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RESUMO

A superestimulacdo ovariana é uma biotecnologia amplamente empregada na espécie bovina
para a obtencdo de multiplas ovulagdes. Com este objetivo diversos protocolos
superestimulatérios surgiram, dentre eles o protocolo P-36 e sua variagdo, o protocolo P-
36/eCG. Ambos os tratamentos utilizam o horménio foliculo estimulante (FSH) na inducgéo
do crescimento folicular. Como € acreditado que no ultimo dia do tratamento, as células da
granulosa folicular possuam receptores do horménio luteinizante (LH; LHR), duas ultimas
doses de FSH foram substituidas pela administracdo de gonadotrifina coridnica equina (eCG;
P-36/eCG). A molécula de eCG possui atividade tanto LH quanto FSH por se ligar a ambos
receptores, aumentando a resposta ovulatoria. Os dois tratamentos tém demonstrado eficécia
quanto ao desenvolvimento de odcitos competentes para a producdo embriondria, no entanto
pouco se sabe sobre seus efeitos na diferenciacdo celular no foliculo ovariano. Por isso, o
presente estudo investigou os efeitos da superestimulacdo ovariana com FSH (P-36) ou FSH
combinado com eCG (P-36/eCG) sobre aspectos bioquimicos e a producdo de horménios
esteroides. Adicionalmente, quantificou-se a abundancia de miRNAs reguladores da
expressdo do mRNA do LHR e outros miRNAs relacionados com o desenvolvimento
folicular ovariano. Os resultados obtidos mostram que os tratamentos superestimulatdrios
alteram o perfil bioquimico intrafolicular e a concentracdo de estradiol no plasma. Aliado a
isso, também alteram a expressdo do LHR e dos miRNAs reguladores da expressao do mRNA
de LHR, possivelmente modulando a capacidade ovulatdria em foliculos ovarianos

superestimulados.



ABSTRACT

Ovarian overstimulation is a biotechnology widely used in the bovine species to obtain
multiple ovulations. With this objective, several protocols were introduced, including the P-36
protocol and its variation, the P-36/eCG protocol. Both treatments use follicle stimulating
hormone (FSH) to induce the follicular growth. As it is believed that on the last day of
treatment, follicular granulosa cells have luteinizing hormone (LHR) receptors, two last doses
of FSH have been replaced by administration of equine chorionic gonadotrifine (eCG; P-
36/eCG). The eCG molecule has LH and FSH activity by binding to both receptors,
increasing the ovulatory response. Both treatments has demonstrated efficacy in the
development of oocytes competent for embryo production, however little is known about their
effects on cell differentiation in the ovarian follicle. Therefore, the present study investigated
the effects of ovarian superstimulation using FSH (P-36) or FSH combined with eCG (P-
36/eCG) on biochemical aspects and production of steroid hormones. In addition, the
abundance of miRNAs regulating the expression of LHR mRNA and other miRNAs related to
ovarian follicular development. Results demonstrated that superstimulatory treatments alter
the intrafollicular biochemical profile and the plasma estradiol concentration. In addition, they
also alter the expression of LHR and miRNAs regulating LHR mRNA expression, possibly

modulating ovulatory capacity in superstimulated ovarian follicles.



LISTA DE FIGURAS

Figure 1. Experimental design to investigate the effects of ovarian superstimulation in Nelore
cows on plasma concentration of estradiol, intrafollicular cholesterol and abundance of target
genes and microRNAs in granulosa cells from 10 cows submitted to P-36 or P-36/eCG
superstimulatory treatments or 10 non-superstimulated COWS.

Figura 2. Figure 2. (A) Effects of ovarian superstimulation (P-36 or P-36/eCG) on the
intrafollicular cholesterol and plasmatic estradiol (mean+S.E.M.) and (B) impacts on relative
abundance (meantS.E.M.) of STAR, FSHR, CYP19Al, VEGF, FLK1 and FLT1 mRNA in
granulosa cells. Messenger RNA abundance was measured by real-time PCR and expression
values are relative to a calibrator sample and were calculated with the AACt method with
efficiency correction. Data are obtained of 10 follicles/experimental group and presented as
mean (x S.E.M.) Bars with different letters (A and B) are significantly different (P<0.05).

Figura 3 Figure 3. Effects of ovarian superstimulation (P-36 or P-36/eCG) on the relative
abundance (meantS.E.M.) of LHCGR, LRBP mRNA and bta-mir-222 in granulosa cells.
Messenger RNA and microRNA abundance was measured by real-time PCR and expression
values are relative to a calibrator sample and were calculated with the AACt method with
efficiency correction. Data are obtained of 10 follicles/experimental group and presented as
mean (x S.E.M.). Bars with different letters (A and B) are significantly different (P<0.05).

OSSOSO PR PSR 47

Figura 4. The relative abundance (meanS.E.M.) of mmu-miR-202-5p; hsa-miR-873; has-
miR-144 and their target MRNA SPRED1; TGFBR2; ATG7 in bovine granulosa cells.
Messenger RNA and microRNA abundance was measured by real-time PCR and expression
values are relative to a calibrator sample and were calculated with the AACt method with
efficiency correction. Data are obtained of 10 follicles/experimental group and presented as
mean (£ S.E.M.). Bars with different letters are significantly different (P<0.05)............... 48


file:///C:/Users/Priscila/Desktop/Dissertação_quase%20completa%202.docx%23_Toc473601735
file:///C:/Users/Priscila/Desktop/Dissertação_quase%20completa%202.docx%23_Toc473601735
file:///C:/Users/Priscila/Desktop/Dissertação_quase%20completa%202.docx%23_Toc473601735
file:///C:/Users/Priscila/Desktop/Dissertação_quase%20completa%202.docx%23_Toc473601735
file:///C:/Users/Priscila/Desktop/Dissertação_quase%20completa%202.docx%23_Toc473601735

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Details of primers used in RT-qPCR...........coeiiiiiiiii, 42

Tabela 2. Details of microRNA assays used in RT-qPCR...........................



SUMARIO

PROLOGO ..ottt bbb 12
1N T0] 51U 07-Y o TSP 16
(O 101 (1] o T OSSR SSS 19
LESTADO DA ARTE ..ottt ettt ettt st e e e nbe e nnb e e e nnae e e 20
1.1 Foliculogénese ovariana em bovinos e a diferenciacdo folicular.............cccccoeevennne. 20

1.2 Protocolos superestimulatorios €m DOVINOS.........c.cccvevveieiieeneeie e 23

3. OBUIETIVOS ...ttt b et sttt ettt ne ettt ne et s 26
4. REFERENCIAS BIBLIOGAFICAS ..ottt ssssssssssssesssenns 27
(OF: 101 (1] [0 1SS 34
ABSTRACT ..ottt ettt e b bt e st e be st e st e be st b e b et et e e be bt ene et e 35
1. INTRODUCTION ...iciiiiict ettt sttt se st ene et e e enenre s 36
2. MATERIAL AND METHODS......ccooitiiiiise et 38
2.1 Ovarian SUPErStIMUIALION ...........coviiieiieie e 39

2.2 Follicular fluid and granulosa CellS reCOVEING .......cccvevvevieiieiiciecese e 40

2.3 Intrafollicular concentration of ChOIESTErOl ...........coovveiieieiieiiee e 40

2.4 ESTTAAI0N SSAY ... .evititiiieiiieieeie ettt bbbt 41

2.5 RNA extraction and expression Of target genes.........ccooevvrerenieeeienene e 41

2.6 MIRNAS EXPIESSION ...ttt sttt bbbttt e bbb bbb 42

2.7 StAtISTICAl ANAIYSIS ..o 44

g ] U S T 44
DISCUSSION ... oottt ettt ettt se ettt e bt ese e b e st et enesbese e e eresre e 49
(010 ] 1[0 0 S 1 SR 54

REFERENGCES ... .ot 95



PROLOGO

Participacdo em eventos

2016 — XXX Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides; Agosto,
2016, Foz do Iguagu — SP.

2016 — VI International Symposium on Animal Biology of Reproduction; Novembro, 2016,

Campos de Jorddo — SP.

2015 — 1° Encontro de Epigenética e Reprogramacdo Nuclear, Abril, 2015 — USP —

Pirassununga — SP.
2015 — X1V Workshop da P6s Graduacgédo; Junho — UNESP — Botucatu — SP.

2015 — XV Workshop de genética; Abril, 2015 — UNESP — Botucatu — SP.

Resumos em congressos

2015 - FERNANDA FAGALI FRANCHI, PATRICIA KUBO FONTES, PRISCILA
HELENA DOS SANTOS, JULIANO COELHO DA SILVEIRA, MARCELO FABIO
GOUVEIA NOGUEIRA, CIRO MORAES BARROS, ANTHONY CESAR DE SOUZA
CASTILHO. Efeitos moleculares e celulares de exossomos do fluido folicular de vacas
Nelore submetidas a superestimulacdo ovariana. Em: XXIX Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Tecnologia de Embribes, Agosto 2015, Gramado — RS.

2015 - FONTES, P. K.; FRANCHI, F. F.; MILANEZI, R.; SANTQOS, P. H.; NOGUEIRA, M.
F. G.; BARROS, C. M.; CASTILHO, A. C. S. Effects of ovarian superstimulation on
luteinizing hormone receptor (LHR) mRNA-binding protein (LRBP) mRNA and mir-222
expression in granulosa cells from Nelore cows. In: 48th Annual Meeting of the Society for
the Study of Reproduction; Junho 2015, San Juan, Puerto Rico, USA.

2016 - SANTOS, P. H.; FONTES, P. K.; FRANCHI, F.F.; NOGUEIRA, M. F. G.; BARROS,
C. M.; SUDANO, M. J.; BELAZ, K. R. A.; TATA, A.; EBERLIN, M. N.; CASTILHO, A. C.

S.. Effects of ovarian superstimulation on follicular microenvironment: profile of
12



phospholipids in follicular fluid and regulation of CPT1B mRNA abundance in granulosa
cells from Nelore cows. In: INTERNATIONAL CONGRESS ON ANIMAL
REPRODUCTION, 2016, TOURS. 18TH INTERNATIONAL CONGRESS ON ANIMAL
REPRODUCTION, 2016

2016 - SANTOS, P. H.; FONTES, P. K.; FRANCHI, F.F.; NOGUEIRA, M. F. G.; BARROS,
C. M.; SUDANO, M. J.; CASTILHO, A. C. S. Perfil de genes relacionados ao metabolismo
lipidico em células da granulosa de vacas Nelore submetidas a superestimulacéo ovariana. In:
XXX Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides, 2016, Foz do

Iguacu. XXX Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides, 2016.

2016 - RAZZA, E. M.; SUDANO, M. J.; BELAZ, K. R. A.; FONTES, P. K.; FRANCHI,
F.F.; SANTOS, P. H ; EBERLIN, M. N. ; MACHADO, M. F. ; NOGUEIRA, M. F. G. . Pré-
maturacdo oocitaria de duas horas com forskolin e IBMX modula os perfis lipidico e de
expressao génica em blastocistos bovinos produzidos in vitro. In: XXX Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides, 2016, Foz do Iguagu. XXX Reunido Anual
da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides, 2016.

2016 - FRANCHI, F.F.; FONTES, P. K. ; SANTOS, P. H.; RAZZA, E. M.; LOUREIRO, B;;
SILVEIRA, J. C.; NOGUEIRA, M. F. G.; BARROS, C. M.; CASTILHO, A. C. S.
Exossomos do fluido folicular de vacas Nelore modulam a expressdo génica em células do
cumulus e blastocistos bovinos. In: XXX Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Tecnologia de Embrides, 2016, Foz do Iguacu. XXX Reunido Anual da Sociedade Brasileira

de Tecnologia de Embrides, 2016.

2016 - FRANCHI, F.F.; FONTES, P. K. ; SANTOS, P. H.; LOUREIRO, B.; SILVEIRA, J.
C.; NOGUEIRA, M. F. G.; BARROS, C. M.; CASTILHO, A. C. S. The addition of exosomes
from superstimulated Nelore cows during in vitro oocyte maturation modulates embryo gene
expression. In: INTERNATIONAL CONGRESS ON ANIMAL REPRODUCTION, 2016,
TOURS. 18TH INTERNATIONAL CONGRESS ON ANIMAL REPRODUCTION, 2016.

2016 - CARVALHO, A.: FONTES, P. K. : FRANCHI, F.F.: RODRIGUES, R. B.; SANTOS,
P. H.; RAZZA, E. M.; CASTILHO, A. C. S. EFEITO DA ADICAO DA PROTEINA
SERICA A ASSOCIADA A PRENHEZ (PAPP-A) DURANTE A MATURACAO IN

13



VITRO NA PRODUCAO DE EMBRIOES BOVINOS. Encontro Nacional de Biomedicina.
2016.

2016 - P.H.SANTOS; P. K. FONTES; F. F. FRANCHI*; E.M. RAZZA; M. F. G.
NOGUEIRA; C. AMBROZIO-NETO, C. M. BARROS; A. C. S. CASTILHO. Expression
and regulation of bta-mir-222 in bovine antral follicles. In: VI International Symposium on
Animal Biology of Reproduction. 2016.

2016 - Razza EM, Sudano MJ, Fontes PK, Santos, PH, Vilela J, Machado MF, Nogueira
MFG. Bovine oocyte prematuration with cyclic adenosine monophosphate moduators: in vitro
performance and semi-quantitative lipid evaluation. In: VI International Symposium on

Animal Biology of Reproduction. 2016.

2016 - P.K. FONTES, F.F. FRANCHI, R.B. RODRIGUES, A. CARVALHO, P.H.
SANTOS, E.M. RAZZA, M.F.G. NOGUEIRA, A.C.S. CASTILHO. Pregnancy-associated
plasma protein-a improves oocyte maturation and modulates transcription pattern in bovine in
vitro-produced embryos. In: VI International Symposium on Animal Biology of
Reproduction. 2016.

Atividades didaticas

Palestra ministrada aos alunos do curso de Biomedicina, com o tema: “Produgao in vitro de

embrides” — Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente — SP.

Minicurso ministrado aos alunos de Biomedicina, com o tema: “Produgdo in vitro de

embrides: onde estamos e o que queremos?” — Faculdade do Alto Paulista, Tupa — SP
PublicacGes

Santos, P. H.; Fontes, P.K.; Franchi, F. F.; Nogueira, M.F.G.; Belaz, K.R.A.; Tata, A,;
Eberlin, M.N.; Sudano, M.J. ; Barros, C.M; Castilho, A.C.S. MALDI-MS lipid profiles of

follicular fluid from Nelore cows submitted to ovarian superstimulation.
Revista: Theryogenology. Fator de Impacto: 1,838

Status: Aceitavel (correcdes em andamento)
14



Capitulo de livro

Autores: Anthony Castilho, Patricia Fontes, Fernanda Franchi, Priscila Santos e Eduardo
Razza
Titulo do livro: Renin-Angiotensin System

Titulo do capitulo: Renin_Angiotensin System on Reproductive Biology

15



INTRODUCAO

As biotecnologias de controle do desenvolvimento folicular e ovulacdo tém sido
bastante utilizadas em conjunto com as tecnologias de reproducdo assistida, visando o
aumento do potencial reprodutivo de animais (gerando maultiplas ovulagbes) com alto valor
econémico. No Brasil é predominante a criacdo da raca Nelore como gado de corte, devido
sua melhor tolerancia ao estresse térmico e resisténcia a parasitas (Barros e Nogueira, 2001).
Esta raca apresenta um maior nimero de foliculos antrais quando comparada a outros animais
da mesma espécie, tornando-a passivel de submissdo as tecnologias reprodutivas como a
producdo in vitro de embrides (PIVE; Pontes et al., 2009), mas apesar disso, a raca Nelore
possui um estro curto e com alta incidéncia noturna, dificultando a sua deteccdo (Pinheiro et
al., 1998).

Com a finalidade de diminuir a manipulacdo animal e também aumentar a producao
embrionaria, protocolos superestimulatorios sem a necessidade de deteccdo de estro foram
desenvolvidos (Barros e Nogueira, 2001; Baruselli et al., 2006; B0 et al., 2006; Barros et al.,
2010). Neste contexto, Barros e Nogueira (2001) desenvolveram o protocolo P-36 e
posteriormente foi desenvolvido a sua variacdo, o protocolo P-36/eCG (Barcelos et al., 2007).
Ambos o0s protocolos tém apresentado maior aquisicdo de o0citos competentes para a
producdo embrionaria in vitro (PIVE), comparados com animais ndo submetidos aos
protocolos superestimulatdrios, além de maior producdo de embrides bovinos de qualidade
(dados ndo publicados), no entanto, pouco se sabe quanto aos aspectos moleculares
envolvidos no desenvolvimento dos foliculos ovarianos de vacas submetidas aos protocolos
de superestimulacédo (P-36 e P-36/eCG).

O desenvolvimento do foliculo antral é dependente de um conjunto de fatores

envolvidos na transformacdo molecular, bioquimica e morfolégica dos componentes
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foliculares (odcito e células adjacentes; Sdnchez e Smitz, 2012; Aller et al., 2013; Noferesti et
al., 2015). Assim, qualquer alteracdo no fluido folicular, por exemplo, pode comprometer o
desenvolvimento e aquisicdo da competéncia oocitaria (Sirard et al., 2006; Aller et al., 2013;
Noferesti et al., 2015).

Faz parte do desenvolvimento folicular ovariano a diferenciacdo funcional das células
da granulosa de foliculos dominantes (Orisaka et al., 2006). A dominancia folicular na raca
Nelore ocorre entre 2,5 a 2,8 dias apos a ovulacdo (Sartorelli et al., 2005; Gimenes et al.,
2008), onde depois de um crescimento sincronizado de um determinado numero de pequenos
foliculos antrais, apenas um anico foliculo continua seu crescimento e desenvolvimento até a
ovulacdo (foliculo dominante), enquanto os demais regridem (foliculos subordinados)
(Ginther et al., 1996). Tal acontecimento é denominado divergéncia (ou desvio) folicular e
tem como principal caracteristica a diferenca na taxa de crescimento entre o foliculo
dominante e o segundo maior foliculo (Ginther et al., 1996).

As razbes pelas quais o foliculo dominante é o foliculo escolhido para o
desenvolvimento final ainda ndo foram completamente elucidadas, mas acredita-se que a
diferenciacdo sofrida pelos foliculos é o que permite o desenvolvimento até a ovulacdo
(Fortune et al., 2001). Um grande nimero de genes e vias estdo envolvidos neste processo
(Bao et al., 1997; Webb et al., 1999; Toloubeydokhti et al., 2008). Entre as alteracdes estdo a
expressao ou maior expressdo dos genes FSHR, LHR, AROMATASE, 35-HSD e STAR, o que
impacta em uma maior sintese de hormonios esteroides (Bao e Garverick, 1998; Webb et al.,
1999).

Diversos fatores estdo relacionados com a regulacdo da expressdo de genes
importantes na diferenciagéo celular, dentre estes, estdo os microRNAs (miRNAs; Donadeu et
al., 2012, Donadeu et al., 2016). Recentes estudos tém demonstrado a acdo de miRNAs sobre

a expressdo génica no trato reprodutivo de fémeas mamiferas (Maalouf 2016, Chakrabarty
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2007, Ro 2007, Hu 2008, Hossain 2009). Isso porque os miRNAs, que sdo pequenas
moléculas ndo codificadoras, que participam da regulacdo pos-transcricional de mRNA, onde
um miRNA maduro, unido a um complexo silenciador de mRNA, pode agir silenciando ou
degradando o mRNA alvo. E também, é importante salientar, que um Unico miRNA pode
regular a transcricdo de diversos genes (Hutvagner and Zamore 2002, Gregory 2005, Selbach
2008) e estes tém se mostrado importante no desenvolvimento folicular ovariano, ja que em
bovinos, estudos tém demonstrado um diferente perfil de expressdo dos miRNAs entre
foliculos dominantes e foliculos subordinados (Sontakke 2014, Salilew-Wondim 2014),
sugerindo uma acdo dos miRNASs nos processos de diferenciacao celular.

Assim, o presente estudo visou buscar um maior entendimento dos efeitos dos
protocolos superestimulatorios P-36 e P-36/eCG sobre alteragdes bioquimicas e moleculares

que possam afetar a diferenciacéo do foliculo ovariano na espécie bovina.
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