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RESUMO
LIMA, P.F. Efeitos e regulacdo da expressao do kit ligante (KL) durante a
maturacdo in vitro do complexo cumulus-oécito bovino. Botucatu, 2012.
p.60 Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia -
Universidade Estadual Paulista - UNESP.
O desenvolvimento da competéncia oocitéria ocorre de forma gradual durante a

foliculogénese e € dependente da interacdo do oocito com as células do
cumulus via fatores paracrinos. O KL € expresso pelas células do cumulus e
estimula a maturacdo nuclear do odécito em roedores, mas suas funcbes no
complexo cumulus-oécito (CCO) bovino ndo sdo conhecidas. Neste trabalho,
avaliou-se o padrao de expressao do KL, os efeitos do KL sobre a progressao
da meiose e a expansao do cumulus, bem como a regulacéo da expresséo do
KL por fatores secretados pelo odcito (FSOs; BMP15, FGF8, FGF10, FGF16 e
FGF17) durante a maturacao in vitro (MIV) de CCOs bovinos. Adicionalmente,
os efeitos do KL sobre a expressdao de BMP15, GDF9, FGF16 e c-KIT foi
avaliada. As isoformas do KL (KL1 e KL2) apresentaram padrdes de expressao
semelhantes nas células do cumulus ao longo da MIV, com pico de expressao
as 12 horas do cultivo. A adicdo de KL ao cultivo aumentou a porcentagem de
oocitos em meiose Il e diminuiu a de oocitos em meiose | ao final da MIV, mas
nao afetou a expansao do cumulus. O FGF8 aumentou a expressdo dos RNAmM
do KL1 e do KL2, enquanto a BMP15 estimulou apenas a expressédo do RNAm
do KL1. Distintamente, a dose maxima do FGF10 diminuiu a expressao do KL2
as 22 horas do cultivo em estudo dose-resposta, embora o0 mesmo nao tenha
sido observado quando uma dose menor, porém efetiva em estimular a
expansao do cumulus, foi testada ao longo da MIV (4, 12 e 22 horas). O
tratamento com FGF10 e BMP15 associados aumentou a expressao do KL1 as
12 horas do cultivo em relacdo ao controle e aos fatores de crescimento
sozinhos, sugerindo cooperacao entre eles na regulacdo da expressao do KL.
A adicdo de KL ao meio de cultivo ndo alterou a expressdo dos FSOs. Em
conjunto, os resultados deste estudo sugerem o envolvimento do KL no
controle da maturacdo nuclear do odcito bovino e que a expressado do KL nas
células do cumulus bovinas é regulada por membros das familias dos FGFs e

TGFBs derivados do o6cito em cooperagéo.

Palavras Chave: KL; FGF; BMP15; meiose; maturagao in vitro; bovinos



ABSTRACT

LIMA, PF Effects and regulation of the expression of kit ligand (KL) during
in vitro maturation of bovine oocyte-cumulus complex. Botucatu, 2012.
p.60 Thesis (MA) - Faculty of Veterinary Medicine - Universidade Estadual
Paulista - UNESP.

The development of oocyte competence occurs gradually during
folliculogenesis and is dependent on the interaction of the oocyte with cumulus
cells via paracrine factors. The KL is expressed by cumulus cells and stimulates
oocyte nuclear maturation in rodents, but its functions in cumulus-oocyte
complex (COC) cattle are unknown. In this study, we evaluated the expression
pattern of KL, the effects of KL on the progression of meiosis and cumulus
expansion and regulation of KL expression by factors secreted by the oocyte
(OSF; BMP15, FGF8, FGF10, FGF16 and FGF17) during in vitro maturation
(IVM) of bovine COCs. Additionally, the effect of KL on the expression of
BMP15, GDF9, FGF16 and c-KIT was evaluated. Isoforms of KL (KL1 and KL2)
showed similar expression patterns in cumulus cells along the MIV, with higher
expression at 12 hours of cultivation. The addition of KL increased the
percentage of oocytes in meiosis Il and decreased oocyte meiosis | in the end
of IVM, but did not affect cumulus expansion. The FGF8 increased expression
of KL1 and KL2 mRNA, while only BMP15 stimulated mRNA expression KL1.
Distinctly, the maximum dose of FGF10 decreased expression of KL2 at 22
hours of cultivation in dose-response study, although the same was not
observed when a lower dose, but effective to stimulate cumulus expansion was
tested along MIV (4, 12 and 22 hours). Treatment with FGF10 and BMP15
associated with increased expression of KL1 at 12 hours of culture in relation to
the control and growth factors alone, suggesting cooperation between them in
the regulation of expression of the KL. The addition of KL to the culture medium
did not alter the expression of the FSOs. Taken together, our results suggest
the involvement of KL in controlling bovine oocyte nuclear maturation and
expression of KL in bovine cumulus cells is regulated by members of the
families of FGFs and TGFs derived oocyte in cooperation

Key words: KL; FGF; BMP15; meiosis; in vitro maturation; bovine
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1.INTRODUCAO

O aperfeicoamento das biotécnicas aplicadas a reproducéo de bovinos,
em especial a maturacdo e a fertilizac&o in vitro (MIV e FIV), desperta grande
interesse por proporcionar aumento da produtividade pecuaria. Do ponto de
vista cientifico, a espécie bovina constitui modelo valioso para o estudo da
fertilidade e para o aperfeicoamento de protocolos aplicados em humanos,
considerando-se as diferencas entre a fisiologia reprodutiva de roedores,
tradicionalmente usados como modelo. Ainda assim as taxas de
desenvolvimento obtidas com o emprego da MIV e PIV sdo insatisfatérias
guando comparadas com producédo in vivo (RIZOS et al., 2002), por motivos
inerentes ao processo de cultivo, assim o aprimoramento da MIV umas das
etapas da FIV é de grande interesse para melhoria dos sistemas de cultivo.

O estudo aprofundado da interacdo do odcito com as células adjacentes
ajudard a compreendermos melhor os requisitos para que o CCO seja
habilitado a fertilizacdo e posterior desenvolvimento, fato crucial para a
melhoria da eficiéncia da MIV e também da eficiéncia reprodutiva da fémea.

A qualidade do desenvolvimento embrionério depende da diferenciacéo
adequada do CCO. Dessa forma, a perfeita interacdo entre as células do
cumulus e o odcito se faz necessaria. O odécito interage com as células do
cumulus via secre¢do de fatores parécrinos (fatores secretados pelo odcito -
FSO). Os FSO mais explorados na literatura sédo dois membros da familia dos
fatores de crescimento transformante B (TGF-B), a proteina morfogénica 6ssea
15 (BMP15) e o fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF9; GILCHRIST et
al., 2008; GILCHRIST; RITTER, 2011). Além dos TGF-B, membros da familia
dos fatores de crescimento dos fibroblastos (FGFs) também séo produzidos
pelo odcito. Dados de expresséo génica indicam que o FGF8, FGF10, FGF16 e
FGF17 estdo incluidos dentre os FSO. Os FGFs 10, 16 17 parecem estimular a
expansdo do cumulus em bovinos e o horménio foliculo estimulante (FSH)
estimula a expressdo de receptores para FGFs nas células do cumulus,
sugerindo que os FGFs estdo envolvidos no processo de maturacdo do CCO
bovino (BURATINI et al., 2005; BURATINI et al., 2007; MACHADO et al., 2009;
CAIXETA, 2012; MACHADO, 2012).



A regulacédo da producdo dos FSO durante a maturacdo oocitaria nédo e
totalmente conhecida. Um potencial candidato a regulador dos FSO é o kit
ligante (KL). Expresso em células da granulosa durante toda a foliculogénese,
o KL ativa o receptor c-KIT, presente no oécito (THOMAS; VANDERHYDEN,
2006; HUTT et al., 2006). Em roedores, a BMP15 estimula a expresséo do KL,
enquanto o GDF9 a inibe. O KL, por sua vez, regula de forma inibitéria a
expressdo da BMP15 em foliculos pré-antrais e antrais iniciais em
camundongos (EPPIG, 2001; THOMAS; VANDERHYDEN, 2006; HUTT et al.,
2006). A participacdo do KL na regulacdo da maturacdo do CCO é pouco
conhecida, mas sabe-se que ele estimula a maturagdo nuclear em
camundongos (KIDDER; VANDERHYDEN, 2010; YE et al., 2009).

Este trabalho avaliou o padrao de expressdo do KL ao longo da MIV,
bem como seus efeitos sobre a expansao do cumulus e progresso da meiose.
Além disso, investigou-se a interacdo entre o KL e o0s principais FSOs
expressos no CCO bovino por meio da avaliacdo dos efeitos dos FSOs sobre a
expressdo do KL nas células do cumulus, bem como dos efeitos do KL sobre a
expressdo dos FSOs (BMP15, GDF9, FGF16) e receptor c-KIT. Adicionalmente
foi avaliado a interacdo do FGF10 e BMP15 sobre a expressao de KL nas

células do cumulus.



2.0BJETIVOS

Geral
Este estudo objetivou avaliar a interacdo paracrina entre os sistemas
KL/c-KIT, FGF e TGF-B na regulagao da diferenciacdo do odcito e das células

do cumulus, utilizando a MIV em bovinos como modelo.

Especificos

1-ldentificar as isoformas de KL e seu padrao de expressdo nas células do
cumulus.

2-Testar o seu efeito sobre a expansao das células do cumulus e progressao
da meiose nos odcitos bovinos

3-Avaliar a regulacao da expressao dos fatores secretados pelo o6cito pelo KL.
4-Avaliar a regulacdo da expressdo de ambas isoformas de KL pelos fatores

secretados pelo odcito, bem como a combinacdo de FGF10 e BMP15



3.REVISAO DE LITERATURA

3.1.Maturagdo do complexo cumulus-odcito

A capacidade de desenvolvimento embrionario depende do potencial de
desenvolvimento do odcito. A maturacao in vitro (MIV) é uma etapa critica para
a producao de embrides in vitro para fins comerciais ou de pesquisa. Uma vez
gue odcitos maturados in vivo sdo mais competentes do que odcitos maturados
in vitro, € extremamente importante ampliar os conhecimentos sobre o0s
eventos e mecanismos que ocorrem durante a maturacdo do complexo
cumulus-oécito, para o aperfeicoamento das condicbes de cultivo e
estabelecimento de estratégias para a melhoria do sistema de MIV (DE PRADA
et al., 2009).

A maturacdo oocitéria envolve diversas fases e eventos complexos que
permitem que o0 o0O0cito desenvolva seu potencial intrinseco de
desenvolvimento.

Em ovérios de fetos de camundongos a iniciacdo do programa meiético
€ dependente da sinalizacdo do acido retindico, um derivado da vitamina A,
que estimula o gene “stimulated by retinoic acid 8” (STRA8). O STRA8 € um
fator citoplasmatico expresso nas células germinativas da fémea pouco antes
do inicio da préfase da primeira divisdo meidtica em resposta ao acido
retindico. Nas fémeas, o STRA8 é necessario para replicacdo pré-meibtica de
DNA, assim como para eventos da profase como a condensacao
cromossOmica, coesdo, sinapse e recombinacdo (KOUBOVA et al., 2006;
BALTUS et al., 2006; BOWLES et al., 2006; SANCHEZ et al., 2012).

O desenvolvimento da competéncia oocitaria ocorre durante o
desenvolvimento folicular, quando a meiose oocitaria encontra-se blogueada na
profase | e o o6cito aumenta em didmetro. Em foliculos primordiais, os oocitos
tém aproximadamente 29 um de diametro e crescem até 31 um em foliculos
primarios. Ainda na fase pré-antral, o oécito atinge 68 um de diametro e inicia-
se a formacéo da zona pellucida e a diferenciacdo das células do cumulus. No
foliculo antral, o o6cito atinge seu diametro final de 110-120 um e competéncia
para retomada da meiose (FORTUNE, 2003; SCARAMUZZI et al., 2011; OTOI
et al., 1997).



O progresso da meiose € interrompido apds a formacao dos foliculos. Os
odcitos de mamiferos encontram-se no estagio de profase | ao nascimento,
chamado de estagio de vesicula germinativa. Os 00citos permanecem nesse
estagio até a puberdade, quando o estimulo gonadotrépico pré ovulatério leva
a retomada da meiose com rompimento da vesicula germinativa (RVG,;
SCHATTEN; SUN, 2011).

Apds o rompimento da vesicula germinativa, os o0d6citos iniciam a
metafase | (Ml) com a formacdo do fuso meidtico e o alinhamento dos
cromossomos no centro do fuso. Em seguida, ocorre a anafase |, com a
separacdo dos cromossomos homologos, seguida pela telé6fase | com a
extrusdo do primeiro corpusculo polar. O oécito prossegue para a metafase I,
com formacéo do segundo fuso meidtico e alinhamento dos cromossomos. A
metéafase Il perdura até a penetracdo do odcito pelo espermatozéide, quando a
anafase Il, com a separacdo das cromatides irmas, e tel6fase Il se sucedem
rapidamente e ocorre a extrusdo do segundo corpusculo polar (MEINECKE et
al., 2001).

A divisdo meidtica em mamiferos, especificamente em bovinos, é
assimétrica e essa assimetria garante que ocorra a divisdo dos cromossomos
(telofase 1) e das cromatides (telofase II) sem grande perda do material
citoplasmatico (LI et al., 2005).

O longo processo de maturagdo oocitaria permite que os o0dcitos
adquiram competéncia para sustentar os estagios subsequentes de
desenvolvimento. A maturacdo oocitaria envolve complexos eventos de
maturacdo nuclear (segregacdo cromossomal) e citoplasmatica, referente a
reorganizacdo das organelas, mudancas no citoesqueleto e maturacao
molecular (FERREIRA et al., 2009).

Os od6citos maturados in vitro sdo menos competentes do que o0s
maturados in vivo. Em macacas, o remodelamento da actina, microtubulos,
tubulinas transzonais e o tempo de maturacao nuclear diferem entre maturacéo
in vitro e maturacgéo in vivo (DE PRADA et al. 2009). Inimeros séo os fatores e

vias ativadas no odécito e células do cumulus durante a maturacao.



3.1.1.Maturacdo Molecular

A maturacdo molecular corresponde ao processo de transcricao,
acumulo e processamento de RNAmM que sera traduzido em proteinas
fundamentais aos eventos relacionados a maturacdo (GOTTARDI; MINGOTI,
2010). Assim, um estoque de RNAm ¢ feito antes da retomada da meiose, ja
gue, supostamente, ndo existe atividade transcricional durante a maturagéo
(SIRARD, 2001). Contudo, dados mais recentes mostram que pode haver
transcricdo de determinados genes durante a maturacao in vitro de odcitos. Em
od6citos bovinos, observou-se que o GDF9 e a ciclina B1 sdo mais expressos no
estagio de Mll do que em VG (MAMO et al., 2011; REGASSA et al., 2011).

O RNAmM presente no odcito esta estavel e transitoriamente inativo. A
ativacdo da traducdo do RNAm ocorre por poliadenilagdo, adicdo de adenina
na porcao terminal 3 do RNAm, que estimula a liberagdo de moléculas
repressoras ligadas na porg¢édo 5. O elemento de poliadenilagéo citoplasmatica
(CPE) se liga de forma repressiva e especifica ao RNAm para reconhecimento
do sitio de inicio da poliadenilacdo. Apés a fosforilagédo e ativagédo da via Auroa-
A-CPEB, a poliadenilagdo e a traduc&o sao iniciadas. A porcao final 5’ possui
um cap, que se liga ao complexo elF-4F da subunidade menor do ribossomo,
que estimula o inicio da traducédo (TOMEK et al., 2002; MENDEZ; RICHTER,
2001).

Em odcitos bovinos maturados in vitro, a traducdo € aumentada com o
rompimento da vesicula germinativa, acompanhada da poliadenilacdo de
RNAmM e queda na transcri¢cdo. Ao iniciar-se a MIl, a sintese proteica é reduzida
(TOMEK et al., 2002).

Dentre as proteinas sintetizadas durante o processo de maturacéo,
destaca-se o fator promotor da maturacdo (MPF), responsavel pela retomada
da meiose. O MPF é um heterodimero que consiste de duas subunidades: a
ciclina B1 ou CDKI e a subunidade p34°®? (GONCALVES et al., 2008). Apés a

traducdo, a p34°ic

se une a ciclina B1 e ambas sdo desfosforiladas pela
fosfatase CDC25 para que o MPF se torne ativo. O MPF tem atividade maxima
na MI, seguida de queda e restauracédo da atividade na MIl (GONCALVES et

al., 2008).



3.1.2.Maturacao Nuclear

A interacgdo entre as células do cumulus e o odcito é fundamental para a
maturacdo nuclear. Em bovinos, o bloqueio dessa conexdo gera perfis
diferenciados de expressao génica nos dois tipos celulares, podendo afetar a
maturacdo molecular e nuclear (REGASSA et al., 2011).

A comunicacgdo entre 0 o0cito e as células do cumulus pode se dar por
sinalizacao paracrina (GILCHRIST et al., 2008) ou por junc¢des do tipo gap, que
permitem o transporte bidirecional de ions, metabdlitos, aminoacidos e
pequenas moléculas reguladoras (BUCCIONE et al., 1990; ALBERTINI et al.,
2001). As gap junctions sdo hexadmeros de proteinas chamadas conexinas.
Cada conexina possui quatro dominios transmembrana, formando canais que
permitem a troca de moléculas (<1 kDa) entre as células (KIDDER; MHAWI,
2002). As gap junctions entre as células do cumulus (conexina 43) e entre as
células do cumulus e o0 odcito (conexina 37). A falta de conexina compromete o
desenvolvimento folicular e a maturacdo oocitaria (NUTTINCK et al., 2000;
TEILMANN, 2005).

Para o odcito se manter em VG é necessario que o AMPc se mantenha
alto e notavelmente a interacdo entre as células do cumulus e 0 odcito também
parece contribuir para a parada meiética. Existem duas formas de manter o
AMPc alto dentro do odcito. A primeira é pela producao local e pelo transporte
de AMPc das células do cumulus para o od0cito e a segunda é pela acdo do
GMPc, produzido pelas células do cumulus e conduzido através das gap
junctions ao odcito, que inibe a atividade da fosfodiesterase 3A (PDE3A) que
degrada o AMPc no oécito (WEBB et al., 2002; CONTI et al., 2002; ZHANG et
al.,, 2009). Os altos niveis de AMPc ativam a PKAI presente no od0cito
impedindo a progressao da meiose (DOWNS; HUNZICKER-DUNN, 1995).

O odcito estimula a expressao do receptor do peptideo natriurético 2 nas
células do cumulus (NPR2; SANCHEZ et al., 2012). O NPR2 é ativado pelo seu
ligante, o precursor do peptideo natriurético do tipo ¢ (NPPC), que estimula a
producdo de GMPc que se difunde no odcito e inibe a atividade da PDE3A
mantendo a meiose bloqueda (ZHANG, M. et al., 2010). De acordo com Zhang
et al. (2011), o estradiol promove e mantém a expressao de NPR2 nas células

do cumulus, o que é importante para que 0s o00citos de camundongos



permanecam na parada meidtica. Além disso, Robinson et al. (2012)
demonstraram que o LH reduz a atividade do NPR2, contribuindo para a
reducdo dos niveis de GMPc e permitindo a retomada da meiose em odcitos de
camundongos.

A retomada da meiose (rompimento da vesicula germinativa) ocorre em
resposta as gonadotrofinas (FSH in vitro e LH in vivo) que levam a diminuicédo
dos niveis de AMPc no oécito (SELA-ABRAMOVICH et al., 2005). Supbe-se
gue o aumento transitério do AMPc nas células do cumulus leve a ativacao da
PDES3A e da PKAII ocorrendo expansdao das células do cumulus e retomada da
meiose (DOWNS; HUNZICKER-DUNN, 1995). A PKAII ativada pelo AMPc leva
ao aumento do CREB (CAMP response element binding protein), regulador da
transcricdo de genes como os EGF-like nas células do cumulus (ZHANG et al.,
2009). Os fatores EGF-like se ligam a seus receptores EGFR, ativando a
expressdo de genes reguladores da expansdo das células do cumulus. A
ativacado da cascata MAPK também leva a uma reducéo nos niveis de AMPc do
odcito por fosforilacdo de conexinas e interrupcdo da comunicao célula-célula,
0 que ativa o0 MPF que promove a retomada da meiose (SELA-ABRAMOVICH
et al., 2005)

Estudos in vitro mostraram que o FSH ativa a MAPK nas células do
cumulus, que pode ser difundida via gap junctions para o oécito (REGASSA et
al.,, 2011). A ativacdo do MPF também ocorre no odcito via proteina MOS,
capaz de ativar a via da MAPK, que modula a acdo do MPF conforme descrito
acima. A ativacdo quase simultanea da MAPK e MPF €& importante para o
sucesso da meiose. Em bovinos a ativacdo do MPF e MAPK ocorre de 9 a 12
horas de cultivo in vitro (FERREIRA et al., 2009; REGASSA et al., 2011). A
ativacdo da MAPK pelo FSH nas células do cumulus pode ser indireta e
mediada por fatores EGF-like e FGFs uma vez que o FSH estimula a
expressdo da AREG, EREG e FGFRs nas células do cumulus (CAIXETA et al.,
2012)

O MPF induz o RVG, a retomada da meiose, com condensacao parcial
dos cromossomos e ainda ativa as vias da MAPK (proteina quinase ativada por
mitdbgenos) e RhoA. A MAPK regula a condensacdo cromossdOmica e
organizagdo dos microtubulos para formacao do fuso meioético, além de recrutar

filamentos de actina e miosina. A RhoA faz o recrutamento apenas de miosina.
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Ambos os fatores ativados pelo MPF ativam a contracdo do anel de
actina/miosina formado préoximo ao fuso meiético, levando a extrusdo do
primeiro corpusculo polar, conforme descrito em rds e ovelhas (KOTANI;
YAMASHITA, 2002; WU et al., 2010). Falhas na ativagdo da MAPK ou do
RhoA, prejudicam o alinhamento e a separacdo cromossémica (KOTANI,
YAMASHITA, 2002).

A divisdo dos cromossomos e das cromatides ligadas ao fuso é
assimétrica do citoplasma, permitindo que uma maior quantidade de citoplasma
permaneca no odécito e ndo va para o0s corpusculos polares. Além dos
microtubulos e microfilamentos, o centrossomo esta envolvido nessa divisdo
meidtica (LI et al., 2005; SCHATTEN; SUN, 2011). O centrossomo € composto
por trés proteinas: y-tubulina, pericentrina e NUMA, que permitem a correta
formacgé&o do fuso meidtico. Durante o RVG, as proteinas centrossomais devem
primeiramente se organizar para a formacdo do fuso meiético central, que
posteriormente migra para o cortex oocitario. A arranjo correto do fuso €&
importante para a correta separacdo cromossémica durante as duas divisdoes
meidticas (Al et al., 2009; SHATTEN; SUN, 2011).

3.2.Kit Ligante

O KL, também conhecido como stem cell factor (SCF), steel factor (SF) e
mast cell growth factor (MCGF), é um fator de crescimento pluripotente
importante na diferenciacdo, crescimento e sobrevivéncia de diversos tipos
celulares, incluindo células hematopoiéticas, melandcitos e células
germinativas primordiais. O KL se liga ao seu receptor c-KIT, presente nas
células da teca e od0cito, que ativa varias cascatas de sinalizacdo, descritas
abaixo (REYNAUD e DRIANCOURT et al., 2000; REYNAUD et al., 2001; HUTT
et al., 2006ab).

O KL, gera por “splicing” alternativo dois transcritos que s&o traduzidos
em duas proteinas ligadas a membrana denominadas KL1 e KL2 (HUANG et
al., 1992). O KL1 pode ser rapidamente clivado originando um fator de
crescimento solluvel. A regido de clivagem é codificada pelo exon 6 em
comundongos, que corresponde ao exon 3 no bovino. Ao contrario do KL1, o

KL2 nédo possui essa regido de clivagem por delecédo do exon 6 e € processado



11

proteoliticamente de forma menos eficiente (HUANG et al., 1992; ZHOU et al.,
1994).

O processamento proteolitico de proteinas transmembrénicas para
liberacdo do dominio extracelular € chamado de “ectodomain shedding” e tem
sido tratado como um importante mecanismo de regulacdo pos-transcricional.
Uma variedade de proteinas de superficie passa por processamento
proteolitico (KAWAGUCHI et al., 2007) incluindo o fator de necrose tumoral
(TNF; SCHLONDORFF; BLOBEL, 1999). fatores de crescimento como fator de
cresciemento transformante (TGF; HOOPER et al., 1997) e o fator de
crescimetno epidermal (EGF; BLOBEL, 2005).

Os mecanismos responsaveis pelo processamento do KL ainda ndo séo
completamente entendidos (KAWAGUCHI et al.,, 2007). Alguns estudos
indicam que o KL1 pode ser clivado por uma série de proteases como a matrix
metaloproteinase 9 (MMP9; Heissig et al., 2002), quinase de mastdcitos
(Longley et al., 1997) e véarios membros da familia das desintegrinas
metaloproteinases (ADAMs), como a ADAM8, ADAM9 (AMOUR et al., 2002),
ADAM17 e ADAM19 (KAWAGUCHI et al. 2007). De acordo com Kawaguchi et
al. (2007), a ADAM 17 é a Unica protease conhecida capaz de clivar KL2.

Ambos os fatores, KL1 e KL2, sdo biologicamente ativos in vivo. A
supressdo da expressao do KL1 leva a deficiéncias em melandcitos, anemia
severa e infertiidade (BRANNAN et al, 1991). .Em camundongos que
expressam exclusivamente o KL2, deficiéncias leves na hematopoiese e
desenvolvimento de mastdcitos sao observadas (TAJIMA et al., 1998).

O KL2 é mais efetivo em promover o crescimento oocitario do que o KL1
(THOMAS et al., 2008). Como animais que exclusivamente produzem KL2 sao
férteis, sugere-se que o KL2 possa ser a principal isoforma para
desenvolvimento oocitario (TAJIMA et al., 1998; KIDDER; VANDERHYDEN,
2010). Embora as duas isoformas possuam a mesma afinidade pelo receptor c-
KIT, o KL2 induz ativagdo mais persistente desse receptor (FLANAGAN;
LEDER 1990; MIYAZAWA et al. 1995).

Ambos os transcritos, KL1 e KL2, estdo presentes no ovario bovino
(ZHOU et al., 1994). No foliculo ovariano, o0 RNAm do KL é expresso nas
células da granulosa durante todo o desenvolvimento folicular. Os niveis de

RNAmM de ambas isoformas sdo mais altos nas células da granulosa de
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foliculos pré-antrais do que em antrais, mas na fase pré-ovulatoria ocorre
dramatico aumento da expressdo de KL1 nas células da granulosa murais
(JOYCE et al., 1999).

O KL esté envolvido na ativagédo de foliculos primordiais tanto em ratos
como em bovinos (PARROTT; SKINNER, 1998; PARROTT; SKINNER, 1999).
A ativacado do foliculo primordial em foliculo primario é dependente da interacéo
entre as células mesenquimais e epiteliais, que dardo origem as células da teca
e células da granulosa respectivamente. Essa interacdo promove a mudanca
das células da granulosa de escamosa para cuboidal, recrutamento das células
da teca e subsequente proliferacdo das células da granulosa e teca e
crescimento oocitario (LINTERN-MOORE; MOORE, 1979; PARROTT;
SKINNER, 2000; FORTUNE, 2003, SKINNER, 2005; KEZELE et al 2005).
Neste contexto, demonstrou-se tanto em ratos como em bovinos, que o FGF-7
produzido por células do estroma ao redor de foliculos priméarios (pré-teca)
estimula a expressdo de KL nas células da granulosa, que por sua vez
promove o recrutamento das células da teca e incrementa a expressdo FGF-7
nesse tipo celular em bovinos (PARROT; SKINNER, 1998; 2000; KEZELE et
al., 2005).

A expressdo do KL € regulada por alguns fatores ao longo do
desenvolvimento folicular. O FSH estimula a expressao de KL, em células da
granulosa de foliculos pré-antrais e antrais em roedores (JOYCE et al., 1999;
Driancourt et al., 2000).

Outros fatores que influenciam a expressdo de KL sdo o GDF9 e a
BMP15, ambos secretados pelo oodcito. O GDF9 regula negativamente a
expressdo de KL nas células da granulosa de foliculos pré-antrais de roedores
(ELVIN et al., 1999; JOYCE et al., 2000; THOMAS e VANDERHYDEN, 2006).
Ja a BMP15 estimula a expressao de KL, que, por sua vez, inibe a expressao
de BMP15 em foliculos pré-antrais em camundongos (YAN et al. 2001;
THOMAS et al., 2005; THOMAS e VANDERHYDEN, 2006).

Poucos estudos exploraram a acdo do KL em odcitos. O KL estimulou o
crescimento e a sobrevivéncia do odcito, bem como a extrusdo do primeiro
corpusculo polar durante a MIV em roedores (PACKER et al., 1994; ISMAIL et
al., 1997; THOMAS et al., 2008; YE et al., 2009). O KL também parece estar

envolvido na sobrevivéncia oocitaria de foliculos pré-antrais via incremento na
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expressdo de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 e Bcl-xL e reducdo na
expressdo do fator pré-apoptético Bax em ratos (JIN et al., 2004).

O co-cultivo de odcitos desnudos com fibroblastos produtores de KL2
revelou a capacidade do KL2 em aumentar a expressao de c-KIT e o diametro
do odcito, aléem de impedir a quebra espontanea da vesicula germinativa em
murinos (THOMAS et al, 2008). O KL atrasou a quebra da vesicula
germinativa mas ndo blogueou a meiose em o0citos de ratos cultivados
(ISMAIL et al., 1997; ISMAIL et al., 1996). Em contraste, o KL aumentou a taxa
de extrusdo do primeiro corpusculo polar e a sintese de RNAm da ciclina B1,
gue é a subunidade reguladora da maturagéo e indutora da meiose, em odécitos
desnudos de camundongos submetidos a MIV (YE et al., 2009).

A interacdo do KL com o sistema FGF ja foi apontada na literatura. O
FGF7 estimulou a expressdo do KL em CCOs bovinos co-cultivados com
células da granulosa (CHO et al., 2008). Por outro lado, o KL aumentou a
expressdo do FGF8 e GDF9 e reduziu a expressdo de BMP15 no odcito de
ratas (MIYOSHI et al., 2012).

-Sinalizagéo c-KIT

O KL, ao se ligar ao seu receptor tirosina quinase, o c-KIT, desencadeia
sua dimerizagdo e ativagcdo de vias de sinalizacdo relacionadas com
proliferagcdo celular, ativacdo do ciclo celular, migracdo, diferenciagéao,
crescimento e sobrevivéncia celular (MERKWITZ et al., 2011). O KL pode ativar
varias vias de sinalizagcdo como JAK/STAT e MAPK/Ras/Raf, mas a mais
importante parece ser a via fosfatidilinositol-3 quinase (PI-3K), que leva a
ativacdo da Akt (proteina quinase B). Com a ativacdo da Akt ocorre inativacao
do FOXO3a, um fator de transcricdo que media apoptose, parada do ciclo
celular e inibe a producdo de BMP15 e das conexinas 37 e 43. A Akt também
esta envolvida na ativacdo do ciclo celular por estimular a transicao tanto da
fase G1 para a fase S, quanto da fase G2 para a fase M. Na transicdo G1/S
ocorre ativacdo de varios fatores como a ciclina D e a ciclina E, enquanto que
na transicdo G2/M ocorre ativagdo da ciclina B e do fator CDC25, ambos
envolvidos na ativacdo do MPF (LIU et al., 2006; LIM et al., 2010; MERKWITZ
etal., 2011; XU et al., 2012).
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3.3.Fatores secretados pelo odécito

O oocito influencia fortemente o crescimento folicular e sua prépria
diferenciacdo pela producdo e secrecdo de fatores que atuam nas células da
granulosa de forma paracrina (OTSUKA et al.,, 2011). Dentre os fatores
secretados pelo oocito destacam-se a BMP15 e GDF9, ambos da familia
TGFB, e membros da familia dos fatores de crescimento dos fibroblastos
(SUGIURA et al 2007, ZHANG, K. et al., 2010)

3.3.1.Fatores de crescimento transformantes B (TGFp)

Dentre os membros desta superfamilia, o GDF9 e a BMP15 tém
recebido atengéo especial por terem sido inicialmente descritos como fatores
expressos exclusivamente nos o6citos em bovinos e ovinos (BODENSTEINER
et al., 1999; JUENGEL et al., 2004). Entretanto, dados mais recentes sugerem
qgue os RNAmM do GDF9 e BMP15 estédo presentes nas células do cumulus de
bovinos. Além disso, esses dois fatores se mostraram diferentemente
expressos em vacas adultas e novilhas, que apresentaram menor quantidade
de RNAm tanto para o GDF9 quanto para a BMP15. Esse diferente padréo de
expressao foi associado a uma menor competéncia para o desenvolvimento em
oocitos de novilhas (HOSOE et al., 2011).Em contraste Crawford e McNatty
(2012) ndo encontraram expressao de GDF9 e BMP15 nas células do cumulus
de bovinos.

Os TGFp participam da regulagéo paracrina da maturagcéo oocitaria e da
diferenciacdo das células do cumulus e das células da granulosa, além de
serem essenciais para o desenvolvimento normal de foliculos pré-antrais e
antrais (LI et al., 2000; JUENGEL e MCNATTY, 2005). S&o importantes
reguladores da proliferacdo, esteroidogénese, apoptose e expansao das
células do cumulus e favorecem a competéncia do odécito para a fecundacéo e
desenvolvimento embrionario (EPPIG, 2001; GILCHRIST et al., 2004;
JUENGEL et al., 2004; HUSSEIN et al., 2006). Em bovinos, os RNAm do GDF9
e BMP15 sdo expressos pelo odécito durante toda a MIV sem variacdes
significativas (CAIXETA, 2012).
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As acbes dos TGFB ocorrem por meio da ativacdo de diferentes
receptores. O GDF9 ativa o receptor ALK5 e a BMP15, o receptor ALKEG.
Contudo, ambos os fatores ativam o receptor comum BMPRII, que deve formar
dimeros com os receptores especificos supracitados a fim de desencadear
resposta intracelular mediada pelas SMADs (VITT et al., 2002; SHIMASAKI et
al., 2004; KNIGHT; GLISTER, 2006).

A expressao alterada ou bloqueada do GDF9 e da BMP15 altera a
funcdo ovariana e a fertilidade (MCNATTY et al., 2004; GILCHRIST et al.,
2004). Camundongos com deficiéncia na producdo de GDF9 tém a
foliculogénese bloqueada, demonstrando a fungcéo essencial do GDF9 para o
desenvolvimento do foliculo (DONG et al., 1996). Em camundongos, células do
cumulus cultivadas com odcitos em que a expressao do GDF9 foi suprimida
apresentam pequena evidéncia morfologica de expanséo e reduzidos niveis de
expressdo da HAS2, o que sugere producdo diminuida de hialurona, o
componente predominante da matriz ao redor das células do cumulus
expandidas (GUI; JOYCE, 2005).

A adicdo de GDF9 no cultivo de células foliculares de ratos aumentou a
sintese do RNAm da cicloxigenase 2 (COX 2), da HAS2 e da proteina de
regulacdo aguda da esteroidogénese (StAR), enquanto reduziu a sintese de
receptores de LH nas células da granulosa de camundongos (ELVIN et al.,
1999).

A BMP15, além de participar da regulagcéo da foliculogénese pré-antral
(VAN DEN HURK et al., 1997), esta envolvida na maturacao final do foliculo e
ovulagao (YAN et al. 2001, revisado por MCNATTY et al., 2004). Camundongos
com delecdo da BMP15 apresentam numero reduzido de odcitos fertilizados
apés o acasalamento (YAN et al.,, 2001 revisado por SU et al.,, 2004). A
administracdo de BMP15 exdgena melhora a competéncia para o
desenvolvimento do o6cito e a subsequente qualidade embrionaria em bovinos
(HUSSEIN et al., 2006). Durante a maturacao de CCO em bovinos, a BMP15,
além de melhorar a expansado, aumentou a expressao de genes reguladores
desse processo como a ADAM10 e a ADAM 17, responsaveis por clivar fatores
EGF-like presos a membrana citoplasmatica (HSIEH; CONTI, 2005), a AREG e
a EREG, que sao fatores EGF-like, e genes diretamente associados a

expansao como a HAS2, a COX2, a pentraxina (PTX3) e a proteina indutora do
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fator de necrose tumoral 6 (TSG6; CAIXETA, 2012). O efeito positivo da
BMP15 sobre a expansdo das células do cumulus também foi reportada em
camundongos (YOSHINO et al., 2006).

3.3.2. Fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs)

Em mamiferos, os FGFs compdem uma familia de pelo menos 22
membros (ZHANG et al., 2006). Os FGFs sé&o classificados em sete
subfamilias de acordo com analises filogenéticas: sub-familias do FGF1, FGF4,
FGF7, FGF8, FGF9, iIFGF e hFGF, (ITOH; ORNITZ, 2004). Os receptores de
FGFs sao do tipo tirosina quinase e sao codificados por quatro genes
diferentes (FGFR-1 - 4). Transcritos alternativos do FGFR-1, FGFR-2 e FGFR-
3 levam a traducdo de isoformas funcionalmente distintas (“B” e “C”) que
apresentam diferentes graus de afinidade pelos diversos FGFs (CHELLAIAH et
al., 1994; ORNITZ et al., 1996). Os FGFs estdo presentes durante toda a vida,
atuando no crescimento e diferenciacdo celular do desenvolvimento
embrionario até a vida adulta (IGARASHI et al., 1998).

Os FGFs estédo envolvidos no controle da oogénese, foliculogénese e,
maturacdo do complexo cumulus-od6cito. O bloqueio dos receptores de FGFs
prejudicou as taxas de fertilizacdo e de desenvolvimento embrionario em vacas
(ZHANG; EALY; 2012). O FSH, que sabidamente induz a maturacdo do CCO in
vitro, estimula a expressdo de FGFRs e do sistema EGF-like nas células do
cumulus (ZHANG; EALY; 2012; CAIXETA, 2012).

FGF10

O FGF10, também conhecido como KGFII (fator de crescimento dos
gueratindcitos 1), pertence a subfamilia do FGF7 (FGFs 3, 7, 10 e 22), cujos
membros interagem com dois principais receptores, o FGFR-2b e o0 FGFR-1b
(ITOH; ORNITZ, 2004; ZHANG et al., 2006). O FGF10 é expresso no odcito e
nas células da teca em foliculos antrais bovinos. Sua expressdo € menor em
foliculos estrogénicos e tem a capacidade de inibir a esteroidogénese em
células da granulosa (BURATINI et al., 2007). O FGF10 aumentou a expressao

da BMP15 nas células do cumulus, o nimero de odcitos em MIl e a producdo
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de blastocistos em bovinos (ZHANG, K. et al., 2010). Os receptores para o
FGF10 estdo expressos nas células da granulosa murais (BERISHA et al.,
2004) e do cumulus (CHO et al., 2008; ZHANG, K. et al., 2010), sendo que a
expressdo do FGFR-1b é estimulada pelo FSH e pela BMP15 (ZHANG; EALY
2012; CAIXETA, 2012).

A expressdo do FGF10 foi detectada em odcitos bovinos imaturos,
maturados in vivo e ao longo da maturagdo in vitro (CAIXETA, 2010).
Resultados recentes do nosso grupo sugerem que o FGF10 se mantém
expresso no odécito ao longo da maturacdo do CCO e potencializa a expansao
das células do cumulus. O FGF10 aumentou a expressdo de genes
relacionados com a expansdo como a COX2 (do inicio ao final da maturacao),
a PTX3 (a partir das 12 horas de cultivo) e a TSG6 (no final da maturacao;
CAIXETA, 2012).

FGF17 e FGF8

Os FGFs 8, 17 e 18 compdem a subfamilia FGF8, conhecida como
familia oncogénica fetal (NEZU et al., 2005) e compartiham os mesmos
receptores: FGFR-3c, FGFR-4 e FGFR-2c (ITOH; ORNITZ, 2004; BURATINI et
al., 2005; BERISHA et al. 2004). O RNAm do FGFR-3c foi encontrado em
células da teca e da granulosa, enquanto que o FGFR-4 mostrou-se presente
apenas nas ceélulas da teca (BURATINI et al., 2005). Mais recentemente, a
expressdo do RNAm do FGFR-2c e 3c foi detectada nas células do cumulus
bovinas (ZHANG; EALY 2012; CAIXETA, 2012 ; MACHADO, 2012)

A expressdo do FGF17 foi detectada em maiores niveis no odcito,
embora também tenha se mostrado presente em células da teca e da
granulosa de foliculos antrais bovinos (MACHADO et al. 2009). A expressao do
FGF17 foi suprimida durante a maturacdo do CCO e a adicdo de FGF17 ao
meio de cultivo estimulou a expanséo do cumulus (MACHADO, 2012).

A expressao do FGF8 também foi detectada em odcitos bovinos e de
roedores (BURATINI et al. 2005; SUGIURA et al., 2010). O FGF8 suprimiu a
esteroidogénese em células da granulosa de ratos (MYIOSHI et al., 2010).
Além disso, o FGF8 e a BMP15, ambos derivados do odcito, atuam em

sinergismo estimulando a expressao e atividade de enzimas glicoliticas nas
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células do cumulus de camundongos (SUGIURA et al., 2007). Zhang, M. et al.
(2010) demonstraram que o FGF8 em combinagdo com BMP15 ou GDF9 eleva
a expressao de NPR2 em células do cumulus de CCOs murinos

oocectomizados, sugerindo o envolvimento do FGF8 na maturagao nuclear.

FGF16

O FGF16 é membro da subfamilia do FGF9. Os membros dessa
subfamilia (FGF9, FGF16 e FGF20) ativam os receptores FGFR-3c, FGFR-2c,
FGFR-1c, FGFR-3b e FGFR-4 (ITOH; ORNITZ, 2004; ZHANG et al., 2006). A
expressdo do FGF16 foi observada em células da granulosa, células da teca e
odcitos. A presenca do RNAmM do FGF16 foi detectada em odcitos imaturos e
maturados e se manteve constante ao longo da maturacao in vitro (MACHADO,
2012). Esses resultados sugerem os odcitos como principal sitio de expresséo
do FGF16 em foliculos antrais bovinos.

Uma vez que o FGF16 ativa os mesmo receptores que o FGF8 (ITOH,;
ORNITZ, 2004), seus efeitos podem ser similares. O FGF16 potencializou a
expansdo das células do cumulus em bovinos (MACHADO, 2012), mas sua

interacdo com a BMP15 ainda néo foi pesquisada.
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CAPITULO Il

Kit ligante estimula o progresso da meiose e sua expressao é
estimulada pela proteina morfogenética 6ssea 15 (BMP15) e
por fatores de crescimento dos fibroblastos (FGF) no complexo

cumulus-o6cito bovino

O presente artigo encontra-se de acordo com as normas de submissao exigidas pelo
periddico Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, exceto a

apresentacdo das referéncias bibliogréficas
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Resumo

Fatores secretados pelo odcito (FSO) e pelas células do cumulus regulam a diferenciacdo do complexo cumulus-
odcito. O KL ¢ expresso pelas células do cumulus e estimula a maturacdo nuclear do odcito em roedores, mas
suas funges no complexo cumulus-odcito (CCO) bovino ndo sdo conhecidas. Neste estudo, utilizando-se como
modelo a maturacdo in vitro (MIV) do CCO bovino, as seguintes hipéteses foram testadas: 1- ambas as
isoformas do KL (KL1 e KL2) estdo expressas nas células do cumulus e os niveis dos RNAm sédo regulados ao
longo do cultivo; 2- o KL estimula a maturagdo nuclear e a expansao do cumulus; 3- fatores secretados pelo
oocito (BMP15, FGF8, FGF10, FGF16 e FGF17) regulam a expressdo dos RNAm do KL nas células do
cumulus; 4- o KL regula a expressdo dos RNAm da BMP15, GDF9, FGF16 e c-KIT no o6cito. As isoformas do
KL (KL1 e KL2) apresentaram padrfes de expressao semelhantes nas células do cumulus ao longo da MIV, com
pico de expressdo as 12 horas do cultivo. A adicdo de KL ao cultivo aumentou a porcentagem de odcitos em
meiose Il e diminuiu a de odcitos em meiose | ao final da M1V, mas ndo afetou a expansdo do cumulus. O FGF8
aumentou a expressdo dos RNAm do KL1 e do KL2, enquanto a BMP15 estimulou apenas a expressdo do
RNAm do KL1. Distintamente, o FGF10 diminuiu a expressdao do KL2. O FGF17 e o FGF16 ndo alteraram a
expressdo do KL nas células do cumulus e 0 KL ndo alterou a expresséo dos FSOs investigados. Em conjunto, os
resultados deste estudo sugerem o envolvimento do KL no controle da maturacdo nuclear do o6cito bovino e que
a expressdo do KL nas células do cumulus bovinas ¢ regulada por membros das familias dos FGFs e TGFfs.

Unitermos: KL; FGF; BMP15; meiose; maturacdo in vitro; bovinos

Summary

Factors secreted by the oocyte (FSO) and the cumulus cells regulate the differentiation of the cumulus-oocyte
complex. The KL is expressed by cumulus cells and stimulates oocyte nuclear maturation in rodents, but its
functions in cumulus-oocyte complex (COC) cattle are not known. In this study, using as a model in vitro
maturation (VM) of bovine CCO, the following hypotheses were tested: 1 - both isoforms KL (KL1 and KL2)
are expressed in cumulus cells and the levels of mMRNA are regulated over cultivation; 2 - KL stimulates nuclear
maturation and cumulus expansion; 3 - factors secreted by the oocyte (BMP15, FGF8, FGF10, FGF16 and
FGF17) regulate the expression of KL mRNA in cumulus cells; 4 - the KL regulates the expression of mRNA
BMP15, GDF9, FGF16, e c-KIT in the oocyte. Isoforms of KL (KL1 and KL2) showed similar expression
patterns in cumulus cells along the MIV, with higher expression at 12 hours of cultivation. The addition of KL
cultivation increased the percentage of oocytes in meiosis Il and decreased oocyte meiosis | in the end of IVM,

but did not affect cumulus expansion. The increased expression of FGF8 mRNA KL1 and KL2, while only
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BMP15 stimulated mMRNA expression KL1. Distinctly, the decreased expression of KL2 by FGF10. The FGF17
and FGF16 did not alter the expression of KL in cumulus cells. KL did not alter the expression of FSOs
investigated. Taken together, our results suggest the involvement of KL in controlling bovine oocyte nuclear
maturation and expression of KL in bovine cumulus cells is regulated by members of the families of FGFs and

TGFps.

Key Words: KL; FGF; BMP15; meiosis, in vitro maturation; cattle

Introducéo

O desenvolvimento da competéncia oocitaria ocorre de forma gradual e sequencial durante a
foliculogénese e é dependente da interacdo entre o odcito e as células sométicas adjacentes. As células do
cumulus transferem metabdlitos e peptideos reguladores para o o6cito, que, por sua vez, controla a atividade das
células do cumulus via secregdo de fatores paracrinos (GICHRIST et al., 2006; GILCHRIST et al., 2008;
GILCHRIST; RITTER, 2011), dentre os quais destacam-se membros da familia dos fatores de crescimento
transformante § (TGF ), em particular a BMP15 e o GDF9, e da familia dos fatores de crescimento dos
fibroblastos (FGF8, FGF10, FGF16 e FGF17; BURATINI et al., 2005; BURATINI et al., 2007; MACHADO et
al., 2009; MACHADO, 2012). Por outro lado, embora menos explorados na literatura, fatores secretados pelas
células do cumulus regulam a diferenciacéo do odcito, sendo o KL um dos principais representantes desse grupo
(GILCHRIST et al., 2008; THOMAS; VANDERHYDEN, 2006).

Os FGFs e a BMP15 regula vérios aspectos da maturagdo do complexo cumulus-oécito (CCO), como
expansao das células do cumulus e metabolismo levando a melhores taxas de desenvolvimento embrionario em
bovinos (CAIXETA, 2012; GILCHRIST; RITTER, 2011). A BMP15 e o FGF10 estimulam a expansdo das
células do cumulus (CAIXETA, 2012) e o FGF10 estimulou a progressdo da meiose e o desenvolvimento
embrionario (ZHANG, K. et al., 2010). O FGF8 juntamente com a BMP15 regulam o metabolismo glicolitico
nas células do cumulus (SUGIURA et al., 2007). Zhang, M. et al. (2010) demonstraram que o FGF8 em
combinacdo com BMP15 ou GDF9 eleva a expressdo de NPR2 em células do cumulus de CCOs murinos
oocectomizados, sugerindo o envolvimento do FGF8 na maturagdo nuclear.

A interacdo entre os fatores secretados pelo odcito (FSO) e o KL ndo é totalmente conhecida, sendo que

na espécie bovina inexistem estudos a esse respeito. O KL é expresso em células da granulosa durante toda a
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foliculogénese e ativa o receptor c-Kit, presente no odcito e células da teca (THOMAS; VANDERHYDEN,
2006; HUTT et al., 2006; CELESTINO et al., 2009). Em roedores, demonstrou-se que o KL inibe a expressdo da
BMP-15 em foliculos pré-antrais e antrais iniciais (THOMAS; VANDERHYDEN, 2006; HUTT et al., 2006), j&
a BMP15 estimula a expressao de KL em foliculos pré-antrais de camundongos (YAN et al. 2001; THOMAS et
al., 2005).embora ndo se saiba se 0 mesmo ocorre durante a maturacdo do CCO.

O KL, gera por “splicing” alternativo dois transcritos que sdo traduzidos em duas proteinas ligadas a
membrana denominadas KL1 e KL2 (HUANG et al., 1992). O KL1 que é a isoforma completa, e 0 KL2, que
apresenta uma delecéo no exon 6, conforme relatado em camundongos (HUANG et al., 1992). Por homologia, 0
exon 6 do camundongo corresponde ao exon 3 na sequéncia bovina. O KL1 pode ser rapidamente clivado por
uma série de proteases originando um fator de crescimento solivel (HUANG et al., 1992; ZHOU et al., 1994;
KAWAGUCHI et al., 2007).

Ambos os fatores, KL1 e KL2, séo biologicamente ativos in vivo. A supressdo da expressdo do KL1
leva a deficiéncias em melandcitos, anemia severa e infertilidade (BRANNAN et al, 1991). Em camundongos
que expressam exclusivamente o KL2, deficiéncias leves na hematopoiese e desenvolvimento de mastécitos sao
observadas (TAJIMA et al., 1998). O KL2 ¢é mais efetivo em promover o crescimento oocitario do que o KL1
(THOMAS et al., 2008), sugere-se que 0 KL2 possa ser a principal isoforma para desenvolvimento oocitario
(TAJIMA et al., 1998; KIDDER; VANDERHYDEN, 2010) pois induz uma ativacdo mais persistente do
receptor c-KIT (FLANAGAN; LEDER 1990; MIYAZAWA et al. 1995)

Poucos estudos exploraram a acdo do KL em od6citos. O KL estimulou o crescimento e a sobrevivéncia
do odcito com incremento da expressao de proteinas anti-apoptéticas em ratos (PACKER et al., 1994; ISMAIL
etal., 1997; JIN et al., 2004; THOMAS et al., 2008), bem como a extrusdo do primeiro corpusculo polar durante
a MIV em roedores além de estimular a sintese RNAm de ciclina B1 subunidade indutora da meiose (YE et al.,
2009). Em contraste o KL atrasou a quebra da vesicula germinativa em ratos (ISMAIL 1997; ISMAIL et al.,
1996) e 0 KL2 tenha acdo de impedir a quebra da vesicula germinativa (THOMAS et al., 2008). A interacdo do
KL com o sistema FGF j4 foi apontada na literatura. O FGF7 estimulou a expressdo do KL em CCOs bovinos
co-cultivados com células da granulosa (CHO et al., 2008). Por outro lado, o KL aumentou a expressao do FGF8
e GDF9 e reduziu a expressdo de BMP15 no odcito de ratas (MIYOSHI et al., 2012).

Este trabalho objetivou investigar durante a maturacéo in vitro (MIV) de CCOs bovinos, os padrdes de

expressao dos RNAm do KL1 e KL2, os efeitos do KL sobre a progressdo da meiose e expansdo das células do
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cumulus, bem como as interacfes entre 0 KL, BMP15 e FGFs oocitarios na regulacdo da expressdo de seus

MRNA.

Material e Métodos

Maturacao in vitro

Ovérios de fémeas adultas predominantemente Bos indicus foram obtidos em matadouro local e
transportados para o laboratdrio em solugdo salina (0,9% NaCl) a 35-37 °C. Os COCs e o liquido folicular foram
aspirados de foliculos com 3-8 mm de diametro com uma agulha de calibre 18 e reunidos num tubo cénico de 15
ml. Ap0Os sedimentacdo, os COCs foram recuperados e selecionados usando um estereomicroscopio. Apenas
COCs com citoplasma homogéneo, compactos e com multiplas camadas de células do cumulus foram utilizados
(Grau 1 e 2). Os CCOs foram lavados e transferidos em grupos de 20 para gotas de 100 ul de meio de maturagéo,
exceto nos cultivos com kit ligante onde as gotas foram de 200 ul de meio de maturagdo [TCM199 contendo Sais
de Earle suplementado com 22 ug/ml de piruvato de sodio, 75 ug/ml de amicacina, 1 ug/ml FSH (pFSH,
Folltropin-V® Bioniche, ON, CA), 10 Ul/ml LH (pLH, Lutropin-V®, Bioniche, ON, CA)]. As gotas foram
cobertas com 6éleo mineral e incubados a 38,5 ° C em 5% de CO, e ar humidificado.

O padrdo de expressdo dos RNAm do KL1 e KL2 foi avaliado ao longo da MIV em cultivos
interrompidos as 4, 8, 12, 16 e 22 horas (n=4/momento). Complexos cumulus-o6cito imaturos foram utilizados
para representar 0 horas de cultivo. Para avaliar os efeitos do KL sobre a expansdo do cumulus, progressdo da
meiose e expressdo de fatores oocitarios, CCOs foram cultivados por 22 horas e 0 meio de cultivo foi acrescido
de doses crescentes de KL [0, 10, 50 e 100ng/ml (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA); n=9/dose para
avaliacdo dos efeitos sobre a progressdo da meiose e n=4/dose para avaliacdo dos efeitos sobre a expanséo e
expressao génica. Para investigar os efeitos dos fatores oocitarios sobre a expressdo do KL1 e KL2 nas células
do cumulus, o meio de cultivo foi acrescido de doses crescentes de BMP15 [0, 10, 50 e 100ng/ml (R&D
Systems)], FGF10 [0, 0,5, 10 e 50ng/ml (R&D Systems)], FGF16 [0, 1, 10 e 100ng/ml (R&D Systems)], FGF8

[0, 1, 10 e 100ng/ml (Peprotech Princenton, NJ, USA)] ou FGF17 [0, 1, 10 e 100ng/ml (R&D Systems)].

Avaliacdo da expansao das células do cumulus e progressdo da meiose nos odcitos
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Complexos cumulus-o6citos intactos apés o cultivo de 22 horas foram submetidos a avaliagdo visual em
estereomicroscépio da expansao das células do cumulus e classificados em grau 1, 2 ou 3, onde grau 1 indicou
expansdo ausente ou muito fraca, grau 2 expansio moderada e grau 3 expansdo completa.

Para avaliacdo do progresso da meiose, 0s oocitos foram desnudos, submetidos a coloragdo com o
reagente HOESCHT 33342 (Sigma, St. Louis, MO, USA) e observados em microscopio de epifluorescéncia sob

excitacdo de luz UV.

Andlise da expressao génica

As células do cumulus e odcitos (n= 20CCO/grupo) foram mecanicamente separados por sucessivas
pipetagens em gotas de PBS. Odcitos desnudos foram lavados trés vezes em PBS. As células do cumulus foram
transferidas para um tubo de 1,5 ml, centrifugadas durante 5 minutos a 700 g, apés o que o sobrenadante foi
descartado e 350 ul de tampédo de lise foram adicionados ao precipitado de células celulares, o que foi
armazenado a -80°C para posterior extracdo de RNA. A extracdo do RNA total dos pools de 20 odcitos e celulas
do cumulus de grupos de 20 CCOs foi realizada utilizando-se o kit RNeasy (Qiagen, Mississauga, ON, CA)
conforme as instru¢bes do protocolo do fabricante. Ap6s a purificacdo, as amostras de RNA total foram
suspensas em 30 pl de adgua ultrapura livre de RNAse. A concentragdo do RNA total extraido das amostras foi
mensurado no epectofotdmetro NanoDrop ND 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Aliquotas de
100ng de RNA total foram tratadas com DNAse I (1 U/ug; Invitrogen, S&o Paulo, Brazil) e sd entdo submetidas
a transcrigdo reversa com primers Oligo-dT e enzimas Omniscript ou Sensiscript (Qiagen, Mississauga, ON, CA)
para células do cumulus e odcitos, respectivamente.

A avaliacdo da expresséo génica foi realizada por RT-PCR em tempo real com termociclador ABI 7500
utilizando o sistema de deteccdo Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) com volume final
de 25l para todos os genes alvos e enddgenos. Os ciclos de PCR foram repetidos 40 vezes conforme a seguir:
95°C por 10 minutos, desnaturacdo a 95°C por 10 segundos seguido de anelamento por 1 minuto. As
temperatura de anelamento foram distintas para cada primer e aparecem especificadas na Tabela 1, bem como a
sequéncia e tamanho dos amplicons (fragmentos amplificados). As reacfes foram otimizadas para obter maxima
eficiéncia para cada gene. Para KL foram designadas estratégias na montagem dos primers. Desenhou-se o par
de primers KL1-2 com o primer forward no exon 2 e o primer reverse no exon 4 da sequéncia bovina do KL, a

fim de localizar as duas isoformas. Posteriormente, utilizando-se primers especificos para KL2, (forward na
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juncéo entre 0 exon 2 e 0 exon 4 e reverse no exon 4) e KL1 (forward no exon 2 e reverse no exon 3), avaliando
as duas isoformas separadamente.

Cada amostra foi corrida em duplicata e a especificidade do produto de PCR foi testada pela curva de
dissociagdo e avaliagdo do tamanho do amplicon em eletroforese em gel de agarose 2,5%. Para selecdo do
controle endégeno mais estavel, os perfis de amplificacdo dos genes Ciclofilina-A (CYC-A), Gliceraldeido-3-
fosfato dehidrogenase (GAPDH) e Histona (H2A) foram testados utilizando o programa geNorm para Microsoft
Exel (medgen.ugent.be/genorm; VANDESOMPELE et al., 2002). Tanto para odcitos quanto para células do
cumulus, o gene enddgeno mais estavel foi a CYC-A. Os valores de expressao relativa para cada gene foram
calculados pelo método AACt com corregdo da eficiéncia e uma amostra como calibradora (PFAFFL, 2001). A
média da eficiéncia para cada gene foi calculada a partir do perfil de amplificacdo de cada amostra com 0

software LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003).

Andlise estatistica

Os dados de progressdo da meiose e expansdo das células do cumulus foram transformados em
arcoseno. Os dados de expressdo génica foram transformados em log quando ndo apresentaram distribuicdo
normal e quando mesmo apés transformacao a distribui¢do ndo foi normal, o teste ndo paramétrico de Wilcoxon
foi utilizado na avaliagdo da expressdo de GDF9, BMP15 e c-KIT no o6cito tratado com KL. De forma geral,.0s
efeitos do tempo e dos tratamentos foram testados por andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
com teste de Tukey-Kramer HSD quando diferentes. A anélise estatistica foi feita utilizando-se o software JMP
(SAS Institute, Cary, NC, USA) e os resultados séo apresentados como média * erro padrdo da média (EPM).

Diferencas foram consideradas significativas quando P<0.05.

Resultados
1- Expressdo das isoformas KL1 e KL2 em células do cumulus e do receptor c-KIT no odcito bovino ao
longo da maturacdo in vitro de CCOs bovinos

Para confirmar a presenca das duas isoformas do KL (KL1 e KL2) nas células cumulus utilizamos
primers especificos para verificar a presenca das duas isoformas. Dessa forma, observou-se a presenca de dois
picos de dissociacdo (Fig. 1a) no RT-PCR em tempo real, indicando a produgdo de dois amplicons de tamanho

diferentes. Na eletroforese em gel de agarose 3%, duas bandas foram visualizadas, uma banda de 122pb
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correspondente a isoforma 2, desprovida do exon 3 de 84 nucleotideos, e uma outra banda de 206pb
correspondente ao KL1, a isoforma completa (Fig. 1b). As duas isoformas foram encontradas tanto nas células
do cumulus imaturas quanto nas maturadas por 22 horas.

Posteriormente, utilizando-se primers especificos para KL2 e KL1, foi confirmada a expressao de
ambas as isoformas por RT-PCR em tempo real apresentando pico de dissociacdo Unico para cada par de
primers, seguido por eletroforese identificando banda Unica para cada par de primers (111pb e 92pb para KL1 e
KL2, respectivamente).

Os padrdes de expressdo dos RNAm do KL1 e KL2 nas células do cumulus ao longo da maturagdo in
vitro de CCOs mostraram-se semelhantes. Observou-se menor expressao dos RNAm do KL1 e KL2 nas células
do cumulus imaturas e aumento da abundancia dos RNAm durante a MIV com niveis maximos atingidos as 12

horas do cultivo (Fig. 2). J& a expresséo do receptor c-kit no odcito ndo variou ao longo da maturacéo (Fig. 2).

2- Efeitos do KL sobre a maturacgao e expansdo das células do cumulus.
A adicdo de KL ao meio de cultivo ndo afetou a expansdo das células do cumulus (Fig. 3), mas
estimulou a progressdo da meiose conforme indicado pelo aumento da proporcdo de odcitos em meiose Il e

diminuicdo da proporcdo de odcitos em meiose | observado em CCOs cultivados com 50ng/mL de KL. (Fig. 4).

3- Efeitos do KL e dos FSOs sobre a expressdo génica

O KL ndo interferiu na expressdo dos RNAm dos FSOs investigados (FGF16, BMP15 e GDF9), nem na
expressdo do c-kit ( Fig. 5)

O FGF16 e 0 FGF17 ndo alteraram a expressdo dos RNAm do KL1 e KL2. Distintamente, 0 FGF8, o
FGF10 e a BMP15 alteram de forma particular a expressdo dos RNAm do KL. O FGF8 aumentou a expressao
dos RNAm do KL1 e do KL2 nas doses de 10 e 100ng/ml, enquanto que a BMP15 aumentou apenas a expressao
do RNAm do KL1, mas ndo do KL2, na dose de 100ng/mL. Em contraste, 0 FGF10 reduziu a expressdo do

RNAmM do KL2 na dose de 100ng/mL sem interferir na expressdo do KL1 (Fig. 6).

Discusséo
O dialogo das células do cumulus com o o6cito via secrecdo de fatores paracrinos é indispensavel para a
aquisicdo da competéncia oocitéria. Este estudo demonstra pela primeira vez que o KL secretado pelas células do

cumulus estimula a progressao da meiose e é regulado pela BMP15 e FGFs oocitarios em bovinos.
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Os resultados da andlise da expressdo dos RNAm do KL1 e KL2 ao longo da maturagéo in vitro de
CCOs indicam de forma inédita que essas isoformas tém padrdo de expressdo semelhante ao longo da
maturagdo, com niveis baixos antes do inicio da maturagéo e nivel méximo de expressdo as 12 horas do cultivo.
O aumento da expressdo das isoformas do KL durante a MIV sugere o envolvimento do KL no controle da
diferenciacdo do CCO. Este é o primeiro estudo a investigar a expressao das isoformas KL1 e KL2 nas células
do cumulus de bovinos ao longo da maturacéo.

Como o sistema de MIV simula a fase pré-ovulatéria, pode ser que o padrdo de expressdo do KL1 e
KL2 esteja sendo mantido como o padrdo in vivo, mostrado em camundongos por Joyce et al., (1999), onde o
KL1 e KL2 estdo com baixa expressdo nas células da granulosa mural e células do cumulus na fase antral mas na
fase pré-ovulatoria sofre um incremento da expressao de KL1 e KL2 em ambos tipos celulares.

O FSH pode estumular a expressao de KL (DRIANCOURT et al., 2000), sugere-se que 0 incremento de
expressdo de KL encontrado se deve ao FSH que pode estar atuando via EGF, embora em camundongos o EGF
ndo tenha efeito positivo na expressao de KL (JOYCE et al., 1999)

E sabido que a BMP15 e 0 GDF9 regulam a expressio do KL em roedores. A BMP15 estimula a
expressdo de KL e o GDF9 inibe a expressdo de KL em camundongos (THOMAS; VANDERHYDEN, 2006).
SupBe-se que, em camundongos, odcitos de foliculos pré antrais secretem primariamente BMP-15, o que
estimula a expressdo de KL, enquanto que odcitos de foliculos antrais expressam primariamente GDF-9,
reduzindo a expressdo do KL. Contudo, distintamente de oocitos murinos, odcitos bovinos expressam mais
BMP15 do que GDF9 na fase antral (CRAWFORD; MCNATTY, 2012), o que pode determinar diferencas na
regulacdo da expressdo do KL nas células do cumulus entre as espécies. Durante o cultivo de CCO
oocectomizados apresentam expressdo de KL1 e KL2 nas células do cumulus maior do que CCO intactos e CCO
oocectomizados cultivados com odcitos, sugerindo que o odcito inibe a expressdo de KL (JOYCE et al., 1999).
Um contraste interessante com nossos resultados onde fatores seretados pelo odcito estimularam a expressédo de
KL. Esse contraste eventualmente se deve a diferencas entre espécies mas também no sistema de cultivo, pois
em nosso experimento utilizamos apenas CCOs intactos tratados com FSO ndo retirando a influéncia do odcito.

Os FSO alteraram a expressdo do KL nas células do cumulus. Dentre os FSO testados, apenas 0 FGF16
e 0 FGF17 ndo interferiram na expressdo do KL1 e do KL2. A BMP15 elevou a expressdo de KL1 e nédo
interferiu na expressao de KL2. O efeito estimulatério da BMP15 sobre a expressdo do KL1 é compativel com
estudos em foliculos pré-antrais de roedores, sugerindo que essa acdo da BMP15 é independe da fase de

desenvolvimento.
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O FGF10 inibiu a expressdo do KL2 nas células do cumulus no presente estudo, em contraste com 0s
efeitos positivos do FGF7, membro da mesma familia de FGFs e capaz de ativar os mesmos subtipos de
receptores, sobre a expressdo do KL em células da granulosa de foliculos pré-antrais de roedores (PARROT;
SKINNER, 1998; PARROT; SKINNER, 2000; KEZELE et al., 2005) e em CCOs bovinos co-cultivados com
células da granulosa (CHO et al., 2008). O FGF7, tanto em ratos como em bovinos, é expresso na camada da
teca e estimula a expressdao de KL. Distintamente do FGF10, o FGF7 ndo é expresso pelo o6cito bovino
(BURATINI et al., 2007). Portanto, é I6gico supor que o FGF10 seja mais importante na regulagdo parécrina das
células do cumulus. O efeito inibitdrio do FGF10 sobre a expressao do KL2, sugerido como subtipo do KL mais
potente em estimular a competéncia oocitaria (TAJIMA et al., 1998; KIDDER; VANDERHYDEN, 2010),
parece ndo comprometer a competéncia para o desenvolvimento do CCO, uma vez que Zhang et al., (2010)
demonstram que o FGF10 estimula a progressdo da maturacdo e favorece o desenvolvimento de embrides in
vitro. O efeito inibitério do FGF10 sobre o KL2 foi observado as 22 horas da MIV. E possivel que esse efeito
restrinja-se ao final da maturacdo e ndo interfira em momentos anteriores mais determinantes da diferencia¢do
do CCO. A avaliacdo dos efeitos do FGF10 e de sua interagdo com outros FSOs na regulacdo da expressao do
KL1 e KL2 ao longo da MIV é necessaria para uma melhor compreensdo do impacto da sinalizacdo do FGF10
sobre o sistema KL.

Distintamente, o FGF8 estimulou a expressdo do KL1 e do KL2 no presente estudo. Os diferentes
efeitos do FGF8 em relacdo ao FGF10 podem ser decorrentes da sinalizacdo por receptores distintos. Enquanto o
FGF10 ativa preferencialmente o FGFR1B e o FGFR2B, o FGF8 ativa 0 FGF3C, o FGFR4 e o FGFR2C
(ZHANG, et al., 2006). Por outro lado, a discrepancia entre os efeitos do FGF8 e do FGF17, que ndo alterou a
expressdo do KL1 e KL2, é intrigante. Esses FGFs pertencem a mesma familia, ativam os mesmos receptores
mas tém padrdes de expressdo diferentes no CCO, o FGF8 estd presente no odcito imaturo e no maturado
enquanto o FGF17 esta presente apenas no oécito imaturo (ZHANG ET AL., 2006; CAIXETA, 2012).

Na literatura as informac@es sobre interacfes FGF-FGFR sdo incompletas e contraditdrias. A presenca
de 18 ligantes e sete FGFRs cria 126 potenciais intera¢des do complexo FGF-FGFR, onde apenas uma pequena
fracdo tem sido estudada (MOHAMMADI et al., 2005b). A ativacdo de um receptor FGFR pode ocorrer por
varios FGFs, por exemplo o FGFR2b pode ser ativado tanto pelo FGF1 quanto pela familia FGF7, mas para que
ocorra a dimerizacdo do receptor e ativacdo da via sinalizacdo existe uma diferenca, o FGF7 precisa de
oligossacarideos mais longos do que FGF1 para que a sinalizacdo ocorra (MOHAMMADI et al., 2005a), além

disso membros de uma mesma familia que se ligam ao mesmo receptor como FGF7 e FGF10 podem resultar em
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respostas celulares diferentes por terem ativarem a dimerizacdo do receptor de forma diferenciada e que a
alteracdo estrutural do FGF10 para a mesma estrutura do FGF7 pode gerar a mesma resposta que o FGF7
(MAKARENKOVA et al., 2009).

A observagdo do aumento da expressdo do KL durante a MIV motivou a investigacdo dos seus efeitos
sobre a expansdo do cumulus e progressdao da meiose. Nenhum efeito foi observado sobre a expansdo do
cumulus, mas o tratamento com KL estimulou a progressdo da meiose. Os efeitos do tratamento com KL sobre a
maturagdo do complexo cumulus-odcito ja foram testados em camundongos por Ye et al., (2009), que ndo
encontraram alteracdo na expansédo das células do cumulus, mas observaram efeito positivo sobre a progressao
da meiose, em sintonia com os dados presentes.

O KL regula proliferagdo, sobrevivéncia, migracdo, crescimento e diferenciagdo celular por meio de
varias vias de sinalizacdo, sendo a PI3K/AKT (fosfatidil inositol 3 quinase/proteina quinase B) uma das
principais (MERKWITZ et al., 2011). O efeito do KL sobre a matura¢do nuclear observado no presente estudo é
compativel com agbes conhecidas da via PI3BK/AKT. A AKT esté envolvida diretamente na progressdo do ciclo
celular e estimula a transicdo tanto da fase G1 para a fase S, quanto da fase G2 para a fase M. Na transicdo G1/S
ocorre ativacdo de varios fatores, dentre eles a ciclina D e a ciclina E. Na transicdo G2/M ocorre ativacdo da
ciclina B e do fator CDC25, ambos envolvidos na ativacdo do fator promotor da maturacdo (MPF; LIU et al.,
2006; LIM et al., 2010; MERKWITZ et al., 2011; XU et al., 2012). O MPF induz o RVG (rompimento da
vesicula germinativa), retomada da meiose, a condensacéo parcial dos cromossomos, além de ativar as vias da
MAPK (proteina quinase ativada por mitdgenos) e RhoA. A MAPK permite a condensagdo cromossémica e a
organizacdo dos microtibulos para formacdo do fuso meidtico, além de recrutar filamentos de actina e miosina.
A RhoA faz o recrutamento apenas de miosina. Ambos os fatores séo ativados pelo MPF e ativam a contracéo do
anel de actina/miosina formado préximo ao fuso meiético, ocorrendo entdo a extrusdo do corpusculo polar.
(KOTANI; YAMASHITA, 2002; WU et al., 2010). Se ocorrer uma falha na ativacdo da MAPK ou do RhoA, o
alinhamento e a separa¢do cromossdmica sao prejudicados (KOTANI; YAMASHITA, 2002).

Além disso, o fato da expressdo de KL1 e KL2 estar elevada nas células do cumulus as 12 horas de
cultivo, coincidente com a formagdo do primeiro fuso meidtico e o pico de atividade MPF em bovinos
(GONGALVES et al., 2008), reforga a hipétese de que o KL estimulou a progressao da meiose via ativacdo da
sinalizacdo PI3K/AKT e do fator MPF no presente estudo, embora esses parametros ndo tenham sido medidos. E
possivel que essa via de sinalizacdo ainda colabore para a formagdo do segundo fuso meiético, pois a expressdo

do KL manteve-se elevada até o final da maturacdo nas células do cumulus no presente estudo.
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O KL ndo interferiu na expressdo dos principais fatores secretados pelo o6cito bovino. Em oécitos de
foliculos pré-antrais de roedores, o KL inibiu a expressdo de BMP15 (THOMAS; VANDERHYDEN, 2006;
HUTT et al., 2006) e, em odcitos de foliculos antrais de ratos cocultivados com células da granulosa, ele
aumentou a expressao do FGF8 (MIYOSHI et al., 2012). Em contraste, em nosso estudo o KL ndo interferiu na
expressdo dos FSO bovino durante a MIV. Esse resultado é compativel com o conceito de que os RNAm
oocitarios estdo relativamente estaveis e que ha pouca atividade transcricional na fase de maturagcdo. Embora a
atividade transcricional dos odcitos diminua drasticamente apds atingirem seu tamanho maximo, estudos
recentes sugerem que alguns genes possam ser transcritos durante a maturagdo como STC1 que regula
metabolismo e homeostase mineral, PLAU regula a expansdo das células do cumulus, ANXA1 que regula

apoptose e sinalizagdo celular (MAMO et al., 2011)

Concluséo

O presente estudo demonstra pela primeira vez a presenca das duas isoformas do KL nas células do
cumulus e seu padrao de expressao ao longo da maturacdo. O aumento da expressdo do KL durante a maturacao
do CCO sugere seu envolvimento nos mecanismos reguladores desse processo. Além disso, os dados presentes
indicam que o KL estimula a progressdo da meiose e que diferentes FSOs regulam de forma particular a
expressdo das isoformas do KL nas células do cumulus. Esses resultados contribuem para um melhor
entendimento da interacdo entre o o6cito e as células do cumulus, importante para o aprimoramento dos

protocolos para maturacdo in vitro do CCO.
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Kit ligante estimula o progresso da meiose e sua expressdo é estimulada pela proteina morfogenética dssea

15 (BMP15) e por fatores de crescimento dos fibroblastos (FGF) no complexo cumulus-odcito bovino.

TABELA

Tabela 1: Sequéncia dos primers, tamanho dos amplicons, temperatura de anelamento,

concentracdo final do primer e eficiéncias de amplificagdo para cada gene avaliado

Amplico | Temperatura | Concentraga
Genes Sequéncia de Primers (5’- 3) Eficiéncia
n anelamento o
F-GTCAGCAGCCAAGAGGTAGTG
BMP15 306bp 59°C 200nM 98.7%
R- CCCGAGGACATACTCCCTTAC
F-TGGTCCTTGCTGAAGCATCTAGA
GDF9 202bp 59°C 250nM 94.80%
R- ACAGTGTTGTAGAGGTGGCTTCT
F-ATCATGAAGACCTGCTGGGATGCT .
C-KIT 128bp 60°C 300nM 91%
R-GGGCTGCAGTTTGCTAAGTTGGAA
F-TGCCTTCAAGGACTTGGAGATAGTGG 122pb e
KL1-2 61°C 200nM 96.42%
R-CTGCCCATTGTAGGCTGGAATCTT 206pb
F- GTGTGATTTCCTCAACATCAAGTCC
KL1 111pb 60°C 300nM 96.8%
R- TGCTACTGCTGTCATTCCTAAGGG
F- AAGGGAAGGCCTCAAATTCCATTGAAGA
KL2 92pb 60°C 300nM 93%
R- AGCAAACCCGATCACAAGAGA
F — GAGGAGCTGAACAAGCTGTTG
H2A 104pb 60°C 350nM 94%
R—TTGTGGTGGCTCTCAGTCTTC
F - GGCGT
GAPDH 119pb 62°C 150nM 87%
R — CCCTCCACGATGCCAAAGT
F — GCCATGGAGCGCTTTGG
CYC-A 65pb 60°C 300nM 99.8%
R — CCACAGTCAGCAATGGTGATCT
F — ACTGGTACAACACCTATGCCTCCA
FGF16 84pb 61°C 300nM 98%
R — AGCCGTCTTTATTCAGGGCCACAT
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Kit ligante estimula o progresso da meiose e sua expressao é estimulada pela proteina morfogenética dssea

15 (BMP15) e por fatores de crescimento dos fibroblastos (FGF) no complexo cumulus-oécito bovino.

ILUSTRACOES
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Figura 1: (A) Curva de dissociacdo do RT-PCR em tempo real. Mostrando dois picos indicativo da presenca de
dois tamanhos de amplicons, pois a dissociagdo ocorre em duas temperaturas. (B) Eletroforese em gel de agarose
3%. Mostrando presenca da isoforma completa (206 pb) e a isoforma sem exon 3 (122pb), tanto nas células do

cumulus maturadas (CC mat) quanto nas células do cumulus imaturas (CC imat).
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Figura 2: Abundéancia relativa de RNAm de KL1 e KL2 nas células do cumulus durante o cultivo in vitro de
CCO por 0 (imaturo), 4, 8, 12, 16 e 22 de maturagdo (n= 4 réplicas; KL1 p=0.0001; KL2 p=0.0001), letras
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eficiéncia. Barras com letras diferentes representam diferencas significativas (P<0.05).
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RESULTADOS COMPLEMENTARES

EFEITO DA INTERACAO ENTRE FGF10 E BMP15 SOBRE A EXPRESSAO

DE KL1 E KL2 EM CELULAS DO CUMULUS BOVINAS
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1.INTRODUCAO

Diante do fato de que o KL estimulou a progressdo da meiose e de
estudos prévios demonstrando que FGFs e BMP15 cooperam na regulacdo de
aspectos importantes da diferenciacdo das células do cumulus como a
atividade glicolitica (SUGIURA et al., 2007) e a expressao de receptores
(NPR2) envolvidos no controle da meiose (ZHANG, M. et al., 2010), surgiu a
hipotese de que os FGFs oocitarios e a BMP15 poderiam interagir no controle
da meiose via regulacdo da transcricdo do KL nas células do cumulus. Os
estudos sobre a interagdo da BMP15 com os FGFs foram iniciados focando-se
o0 FGF10, sendo que estudos em curso investigam a interacéo entre a BMP15 e
os FGFs 8 e 17.

Levando-se em consideracdo os efeitos distintos dos FSOs sobre
cada uma das isoformas do KL (KL1 e KL2) conforme descrito no capitulo
anterior, a expresséo de ambas tem sido avaliada no estudo da interagéo entre
a BMP15 e os FGFs. Além disso, como a expressdo de ambas as isoformas
mostrou-se crescente ao longo da MIV e com valores maximos atingidos as 12
horas do cultivo, decidiu-se pela investigacdo dos efeitos da BMP15, FGF10 e
da combinacdo de ambos sobre a expressédo dos RNAmM do KL1 e do KL2 ao
longo da MIV, mais precisamente as 4, 12 e 22 horas. Acredita-se que a
analise ao longo do cultivo seja importante para que efeitos funcionalmente
relevantes dos FSOs sobre a expressdo do KL ndo sejam ignorados numa

analise temporal pontual.

2.MATERIAL E METODOS

Maturacdao in vitro

A maturacao e a preparacao do meio base de cultivo conforme descrito
no capitulo dois.

Os CCOs foram divididos em grupos de 20 e submetidos a MIV por 4, 12
e 22 horas em meio de base de cultivo previamente descrito sem adicdo de
fatores de crescimento (grupo controle) ou com adicdo de FGF10 (10ng/ml),
BMP15 (100ng/ml) ou FGF10 (10ng/ml) com BMP15 (100ng/ml) (n=4 por
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tratamento por momento de cultivo), COCs imaturos foram utilizados para
representar O horas de cultivo

Andlise da expressédo génica

Foi realizado conforme descrito no capitulo dois.

Anélise estatistica

Os dados de expressdo génica foram testados por andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas com teste de Tukey-Kramer HSD. A analise
estatistica foi feita no software JMP (SAS Institute, Cary, NC, USA) e os
resultados apresentados como média = e erro padrdo da média (SEM).

Diferencas foram consideradas significativas quando P<0.05.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

O FGF10 sozinho ndo afetou a expressdo do RNAm de nenhuma das
isoformas do KL em nenhum dos trés momentos avaliados. No capitulo
anterior, o FGF10 inibiu a expressédo do KL2 na dose de 100ng/ml, mas ndo na
dose de 10 ng/mL utilizada neste estudo. Em estudos anteriores observamos
que o FGF10 a 10ng/mL é capaz de estimular a expansdo do cumulus e que
esse efeito é perdido quando a dose é aumentada para 100 ng/mL (CAIXETA,
2012). Especula-se gue o efeito inibitério do FGF10 sobre a expressado do KL2
observado anteriormente seja decorrente de dose excessiva e nao tenha
relevancia fisiologica, A expressdo do RNAm do KL2 n&o foi alterada por
nenhum dos tratamentos no presente estudo (Fig. 1).

O tratamento com BMP15 elevou a expressdo do RNAm do KL1 apenas
as 22 horas de cultivo, de forma compativel com resultados anteriores. A
combinacdo da BMP15 com o FGF10 estimulou a expressdao do RNAm do KL1
em relacdo ao controle e aos tratamentos com BMP15 ou FGF10
separadamente as 12, mas ndo as 22 horas do cultivo. Embora, a combinacéo
BMP15/FGF10 ndo tenha promovido aumento adicional da expressdo do
RNAmM do KL1 em relagéo ao efeito da BMP15 sozinha as 22 horas de cultivo,
os resultados presentes indicam que a interacdo entre esses FSOs € capaz de
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antecipar o aumento da expressao do KL1 e potencialmente seus efeitos sobre

0 oo0cito durante a MIV.
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Figura 1: Efeitos do FGF10, BMP15 e da combinagdo de ambos sobre a
expressao relativa dos RNAmM do KL1 e do KL2 em diferentes momentos da
MIV.(4, 12 e 22 horas, n=4 por tratamento por momento). Letras diferentes
representam diferengas significativas (P<0,05). Dados sdo apresentados como
a média dos valores (£S.E.M.) relativos a amostra calibradora calculado pelo

método de AACt com correcgéo da eficiéncia.

4.CONCLUSAO

Em conclusao, os dados sugerem que a combinacdo da BMP15 com o
FGF10 induz aumento antecipado da expressdo do KL1 em células do cumulus
durante a MIV bovina e que esses FSOs cooperam no controle da expressao
do KL1 no CCO bovino.
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CONSIDERACOES FINAIS

Levando-se em consideracdo a importancia da interagéo entre as células
do cumulus e o odcito na diferenciacdo do complexo cumulus-odcito, este
trabalho avaliou o padrao de expressdo do KL ao longo da MIV, bem como
seus efeitos sobre a expansdo do cumulus e o progresso da meiose. Além
disso, investigou-se a interagao entre o KL e os principais fatores expressos no
00cito bovino por meio da avaliacdo dos efeitos dos FSOs sobre a expressao
do RNAm do KL nas células do cumulus, bem como dos efeitos do KL sobre a
expressdo dos RNAmM dos FSO. Adicionalmente, investigamos os efeitos da
interacdo entre o FGF10 e a BMP15 sobre a expressédo do KL ao longo da MIV.
Em resumo, foi demonstrado efeito positivo do KL sobre a progressdo da
meiose e que sua expressdo é regulada diferentemente pelos FSO. Além
disso, demonstrou-se que o FGF10 e a BMP15 interagem para estimular a
expressédo do KL nas células do cumulus.

Os resultados apresentados nesta dissertacdo contribuem para uma
melhor compreenséo das interacdes regulatdrias entre o o0cito e as células do
cumulus e estimulam novos estudos sobre acdes sinérgicas envolvendo outros
fatores oocitarios na regulacdo de diferentes aspectos da diferenciacdo do
CCO. Por fim, estudos dessa natureza, por permitirem um melhor
entendimento da rede de comunicacao entre o odcito e as células do cumulus e
da regulacdo de varios aspectos cruciais da diferenciacdo do CCO deverdo

possibilitar o aprimoramento de estratégias para o controle da fertilidade.
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