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RESUMO

A comunicacao entre o odcito e células somaticas adjacentes é essencial para
a diferenciagcdo do complexo cumulus-odcito (COC). Essa comunicacao é
proporcionada por processos citoplasmaticos trans-zonais (TZP) que penetram
através da zona pelucida e atingem a membrana do odcito, onde jungdes do
tipo gap permitem transporte bidirecional de sinais elétricos e moléculas
reguladoras. A maturagcédo odcitaria in vivo é controlada por gonadotrofinas e
peptideos intra-ovarianos e desencadeada pelo pico de LH. Este, induz a
expressao dos fatores EGF-like que desencadeiam uma série de fatores que
levam a fosforilagdo das conexinas, e com isso o fechamento de jungbes gap e
consequentemente perda dos efeitos inibitérios do monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) e monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), proporcionando
assim a retomada da meiose. O objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos da
inclusdo de uma fase de pré maturagéo seguida da maturagéo in vitro sobre a
progressdo da meiose, funcionalidade das juncdes gap e producéo
embrionaria. A pré maturacao foi empregada utilizando componentes de ordem
fisiolégica encontradas no ambiente folicular, e esta, foi capaz de retardar a
quebra da vesicula germinativa (VGBD), enquanto favoreceu a comunicagao
entre od6cito e células do cumulus, o que acreditamos ser beneficial para o
desenvolvimento oocitario in vitro. No entanto, quando seguida da maturacéo in
vitro também utilizando componentes fisiologicos, foi capaz de produzir
blastocistos, porém néo foi eficiente em melhorar as taxas e o desenvolvimento

embrionario.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

O emprego das biotécnicas da reprodugédo, tem como um de seus
objetivos, o0 aumento do potencial reprodutivo da fémea, uma vez que os
ovarios de um animal em idade reprodutiva estédo repletos de foliculos imaturos
que ndo serdo ovulados, resultando em grande desperdicio de células
germinativas femininas. Com o objetivo de melhor explorar o potencial
reprodutivo e genético de fémeas, diversas biotecnologias reprodutivas tém
sido aprimoradas, tais como superovulacdo seguida de transferéncia de
embrides (TE) e produgdo in vitro de embrides (PIV), esta dultima
compreendendo a maturacao in vitro (MIV), fertilizagao in vitro (FIV) e o cultivo

in vitro (CIV).

Estas biotecnologias tiveram avancgos consideraveis e tém sido utilizadas
para aumentar a producdo de embrides bovinos tanto para uso em pesquisa
como para aumentar a produtividade dos rebanhos. Contudo, as condi¢des de
cultivo ainda nao conseguem mimetizar em laboratério as condigoes
encontradas in vivo, o que acaba gerando situag¢des indesejaveis como o
descompasso entre a maturagdo nuclear e citoplasmatica dos odcitos e
alteragbes epigenéticas nos embrides, que comprometem a taxa de sucesso na

PIV (MACHALKOVA et al., 2004).

A maturagdo oocitaria apresenta-se como um dos gargalos da PIV, ja
que sua eficiéncia € amplamente superior quando realizada em condi¢cdes
fisiolégicas em comparagao ao sistema in vitro (RIZOS et al., 2002; FARIN et

al., 2007). O ambiente folicular permite que o odcito se mantenha em parada



meidtica, denominada também como estado de vesicula germinativa (VG) e,
posteriormente, apds o pico ovulatério do hormoénio luteinizante (LH), fatores
intrafoliculares mediam a retomada da meiose e a diferenciacdo do cumulus
(GILCHRIST, 2011). O conhecimento e consideracdo desses mecanismos
intrafoliculares de controle é fundamental para a melhoria da maturacéao in vitro
(MIV), que deve proporcionar a progressao da meiose resultante da maturagao
do nucleo, em perfeita sincronia com a maturagdo do citoplasma do odcito

(SANCHEZ & SMITZ, 2012).

Visando melhorar a MIV, varias modificagdes no sistema de cultivo tém
sido propostas, tais como o estabelecimento de duas fases de cultivo, incluindo
uma fase de pré-maturacédo do odécito na presenca de inibidores da maturacéo
nuclear, majoritariamente inibidores de fosfodiesterases oocitarias. Esses
agentes farmacologicos levam ao aumento de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) e assim ao retardo da retomada da meiose (MACHALKOVA et al.,
2004; SIRARD et al., 1993). O uso de agentes farmacologicos pode acarretar
em efeitos colaterais, por isso deve-se realizar varios testes antes de se utilizar

esses componentes na clinica.

O presente estudo teve como objetivo iniciar o desenvolvimento de um
sistema para MIV incluindo um cultivo pré maturagdo, em que os complexos
cumulus-oécito (COCs) sao submetidos a condicbes mais proximas as
encontradas no foliculo ovulatério em sua fase final de diferenciacdo, a fim de
proporcionar maior sintonia entre a maturagdo nuclear e citoplasmatica do
odcito e a diferenciacao das células do cumulus. Mais especificamente, testou-
se a hipotese de que o cultivo pré maturacdo do COC na presenca de

concentragdes de FSH (hormdnio foliculo estimulante) , horménios esteroides e
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peptideo natriurético do tipo C (NPPC) proximas as fisioldgicas, retardaria a
retomada da meiose, beneficiaria a comunicacao entre as células do cumulus e
0 o6cito e aumentaria a producdo embrionaria apos inducdo da maturacédo do
COC de forma mais fisiolégica, substituindo as altas dose de FSH por
ampirregulina (AREG), horménios esteroide e fator de crescimento semelhante

ainsulina 1 (IGF 1).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Interagao entre odcito e células adjacentes

Concomitante com o inicio do crescimento dos odcitos, as células
somaticas vizinhas comegam a proliferar formando varias camadas. Esta fase
inicial de crescimento do odcito e desenvolvimento dos foliculos parece ocorrer
independentemente dos horménios gonadotréficos (revisado por BUCCIONE,
et al., 1990). Uma vez que o foliculo acumula camadas de células da granulosa
formando uma estrutura multilaminar sdlida, o espaco extracelular expande-se
formando uma cavidade chamada antro (ANDERSON & ALBERTINI, 1976). As
células da granulosa de foliculos pré-antrais sao diferenciadas em dois grupos
durante a transicdo para a fase antral: as células do cumulus, que estdo
diretamente associadas ao odcito, e as ceélulas da granulosa murais, que
circundam internamente a parede folicular adjacentes a camada da teca.
Apesar da semelhanca entre esses dois tipos celulares, existem diferencas

quanto a producgéao de transcritos e proteinas (LATHAM et al., 1999).



CONSIDERACOES FINAIS

A comunicagao entre odcito e células do cumulus é essencialmente
importante para o crescimento e diferenciagdo do odcito. Além dos fatores
secretados pelo odcito, a comunicagdo mediada por jungdes do tipo gap é
particularmente importante para o suporte enérgico e para o controle da
remodelagem da cromatina e do progresso da meiose no odcito. Em resumo,
este trabalho demonstrou que a inser¢gdo de uma fase anterior a maturagéo in
vitro, utilizando fatores fisiolégicos encontrados no foliculo, é capaz de atrasar
a progressao da meiose, enquanto aumenta a comunicagao entre o odcito e as
células do cumulus através das jungdes gap. Ao contrario do que ocorre in Vivo,
com a retirada do odcito do foliculo essa comunicagao se perde abruptamente,

0 que prejudica o subsequente desenvolvimento oocitario e sua fertilidade.

Além disso, dados do presente estudo sugerem uma diferenca
importante entre as sub-espécies bovinas. Em Bos faurus, a quebra da
vesicula germinativa parece ocorrer de forma mais abrupta do que em Bos
indicus. Esse fato, ressalta a importancia da regulagdo da quebra da vesicula
germinativa como ponto crucial na otimizagdo do processo de MIV acarretando
em beneficios na produgdo embrionaria, principalmente nas ragas taurinas em
que a retomada de meiose parece ocorrer mais precocemente, 0 que pode

comprometer capacidade oocitaria para o desenvolvimento.

Apesar do fato de que a fase de pré-maturacao teve o efeito esperado
em manter os oocitos por mais tempo em parada meidtica, o que acreditamos

ser beneficial para aquisicdo de competéncia oocitaria, quando associado ao
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meio de maturagéo contendo AREG como fator de indugdo da maturagao, isto
nao causou aumento nas taxas de producdo de embrides in vitro. A partir disso,
surgiram algumas especulacdes. Durante a fase tardia da foliculogénese, logo
antes do pico de LH, o FSH se liga ao seu receptor nas células da granulosa
murais, estimulando assim a expressao dos receptores de LH (ERICKSON et
al., 1979) e receptores do fator de crescimento epidermal (EGFR). Em recentes
estudos foi demonstrado que o FSH é necessario para a expressao e atividade
do EGFR no foliculo ovariano, cuja sinalizagdo € fundamental para a
diferenciacdo das células do cumulus e na maturagdo do odcito (EL-
HAYEKETAL, 2014). Porém, isoladamente, o FSH é insuficiente para a
sinalizacdo funcional do EGFR (SUGIMURA et al., 2015). Portanto, na
sequéncia dos estudos pretende-se testar a adicdo do FSH a AREG na MIV

com a intencao de potencializar a expressao dos EGFR.

Em conclusao, este trabalho inicia o desenvolvimento de um sistema de
cultivo para a maturacao oocitaria in vitro mais fisioldgico, incluindo uma fase
pré-maturagdo com componentes fisioldgicos reguladores da comunicagéo
celular e da maturagdo nuclear, seguida da indugédo da cascata ovulatoria de
forma mais fisiologica com AREG. Nossa intengcdo é aproximar o sistema de
cultivo do processo natural de maturagao oocitaria, favorecendo a competéncia
oocitaria para a fecundacdo e desenvolvimento. Além disso, esse sistema
constitui modelo mais fisiolégico para a investigagdo dos mecanismos de
controle de diferentes aspectos da maturacdo do COC, incluindo a
comunicacéo intercelular, a maturagéo nuclear e o metabolismo do cumulus. O

entendimento desses processos nos ajudara a identificar os pontos vulneraveis
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do sistema, assim contribuindo para melhorar a eficiéncia das tecnologias de

reproducao assistida envolvendo a maturacao oocitaria.
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