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ACUMULO DE TRANSCRITOS EM CELULAS DO CUMULUS
CULTIVADAS NA PRESENCA DO PRECURSOR DO PEPTIDEO
NATRIURETICO TIPO C E SEUS EFEITOS SOBRE A
MATURACAO E AQUISICAO DA COMPETENCIA DO OOCITO
NA ESPECIE BOVINA

RESUMO - Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito do
precursor do peptideo natriurético tipo C (NPPC) durante o cultivo de pré-
maturacdo in vitro (pré-MIV) de odcitos bovinos sobre: 1) a progressao da
maturacdo nuclear; 2) a expressao génica das células do cumulus e 3) a
aquisicdo da competéncia do odcito para o desenvolvimento embrionario in
vitro. Os complexos cumulus-odcito (CCOs) foram pré-MIV com 100 nM NPPC
por 8 horas (grupo NPPC) e, ao final do periodo, foram lavados para completa
remocao do NPPC e submetidos a MIV por 22h. Apos 8h de pré-MIV e apés 8h
de pré-MIV seguidas de 22h de MIV (duracéo total do cultivo = 30h) foram
avaliadas a progressao da maturacdo nuclear e a expressao relativa de mRNA
nas células do cumulus. O grupo controle (C) foi maturado na auséncia de
NPPC por até 30h, e as mesmas avaliacbes anteriores foram realizadas
imediatamente apds a remocao do ambiente folicular (C0), apds 8h de cultivo
(C8), apos 22h de cultivo (C22) e apdés 30h de cultivo (C30). Em outro
experimento, cujos tratamentos foram idénticos aos supramencionados, 0S
oocitos foram fecundados ao término da MIV e foi avaliado o desenvolvimento
embrionério até a fase de blastocistos. Apds 8h de cultivo de pré-MIV, a andlise
da progressdo da meiose demonstrou que o grupo CO apresentou 58,9% de
estruturas com configuracdo de GV1, enquanto que o grupo C8 apresentou
apenas 13,9% de estruturas nesta configuragéo (P<0,05). A proporcéo de GV1
no grupo NPPC foi semelhante a ambos estes grupos (22,8%; P>0,05). Por
outro lado, o grupo C8 apresentou maior taxa de GV3 em relacdo ao CO
(53,1% vs. 3,62%; P<0,05), sem diferencas com o grupo NPPC (38,7%;
P>0,05). Ao final do cultivo de MIV, ndo foi observada diferenca entre os
grupos (C22 vs. NPPC vs. C30) com relacdo a maturacdo nuclear, todavia,
houve maior taxa de odcitos degenerados no C30 em comparacdo com C22
(11,4% vs. 2,8%; P<0,05). A andlise da expressdo relativa de genes das
células do cumulus ap6s 8h de pré-MIV com NPPC evidenciou aumento
(P<0,05) na expressdo de genes relacionados a expansao destas células
(GREM1, PTGS2/COX2, PTX3, TNFAIP6 e VCAN), a maturagdo oocitaria
(BDNF, EGFR, NOS3, PDE5A, PRKCD e STAT3) e ao desenvolvimento
embrionéario (IGF1R, KRT8 e LUM). Ao final do cultivo de MIV, observou-se no
grupo NPPC que o gene PTX3, relacionado a expansdo das células do
cumulus, além dos genes AREG e BDNF, relacionados a maturagéo oocitaria,
e o0 gene LUM, relacionado ao desenvolvimento embrionario estavam mais
expressos em comparacdo com o grupo C30 (P<0,05). Com relacdo ao
desenvolvimento embrionario, 0s grupos experimentais ndo apresentaram
diferenca (P>0,05) quanto a taxa de clivagem (média de 73,22%). Embora o
grupo NPPC néo tenha diferido (P>0,05) de C22 e C30 quanto a taxa de
blastocistos, houve diferenca entre C22 e C30 (69,3 vs. 37,4; P<0,05). Todavia,
ndo houve diferenga entre os grupos com relacdo ao numero de células totais
(blastdbmeros) e apoptéticas (P>0,05). Em concluséo, o cultivo de pré-MIV de
odcitos bovinos por 8h com 100nM NPPC nao bloqueou a retomada da meiose,



mas a progressao da meiose ocorreu de forma mais lenta e impediu o
envelhecimento e degeneracdo dos odcitos. O cultivo de odcitos por tempo
prolongado (30h) na auséncia de NPPC foi prejudicial para o desenvolvimento
embrionario, mas o tratamento com NPPC (8h pré-MIV+22h MIV = duracéo
total de 30h) reverteu parcialmente este indice.

Palavras-chave: maturacdo in vitro, cultivo de pré-maturacdo, bloqueio
meiotico, odcito.



TRANSCRIPTS ACCUMULATION IN CUMULUS CELLS CULTURED WITH
C-TYPE NATRIURETIC PEPTIDE PRECURSOR AND ITS EFFECTS ON
BOVINE OOCYTE MATURATION AND ACQUISITION OF COMPETENCE

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the effect of the C-type
natriuretic peptide precursor (NPPC) during pre in vitro maturation culture (pre-
IVM) of bovine oocytes on: 1) nuclear maturation progress; 2) gene expression
in cumulus cells and 3) acquisition of competence for in vitro embryo
development. Cumulus oocyte complexes (COCs) were pre-IVM with 100 nM
NPPC for 8 hours (NPPC group) and then were washed for the complete
removal of NPPC and submitted to IVM for 22h. After 8h pre-IVM followed by
22h IVM (total culture time = 30h) oocytes were evaluated for nuclear
maturation progress and cumulus cells for relative mRNA expression. Control
group (C) was IVM in the absence of NPPC for up to 30h and the same
evaluations were made immediately after follicle removal (CO) and after 8h (C8),
22h (C22) and after 30h of culture (C30). In another experiment with the same
treatment, the oocytes were fertilized at the end of IVM and embryo
development to the blastocyst stage was evaluated. After 8 hours of pre-IVM
culture, meiosis progression analysis showed 58.9% of oocytes in GV1
configuration in CO, while C8 had only 13.9% (P<0.05). The GV1 rates in NPPC
did not differ from any group (22.8%; P>0.05). On the other hand, C8 showed
higher rates of GV3 in comparison with CO (53.1% vs. 3.62%; p<0.05) and no
differences compared to NPPC (38.7%; P<0.05). At the end of IVM culture, no
differences between groups (C22 vs. NPPC vs. C30) were observed in nuclear
maturation, however, higher rates of degenerated oocytes were observed in
C30 in comparison with C22 (11.4% vs. 2.8%; P<0.05). The relative gene
expression analysis in cumulus cells after 8h pre-IVM with NPPC showed an
up-regulation in genes related to cumulus cells expansion (GREM1,
PTGS2/COX2, PTX3, TNFAIP6 and VCAN), oocyte maturation (BDNF, EGFR,
NOS3, PDE5A, PRKCD e STAT3) and embryo development (IGF1R, KRT8 and
LUM). At the end of IVM culture, the cumulus cells expansion related gene,
PTX3, the oocyte maturation genes, AREG and BDNF, and the embryo
development gene, LUM, were up-regulated in NPPC in comparison with C30
(p<0.05). Regarding embryo development, the cleavage rates did not differ in
experimental groups (mean around 73,22%). Besides, blastocyst rates did not
differ between NPPC (P>0.05) and the other groups, but there was a difference
between C22 and C30 (69.3 vs. 37.4%; P<0.05). There was no difference
between the groups in total cell number (blastomeres) and apoptotic cells
(P<0.05). In conclusion, the pre-IVM culture of bovine oocytes for 8h with
100nM NPPC did not block meiosis resumption, but meiosis progression
occurred more slowly and prevented aging and degeneration of the oocytes.
The prolonged time of oocyte culture (30h) in the absence of NPPC was
detrimental to embryo development, but NPPC treatment (8h pre-IVM + 22h
IVM = total duration of 30h) partially reversed this effect.

Keywords: in vitro maturation, pre in vitro maturation culture, meiotic block,
oocyte



1 INTRODUCAO

A producgdo in vitro de embrides (PIVE) bovinos consiste em uma
biotecnologia da reproducéo assistida que vem sendo amplamente empregada
em programas comerciais com o intuito de otimizar o potencial reprodutivo das
fémeas. Em 2015, a producdo mundial in vitro de embrides bovinos ultrapassou
a casa dos 600 mil, igualando-se a producdo de embrides in vivo (dados da
Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides - IETS 2016). No entanto,
a PIVE em bovinos ainda apresenta indices insatisfatorios quanto as taxas de
desenvolvimento embrionario, prenhez e nascimentos saudaveis, se
comparadas as taxas obtidas in vivo (MOORE; HASLER, 2017). Os resultados
insatisfatérios devem-se, em grande parte, as condigcbes dos sistemas de
maturacdo in vitro (MIV) que ndo atendem as necessidades da populacéo
heterogénea de od0citos submetidas a esta etapa e, consequentemente,
proporcionam uma aquisicao sub-6tima da competéncia oocitaria (SMITZ et al.,
2011).

In vivo, a cada ciclo estral nas fémeas bovinas, ha o recrutamento de um
“pool” de foliculos ovarianos. No entanto, apenas um destes foliculos cresce
até o estagio pré-ovulatorio, enquanto os demais foliculos recrutados entram
em processo de atresia (revisado por STEVENSON; BRITT, 2017). Durante o
crescimento e desenvolvimento do “pool” de foliculos, os odcitos permanecem
com a meiose blogueada no estadio de dipléteno da préfase | (Pl),
caracterizado pela presenca do envelope nuclear (vesicula germinativa — GV,
do termo em inglés “germinal vesicle”) e cromatina fracamente condensada
(van den HURK; ZHAO, 2005). Nesta fase, a cromatina do o6cito apresenta um
padrao de compactagdo progressiva, classificada em quatro discretos e
progressivos estagios de condensacdo [(GVO a GV3, conforme descrito por
LUCIANO et al., 2014)], os quais sédo correlacionados com a aquisicao da
competéncia meidtica (LODDE et al., 2007). Conforme progride a compactacéo
da cromatina, ocorre um progressivo silenciamento transcricional (LODDE et al,
2008). A fase de atividade transcricional do o6cito € muito importante, pois é

quando ocorre 0 acumulo de moléculas, principalmente RNA, que sustentam o



desenvolvimento embrionario inicial até a fase da ativagdo do genoma
embrionario.

O pico pré-ovulatorio do hormdnio luteinizante (LH) € o estimulo, in vivo,
para que a divisdo meiotica seja retomada e progrida até a fase de metafase
(MIl), quando ha a conclusdo da maturacdo nuclear. O LH promove o
fechamento das junc¢bes “gap” (JG), que consistem em um mecanismo de
comunicacao bidirecional entre as células do cumulus (CCs) e o od6cito. Como
consequéncia, o fluxo de moléculas que mantém a meiose bloqueada para o
interior do odcito é interrompido, dentre as quais o monofosfato de adenosina
ciclica (AMPc) e monofosfato de guanosina ciclica (GMPc). A quebra da
comunicacao celular entre cumulus e odécito, bem como a expanséao das células
do cumulus, marca o inicio de uma série de modificacbes precisamente
coordenadas por fatores de sinalizacdo maternos, ndo apenas a nivel de
remodelamento da cromatina (maturacdo nuclear), mas também a nivel de
reorganizacdo dos componentes citoplasmaticos e do maquinario molecular.
Ao término de todas estas modificaces, 0 o6cito adquire capacidade para ser
fertilizado e sustentar o desenvolvimento embrionario inicial (BLONDIN;
SIRARD, 1995; SIRARD, 2000; EDRY et al.,, 2006; LOODE et al., 2007;
SANCHEZ; SMITZ, 2012).

No entanto, este processo de aquisicdo de competéncia oocitaria é
interrompido quando 0s odcitos sdo removidos mecanicamente do ambiente
folicular inibitério para finalidades de PIVE, o que induz, de forma espontanea,
a condensacdo da cromatina e progressdo da meiose até a fase de Mil. A
progressdo meidtica precoce interrompe a sintese de transcritos, prejudicando
0 acumulo de moléculas necesséarias para as etapas subsequentes do
desenvolvimento, além de acarretar alteracdes nos padrdes de reorganizacao
dos componentes citoplasmaticos (SIRARD, 2000; FERREIRA et al., 2009).
Por estes motivos, 0s o0citos submetidos a MIV constituem uma populacao
heterogénea com relacdo a competéncia, pois os procedimentos empregados
para a recuperacao oocitaria diferem do que ocorre fisiologicamente in vivo e
ocasionam assincronia entre os eventos de maturacdo nuclear, citoplasmatica
e molecular.

A utilizacdo de drogas que bloqueiam a meiose temporariamente confere

tempo e ambiente favoraveis para aquisicdo de competéncia oocitaria in vitro,



pois impedem a condensacdo precoce da cromatina, favorecendo o acumulo
de transcritos e a reorganizacdo citoplasmatica (ALBUZ et al.,, 2010). O
precursor do peptideo natriurético tipo C (NPPC), um membro da familia dos
peptideos natriuréticos, tem sido recentemente utilizado com a finalidade de
evitar a retomada espontanea da meiose em odcitos cultivados in vitro. Este
peptideo, presente fisiologicamente no organismo, atua em diferentes tipos
celulares mediante o receptor para o peptideo natriurético tipo 2 (NPR2),
localizado na superficie celular, e que esta diretamente relacionado a guanilato
ciclase intracelular (NPR2/GC) (MISSONO et al.,, 2012). Os odcitos e,
principalmente, as células do cumulus possuem NPR2 pelo qual o NPPC
apresenta alta afinidade (CESARO et al., 2015). A estimulacdo deste receptor
pela ligagdo com o NPPC induz ao aumento na sintese de GMPc pelas células
do cumulus e impede a ativagdo de enzimas da familia das fosfodiesterases
(PDE), tanto nas células do cumulus (PDE5A) quanto no odécito (PDE3A), além
de manter as juncdes “gap” abertas (FRANCIOSI et al.,, 2014; LIMA et al.,
2016). Consequentemente, a concentracdo intraoocitaria de AMPc se mantém
elevada e a meiose permanece bloqueada.

Desta forma, sugere-se que a utilizacdo do NPPC durante cultivo de pré-
MIV pode aumentar a homogeneidade dos complexos cumulus-oécitos (CCOs)
ao final da maturacdo pois, ao manter o bloqueio da meiose e reprimir a
progressdo da compactacdo da cromatina, permite tempo adicional para o
acumulo de transcritos naqueles odécitos que ainda exibam atividade sintética,
ao mesmo tempo em que previne o envelhecimento daqueles o6citos que se
encontram em estagios mais adiantados do desenvolvimento. Adicionalmente,
a manutencao do blogueio meiético, com consequente manutenc¢éo da abertura
das JG, pode permitir a continuidade do fluxo bidirecional de sinais regulatérios
entre 0 odcito e células foliculares, que sao essenciais para o desenvolvimento
e aquisicdo da competéncia do oocito (GILCHRIST et al., 2008). Por estas
razdes, as células do cumulus tem sido alvo de avaliagdo da transcriptdmica,
pois alguns genes expressos por elas s&o considerados marcadores de
qualidade e competéncia oocitaria, permitindo a adequacdo dos sistemas de
cultivo desses gametas (FRAGOULI et al., 2014).

O objetivo deste estudo foi avaliar a transcricdo génica de células do

cumulus derivadas de complexos cumulus-o6citos bovinos submetidos a pré-



maturacgdo in vitro com NPPC e investigar seus efeitos sobre a maturagao e

aguisicdo da competéncia do odcito.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MATURACAO OOCITARIA

O crescimento e desenvolvimento oocitario nos mamiferos é longo e
inicia-se ainda na vida fetal da fémea, durante a fase de foliculogénese. Assim,
desde os foliculos primordiais, até os estagios de dominancia folicular os
o0citos encontram-se em estadio de diploteno da profase da primeira divisdo
meidtica ou também conhecida como fase de vesicula germinativa (primeiro
blogueio meiotico). Durante todo esse periodo o odcito cresce e armazena
proteinas e RNAm (intensa atividade transcricional), importantes para a
maturacao, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario inicial (FERREIRA et al.,
2009). In vivo, o pico pré-ovulatério do horménio luteinizante é o estimulo
desencadeador para o reinicio da meiose, este horménio induz diversas
alteracdes que resultam na quebra da vesicula germinativa (GVBD — do termo
em inglés “germinal vesicle breakdown”) (condensacdo da cromatina e a
atividade transcricional do odécito cessa) e progressdo até metafase Il (HURK;
ZHAO, 2005). Entre o periodo em que surge a onda pré-ovulatéria de LH e o
momento propriamente dito da ovulacdo, ocorre a maturagao oocitaria, ou seja,
alteracdes bioquimicas e estruturais no nucleo e citoplasma, de forma
sincronizada que duram em média 24 horas (MACHATKOVA et al., 2004).

2.1.1 Maturacéao nuclear

A maturagdo nuclear dura em média 24 horas nas fémeas bovinas e tem
como resultado o o6cito em MIl, estagio em que permanece até o momento da
fertilizacdo, na qual a penetracdo espermatica € o estimulo para que
novamente a meiose seja retomada e finalizada, iniciando o desenvolvimento

embrionario (HURK; ZHAO, 2005).



Em 1974, Cho e colaboradores observaram que o blogueio da meiose
oocitaria em estagio de dipléteno nos mamiferos apresentava relacdo com o
nucleotideo ciclico, AMPc, uma molécula sinalizadora que atua como segundo
mensageiro. Posteriormente, Tsafriri e Dekel (1994) realizaram cultivo in vitro
de odcitos de camundongos com andlogos de AMPc, com agentes que
estimulavam a producdo desse segundo mensageiro e com inibidores da
enzima responsavel pela degradacdo do AMPc e concluiram que os altos
niveis de AMPc no interior do odtico bloqueavam a retomada da meiose, ao
passo que a diminuicdo destes niveis coincidia com a quebra da vesicula
germinativa e progressdo da meiose, indicando maturacdo oocitaria. Dessa
forma, a origem do AMPc intra-oocitario foi estudada e identificou-se producao
do mesmo nas células do cumulus e nos proprios od4citos, sendo esta produgao
realizada pela enzima adelinato ciclase (receptores e proteinas G modulam a
atividade da mesma) e degradacéao pelas enzimas fosfodiesterase 3A (PDE3A -
oocito) e 5A (PDESA — células do cumulus) (ANDERSON; ALBERTINI, 1976;
CONTI et al., 1998; MEHLMANN et al., 2002).

Estudos posteriores evidenciaram a participacado de inUmeras moléculas
relacionadas ao controle da progressao meiotica, ndo apenas a acao isolada
do AMPc, dentre as quais o precursor do peptideo natriurético tipo C
(RICHARDS et al.; 2002). Este peptideo, secretado por diversas células dos
animais, teve sua producdo detectada nas células murais da granulosa. O
NPPC, uma vez produzido por estas células, se difunde via fluido folicular e
atua nas céluas do cumulus através de um receptor de membrana acoplado a
enzima guanilato ciclase, o NPR2/GC (MISONO et al., 2011; CESARO et al.,
2015). Este peptideo ao se ligar ao seu receptor ativa a enzima guanilato
ciclase (GC) nas células do cumulus, sendo esta enzima responsavel pela
sintese do GMPc, um segundo mensageiro que em concentracdes elevadas
impede a ativacio das PDE (SANCHEZ; SMITZ, 2012).

Tanto o AMPc, quanto o GMPc, produzidos nas células do cumulus
chegam ao ambiente intra-oocitario através de um sistema de comunicagao
bidirecional entre as células, denominado de jungdes “gap”. As JG permitem a
comunicacdo entre células vizinhas e fornecem um meio de transporte rapido

para ions (célcio) e segundos mensageiros (inositol fosfato e nucleotideos



ciclicos) (GOLDBERG et al., 2004; GERSHON et al., 2008). Portanto, o0 GMPc
produzido nas CCs impede a ativacdo da enzima PDESA, responsavel pela
degradacdo do AMPc nestas células, e assim favorece a manutencédo do fluxo
de AMPc para o ambiente oocitario. Adicionalmente, uma vez no citoplasma do
odcito, 0 GMPc impede a ativagdo da PDE3A, favorecendo a manutencédo dos
niveis de AMPc (CONTI et al., 2002). Assim, os elevados niveis de AMPc
ativam a proteina cinase A (PKA), a qual fosforila a subunidade catalitica
(CDK1) do fator promotor da maturacdao (MPF), inativando-o e mantendo o
blogueio meiético (TRIPATHI et al., 2010).

Fisiologicamente, a meiose é retomada a partir do momento em que
ocorre o pico pré-ovulatorio de LH, logo, quando liberado, este hormdnio atuara
nas células da granulosa/cumulus de foliculos dominantes/pré-ovulatérios
através do seu receptor, induzindo a uma série de eventos, como a de-
sensibilizacdo ao NPPC e ativacdo da PKA, que induz a producao do fator de
crescimento epidermal (EGF), bem como dos fatores semelhantes ao EGF,
como ampirregulina (AREG), epirregulina (EREG) e betacelulina (BTC). Estes
fatores estimulam a atividade da proteina cinase ativada por mitdgenos (MAPK)
nas ceélulas do cumulus e ndo no odcito, resultando em interrupcdo na
comunicagdo entre cumulus e odcito, através da fosforilagdo da proteina
conexina 43, presente nas juncdes “gap”. Como resultado, o transporte de
AMPc e GMPc das células do cumulus para os odécitos € interrompido, havendo
diminuicdo dos niveis intra-oocitarios destes compostos, ativacdo da enzima
PDE3A, defosforilagdo da CDK1 e ativagdo do MPF nos o0citos, com
consequente quebra da vesicula germinativa, caracterizando a retomada da
meiose (FORTUNE, 2003; PARK et al., 2004; EDRY et al., 2006). Associado a
estes eventos, os fatores semelhantes ao EGF, juntamente com os fatores
secretados pelo odcito (BMP15 e GDF9), participam da ativacédo de proteinas
relacionadas a expansao das células do cumulus, ou seja, ocorre producéo de

acido hialurénico e a expansao destas células.



2.1.2 Maturagdo citoplasmatica

A maturacdo citoplasmatica €é importante para que ocorra a
redistribuicdo das organelas, além da transcricdo, armazenamento e
processamento de RNAmM expressos pelos cromossomos (van der HURK et al.,
1999).

A redistribuicdo das organelas ocorre através dos microfilamentos e
microtibulos, sempre de acordo com a necessidade da célula. Os
microfilamentos consistem de unidades de actina globulares e filamentosas
(MAO et al., 2014) e compdem a maior parte do citoesqueleto, sendo
responsaveis por promover a divisdo celular (KIM et al., 2000). Como exemplo
classico ha a redistribuicdo das mitocondrias, organelas responsaveis pelo
fornecimento de energia a célula durante a maturacao, por isso estas organelas
migram para os locais que requerem maior quantidade de energia. Durante a
fase imatura do od0cito, ou seja, estaddio de profase |, as mitocdndrias
encontram-se na periferia do odcito, por outro lado, quando o odcito progride
para metafase Il, tornando-se maturado, estas organelas dispdem-se no centro
da célula, proximas ao fuso meibtico (JESETA et al.,, 2014; SOMFAI et al.,
2015). Os reticulos endoplasmaticos distribuem-se de forma uniforme e os
granulos corticais dispersos em “clusters” em odcitos na profase I. Com a
progressdo da meiose para metafase Il (maturacdo oocitaria), os granulos
corticais dispdem-se na periferia do odcito, evitando a ocorréncia da

poliespermia no momento da fertilizacdo (FERREIRA et al., 2009).

2.2 INIBIDORES DA MEIOSE

Odcitos submetidos a MIV sao provenientes de foliculos com diametros
entre 3 a 8 mm e assim, obtém-se uma populacdo oocitaria heterogénea,
abrangendo tanto odcitos competentes, quanto ndo competentes. Além do

mais, a retirada mecéanica dos oo6citos do ambiente folicular, cessa o efeito



inibitério que mantém a meiose bloqueada em proéfase |, fazendo com que a
sincronia entre maturacdes nuclear e citoplasmatica, seja perdida. Com o
intuito de homogeneizar a populacdo oocitaria submetida a MIV e obter
melhores taxas de blastocisto, diversos estudos com drogas (analogos do
cAMP, inibidores da PDE, ativadores da adenilato ciclase, ativadores adenilato
ciclase) que impedem a retomada da progressdo meiodtica espontanea em
oocitos cultivados in vitro, através da manutencao ou até mesmo aumento dos

niveis intra-oocitarios de cAMP, tém sido exploradas. (SIRARD, 2001).

Eppig e Downs (1884), afim de provarem o efeito do blogueio da meiose
pelo AMPc e sabendo que odcitos provenientes de foliculos antrais, uma vez
removidos mecanicamente destes, retomavam a meiose de forma espontanea,
maturaram complexos cumulus oécitos de camundongos in vitro com drogas
analogas do AMPc (dibutiril AMPc - dbcAMP) e inibidoras da PDE3A (IBMX).
Como resultado, observaram que os CCOs submetidos ao tratamento com as
drogas ndo retomaram a meiose (profase 1), contudo, ao serem retirados do

tratamento e submetidos a MIV com gonadotrofinas, a meiose era retomada.

Sanbuissho et al. (1992), submeteram CCOs bovinos a maturacao in vitro
com dbcAMP ou forscolina (inibidor de PDE3A) por 24 horas, afim de
observarem o efeito dessas drogas sobre a progressao da meiose. Ao fim da
maturacdo, os autores notaram aumento de AMPc nas células do cumulus e
guase que 100% dos odcitos encontravam-se em profase |. Adicionalmente,
alguns odcitos, foram submetidos a MIV com as drogas por 18 horas e
posteriormente transferidos para um meio controle até completar 24 horas de
maturacdo, sendo que nesses grupos observou-se que 80% dos CCOs
retomaram a meiose até a fase de MIl. Concluindo, os autores, portanto, que
essas drogas mantem a meiose bloqueada, contudo ao serem removidas,
permitem a progressdao da meiose, sugerindo um o00cito com maior

competéncia.

Com a finalidade de avaliar a influéncia da manutencéo do bloqueio da
meiose sobre a taxa de desenvolvimento embrionario bovino, Guixue et al.
(2001), realizaram um pré-tratamento (15 minutos) seguido de MIV, sendo que
0 primeiro continha drogas como dbcAMP, IBMX, ciclohexamida (CHX),

adenilato ciclase invasiva (IAC - microinjecdes no oo6cito) e o proprio fluido



folicular. O pré-tratamento com fluido folicular e IAC, ndo alterou a taxa de
clivagem e desenvolvimento embrionario, por outro lado, os demais preé-
tratamentos resultaram em aumento nas taxas de clivagem e desenvolvimento
embrionério, quando comparados ao grupo controle. Assim conclui-se que,
apesar dos odcitos estarem em diferentes estadgios de desenvolvimento, o pré-
tratamento possivelmente permitiu que esses gametas adquirissem
competéncia, melhorando as taxas de clivagem e desenvolvimento

embrionério.

Dessa forma, com os avancos relacionados a maturagcao oocitaria, Albuz
e colaboradores, propuseram em 2010 um sistema de maturagdo in vitro
intitulado “Simulagéo Fisiologica da Maturagao Oocitaria” (SPOM), na tentativa
de recapitular in vitro, alguns dos eventos bioquimicos e celulares que ocorrem
naturalmente na maturacéo in vivo, visando melhorar a competéncia oocitaria e
desenvolvimento embrionario. Nesse sistema, 0s autores propdem uma etapa
anterior & MIV propriamente dita, chamada de pré-MIV, impedindo dessa forma
a retomada espontanea da meiose no momento da retirada dos odcitos dos
foliculos ovarianos. CCOs bovinos imaturos recuperados de foliculos entre 3-
8mm eram submetidos a fase de pré-MIV, que consiste em impedir a retomada
da meiose através do uso de ativadores da adenilato ciclase (forscolina) e
inibidores da enzima fosfodiesterase 3A (IBMX e cilostamida), promovendo
aumento dos niveis intra-oocitarios de AMPc. Ao final dessa etapa, os CCOs
eram transferidos para a MIV e posteriormente submetidos a FIV e CIV
(fertilizagdo e cultivo in vitro, respectivamente). Os autores mostraram
resultados promissores, atingindo taxas de maturacdo in vitro superiores a
80%, bem como taxas de clivagem e blastocisto satisfatérias. Estes autores,
concluiram que a pré-MIV impede o fechamento precoce das juncdes “gap”, o
gue acontece no momento da remocdo dos odcitos dos foliculos ovarianos e,
desse modo, ha fluxo de moléculas essenciais para a competéncia oocitaria,
refletindo no desenvolvimento embrionario inicial, como por exemplo a
glutationa (GSH), um importante antioxidante intracelular, além de proteinas e
RNA. Contudo, Rose et al. (2013) e Li et al. (2016), utilizando-se da técnica de

pré-MIV com forscolina e IBMX, ndo observaram aumento na taxa de
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blastocistos bovinos, deixando claro que mais estudos sdo necessarios para

aprimoramento da técnica.

Franciosi et al. (2014), submeteram od6citos bovinos ao cultivo de pré-
maturacado in vitro com o precursor do peptideo natriurético tipo C, por 6 e 8
horas. Como resultado, estes autores observaram que com 6 horas 87% dos
odcitos encontravam-se bloqueados em GV, ao passo que no grupo controle
submetido a MIV convencional, 61% dos odcitos encontravam-se em GV
(P<0,05). Da mesma forma, quando avaliaram os o0d0citos apds 8 horas de
cultivo de pré-maturacéo, o NPPC ainda manteve o efeito bloqueador no grupo
tratado em relacdo ao controle, 74% e 69% (P<0,05), respectivamente. Em
associacdo aos dados de maturacdo nuclear, estes autores também avaliaram
o0 comportamento das juncbes “gap” e observaram que com 6 e 8 horas o
grupo tratado com NPPC apresentou 68% e 60% das jungdes “gap” abertas, ja
0S grupos controles, apresentaram 32% e 30% (P<0,05). Quando os odcitos
tratados com NPPC foram submetidos & PIVE, ndo se evidenciou aumento na
taxa de desenvolvimento embrionéario, no entanto, houve aumento na qualidade

embrionaria, refletida no aumento do nimero de blastomeros.

Por outro lado, Zhang et al (2017), ao submeterem odcitos bovinos ao
cultivo de maturacao in vitro com NPPC por 6 horas, previamente as etapas de
MIV, FIV e CIV, observaram aumento na taxa de desenvolvimento embrionario,
comparado ao grupo controle (51,6% vs. 32,2% P<0,05), além de aumento no

namero de blastémeros (156,2 vs, 116,3).

Pelo exposto, fica evidente que, mesmo com populacédo heterogénea de
odcitos submetidos a MIV, é possivel ao fim da PIVE ter boa taxa de
blastocisto, através do cultivo de pré-maturacdo, a qual provou melhorar a

competéncia dos odécitos maturados in vitro.

3 MATERIAL E METODOS

A menos que seja especificado, os reagentes foram adquiridos da Sigma —
Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA). Materiais plasticos foram obtidos da
empresa Corning Inc. (Acton, MA, USA).
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3.1 SELECAO E CULTIVO DE OOCITOS

Ovarios de bovinos abatidos na regido de Aragatuba-SP foram
transportados para o laboratério em solucéo salina (0,9% NaCl) a 30-35°C.
Complexos cumulus-odcitos (CCOs, n=742) foram aspirados de foliculos com
didmetro entre 3 a 8 mm, com auxilio de seringa de 10 mL acoplada a uma
agulha calibre 18G. Todo o material aspirado foi transferido para tubos
plasticos de 50 mL. Apds a sedimentacéo, o fluido folicular sobrenadante foi
centrifugado a 12.500 g por 4 minutos para remocdo dos debris celulares e
suplementado com 75 pg/mL penicilina/estreptomicina, sendo entdo utilizado
como meio para selecdo dos CCOs, visando evitar a progressao espontanea
da meiose; o sedimento foi utilizado para recuperacdo dos CCOs. Apenas
CCOs com no minimo 4 camadas compactas de células do cumulus e
citoplasma homogéneo foram selecionados para o estudo.

Os CCOs selecionados foram lavados duas vezes em meio de Pré-MIV
[TCM-199 suplementado com 0.2 mM piruvato, 25mM bicarbonato de sddio, 75
Mg/mL amicacina, 0,3% (w:v) BSA e 100 nM NPPC]. Na sequéncia, 25 CCOs
foram transferidos para gotas de 100 uL de meio de Pré-MIV recobertas com
6leo mineral. Os CCOs foram entdo cultivados por 8 horas em incubadora a
38,5°C, com méxima umidade e atmosfera de 5% CO2 em ar.

Ao final do cultivo de pré-MIV, os odcitos foram lavados trés vezes em
meio de Pré-MIV sem NPPC para completa remoc¢édo do agente bloqueador, e
posteriormente duas vezes em meio de MIV [TCM199 suplementado com 0,2
mM piruvato de sédio, 25 mM bicarbonato de sédio, 50 yg/mL amicacina, 0,5
pg/mL FSH (Folltropin-V; Bioniche Animal Health, Ontario, Canada) e 100
IU/mL hCG (Vetecor; Hertape Calier)]. Posteriormente, foram transferidos para
gotas de 100 puL de meio MIV recobertas com 6leo mineral, sendo entéo
cultivados por 22h sob as mesmas condi¢cfes descritas para a Pré-MIV.

3.2 AVALIACAO DO REMODELAMENTO DA CROMATINA E
PROGRESSAO MEIOTICA
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Os odcitos foram desnudados em vortex com solucdo de hialuronidase
0,2% em PBS, acrescida de 1% de PVA (PBS-PVA) para remocéao das células
do cumulus. Em seguida, foram fixados em paraformoldeido 4% por 15
minutos, permeabilizados em solucéo de 0,5% Triton X-100 em citrato de sédio
0,1% por 5 minutos. Foram entdo corados com Hoechst 33342 (1 pg/mL) por
15 minutos em temperatura ambiente. Os odcitos foram montados entre lamina
e laminula e imediatamente analisados em microscépio invertido equipado com
epifluorescéncia (Olympus, IX51; excitacdo 404 nm e emissdo 526 nm).
Odcitos que apresentaram a configuracdo nuclear de vesicula germinativa (VG)
foram classificados como imaturos, ao passo que presenca da placa
metafasica e do primeiro corpusculo polar (MIl) caracteriza os o0citos como
maturos. Os odcitos em VG foram classificados de acordo com o grau de
compactacao da cromatina no envelope nuclear (LODDE et al., 2007): GVO —
caracterizado por um padréo filamentoso difuso em toda a area nuclear; GV1 —
representa um estagio inicial de remodelamento de cromatina com o
aparecimento de alguns focos de condensacdo; GV2 — representa 0 estagio
intermediario de remodelamento da cromatina, com a formacao de grupos de
cromatina condensada; GV3 — nivel maximo de condensacdo da cromatina,
organizada em um unico ponto. Os o6citos que apresentaram as fases entre
quebra da vesicula germinativa até a metafase | foram classificados como
intermediarios; oocitos em fases de anéafase | até metafase Il, como maturos; e
oocitos em nenhum desde estadgios foram considerados degenerados
(LUCIANO et al., 2015). Imagens representativas das diversas configuracdes

podem ser visualizadas na Figura 1.
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GVBD ...

FIGURA 1. Imagem ilustrativa de oécitos bovinos corados com sonda fluorescente

Hoechst 33342 para identificagdo da configuragdo da cromatina (nacleo em azul). Os
oocitos foram avaliados em microscopia de epifluorescéncia (excitagdo 404 nm e
emissdo 526 nm; aumento 20 vezes). Classificacdo de acordo com a configuracdo
nuclear em: vesicula germinativa 0 (GV0), vesicula germinativa 1 (GV1), vesicula
germinativa 2 (GV2), vesicula germinativa 3 (GV3), quebra da vesicula germinativa
(GVBD), metafase da meiose | (MI), anafase ou tel6fase da meiose | (A/T) e metafase
da meiose Il (MIl).

3.3 AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DOS MICROFILAMENTOS DE
ACTINA

Para avaliacdo dos microfilamentos, os odcitos foram desnudados e
fixados em 4% de paraformaldeido por 10 minutos, permeabilizados em Triton
X-100 0,5% em citrato de sddio 0,1% por 5 minutos e corados com 1 ug/mL de
faloidina conjugada com FITC (Molecular Probes), no escuro, em temperatura
ambiente. Posteriormente, foram colocados entre lamina e laminula e avaliados
em microscépio invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus [1X51;
excitacdo 495 nm e emissao 517 nm). A determinacdo da distribuicdo
citoplasmatica dos microfilamentos de actina (Figura 2) foi realizada como
descrito por Albarracin et al. (2005), de acordo com as seguintes categorias:

normal (N), descontinua (DC), difusa (DF) e ausente (A).
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Figura 2. Imagem ilustrativa de odcitos bovinos corados com a sonda
fluorescente faloidina conjugada com FITC e avaliados em microscopia de
epifluorescéncia (excitacdo de 495 nm e emissdo 517 nm; aumento 20 vezes).
Classificacdo de acordo com a predominancia da distribuicdo citoplasmatica
dos microfilamentos de actina em Normal (N), descontinua (DC), difusa (DF) e

ausente (A).

3.4 EXTRACAO DO RNA

Ao final da Pré-MIV e da MIV, os odcitos foram desnudados e as células
do cumulus foram centrifugadas. O pellet obtido foi lavado com PBS (livre de
calcio e magnésio), centrifugado novamente, submetido ao procedimento de
congelamento rapido (“snap freezing”) e armazenado em freezer -80°C. O RNA
total foi extraido a partir das células do cumulus obtidas de 20 CCOs, através
do kit RNeasy Micro Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) e de acordo com as
instrugbes do fabricante, incluindo tratamento com DNase. A eluigao foi feita
com 20 yL de agua ultrapura tratada com dietil pirocarboanato (dgua DEPC). A
concentracdo total de RNA foi avaliada através do NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA) e a integridade do RNA foi analisada usando o
sistema 2100-Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) com o
kit 6000 Pico Kit (Agilent Technologies).

3.5 TRANSCRICAO REVERSA E EXPRESSAO GENICA

O RNA extraido foi submetido a reagéo de transcricdo reversa (RT)
atraves do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, com inibidor de
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RNase (Thermo Fisher Scientific) para obtencdo do cDNA. Resumidamente,
para cada 10 yL de RNA foram adicionadas as seguintes quantidades e
solucdes: 2 pyL de 10X Reverse Transcription Buffer, 0,8 yL de 25X dNTPs, 2
ML de 10X random primers, 1 yL de MultScribe Reverse Transcriptase, 1 uL
inibidor de RNAse e 3,2 yL agua livre de nuclease. A reacao foi conduzida no
sistema PRC200 DNA Engine Thermal Cycler (MJ Research, CA, EUA) por 10
min a 25°C, 120 min a 37°C, 5 min a 85°C e por fim mantida a 4°C até as
proximas etapas. As amostras de cDNA foram estocadas a -20°C até a analise
de expresséo génica.

A analise de expressao génica das células do cumulus foi feita através
do sistema de micro-fluidica Biomark HD (Fluidigm®, South San Francisco, CA,
USA). Para avaliacdo da abundéancia de RNAm dos genes selecionados, foi
utilizado o ensaio Applied Biosystems™ TagMan® Assays, especifico para Bos
taurus, incluindo os genes controles endégenos (Tabela 1).

Cada amostra de RNA foi submetida ao processo de pré-amplificacéo
especifico para as sequéncias génicas com 1,25 puL de mix (Tagman® Assay
com concentragao final de 0,2X para cada um dos 96 ensaios), 2,5 pL TagMan
PreAmp Master Mix (Applied Biosystems, #4391128) e 1,25 uL cDNA (5 ng/uL).
As reacdes foram ativadas a 95°C por 10 min, seguidas da etapa de
desnaturacdo a 95°C por 15 s, o anelamento e a amplificagdo ocorreram a
60°C por 4 min em 14 ciclos. Os produtos pré-amplificados foram diluidos 7
vezes antes das analises de RT-gPCR.

Para as amostras analisadas no Biomark HD, foram preparadas
solugdes contendo 2,25 puL cDNA (produtos pré-amplificados), 2,5 uL TagMan
Universal PCR Master Mix (2X, Applied Biosystems) e 0,25 pL 20X GE Sample
Loading Reagent (Fluidigm); e a solu¢cdo do ensaio continha 2,5 pL 20X
TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems) e 2,5 uL 2X Assay
Loading Reagent (Fluidigm). Para a coleta dos dados foi utilizado o chip 96.96
Dynamic Array™ Integrated Fluidic Circuits (Fluidigm). Os espacamentos
referentes ao ensaio no chip foram preenchidos com 5 pL de cada solucdo do
ensaio e 5 pL de cada solucdo das amostras. Os ciclos de qPCR foram
realizados no sistema Biomark HD System (Fluidigm) de acordo com o
protocolo TagMan GE 96x96 Standard, que consiste em um primeiro estagio

chamado “Thermal Mix” (60°C por 2 min, 70° por 20 min e 25° por 10 min),



16

seguido do estagio “Hot Start” (50°C por 2 min e 95°C por 10 min). Na
sequéncia, foi seguido de 40 ciclos de desnaturacao (95° por 15 s) e, por fim, o
anelamento e extenséao (60° por 60 s).

As analises foram realizadas a partir de 4 replicatas biolégicas e
indepentes, e os valores de Ct foram calculados pelo software do sistema
Biomark Real Time PCR (Fluidigm).

Os genes referéncia foram avaliados através da analise de variancia
(ANOVA) e do algoritimo GeNorm (VANDESOMPELE et al., 2002) para
verificar a estabilidade da abundancia de transcricdo dos controles enddgenos
utilizados neste estudo, para todas as amostras. Considerou-se mais estavel o
gene que teve valor de M <1.5. O cycle threshould (Ct) de cada gene de
interesse foi normalizado pela média geométrica dos controles endbégenos
(PPIA e RPL15) para gerar os valores de delta Ct (ACt), que foram utilizados
nas analises estatisticas. Posteriormente, o valor de ACt das amostras tratadas
foi normalizado pela amostra do grupo controle (que foi o grupo CO no
Experimento | e o grupo C22 no Experimento Il) para calcular o delta-delta Ct
(AACt); o fold change foi calculado como 2"-AACt relativo as amostras do
grupo controle e os respectivos valores resultantes foram utilizados nas

representacdes graficas.



Tabela 1. Genes selecionados para avaliacdo por RT-gPCR nas células do cumulus de odcitos bovinos

Simbolo Identidade* Nome Funcao**
GREM1 ) . i
Bt03255355 _m1 Gremlin 1 Expansao das células do cumulus
HAS2 . .
Bt03212695 g1 Hyaluronan synthase 2 Expansao das células do cumulus
PTGS2/COX2 . . . i
Bt03214489 ml Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 Expanséao das células do cumulus
PTX3 ) . i
Bt03249011 ml Pentraxin 3, long Expanséao das células do cumulus
TNFAIP6 . . . ~ .
Bt03210223 m1l Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 Expansao das células do cumulus
VCAN ) . i
Bt03217633_m1 Versican Expanséo das células do cumulus
CLIC3 L . L
Bt03263038 _m1 Chloride intracellular channel 3 Desenvolvimento embrionério
IGFR1R L . S
Bt03649217_ml Insulin-Like Growth Factor 1 Receptor Desenvolvimento embrionario
IGFBP2 L oo . ) .
Bt01040719 _ml Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 2 Desenvolvimento embrionario
KRT8 . ) o
Bt03225178 g1 Keratin 8 Desenvolvimento embrionério
LUM . . o
Bt03211920_m1 Lumican Desenvolvimento embrionério
NDUFA1 L . . . .
Bt03216720 g1 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A1 Desenvolvimento embrionério
POU5F1 . C
Bt03223846 g1 POU class 5 homeobox 1 (OCT4) Desenvolvimento embrionério
PRDX1 ) _ ) o
Bt03223684 _ml1l Peroxiredoxin-1 Desenvolvimento embrionario
PRDX3

Bt03214402_m1

Peroxiredoxin 3

Desenvolvimento embrionario
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S100A10

Bt03215645 m1 S100 calcium binding protein A10 Desenvolvimento embrionario
S100A14 . - . . L
Bt03230771_g1 S100 calcium binding protein A14 Desenvolvimento embrionéario
MAPK1 , . o . o
Bt03216718_g1 Mitogen-Activated Protein Kinase Maturagao oocitaria
NOS2 L : : « L
Bt03249597_m1 Nitric oxide synthase 2, inducible Maturacao oocitaria
NOS3 . ) ~ L
Bt03217679_ml Nitric oxide synthase 3 Maturacao oocitaria
NPPC . _ . o
Bt03212844 ml Natriuretic peptide C (CNP) Maturacao oocitaria
NPR1 o , . o
Bt04297034_g1 Natriuretic peptide receptor 1 Maturagao oocitaria
NPR2 . . . ~ s
Bt04316732_m1l Natriuretic peptide receptor 2 Maturagao oocitaria
NPR3 . . . 5 .
Bt03212867_m1 Natriuretic peptide receptor 3 Maturagao oocitaria
OOsSP1 . ~ L
Bt03233533_g1 Oocyte-secreted protein 1 Maturagao oocitaria
PDES5A . e ~ L
Bt03214261 ml Phosphodiesterase 5A, cgmp-specific Maturacao oocitaria
PRKCD L ~ s
Bt03224587_¢g1 Protein kinase C delta Maturacgéo oocitéria
RGS2 L . ~ s
Bt03246656 g1 Regulator of G-protein signaling 2 Maturacao oocitaria
STAT3 . . L o
Bt03259871 gl Signal Transducer And Activator Of Transcription 3 Maturacao oocitaria
ACTB Bt03279174 g1 Actin, beta Housekeeping

GAPDH Bt03210912 g1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Housekeeping
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PPIA Bt03224617_g1 Peptidylprolyl Isomerase A Housekeeping

RPL16 Bt03288449 g1 Ribossomal protein L15 Housekeeping

* Thermo Fisher Scientific

* GeneCard.org
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3.6 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

Foi utilizado sémen congelado de um unico touro da raca Nelore (Bos
taurus indicus) e da mesma partida (adquirido da empresa CRV Lagoa Ltda.
Sertdozinho, SP, Brasil). No dia da FIV, 2 palhetas de sémen foram
descongeladas em banho maria a 36°C por 40 segundos e submetidas ao
processo de centrifugacdo em gradiente de densidade descontinua (45% e
90%) de Percoll® (GE, Healthcare, Uppsala, Sweden), por 7 minutos a 2.500 g
em temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi
ressuspendido em 500 pL de meio TL-Sémen e submetido a uma nova
centrifugagédo por 5 minutos a 5000 g. O sedimento recuperado foi analisado
quanto a motilidade e concentracdo espermatica, sendo esta ultima ajustada
para 25x10° espermatozoides/mL de meio de fecundacgéo (suplementado com
0,2 mM de piruvato de sédio, 6 mg/mL de BSA-livre de &cido graxo, 25 mM de
bicarbonato de sodio, 13 mM de lactato de sodio, 50 ug/mL de amicacina, 20
MM penicilamina, 10 uyM hipotaurina, 2 yM epinefrina e 10 pg/mL heparina).
CCOs e espermatozoides foram co-incubados por 18-22 horas em gotas de
100 pl de meio de fertilizacdo recobertas por 6leo mineral, sob as mesmas
condi¢cOes das etapas anteriores.

Ao final da etapa de fertilizac&o, as células do cumulus foram removidas
mecanicamente, por pipetagem, e os provaveis zigotos foram lavados uma vez
em meio FIV e duas vezes em meio CIV [Synthetic Oviductal Fluid (SOF)
suplementado com 0,2 mM L-glutamina, 0,3 mM citrato de sédio, 2,8 mM myo-
inositol, 2% MEM solucdo de aminoacidos essenciais, 1% MEM solucdo de
aminoéacidos ndo essenciais, 0,2 mM piruvato de soédio, 50 pg/mL amicacina, 5
mg/mL BSA-livre de acidos graxos e 2,5% SFB]. Em seguida, foram
transferidos para gotas de 90 pl de meio de CIV recobertas com éleo mineral.
O cultivo in vitro teve duragcao de 7 dias [0 dia da FIV foi considerado o dia 0
(D0)], sendo que nos dias 3 e 7 [72 horas poOs-inseminacédo (hpi) e 168 hpi] as
taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario foram avaliadas,

respectivamente.
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3.7 Terminal Deoxynucleotyl Transferase Uracil Nick and Labeling —
TUNEL

No dia 7 do CIV, blastocistos e blastocistos expandidos foram
submetidos & reacdo de TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit with
Fluorescein, Roche® Applied Science, IN, USA), que permite a identificacdo de
células apoptéticas (fragmentacédo do DNA). A técnica utilizada foi adaptada do
protocolo descrito por Paula-Lopes e Hansen (2002). Os embrides foram
fixados em solucdo de paraformoldeido a 4% em temperatura ambiente por 40-
60 minutos, permeabilizados em solucdo de Triton X-100 (0,5% v/v) em citrato
de sodio (0,1%) por 30 minutos, também em temperatura ambiente. Na
sequéncia, foram incubados em camara umida, no escuro a 37°C por 1 hora
com 15 yL da mistura de enzima e tampao (1:9) para coloragdo de TUNEL.
Posteriormente, os embrides foram contra-corados com Hoechst 33342 (1
pMg/mL) por 30 minutos no escuro, lavados em PBS-PVA e montados entre
lamina e laminula. As laminas foram imediatamente avaliadas em microscopio
invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus, IX51; excitagdo 510-550nm
e emissao 590nm), sendo quantificado o nimero de células com fragmentacéo
de DNA (TUNEL positivas = fluorescéncia verde) em relagdo ao numero de

células vivas (fluorescéncia azul), como representado na Figura 3.
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Figura 3. Imagem ilustrativa de embrido bovino expandido no D7 do cultivo
embrionario corado com a sonda fluorescente Hoechst 33342 para
determinacdo do numero total de blastdbmeros (em azul, A) e TUNEL para
determinacdo da fragmentacdo nuclear (em verde, B) e avaliados em
microscopia de epifluorescéncia (excitacdo 510-550 nm e emissdo 590 nm;

aumento de 20 vezes).

3.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado em trés etapas distintas, em que foram
avaliados a progressdo da meiose e 0 acumulo de transcritos em células do
cumulus apoés a Pre-MIV e apos a Pre-MIV+MIV, bom como a competéncia

oocitaria para o desenvolvimento embrionario inicial.

3.8.1 Experimento |: Acumulo de transcritos nas células do cumulus e sua
relacio com a configuracdo da cromatina e dinamica dos
microfilamentos de odécitos bovinos pré-maturados por 8h na presenca
de NPPC

Neste experimento foram avaliados os seguintes grupos: (i) oécitos pré-
maturados durante 8h na presenca de NPPC (grupo NPPC; n = 75); e dois
grupos controle: (ii) controle Oh (grupo CO; n = 70): odcitos avaliados
imediatamente apos remocéo do foliculo e (iii) controle 8h (grupo C8; n = 78):
MIV padréo por 8h sob as mesmas condi¢gdes do cultivo de pré-MIV, porém na

auséncia de NPPC. O tempo escolhido para a etapa de cultivo de pré-
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maturacao in vitro foi baseado na literatura existente (FRANCIOSI et al., 2014).
Os od6citos foram avaliados quanto a configuracdo da cromatina e
microfilamentos de actina, e as células do cumulus foram armazenadas em
freezer -80°C até o momento da andlise de transcriptbmica. Os grupos
experimentais estao ilustrados na Figura 4A.

3.8.2 Experimento II: Acumulo de transcritos nas células do cumulus e sua
relacgo com a configuracdo da cromatina e dinamica dos
microfilamentos ao término do cultivo de maturacdo de odcitos bovinos

pré-maturados na presenca de NPPC

Odcitos foram pré-maturados com NPPC durante 8h tal como descrito
no Experimento | e, a seguir, foram lavados para remocdo completa do inibidor
e transferidos para o cultivo de maturacdo por 22h (grupo NPPC; n = 84). Dois
grupos controles foram criados para esta etapa: (i) controle 22h (grupo C22; n
= 83): MIV padrao por 22h e (ii) controle 30h (grupo C30; n = 73): MIV padréo
por 30h. Odcitos e células do cumulus foram colhidos da mesma forma como
descrito anteriormente e as mesmas analises foram realizadas. Os grupos

experimentais estao ilustrados na Figura 8A.

3.8.3 Experimento Ill: Aquisicdo da competéncia para o desenvolvimento
embrionario em odécitos bovinos pré-maturados in vitro por 8h na

presenca de NPPC

Neste experimento, os oo6citos foram pré-maturados e maturados como
descrito para o Experimento Il e entdo foram fecundados ao término da MIV
(grupo NPPC: n = 75; grupo C22: n = 73; e grupo C30: n = 73). Foi avaliado o
desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto e os blastocistos e
blastocistos expandidos foram avaliados quanto ao numero de blastbmeros e

taxas de apoptose.

3.9 ANALISE ESTATISTICA
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Cada experimento foi repetido no minimo 3 vezes para cada avaliacéo
proposta, em replicatas independentes. Em cada replicata, uma microgota
contendo 25 CCOs ou embrides foi considerado a unidade experimental para
as variaveis estadio da meiose e desenvolvimento embrionario. Os dados de
taxas de maturacdo foram analisados pela fracdo de odcitos cultivados
atingindo os estagios determinados de desenvolvimento, reportada em termos
de porcentagem. Os dados de taxas de desenvolvimento embrionario foram
analisados pela fracdo de odcitos clivados atingindo os estagios determinados
de desenvolvimento. As porcentagens foram transformadas em arco seno e as
comparacdes entre as médias dos grupos foi feita utilizando-se a analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey.

Os dados de expressdo génica estdo apresentados nos graficos como
fold change relativo ao grupo controle (que foi o grupo CO no Experimento | e o
grupo C22 no Experimento Il); todavia as diferencas foram obtidas pela
comparacao do ACt relativo aos genes enddégenos (dados apresentados nos
Anexos 1 e 2). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada nas variaveis
continuas para comparacoes entre grupos e, quando um efeito estatisticamente
significativo foi encontrado, as comparacées multiplas das médias foram
determinadas pelo teste de Tukey. Dados nao paramétricos foram
transformados em log e submetidos ao teste de Kruskall-Wallis, seguido do
teste de Dunn’s para comparacao das médias.

As andlises foram realizadas pelo programa GraphPad Prism (verséo

6.01). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

4 RESULTADOS

4.1 Experimento |

Como mostrado na Figura 4B, a maioria dos odcitos imaturos (grupo C0)
apresentou configuracdo da cromatina no estadio de GV1 (59%), sendo
observadas menores taxas de GVO (20,3%), GV2 (17,1%) e GV3 (3,6%), mas
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nenhuma Ml foi observada. Apos 8h do cultivo de maturacdo (grupo C8), a
porcentagem de odcitos que progrediu de GV1 (14,0%) para GV3 (53,1%) foi
significativamente maior (P<0,05) do que o observado no grupo CO. Ainda no
grupo C8, poucos odcitos apresentaram configuracdo em GVO (6,2%) e GV2
(5,9%), mas observou-se progressado da meiose até o estadio de Ml em 20,9%
dos odcitos; todavia estas configuracdes nao diferiram do grupo CO (P>0,05).
Com relacdo aos oocitos pré-maturados por 8h na presenca de NPPC e
auséncia de hormonios (grupo NPPC), ndo houve diferenca entre as
configuragcdes de cromatina (15,4% GVO, 22,8% GV1, 19,4% GV2, 38,7% GV3
e 3,8% MI) em comparacao aos grupos CO e C8 (P>0,05). Os resultados deste
experimento indicam que ndo houve um bloqueio completo da meiose em
odcitos pré-maturados com NPPC por 8h, porém, analisando-se conjuntamente
0S 3 grupos, nota-se que a progressédo da meiose do grupo NPPC parece estar
mais atrasada em relacdo aqueles odcitos cultivados na presenca de
horménios e sem o bloqueador (grupo C8). Para melhor visualizacdo dos
efeitos do NPPC sobre a progressdo meiética, foi avaliado o padrao de
expressao génica das células do cumulus recolhidas dos o6citos ao término do
cultivo de Prée-MIV nos diferentes tratamentos.

O padrao de distribuicdo dos microfilamentos citoplasmaticos de actina
pode ser visualizado na Figura 4C. N&o foi observada nenhuma alteracdo na
disposicéo dos microfilamentos nos diferentes tratamentos (P>0,05), sendo que

a maioria dos odcitos apresentou disposi¢cdo normal destas estruturas.
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Figura 4. Modelo de cultivo in vitro de odcitos (A) mostrando a metodologia de
cultivo de pré-maturacdo, de acordo com os tratamentos: CO — avaliacdo
imediatamente apos a remocao do foliculo ovariano (n = 70); NPPC — avaliacédo
apos 8h de pré-MIV com 100nM NPPC (n = 78); C8 — avaliacdo apos 8h de
MIV convencional, na auséncia de NPPC (n = 75). Efeitos dos tratamentos
sobre (B) a configuracdo da cromatina e (C) a distribuicdo dos microfilamentos
citoplasmaticos de actina. Os dados estdo apresentados na forma de média +
erro padrdo da média (EPM). Abreviaturas: vesicula germinativa (GV),
metafase | (MI), normal (N), descontinua (DC), difusa (DF) e ausente (A).

*Grupos conectados por asterisco diferem estatisticamente (P<0,05).
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Ao final do cultivo de Pré-MIV, a expressao relativa dos genes
relacionados a expansdo das células do cumulus (GREM1, HASZ2,
PTGS2/COX2, PTX3, TNFAIP6 e VCAN) foi semelhante (P>0,05) entre os
grupos NPPC e C8, e ambos os grupos diferiram (P<0,05) do grupo CO (Figura
5). A Unica excecao foi o gene HAS2, cuja expressdao no grupo NPPC foi
semelhante tanto em relacédo ao CO como em relacéo ao C8 (P>0,05).

O cultivo de Pré-MIV por 8h alterou a expressao relativa de 14 genes
relacionados a maturacdo, de um total de 23 genes avaliados (Figura 6). Os
genes ADCY6, ACDY9, GUCY1B3, IMPDH2, MAPK1, NPPC, NPR1, NPR2 e
OOSP1 néao diferiram (P>0,05) entre os tratamentos, portanto ndo foram
apresentados graficamente (Anexo 1). A comparagao entre 0s grupos controle
evidenciou menor expressao dos genes BMP15, FSHR, IMPDH1, NOS2, NPR3
e ADCY3 no grupo C8 em relacdo ao grupo CO (P<0,05), enquanto os genes
AREG, BDNF, EGFR, NOS3, PDE5A, PRKCD, RGS2 e STAT3 foram mais
expressos em C8 (P<0,05). Observou-se maior expressdo dos genes BDNF,
EGFR, NOS3, PDE5A, PRKCD e STAT3 no grupo NPPC em relacdo ao grupo
CO (P<0,05); em contrapartida, os genes FSHR, NOS2 e NPR3 foram menos
expressos no grupo NPPC (P<0,05). Em comparacdo ao grupo C8, o grupo
NPPC exibiu maior expressao dos genes FSHR, NOS2 e NPR3 (P<0,05),
enquanto os genes AREG e RGS2 foram menos expressos no grupo NPPC
(P<0,05).

Foram ainda avaliados 11 genes relacionados ao desenvolvimento
embrionéario, sendo que o cultivo de Pré-MIV por 8h alterou a expressao
relativa de 7 destes (Figura 7). Todavia, os genes IGFBP2, NDUFA1, POU5F1
e PRDX1 ndo foram afetados pelos tratamentos (dados ndo demonstrados
graficamente; Anexo 1). Quando comparado ao grupo CO, os genes IGF1R,
KRT8 e LUM foram mais expressos no grupo NPPC (P<0,05), ao passo que 0s
genes CLIC3, PRDX3 e S100A14 foram menos expressos em NPPC (P<0,05).
Observou-se maior expressdo do gene KRT8 e menor expressdo dos genes
LUM e S100A14 no grupo NPPC quando comparado a C8 (P<0,05). A
comparacao entre 0s grupos controle demonstrou menor expressao dos genes
CLIC3, PRDX3 e S100A10 e maior expressao dos genes IGF1R e LUM no
grupo C8 em relacédo ao CO (P<0,05).
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Figura 5. Abundancia relativa de mRNA de genes relacionados a expansao

das células do cumulus, de acordo com os tratamentos e ao término do cultivo

de pré-maturacdo. Os dados estao apresentados como fold change relativo ao

grupo controle CO e foram calculados a partir da média de ACt. 2¢ Letras

diferentes indicam diferenca

significativa

(P<0,05).
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Figura 6. Abundancia relativa de mRNA de genes relacionados a maturacao oocitaria, de acordo com os tratamentos e ao término

do cultivo de pré-maturacdo. Os dados estdo apresentados como fold change relativo ao grupo controle CO e foram calculados a

partir da média de ACt. 2*°Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 7. Abundancia relativa de mRNA de genes relacionados ao desenvolvimento embrionario, de acordo com os tratamentos e
ao término do cultivo de pré-maturacdo. Os dados estdo apresentados como fold change relativo ao grupo controle CO e foram
calculados a partir da média de ACt. 2°Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).
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4.2 Experimento Il

A configuracdo da cromatina dos odécitos pode ser visualizada na Figura
8B. Independentemente do tratamento, a maioria dos odcitos atingiu o estadio
de MIl ao término do cultivo de maturagéo in vitro (83,23% em média para 0s
grupos controle e bloqueado, sem diferenca entre grupos; P>0,05). No entanto,
0 grupo C30 apresentou maior taxa (P<0,05) de odcitos degenerados (11,6%)
em comparacao aos grupos NPPC (2,5%) e C22 (3,6%).

A Figura 8C demonstra o padrédo de distribuicdo dos microfilamentos
citoplasmaticos de actina. Nao foram observadas alteracdes na disposi¢cdo dos
microfilamentos nos diferentes tratamentos (P>0,05), sendo que a maioria dos
o0citos apresentou configuracdo normal destas estruturas (82,65%, em média).

Observou-se alteracdo (P<0,05) na expressao relativa de 2 genes-alvo
relacionados a expansao das células do cumulus (de um total de 6 genes
avaliados) quando se comparou 0s grupos C22 e C30, sendo que C30 exibiu
maiores niveis de expressdo de PTGS2/COX2 e PTX3 (Figura 9). Os genes
PTGS2/COX2 e PTX3 tiveram maior expressao no grupo NPPC em relacdo ao
C22 (P<0,05). J& em comparacdo ao grupo C30, o grupo NPPC apresentou
maior expressao (P<0,05) do gene PTX3, ao passo que o gene PTGS2/COX2
nao diferiu entre esses grupos (P>0,05).

A expressao relativa dos genes relacionados a maturacdo oocitaria foi
alterada (P<0,05) em 6 genes ao se comparar 0s grupos controle C22 e C30
(Figura 9): os genes ADCY6 e NOS3 foram mais expressos em C30, porém o
gene PDESA foi menos expresso nesse grupo. O gene BMP15 teve maior
expressao no grupo NPPC em relacédo ao grupo C22 (P<0,05), ao passo que
0os genes AREG, ADCY6, BDNF, NOS3 e PDE5A nao diferiram entre esses
dois tratamentos (P>0,05). Porém, quando comparado ao grupo C30,
observou-se maior expressao dos genes AREG e BDNF no grupo NPPC
(P<0,05).
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Figura 8. Modelo de cultivo in vitro de odcitos (A) mostrando a metodologia de
cultivo de pré-maturacédo, de acordo com os tratamentos: C22 — avaliacdo apo6s
22h de MIV (n = 83), na auséncia de NPPC; NPPC: avaliacdo apos 8h de pré-
MIV com 100nM NPPC (n = 73), seguida de 22h de MIV, na auséncia de
NPPC; C30 — avaliacdo apdés 30h de MIV (n = 84), na auséncia de NPPC.
Efeitos dos tratamentos sobre (B) a configuracdo da cromatina e (C) a
distribuicdo dos microfilamentos citoplasmaticos de actina. Os dados estédo
apresentados na forma de média + erro padrdo da média (EPM). Abreviaturas:
vesicula germinativa (GV), quebra da vesicula germinativa (GVBD), metéafase |
(MI), anafase/teléfase (A/T), metafase Il (MIl), DG (degenerado), normal (N),
descontinua (DC), difusa (DF) e ausente (A). *Grupos conectados por asterisco

diferem estatisticamente (P<0,05).
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Figura 9. Abundancia relativa de mRNA de genes relacionados a expansao
das células do cumulus e maturacao oocitaria, de acordo com os tratamentos e
ao término do cultivo de pré-maturacdo seguido do cultivo de maturagcéo in
vitro. Os dados estdo apresentados como fold change relativo ao grupo
controle C22 e foram calculados a partir da média de ACt. 2*°Letras diferentes

indicam diferenca significativa (P<0,05).
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Com relagdo a avaliagdo dos genes relacionados ao desenvolvimento
embrionario (total de 11 genes; Anexo 2), foi observada diferenca (P>0,05)
apenas na expressao relativa do gene LUM, o qual foi mais expresso no grupo
NPPC em comparacéo aos grupos controle C22 e C30 (Figura 10). Nao foram
observadas diferencas entre os grupos controle C22 e C30 (P>0,05).

Desenvolvimento embrionario

LUM

Fold change relativo ao C22
N

c22 NPPC c30

Figura 10. Abundancia relativa de mMRNA de genes relacionados ao
desenvolvimento embrionario, de acordo com os tratamentos e ao término do
cultivo de pré-maturacdo seguido do cultivo de maturacdo in vitro. Os dados
sdo apresentados como fold change relativo ao grupo controle C22 e foram
calculados a partir da média de ACt. ®Letras diferentes indicam diferenca
significativa (P<0,05).

4.3 Experimento Il

Este experimento foi delineado visando avaliar a competéncia de

desenvolvimento de odcitos submetidos a pré-MIV com NPPC, seguido de um
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periodo de cultivo de MIV. Ap6s a MIV, os odcitos foram fertilizados in vitro e a
clivagem dos embrides foi avaliada no D3. A taxa média de clivagem dos
grupos experimentais foi de 73,22% (Figura 11A), ndo sendo observadas
diferencas entre os tratamentos (P>0,05). A taxa de desenvolvimento
embrionério no D7 (Figura 11B) diferiu (P<0,05) entre os grupos C22 (69,3%) e
C30 (37,4%), mas ambos estes tratamentos néo diferiram (P>0,05) do grupo
NPPC (44,5%).

Com relacdo a avaliacdo da qualidade embrionéria, ndo houve diferenca
(P>0,05) entre os tratamentos quanto ao numero de células totais (101,63%,
em média; Figura 11C) e na proporcdo de células apoptoticas (4,5%, em

média; Figura 11D).
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Figura 11. Efeitos do cultivo de pré-maturacdo com NPPC durante 8 horas
seguido pelo cultivo de maturacdo in vitro durante 22 horas sobre (A) a
clivagem e (B) desenvolvimento embrionario até a fase de blastocistos
(calculado sobre o numero de odcitos clivados), bem como sobre a qualidade
embrionéria avaliada pelo (C) numero total de células e (D) proporcdo de
células apoptdticas (TUNEL+). Letras diferentes indicam diferenca

significativa (P<0,05).
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5 DISCUSSAO

Para que o embrido pré-implantacional se desenvolva a termo, a
qualidade oocitaria no momento da fertilizacdo é extremamente importante,
pois 0s primeiros estagios do desenvolvimento do embrido dependem da
heranga materna adquirida durante a oogénese e foliculogénese (MOUSSA et
al., 2015). Por esta razdo, 0 o0cito e seu processo de maturacdo sao alvos
constantes de estudos. Visando melhorar a aquisicdo de competéncia dos
oocitos bovinos para o desenvolvimento embrionario in vitro, o objetivo desse
trabalho foi avaliar os efeitos do NPPC durante o cultivo de pré-maturagdo in
vitro sobre a progressado da condensacao da cromatina do oécito e sobre os
padrées de expressdo génica das células do cumulus. O sistema proposto de
pré-maturacao in vitro foi capaz de promover um atraso (ou lentificacdo) da
progressdo da maturacdo nuclear e alteragdo na expressdo de genes
relacionados a competéncia oocitaria, o que foi importante para evitar o
envelhecimento e degeneracdo do odcito durante o periodo prolongado de
cultivo (30 horas, incluindo o cultivo de pré-maturacdo seguido da maturacao in
vitro). Esta prevencdo do envelhecimento permitiu a manutencdo da
competéncia para o desenvolvimento embrionario, uma vez que a propor¢ao de
embrides desenvolvidos até o estaddio de blastocisto foi semelhante a dos
oocitos maturados em tempo convencional (24 horas).

Os odcitos das fémeas bovinas permanecem bloqueados na profase da
primeira redugcdo meidtica, devido a uma série de eventos que ocorrem no
ambiente folicular e que mantem os altos niveis intra-oocitarios de cAMP
(CONTI et al., 2012; BILODEAU-GOESEELS, 2011; DEKEL, 2005; CONTI et
al., 2002). Durante este estado de bloqueio, a cromatina assume diferentes
configuracbes de condensacéo e, quando atinge o estadio de GV3, o odcito
torna-se transcricionalmente inativo (LUCIANO et al., 2014). No presente
estudo, foi demonstrada a progressédo da condensagédo da cromatina desde o
momento da remocdo do odcito imaturo do ambiente folicular (grupo CO, com
maior proporc¢édo de odcitos em GV1, que exibem atividade transcricional) até o
momento esperado para que ocorra a retomada da meiose in vitro, ou seja, até

as 8 horas de cultivo de MIV, quando ocorre a GVBD in vitro (grupo C8, com
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maior propor¢cdo de odcitos em GV3, sem atividade transcricional). Os odcitos
pré-maturados pelo mesmo periodo, na presenca de NPPC, exibiram taxas de
GV, em todas as categorias, semelhantes tanto ao grupo CO quanto ao C8,
indicando que o sistema proposto de cultivo com NPPC néo foi eficiente para
bloguear completamente a meiose, porém, permitiu que a progressao
ocorresse de forma mais lenta do que a observada no grupo C8 (sem NPPC).
Esses resultados sdo promissores, pois o0citos com padrdao de cromatina 0, 1
e 2 (GVO, GV1 e GV2) possuem atividade transcricional (sintese de RNA), ao
passo que odécitos em GV3 sdo caracterizados por total silenciamento
transcricional (LODDE et al., 2008). O periodo que compreende a compactacao
da cromatina de GVO a GV2 é de extrema importancia pois, através da
atividade transcricional, ocorre o acumulo de moléculas e transcritos,
permitindo que o odécito complete a maturacdo e inicie o desenvolvimento
embrionario até que o embrido ative seu genoma (FAIR, 2003; LODDE et al.,
2008).

Com excecdo dos odcitos em GVO, que apesar da alta atividade
transcricional ndo possuem capacidade para retomar e completar a meiose in
vitro (pois ainda estdo nos estagios iniciais de acumulo de moléculas
essenciais), oocitos em GV1 e GV2 séo aptos a continuar o desenvolvimento in
vitro e podem resultar em melhor aquisicdo de competéncia para o
desenvolvimento (LOODE et al., 2008, 2013; LUCIANO et al., 2011). Porém, os
procedimentos empregados para a realizacdo da MIV convencional estimulam
espontaneamente a maturacdo nuclear, como demonstrado em trabalhos
anteriores da nossa equipe (DALL’ACQUA et al., 2017; AMBROGI et al., 2016).
No presente trabalho, foi observado que odécitos do grupo C8 progrediram a
meiose até os estadios de GV3 e MI, havendo menor proporcédo de odcitos em
GV1 e GV2. Desta forma, os oocitos submetidos & MIV convencional, mesmo
que estejam em GV1 e GV2, podem nao ter tempo suficiente para acumular a
guantidade necessaria de moléculas e transcritos até o final do cultivo de MIV
tradicional (24 horas), e isso pode explicar porque a PIVE permanece
estacionada na casa dos 40% de desenvolvimento embrionario, apesar de
melhorias isoladas que sdo apontadas em diversos estudos. Por isso, a
lentificacdo do processo de progressdo da meiose, utilizando-se um sistema de

cultivo de pré-maturacdo in vitro anterior a etapa de maturacdo in vitro, com
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uso de substancias que inibam ou lentifiquem a retomada da meiose, pode ser
muito vantajosa para permitir mais tempo para o acumulo de moléculas
essenciais a aquisicao da competéncia do odcito.

Adicionalmente, o cultivo de pré-maturagdo com NPPC promoveu menor
taxa de odcitos com degeneracdo nuclear em relagdo ao grupo C30. Como
consequéncia desta maior degeneracédo (envelhecimento), a MIV por periodo
prolongado (grupo C30) resultou em menor nimero de o0citos que atingiram o
estagio de blastocisto, em comparacdo ao grupo maturado em tempo padrao
(grupo C22). Dessa forma, mesmo que a taxa de desenvolvimento embrionério
nao tenha sido afetada pelo uso de NPPC, o retardo da progressdo meidtica
evidencia a vantagem do sistema de pré-maturacdo em relacdo ao simples
prolongamento do tempo da MIV convencional na auséncia de inibidor,
conferindo protecdo ao odécito e impedindo o seu envelhecimento. Esses
resultados sao interessantes, pois o prolongamento do tempo de cultivo pode
ser benéfico na pratica da producdo in vitro de embrides em diferentes
situagdes, como, por exemplo, no transporte de odcitos obtidos por aspiracao
folicular de doadoras mantidas em fazendas localizadas a longas distancias do
laboratorio e também quando ha interesse do laboratério em sincronizar o
momento de fecundacéo in vitro de odcitos colhidos em momentos diferentes,
visando a otimizacdo na utilizacdo de palhetas de sémen de elevado valor
comercial.

Apesar dos resultados benéficos obtidos no presente estudo, o bloqueio
da meiose ndo foi completo como anteriormente demonstrado em ratos e
suinos (Zhang et al., 2011, 2017). De acordo com esses estudos, o completo
blogueio meibtico deveu-se em decorréncia do aumento do GMPc em células
da granulosa, cumulus e no proprio odécito, com consequente aumento ou
manutencdo dos elevados niveis de AMPc. Contudo, em bovinos, foi
anteriormente demonstrado que o NPPC mantém os niveis de GMPc e AMPc
elevados por, no maximo, 3 horas (CESARO et al.,, 2015). Contudo, outro
estudo demonstrou que a associacdo do NPPC com concentracdes fisiologicas
de FSH resultou em eficiente bloqueio da meiose em odécitos bovinos por até 8
horas (Franciosi et al., 2014), provavelmente pelo fato de que o FSH favorece a
manutencdo de niveis elevados de AMPc (ALBERTINI, 2003; KHAN et al.,
2015). Desta forma, parece que a intensidade e duracdo do efeito do NPPC
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sobre a meiose, em bovinos, parece depender da interagdo com outros fatores
presentes no cultivo que consigam potencializar ou prolongar a sua acgao.
Desta forma, a auséncia de horménios no meio de pré-maturacdo com NPPC,
no presente estudo, pode ser a explicagdo para nao ter sido observado o
bloqueio completo apds 8 horas de cultivo, e sim uma lentificacdo da
progressao da condensacédo da cromatina.

Adicionalmente aos resultados de configuracdo da cromatina (maturacéo
nuclear), os padrdoes de expressédo génica dos grupos tratado (NPPC) e né&o
tratados com NPPC (CO e C8), revelaram aumento na expressao de genes
relacionados a expansao das células do cumulus no grupo NPPC em relacao
ao grupo CO. A expansdo das células do cumulus e consequentemente a
maturacdo oocitaria em si iniciam-se apds o estimulo pré-ovulatério de LH e
embora a expansao das CCs possa ocorrer de forma isolada em condi¢des in
vitro, ela é um indicativo de maturacao oocitaria, evidenciando a relacao entre
os eventos (MAREI et al.,, 2012). Ao interagir com seus receptores presente
nas células murais da granulosa, o LH, via ativacao da proteina cinase C (PKC
— codificada pelo gene PRKCD), ativa a via dos fatores semelhantes ao EGF
(“EGF-like factors”: ampirregulina — AREG; epirregulina — EREG; betacelulina -
BTC), os quais tém por finalidade, em associacdo com os fatores secretados
pelo odcito, GDF9 e BMP15, propagar o efeito do LH para as células do
cumulus e consequentemente para os oocitos (MA et al., 2015; HABERMAN et
al., 2011), desencadeando o evento de maturacéo oocitaria.

Proteinas pertencentes a familia das MAP kinase (MAPK1/ERK2 e
MAPK3/ERK1) s&o ativadas como resultado do estimulo gonadotrofico e
estimulam a expressdo de genes que codificam proteinas relacionadas a
expansdo das células do cumulus como: os genes GREM1, HAS2 (codifica a
enzima acido hialurénico sintase) (GILCHRIST; ARMSTRONG 2004), PTX3
(codifica uma proteina que confere estabilidade ao complexo por se ligar a
proteina TNFAIP6) (SALUSTRI et al., 2004), TNFAIP6 (tem a expressdo
induzida majoritariamente pelo gene PTGS2/COX2 e confere estabilizagdo ao
complexo celular em expansdo), PTGS2/COX2 e VCAN (codifica os
proteoglicanos versican que favorecem a adesao entre as células do cumulus)
(Merriles et al., 2016). Como resultado destes eventos, as células do cumulus

expandem, as jungbes “gap” sdo fechadas, e o GMPc nestas ceélulas, bem
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como o seu fluxo para o ambiente intra-oocitario, diminui, permitindo a ativagdo
da PDE5SA e PDE3A, degradacdo de AMPc, ativacdo do fator promotor da
maturacdo (MPF) e reinicio da progressao meidtica (Lodde et al., 2013; Conti et
al., 2012; Sanchez; Smitz, 2012).

A partir dos mecanismos descritos e dos resultados encontrados no
presente trabalho, em que foi possivel observar maior expressao dos genes
relacionados a expansao das células do cumulus e de genes relacionados a
maturagdo/competéncia oocitaria como BDNF, EGFR, PDE5A, PRKCD e
STAT3 no grupo NPPC em relacdo ao grupo CO, além da semelhanca de
expressado génica do grupo NPPC com o grupo submetido a MIV convencional
(C8) podemos sugerir que o retardo na progressdo meibtica, ao invés do
bloqueio meidtico em od6citos bovinos a partir do cultivo de pré-maturacdo in
vitro com 100nM de NPPC por 8 horas pode ser devido a ativacdo de uma via
alternativa a via do NPPC-GMPc-AMPc em bovinos, como por exemplo a
ativacdo da via do EGF, que vem ganhando foco, como possivel via a ser
controlada para evitar a progressdo meiética em odécitos submetidos a PIVE
(VIGNERON et al., 2004; da ROSA et al., 2017).

A progressdo da meiose quando o grupo NPPC foi submetido a MIV
convencional por 22h (totalizando 30 horas de cultivo de MIV) néo diferiu dos
grupos C22 e C30, confirmando os achados na literatura de que o NPPC néo &
prejudicial ao processo de maturacdo oocitaria (ZHANG et al., 2011,
FRANCIOSI et al., 2014). Ao final da pré-MIV+MIV (NPPC) e ao final da MIV
convencional por 22 e 30h (C22 e C30), as CCs mantiveram elevada a
expressao do gene BDNF, e apresentaram maior expressédo do gene AREG no
grupo NPPC, em relacdo ao grupo C30. Este aumento acentuado do gene
AREG no grupo NPPC ao final do cultivo de maturagéo, refor¢ca a ideia da
ativacdo da via alternativa do EGFR para retomada da meiose nesse grupo.

As células do cumulus sdo usualmente utilizadas para deteccado de
genes que atuam como potenciais marcadores de qualidade e desenvolvimento
embrionario (revisado por BUNEL et al.,, 2015), pois sabe-se que até o
momento da ativacdo do genoma do embrido bovino o desenvolvimento é
possivel devido aos estogues maternos acumulados durante o bloqueio
meidtico (CARROCERA et al., 2016; MACHADO et al., 2015), sendo que em
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humanos, correlacdes positivas entre a expressado de genes nas ceélulas do
cumulus e o desenvolvimento embrionario foram descritas (MCKENZIE et al.,
2004).

Dessa forma no estudo em questdo elencamos alguns genes
relacionados a estes eventos e foi possivel avaliar maior expressao dos genes
IGF1R, KRT8 e LUM no grupo NPPC, em relacdo ao grupo CO. O fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) e seu receptor (IG1R) relacionam-se
com a aquisicdo de competéncia oocitaria para o desenvolvimento embrionario,
além de estarem intimamente relacionados com a implantagcdo dos embrides;
em bovinos, a adicdo de IGF ao meio de cultivo in vitro melhora a aquisi¢cao de
competéncia, além de melhorar o desenvolvimento embrionario (NUTTINCK et
al., 2004; WANG et al., 2009). Os genes KRT8 e LUM apresentam elevada
expressdo nos embribes em estagios de 2 a 8 células e relacionam-se
principalmente com o0s estagios iniciais do desenvolvimento embrionario,
favorecendo a divisdo celular, bem como protecao contra apoptose (BUNEL et
al., 2015). A maior expressao desses genes evidenciada neste trabalho, pode
nos sugerir que o NPPC, de acordo com os resultados de maturagao nuclear
(% de odcitos degenerados — FIGURA 8B), pode ter prevenido o
envelhecimento oocitario e conferido tempo para melhorar a aquisicdo de
competéncia destes gametas. No entanto, ao avaliar a expressao génica ao
final da MIV convencional (C22), da MIV convencional estendida por 30h (C30)
e pré-MIV+MIV (NPPC, totalizando 30h) notou-se apenas maior expressao do
gene LUM no grupo NPPC em relacdo aos controles (C22 e C30) e ao
observar os reflexos desse sistema sobre o desenvolvimento embrionario
constatou-se que nao houve melhora na taxa de desenvolvimento embrionario.
Contudo o grupo C30 apresentou menor taxa de desenvolvimento embrionario
em relacdo ao grupo C22 (P<0,05) e numericamente menor em relacdo ao
NPPC (P>0,05), evidenciando que o simples prolongamento da maturacao in
vitro ndo é favoravel a aquisicio de competéncia oocitaria para o
desenvolvimento embrionario, ao contrario disto, favorece ao envelhecimento e
morte do gameta, refletindo em menores taxas de blastocistos (LEBEDEVA et
al., 2014).
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A partir deste resultado e associando as condicbes de trabalho
presentes em nosso laboratério, podemos afirmar que o cultivo de pré-
maturacdo in vitro com NPPC para o sistema adotado ndo apresentou
vantagens quanto a taxa de maturacdo nuclear. Contudo, preveniu o
envelhecimento dos o0citos e genes relacionados a qualidade e
desenvolvimento embrionario, foram mais expressos nas células do cumulus
de oocitos submetidos a pré-maturacdo, sugerindo e concordando com a
necessidade do uso de um sistema de pré-MIV, anterior & MIV, para melhorar a
qualidade dos oodcitos submetidos a PIVE. Por fim, a partir da literatura
pesquisada para a realizacdo desse trabalho, ndo foram encontrados estudos
semelhantes, o que faz com o nosso trabalho que este seja o primeiro a
correlacionar os dados de maturacdo nuclear com os dados de expresséo
génica de CCOs bovinos pré-maturados in vitro com a presenc¢a de 100nM de
NPPC.

6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o cultivo de pré-
maturacdo de odcitos bovinos com NPPC durante 8h ndo promoveu o bloqueio
completo da meiose, todavia, a dinamica do remodelamento da cromatina dos
oocitos imaturos tratados com NPPC foi mais lenta do que a de odcitos ndo
tratados. A progressdo mais gradual da meiose permitiu a manutencdo dos
odcitos em cultivo por periodo mais prolongado (até 30h) sem aumentar as
taxas de envelhecimento e degeneracdo. Como consequéncia, a capacidade
de desenvolvimento embrionario dos odcitos tratados com NPPC né&o foi

alterada pelo cultivo prolongado.
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ANEXOS

Anexo 1. Expressdo génica relativa (22¢!) das células do cumulus de odécitos
bovinos imaturos imediatamente apdés a remocédo do ambiente folicular (CO),
apos 8h de pré-MIV com NPPC (NPPC) e apés 8h de MIV (C8)

Gene Grupo
Co NPPC C8
Expanséo células cumulus
GREM1 0.75+0.032 -0.12 £ 0.19° 0.13£0.11°
HAS2 8.55+0.5632 0.51 + 0.222b -2.61 £0.10°
PTGS2/COX2 7.06 £ 0.042 5.61 +0.32 4,98 + 0.22°
PTX3 8.06 £ 1.36° 2.04 £ 0.43b 4,22 +0.32°
TNFAIP6 9.17 £ 1.50° 2.24 +0.67° -0.63 £ 0.29°
VCAN -1.78 £ 0.12° -4.44 + 0.142 -4.01 £ 0.342
Maturacédo oocitaria

ADCY3 0.60 + 0.02° 0.64 + 0.012 0.72 £ 0.042
ADCY6 2.22+0.08 2.30+0.18 277+0.34

ADCY9 3.32+0.20 3.16 £ 0.25 3.44+£0.21
AREG 1.16 £ 0.002 0.72 £ 0.092 0.20 £ 0.13°

BDNF 1.02 £ 0.042 0.58 + 0.03° 0.67+0.05°
BMP15 7.06 + 0.94° 8.75 + 0.45% 10.05 + 0.622
EGFR 1.33+£0.112 -0.07 £ 0.18° -0.35 £ 0.26
FSHR 1.32 £ 0.04¢ 2.55+0.272 5.48 + 0.24°
GUCY1B3 5.61+0.12 5.74+0.18 5.92+0.28
IMPDH1 3.72+0.17° 4,15+ 0.182 6.08 £ 0.082

IMPDH2 1.28 £ 0.09 1.56£0.21 1.18+0.32

MAPK1 246 £0.16 1.67+£0.24 1.73+£0.22
NOS2 0.35 = 0.06¢ 3.51 +0.50° 6.26 £ 0.352




NOS3 6.98 £ 0.10 5.88 + 0.26P 5.43 +0.15P
NPPC 10.79+1.10 11.91+0.68 10.36 £ 0.50
NPR1 8.69 +0.26 9+78 +1.16 9.59 +£0.57
NPR2 2.80+£0.16 2+89 + 0.13 3.24+£0.20
NPR3 0.50 + 0.02¢ 0.63 + 0.03° 0.87 + 0.022
OOSP1 8.98+1.19 10.16 £ 0.87 10.41 £ 0.56
PDESA 1.01 £ 0.032 -0.11 £ 0.10° -0.16 £0.17°
PRKCD 6.14 £ 0.16° 4,19+0.18 3.88 £ 0.35P
RGS2 7.82+£1.092 7.87 £0.682 1.85 +0.48°
STAT3 3.35+0.192 1+94 + 0.22b 1.47 £0.21°b
Desenvolvimento embrionario
CLIC3 3.10 + 0.40° 5.78 £ 0.432 7.53 £ 0.602
IGF1R 0.08 £ 0.072 -1.74 £ 0.21° -1.74 £ 0.22°
IGFBP2 243+£0.11 295+0.16 257 +0.39
KRTS8 2.98 £0.14? 0.78 £ 0.37° 2.59 £ 0.582
LUM 5.73+0.112 3.57 £ 0.14° 1.85 + 0.26¢
NDUFA1 2.50 £ 0.67 2.34+0.64 2.50 £ 0.56
POUS5SF1 271+0.21 3.16+£0.21 2.87+0.35
PRDX1 0.22+0.16 0.33+£0.16 0.34+£0.24
PRDX3 2.90 +0.15° 3.84+0.112 4.27 +0.152
S100A10 1.18 £ 0.07° 1.64 +0.19% 2.11 £0.17+a
S100A14 2.36 + 0.09° 3.03+£0.19 2.14 +0.20°

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média relativo aos genes
housekeepings, pelo valor de 2-2Ct abc| etras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa (P<0,05) nos valores de ACt; a auséncia de letras indica auséncia de diferenca
significativa (P>0,05). Kruskal-Wallis, Dunn’s (distribuicdo n&o paramétrica) ou ANOVA,
Tukey’s.
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Anexo 2. Expressao génica relativa em células do cumulus de oécitos bovinos
matures apds 22h de MIV (C22), apds 8h de pré-MIV com NPPC seguida de
22h de MIV (NPPC) e apo6s 30h de MIV (C30)

Gene Grupo
C22 NPPC C30
Expansao do cumulus
GREM1 5.96 £ 0.65 6.60 £ 0.56 8.06 £ 0.46
HAS2 -0.52 £ 0.30 -0.56 + 0.24 0.37+£0.16
PTGS2/COX2 415+ 0.272 2.56 + 0.24° 2.98 + 0.26°
PTX3 1.77 £ 0.292 -0.62 £ 0.23¢ 0.46 + 0.24°
TNFAIP6 -249+0.31 -3,20 £ 0.54 -2.87+£0.32
VCAN -3.63 £ 0.37 -3.71 £ 0.25 -3,27 £ 0.15
Maturacgéo oocitéria
ADCY3 554 +£0.23 5.30 £ 0.06 5.44 +0.19
ADCY6 1.67 £ 0.322 1.11+0.18% 0.75+0.13°
ADCY9 4.10+0.29 3.72+0.21 3.67 £0.20
AREG 9.10 + 0.33% 8.18 + 0.43° 10.53 £ 0.322
BDNF 6.87 + 0.34% 6.31+0.80 8.47 £ 0.212
BMP15 10.88 £ 0.392 5.86 £ 1.18° 9.93 + 0.21+ab
EGFR 243 +0.19 2.12+0.16 2.57+£0.20
FSHR 8.32+0.32 7.96 £0.48 7.55+0.37
GUCY1B3 6.52 +£0.37 6.82+£0.11 7.02+0.11
IMPDH1 517+ 0.24 5.36 £0.20 5.74 £ 0.10
IMPDH2 2.60+0.17 2.60+0.17 2.84+0.10
MAPK1 0.96 £ 0.26 1.06 £ 0.21 1.10+0.10
NOS2 554+0.21 5.84 £0.27 558 +£0.25
NOS3 5.61 + 0.362 4.76 + 0.422b 4.10 £ 0.30°
NPPC 9.28 £ 0.32 9.92+0.34 10.01 £ 0.56
NPR1 8.41 +£0.57 8.55+0.36 7.27 £0.19
NPR2 4.33+0.38 3.85+0.31 4.45+0.10
NPR3 8.23+0.20 8.10£0.25 8.26 £ 0.26
OOSP1 0.87 £0.25 7.42+0.72 8.04 £0.19
PDESA 1.91 +£0.35° 2.51+0.11% 2.86+0.17
PRKCD 4,77 +£0.31 452 +0.24 4.80+0.16
RGS2 0.44+041 -0.48+0.14 -0.59+0.34
STAT3 217 £0.25 1.78 £0.19 2.13+0.24
Desenvolvimento embrionario
CLIC3 4.00+0.34 3.12+0.19 3.45+0.18
IGF1R -0.12+0.32 -0,40 £ 0.22 -0.02+0.14
IGFBP2 5.05 %+ 0.46 449+ 0.45 5.67 £ 0.62
KRT8 0.21+£0.04 0.43+0.15 0.56 £ 0.12




LUM 2.34 +0.292 0.57 £ 0.45° 2.35+0.322
NDUFA1 2.08 £0.40 1.99+0.11 2.70+0.54
POU5F1 4.43+0.19 4.20+0.23 4.79+0.18

PRDX1 0.21+£0.35 0.18+0.11 -0.14+0.19
PRDX3 2+93 + 0.58 3.02 +0.26 2.91+0.26
S100A10 1.11+0.39 0.54 +0.25 0.03+0.18
S100A14 2.93+0.39 3.30 +0.23 3.25+0.33

Os dados estdo apresentados como média = erro padrdo da média relativo aos genes
housekeepings, pelo valor de 2. abc| etras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa (P<0,05) nos valores de ACt; a auséncia de letras indica auséncia de diferenca
significativa (P>0,05). Kruskal-Wallis, Dunn’s (distribuigdo n&o paramétrica) ou ANOVA,
Tukey’s.



