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RESUMO

A superestimulacdo ovariana € uma das biotecnologias utilizadas com objetivo de
aumentar o potencial reprodutivo de fémeas com alto valor econdmico através da
obtencdo de maltiplas ovulacGes e tem sido amplamente empregada na espécie bovina.
O conhecimento da dinamica folicular permitiu o desenvolvimento de diversos
protocolos hormonais capazes de regular o desenvolvimento folicular, 0 momento e o
numero de ovulacbes produzidas. As duas gonadotrofinas mais utilizadas para induzir o
crescimento de mdltiplos foliculos durante esses protocolos sdo o horménio foliculo-
estimulante (FSH) e a gonadotrofina coridnica equina (eCG); e ambos tém se mostrado
eficazes. Sabe-se que a utilizacdo da superestimulacéo ovariana utilizando FSH provoca
mudancas positivas nos complexos cumulus-o6cito (CCOs) e que a utilizacdo do eCG
no final do tratamento superestimulatorio aumenta a resposta ovulatéria, a ocorréncia de
estro, as concentracbes de progesterona e as taxas de prenhes em programas de
inseminacdo artificial (IA). Deste modo, o uso desses protocolos parece alterar o
microambiente folicular e consequentemente a competéncia dos CCOs que se
desenvolvem nele. Dentre os varios fatores presentes nesse microambiente estdo as
vesiculas extracelulares (VEs; incluindo os exossomos), que carregam diversas
moléculas como mMRNA e microRNAs (miRNAS). Diante disso, o presente estudo visou
avaliar o efeito da superestimulagdo ovariana com FSH ou FSH combinado a eCG,
sobre a expressdo génica de embrides produzidos a partir de CCOs recuperados de
vacas superestimuladas. Adicionalmente, verificou-se se 0S e€x0Ssomos presentes no
fluido folicular dessas vacas, quando adicionadas durante a maturagéo in vitro (MIV) de
CCOs, provenientes de foliculos antrais (3-8mm), sdo capazes de alterar aspectos

celulares e moleculares dos CCOs, bem como a producdo de blastocistos in vitro. Em



suma, os resultados demonstraram que a superestimulacdo ovariana altera a abundancia
de mRNAs, relacionados a competéncia embrionaria, em blastocistos produzidos a
partir dos CCOs recuperados das vacas superestimuladas. Adicionalmente, também
parece modular o conteddo das exossomos, uma vez que genes relacionados a
competéncia oocitaria foram positivamente regulados nos CCOs cultivados na presenca
dos exossomos, no entanto, sem alterar a competéncia do CCOs em produzir

blastocistos.



ABSTRACT

Ovarian superestimulation is a biotecnology used to increase the reproductive potential
of females with high economic value by obtaining multiple ovulations and has been
widely used in cattle. The follicular dynamics knowledge allows the development of
numerous hormonal protocols able to regulate follicular development, the moment and
the number of ovulations produced. Two most used gonadotrophins to induce the
growth of multiple follicles during these protocols are follicle stimulating hormone
(FSH) and chorionic gonadotropin equine (eCG) and both have proven effective. It is
known that the ovarian superstimulation using FSH causes positives changes in
cumulus-oocyte complexes (COCs) and the use of eCG at the end of superstimulatory
treatment increases the ovulatory response, the oestrus occurrence, progesterone
concentrations and pregnancy rates in artificial insemination (Al). Thus, these protocols
seems to alter the follicular microenvironment and therefore the competence of COCs
that development it. Among the several factors presents in this microenvironment are
the extracellular vesicles (EVs; including the exosomes), that carry different molecules
such mRNA and microRNA (miRNAs). Therefore, this study aimed to assess the
effects of ovarian superstimulation with FSH or FSH combined with eCG on embryo
gene expression produced from COCs recovered from superstimulated cows.
Additionally, it was checked if the exosomes presents in follicular fluid from these
cows, when added during in vitro maturation (IVM) of COCs from antral follicles (3-
8mm), are able to altering COCs cellular and molecular aspects and the in vitro
blastocyst production. Briefly, the results showed the ovarian superstimulation change
the mRNA abundance related to the embryo competence in blastocyst produced from

COCs recovered from superstimulated cows. Furthermore, it also seems to modulate the



exosome content, since the genes related to the oocyte competence are upregulated in
COCs cultured in exosomes presence, however, without changing the COCs

competence to produce blastocysts.
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INTRODUCAO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) bovinos tem crescido
significativamente nos Gltimos anos. Em 2011, foram produzidos 350.762 embrides no
Brasil, dos quais 90,7% foram produzidos in vitro. O aumento da utilizacdo da
fecundacéo in vitro (FIV) ocorreu devido aos seus efeitos positivos na reducdo de custos
e na criacdo de novas possibilidades de aplicacdo na produgdo animal (Viana 2012) Na
pecuaria brasileira, ha a predominancia da sub-espécie Bos taurus indicus, cujas fémeas
apresentam em seus ovarios maior abundancia de foliculos antrais passiveis de
utilizacdo na PIVE, o que determinou forte expansdo comercial desta biotecnologia

(Pontes et al. 2009).

A maturacdo in vitro (MIV) é uma das etapas determinantes para o sucesso da
técnica de PIVE e resultados insatisfatorios nesta fase alteram drasticamente o
desenvolvimento, sobrevivéncia e implantacdo embrionaria (Eppig 2001; Rizos et al.
2002; Gilchrist et al. 2004; McNatty et al. 2004; Gilchrist 2011). Apesar dos avangos no
processo de PIVE em bovinos, os resultados da MIV sdo inferiores quando comparados
a maturacéo in vivo (Rizos et al. 2002), sugerindo que a baixa competéncia de odcitos
maturados in vitro seja decorrente, principalmente, da remocdo do CCOs do ambiente
intrafolicular. Isto porgue, tal procedimento compromete a comunicacgéo entre o odcito e
as células sométicas (células do cumulus), além de impossibilitar a acdo de diversos
fatores reguladores da maturacdo nuclear e citoplasmatica, presentes no microambiente

folicular (Lonergan et al. 1994; Coticchio et al. 2004; Krisher 2004)

Dentre os varios fatores presentes no microambiente folicular, encontram-se as
vesiculas extracelulares (VEs: exossomos e microvesiculas). Sua presenca tem sido

observada em diversos tipos celulares, tais como, reticulécitos, plaquetas, linfécitos T
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citotoxicos, linfocitos B, células dendriticas, células epiteliais de glandulas salivares,
células acinares do pancreas e células tumorais (Beaudoin et al. 1987; Escola et al.
1998; Théry et al. 2001; Kapsogeorgou et al. 2005; Bhatnagar et al. 2007; lero et al.
2008). Adicionalmente, estudos mostraram a presenca de exossomos e microvesiculas
em diversos fluidos bioldgicos como saliva, plasma, urina (Pisitkun et al. 2004; Caby et
al. 2005; Gonzalez-Begne et al. 2009; Berckmans et al. 2011), bem como no liquido
folicular de éguas (da Silveira et al. 2012) e fémeas bovinas (Sohel et al. 2013). Uma
caracteristica importante nessas vesiculas € que seus componentes e contetidos podem
ser modificados pelas condigdes de cultivo (Parolini et al. 2009; de Jong et al. 2012;
Kucharzewska and Belting 2013) e essa capacidade de modificagdo, pode ser o

mecanismo pelo qual as células controlam diversos processos fisiologicos.

Recentes estudos demonstraram que a superestimulagdo ovariana afeta
positivamente a abundancia relativa de genes correlacionados com a capacidade
ovulatoria e competéncia de CCOs recuperados de vacas da raca Nelore submetidas a
superestimulacdo ovariana (Barros et al. 2013), bem como regula a composicao de
fosfolipidios presentes no fluido folicular (dados ndo publicados). Logo, o uso da
superestimulacdo ovariana, visando otimizar a producdo de embrides através da
producdo de mdaltiplas ovulacBes de fémeas com alto potencial genético (Barros and
Nogueira 2001; Gouveia Nogueira et al. 2002; Baruselli et al. 2006; Barros et al. 2010),
parece alterar o microambiente folicular no ovario bovino, e porque ndo, o perfil e

contetudo dos exossomos presentes no fluido folicular de fémeas bovinas.

Sabe-se que o microambiente folicular fornece ao odcito as condigdes propicias
para o desenvolvimento da competéncia oocitaria, definida como o potencial de um
odcito em maturar, ser fecundado, desenvolver-se até o estdgio de blastocisto e

consequentemente manter a gestacdo (Sirard et al. 2006). Assim, o presente estudo
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visou maximizar o entendimento das modificagdes causadas pela superestimulagéo
ovariana com FSH ou FSH combinado com eCG, sobre a producgéo e perfil génico
relacionado & competéncia embriondria em vacas da raca Nelore. Adicionalmente,
sabendo-se da presenca dos exossomos no fluido folicular, pretende-se explorar
possiveis efeitos da comunicacdo celular desempenhada por essas vesiculas, sobre
importantes processos, como a MIV e a PIVE em bovinos, em resposta as

gonadotrofinas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em seu conceito inicial, o presente trabalho surgiu como forma de contextualizar
e maximizar os achados da modulacdo positiva de genes relacionados com a
competéncia oocitaria em vacas Nelore submetidas a superestimulacdo ovariana. Deste
modo, em primeiro plano, esperavamos que os embrides produzidos a partir dos CCOs
recuperados de vacas submetidas ao tratamento superestimulatorio apresentassem maior
expressao de marcadores envolvidos com a melhoria da sua qualidade. De fato, o perfil
génico encontrado nesses embrides, fornecem indicativos dessa melhoria e corroboram

com nosso pensamento inicial.

Somando-se aos indicios de que os tratamentos superestimulatérios modificam o
microambiente folicular e sabendo-se da presenca de VEs no fluido folicular bovino e o
seu papel na comunicacdo celular, resolvemos investigar se 0S exossomos estavam
envolvidos nessa modulacdo génica anteriormente reportada e se, a adicdo dessas
vesiculas na MIV, aumentaria a taxa de blastocistos produzida. No entanto, a adicao

desses exossomos durante a MIV ndo alterou a taxa de blastocistos produzidos in vitro.

Ainda ndo sabemos, se os embrides produzidos nos grupos onde houve adi¢édo
dos exossomos de vacas superestimuladas séo de qualidade superior. Para termos pelo
menos um indicativo disso, serdo realizadas analises da expressdo génica desses
embrides. Além disso, prospectamos analisar 0 conteudo desses ex0ssomos,
investigando a presenca de mRNA e miRNAs que estejam envolvidos no controle dos
genes relacionados com a competéncia oocitaria (BMP15 e GDF9), criando, assim, um

rede bioldgica entre essas alteracbes e o contetdo dos exossomos.
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