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RESUMO

Dentre os principais desafios que persistem no campo da biologia da reprodugao esta a
compreensdo da natureza dos processos celulares e moleculares que determinam a qualidade
dos odcitos. Um dos fendmenos a serem melhor compreendidos € a aquisi¢do da competéncia
do odcito, e qual o papel desempenhado pelo ambiente folicular que circunda o gameta no seu
potencial de desenvolvimento. As células foliculares, especialmente as células do cumulus,
certamente desempenham um papel fundamental na aquisicdo da competéncia de odcitos in
vivo. Durante a maturagéo in vitro (MIV) do odcito observa-se expansdo e mucificacdo das
células da granulosa que formam o complexo cumulus oophorus-oécito (CCO), em fungéo da
intensa sintese de componentes da matriz extracelular. Essas modificagdes no aspecto do
cumulus sdo utilizadas como indicativo da ocorréncia de maturacio oocitaria e contribuem
para que ocorra a fecundagdo. A expressdo de proteinas associadas & matriz extracelular das
células do cumulus pode estar sob influéncia de fatores de origem oocitdria, e também pode
estar relacionada a composicdo do meio de MIV. Os objetivos deste trabalho foram: 1) avaliar
a expressdo dos transcritos dos genes que codificam para as proteinas dcido hialurdnico
sintase 2 (HAS?2), link protein 1 (HAPLNI), conexina 43 (GJA1) e B-actina (ACTB) em
complexos cumuli-odcitos (CCOs) bovinos ndo maturados, e submetidos a maturagéo in vitro
em meios com diferentes suplementagdes protéicas; e 2) avaliar as taxas de maturagdo nuclear
dos odcitos submetidos as diferentes condigdes de MIV. Os CCOs foram obtidos a partir de
ovdrios coletados de fémeas bovinas logo ap6s o abate, selecionados morfologicamente e
distribuidos em trés grupos experimentais: G1: CCOs ndo maturados; G2: CCOs submetidos
a MIV em meio TCM suplementado com soro fetal bovino (SFB); G3: CCOs submetidos a
MIV em meio TCM suplementado com albumina sérica bovina (BSA). A MIV foi realizada
em a 39°C, 5% de CO, e mdxima umidade relativa, por 22 a 24 horas. Para a extra¢io do
RNA total das amostras de CCOs foi utilizado o reagente TRIzol®. O RNA total foi
submetido a captacdo especifica do mRNA através de separagdo magnética (Dynabeads®
mRNA™ DIRECT Micro Kit). Os mRNAs foram transcritos reversamente em cDNA
utilizando-se a técnica de RT-PCR, para avaliar os padrdes de expressdo dos transcritos. Parte
dos odcitos dos grupos G2 e G3 foi desnudada das células do cumulus, e submetida a
coloracdo com Hoechst 33342, para avaliacdo da maturacdo nuclear. A andlise dos resultados
de abundincia relativa dos mRNAs de interesse mostrou diferenca significativa entre os
diferentes grupos testados para os transcritos de HAS2 (p=0,000), link protein 1 (p=0,001),
conexina 43 (p=0,007) e S-actina (p=0,011), sendo maior nos grupos de CCOs submetidos a
MIV em meio suplementado com SFB. A avaliacio da morfologia nuclear ndo mostrou
diferencas significativas entre as taxas de maturacdo nos grupos G2 e G3. Pode-se concluir
que a exposicao de CCOs bovinos a diferentes condi¢des de MIV influenciou a expressao dos
transcritos de HAS2, link protein 1, conexina 43 e [-actina. Entretanto, a MIV em presenga de
SFB ou BSA ndo mostrou diferenga nas taxas de retomada da meiose e de maturacao nuclear.

Palavras chave: cumulus oophorus, expressao génica, maturagao in vitro.



ABSTRACT

Understanding the cellular and molecular processes that determine the oocytes quality
is one of the main challenges that persist in biology of reproduction. The acquisition of oocyte
competence, and the role played by the follicular environment surrounding the gamete in its
development potential are phenomena to be better understood. Follicular cells, especially the
cumulus cells, certainly play a role in the oocyte competence acquisition in vivo. During in
vitro maturation (IVM) of oocytes was observed expansion and mucification of granulosa
cells forming the cumulus-oocyte complex (COC), due to the intense synthesis of extracellular
matrix components. These changes in the appearance of cumulus are used as indicative of the
oocyte maturation occurrence and contribute to fertilization to occur. The expression of
proteins associated with the extracellular matrix of cumulus cells may be under the influence
of oocyte origin, and may also be related to the composition of the [IVM medium. The aim of
this work were 1) to evaluate the expression of gene transcripts coding for proteins hyaluronic
acid synthase 2 (HAS?2), link protein 1 (HAPLN1), connexin 43 (GJA1) and actin-3 (ACTB)
in bovine cumulus-oocyte complexes (COCs) not matured or submitted to IVM in media with
different proteic supplements, and 2) assess the rates of nuclear maturation of oocytes
subjected to different conditions of IVM. The COCs were obtained from ovaries collected
from cows immediately after slaughter, morphologically selected and divided into three
groups: G1: not matured COCs; G2: COCs submitted to IVM in TCM supplemented with
fetal calf serum (FCS); and G3: COCs submitted to IVM in TCM supplemented with bovine
serum albumin (BSA). IVM was performed at 39°C in 5% CO, and maximum relative
humidity for 22 to 24 hours. For extraction of total RNA of COCs samples, TRIzol® reagent
was used. Total RNA was subjected to capture of specific mRNA by magnetic separation
(Dynabeads® mRNA™ DIRECT Micro Kit). The mRNAs were reverse-transcribed into
cDNA using the RT-PCR to evaluate the expression patterns of transcripts. Some of the
oocytes from G2 and G3 was stripped of cumulus cells, and subjected to staining with
Hoechst 33342 to assess nuclear maturation. The analysis of relative abundance of interest
mRNAs showed a significant difference between the different groups tested for transcripts of
HAS?2 (p = 0.000), link protein 1 (p = 0.001), connexin 43 (p = 0.007) and actin-£ (p = 0.011),
being higher in the groups of COCs submitted to IVM in medium supplemented with FCS.
The evaluation of nuclear morphology showed no significant differences between maturation
rates of G2 and G3. In conclusion, the IVM in media supplemented with FCS or BSA showed
differeces in HAS2, link protein 1, connexin 43 and actin-f transcripts expression of bovine
COCs. However, the nuclear maturation rates of oocytes subjected to IVM in media with
different proteic supplements was not affected.

Key words: cumulus cells, gene expression, in vitro maturation.
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1 INTRODUCAO

A producio in vitro de embrides (PIV) bovinos é uma tecnologia na qual, embora a
maturacdo e fecundacdo prossigam de forma aparentemente normal, a propor¢ao de embrides
que alcancam o estddio de blastocisto dificilmente € superior a 40 %, e muitas vezes estes
embrides apresentam comprometimento em qualidade e competéncia. Evidéncias indicam
que, enquanto as condi¢des de cultivo durante a PIV podem ter impacto sobre o potencial de
desenvolvimento do embrido nos estddios iniciais, a qualidade intrinseca do odcito € o fator-
chave, determinando a propor¢do de odcitos que desenvolverdo até o estddio de blastocisto.

Dentre os principais desafios que persistem no campo da biologia da reprodugdo esta
a compreensao da natureza dos processos celulares e moleculares que determinam a qualidade
dos odcitos. Um dos fendmenos a serem melhor compreendidos € a aquisi¢do da competéncia
do odcito, e qual o papel desempenhado pelo ambiente folicular que circunda o odcito no seu
potencial de desenvolvimento.

A competéncia do od6cito em se desenvolver pode ser definida como sua capacidade de
sofrer maturagdo, ser fecundado e originar descendéncia normal e fértil, apés uma gestacdo
normal. A competéncia de odcitos obtidos de foliculos em crescimento e maturados in vitro é
mais baixa que a competéncia de odcitos maturados in vivo. Rizos et al. (2002) demonstraram
que odcitos maturados in vivo sdo mais competentes que odcitos maturados in vitro.

As condi¢des de maturacdo t€m influéncia importante no nimero de embrides com
desenvolvimento até o estddio de blastocisto, sugerindo que modifica¢cdes nos meios e
protocolos de maturagdo in vitro (MIV) ainda poderiam ser feitas, para melhorar a
competéncia do odcito e as taxas de desenvolvimento embrionario.

As células somaticas do foliculo, especialmente as células do cumulus, certamente
desempenham um papel fundamental na aquisicio da competéncia de odcitos in vivo. A
associacdo entre o odcito e as células da granulosa permanece durante as fases de
crescimento, diferenciacdo, maturacdo e fecundagdo do odcito. Esta comunicacdo € crucial
tanto para o crescimento e diferenciacdo do odcito como para as células do cumulus,
permitindo o sucesso do processo de oogénese.

A competéncia de desenvolvimento de odcitos pode ser determinada por marcadores,
expressos pelas células foliculares que o circundam. Entretanto, segundo estes autores, a
relacdo entre a expressio de genes especificos durante o crescimento folicular e sua
capacidade de determinar a qualidade do embrido ainda precisa ser melhor investigada.

O excesso das células da granulosa e do cumulus normalmente é descartado durante



os procedimentos de recuperacdo dos odcitos. A andlise do perfil de expressdo génica destas
células poderia refletir de forma confidvel o potencial de fertilidade dos odcitos de uma forma
ndo-invasiva. Além disso, informagdes sobre condigdes favordveis associadas a producio de
foliculos de boa qualidade poderiam ser tteis na otimizagdo de protocolos de estimulacdo
ovariana.

Os objetivos deste trabalho foram: 1) avaliar a expressdo dos transcritos dos genes
que codificam para as proteinas acido hialur6nico sintase 2 (HAS2; hyaluronan synthase 2),
link protein 1 (HAPLN1; hyaluronan and proteoglycan link protein 1), conexina 43 (GJAI;
gap junction protein, alpha 1, 43kDa) e B-actina (ACTB; actin, beta) em complexos cumuli-
o6citos (CCOs) bovinos ndo maturados, e submetidos a MIV em meio suplementado com
albumina sérica bovina ou soro fetal bovino; e 2) avaliar as taxas de maturagdo nuclear dos

odcitos submetidos as diferentes condi¢cdes de MIV.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Maturacao Oocitaria

A maturagdo oocitdria estd relacionada a uma seqii€ncia de mudangas sofridas pelo
gameta feminino, que envolvem transformagdes nucleares, citoplasmdticas e de membranas,
preparando o odcito para a fecundacdo. O término destas mudangas permite a ocorréncia de
fecundagiio normal e desenvolvimento embriondrio (SZOLLOSI, 1993; MATZUK, 2002).

Mehllmann (2005) define maturacdo oocitdria como sendo o processo pelo qual o
odcito completa sua primeira divisdo meidtica, e sofre outras modificacdes citoplasmadticas,
progredindo até a metéfase II.

Durante a transi¢do folicular preantral a antral, o odcito adquire a capacidade de
recomecar a meiose. Assim que € possivel a resolu¢do meidtica, considera-se que o odcito é
competente (SZOLLOSIL, 1993; MATZUK, 2002). Segundo Hyttel et al. (1997), os odcitos
bovinos gradualmente adquirem competéncia para sofrer maturacdo meidtica, ao atingir um
didmetro entre 100 e 110 um.

Segundo Bézard (1997), um odcito é considerado maduro quando estd apto a ser
fecundado normalmente por um espermatozdide, com formacdo normal de pré-nicleo e
desenvolvimento embriondrio.

A competéncia de odcitos obtidos de foliculos em crescimento e maturados in vitro é
mais baixa que a competéncia de odcitos maturados in vivo (HENDRIKSEN et al., 2000). As
condi¢des de maturacdo (odcitos maturados in vivo e in vitro) t€m influéncia importante no
nimero de embrides com desenvolvimento até o estddio de blastocisto. Isto sugere que
modificagdes nos meios e protocolos de maturagdo ainda poderiam ser feitas, para melhorar a

competéncia do odcito e taxas de desenvolvimento embriondrio (CALDER et al., 2003).

2.1.1 Maturacdo Nuclear

A maturagdo meidtica do odcito € iniciada em foliculos de diferentes tamanhos nas
diferentes espécies. A maturagdo s6 € possivel quando uma série de processos preparatorios
no foliculo tenha sido completada, sendo que o mais evidente é o crescimento do odcito e
aumento de volume do fluido folicular. Odcitos de mamiferos devem completar a fase de
crescimento para seu tamanho critico antes que possa adquirir competéncia para maturacao.
Em camundongos, esta fase de crescimento do odcito ocorre durante o desenvolvimento no
periodo preantral, e normalmente termina quando o foliculo atinge o estidgio antral. Em

bovinos, 0 0dcito continua aumentando seu tamanho durante o desenvolvimento do foliculo
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antral. Acredita-se que odcitos de bovinos devem atingir um didmetro critico de 100 a 110 pm
para adquirir competéncia meidtica completa (HYTTEL et al., 1997; YANG et al., 1998).
Segundo Szollosi (1993), os odcitos devem alcancar aproximadamente 80% do seu tamanho
final para tornarem-se aptos a recomegar a meiose. Segundo Hendriksen et al. (2000), o
momento em que os odcitos adquirem competéncia para serem fecundados e se desenvolver
in vitro até o estddio de blastocisto coincide com o término do seu crescimento e da maior
parte da sintese de RNA.

A maturagdo do odcito tem inicio com a maturidade sexual. O bloqueio da meiose é
mantido até a puberdade, quando a onda pré-ovulatéria de FSH e LH estimula a resolugdo da
meiose em um ou mais odcitos, dependendo da espécie. Como conseqiiéncia, odcitos que
completaram seu crescimento nos foliculos reiniciam seu desenvolvimento na divisdo
meidtica I: os cromossomos re-condensam, a vesicula germinativa é rompida (marcando o
inicio da maturagdo), e os cromossomos homdlogos replicados separam-se na anafase I dando
origem a dois nudcleos, cada um contendo a metade do nimero original de cromossomos. No
término da meiose I, o citoplasma ¢é dividido assimetricamente, gerando duas células de
diferentes tamanhos: uma pequena, chamado corpiisculo polar, e outra grande, o odcito
secunddrio. Neste momento, cada um dos cromossomos é ainda composto de duas crométides,
que s6 serdo separadas na meiose I, gerando duas células individuais. Apds a separacdo dos
cromossomos na andfase II, o citoplasma do odcito secunddrio se divide novamente
originando o odcito maduro e um segundo corpusculo polar, ambos contendo um nimero
hapléide de cromossomos. Devido as duas divisdes citoplasmaéticas assimétricas, 0s odcitos
mantém um tamanho grande, apesar de sofrerem duas divisdes celulares (HYTTEL et al.,
1997; GOSDEN; KRAPEZ; BRIGGS, 1997; DE LA FUENTE, 2006).

A maturagdo do odcito bovino progride até a metifase da meiose Il e entdo repousa
até a fecundagdo. Na ovulacdo, o odcito secundario em repouso € liberado do ovdrio e, se a
fecundagdo ocorrer, o odcito é estimulado a completar a meiose (STAIGMILLER &
ENGLAND, 1982; HYTTEL et al., 1997; GOSDEN et al., 1997). A maturacido meidtica pode
ser induzida experimentalmente em um determinado periodo, antes que o foliculo tenha
alcangado seu tamanho pré-ovulatério definitivo.

Quando odcitos em crescimento sdo removidos dos foliculos antes da onda de
gonadotrofinas e colocados em meio de cultivo, completam a primeira divisdo meidtica e
maturam in vitro. Porém, mostram pouco potencial para uma fecundacdo normal e
desenvolvimento embrionario (DRAINCOURT & CAHILL, 1984; HYTTEL et al., 1997).

Ainda que a maturagdo oocitdria envolva alteracdes nucleares e citoplasmaticas, na
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prética a avalia¢do da maturacdo do odcito utilizada na rotina de fecundacio in vitro (FIV) € a
observagdo da expansdo das células do cumulus e da emissdo do primeiro corpusculo polar,
que indicam que a metafase II foi atingida (BEZARD, 1997).

A capacidade dos odcitos alcancarem a metafase Il em cultivo é relacionada as
condi¢des de cultivo durante a maturagdo in vitro (MIV). A adi¢do de gonadotrofinas e
esteréides ao meio de maturagdo, permite a MIV destas estruturas fora do foliculo, resultando
em um aumento do potencial de fecundag@o e desenvolvimento embriondrio (XU et al. 1987).
O meio de cultivo mais comumente utilizado para a MIV é o TCM 199 suplementado com
soro ¢ hormonios (PINYOPUMMINTR & BAVISTER, 1991; HAWK & WALL, 1994,
OLIVEIRA et al., 2006). Embora pelo menos 80% dos odcitos bovinos coletados de foliculos
antrais sofram maturacdo nuclear espontaneamente em cultivo, freqiientemente sio
adicionadas gonadotrofinas ao meio de maturagdo para induzir maturagio citoplasmadtica,
expansdo do cumulus e para melhorar o desenvolvimento embriondrio (CALDER et al.,

2003).

2.1.2 Maturacdo Citoplasmadtica

A maturacio nuclear completa nio € suficiente para garantir a qualidade do odcito
para ser fecundado e promover o crescimento de um embrido. A maturacdo citoplasmatica
também deve ser concluida. Enquanto a maturagdo nuclear consiste principalmente na
segregacdo dos cromossomos, a maturagdo citoplasmdtica envolve a reorganizagdo de
organelas e armazenamento de RNAs mensageiros, proteinas e fatores de transcri¢do, que
atuam durante os processos de maturacio, fecundagdo e inicio da embriogénese (FERREIRA
et al., 2009).

Durante a maturagdo oocitdria, ocorrem vdrias mudangas na organizacio
citoplasmadtica, tais como um desenvolvimento continuo da reserva lipidica, reducdo do
compartimento de Golgi, rearranjo das mitocondrias e alinhamento dos granulos corticais ao
longo do oolema. Segundo Bézard (1997), a migracdo de granulos corticais para o oolema é
um critério utilizado para avaliar a maturagdo citoplasmatica em odcitos de mamiferos.

O aumento do compartimento lipidico provavelmente constitui uma reserva
energética para o odcito suportar o desenvolvimento apés a fecundacdo até o estadio de
blastocisto (DIELEMAN et al., 2002).

A maturacdo citoplasmdtica é composta da aquisicio de um fator que permite a
descondensacdo da cromatina espermatica e a substitui¢do de suas nucleoproteinas. As células

da granulosa sdo responsdveis pela aquisicao desta capacidade, poucas horas apds a descarga
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de gonadotrofinas (SZOLLOSI, 1993).

O desenvolvimento embriondrio in vitro no estadio de blastocisto € significativamente
menor do que in vivo, e isto pode ocorrer devido a deficiéncias na competéncia do odcito.
Embora grande parte dos odcitos bovinos sofra maturagdo nuclear espontaneamente, pouco se

conhece sobre os requerimentos para uma adequada maturagdo citoplasmatica (CALDER et

al., 2003).

2.2 Cumulus Oophorus

A formacao do antro folicular subdivide as células da granulosa em duas populacdes
distintas tanto espacialmente quanto funcionalmente: as células do cumulus oophorus, e as
células da granulosa parietal. As células do cumulus oophorus (aproximadamente 1.000 por
foliculo) estdo intimamente préximas ao odcito, enquanto que as células da granulosa parietal
(em torno de 50.000 por foliculo) formam a parede do foliculo (SALUSTRI et al., 1990;
MATZUK, 2002).

As células do cumulus e as células da granulosa parietal sdo diferentes
morfologicamente, e existem evidéncias que o odcito desempenhe um papel decisivo na
determinagdo do destino destas células somadticas, através da secrecdo de fatores que
promovem a sua proliferacio (BUCCIONE; SCHROEDER; EPPIG, 1990; GILCHRIST et
al., 2006).e regulam seu metabolismo e secrecdo (LI et al., 2000; SUTTON; GILCHRIST;
THOMPSON, 2003).

As células do cumulus e as células da granulosa parietal juntamente com o odcito
formam um sincicio mediado por jun¢des comunicantes, o qual € essencial para o crescimento
do odcito. As células da granulosa fornecem nutrientes aos odcitos e os conectam com o

ambiente externo (VAN SOOM et al., 2002).

2.2.1 Jungdes Comunicantes

Ainda nos primeiros estdgios foliculares, varios complexos juncionais sdo encontrados
entre o odcito e as células foliculares, sendo que os mais importantes sdo as jungdes
comunicantes. Uma vez estabelecidas, estas jungdes sdo uma das principais caracteristicas do
foliculo ovariano. A comunicagdo intercelular entre o odcito e as células da granulosa, através
destas jungdes, fornece suporte nutricional para o crescimento do odcito (BUCCIONE;
SCHROEDER; EPPIG, 1990).

As jungdes comunicantes permitem a troca de ions, segundo-mensageiros e pequenas

moléculas, as quais sdo importantes para a comunicacdo célula-célula e para respostas
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coordenadas (SIMON & GOODENOUGH, 1998). Embora estas células sejam incapazes de
prover o odcito com macromoléculas pré-formadas através das jungdes comunicantes, elas
podem contribuir no abastecimento de moléculas precursoras pequenas, com as quais as
macromoléculas sao formadas (CALDER et al., 2003).

As conexinas sdo uma familia de proteinas transmembrana que formam as jungdes
comunicantes. Conexina-43 (Cx43) é uma proteina de jungdes comunicantes, a qual estd
envolvida no crescimento folicular. A quantidade da Cx43 aumenta nas células da granulosa
de foliculos bovinos na transicdo dos estdgios pré-antral para antral. Além disso, durante a
MIV, tanto o mRNA da Cx43 quanto a proteina estdo presentes no complexo cumulus-odcito
bovino (CALDER et al., 2003).

Embora grande quantidade da Cx43 possa ser inativada durante a maturacio do odcito,
algumas jun¢des comunicantes permanecem funcionais. A maturagdo de odcitos bovinos é
dependente de jungdes comunicantes funcionais, assim com o bloqueio das jungdes
comunicantes ou a reducdo de mRNA de Cx43 e da proteina estdo associados com uma
inibigdo da maturagdo do odcito. Ainda, Cx43 pode ser um importante mediador de sinais do
cumulus para o odcito, promovendo a maturagio do odcito durante a MIV (SUTOVSKY et
al., 1993; CALDER et al., 2003).

Estes contatos celulares sdo importantes durante a existéncia dos foliculos, ndo
somente para o crescimento do odcito, mas também para sua manutengdo metabdlica. As
células em contato direto com o odcito devem ser capazes de responder a certas moléculas
secretadas por ele, como por exemplo, a secre¢do de acido hialurdnico pelo cumulus em
resposta a sinais moleculares liberados pelo o6cito (TANGHE et al., 2002).

As juncdes entre o odcito e as células do cumulus sdo fundamentais, inicialmente
para manter o odcito na préfase I da meiose e, apds, para estimular o odcito a recomecar a
meiose no momento da ovulagdo (TANGHE et al., 2002).

O crescimento do odcito ndo pode ser obtido in vitro na auséncia das células
foliculares e de jun¢des comunicantes funcionais entre as células do cumulus e o odcito. Na
sua auséncia, ndo ocorre crescimento. Segundo Szo6llosi (1993), a remogdo das células do
cumulus antes da MIV de odcitos bovinos € prejudicial ao processo de maturagao.

A associacdo entre o odcito e as células da granulosa permanece durante as fases de
crescimento, diferenciacdo, maturacdo e fecundagdo do odcito. Esta comunicacio € crucial
tanto para o crescimento e diferenciacdo do odcito como para as células da granulosa,

permitindo o sucesso do processo de oogénese (BUCCIONE; SCHROEDER; EPPIG, 1990).
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2.2.2 Fungdes do Cumulus Oophorus durante a Maturacdo Oocitaria

O cumulus oophorus totalmente desenvolvido exerce trés importantes fungdes
bioldgicas: antes da ovulagéo, o cumulus controla a maturacio do odcito, durante a ovulagéo,
auxilia na captacdo do odcito pela fimbria, e durante a fecundacio participa dos mecanismos
complexos que controlam o acesso do espermatozoéide ao odcito (TANGHE et al., 2002; VAN
SOOM et al., 2002).

As células do cumulus desempenham um importante papel no processo de maturagdo
do odcito por manté-lo sob bloqueio meidtico, participar na indug¢do da meiose por conduzir o
sinal do LH ao odcito e também sdo responsdveis pela propria maturacio citoplasmadtica do
odcito. Estas fun¢des do cumulus durante a maturagdo oocitdria podem ser atribuidas a sua
rede de juncdes comunicantes e a suas caracteristicas metabdlicas especificas (TANGHE et

al., 2002; VAN SOOM et al., 2002).

2.2.2.1 Controle da Divisao Meidtica

O bloqueio da meiose de odcitos mamiferos em um estado quiescente existe até a
célula se tornar competente para responder a acdo hormonal in vivo ou, quando apds a
remocao do odcito do interior do foliculo, ele possa completar espontaneamente o processo de
maturacdo em condicdes de cultivo. In vivo, células da granulosa bovinas sdo capazes de
manter o bloqueio da divisdo meidtica em foliculos normais até o momento do pico pré-
ovulatério de LH (SIRARD; BILODEAU, 1990). O fator responsivel pelo bloqueio da
meiose tem origem nas células da granulosa, e deve passar através das células do cumulus ou
ser transformado por elas para se tornar ativo. Vdrias substincias poderiam atuar como
inibidores da maturagdo meidtica, como por exemplo as purinas (adenosina e hipoxantina) e o
AMP ciclico (SZOLLOSI, 1993).

Os niveis de AMP ciclico (cAMP) no odcito desempenham um papel dominante no
reinicio da meiose. O aumento experimental de cAMP interferiu no processo da retomada da
divisdo meidtica. A reducdo dos niveis de cAMP reestabelece as condicdes para a
continuidade da meiose. Células do cumulus evidentemente controlam a meiose, visto que os
componentes que elevam os niveis intracelulares de cAMP inibem ou detém o reinicio da
meiose em odcitos envolvidos por células do cumulus, enquanto que nos odcitos cultivados
sem as células do cumulus o mesmo ndo acontece. A retirada de odcitos do meio inibidor de
meiose presente nos foliculos ndo € suficiente para a maturacio fisioldgica dos odcitos
(SZOLLOSI, 1993; MATZUK, 2002; MEHLLMANN, 2005). E necessério que os odcitos

adquiram maturag¢ao citoplasmadtica, processo também influenciado pelas células do cumulus.
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Diferentes mecanismos pelos quais as gonadotrofinas poderiam estimular o reinicio
da meiose sdo propostos. Primeiro, a ruptura ou bloqueio das jungdes comunicantes entre as
células da granulosa e as células do cumulus é muito rapida, e precede o reinicio da meiose. In
vivo, a meiose € reiniciada quando as juncdes comunicantes sdo rapidamente eliminadas na
totalidade do complexo células da granulosa parietal - células do cumulus, interrompendo o
transporte do fator inibidor da meiose para o odcito. Segundo, a liberagdo pré-ovulatéria de
LH promove modificacdes importantes na expressdo génica em células da granulosa e
estimula indiretamente a maturagdo meidtica do odcito e a ovulagdo de um odcito no estigio
de metifase II, o qual é competente para ser fecundado. Nesta hipétese, as células da
granulosa interpretariam o sinal do LH e enviariam um segundo mensageiro para o odcito

(SZOLLOSI, 1993; TANGHE, 2002).

2.2.2.2 Maturagdo Citoplasmatica do Odcito

Embora ocorra o reinicio espontineo da meiose quando odcitos sdo incubados in vitro,
as células do cumulus ttm um papel fundamental na maturacdo citoplasmatica e
desenvolvimento subseqiiente (KONISHI et al., 1996).

As células do cumulus desempenham um importante papel metabdlico e protetor
durante a maturacdo citoplasmatica. As células da granulosa reduzem cistina a cisteina e
promovem a captagdo de cisteina em odcitos bovinos durante a maturagdo. Desta forma, os
niveis intercelulares de glutationa s@o aumentados, resultando em maiores taxas de
fecundacdo normal e desenvolvimento embrionario até o estddio de blastocisto (TANGHE et
al., 2002).

As células do cumulus também metabolizam glicose produzindo piruvato através do
ciclo de Krebs, fornecendo piruvato ao odcito e, assim, melhorando sua qualidade. Odcitos
cultivados sem as células da granulosa t€ém pouca habilidade para metabolizar glicose em

comparacdo com odcitos cultivados com o cumulus (TANGHE et al., 2002).

2.2.3 Matriz Extracelular do Cumulus Oophorus

No foliculo pré-ovulatério bovino, o cumulus oophorus expande dramaticamente
quando as células do cumulus, que consistem de poucas camadas de células da granulosa
intimamente circundando o odcito, sdo induzidas a sintetizar grandes quantidades de 4cido
hialur6nico. O 4cido hialurdnico interage com componentes especificos da matriz, formando
uma matriz extracelular altamente hidratada e viscosa nos espagos intercelulares, resultando

em um aumento de 20 a 40 vezes o volume do complexo cumulus-odcito. A expansdo do
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cumulus causa sua dissociacdo da parede folicular (TIRONE et al, 1997, ZHUO &
KIMATA, 2001). Segundo Yokoo et al. (2002), a quantidade de 4cido hialur6nico sintetizada
¢ estreitamente correlacionada com o grau de expansio do cumulus.

A matriz extracelular do cumulus é composta por acido hialurénico, proteoglicanos e
proteinas, como as proteinas de liga¢dao ao dcido hialurénico, que podem estar envolvidas na
funcdo do 4cido hialurdnico de formar a matriz extracelular dos complexos cumuli-odcitos
(YOKOQO et al., 2002). O complexo cumulus-odcito expandido possui uma matriz complexa
contendo o dcido hialurdnico organizado em uma rede tridimensional através da qual ocorrem
interacOes especificas com outras macromoléculas da matriz extracelular, responsdveis pela
expansdo e mucificagdo das células do cumulus (CAMAIONI et al., 1996). Segundo Testart
(1985), a condi¢do mucosa do cumulus oophorus é normalmente correlacionada com a
ocorréncia de maturag@o do odcito.

Uma glicoproteina de ligacdo, a "link protein”, encontrada também em cartilagens,
interage especificamente com a molécula de acido hialurdnico, estabilizando a ligacdo de
mondmeros de proteoglicanos ao dcido hialurdnico para a formacdo de moléculas agregadas
(KOBAYASHI et al, 1999). Sun; Kobayashi; Terao (1999), através de técnicas de
imunohistoquimica, detectaram a presenca de "link protein" principalmente na matriz
extracelular do cumulus. A presenga desta proteina ndo foi observada apds tratamento com
hialuronidase, sugerindo sua ligacdo a moléculas de acido hialur6nico.

Além das contribui¢des das células do cumulus oophorus durante a maturacdo do
odcito, elas também previnem alteracdes do odbcito prejudiciais a fecundagcdo. Em
camundongos, a remog¢do do cumulus oophorus durante a maturacdo do odcito resultou em
um aumento da resisténcia da zona peldcida a digestdo proteolitica e penetracio espermatica
(VAN SOOM et al., 2002).

A expansdo do complexo cumulus-oécito também pode facilitar a extrusdo do odcito
através da parede folicular rompida durante a ovulagdo, e auxiliar sua captura pela fimbria do
oviduto. Além disso, o 4cido hialur6énico e proteoglicanas como o dermatan sulfato podem
contribuir para o sucesso da fecundagdo do odcito através da estabilizacdo da zona peldcida, e
por estimular a ativacdo e motilidade espermatica (TIRONE et al., 1997).

Chen; Russell; Larsen (1993) correlacionaram a eficiéncia da fecundacdo com a
quantidade e qualidade da expansdo das células do cumulus, verificando também que a perda
ou remocdo mecanica das células do cumulus foi relacionada com diminui¢do das taxas de

fecundacdo in vitro.
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RESUMO

Durante a maturagdo in vitro (MIV) dos odcitos observa-se expansdo e mucificacdo das
células da granulosa que formam o complexo cumulus oophorus-oécito (CCO), em fungéo da
intensa sintese de componentes da matriz extracelular. Essas modificacdes no aspecto do
cumulus sdo utilizadas como indicativo da ocorréncia de maturacio oocitaria e contribuem
para que ocorra a fecundacdo. A expressdao de proteinas associadas a matriz extracelular das
células do cumulus pode estar sob influéncia de fatores de origem oocitdria, e também pode
estar relacionada a composi¢ao do meio de MIV. Os objetivos deste trabalho foram: 1) avaliar
a expressdo dos transcritos dos genes que codificam para as proteinas dcido hialurdnico
sintase 2 (HAS?2), link protein 1 (HAPLNI), conexina 43 (GJA1) e B-actina (ACTB) em
complexos cumuli-odcitos (CCOs) bovinos ndo maturados ou submetidos a maturacio in vitro
em meios com diferentes suplementagdes protéicas; e 2) avaliar as taxas de maturagdo nuclear
dos odcitos submetidos as diferentes condicdes de MIV. Os CCOs foram selecionados e
distribuidos em trés grupos experimentais: GI, CCOs ndo submetidos a MIV; G2, CCOs
submetidos a MIV em meio suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB); G3, CCOs
submetidos a MIV em meio suplementado com 0,4 % de albumina sérica bovina (BSA). Foi
utilizada a técnica de RT-PCR para a obtencdo do cDNA e amplificacio dos fragmentos
especificos dos transcritos dos quatro genes. Parte dos odcitos foi submetida a coloragdo com
Hoechst para a avaliagdo da morfologia nuclear. A andlise dos resultados mostrou diferenca
significativa entre os grupos para a abundancia relativa dos transcritos de HAS2 (p=0,000),
link protein 1 (p=0,001), conexina 43 (p=0,007) e S-actina (p=0,011). Nado foram encontradas

diferencas entre as taxas de maturacéo dos odcitos submetidos a MIV nos diferentes meios.

Palavras-chave: maturagao in vitro, cumulus oophorus, expressao génica.

INTRODUCAO

Dentre os principais desafios que persistem no campo da biologia da reprodugao esta a
compreensdo da natureza dos processos celulares e moleculares que determinam a qualidade
dos odcitos (Gilchrist et al., 2008). Um dos fendmenos a ser melhor compreendido € a
aquisi¢do da competéncia do odcito, e qual o papel desempenhado pelo ambiente folicular que

circunda o odcito no seu potencial de desenvolvimento (Gilchrist e Thompson, 2007). A
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competéncia do odcito em se desenvolver pode ser definida como sua capacidade de sofrer
maturacdo, ser fecundado e originar descendéncia normal e fértil, apés uma gestagdo normal
(Duranthon e Renard, 2001). A competéncia de odcitos obtidos de foliculos em crescimento e
maturados in vitro € mais baixa que a competéncia de odcitos maturados in vivo (Hendriksen
et al., 2000). Rizos et al. (2002) demonstraram que odcitos maturados in vivo sdo mais
competentes que odcitos maturados in vitro.

As condi¢des de maturacdo t€m influéncia importante no nimero de embrides com
desenvolvimento até o estddio de blastocisto, sugerindo que modificagdes nos meios e
protocolos de maturacdo in vitro (MIV) ainda poderiam ser feitas, para melhorar a eficiéncia
do processo de MIV e taxas de desenvolvimento embrionério e gestacdo (Calder et al., 2003).
As células somdticas do foliculo, especialmente as células do cumulus, certamente
desempenham um papel fundamental na aquisicio da competéncia de odcitos in vivo
(Gilchrist e Thompson, 2007). O complexo cumulus oophorus-odcito (CCO) formado pela
associacdo entre o odcito e as células do cumulus permanece durante as fases de crescimento,
diferenciacdo, maturacdo e fecundacdo do odcito. Esta comunicacio € crucial tanto para o
crescimento e diferenciacdo do odcito como para as células da granulosa, permitindo o
sucesso do processo de oogé€nese (Buccione et al., 1990). Segundo Hamel et al. (2008), a
competéncia de desenvolvimento de odcitos pode ser determinada por marcadores, expressos
pelas células foliculares que o circundam; entretanto, para estes autores, a relacdo entre a
expressdo de genes especificos durante o crescimento folicular e sua capacidade de
determinar a qualidade do embrido ainda precisa ser melhor investigada.

A andlise do perfil de expressdo génica das células da granulosa poderia refletir o
potencial de fertilidade dos odcitos de uma forma ndo-invasiva. Além disso, informacdes
sobre condi¢des favordveis associadas a produgdo de foliculos de boa qualidade poderiam ser
dteis na otimizacdo de protocolos de estimulacdo ovariana (Hamel et al., 2008). Os objetivos
deste trabalho foram:1) avaliar a expressdo dos transcritos dos genes que codificam para as
proteinas 4cido hialurdnico sintase 2 (HAS2; hyaluronan synthase 2), link protein 1
(HAPLNI1; hyaluronan and proteoglycan link protein 1), conexina 43 (GJA1; gap junction
protein, alpha 1, 43kDa) e B-actina (ACTB; actin, beta) em complexos cumuli-o6¢itos (CCOs)
bovinos ndo maturados, e submetidos a MIV em meios com diferentes suplementacdes
protéicas; e 2) avaliar as taxas de maturagdo nuclear dos odcitos submetidos as diferentes

condi¢des de MIV.
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MATERIAIS E METODOS

Utilizaram-se produtos Sigma-Aldrich Chemical Co. Ltd (St. Louis, MO, USA)
testados para cultivo de embrides para a preparacio de todos os meios utilizados. Os produtos

obtidos de outros fornecedores sdo indicados no texto.

Obtencio dos complexos cumuli oophorus-oécitos (CCOs)

Os ovdérios necessdrios para a obtencdo dos complexos cumuli-o6citos (CCOs) foram
coletados de fémeas bovinas abatidas em matadouro-frigorifico sob inspecdo estadual,
localizado na regido metropolitana de Porto Alegre.

Os ovdérios foram transportados a temperatura de 22 a 26°C em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBSm; Whittingham, 1971). No médximo cinco horas apds o abate do
ultimo animal, os foliculos que apresentavam didmetro entre 2 e 8 mm (Lehmkuhl ez al.,
2002), foram puncionados com uma agulha de 14G acoplada a uma seringa descartavel
contendo PBSm suplementado com 1% de soro fetal bovino (SFB; Nutricell, Campinas,
Brasil). A selecdo dos CCOs foi realizada acordo com as caracteristicas morfoldgicas (Loos et
al., 1989) com o auxilio de um estereomicroscopio (EMZ-13TR, Meiji Techno Co. Ltd,
Saitama, Japao) sob aumento de 15 a 50x. Os CCOs que apresentaram citoplasma regular e
homogéneo, com varias camadas de células do cumulus oophorus distribuidas e compactadas
em toda a superficie do odcito foram transferidos pra uma placa contendo o meio de

manipulagdo M2 (Quinn et al., 1982).

Maturacao in vitro (MIV)

Os CCOs selecionados para MIV foram lavados trés vezes no meio para maturaciao
TCM 199 contendo L-glutamina e 25 mM de Hepes acrescido de 22 pg/mL de piruvato de
sodio, 2,2 mg/mL de bicarbonato de sddio, 50 pug/mL de gentamicina, 0,5 ng/mL de FSH
(Folltropin®, Vetrepharm, Belleville, ON, Canada), 0,1 IU/ml LH (Chorulon®, Intervet, Sdo
Paulo, Brasil) e a fonte protéica de acordo com o grupo experimental: 10 % de soro fetal
bovino (SFB; Nutricell, Campinas, Brasil) ou 4mg/mL de albumina sérica bovina (BSA;
fracdo V, Life Technologies™, Grand Island, NY, EUA). Os CCOs foram divididos em
grupos de 8 ou 10 e transferidos para gotas de 100 puL, em placas de cultivo, cobertas por dleo
mineral.

As placas contendo os CCOs foram submetidas a MIV em estufa de cultivo celular sob

atmosfera de 5% CO,, 100% de umidade relativa do ar e 39°C, onde permaneceram por 22 a
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24 horas.

Avaliacio da maturacio nuclear

Ap6s o periodo de MIV, CCOs foram incubados durante 5 minutos em M2 contendo
hialuronidase 0,1% e os odcitos foram desnudados através da pipetagem das células do
cumulus. Os odcitos desnudos foram transferidos para uma gota contendo M2 suplementado
com 5 pg/mL Hoechst 33342 e incubados durante 3 minutos em cimara escura. Apds
incubagdo, os odcitos foram observados através de microscépio de fluorescéncia (IX51,
Olympus Co., Téquio, Japao), sob aumento de 400x.

Foram utilizados os seguintes critérios de classificacdo: vesicula germinativa (GV),
quebra da vesicula germinativa (GVBD), placa metafasica (MI), presenca de corpisculo polar
(MII), degenerados (DEG) ou ndo observados (NO). Foi considerado como retomada da
meiose a presenca de GVBD, MI ou MII. Entretanto, apenas odcitos com extrusdo do

corpusculo polar foram considerados como tendo atingido maturacio nuclear.

Extracao do RNA mensageiro (mRNA)

A extragdo do mRNA das amostras contendo 8§ CCOs foi realizada em duas etapas.
Antes da extragdo de RNA total, foi adicionado a cada amostra 0,1 pg de mRNA de alfa-
hemoglobina (HBA; Life Technologies™, Gaithersburg, MD, EUA) de coelho, como
controle interno. Para a extragdao do RNA total das amostras foi utilizado o reagente TRIzol®
(Life Technologies™, Grand Island, NY, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
As amostras de RNA total foram submetidas a captagdo especifica do mRNA utilizando-se o
produto comercial de separacdo magnética Dynabeads® mRNA™ DIRECT Micro Kit
(DYNAL, Oslo, Noruega), conforme protocolo descrito por Oliveira et al. (2006).

Reacao de transcricao reversa (RT)

Os mRNAs isolados dos 8 CCOs em cada amostra foram transcritos reversamente em
cDNA, em solucdo contendo 4 pL de tampdo 5X First Strand Buffer (250 mM Tris-HCl pH
8,3; 375 mM KCI; 15 mM MgCl2; Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA); 2 uL. de DTT 50 mM
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA); 1uL oligo(dT);2.1s primer (0,5 pug/mL; Invitrogen™,
Carlsbad, CA, EUA); 2 uL de solucdo com 2,5 mM de cada dNTP (Life Technologies™,
Gaithersburg, MD, EUA); 20 U de RNaseOUT™ recombinant ribonuclease inhibitor (40
U/uL; Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA); e 100 U de enzima M-MLV Reverse Transcriptase
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(200 U/uL; Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA), em um volume final de 20 uL, em tubos
conicos de polipropileno de 0,5 mL. A solugdo foi coberta com 6leo mineral para prevenir
evaporacdo e a reacdo de RT foi realizada em termociclador (PTC-100 MJ Research,
Watertown, MA, USA) com incubagio a 37°C por 60 minutos, seguida de aquecimento a
95°C por 10 minutos. Ao final da reag¢do de transcri¢do reversa, as amostras de cDNA dos
CCOs foram diluidas para um volume final de 80 uL, com dgua ultra-pura livre de RNase, de
maneira que cada amostra apresentasse o correspondente a 0,1 CCO em cada 1 uLL do cDNA
(0,1 CCO/uL; equivalente CCO).

Amostras contendo mRNA de HBA de coelho adicionadas as amostras de CCOs
(CCOs + alfa-hemoglobina), amostras apenas com mRNA de HBA (alfa-hemoglobina pura) e

amostras sem mRNA (controle negativo) foram submetidas a RT.

Reacio em cadeia pela polimerase (PCR)

A PCR foi realizada em tubos de 0,5 mL contendo: 2 uL de tampao 10X PCR Buffer
(200 mM Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCI; Invitrogen™, Séo Paulo, Brasil); 0,6 uL. de MgCl2
(50 mM; Invitrogen™, Sao Paulo, Brasil); 1 puL da solug¢do contendo 10 mM de dNTP (Life
Technologies™, Gaithersburg, MD, EUA); 1 U de enzima Platinum® Tag DNA Polymerase
(Invitrogen™, Sdo Paulo, Brasil); 10 pmoles (exceto para link protein I que utilizou 20
pmoles) de cada oligonucleotideo especifico (Life Technologies™, Rockville, MD, EUA);
0,1 a 1,2 equivalente CCO (1 pL a 12 ul.) de cDNA das amostras, de acordo com o0 mRNA
pesquisado, ou 1 uL. (1pg/uL) de cDNA de HBA de coelho; e dgua ultra-pura livre de DNase,
em quantidade suficiente para completar um volume final de 20 pL.

A mistura foi coberta com 6leo mineral, e os tubos foram submetidos a PCR em
termociclador (PTC-100, MJ Research, Watertown, MA, USA), com desnaturacdo inicial de
94°C por 2 minutos, seguida de 33 ciclos de amplificacdo de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1
minuto e 72°C por 90 segundos (exceto para link protein I que utilizou 35 ciclos), e um ciclo
de extensdo final de 72°C por 3 minutos.

Os oligonucleotideos utilizados nas rea¢des foram produzidos a partir da regido
codificada para cada gene de interesse. As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados e os
tamanhos dos fragmentos amplificados sdo apresentados na Tabela 1.

Os controles negativos foram realizados excluindo cDNA dos tubo de reagdo. A PCR
para os genes de interesse e HBA (controle interno) foram realizadas em tubos individuais. Foi

utilizado 0,2 equivalente CCO para HASZ2; 1,2 equivalente CCO para link protein I; 0,1
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equivalente CCO para conexina 43; 0,3 equivalente CCO para S-actina; e 1 pL. do volume de
reacdo (20 puL) para HBA de coelho.

Tabela 1 - Sequéncia de bases dos oligonucleotideos utilizados na técnica de RT-PCR

Acesso no A . P Produto
Genes Sequéncia dos oligonucleotideos

GenBank amplificado

5" GCTTGACCCAGCATCATCTGTGG
HAS2 NM_174079 403pb

3" CTGGTTTAACCATCTGAGATATT

5" GGTCTGTGCAATATCCCATC
HAPLNI ~ NM_174288 232pb
3’ CCCACTTTAGCAATCTGAGC

5" GGGAAAGAGCGATCCTTACCACACTACCAC
GJAI ~ NM_174068 516pb

3’ CCACCTCCAATGAAACAAAATGAACACCTA

5" GAG AAG CTC TGC TAC GTG GC
ACTB  NM_173979 263pb

3’ CCG GAC AGC ACC GTG TTG GC

5" GCAGCCACGGTGGCGAGTAT
HBA NM_001082389 257pb

3’ GTGGGACAGGAGCTTGAAAT

ACTB (actin, beta): S-actina; GJAI (gap junction protein, alpha 1, 43kDa): conexina 43; HAPLN1
(hyaluronan and proteoglycan link protein 1): link protein 1; HAS2 (hyaluronan synthase): dcido hialurénico
sintase 2; HBA (alpha-hemoglobin): alfa-hemoglobina.

Analise da expressiao génica apés RT-PCR semi-quantitativo

Os produtos da RT-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%
(Life Technologies™, Grand Island, NY, EUA) em tampao TBE 0,5X (45 mM Trisborato; 1
mM EDTA, pH 8,3) contendo 0,5 pug de brometo de etidio por mL de gel. Os géis foram
fotogratados com camera digital (DC40 camera, Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA),
e a intensidade de cada banda obtida foi quantificada por densitometria e analisada com a
utilizacdo do programa Scion Image (Scion Co., Frederick, MD, EUA). A abundéancia relativa
de mRNA dos genes de interesse foi calculada através da divisdo da intensidade da banda de
cada amostra de CCO pela intensidade da banda de HBA de coelho da amostra

correspondente.

Delineamento experimental
Comparou-se a abundancia relativa dos transcritos de HAS2, link protein 1, conexina

43 e B-actina em CCOs bovinos ndo submetidos a MIV (grupo 1 = G1) e CCOs submetidos a
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MIV com suplementacdo protéica de 10% de SFB (grupo 2 = G2) ou 4 mg/mL de BSA
(grupo 3 = G3) e a taxa de maturacio nuclear de CCOs submetidos a MIV.

Os CCOs selecionados foram homogeneamente distribuidos nos trés grupos
experimentais. No G1, oito CCOs foram coletados em 80uL. de M2, sem serem submetidos a
MIV e armazenados em nitrogénio liquido em tubo conico de 1,0 mL. No G2, oito CCOs
foram submetidos as condi¢des de MIV em meio de maturacdo acrescido de 10 % de SFB. No
G3, oito CCOs foram submetidos as condi¢des de MIV em meio de maturag@o acrescido de
4mg/mL de BSA. Os CCOs dos grupos 2 e 3 foram coletados em 80uL do respectivo meio de
maturacdo, transferidos para tubos conicos de 1,0 mL e armazenados em nitrogénio liquido. A
abundancia relativa dos transcritos dos genes avaliados foi calculada a partir de oito
repeti¢des.

Nos CCOs selecionados para avaliacdo do estdgio de maturagdo nuclear, a MIV foi
realizada em gotas do meio de maturagdo contendo 10 CCOs, nas mesmas condi¢des descritas
para os grupos 2 (SFB) e 3 (BSA). A avaliacdo de maturacdo nuclear foi calculada a partir de

dez repeti¢des.

Analise estatistica

A abundéncia relativa dos transcritos de HAS2, link protein 1, conexina 43 e [-actina
foi analisada usando o programa SPSS 15 (SPSS Inc., Chicago, IL., USA). Apds serem
testados para a homogeneidade das variincias (teste de Levene), os dados de abundancia
relativa foram comparados pela andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de
comparagdes multiplas (teste de Tukey). Os resultados da avaliacdo de matura¢do nuclear
foram analisados com o auxilio do teste do Qui-quadrado complementado, quando necessério,

pelo teste exato de Fisher. Diferencas de p < 0,05 foram consideradas significativas.

RESULTADOS

Durante os experimentos, a manipulacio durante a coleta para andlise de expressdo
génica e para avaliacdo da maturagdo nuclear permitiu observar maior expansio e
mucificacdo da matriz extracelular das células do cumulus nos CCOs submetidos a MIV em
meio suplementado com SFB comparado ao meio suplementado com BSA (dados nido
apresentados).

Os transcritos para HAS2, link protein 1, conexina 43 e [-actina foram detectados em
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todos os géis submetidos a eletroforese realizados para avaliar o perfil de expressdo gé€nica
(Figura 1).

A andlise dos géis, através da medic@o da intensidade de cada banda dos fragmentos
de cDNA, permitiu estabelecer um valor de abundancia relativa para cada amostra. A média e
o desvio padrdo dos valores de abundéncia relativa dos transcritos obtidos a partir dos 8 CCOs
bovinos em cada um dos trés grupos experimentais (oito repeticdes) sdo apresentados na
Figura 2. Foi observada diferenca estatistica significativa na abundancia relativa dos
transcritos de HAS2 (p=0,000), link protein 1 (p=0,001), conexina 43 (p=0,007) e f-actina
(p=0,011) entre os trés grupos experimentais (Figura 2). A expressdo de todos os transcritos
foi maior no grupo de CCOs submetidos a MIV na presenca de SFB (G2) em comparagdo a

CCOs nao submetidos a MIV (G1) ou maturados na presenga de BSA (G3).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18

2000 pb

1200 pb
800 pb s16pb
400 pb 403pb
200 pb 263pb

257pb
232pb

Figura 1 - Deteccdo dos transcritos dos genes em amostras de CCOs bovinos. Gel de agarose a 2%
corado com brmeto de etidio, mostrando produtos de amplificacdo de HAS2 (403pb; amostras 1 a 3),
link protein 1 (232pb; amostras 4 a 6), conexina 43 (516pb; amostras 7 a 9) e S-actina (263pb;
amostras 10 a 12). Os produtos de amplificacio de alfa-hemoglobina de coelho (257 bp) séo
observados nas amostras 13 a 16. Amostra M: 4 uL de padrao de peso molecular low DNA mass™
ladder (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA); Amostras 1, 4, 7, 10 e 13: ¢cDNA dos CCOs ndo
submetidos a MIV; Amostras 2, 5, 8, 11 e 14: cDNA dos CCOs submetidos a MIV em presenca de
SFB; Amostras 3, 6, 9, 12 e 15: cDNA dos CCOs submetidos a MIV em presenca de BSA; Amostra
16: controle com cDNA de alfa-hemoglobina de coelho; Amostras 17 e 18: controles sem cDNA.

As avaliacdes de maturag@o nuclear foram realizadas em 98 odcitos submetidos & MIV
em meio suplementado com SFB (G2) e em 94 odcitos submetidos a MIV em meio
suplementado com BSA (G3). Os dados obtidos nas avaliagdes de maturacdo nuclear dos
odcitos sdo mostrados na Tabela 2. Nao foram encontradas diferengas significativas (p > 0,05)
na morfologia nuclear dos odcitos submetidos a MIV na presenca de SFB ou BSA, tanto para
a taxa de retomada de meiose (respectivamente, 86,7% ou 91,5%) quanto para a taxa de

maturacdo nuclear (respectivamente, 56,1% ou 58,5%).
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Figura 2 - Abundancia relativa do mRNA (média + desvio padrdo) de HAS2, link protein, conexina 43
e S-actina nos diferentes grupos de CCOs bovinos. N-MIV [Grupo 1: CCOs ndo submetidos 2 MIV];
MIV (SFB) [Grupo 2: CCOs submetidos a MIV na presenca de SFB]; MIV (BSA) [Grupo 3: CCOs
submetidos a MIV em presenca de BSA]. a,b: letras diferentes em cada gene indicam diferenca
estatistica entre os grupos pela ANOVA [HAS2 (p=0,000), link protein 1 (p=0,001), conexina 43
(p=0,007) e f-actina (p=0,011)].

Tabela 2 - Avaliacdo da retomada da meiose (GVBD, MI e MII) e maturagcdo nuclear (apenas
MII) em odcitos bovinos maturados in vitro em presenca de SFB ou BSA

Fonte Odcitos GV GVBD MI MII DEG NO

protéica n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
SFB 98 1(1,0) 22 (22,4) 8(8,2) 55(56,1) 44,1) 8(8,2)
BSA 94 3(3,2) 20 (21,3) 11 (11,7) 55 (58.5) 1(1,1) 44,3

GV (vesicula germinativa); GVBD (quebra da vesicula germinativa); MI (placa metafasica); MII
(presenca de corpusculo polar); DEG (degenerado); NO (ndo observado); p > 0,05.

DISCUSSAO

Os eventos que ocorrem durante a MIV de odcitos bovinos influenciam sua

capacidade de desenvolvimento até o estagio de blastocisto. Porém, ndo existe um consenso
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sobre a influéncia da composicio do meio e das condicdes de maturacdo sobre o
desenvolvimento e expressdo génica dos embrides (Holm er al., 1999; Watson et al., 2000;
Ali e Sirard, 2002; Knijn et al., 2002). A avaliacdo da capacidade de desenvolvimento (taxa
de clivagem e de formagdo de blastocistos), combinada com medidas qualitativas como a
abundancia relativa de mRNA, pode gerar mais informagdes sobre as consequéncias da MIV
sobre a viabilidade embriondria.

Os trabalhos que avaliam a expressio de genes relacionados a MIV, geralmente
abordam a expressdo de transcritos do odcito, restringindo-se a discutir a participacdo das
células do cumulus no desenvolvimento do gameta e os processos envolvidos na interacao
entre as duas estruturas (Yokoo et al., 2002; Irving-Rodgers e Rodgers, 2005; Sagirkaya et al.,
2007; Vireque et al., 2009). As células do cumulus sdo importantes para o processo de
maturacio oocitdria; além disso, in vivo, o desenvolvimento folicular, maturacio e ovulacdo
s6 ocorrem de forma bem sucedida se hd uma comunicacgéo entre as células do cumulus e o
odcito (Tanghe et al., 2002; Van Soom et al., 2002). A avaliacdo da expressdo de genes de
CCOs pode ajudar a compreender melhor o que acontece durante a MIV (Sagirkaya et al.,
2007).

No presente trabalho, observou-se diferenca na abundancia relativa do mRNA dos
genes HAS?2, link protein 1, conexina 43 e [-actina, quando comparados CCOs antes e apds a
MIV, sugerindo a importancia destes na maturagdo. O 4cido hialurdnico (HA), juntamente
com outras proteinas, é secretado em grandes quantidades durante a matura¢do do odcito
produzindo a matriz extracelular protéica relacionada com a expansio e mucificagdo do CCO
(Salustri et al., 1999; Kimura et al., 2002). A importancia do HA ji foi demonstrada
anteriormente, quando sua adi¢do aos meios de maturagéo e cultivo mostrou, respectivamente,
aumento do potencial de desenvolvimento de odcitos (Marquant-le Guiene et al., 2002) e
embrides (Furnus et al., 1998; Stojkovic et al., 1999) bovinos. A proteina HAS2 estd
envolvida com a sintese de HA pelas células do cumulus, tendo importincia no processo de
expansdo da matriz (Irving-Rodgers e Rodgers, 2005) e sendo relacionada ao
desenvolvimento da competéncia do odcito (Dunning et al., 2007). A organizacdo protéica da
matriz extracelular, formada pela agregacdo de HA e proteoglicanas ¢ dependente da link
protein 1 (HAPLN1), proteina produzida pelas células do cumulus (Kobayashi et al., 1999;
Sun et al., 1999) e envolvida também na expansdo do CCO (Spicer et al., 2003; Wrenzycki et
al., 2007). A proteina e 0 mRNA do gene conexina 43 estd presente nos CCOs bovinos
durante a MIV (Vozzi et al., 2001; Calder et al., 2003). A conexina 43 faz parte de uma

familia de proteinas que formam jun¢des comunicantes importantes para comunicagio célula-
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célula e respostas coordenadas. A funcdo das jun¢des comunicantes para o odcito bovino
durante a MIV tem sido relacionada tanto com as taxas de maturagdo quanto com a expansio
do cumulus; o bloqueio da sinalizag@o através das juncdes comunicantes ou a reducdo da
proteina conexina 43 leva a diminui¢do das taxas de maturacdo (Vozzi et al., 2001) enquanto
a expansdo das células do cumulus é acompanhada de modificagdes nos canais
transmembrana formados pela conexina 43 (Dell’ Aquila et al., 2004).

Durante a MIV, e posterior desenvolvimento embriondrio, ocorrem eventos
importantes de reprogramagdo nuclear e citoplasmadtica, para os quais sdo necessdrios varios
componentes quimicos, que devem estar presentes no meio de cultivo (Chanson et al., 2001;
Sagirkaya et al., 2007). O actimulo de transcritos, durante o periodo de crescimento do odcito,
¢ fundamental para o desenvolvimento inicial até a ativagdo do genoma embriondrio.
Entretanto, durante a MIV, a transcricdo de genes pode ser afetada por uma série de
suplementos aos quais os CCOs s@o expostos. Neste trabalho, a expressdo de todos os
transcritos foi maior nos grupos de CCOs submetidos a MIV com SFB, em comparacio a
CCOs antes da MIV ou maturados em presenca de BSA. Além disso, no grupo submetido a
MIV em presenca de SFB observou-se uma maior expansdo e mucificacdo da matriz
extracelular (dados ndo mostrados). Estes resultados podem estar relacionados a componentes
presentes no SFB, que atuariam como fatores de transcricdo destes genes que atuam tanto na
expansdo como na mucificacdo da matriz extracelular (Dell’ Aquila et al., 2004; Spicer et al.,
2003; Irving-Rodgers e Rodgers, 2005; Wrenzycki et al., 2007).

Os protocolos de producgdo in vitro de embrides frequentemente incluem a utilizacio
de suplementacdes como o soro, ou o co-cultivo com varios tipos de células sométicas, uma
vez que o metabolismo e requerimentos embriondrios ainda nio sdo totalmente conhecidos.
Preparagdes contendo soro e BSA estdo entre as suplementagdes protéicas mais utilizadas em
meios de MIV. Entretanto, a presencga de soro, cuja composicdo quimica € indefinida, possui
como desvantagens as variacdes entre partidas, e o risco de contaminagdes, podendo levar a
problemas durante o desenvolvimento fetal (Chanson et al., 2001; Sagirkaya et al., 2007).

No presente trabalho, embora tenham sido observadas diferencas na expressdo dos
genes investigados, a avaliagdo da morfologia nuclear dos odcitos apés a MIV ndo mostrou
diferencas significativas entre os grupos de CCOs submetidos maturagdo com SFB ou BSA,
tanto para retomada da meiose (GVBD, MI e MII) quanto para maturacido nuclear (MII).
Reconhecidamente, a MIV é uma tecnologia da reproducdo que possibilita a producio de
odcitos maduros ex-vivo, sem a necessidade de tratamentos ovarianos com gonadotrofinas,

envolvendo a remocao de CCOs de foliculos antrais, e seu cultivo sob condi¢des padronizadas
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por 24 a 48 horas, até que os odcitos atinjam a metafase Il (Gilchrist e Thompson, 2007).
Entretanto, mesmo ocorrendo a maturagdo nuclear, apenas uma pequena parte destes odcitos
maturados possui pleno potencial de desenvolvimento (Schroeder e Eppig, 1984). A
maturacdo citoplasmatica também deverda ser concluida, ao final da qual haverd o
armazenamento de mRNAs, proteinas e fatores de transcricdo, que atuam durante os
processos de maturacdo, fecundagéo e inicio da embriogénese (Ferreira et al., 2009). Embora
grande parte dos odcitos bovinos sofra retomada da meiose espontaneamente, pouco se
conhece sobre os requerimentos para uma adequada maturacdo citoplasmatica (Calder et al.,
2003).

Confrontando os resultados de maturacdo nuclear com os da avaliacdo da expressdo
génica e de expansdo e mucificacido da matriz extracelular (dados ndo mostrados) do presente
trabalho, nota-se que o grupo maturado em SFB apresentou taxas de maturacdo nuclear
semelhantes ao grupo submetido a MIV em BSA, apesar dos distintos aspectos da
mucificacdo e da abundancia relativa dos mRNAs dos genes encontrados nos dois grupos.
Embora seja possivel associar a expressdo diferenciada dos transcritos a presenca do SFB no
meio de MIV (Dell’ Aquila et al., 2004; Spicer et al., 2003), aparentemente a maturacio
nuclear ndo foi influenciada pelas diferentes suplementagdes protéicas do meio de MIV.
Porém, outros aspectos da maturacdo oocitdria, como aqueles relacionados & maturacio
citoplasmadtica, poderiam ser influenciados pelas diferentes condi¢des de MIV.

Embora tenham sido observadas diferencas na expressdo dos transcritos analisados,
ndo foi realizada andlise da expressdo gé€nica em embrides produzidos a partir do sistema de
MIV utilizado, o que, talvez, pudesse trazer esclarecimentos e novos questionamentos em
relacdo a maturacdo. Alguns autores consideram que o aumento da abundancia relativa de
transcritos em blastocistos bovinos produzidos in vitro estd relacionado com a suplementacdo
do meio com BSA ou soro durante a MIV (Sagirkaya et al., 2007; Vireque et al., 2009),
enquanto outros mostram que a suplementacdo protéica com BSA ou soro no meio de
maturacdo ou cultivo ndo altera o perfil de abundancia do mRNA dos embrides (Lazzari et al.,
2002; Oliveira et al., 2006). Porém, em experimentos nos quais foram avaliadas as taxas de
blastocistos, foram encontrados melhores resultados com a utilizagdo de SFB, em comparacao
a adicdo de BSA ao meio de maturacdo (Chanson et al., 2001; Oliveira et al., 2006).

Além disso, diferentes genes expostos as mesmas condi¢des experimentais podem ser
induzidos de forma diferente. Trabalhos com embrides bovinos (Bilodeau-Goeseels e Panich,
2002; Oliveira et al., 2006) ndo mostram diferenca significativa para a abundancia relativa de

mRNA entre os tratamentos, considerando como causa a alta variabilidade entre as amostras
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de CCOs. Uma possibilidade para a variacdo no perfil de expressdo gé€nica entre as amostras
pode estar relacionada como sistema de MIV utilizado; em bovinos, a suplementacdo do meio
com soro tem sido relacionada a variabilidade de resposta in vitro de embrides (Knijn et al.,
2002), de CCOs (Calder et al., 2003) e de células do cumulus (Arend et al., 2010). No
presente trabalho, a andlise dos dados mostrou homogeneidade entre as amostras utilizadas
nas vérias repeticdes experimentais.

Com base nos resultados observados pode-se concluir que a exposicio de CCOs
bovinos a diferentes condi¢des de MIV influenciou a expressdo dos transcritos de HAS2, link
protein 1, conexina 43 ¢ [B-actina, mostrando aumento da expressdo destes transcritos quando
a MIV ocorreu em presenga de SFB. Entretanto, a MIV em presenca de SFB ou BSA nio

mostrou diferenca nas taxas de retomada da meiose e de maturagdo nuclear.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo da expressdo dos genes no odcito e na células do cumulus, associando os
resultados as taxas de MIV, pode ser de grande valia para aperfeicoar os sistemas de producao
in vitro de embrides (WRENZYCKI; HERRMANN; NIEMANN, 2007; SAGIRKAYA et al,
2007).

A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir a avaliacdo da eficiéncia da MIV com
experimentos que verifiquem se existe relacdo entre a expressdao dos genes analisados e a
eficiéncia da producdo in vitro de embrides bovinos (taxa de blastocistos), testando meios
com diferentes suplementacdes protéicas, como ja foi mostrado anteriormente por outros
autores (CHANSON et al., 2001; LAZZARI et al., 2002; OLIVEIRA; LOPES;
RODRIGUES, 2006; SAGIRKAYA et al., 2007; VIREQUE et al., 2009).

A maturacdo oocitdria também poderia ser avaliada pela determinacido das taxas de
maturacdo nuclear em associagdo com técnicas que permitam a verificacdo de outros aspectos
da maturacdo citoplasmatica a partir de odcitos bovinos selecionados morfologicamente,
como a técnica de coloragdo com azul cresil brilhante (BCB, do inglé€s, brilliant cresyl blue),
que se baseia na atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Embora a
selecdo dos odcitos com BCB nido tenha mostrado diferenga entre os grupos para taxa de
clivagem ou a formacdo e eclosdo de blastocistos (OPIELA et al., 2008; OPIELA et al., 2010;
MOTA et al., 2010), a associacdo desta técnica com a andlise da expressdo de genes
relacionados a MIV talvez possa melhorar a eficiéncia de etapas posteriores da producdo in
vitro.

Outra possibilidade seria investigar a expressdo de genes associados com o
desenvolvimento folicular e maturacdo oocitdria, na busca de possiveis marcadores
relacionados a ocorréncia de maturagdo nuclear e citoplasmdtica. A expresdo do mRNA da
enzima anti-apoptética survivina foi relacionada a qualidade dos CCOs, a sua competéncia de
desenvolvimento e a qualidade dos blastocistos bovinos produzidos in vitro (JEON et al.,
2008). Em humanos, a competéncia dos odcitos pode ser determinada pelos marcadores
CYPI19A1 (cytochrome P450 aromatase), cdc42 (cell division cycle 42), HSD3bl (3-beta-
hydroxysteroid dehydrogenase), SERPINE2 (serine or cysteine proteinase inhibitor clade E
member 2) € FDX1 (ferredoxin 1), que sdo expressos nas células foliculares (HAMEL et al.,

2008).
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