo internucleossémica do DNA, evento este resultante da apoptose.
Esta avaliacdo foi realizada com o “Kit in Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein”
(Roche® - 11 684 795 910, Mannheim, Alemanha).

Os embrides foram lavados em solugdo de lavagem (0,1 % PVP/PBS) e fixados
em solucdo fixadora (paraformoldeido a 4 %) por 1 hora em temperatura ambiente.

Posteriormente foram permeabilizados em solugdo permeabilizadora (0,1 % de triton X-
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100 e 0,1 % citrato de s6dio em PBS) por 1 hora em cadmara imida e temperatura
ambiente. Os embrides foram incubados no controle positivo e negativo com a solugéo
de DNAase (Promega, M 6101, Madison, EUA) por 1 hora a 37 °C (estufa) no escuro.

Apds, o controle positivo e as amostras foram incubadas em gotas de 10 pL do
MIX TUNEL em ldminas com coroa de esmalte por 1 hora a temperatura de 37°C no
escuro e em cadmara umida. O controle negativo foi incubado apenas com solugdo
marcadora na auséncia da solu¢@o enzimatica para conferir a marcagao.

Apds serem lavados em solugdo de lavagem, controles e amostras foram
submetidos a um contraste para visualizacdo do DNA com solug¢do de Hoechst 33342 (1
mg/mL) e glicerol em uma ldmina com laminula e foram analisados em microscéopio de
fluorescéncia invertido. Com filtro de excitagdo de 450-490 nm ¢ de emissdo de 515 nm
os nucleos fluorescentes em verde (isotiocianato de fluoresceina - FITC) foram
considerados as células TUNEL positivas, ou seja, apresentaram o DNA fragmentado.
Com filtro de excitacdo de 365 nm e de emissdo de 420 nm os nucleos fluorescentes em
azul (Hoechst 33342) indicaram a presenga ¢ a localizacdo do nucleo das células.

Para a contagem do numero de células apoptoticas (coradas em verde) e nimero
total de células (coloracdo azul) foi utilizado o programa Image J 1.41 (Wayne Rasband
National Institutes of Health, Bethesda, EUA). Com base nestes dados, foi feito o
calculo da porcentagem de ocorréncia da apoptose (nimero de células apoptoticas em

relacdo ao nimero total de células do embrido).

2.6. Analise Estatistica

Para andlise estatistica os dados foram analisados utilizando a ANOVA pelo
PROC GLM do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Fontes de variagdo no modelo

incluindo tratamento e réplica foram considerados como efeito fixo e aleatorio,
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respectivamente. Os dados sdo apresentados como média e desvio padrdo. Para todas as

analises foi adotado o nivel de significancia de 5 %.

3. Resultados

A taxa de clivagem modificou-se com o uso das drogas inibidoras da meiose.
Observamos que os grupos tratados com BL-I e com a sua associacdo (ROS + BL-I)
apresentaram uma maior taxa de clivagem em relagdo ao grupo controle (BL-I = 95,58
%; ROS + BL-I = 96,44 %; C = 86,83 % - Tabela 1).

Quando utilizamos a ROS, a taxa de clivagem foi similar ao grupo controle
(ROS = 89,73 % - Tabela 1) e inferior aos grupos tratados com BL-I e com a sua
associacdo (ROS + BL-I).

Tabela 1. Média (%) dos diferentes farmacos inibidores da meiose: a ROS, a BL-I e a
associacdo ROS + BL-I sobre a porcentagem de clivagem/o6citos no dia trés (D3) de

desenvolvimento embrionario.

Tratamento Numero de Odcitos Taxa de Clivagem (%)
Controle 486 86,83
ROS 419 89,73"
BL-I 498 95,58"
ROS + BL-I 478 96,44°

M¢dias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem (P < 0,05).

Controle: blastocistos controle maturados com 24 horas; ROS: blastocistos bloqueados na maturagio
com roscovitina 12,5 uM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas; BL-I: blastocistos
bloqueados na maturagido com butirolactona-I 50 uM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas;
ROS + BL-I: blastocistos bloqueados na maturagdo com roscovitina 6,25 uM + butirolactona-I 25 pM

por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas.
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Ao avaliarmos as taxas de formacdo de blastocistos no dia seis (D6 — Tabela 2)
observamos diferenca estatistica entre os grupos. Verificamos que ocorreu uma melhora na
produgdo de embrides nos grupos em que foram utilizados BL-I (56,77 %) ou ROS + BL-I
(57,32 %), tanto em relacdo ao grupo controle (43,27 %) como em relagdo ao grupo ROS
(39,16 %).

O grupo em que foi utilizada a ROS verificamos uma piora na taxa de produgéo
embrionaria (D6 — Tabela 2). Este fArmaco prejudicou o desenvolvimento embrionario,
visto que sua produgdo foi inferior ao grupo controle (livre de fArmaco).

Tabela 2. Taxa de formagao de blastocistos (%) avaliados no dia 6 (D6) com inibig¢ao

meidtica por 6 horas e reversdo da meiose por 18 horas.

N de Blastocistos por Estagio de

Desenvolvimento
Total de
GRUPOS Bi Bl Bx Bn Be %

o0d6citos
C24h 39 77 93 1 0 480  4327°
ROS 23 66 82 0 0 419 39,16°
BL-I 24 142 123 0 0 497 56,77°
ROS + BL-I 11 128 136 0 0 478 57,32

®Médias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem (P < 0,05).

Controle: blastocistos controle maturados com 24 horas; ROS: blastocistos bloqueados na maturagio
com roscovitina 12,5 uM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas; BL-I: blastocistos
bloqueados na maturagdo com butirolactona-I 50 pM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas;
ROS + BL-I: blastocistos bloqueados na maturagdo com roscovitina 6,25 uM + butirolactona-I 25 pM

por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas.
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Na tabela 3 apresentamos os dados de formag@o de blastocistos no dia sete (D7).
Observamos que os grupos tratados com BL-I (58,86%) e ROS + BL-I (55,96%)
apresentaram uma maior producdo embriondria em compara¢do ao grupo controle
(42,64%). Novamente, como apresentado na tabela 2 (taxa de formagdo de blastocistos no
dia 6 — D6), a utilizagdo de ROS (41,43 %) durante a MIV interferiu de forma negativa na
taxa de formagdo de blastocistos no dia 7 (Tabela 3 — D7), com valor inferior ao grupo
controle (42,64 %).

Tabela 3. Taxa de formagao de blastocistos (%) avaliados no dia 7 (D7) com inibig¢ao

meidtica por 6 horas e reversdo da meiose por 18 horas.

N de Blastocistos por Estagio de

Desenvolvimento
Total de
GRUPOS Bi Bl Bx Bn Be %

00citos
C24h 3 58 86 11 9 405 42.64°
ROS 7 50 78 9 7 359 41,43°
BL-1 0 71 155 8 10 423 58,86°
BL-I+ROS 0 78 130 10 4 386 55,96

M¢dias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem (P < 0,05).

Controle: blastocistos controle maturados com 24 horas; ROS: blastocistos bloqueados na maturagio
com roscovitina 12,5 uM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas; BL-I: blastocistos
bloqueados na maturagdo com butirolactona-I 50 pM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas;
ROS + BL-I: blastocistos bloqueados na maturagdo com roscovitina 6,25 uM + butirolactona-I 25 pM

por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas.

Foi observada diferenca estatistica no nuimero de células apoptoticas dos

embrides frescos entre os grupos tratados (P < 0,05). Os grupos controle e ROS
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apresentaram maior taxa de células em apoptose em relagdo aos grupos BL-I e ROS +
BL-I. Adicionalmente, os grupos controle e ROS apresentaram um menor nimero de
células (Tabela 4).

Tabela 4. Média (desvio padrdo) do nimero total de células e de células apoptdticas dos

blastocistos bovinos frescos.

Embrioes frescos

GRUPOS
n total de células % células lesionadas
Controle 108,2 + 10,7 16,6 + 4,5°
ROS 12,5 109,7 + 8,5° 14,2 + 6,4°
BL 50 150,7 £ 11,4° 7+3,1°
ROS + BL-I 161,3 12,8 6,6 +4,4°

NPT - " "
Médias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem (P < 0,05).

Controle: blastocistos controle maturados com 24 horas; BL-I: blastocistos bloqueados na maturagio
com butirolactona-I 50 uM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas; ROS: blastocistos
bloqueados na maturagdo com roscovitina 12,5 uM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas;
ROS + BL-I: blastocistos bloqueados na maturagdo com roscovitina 6,25 pM + butirolactona-I 12,5 pM

por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas.

Com relagdo ao processo de criopreservagdo embrionaria, foi observada
diferenga entre os grupos. O grupo tratado com BL-I + ROS apresentou uma maior taxa
de reexpansdo apds o processo de criopreservagdo (Tabela 5).

Observou-se também diferenca estatistica no nimero de células apoptdticas dos
embrides desvitrificados entre os grupos estudados (P < 0,05). Os grupos controle e
ROS apresentaram maior taxa de células apoptoticas em relacdo aos grupos BL-1 e BL-I
+ ROS. Os embrides produzidos nos grupos controle ¢ ROS apresentaram um menor

numero de células (Tabela 5).
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Tabela 5. Numero total de células e células apoptoticas dos blastocistos bovinos

aquecidos, numero total de embrides vitrificados e da porcentagem de reexpansdo

embrionaria.
Embrides aquecidos

GRUPOS n embrides n total de % células %
vitrificados células lesionadas reexpansio
Controle 163 94,3 +£9,4° 21,2 +8,1° 74,66 £ 6,2°
ROS 176 99,9 +8,7° 28,1 £9,6" 73,23 +£6,1°
BL-I 172 108 +7,7° 15,5+5,5" 76,04 £ 7,0°
ROS + BL-I 182 107,5 + 8,0° 15,7+5,8° 93,40 + 8,8"

Controle: blastocistos controle maturados com 24 horas; BL-I: blastocistos bloqueados na maturagio

com butirolactona-I 50 uM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas; ROS: blastocistos

bloqueados na maturagdo com roscovitina 12,5 uM por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas;

ROS + BL-I: blastocistos bloqueados na maturagdo com roscovitina 6,25 pM + butirolactona-I 12,5 pM

por 6 horas com reversdo do bloqueio por 18 horas.

4. Discussio

Diversos estudos confirmam que a qualidade dos odcitos determina a taxa de

desenvolvimento até o estidgio de blastocisto. Considerando que o ambiente de cultivo

tem grande impacto sobre a qualidade dos blastocistos, as evidéncias indicam que as

condi¢des de maturagcdo in vitro influenciam diretamente na qualidade dos embrides

produzidos [20]. Desta forma, verificamos que a adicdo de farmacos inibidores da

meiose ROS e BL-I interferiram na taxa de producdo de embrides in vifro em odcitos

bovinos.
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Em 2012, Bilodeau-Goeseels [23] publicou um artigo no qual revisou a
utilizacdo de farmacos inibidores da meiose oocitaria. Esta revisdo relata que estes
inibidores foram utilizados de forma intensa na década passada, porém, nos ultimos
anos, estes estudos decairam. O motivo para tal estaria na ndo eficiéncia dos inibidores
na melhora dos indices de formagdo de blastocistos, o que teria desencorajado os
pesquisadores em continuarem nesta linha de pesquisa.

O presente experimento vai ao desencontro as afirmativas de Bilodeau-Goeseels
[23] e teve como propdsito produzir embrides in vitro com melhor qualidade, apds
inibicdo da meiose oocitaria utilizando ROS e BL-I por um tempo e concentragdes
menores e, além disso, vitrificar estes embrides produzidos e avaliar a taxa de
reexpansio embriondria.

Neste estudo obtiveram-se elevadas taxas de producdo de embrides ao utilizar
BL-I (50 uM; D6= 56,77 %; D7= 58,86 %) e sua associagdo a ROS (BL-I 25uM + ROS
6,25 uM; D6= 57,32 %; D7= 55,96 %), por um tempo de inibi¢do meidtica de 6 horas e
reversdo por 18 horas (meio MIV livre de farmacos). Em contrapartida, quando
utilizamos ROS verificamos uma queda na taxa de formacdo de blastocistos, tanto no
D6 como no D7 (12,5 uM; D6= 39,16 %; D7= 41,43 %), até mesmo em relacdo ao
grupo controle (D6= 43,27 %; D7= 42,64 %).

De acordo com a revisdo bibliografica, apenas Hashimoto et al. [11] observaram
melhores taxas de producdo de embrides in vifro utilizando BL-I na concentracdo de
100 uM por 15,5 horas ou 21 horas. Estes autores obtiveram 40 e 42 % de blastocistos
(D7), com 15,5 e 21 horas de inibi¢cdo, respectivamente. No D8, estes autores
encontraram 49 % de blastocistos, com 15,5 horas de inibi¢do utilizando BL-I ¢ 33 %
utilizando BL-I por 21 horas. A redugdo do tempo e concentracdo dos farmacos talvez

seja uma das alternativas para a utiliza¢do dos inibidores da meiose oocitaria.
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Diferentemente dos dados obtidos pelo nosso estudo, Adona et al. [13] quando
testaram uma concentragdo de BL-I a 100 pM e a associagdo de BL-I (6,25uM) + ROS (12
uM) por 24 horas de inibigdo, ndo observaram diferenca nas taxas de clivagem entre os
grupos. No nosso estudo, os grupos BL-I ¢ ROS + BL-I apresentaram taxas de clivagem
superiores ao grupo controle e o grupo tratado com ROS. Igualmente ao estudo de Adona et
al. [13], o grupo tratado com a ROS apresentou dados similares de clivagem em relacdo ao
grupo controle. Apesar dessas diferengas entre os dados obtidos, ndo podemos compara-los
uma vez que existem diferengas metodoldgicas entre eles, principalmente nas concentracdes
e tempo de inibi¢do da meiose oocitéria.

Até o momento, nenhum trabalho utilizou o tempo de inibi¢do da meiose por 6
com reversdo da inibicdo por 18 horas em odcitos bovinos, conforme utilizado neste
experimento. Neste caso, a utilizacdo dos farmacos mostrou-se totalmente reversivel e
capaz de produzir embrides com taxas superiores ao grupo controle (BL-I e ROS + BL-I
- Tabelas 2 e 3).

A ROS nio se mostrou eficiente em melhorar as taxas de produgdo de embrides
da forma em que foi utilizada neste experimento (12,5 uM/6 horas) apresentando
indices inferiores ao grupo controle. Outros autores relataram também um prejuizo nas
taxas de producdo de embrides com o uso da ROS (25 uM/24 horas). Adona e Leal
(2004) obtiveram 35 % de blastocistos (D8) no controle, enquanto que o grupo tratado
com ROS obteve-se 24,2 % de blastocistos.

Em contrapartida, trabalhos mostram que a ROS foi eficiente na producio in
vitro de embrides bovinos, sem alteracdo da competéncia oocitdria. Barreto et al.[24]
relataram taxas de producdo de embrides similares entre o grupo controle (29,6 + 6,6 %)

e aqueles em que foi utilizada ROS na concentracio de 25 puM por diferentes
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momentos: 16, 20 ¢ 24 horas na MIV (35,2 £ 6,8 %, 31,7 £ 2,0 % ¢ 33 £ 4,7 %,
respectivamente).

Mermillod et al. [14] apresentaram dados similares nas taxas de produgdo de
embrides entre odcitos do grupo controle e tratado com ROS na concentragdo de 25 uM
por 24 horas, durante a MIV. Estes autores encontraram taxa de formagao de blastocisto
de 23 £ 6 % para o grupo controle (D7) e de 18 £ 5 % para o grupo tratado com ROS.
Outros estudos também relatam similaridade na producdo de embrides utilizando ROS
(25 uM/24 horas). Lagutina et al. [15] encontraram 37,2 % de blastocistos (D7) no
grupo controle e 48,5 % no grupo tratado. Albarraci'n et al.[25] verificaram também
similaridade entre grupo controle e tratado com ROS (50 uM) nas taxas de clivagem e
formagdo de blastocistos. Entretanto, no presente estudo, ndo podemos fazer uma
comparag¢do direta entre artigos, visto que as doses e tempo de inibi¢do utilizando ROS
foram diferentes aos ja relatados na literatura.

A utilizagdo de BL-I na concentragdo de 50 uM por 6 horas resultou em uma
taxa de produ¢do embriondria (56,77 % de Bls — D6; 58,86 % de Bls — D7) superior ao
grupo controle (42,64 % — D6; 43,27 — D7). Estes dados divergem aos relatados por
outros autores em que a utilizagdo de BL-I acarretou a mesma taxa de producgdo
embriondria do grupo livre de farmaco [5, 10, 12, 13].

Adona et al. [13] obtiveram 31,3 % de blastocistos (D7) no grupo tratado com
BL-I e 36,5 % de blastocistos (D7) no grupo controle, utilizando 100 uM de BL-I por
24 horas. Da mesma forma, Lonergan et al. [5] relataram taxas de blastocistos similares,
entre grupo controle e tratado com BL-I sendo, 28,4 % de blastocistos (D8) no grupo
controle e 27 % no grupo tratado com 100 pM de BL-I por 24 horas. Estes dados
divergem aos obtidos no presente estudo, visto que a taxa de formagdo de blastocistos

foi bem superior ao grupo controle (Tabelas 2 e 3).
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As taxas de embrides obtidas com a associagdo dos farmacos a MIV foram
superiores ao grupo controle, sendo de 57,32 % no dia 6 e 55,96 % no dia 7. Estes
dados mostram que a utilizacdo destas drogas associadas favoreceu o desenvolvimento
embrionadrio.

Adona et al. [13] observaram dados similares entre o grupo controle e o tratado,
quando utilizou BL-I + ROS no meio de MIV durante 24 horas. Demais autores,
relatam também similaridade entre os grupos tratados e controle [4]. Porém, no presente
estudo, quando esta associagdo foi realizada verificamos um aumento na producgdo
embriondria. A associacdo dos farmacos foi superior ao grupo controle e ao grupo
tratado com ROS. Além disso, esta associagdo favoreceu o processo de reexpansio
embrionaria pos-vitrificacdo.

No presente experimento observamos diferencas no nimero de células integras
dos embrides em comparacdo com a literatura. Plourde et al. [26] relatam que,
comparando dois laboratérios de PIV (A e B), os embrides do laboratério A
apresentaram em média 111 + 23 de células embriondrias e os embrides do laboratdrio
B 115 £ 25. Os embrides do grupo controle e do grupo ROS apresentaram dados
similares aos obtidos por estes autores, sendo de 108,2 para o grupo controle e 109,7
para o grupo ROS. Em contrapartida, os grupos BL-I (150,7) e ROS + BL-I (161,3)
apresentaram altos numero de células embrionarias. Lonergan et al. [5], Mermillod et al.
[14], Imai et al. [27], e Adona et al. [13] ndo observaram diferengas no total de células
integras entre seus grupos, quando utilizaram ROS ou BL-I, respectivamente para inibir
a meiose oocitaria.

Além do total de células embrionarias, o total de células apoptoticas diferiu entre
os tratamentos (Tabela 4). A melhor forma para se avaliar a qualidade embriondria ¢

pelo indice de apoptose celular, sendo que a alta incidéncia desta estd associada com a
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reducdo da viabilidade embrionaria [28]. Verificamos que o grupo controle e o grupo
ROS, apresentaram mais células apoptoticas em relacdo aos grupos BL-I e ROS + BL-1.
Estes dados divergem de outros autores, os quais obtiveram similaridade no total de
células apoptoticas entre o grupo controle e os tratados com inibidores [5, 13, 14, 26].

Apds a vitrificagdo e aquecimento dos embrides PIV foram encontradas
diferengas na reexpansdo embrionaria entre os grupos estudados. O grupo ROS + BL-I
apresentou elevada taxa de reexpansdo (93,10 %) quando comparado aos demais grupos
que se apresentaram de forma similiar (C= 74,66 %; ROS= 73,23 %; BL-I= 76,04 % -
Tabela 5). A taxa de reexpansdo do grupo ROS + BL-I foi superior as encontradas na
literatura, porém nos demais grupos, as taxas sdo similares as ja relatadas [21, 29]. Estes
dados indicam que os farmacos ndo prejudicaram os embrides apds o processo de
vitrificagdo, o que diverge de todos os artigos ja publicados. Além disso, poucos
trabalhos vitrificaram embrides apos inibicdo meidtica, apenas Ponderato et al. [4]
relatam ter criopreservado embrides apos utilizacdo de ROS + BL-I (12,5 uM ROS +
6,25 uM BL-I) por 24 horas e obtiveram dados similares entre o grupo controle e o
tratado.

Cuello et al. [30] quando compararam embrides frescos com embrides
vitrificados e aquecidos, observaram uma similaridade no numero total de células,
entretanto Dhali et al. [31] obtiveram um maior numero de células em embrides frescos
quando comparados aos vitrificados (157 x 130, respectivamente). Estes dados
divergem dos obtidos no presente experimento, onde todos os grupos de embrides
frescos possuiram um maior numero de células integras que os grupos de embrides
vitrificados (Tabela 5).

Ap6s a vitrificacdo ocorreu uma diminui¢do no numero de células, isto se deve

as crioinjurias sofridas, além do mais, os meios de vitrificagio contém altas
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concentragdes de crioprotetores que sdo altamente toxicos, causando um desarranjo no
citoesqueleto e no citoplasma celular e consequentemente no embrido como um todo.

A vitrificacdo ¢ considerada potente causadora de danos fisicos, quimicos e
térmicos os quais podem aumentar a apoptose em blastocisto [32]. A criotolerancia e a
taxa de apoptose sdo indicadores de qualidades de embrides PIV [33, 34]. A queda da
viabilidade embriondria apds os processos de vitrificagdo e aquecimento ocorrem
principalmente devido aos danos tdxicos dos crioprotetores que invadem a célula
durante os processos de congelamento [29].

Nesse trabalho foi possivel observar aumento da apoptose apds a vitrificagdo e
aquecimento, quando se comparou embrides frescos com embrides aquecidos. Sudano
et al. [35] também obtiveram um alto indice de apoptose em embrides que foram
vitrificados (49,4%) em relacdo aos frescos (20,8 %). Esses resultados também estdo de
acordo com outros autores na literatura [28, 36].

Dhali et al. [31], encontraram em seu experimento uma maior taxa de células em
apoptose nos embrides que foram submetidos a vitrificagdo, entretanto num indice bem
mais baixo que neste trabalho: 0,11 % para os vitrificados e 0,08 % para os frescos.
Estes autores vitrificaram apenas moérulas e em poucas réplicas (3), o que diverge do
presente experimento, onde foram utilizados Bl (blastocistos) e Bx (blastocistos
expandidos) em dez réplicas.

Apobs mensuragdes do indice de apoptose, foi observado que antes e apods a
vitrificagdo todos os grupos sofreram apoptoseocorrendo um comportamento similar
entre os grupos Controle e ROS e entre os grupos BL-I e ROS + BL-I.

A comparagdo entre embrides frescos e vitrificados nos mostrou que a taxa de
células em apoptose elevou de forma consideravel entre os grupos experimentais,

comprovando o efeito deletério da vitrificagdo em embrides PIV, os quais sdo mais
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sensiveis que embrides produzidos in vivo frente a criopreservagdo, € que muitas vezes
pode estar relacionado ao seu alto conteudo lipidico provocado pelas condi¢des de

cultivo.

5. Conclusdes

O presente experimento nos mostrou que a butirolactona I e sua associagdo a
roscovitina favoreceu a produgdo in vitro de embrides bovinos, elevando os indices de
formag¢do de blastocistos. Adicionalmente, verificamos que a associacdo destes
farmacos provocou uma maior resisténcia ao processo de vitrificagdo pela elevada taxa
de reexpansio pos-criopreservagdo. Os embrides pos-vitrificacdo apresentaram elevadas
taxas de células apoptdticas, confirmando a hipdtese de que os embrides produzidos in
vitro sd0 mais sensiveis a este processo comparado a embrides produzidos in vivo.

Os resultados obtidos reforcam a hipotese inicial, de que o bloqueio meiodtico
seria uma vantagem na melhoria da qualidade embriondria, o protocolo utilizado por 6
horas de inibi¢do, facilita 0 manejo dos odcitos para o uso em programas comerciais de
producdo de embrides in vitro, permite a obtencdo de um alto indice de produgdo
embriondria e leva a produg¢do de embrides de melhor qualidade, mais resistentes a

criopreservacao.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do bloqueio meidtico de odcitos bovinos
com os inibidores de CDK roscovitina e butirolactona I sobre a matura¢do nuclear,
expressdo das proteinas ERK 1 e 2, ciclina Bl e proteina p34°*, localizagdo das
proteinas ERK 1 e 2, ciclina Bl e proteina p34°®” bem como avaliar as alteragdes
ultraestruturais provocadas pela utilizacdo destes farmacos. Odcitos imaturos obtidos de
vacas de abatedouro foram divididos nos seguintes grupos: (1) controle: odcitos
submetidos apenas a MIV em TCM199 por 24 h, (2) odcitos tratados com ROS 12,5
uM, (3) BL-I1 50 uM, (4) ROS (6,25 uM) + BL-I (25 uM), durante 6 h e depois reversio
do bloqueio por 18 h. Odcitos foram entdo fixados, corados por imunofluorescéncia
paravisualizacdo da cromatina, localizagdo e expressdo das proteinas ERK1/2, ciclina
Bl e p34 cde2 o preparados para avaliagdo da ultraestrutura por microscopia eletronica.
Observamos menor numero de oocitos do grupo controle em MI (C= 18,2 + 5.4 %).
Maior quantidade de oodcitos degenerados no grupo ROS (16,3 £ 5,6 %). Maior
quantidade de odcitos em MI apos 24 horas de matura¢do nos grupos controle e ROS,
sendo 8,3 5,9 % e 6,8 + 6,4 %, respectivamente. Apenas o grupo ROS bloq apresentou
baixa expressdo por intensidade de fluorescéncia da proteina ERK1/2 no ooplasma, o
grupo imaturo apresentou elevada expressdo da proteina ciclina Bl e proteina p34°** a
qual foi detectada em todos os odcitos avaliados, como maior expressdo nos imaturos e
as 6 h. Apenas o tratamento com ROS levou a menor expressdo. Nao ocorreu diferenca
na localizagdo destas proteinas no ooplasma e ndo observamos alteragdes
ultraestruturais oocitarias entre os tratamentos com excecdo da associagdo de farmacos
que provocou um excesso de metabolizacdo de lipideos. Estes resultados demonstram

que varios caminhos estdo envolvidos na regulacio da maturacdo meidtica oocitos
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bovinos. Alguns desses caminhos s3o independentes do MPF e, consequentemente,

escapam do controle dos fAirmacos inibidores da CDK1, roscovitina e butirolactona I.

Palavras-chave: Oocitos, matura¢do in vitro, inibidores CDKI1, fator promotor da

matura¢do, bovinos
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1. Introducio

Os odcitos de mamiferos mantém-se presos na fase de dipldteno daprofase I e
retomam espontaneamente a maturagdo meidtica uma vez libertos do ambiente folicular.
Este processo de quebra da vesicula germinativa (QVG) ¢é independente da
estimulacdode gonadotrofinas, sendo caracterizado pela condensagcdo da cromatina e
desaparecimento gradual do nucléolo e dacarioteca [1, 2].

Ao longo da progressdo da maturacdo nuclear, ocorre a extrusdo do primeiro
corpusculo polar e novamente o odcito permanece parado na fasemetafase II
retomandosua atividade no momento da fertilizagdo. Nos oocitos dos mamiferos,
durante o processo de maturacdo ocorre a migragdo dos granulos corticais (GC), etapa
importante na organizac¢do das organelascitoplasmaticas e preparagdo para a fertilizagao
[31].

Durante a maturagdo, os GCs migram do local onde sdo produzidos, no
complexo de Golgi, e se acomodam proéximos a membrana plasmatica [4]. Para que a
fertilizagdo seja bem sucedida, estas alteracdes citoplasmaticas t€ém que ocorrer
sincronicamente com a maturagdo nuclear para que ocorra formagdo do zigoto e o
desenvolvimento embrionario posterior [5].

Adicionalmente, para que ocorra a maturagdo oocitaria, ofator promotor da
maturacdo (MPF) que é formado por proteinas compostas por duas subunidades, a

ciclina Bl e p34°

precisa estar ativo. A atividade do MPF em odcitos ¢ bem
caracterizada em estudos que comparam o00citos incompetentes e competentes,
demonstrando que o MPF induz a condensacdo da cromatina nuclear de odcitos

imaturos. Portanto, a capacidade do odcito em retomar a meiose esta associada a

atividade do MPF e acontece de modo distinto entre as espécies.
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O controle do ciclo celular meidtico depende das proteinas que constituem o
MPF, a p34°“? ¢ a ciclina B1, e também da MAPK, representada pelas proteinas p44 e
p42 (ERKI1 e ERK2). Além disso, a localizacdo especifica destas proteinas no
citoplasma celular, também parece estar envolvida no controle de suas atividades
durante o ciclo celular em odcitos ¢ embrides [6].

O bloqueio meidtico tem sido utilizado como forma de permitir ao odcito maior
tempo para adquirir a competéncia para o desenvolvimento antes de submeté-lo a
maturagcdo in vitro [6, 7]. Para tanto, tem-se utilizado inibidores de quinases
dependentes de ciclinas (CDK), como a roscovitina (ROS) e a butirolactona I (BL-I), as
quais bloqueiam a atividade do fator promotor da maturacdo (MPF).

No entanto, estas drogas causam danos ultraestruturais aos odcitos [8, 9] que
poderiam ser reduzidos ao diminuir a concentragdo das drogas utilizadas para bloquear
a meiose, deste modo, a analise de tal impacto sobre as estruturas celulares ¢ de
fundamental relevancia [7]. Proteinas do citoesqueleto [10, 11] e a distribui¢do das
organelas [12, 13] s3o importantes para a maturagdo do odcito e podem afetar a
competéncia de desenvolvimento até o estagio de blastocistos.

Autores tém demonstrado uma estreita relagdo entre a matura¢do e a dindmica
do citoesqueleto celular em suinos e bovinos [7, 14, 15]. O corretoposicionamento das
organelasindica melhor capacidade de desenvolvimento oocitario, visto que oocitos de
menor qualidade apresentam, por exemplo, dificuldade na movimentagcdo das
mitocondrias [12].

Frente ao exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do bloqueio
meiotico de oocitos bovinos com os inibidores de CDK roscovitina (ROS) e
butirolactona (BL-I) sobre a maturagdo nuclear, expressdo das proteinas ERK 1 e 2,

ciclina B1 e proteina p34Cd°2, localizagdo das proteinas ERK 1 e 2, ciclina B1 e proteina
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p34°? ¢ avaliar as alteragdes ultraestruturais provocadas pela utilizagdo destes

farmacos.

2. Material e Métodos

2.1 Coleta dos ovarios, puncio folicular e maturacao in vitro (M1V)

Foram utilizados ovarios de vacas obtidos de abatedouro comercial e
transportados ao laboratério de FIV do Departamento de Reprodugdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, UNESP-
Botucatu. No laboratorio, os ovarios foram lavados com NaCl a 0,9 % na temperatura
de 38 °C. Todos os foliculos com diametro entre 2-8 mm foram aspirados com seringas
de 10 mL e agulhas 40 x 12 mm.

Apobs a selecdo, os odcitos foram lavados em meio HEPES (Gibco®) e
transferidos para gotas de maturagdo in vitro (MIV — In Vitro Brasil, Mogi Mirim, SP,
Brasil). Os odcitos permaneceram em estufa com 5 % de CO, em ar, temperatura de
38,5°C e umidade absoluta.

Os odcitos foram divididos nos diferentes grupos submetidos a inibicdo da

maturagdo nuclear.

2.2 Inibi¢io meiotica

2.2.1 Roscovitina (Roscovitine R7772 Sigma >98)
Para bloquear a meiose, a roscovitina (ROS) foi adicionada ao meio de
maturagdo na concentragdo de 12,5 uM por 6 horas e o tempo para reversdo da meiose

(meio MIV livre de ROS) foi de 18 horas.
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2.2.2 Butirolactona I (BML-CC210-1000)
A butirolactona I (BL-I, Enzo Life Sciences International, Inc. 5120 Butler Pike
Plymouth Meeting, PA 19462) foi adicionada ao meio de maturag@o na concentragdo de

50 uM. O tempo de bloqueio meidtico de 6 horas e da reversdo da meiose (meio de

MIV livre de BL-I) foi de 18 horas.

2.2.3 Roscovitina + Butirolactona-I
A associagdo de ROS (ROS 6,25 uM) e BL-I (BL-I 25 pM) também foi
realizada. O tempo de inibi¢do da meiose foi de 6 horas e o tempo de reversdo (meio

MIV livre de ROS e BL-I) foi de 18 horas.

2.3 Avaliacdo do estagio de maturacio nuclear

De cada grupo experimental foram retirados aleatoriamente odcitos com 0
(Imaturos), 6 e 24 horas de maturagdo (n = 600). As estruturas foram retiradas do meio
MIV e transferidas ao meio TCM 199 Hepes® (Gibco 12340-03) com Hyaluronidase
Tipo II para o desnudamento.

Os odcitos foram entdo transferidos para uma gota de 5 pL. de Hoechst 33342
(concentracdo de 0,01 mg/mL) em uma ldmina e cobertos com laminula. Apds 20
minutos a morfologia nuclear foi observada em microscépio invertido com luz
fluorescente ultravioleta (Leica DMIRB) classificando-se o nudcleo em Vesicula
Germinativa (VG), Quebra da Vesicula Germinativa (QVG), Metafase I (MI), Metafase
IT (MII) e Degenerado ou Nao Identificado (D/NI) (onda de excitagdo: 350 nm e onda

de emissdo: 461 nm).
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2.4 Imunofluorescéncia para deteccio da atividade e localizacio das
proteinas ERK1/2, Ciclina B1 e p34 “¢

Utilizou-se 50 odcitos por tratamento, em um total de 10 rotinas. Os odcitos
foram fixados em BD Cytofix® 554655 (solug¢do de fixacdo — formaldeido 4,21 %)
overnight a 4 °C. Em seguida, foram incubados com solu¢do de TBS — Tween 20 (50
mM Tris, 150 mM NaCl e 0,05 % Tween 20) contendo 0,5 % de Triton X-100 e
inibidor de protease (SIGMAFASTI " Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free,
cod. S8830) por 2 horas a 4 °C juntamente com cada anticorpo especifico:

- ERK1/2: dilui¢do 1:50 — Novex by Life Technologies — Rabbit (polyclonal)
Anti-ERK 1&2 [pTpY '*'*"] Phosphorylation Site Specific Antibody Alexa Fluor® 488
Conjugate;

-ciclina B1 1:50 — Bioss — Rabbit Anti-Cyclin B1 Polyclonal Antibody;

- p34 “*? 1:50 — Biolegend — Purified anti-cdc2 (p34);

Posteriormente foram corados com 2,5 pg/mL de Hoechst 33342 em 3:1 (v/v)
glicerol/PBS. A avaliagdo foi feita em microscopio invertido a Laser Confocal da marca

Leica TCS SP 5 (onda de excitacdo: 554 nm e onda de emissdo: 576 nm).

2.5 Avaliacio da ultraestrutura oocitaria

Foram utilizados de 5 a 10 odcitos para cada grupo experimental. Os odcitos
foram fixados por no minimo 24 horas em solu¢@o de glutaraldeido a 2,5% em tampao
fosfato 0,1 M, com pH = 7,4. Durante o tempo de fixacdo estes foram incluidos em
Agar a 2% o qual foi corado com azul de metileno para facilitar sua visualiza¢do. Apos
a lavagem, no mesmo tampao, os odcitos foram submetidos a pds-fixacdo em tetroxido
de 6smio a 1% durante 3 horas a temperatura de 4°C. Foram entdo, lavados por 3 vezes
em agua bidestilada e iniciou-se a desidratagdo em séries crescentes de acetona (30, 50,

70, 90 e 100%) durante 5 minutos cada, repetindo-se a lavagem na concentracdo 100%
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por 3 vezes. A polimerizagdo foi feita com Araldite 502 durante 72 horas a temperatura
de 60°C.

Para localizagdo dos odcitos e sele¢do de campos significativos para os estudos
ultraestruturais, foram obtidas sec¢des semifinas (0,5 um) primeiramente com navalha
de vidro em ultramicrotomo. Os cortes ultrafinos foram obtidos com navalha de
diamante e colhidos em grades de cobre, corados com acetato de uranila e citrato de
chumbo e examinados ao microscopio eletrdonico de transmiss@o modelo Tecnai Spirit
da marca Fei Company.

2.6 Analise estatistica

Para analise estatistica os dados foram analisados utilizando o teste de Student
Newman Keuls pelo PROC GLM do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Foi
utilizado teste descritivo para os dados numéricos. Os dados sdo apresentados como

média e erro padrdo. Para todas as anélises foi adotado o nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

3.1 Avaliacio do estagio de maturacio nuclear

De cada grupo experimental foram retirados aleatoriamente odcitos com 0
(Imaturos), 6 e 24 horas de maturacdo (n = 600), submetidos ou ndo ao bloqueio
meidtico. Os odcitos foram avaliados em microscopio invertido com luz fluorescente
ultravioleta (Leica DMIRB) com nucleos classificados em: Vesicula Germinativa (VG),
Quebra da Vesicula Germinativa (QVG), Metafase I (MI), Metafase II (MII) e
Degenerado ou Nao Identificado (D/NI) (onda de excitagdo: 350 nm e onda de emissdo:
461 nm).

Na tabela 1 estdo descritos os dados observados em odcitos imaturos, maturados

por 6 horas e os grupos tratados por 6 horas com ROS, BL-I ¢ ROS + BL-I. Podemos
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observar que no momento da aspiragdo folicular (Imaturos) grande quantidade de
odcitos ja se apresentava em estagio de QVG (63,3 £ 3,1 %).

Quando avaliamos os dados de maturagdo nuclear entre o grupo controle 6 horas
e os grupos tratados com farmacos inibidores por 6 horas observamos diferenca no
nimero de odcitos em MI. Verificamos que o grupo controle apresentou menor nimero
de odcitos em MI (C= 18,2 + 5,4 %; Tabela 1). Observamos também maior quantidade
de odcitos degenerados no grupo ROS (16,3 + 5,6 %; Tabela 1).
Tabela 1: Avaliagdo da maturagdo nuclear com Hoechst 33342 de odcitos imaturos,
odcitos maturados por 6 horas em presenca de ROS, BL-I e ROS + BL-I. Total de 5

réplicas com 300 odcitos cada (média + erro padrio).

Estagios de Desenvolvimento do Nicleo
Tratamentos

VG QVG MI MII D/NI

Imaturo 102+5,1 633+3,1 123+3,1° 3+12 112+1,0°
Controle (6 horas) 74+35 57,9+72 182+54* 35+12 13,0+4,6"
ROS — Bloq 6,8+45 49,1+72 268+67° 1,012 163+5,6"
BL-I- Bloq 8,6+45 581+72 221+67° 12+12 10,056

ROS +BL-I-Bloq 12,545 57,8+72 20,1+6,7° 1,6+12 8,0 +5,6"

ab 1: . . P
®Médias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem (P < 0,05).

Imaturo: odcito recém-aspirado; Controle (6 horas): odcito maturado por 6 horas; ROS-Bloq: odcito
bloqueado por 6 horas com ROS 12,5 uM; BL-I-Bloq: odcito bloqueado por 6 horas com BL-I 50 uM;

ROS + BL-I-Bloq: odcito bloqueado por 6 horas com ROS (6,25 uM) e BL-1 (25 pM).

Apds a reversdo da meiose os indices de M II observados foram semelhantes entre
0s grupos e entre estes e o grupo controle. Entretanto, nos grupos controle ¢ ROS
observamos maior quantidade de oocitos em MI apds 24 horas de maturagdo (P < 0,05;

Tabela 2).
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Tabela 2: Avaliagdo da maturagdo nuclear com Hoechst 33342, odcitos controle
maturados por 24 horas, odcitos bloqueados por 6 horas com ROS, BL-I ¢ ROS + BL-
Iseguido da maturacdo livre do agente por 18 horas. Total de 5 réplicas com 300 odcitos

(média + erro padrio).

Estagios de Desenvolvimento do Nicleo

Tratamentos VG QVG MI MII D/NI

Controle (24 horas) 00+£13 08+1,8 83+59" 826+£63 83+24
ROS- Blog/Rev 1.8+1,3 0,7+19 6,8+64" 79,8+6,9 10,9+2,7
BL-I- Blog/Rev 10+£1,5 14+21 43+7,0° 83,6469 9,7+2,1

ROS +BL-IBlog/Rev  13+14 1,019 41+64° 850+69 86+2,8

ab 1 . . B
®M¢édias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem (P < 0,05).

Controle (24 horas): odcito maturado por 24 horas; ROS-Bloq/Rev: oécito bloqueado com ROS (12,5
uM) por 6 horas e revertido por 18 horas; BL-I-Blog/Rev: odcito bloqueado com BL-I (50 pM) por 6
horas e revertido por 18 horas; ROS + BL-I-Blog/Rev: o6cito bloqueado com ROS (6,25 uM) e BL-1 (25

UM) por 6 horas e revertido por 18 horas

3.2 Imunofluorescéncia para deteccio da atividade e localizacdo das

proteinas ERK1/2, Ciclina B1 e p34 “¢

3.2.1 Proteina ERK 1/2

A MAPK, representada pelas ERK 1 e 2, foi detectada em odcitos imaturos e
maturados, tanto em odcitos do grupo controle quanto nos tratados (Tabela 3; Figuras 1,
2e3).

No grupo de odcitos imaturos, maturados por 6 horas e por 24 horas foram
observadas diferencas na expressdo dessas proteinas (P < 0,05). Nos odcitos imaturos

(expressdo da ERK = 61,04 + 12,8) e maturados por 24 horas (expressdo da ERK = 70,6
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+ 20), observamos maior expressdo do que em odcitos maturados 6 horas (expressio da
ERK =39,8 + 10,6).

Tabela 3. Intensidade de fluorescéncia da proteina ERK1/2 no ooplasma de odcitos
imaturo, controle 6 horas, o6citos inibidos com ROS por 6 horas, BL-I por 6 horas e
associagdo de ROS + BL-I por 6 horas. Odcitos do grupo controle maturados por 24
horas, revertidos dos grupos ROS, BL-I ¢ ROS + BL-I por 18 horas. Total de 10

réplicas e n = 20 por grupo (média + erro padrio).

Tratamentos Intensidade de Fluorescéncia (x10°®)
Imaturo 61,04 +12,8%

Controle 6 h 39,8+ 10,6

ROS - Bloq 50 +21,4°

BL-I - Bloq 99,8 £9,6°

ROS + BL-I - Blog 74,5 +21%

Controle 24 h 70,6 + 20°

ROS — Blog/Rev 76 + 32,6™

BL-I - Blog/Rev 68,5 + 14,7%

ROS + BL-I — Blog/Rev 63,2 +29,6™

®Médias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem (P < 0,05).

Imaturo: odcito recém-aspirado; Controle (6 horas): odcito maturado por 6 horas; ROS-Bloq: odcito
bloqueado por 6 horas com ROS 12,5 uM; BL-I-Bloq: odcito bloqueado por 6 horas com BL-I 50 uM;
ROS + BL-I-Bloq: odcito bloqueado por 6 horas com ROS (6,25 pM) e BL-I (25 uM); Controle (24
horas): od6cito maturado por 24 horas; ROS-Blog/Rev: oocito bloqueado com ROS (12,5 uM) por 6
horas e revertido por 18 horas; BL-I-Blog/Rev: odcito bloqueado com BL-I (50 uM) por 6 horas ¢
revertido por 18 horas; ROS + BL-I-Blog/Rev: odcito bloqueado com ROS (6,25 puM) e BL-I (25 uM)

por 6 horas e revertido por 18 horas.
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O grupo ROS, que representa os o6citos bloqueados por 6 horas (expressdo da
ERK = 50 £ 21,4) e odcitos com reversdo da meiose por 18 horas (expressdo da ERK =
76 + 32,6) ndo apresentou diferenga na expressdo da ERK1/2 (P > 0.05) em relagéo aos
odcitos imaturos (expressdo da ERK = 61,04 + 12,8). A proteina foi estavel ao longo da
maturagdo e ndo foi afetada pelo bloqueio meiotico.

A expressdao da ERK1/2 nos odcitos tratados com BL-I avaliada com 6 horas
(expressdo da ERK = 99,8 + 9,6) e avaliada com 24 horas (expressdo da ERK = 68,5 £
14,7) ndo diferiu em relacdo ao grupo de odcitos imaturos (expressdo da ERK = 61,04 £
12,8; P > 0.05). Esta proteina apresentou-se de forma estavel ao longo da maturagio e
ndo foi afetada pelo bloqueio meidtico.

Da mesma forma nos grupos tratados com ROS e BL-I, a expressdo da ERK1/2
em oocitos tratados pela associagdo de ROS + BL-I ndo foi afetada pelo bloqueio
meidtico e apresentou-se de forma estavel ao longo da maturagdo (P > 0.05). Os odcitos
inibidos por 6 horas apresentaram 74,5 + 21 de expressdo da ERK 1/2 e aqueles

revertidos por 18 horas apresentaram expressdo da ERK 1/2 de 63,2 + 29,6.
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C- IE 24h

Figura 1: A. Odcitos imaturos. B. Odcitos maturados por 6 horas. C. Odcitos maturados

por 24 horas. Identificacdo da proteina ERK1/2.
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A-ROS E'6h B-ROS E 24h

Figura 2: A. Odcitos bloqueados com ROS por 6 horas. B. Odcitos bloqueados com ROS
por 6 horas e colocados em meio livre de farmaco por 18 horas. Identificagdo da proteina

ERK1/2.

A-BL-I E'6h : B-BL-L E 24

Figura 3: A. Odcitos bloqueados com BL-I por 6 horas. B. Odcitos bloqueados com BL-I
por 6 horas e colocados em meio livre de fArmaco por 18 horas. Identificagdo da proteina

ERK1/2.
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Figura 4: A. Odcitos bloqueados com ROS + BL-I por 6 horas. B. Odcitos bloqueados com
ROS + BL-I por 6 horas e colocados em meio livre de farmaco por 18 horas. Identificagio

da proteina ERK1/2.

3.2.2 Proteina Ciclina B1

A expressdo da proteina ciclina Bl foi detectada em todas as categorias de
odcitos avaliadas e foi afetada pela inibicdo da maturacdo in vitro e pelo bloqueio da
meiose (Tabela 4; Figuras 5, 6, 7, 8).

No grupo controle, representado pelos odcitos imaturos, maturados por 6 horas e
24 horas, observamos diferengas na expressdo da ciclina B1 (P < 0.05). Os odcitos
imaturos (expressdo da ciclina B1 = 16,9 + 4 %) foram os que apresentaram maior
expressdo desta proteina, tanto em relacdo aos maturados por 6 horas (expressdo da
ciclina B1 = 11,04 £ 1,8 %), como aos maturados por 24 horas (expressdo da ciclina Bl
=17,7+ 1,9 %). Nao observamos diferenca na expressdo da ciclina Bl entre os odcitos
maturados por 6 e 24 horas (P > 0,05).

Verificamos também diferenca na expressdo da ciclina Bl entre os odcitos
imaturos e os tratamentos. Os odcitos imaturos apresentaram maior expressdo desta

proteina, em relagdo aos momentos 6 (expressdo da ciclina B1 - BL-1 = 6,4 + 0,6 % e



112

ROS + BL-1 = 8,3 + 0,9 %) e 24 horas (expressdo da ciclina B1 - BL-I=10,1 + 1,5 % e

ROS +BL-1=9.4 + 2,1 %).

Tabela 4. Intensidade de fluorescéncia da proteina Ciclina B1 no ooplasma de odcitos
imaturo, controle 6 horas, o6citos inibidos com ROS por 6 horas, BL-I por 6 horas e
associagdo de ROS + BL-I por 6 horas. Odcitos do grupo controle maturados por 24
horas, revertidos dos grupos ROS, BL-I ¢ ROS + BL-I por 18 horas. Total de 10

réplicas e n = 20 por grupo (média + erro padrio).

Tratamentos Intensidade de Fluorescéncia (x10°®)
Imaturo 16,93 £ 4,0°

Controle 6 h 11,04 1,8

ROS - Bloq 5,7+0,6°

BL-I - Bloq 6,4 +0,6°

ROS + BL-I — Blog 8,3 +0,9"

Controle 24 h 7,7 +1,9%

ROS- Blog/Rev 8,8 +0,9"

BL-I - Blog/Rev 10,1 + 1,5

ROS + BL-I — Blog/Rev 9.4 +2,1%

Dy YN -
®M¢édias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem (P < 0,05).

Imaturo: odcito recém-aspirado; Controle (6 horas): odcito maturado por 6 horas; ROS-Bloq: odcito
bloqueado por 6 horas com ROS 12,5 uM; BL-I-Bloq: odcito bloqueado por 6 horas com BL-I 50 uM;
ROS + BL-I-Bloq: odcito bloqueado por 6 horas com ROS (6,25 pM) e BL-I (25 uM); Controle (24
horas): oocito maturado por 24 horas; ROS-Blog/Rev: odcito bloqueado com ROS (12,5 uM) por 6
horas e revertido por 18 horas; BL-I-Blog/Rev: odcito bloqueado com BL-I (50 uM) por 6 horas ¢
revertido por 18 horas; ROS + BL-I-Blog/Rev: odcito bloqueado com ROS (6,25 puM) e BL-I (25 uM)

por 6 horas e revertido por 18 horas.
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B- Imaturo Ciclina B1"Ac

C- C 6 h Ciclina B1 Ac D- C 24 h Ciclina B1 Ac

Figura 5: A. Odcitos imaturos corados com Hoescht e Anticorpo. B. Odcitos imaturos
corados com Anticorpo. C. Odcitos maturados por 6 horas. D. Odcitos maturados por 24

horas. Identificacdo da proteina ciclina B1.
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A. R 6 h Ciclina B1 Ac B. R 24 h Ciclina B1 Ac

Figura 6: A. Odcitos bloqueados com ROS por 6 horas. B. Odcitos bloqueados com ROS
por 6 horas e colocados em meio livre de farmaco por 18 horas. Identificacdo da proteina

Ciclina B1.

A. BL-I 6 h Ciclina B1 Ac B. BL-I 24 h Ciclina B1 Ac

Figura 7: A. Odcitos bloqueados com BL-I por 6 horas. B. Odcitos bloqueados com BL-I
por 6 horas e colocados em meio livre de farmaco por 18 horas. Identificacdo da proteina

Ciclina B1.
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A. ROS + BL-I 6 h Ciclina B1 Ac B. ROS + BL-I 24 h Ciclina B1 Ac

Figura 8: A. Odcitos bloqueados com ROS + BL-I por 6 horas. B. Odcitos bloqueados com
ROS + BL-I por 6 horas e colocados em meio livre de farmaco por 18 horas. Identificacdo

da proteina Ciclina B1.

3.2.3 Proteina p34 /¢

A Proteina p34°®? foi detectada em todos os odcitos avaliados, tanto em
imaturos, controle e bloqueados. Nao se manteve estavel, sendo afetada pelo processo
de maturagdo in vitro e pelo bloqueio da meiose oocitéria (Tabela 5; Figuras 9, 10, 11,
12; P <0,05).

Os o6citos imaturos apresentaram maior expressdo da proteina p34°** (15,4 +
2,5 %) comparado a 11,7 £ 1,0 % do grupo 6 horas e 7,6 = 0,1 % do grupo 24 horas.

No grupo ROS, os odcitos inibidos por 6 horas apresentaram menor expressao
da p34 (4,9 £ 0,5 %) comparado aos odcitos imaturos e similares ao grupo revertido por
18 horas (6,4 £ 0,8 %). Quando comparado aos odcitos imaturos, o grupo revertido
apresentou menor expressdo da p34.

A expressdo da p34 nos oocitos tratados com BL-I avaliados com 6 horas
(expressdo da p34 = 13,9 = 2,2 %) e avaliados com 24 horas (expressdo da p34 = 24,8 +

2,6 %) diferiu entre si, ocorreu maior expressiao da proteina na avaliagdo com 24 horas.
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Em relacdo aos odcitos imaturos (expressdo da p34 = 15,4 + 2,5 %) ocorreu expressio
similar aos odcitos tratados por 6 horas com BL-I e houve diferenca entre imaturos e
avaliados com 24 horas.

Nos grupos tratados com ROS + BL-I observamos que os odcitos imaturos
apresentaram expressio similar desta proteina, em relagdo aos momentos 6 (expressdo da
p34 — ROS + BL-I = 14 + 0,9 %) e maior expressdo em relagdo ao grupo 24 horas
(expressdo da p34 — ROS + BL-I= 6,4 + 0,8 %). Observamos também que com 6 horas,

ocorreu maior expressio da proteina em relagdo a avaliacdo com 24 horas.
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Tabela 5. Intensidade de fluorescéncia da proteina p3
imaturo, controle 6 horas, odcitos inibidos com ROS por 6 horas, BL-I por 6 horas e
associagdo de ROS + BL-I por 6 horas. Odcitos do grupo controle maturados por 24

horas, revertidos dos grupos ROS, BL-I ¢ ROS + BL-I por 18 horas. Total de 10

réplicas e n = 20 por grupo (média + erro padrio).

Tratamentos Intensidade de Fluorescéncia (x10°®)
Imaturo 15,4 + 2,5b

Controle 6 h 11,7+ 1,0°

ROS — Bloq 4,9 + 0,59

BL-I—Blog 13,9 +2,2%

ROS + BL-I — Blog 14 +0,9*

Controle 24 h 7,6+ O,Id

ROS- Blog/Rev 8+1,9¢

BL-I - Blog/Rev 248 £2.6%

ROS + BL-I — Blog/Rev 6,4 +0,8°

M¢dias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem (P < 0,05).

Imaturo: odcito recém-aspirado; Controle (6 horas): odcito maturado por 6 horas; ROS-Bloq: odcito
bloqueado por 6 horas com ROS 12,5 uM; BL-I-Bloq: odcito bloqueado por 6 horas com BL-I 50 uM;
ROS + BL-I-Bloq: odcito bloqueado por 6 horas com ROS (6,25 uM) e BL-I (25 uM); Controle (24
horas): oocito maturado por 24 horas; ROS-Blog/Rev: odcito bloqueado com ROS (12,5 uM) por 6
horas e revertido por 18 horas; BL-I-Blog/Rev: odcito bloqueado com BL-I (50 uM) por 6 horas e
revertido por 18 horas; ROS + BL-I-Blog/Rev: odcito bloqueado com ROS (6,25 puM) e BL-I (25 uM)

por 6 horas e revertido por 18 horas.
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A- C1Ip34 Hoescht + Ac B- CIp34Ac

C- C 6 h p34 Hoescht + Ac D- Cs24 h p34 Hoescht + Ac

Figura 9: A. Odcitos imaturos corados com Hoescht e Anticorpo. B. Odcitos imaturos
corados com Anticorpo. C. Odcitos maturados por 6 horas. D. Odcitos maturados por 24

horas. Identificacio da proteina p34 %,
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A- R 6 h p34 Hoescht + Ac B- R 24 h p34 Hoescht + Ac

ks

Figura 10: A. Odcitos bloqueados com ROS por 6 horas. B. Odcitos bloqueados com ROS

por 6 horas e colocados em meio livre de farmaco por 18 horas. Identificagdo da proteina

p34 CdCZ.

A-BL-1 6 h p34 Hoescht + Ac = B- BL-1 24 h p34 Hoescht + Ac

Figura 11: A. Odcitos bloqueados com BL-I por 6 horas. B. Odcitos bloqueados com BL-I
por 6 horas e colocados em meio livre de farmaco por 18 horas. Identificacdo da proteina

p34 CdCZ.
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A-ROS + BL-I 6 h p34 Hoescht + Ac B- ROS + BL-I 24 h p34 Hoescht + Ac

Figura 12: A. Odcitos bloqueados com ROS + BL-I por 6 horas. B. Odcitos bloqueados
com ROS + BL-I por 6 horas e colocados em meio livre de farmaco por 18 horas.

Identificagdo da proteina p34 %

3.3 Avaliacio da ultraestrutura oocitaria

Na andlise ultraestrutural foi observado que o grupo de odcitos avaliados
imediatamente apos a aspiracdo (grupo Imaturo - O hora) apresentou células da
granulosa mais compactas (Figura 13 A). Os granulos corticais estavam localizados na
regido central do ooplasma em forma de “cluster” (Figura 13 B). Foi observada a
presenga de projecdes das células do cumulus (PCCs) transpassando pela zona pelucida
(Figura 13 D). Além do mais, esse grupo de odcitos se caracterizou com um espago
perivitelinico maior que o grupo maduro (Controle — Figura 13 B, C e D).

No grupo de odcitos maturados por 6 horas (grupo Controle), observamos
caracteristicas de odcitos imaturos e inicio de caracteristicas de maturidade.
Verificamos que as células da granulosa iniciavam sua expansdo masseus
prolongamentos através da zona pelucida ainda eram evidentes (Figura 14 C).
Observamos a presenca de granulos corticais, mitocondrias e granulos lipidicos na

regido central do ooplasma (Figura 14 A e B). Na figura 14 D observamos uma célula
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da granulosa com nucleo bem evidente, reticulo endoplasmatico liso (REL) e gotas
lipidicas.

Os oocitos que foram maturados por 24 horas (grupo Controle) apresentaram as
células da granulosa bem expandida (Figura 15 A), com granulos corticais na periferia
do odcito (Figura 15 B e C) e muitas mitocondrias adjacentes as gotas lipidicas (Figura
15 B e D). Observou-se também PCCs com projecdes terminando no espago

perivitelinico (Figura 15 C).



Figura 13: Avaliacdo em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de odcitos do
grupo Imaturo (0 hora).A:células da granulosa (CG) bem compactas. B: presenca de
“clusters” de granulos corticais (GC), mitocondrias (Mt) e granulos lipidicos (GL).C:
espaco perivitelinico (EP) bem dilatado.D: presenga de microvilosidades (Mv) e
jungdes das células da granulosa do tipo juncdo intermediaria (JI) e reticulo

endoplasmatico liso (REL). Cit: citoplasma. ZP: zona pelucida.
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Figura 14: Avaliacdo em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de odcitos do
grupo 6 horas. A: presenca de granulos corticais e mitocondrias. B: presenga de
“clusters” de granulos corticais (GC), mitocondrias (Mt) e granulos lipidicos
(GL).C:células da granulosa (CG) bem dispersas, zona pelucida (ZP) bem
evidente.D:célula da granulosa, nucleo bem evidente, reticulo endoplasmatico liso

(REL) e gotas lipidicas.



Figura 15: Avaliacdo em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de odcitos do
grupo 24 horas. A: caracteristica normal das células da granulosa (CG) apds 24 horas de
maturacdo, com aspecto expandido. B: citoplasma contendo associagdes de
mitocondrias (Mt) e granulos lipidicos(GL). Observar que os “clusters” de granulos
corticais (GC) se desfizeram e se direcionaram para a periferia do ooplasma. C:
resolu¢do maior do ooplasma demonstrando a associa¢do existente entre mitocondrias
(Mt) e reticulo endoplasmatico liso (REL), as jung¢des intermedidrias (JI) e os granulos
corticais (GC) periféricos. D: presenca de granulos lipidicos (GL) ja em processo de

metabolizagdo pelas mitocondrias (Mt). Cit: citoplasma. ZP: zona peltcida.
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Os od6citos do grupo ROS 12,5 pM que foram bloqueados por 6 horas
apresentaram distribuicdo dos granulos corticais (GC) em “clusters” no interior do
ooplasma. Estas distribuicdes das organelas citoplasmaticas indicam imaturidade
oocitaria similares as observadas no grupo controle, sem utilizagdo de farmacos.
Oocitos do grupo ROS bloqueados por 6 horas apresentaram uma distribuicdo
homogénea dos granulos lipidicos (GL), com mitocdndrias em grumos (Figuras 16 A e
B).

Aqueles oocitos do grupo ROS que foram bloqueados por 6 horas e revertidos
por 18 horas apresentaram caracteristicas de maturidade oocitdria semelhantes ao grupo
controle (Figuras 16 C e D). Observamos que os granulos corticais (GC) encontraram-se
distribuidos préximos a zona pelicida, mas ainda com tamanhos e eletrodensidades
diferentes (Figura 16 C). Observamos também grande quantidade de microvilosidades

no espaco perivitelinico (EP) e diminui¢do das organelas citoplasmaticas (Figura 16 D).
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Figura 16: Avaliacdo em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de odcitos do
grupoROS somente bloqueados (A e B) e bloqueados e revertidos (C e D). A: Odcitos
do grupo ROS 12,5 pM foram bloqueados por 6 horas — apresentaram distribui¢do dos
granulos corticais (GC) em “clusters” no interior do citoplasma. B: Odcitos do grupo
ROS que foram bloqueados por 6 horas — apresentaram uma distribuicdo homogénea
dos granulos lipidicos (GL), com mitocondrias em grumos. C: Odcitos do grupo ROS
que foram bloqueados por 6 horas e revertidos por 18 horas. Observar que os granulos
corticais (GC) se encontravam distribuidos proximos a zona pelucida, mas ainda com
tamanhos e eletrodensidades diferentes. Foram vistas grande quantidade de
microvilosidades. D: Odcitos do grupo ROS que foram bloqueados por 6 horas e
revertidos por 18 horas — apresentaram uma diminuicdo das organelas citoplasmaticas e

espaco perivitelinico (EP) repleto de microvilosidades (Mv).
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Os odcitos do grupo BL-I bloqueados por 6 horas apresentaram caracteristicas
de imaturidade citoplasmatica, similares ao grupo controle e ao grupo ROS (Figuras 17
A e B). Estes o6citos apresentaram uma boa preservagdo do citoplasma com intimeras
cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (Figura 17 A). Além disso,
observamos a presen¢a degranulos lipidicos (GL), microvilosidades (Mv) e granulos
corticais.

Verificamos que os odcitos do grupo BL-I que foram bloqueados por 6 horas e
revertidos por 18 horas apresentaram caracteristicas normais das células da granulosa
(CG) apos 24 horas de maturagdo, com aspecto expandido (Figura 17 C). Observamos
também a presenca de granulos corticais (GC) ainda em “clusters”, mitocondrias (Mt),

reticulo endoplasmatico liso (RE) e granulos lipidicos (GL) (Figura 17 D).
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Figura 17: Avaliacdo em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de odcitos do
grupoBL-I somente bloqueados (A e B) e bloqueados e revertidos (C e D). A: Odcitos
do grupo BL-I 50 puM foram bloqueados por 6 horas — apresentaram uma boa
preservagdo do citoplasma com inumeras cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso
(RER). B: Odcitos do grupo BL-I que foram bloqueados por 6 horas, presenca de
granulos lipidicos (GL), microvilosidades (MV) e presenga de granulos corticais. C:
Odcitos do grupo BL-I que foram bloqueados por 6 horas e revertidos por 18 horas —
caracteristica normal das células da granulosa (CG) apos 24 horas de maturagdo, com
aspecto expandido. D: Odcitos do grupo BL-I que foram bloqueados por 6 horas e
revertidos por 18 horas, presenca de granulos corticais (GC) ainda em “clusters”,

mitocondrias (Mt), reticulo endoplasmatico liso (RE) e granulos lipidicos (GL).
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Na Figura 18 verificamos oécitos do grupo ROS + BL-I bloqueados (A e B) e
bloqueados e revertidos (C e D). Os od6citos do grupo que foi bloqueadopor 6 horas
apresentaram células da granulosa (CG) bem compactas (Figura 18 A). Entretanto,
verificamos que neste grupo de odcitos ocorreu uma alta metabolizagdo dos granulos
lipidicos (GL), demonstrado pela grande desorganizagdo do citoplasma (Cit) e completa
auséncia de microvilosidades (Figura 18 B).

Os odcitos do grupo ROS + BL-I que foram bloqueados por 6 horas e revertidos
por 18 horas foi observado que os “clusters” de granulos corticais (GC) se desfizeram e
se direcionaram para a periferia do ooplasma, caracteristicas verificadas em odcitos
maturados (Figura 18 C). Notamos também a formagdo de unidades metabolicas
formadas por mitocondrias (Mt), reticulo endoplasmatico liso (RE) e granulos lipidicos

(GL) (Figura 18 D) o que reforma a ocorréncia de maturidade oocitaria.
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Figura 18: Avaliacdo em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de odcitos do
grupo ROS + BL-I somente bloqueados (A e B) e bloqueados e revertidos (C e D). A:
Odcitos do grupo ROS (6,25 uM) + BL-I (25 uM) foram bloqueados por 6 horas células
da granulosa (CG) bem compactas. B: Odcitos do grupo ROS + BL-I que foram
bloqueados por 6 horas — apresentaram uma alta metabolizagcdo dos granulos lipidicos
(GL), demonstrado pela grande desorganizac¢do do citoplasma (Cit) e completa auséncia
de microvilosidades. C: Odcitos do grupo ROS + BL-I que foram bloqueados por 6
horas e revertidos por 18 horas —. Observar que os “clusters” de granulos corticais (GC)
se desfizeram e se direcionaram para a periferia do ooplasma D: Odcitos do grupo ROS
+ BL-I que foram bloqueados por 6 horas e revertidos por 18 horas — observar a
formag¢do de wunidades metabolicas formadas por mitocondrias (Mt), reticulo

endoplasmatico liso (RE) e granulos lipidicos (GL).
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4. Discussio

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da pré-maturacdo com
roscovitina (ROS), butirolactona I (BL-I) e suas associagdes (ROS + BL-I), seguidos da
maturagdo in vitro, na progressdo da meiose (maturacdo nuclear), na morfologia de
distribui¢do das organelas citoplasmaticas e na expressdo e localizacdo das proteinas
constituintes do MPF e da proteina ERK 1 e 2 utilizando odcitos bovinos como modelo
experimental.

Inicialmente demonstramos que no momento da aspiragdo folicular (Imaturos)
grande quantidade de odcitos ja se apresentava em estagio de QVG (63,3 = 3,1 % -
Tabela 1). Quando avaliamos os dados de matura¢do nuclear entre o grupo controle 6
horas e os grupos tratados com farmacos inibidores por 6 horas observamos diferenca
no nimero de odcitos em MI. Verificamos que o grupo controle apresentou menor
nimero de oo6citos em MI (C= 18,2 + 5,4 %). Observamos também maior quantidade de
odcitos degenerados no grupo ROS (16,3 £ 5,6 %).

Odcitos mantidos livre de farmacos por 18 horas ao serem comparados ao grupo
controle, maturado por 24 horas, apresentaram diferencas estatisticas, conforme
demonstrado na tabela 2. Verificamos maior quantidade de odcitos em MI apds 24 horas de
maturacdo nos grupos controle ¢ ROS (8,3 £ 5,9 % x 6,8 = 6,4 %). Estes dados,
entretanto, estdo de acordo ao relatado por Ferreira et al. [16] em que grupos tratados
com BL-I por 18 ou 24 horas apresentaram 9,6 % e 8,1 %, respectivamente, dos oocitos
em MI mesmo apds 24 horas de maturagao.

Segundo Sirard e First [17] elevados numeros de odcitos ja podem apresentar o
nicleo em quebra de vesicula germinativa (QVG) imediatamente apos a aspiragdo
folicular. Isto foi observado no presente estudo e em outros realizados em nosso

laboratorio. Possivelmente, a demora do abatedouro até o laboratdrio, favorece a
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maturag@o precoce, pelos processos pos-mortem do animal. Outro fator considerado ¢ o
critério para definicdo de QVG, em que o simples ondulamento da membrana nuclear e
inicio da condensag@o dos cromossomos ja sdo considerados como o inicio do processo
de meiose.

Além dos fatores ja citados, o bloqueio da meiose neste experimento foi
realizado na presenga do FSH, o qual pode atuar como ativador da PDE induzindo
parcialmente a degradacdo de cAMP, e portanto favorecendo a maturagio oocitaria,
apesar da presenca dos farmacos inibidores da meiose.

Viérios estudos tém relatado a aceleragdo da cinética de maturacdo apds o
bloqueio meiodtico, o que pode levar ao envelhecimento do odcito pelo tempo
prolongado em meio de cultivo [7, 18, 19]. Em contrapartida, Ferreira et al. [16] ndo
observaram diferenga relacionada ao tempo de cultivo dos odcitos, o que causaria danos
sobre no fuso meidtico, tanto em grupo bloqueado com BL-I por 18 ou 24 horas. No
presente estudo ndo verificamos aceleracdo na maturacdo nuclear, visto que apds 24
horas de MIV todos os grupos apresentaram dados similares de odcitos em MII.

Neste estudo, avaliamos a expressdo e a localizagdo das proteinas ERK 1 e 2, da
proteina ciclina B1 e da proteina p34°®* de odcitos bovinos submetidos ao bloqueio
meidtico com os farmacos BL-I e ROS. Relatamos que ocorreram diferencas na
expressdo destas proteinas, nos diversos grupos, entretanto, ndo observamos diferencas
na localizagdo das proteinas no ooplasma.

As transi¢des do ciclo celular em células eucariotas sdo controladas por uma
familia de proteinas quinases dependentes de ciclina (CDK) e de seu parceiro de ligagdo

4cdc2

a proteina ciclina. O complexo ciclina Bl e proteina p3 sd0 necessarios para a

4cd02

transi¢do da fase G2 para a fase M. A regulagdo da atividade da p3 ¢ crucial para
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aexecuc¢do adequada da mitose e também ¢ regulada pelos niveis de ciclina B1 e por
multiplas fosfolarizagdes daproteina p34°“* [20].

Uma vez que no presente estudo, grandes numeros de odcitos ja se encontravam
em QVG no momento da coleta, era de se esperar que os niveis de ERK em odcitos
imaturos também fossem elevados. De fato, de acordo com Kubelka et al. [21] odcitos
bovinos iniciam o processo de QVG 7 a 8 horas apo6s serem colocados em meio de
MIV, com 12 a 14 horas, os o6citos comecam a atingir o estagio de ML
Subsequentemente, a sincronizag@o das células durante a progressdo do ciclo, os niveis
de ERK diminuem. No entanto, por volta das 14 a 16 horas, mais o6citos atingem a fase
anafase I/telofase I e com 24 horas de maturagdo, a maioria dos odcitos ja atingiram o

estagio de MII. A ativagdo da p34°‘*

comega a se elevar com 7 horas, momento em que
se inicia a QVG e a sua progressao até¢ MI, ja a MAPK comeca sua atividade ao redor
de 8 horas de maturagao.

No entanto, no presente experimento, oocitos do grupo controle analisados apds
6 horas de maturagdo, apesar dos altos indices de QVG, foi observado um baixo nivel
de ERK. Estes resultados contrastam com os de Fissore et al. [22] que observaram que
apos 9 horas de cultivo o aumento da MAPK se correlaciona com a QVG. Por outro
lado, outros trabalhos demonstram que a ativag¢do das proteinas ERK1 e ERK2 ndo se
mantém constante estando correlacionada a proteina p34°d02 [21].

Nos odcitos imaturos, a disponibilidade daproteina ciclina B1 e da proteina

4°? parece ser elevada, havendo posteriormente sua ligagio para formagdo para

p3
forma¢do do MPF ativo [23]. De fato, no presente experimento, isto foi comprovado,

uma vez que os niveis destes compostos estavam mais elevados em o6citos imaturos em

comparagdo com os momentos 6 e 24 horas.
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Com relagdo a proteina ciclina B1 seus niveis ndo foram afetados pelas drogas
bloqueadoras da meiose uma vez que seus niveis apos o tratamento se apresentaram
semelhantes aos observados em odcitos do grupo controle submetidos a 6 ou até a 24
horas de maturagdo. Por outro lado, os niveis de proteina p34°“* sofreram efeito
substancial, tanto da maturacdo, quanto dos tratamentos.

Durante a maturaco observou-se um decréscimo nos niveis de proteina p34°4<
com os maiores niveis sendo observados em odcitos imaturos, niveis medianos apds 6
horas de maturagdo e os niveis mais baixos apds 24 horas de MIV, isso indica que com
a ativacdo do MPF e QVG se inicia uma diminui¢do dos niveis da p34°* livres e essa
queda é mais elevada quando os odcitos atingem a MII.

Da mesma forma, a inibi¢do da meiose com BL-I e com a associagdo de ROS e
BL-I influenciaram os niveis da proteina p34°*>. O tratamento com esses indutores do

4°?  semelhantes aos

bloqueio meidtico levou a manutencdo de indices da p3
observados as 6 horas de MIV, ou seja, compativeis com o momento da QVG, o que
esta de acordo com o observado no estagio de maturagdo nuclear dos odcitos dos grupos
tratados. No entanto, as razdes pelas quais os niveis da p34°“* se elevaram tanto no
grupo tratado com BL-I, que sofreu reversdo da meiose, sdo dificeis de explicar.

Kubelka et al. [21] relata que a BL-I inibiu a proteina p34°‘**

, 0 que também
resultou na inibicdo de MAPK. A incapacidade de BL-I para inibir a MAPK em extratos
derivados odcitos bloqueados em MII minimiza a probabilidade de que a BL-I possa
inibir diretamente a MAPK durante a maturacdo. Além disso, a BL-I induz a inibi¢do da
QVG de odcitos bovinos, o que ndo foi possivel utilizando acido ocadéaico (AO) e nos

odcitos tratados simultaneamente com BL-I ¢ AO, em que a atividade da p34°** ¢ da

MAPK permaneceram baixas. Isto contrasta com os dados do presente experimento,
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entretanto as metodologias utilizadas s@o extremamente diferentes e, portanto os
resultados ndo podem ser comparados diretamente.

Para a quantificacdo da intensidade da expressdo das proteinas do presente
trabalho, foi utilizada microscopia confocal. Este aparelho, uma vez em que sdo obtidas
seccdes Oticas, a quantificagdo do sinal é diretamente proporcional a concentragdo de
proteinas, por conseguinte, os dados obtidos a partir desse aparelho podem ser
comparados a ensaios de imunomarcagdo (immunoblotting) [24].

Os mecanismos de ativacdo do MPF foram estudados em odcitos de varias
espécies de mamiferos e diferencas especificas foram identificadas entre elas. Em

. ~ . de2
camundongos, os odcitos sdo dependentes da sintese de p34°™

para retomar a meiose,
em caprinos, a ciclina BI e p34°* foram encontradas, tanto em odcitos maduros como
imaturos sugerindo que a sintese de proteina adicional e / ou modificagdes de proteinas
podem ser necessarias para permitir a formacao e ativacdo do MPF [25].

Utilizando a microscopia de imunofluorescéncia e confocal, autores
demonstraram que a ERK1/2 estd localizada uniformemente no citoplasma e no nicleo
de repouso (G0) de células humanas. Apds 5 minutos de estimulagdo com soro, a
ERK1/2 esta concentrada no nucleo e permanece 14 por 2 horas. No entanto, quantidade
consideravel de ERK1/2 mantém-se no citoplasma e parte se concentra no nucleo,
durante o periodo de G1, apos suas respectivas atividades, a quinase comeca a retornar
para niveis basais [26].

As proteinas fosforiladas migram mais lentamente que as ndo fosforiladas
durante a eletroforese em gel de poliacrilamida. Com base nesta metodologia autores
demonstraram que a estimulacdo pelo soro leva a um aumento da ERK1/2 tanto no

citoplasma e como em fragdes nucleares. Em outro estudo, autores demonstraram que a

translocagdo nuclear da ERK1/2 ¢é necessaria para a transcricio do gene Elkl em
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resposta ao tratamento com SFB. Este achado sugere que a translocagdo nuclear da
ERK1/2 ¢é um pré-requisito para muitas respostas fisioldgicas apds a estimulacéo celular
[26].

Em relacdo a ERK1/2 observamos que a proteina fosforilada estava expressa em
odcitos imaturos e maturados, submetidos ou ndo ao bloqueio meidtico. Outros autores
verificaram que a MAPK apresentou transcritos em odcitos imaturos [6, 25]. Em
odcitos do grupo controle maturados por 6 horas, verificamos uma redug@o na expressao
desta proteina, o que diferenciou dos outros tratamentos. Nos demais grupos,
observamos regularidade na expressdo desta proteina, como valores similares em todas
as avaliagdes.

Autores relatam que a atividade da MAPK apresentou padrdo similar durante a
maturag@o oocitaria. A atividade desta proteina ¢ baixa em odcitos imaturos e torna-se
ativa por volta do periodo de quebra de VG, similar ao observado com o MPF. A partir
dai mantém-se elevada até o final da maturagdo [6, 21]. Este comportamento ndo foi
observado no presente estudo, em que todos os grupos apresentaram atividade similar
da ERK1/2 e somente o grupo maturado por 6 horas apresentou queda na expressdo da
proteina.

Quetglas et al. [6] e Kubelka et al. [21] verificaram uma redu¢do dos transcritos
da MAPK apds a maturagdo e descrevem que essa proteina parece se enquadrar na
categoria de degradadores ao longo da maturagdo, sendo mais provavel que estes
estejam sendo transcritos visto que estas proteinas foram detectadas em odcitos
maturados, assim comono presente experimento.

Motlik et al. [27] e Imai et al. [28] descreveram que o uso da BL-I nlo
prejudicou o desenvolvimento embrionario. Adicionalmente, Kubelka et al. [21]

demonstraram que esta inibi¢cdo ocorreu pela falha na atividade da proteina p34CdC2 e da
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MAPK, no presente estudo verificamos que o tempo de 6 horas com o uso dos fAirmacos
ndo inibiu a acdo destas proteinas. Mermillod et al. [29] investigaram que o uso de
roscovitina inibiu a atividade das quinases dependentes de ciclina com resultados
encorajadores.

A maioria dos estudos ndo conseguiu demonstrar qualquer melhoria na
capacidade de desenvolvimento embrionario com a utilizagdo dos farmacos inibidores
da meiose [21, 29, 30, 31]. Além disso, muitos estudos indicam que a progressdo
meiodtica pareceocorrer durante a inibi¢do [9, 31, 32].

Outro estudo demonstrou que alguns eventos relacionados com a retomada e
progressdo meiose (sintesee fosforilagdo de proteinas) ndo foram inibidos com a
presenga de ROS [33]. Além disso, de acordo comoutros autores foi observado que a
progressdo meidtica foi acelerada em odcitos bovinos e suinos tratados com ROS [29,
30, 31, 34]. Esta cinética acelerada da meiose observada apos presenca de ROS pode ser
devido a baixa sensibilidade de alguns eventos de inibicdo, além de serem
independentes ao MPF.

Embora a ativacio do MPF e da MAPK seja considerada como precursora
essencial da retomada da meiose, outros caminhos podem desempenhar este papel na
maturacdo dos odcitos. Eles incluem a quinase terminal Jun N (JNK), proteinas
quinases ativadas por estresse (SAPKs) e a proteina quinase B (Akt/PKB), as quais
pertencem a familia de quinases evolutivamente conservadas. A JNK estava presente na
maturag@o de odcitos de Xenopus e foi ativada imediatamente antes QVG. A Aurora-A
quinase desempenha um papel durante a meiose de oodcito Xenopus participando da
cascata de fosforilagdes desencadeadas pela progesterona durante a maturagado [33].

Existem relatos de que a inibi¢do meidtica in vitro € capaz de induzir alteracdes

ultraestruturais em o6citos bovinos, dependendo do fairmaco e da concentragdo utilizada
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[8]. Segundo Diez et al. [35], a parada meidtica antes da MIV de odcitos frescos nio
levou a alteragdo na estrutura do complexo cumulus oophorus, com expansdo normal e
auséncia de alteragdes morfologicas nas organelas citoplasmaticas.

As principais modificagdes observadas durante a fase de desenvolvimento do
odcito sdo formagdes das jungdes intercomunicantes entre o oocito e suas células
somaticas circundantes; desenvolvimento e deslocamento do complexo de Golgi para a
periferia do odcito; desenvolvimento do reticulo endoplasmatico liso e das gotas
lipidicas; formacdo dosgranulos corticais e zona pelicida; diferenciagdo da mitocondria;
quebra dos centriolos; transcricdo e prote¢do dos mRNA maternos para a sintese de
proteina do odcito, das células somaticas e do desenvolvimento embrionério precoce
[36].

Com relacdo ao presente estudo, a partir da avaliagdo da ultraestrutura por
microscopia eletronica de transmissdo (MET), foi possivel observar que o grupo de
odcitos avaliados imediatamente apds a aspiragdo (grupo Imaturo - 0 hora) apresentou
células da granulosa compactas e granulos corticais localizados na regido central do
ooplasma, em forma de “clusters”. Estas caracteristicas sdo sinais marcantes de
imaturidade oocitarias [36], esperadas neste grupo. Além disso, foram observadas
mitocondrias e gotas lipidicas em grande niimero, assim como relatado por Auclair et al.
[37]. Esse grupo de odcitos imaturos se caracterizou com um espago perivitelinico
maior que os demais grupos.

As células do cumulus possuem numerosas projecdes, chamadas de projecdes
das células do cumulus (PCCs) as quais atravessam a zona peltcida até chegarem ao
oolema [38]. Basicamente existem dois tipos de jung¢des que compde as PCCs, as
jungdes Gap que sdo encontradas entre as células da granulosa adjacentes e as jungdes

intermediarias que estdo entre as microvilosidades das células da granulosa e o odcito
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[36]. No grupo de odcitos Imaturos foram observadas somente as jungdes intermedidrias
entre as microvilosidades, isto pode acontecer devido aos cortes obtidos no presente
experimento.

A presenga de RER (0o que pode indicar uma maior produgdo de proteinas),
mudang¢as nas formas das mitocondrias indicando um aumento na sua fosforilagdo
oxidativa [39] e a ndo condensa¢@o do material genético, o que sugere a continuidade da
transcri¢do. Essas observagdes evidenciam uma melhora em alguns aspectos da
organiza¢do e maturagdo do citoplasma e estas estruturas foram observadas em oocitos
imaturos e maturados durante 6 horas.

Hyttel et al. [38] e Hyttel [36] descreveram que com o desenvolvimento
oocitario, as mitocondrias e os granulos lipidicos se direcionam a periferia do odcito;
entretanto, quando o odcito encontra-se num estado maduro, estas duas estruturas
posicionam-se numa regido mais central do ooplasma, enquanto que os granulos
corticais caminham para a periferia [36]. Essas observagdes também foram encontradas
no grupo de odcitos maturados por 24 horas, tanto no grupo controle quanto aqueles que
foram submetidos ao bloqueio, seguido da reversdo da inibi¢do oocitaria (ROS, BL-I e
ROS + BL-I).

No grupo Controle (6 horas), foi observada também a associacdo das
mitocondrias, gotas lipidicas e do reticulo endoplasmatico liso, formando a unidade
metabdlica [36, 40]. As PCCs ainda estavam presentes, em forma de jungdes
intermediarias, entretanto atravessando a zona pelicida e ndo se ligando mais ao
oolema, mas retraindo suas projecdes finais no espago perivitelinico.

A presenca de elevado nuimero de goticulas lipidicas estd associada as
mitocondrias e ao reticulo endoplasmatico liso, sendo denominadas unidades

metabdlicas [40, 41]. A associagdo desses elementos pode indicar a conversdo de
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hidratos de carbono e lipidios como fontes de energia para a sintese de ATP pelas
mitocondrias, necessario para a maturacio do odcito edesenvolvimento posterior apos a
fertilizagdo. Assim, a adequada capacidade de desenvolvimento dos odcitos pode
correlacionar-se com a produgdo de ATP.

Os odcitos dos grupos ROS e BL-I antes da reversdo da inibi¢do apresentaram
uma boa preservacdo do citoplasma, com morfologia semelhante aos grupos de odcitos
imaturos. Os granulos corticais apareceram em “cluster” no interior do citoplasma do
odcito com tamanhos e eletrodensidades diferentes. Uma boa qualidade de granulos de
lipidios e mitocondrias se apresentou distribuida por todo o citoplasma. As
microvilosidades foram observadas na membrana vitelinica, indicando a presenca de um
citoesqueleto bem desenvolvido. Apods a retirada do estimulo inibitorio e maturagdo por
18 horas, a morfologia destes odcitos era bastante semelhante & de odcitos maduros
descrita na literatura [32, 36, 38].

Por outro lado, os odcitos do grupo ROS + BL-I que foram bloqueados durante 6
horas, apresentaram uma morfologia que indicava uma alta metaboliza¢do de lipidio
citoplasmatico, representada pela visualizagdo de figuras mielinica em abundancia.
Além disso, foi observada uma total auséncia de microvilosidades indicando uma
possivel desestruturagcdo do citoesqueleto e alteragdo do metabolismo oocitario. Fair et
al. [32] relatam que a pré-maturacdo oocitdria utilizando BL-I (100 pM/40 h) foi
prejudicial aos odcitos aspirados de foliculos maiores que 3 mm. Ocorreu um alto grau
de degeneracdo em até 50 % dos odcitos, os componentes do nucléolo apresentaram
uma separag@o nao fisioldgica e os granulos corticais se desintegraram.

No entanto, mesmo neste grupo, apds a reversio do bloqueio, os odcitos
apresentaram morfologia semelhante ao normal, o que significa que o efeito deletério da

associagdo das drogas parece ter sido transitorio.
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5. Conclusao

Em conclusdo, estes resultados demonstram que varioscaminhos estdo
envolvidos na regulacdo da maturacdo meidtica odcitos bovinos. Alguns desses
caminhos s3o independentes do MPF e, consequentemente, escapam do controle dos
farmacos inibidores da CDK1, roscovitina e butirolactona I. Esta complexa regulagio
pode explicar o bloqueio parcial da meiose em odcitos tratados e observada apos o
tratamento.

As drogas utilizadas para bloqueio da meiose, da forma como utilizado no
presente experimento, ¢ quando utilizadas separadamente, ndo levaram a alteragdes
estruturais dos odcitos.

Mais estudos sobre estas vias regulatérias sdo necessarios para uma melhor
compreensdo da regulagdo da meiose e assim, alcancar sistemas de cultivo mais

eficientes em manter os odcitos em VG.
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Conclusdes Gerais

Experimento I:

1- Nas condig¢des do presente experimento o uso de 25 pM de ROS e 100 uM de

BL-I durante 24 horas induziu altos indices de degeneracio oocitéria.

2- A diminui¢do da concentracdo ROS para 12,5 uM, BL-I 50 uM e de sua
associagdo para ROS (6,25 pM) + BL-I (25 uM) por 12 horas de incubagdo reduziu o
indice de degeneragdo oocitdria mantendo os odcitos em QVG logo apds a aspiragdo
folicular e permitindo uma boa quantidade de odcitos em MII apos reversdo do bloqueio

meiotico.

3- As drogas indutoras do bloqueio meiodtico, nas mesmas concentragdes, por
apenas 6 horas, com reversdo por 18 horas, permitiu altos indices de maturagdo meiotica
e producdo embriondria semelhante a obtida no grupo controle representando uma boa

alternativa para sincroniza¢do da maturago e otimizacdo do uso de s€men de alto valor.

Experimento II:

I- A inibi¢do meiodtica com ROS (12,5uM) por 6 horas e reverdo por 18 horas
levou a taxas de formacdo de blastocistos inferiores ao grupo controle, tanto nos dias 6
como 7.

2- A inibi¢@o meidtica com BL-I (50 uM) e ROS 6,25 uM + BL-I 25 uM levou

a taxas de formacdo de blastocistos superiores ao grupo controle (D6 e D7).

3- Embrides produzidos in vitro, apds inibi¢do meidtica com BL-I e ROS + BL-I
apresentaram maiores numeros totais de células integras em relagdo ao grupo controle e
o grupo ROS e menor numero de ocorréncia de apoptose em embrides dos grupos Bl-I e

ROS + BL-L.

4- O processo de criopreservacdo elevou o numero de células apoptoticas em
todos os grupos, entretanto embrides dos grupos controle € ROS apresentaram maiores

nimeros de células em apoptose em relacdo aos demais grupos.
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5- Embrides do grupo ROS + BL-I apresentaram maior taxa de sobrevivéncia
dos blastocistos apos a vitrificagdo pela elevada taxa de reexpansdo comparada aos

demais grupos.

Experimento III

1- Nao foi observada altera¢do na ultraestrutura e localizacdo das organelas de
odcitos dos grupos controle, ROS 12,5uM e BL-I 50 uM inibidos por 6 horas ou apds a

reversdo por 18 horas e MIV.

2- O tratamento com ROS 6,25 pM + BL-I 25 uM induziu alteracdes
ultraestuturais nos o6citos, mas estas foram revertidas durante a retirada do bloqueio

meiotico.

3- O bloqueio da meiose de odcitos bovinos com os inibidores de CDK ROS,
BL-I e a associag@o de ROS + BL-I alterou a expressdo das proteinas ERK 1/2, p 34 cde

2 ciclina B1.

4- O bloqueio da meiose de odcitos bovinos com os inibidores de CDK ROS,
BL-I e a associag@o de ROS + BL-I néo interferiu na localizag¢do das proteinas ERK 1/2,
p 34 %2 ciclina BI1.
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Production Editor atrda@wiley.com.

Tables should be created using the table function.

3.5. References
In the text, citations are listed chronologically by the author and date and are not
numbered. All citations in the text must be listed at the end of the paper, according to

the guidelines of the International Committee of Medical Journal Editors established in
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1979. References should be listed in alphabetical order of the first author's name and all
the authors should be listed.

The following are examples of the styles required for citing a book chapter, a
journal article, and an entire book. For conference proceedings, be sure to include the

name(s) of the editor(s) of the proceedings, the publisher and the place of publication.
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and the year of publication, e.g. (Thein and Hértl 1986), (Ewald et al. 1988), (Mair et al.
1988; Nieman and Elsaesser 1983).

All entries in the reference list must correspond to citations in the text. No
editorial responsibility can be taken for the accuracy of the references, and authors are
requested to check these with special care. Papers that have not been accepted for
publication are not to be included in the list of references and must be cited either as
'unpublished data' or as 'personal communication'. The use of such citations is
discouraged. It is the author's responsibility to ensure that they have permission to cite

material as a personal communication.

3.6. Laboratory animals
Papers reporting work with animals should include a reference to the code of
practice adopted for the experimentation. Editors will take account of ethical and animal

welfare issues and reserve the right not to publish.
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When you receive proofs of your article, please check, correct, and return them
electronicallyto the Editor-in-Chief without delay (within 3 days of receipt), as e-
annotated proofs. As changes to proofs are costly, we ask that you only correct

typesetting errors.

5. Book reviews

Book reviews appear irregularly at the end of the journals. Books submitted for
review are sent by the editors to a scientist involved in the special research area. No fee
is paid for reviews, but the review copy of the book (either as hard copy or electronic
copy) remains the property of the reviewer. Each review should begin with exact
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price. Example:
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