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Inibicdo e reversdo da maturacao nuclear, avaliacdo da maturacao citoplasmatica e producéo
de esteroides em complexos cumulus oophorus bovinos co-cultivados com hemi-seccgdes

foliculares em meio de cultura definido.

RESUMO

O presente trabalho teve o objetivo de padronizar um protocolo de pré-maturacdo, onde
complexos cumulus oophorus (COCs- do inglés cumulus oocyte complex) bovinos imaturos
séo co-cultivados com hemi-secgdes foliculares (HS) em meio definido (o-MEM+PVA). No
experimento 1 foi avaliado, o efeito deste co-cultivo pelo periodo de 24 horas na manutencgéo
do estdgio imaturo dos COCs. Os grupos experimentais avaliados foram: G1=TCM-
199+SFB+COCs; G2=TCM-199+SFB+HS+COCs; G3=a-MEM+PVA+COCs; G4=o-
MEM+PVA+HS+COCs. No experimento 2, foi feita a avaliagdo do potencial de
reversibilidade do processo inibitério apds a pré-maturacao, cultivando os COCs previamente
pré-maturados em meio de maturagdo padrdo (TCM-199+SFB). Os meios de cultivo destes
experimentos foram armazenados a —20° C para posterior dosagem dos horménios estradiol
(E2) e progesterona (P4) com a utilizacéo de kits de radioimunoensaio. Em média 4 COCs de
cada tratamento dos experimentos 1 e 2 foram processados para andlise da maturacdo
citoplasmética ao microscopio eletronico de transmissdo. Os resultados do experimento 1
mostram que, os tratamentos G2, G3 e G4 foram efetivos na inibicdo da progressdo da
meiose, com respectivamente 81,2; 74,0 e 96,3% dos COCs imaturos. O tratamento G1
(controle) apresentou ao final do tempo de cultivo 83,1% de COCs maduros; P<0,05. No
experimento 2, somente 0s grupos G1 e G3 apresentaram mais de 80% de odcitos maduros ao
final das 24 horas de cultura em meio padrdo. Os grupos G2 e G4 apresentaram apenas 29,1 e
16,3% respectivamente dos COCs maduros ao final do cultivo; P<0,05. A dosagem dos
horménios esterdides mostrou no experimento 1, que o grupo G3 apresentou a maior
producdo de E2 (2444,24 pg/mL) e menor producdo de P4 (3,47 ng/mL); P<0,0001. A
producdo de P4 foi méxima no grupo G2 (77,87 ng/mL). A presenca das HS promoveu o
aumento da producdo deste horménio nos grupos G2 e G4. No experimento 2, a concentracdo
de E2 foi maior no grupo pré-maturado em meio definido, assim como a concentracéo de P4,
que foi significativamente maior neste tratamento (G3), 42,82 ng/mL; P< 0,0032. A analise
ultraestrutural dos COCs mostrou que a presenca das HS (grupos G2 e G4) provoca a morte
destes ainda no periodo de pré-maturacéo. No grupo G3, foi observado que o meio de cultivo

o-MEM+PVA promoveu o inicio da maturacdo citoplasmatica durante a pré-maturacédo. No
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experimento 2, este processo foi completado apds o cultivo em meio de maturacdo padrao.
Conclui-se portanto que o meio de cultura a-MEM+PVA fornece um ambiente adequado para
que os COCs sofram a pré-maturacdo, ja que a relagdo E2:P4 neste sistema é condizente com
a fase em que os COCs se encontram, além de que este meio propicia uma alta taxa de
inibicdo da maturacdo nuclear seguida de uma grande porcentagem de reversédo desta inibigéo.
Outro fato importante foi que a maturacao citoplasmatica foi iniciada ainda no periodo de pré-
maturacao, e chegou a termo durante a maturacao in vitro. O co-cultivo com HS, no entanto,
nédo gerou resultados promissores.

Palavras-chave: Pré-maturacao; o6cito; meio definido.

Inhibition and reversibility of nuclear maturation, assessment of cytoplasmic maturation and
steroids production in bovine cumulus oocyte complex co-cultured with follicular

hemissections in defined medium culture.

ABSTRACT

This study aimed to standardize a physiological protocol of pre- maturation, where immature
bovine cumulus oocyte complex (COCs) are co-cultured with follicular hemissections (HS) in
defined medium (o-MEM + PVA). In the first experiment it was evaluated, the effect of this
co-culture for the period of 24 hours in the maintenance of COCs’ immature stage. The
following experimental groups evaluated were: G1=TCM-199 +FCS+COCs; G2=TCM-
199+FCS+HS+COCs; G3=0-MEM+PVA+COCs; G4=0-MEM+PVA+HS+COCs. The
experiment 2 was performed to assess the reversibility potential of the inhibitory process after
the pre-maturation. COCs previously pre-matured were cultured in standard medium of
maturation (TCM-199 + SFB). The culture medium of these experiments were stored at -20°
C for later dosage of hormones estradiol (E2) and progesterone (P4) with radioimmunoassay
kits. On average 4 COCs of each treatment of experiments 1 and 2 were processed for
cytoplasmic maturation analysis at the transmission electron microscope. The results of the
experiment 1 show that the treatments G2, G3 and G4 were effective in maintain meiotic
arrest, with 81.2, 74.0 and 96.3% respectively of immature COCs. Treatment G1 (control)
showed at the end of culture 83.1% of mature COCs, P <0.05. In experiment 2, only the
groups G1 and G3 showed more than 80% of mature oocytes at the end of 24 hours of culture
in the medium standard. The groups G2 and G4 had only 29.1 and 16.3% respectively of the

mature COCs at the end of the culture, P<0.05. The dosage of steroid hormones in
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Experiment 1 showed that the G3 had the highest production of E2 (2444.24 pg / mL) and
lower production of P4 (3.47 ng / mL), P <0.0001. The production of P4 was the highest in
group G2 (77.87 ng / mL). Due the presence of HS there was an increasing production of this
hormone in groups G2 and G4. In experiment 2, the concentration of E2 was higher in group
pre-matured in defined medium, as well as the concentration of P4, which was significantly
higher in this treatment, 42.82 ng / mL, P<0.0032.The ultrastructural analysis of the COCs
showed that the presence of HS (groups G2 and G4) causes the cellular death still in the pre-
maturation culture. In group G3, it was observed that the medium a-MEM + PVA promoted
the beginning of the cytoplasmic maturation during the pre-maturation. In experiment 2, this
process has been completed after culture in standard maturation medium. It comes to the
conclusion that the culture o-MEM + PVA provides a suitable environment for the COCs
suffer a pre-maturation, as the relationship E2: P4 in this system is consistent with the stage in
which the COCs are. In addition, this system provides a high rate of inhibition of nuclear
maturation followed by a large percentage of reversal of this inhibition. Another important
fact is that the cytoplasmic maturation began still in the prematuration period, and finished

during in vitro maturation. The co-culture with HS, didn’t generate promising results.

Keywords: Pre-maturation; oocyte; defined medium.
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1. INTRODUCAO

O presente trabalho é parte de um projeto mais amplo (Projeto Pronex
193000117/2004), que visa a construcdo de um foliculo pré-ovulatério mimético in vitro, com
producdo crescente de estradiol (E2), que ird possibilitar analises acerca dos fatores que
interferem na foliculogénese, maturacéo oocitaria e producédo de embrides in vitro.

O entendimento do didlogo enddcrino entre as células foliculares certamente
contribuird para o aperfeicoamento da técnica de producdo in vitro de embribes, de
importancia capital tanto na “satde reprodutiva” humana, revertendo casos de infertilidade,
como na producdo animal, expandindo as possibilidades de manutengdo dos genes de animais
domésticos de alto potencial genético, e também revertendo progndsticos de extingdo em
animais silvestres.

A producdo de embrides vidveis, sem ddvida e o fator limitante de todo processo
reprodutivo, principalmente quando focalizamos as biotecnologias reprodutivas. Conhecer
suas principais etapas e seus complexos mecanismos, destacando-se dentre esses a
foliculogénese e a maturacdo oocitaria, permitira uma producdo animal a menor custo, a
prevencdo de espéecies ameacadas de exting¢ao, além de possibilitar a perpetuacdo de genes.

Merece realce o estudo da foliculogénese e da maturacdo oocitaria uma vez que a
geracdo de embrides vidveis depende intrinsecamente do o0cito que se torna competente,
sofrendo corretamente os processos de maturagdo nuclear, citoplasmatica e molecular, sendo
este oriundo de um foliculo que cresceu e se tornou dominante.

Portanto, h& urgéncia e necessidade de se desenvolver técnicas que apontem novos

conhecimentos propiciando uma renovacgdo conceitual tanto da foliculogénese como da



maturacao oocitaria, uma vez que ha uma diferenca significativa quando as taxas de producao
de embrides in vivo e in vitro sdo comparadas (PETERS, 1996; WRENZY CKI et al; 2004).

Na producdo in vitro de embrides, devido ao fato de serem utilizados odcitos de
foliculos imaturos, torna-se necessaria a maturacao in vitro (MACHALKOVA et al, 2004),
um dos provaveis fatores causadores da reduzida taxa de producdo de embrides in vitro.

Experimentos realizados mostram que a remoc¢do do oocito do foliculo ovariano
resulta na luteinizagcdo espontanea das células da granulosa (CG) e na retomada da meiose
pelo o6cito (LANUZA et al, 1998; TSAFRIRI e POMERANTZ, 1984).Tais eventos ocorrem
pela perda da sinalizacdo odcito-células da granulosa realizada via juncdes Gap. Quando esta
sinalizagdo é perdida, através da retirada do odcito do ambiente folicular, ocorre a retomada
da meiose (maturacdo nuclear), que por sua vez leva a inibicdo da maturacdo citoplasmatica
uma vez que esta s6 ocorre quando 0 odcito estd em GV (vesicula germinativa, do inglés-
germinal vesicle), devido ao estagio descondensado dos cromossomos (DE SOUZA et al,
1998; LONERGAN et al, 1994). Observa-se entdo, uma perda na sincronia entre maturacao
citoplasmatica e nuclear, o que influencia negativamente a aquisicdo de competéncia oocitaria
e provavelmente promove a reduzida taxa de producdo de embrides in vitro.

Para tentar resolver este problema, varias modificacdes nas condi¢cdes de maturacdo
utilizadas atualmente tém sido propostas, tais como o estabelecimento de dois passos de
cultivo, incluindo uma pré-maturacdo do odcito na presenca de um inibidor de maturagédo
nuclear, ou co-cultivo com células, ou tecidos foliculares, para que possa haver uma melhor
sincronizacdo entre os processos de maturacdo nuclear e citoplasmatica (FRANZ et al, 2002;
LE BEAUX et al, 2003; MACHALKOVA et al, 2004; SIRARD et al, 1993; 1992).

Este trabalho propde a montagem de um sistema de co-cultivo dos elementos
fundamentais do foliculo ovariano, células da teca, granulosa e complexos cumulus oophorus
(COCs) em meio definido (a-MEM+PVA), com o objetivo de padronizar um protocolo de
pré-maturacdo de COCs bovinos imaturos, visando aumentar a competéncia para o

desenvolvimento dos odcitos utilizados na producéo in vitro de embrides.



2. OBJETIVOS

GERAL

Padronizacdo de um protocolo de pré-maturacdo onde COCs bovinos imaturos sejam
co-cultivados com a hemi-sec¢do folicular, visando aumentar a competéncia para 0

desenvolvimento dos odcitos utilizados na producéo in vitro de embrides.

ESPECIFICOS

1- Avaliar o efeito da pré-maturacdo realizada através do co-cultivo de hemi-seccdes
foliculares e COCs bovinos imaturos em meio definido («-MEM+PVA) e em meio complexo
(TCM-199 + SFB), na manutencéo do estagio imaturo do nucleo dos COCs;

2- Avaliar o potencial de reversibilidade do processo de inibicdo da progressdo da
meiose dos COCs previamente pré-maturados, através do cultivo destes em meio de
maturacao padrdo (TCM-199 + SFB) livre de inibidores, ou seja, sem tecido folicular;

3- Fazer a determinacdo da concentracdo dos hormonios esterdides estradiol e
progesterona presentes nos meios de cultivo referentes aos objetivos especificos 1 e 2;

4- Avaliar a maturagédo citoplasméatica dos COCs que foram pré-maturados e dos

COCs que foram pré-maturados e posteriormente cultivados em meio de maturacdo padrdo.



3. REVISAO

3.1. Maturacao oocitéria

3.1.1. Maturacgao in vivo x in vitro

Na producdo de embrides in vivo, aproximadamente 81% dos oocitos ovulados se
desenvolvem em embrido até o 13° dia da fecundacdo quando avaliados pela taxa de
concepcdo (PETERS, 1996), enquanto que na producdo de embribes in vitro, a taxa de
desenvolvimento embrionario até o 7° dia da fecundagdo encontra-se entre 30 e 40%
(WRENZYCKI et al; 2004). Existem indicac¢Oes de que esta diferenca na taxa de producdo de
embrides é também influenciada pela diferenca na competéncia de desenvolvimento entre os
o6citos, além das circunstancias da PIVE.

Na PIVE, trabalha-se com uma populacéo heterogénea de odcitos, uma vez que estes
sdo obtidos de foliculos imaturos. Portanto, os odcitos utilizados encontram-se em estagios
diferentes de maturacdo, o que leva a diferencas importantes nos resultados da PIVE (DODE
et al, 1996; HENDRIKSEN et al, 2000; MACHALKOVA et al, 2004; PAVLOK et al, 1992).

Estudos indicam que foliculos menores que 8 mm possuem mRNA para receptores de
horménio foliculo estimulante (FSH) nas células da granulosa murais e mRNA para
receptores de hormonio luteinizante (LH) somente nas células da teca (XU et al, 1995). Entéo,
fica claro que a regulacdo da maturagéo in vivo difere da regulacdo da maturacdo in vitro, uma
vez que foliculos pré-ovulatérios (> 8 mm), com receptores de LH nas células da granulosa
respondem ndo sé ao pico de LH, mas também a secre¢do pulsatil deste, que antecede o pico

ovulatorio. Assey et al (1994) conclui que as alteragcbes nucleares e citoplasmaticas



promovidas no odcito, denominadas de modificagbes pré-maturacionais, sao devidas a
responsividade do foliculo a pulsatilidade do LH antes do pico ovulatério, sendo estas
modificacdes pré-requisitos para o odcito alcancar a competéncia.

Portanto, um dos pontos-chave da producdo de embrifes tanto in vivo, quanto in vitro
é 0 processo de maturacao oocitaria, pois € nesta etapa que o odcito adquire competéncia, ou
seja, ele se torna capaz de completar a maturacéo, ser fertilizado e suportar o desenvolvimento
embrionario inicial, até que haja a transi¢cdo materno-zigética (HYTTEL et al,1997).

Estudos demonstram gue a capacidade para o desenvolvimento embrionario de oécitos
bovinos maturados in vivo é superior aqueles maturados in vitro (SIRARD e BLONDIN,
1996). Esta hipdtese é suportada pelo fato que odcitos coletados para a PIVE que provém de
foliculos dominantes antes do pico de LH geram uma taxa de 50% de blastocistos, enquanto
que odcitos recuperados de foliculos entre 2-6 mm de didmetro geram cerca de 30%
(HYTTEL et al,1997). Porém, como a obtencdo de ovarios de abatedouro € facil e barata, a
técnica de maturacao in vitro tornou possivel a producdo de embrides in vitro em larga escala.

A maturacdo nuclear normalmente é induzida in vivo pelo pico de LH. In vitro, no
entanto, esta ocorre espontdneamente quando os odcitos sdo removidos do foliculo e
cultivados em meio de maturagdo (PINCUS e ENZMANN, 1935). Isto ocorre porque quando
o complexo cumulus oophorus (COC) é removido do ambiente folicular, ele perde o contato
com as células da granulosa murais do foliculo com as quais estabelecia uma rede de
comunicagdo por meio de juncdes Gap (BYSKOV et al, 1997; DOWNS, 1995). O
rompimento desta barreira quimico-fisica promove a condensacdo da cromatina e quebra da
membrana nuclear (vesicula germinativa) fazendo com que a maturacdo nuclear que estava
blogueada em préfase | da meiose, progrida até metéafase |1 (EDWARDS, 1965). Para explicar
este fendmeno ha a hipdtese de que as células foliculares produzem um fator inibidor que
mantém o odcito com a meiose bloqueada (WASSERMAN, 1994).

No entanto, o0citos ndo sofrem apenas maturacdo nuclear, mas também maturacao
citoplasmatica e molecular, nas quais mudangas como rearranjo de organelas (FAIR et al,
1997) e sintese de proteinas e mMRNA (WU et al, 1996) sdo cruciais para a fertilizacdo e
posterior desenvolvimento embrionario.

Os protocolos de maturagdo in vitro (MIV) utilizados pela maioria dos laboratorios
utilizam soro no meio de maturacdo, pois este € fonte de varios hormonios e fatores de
crescimento. No entanto, uma vez que a concentracdo ou a presenca destes hormonios é

desconhecida, ndo ¢ possivel fazer a padronizacdo da técnica e o estudo detalhado dos fatores



que realmente influenciam para que o processo de maturagdo ocorra de forma mimética ao

processo in vivo, gerando a mesma taxa de embrides (FRESHNEY, 2000).

3.1.2. Oogénese e Maturacao nuclear

A oogénese em mamiferos é iniciada ainda na vida embrionéria e sé termina na idade
reprodutiva. Esta se inicia com a formacdo das células germinativas primordiais, as quais
migram para o epiblasto embrionario, na crista genital. Uma vez estabelecidas no ovario em
desenvolvimento, estas células perdem sua motilidade e s&o chamadas de oogonias. As
oogbnias sofrem varias mitoses antes de iniciarem a meiose (maturacdo nuclear), quando
entdo sdo chamadas de odcitos (PINCTON, 1998). Os odcitos iniciam o processo de
maturacdo oocitaria, ainda na vida embrionaria, mas este s ira ser concluido com a
fertilizacdo do gameta.

O objetivo central da maturacdo nuclear é a producdo de um gameta hapldide (n
cromossomos). Portanto, trata-se da divis@o reducional dos cromossomos. A meiose entdo
consiste de dois ciclos de divisdo celular sem nova sintese de DNA. A primeira divisdo separa
os cromossomos homologos e a segunda divisdo separa as cromatides irmas, formando os
gametas haploides. Na pratica, trata-se da progressdo do nucleo oocitario do estagio de
Profase | (PI), até o estagio de metafase 11 (MI1) da meiose, ou estadgio maduro.

Odcitos de mamiferos ficam blogueados no estagio de dictidteno da Préfase I, também
conhecido como vesicula germinativa até terem completado seu desenvolvimento. A
retomada da meiose é induzida in vivo pelo pico de LH, mas também pode ser induzida ao
retirar o oocito do foliculo para cultiva-lo in vitro (PINCUS e ENZMANN, 1935). Portanto, a
meiose bloqueada se refere ao estagio nuclear dos oocitos dentro dos foliculos, sendo que a
retomada da meiose ocorre quando os odcitos sdo isolados do ambiente folicular e colocados
em meio de maturacdo (HYTTEL et al, 1997 apud SIRARD et al, 1998).

Apls a retomada da meiose, também chamada quebra da vesicula germinativa
(GVBD- do inglés germinal vesicle breakdown), a maturacdo nuclear progride até metafase
Il, estagio no qual a meiose é blogueada novamente e s serd retomada apds fertilizacdo
(KUBELKA et al, 1988). Os eventos nucleares e citoplasmaticos que ocorrem durante este
processo sd@o chamados de maturagdo oocitaria e sdo pré-requisitos para a formacao de um
odcito competente (ASSEY et al, 1994).

A habilidade de o odcito completar a meiose também é chamada de competéncia

meiltica, a qual é adquirida gradualmente durante a foliculogénese. Os odcitos primeiro



adquirem capacidade para sofrer a quebra da vesicula germinativa e condensagédo
cromossOmica, depois, mais adiante no desenvolvimento folicular, € requerida a capacidade
para progredir até a metafase I (MI) (TSAFRIRI e CHANNING, 1975), e finalmente ele
adquire habilidade para alcancar o estagio de metafase 11 (MIl) (SORENSEN e
WASSARMAN, 1976).

Vaérios estudos tém buscado a compreensdo da regulacdo do ciclo celular em odcitos
de mamiferos para elucidar o que mantém a meiose bloqueada em GV desde a vida fetal até a
idade reprodutiva, e o0 que faz com que ela progrida até MlI e seja bloqueada novamente.

Dekel & Beers (1978) identificaram o cAMP como bloqueador da meiose em 0dcitos
de ratas. A hipdtese é que o CAMP gerado pelas células somaticas do foliculo ovariano seja
transmitido para o odcito via juncdes Gap. A retomada da meiose induzida pelo pico de LH,
portanto, envolve a quebra da comunicacao o6cito - células foliculares, fazendo com que haja
a diminuicdo da concentracdo intraoocitaria de cAMP, resultando na saida do bloqueio
meidtico (DEKEL et al, 1981). Também tem sido sugerido que a expressdo de
fosfodiesterase, exerce funcdo no controle do nivel de cAMP e, portanto, na maturacéo
nuclear (TSAFRIRI et al, 1996).

Tem sido demonstrado que o bloqueio da meiose em odcitos é dependente de eventos
de fosforilacdo catalisados pela proteina quinase A (PKA). Esta quinase, dependente de
CAMP, faz parte de uma via de transducéo de sinal que inclui as enzimas adeninato ciclase e
fosfodiesterase. Apos ser produzido, o cCAMP se liga a subunidade reguladora da PKA, que
pode ser de tipo | ou Il (MOCHLY-ROSEN, 1995). A subunidade I, localizada nas células
do cumulus, é encontrada proxima a substratos protéicos, os quais sdo rapidamente
fosforilados em resposta ao aumento da concentracdo intracelular de cCAMP (nas células do
cumulus), induzindo a retomada da meiose. A ativacdo da subunidade tipo I, presente dentro
do odcito, mantém a meiose inibida (DOWNS e HUNZICKER-DUNN, 1995). Portanto, a
alta concentracdo de cAMP nas células do cumulus leva a GVBD, enquanto que a alta
concentracdo de cCAMP no odcito leva a ativacdo da PKA que fosforila proteinas especificas
do o6cito, mantendo-o imaturo (BILODEAU et al, 1993). Dekel (2005), diz ainda que a acédo
inibitéria do cAMP ndo € gerada pelo odcito, mas transmitida pelas células foliculares via
juncdes gap.

A retomada da meiose e sua progresséo para MI dependem da ativagcdo do MPF (fator
promotor da maturagdo, do inglés- maturation promoting factor) pertencente a familia das
proteinas quinases. O MPF é um composto dimérico formado por uma subunidade catalitica,

a p34cdc2, e uma subunidade reguladora, a ciclina B. Em sua forma inativa, pré- MPF, o



complexo se apresenta fosforilado nos residuos Thrl4 e Tyr 15 da subunidade catalitica
(GAUTIER et al, 1998). O MPF ¢ ativado pela desfosforilagéo desses residuos, cuja reagéo €
catalisada pela enzima cdc 25 fosfatase (DAI et al, 2000). Estudos indicam que o CAMP inibe
a ativacdo do MPF, por prevenir a sua desfosforilacdo, e também reprime a sintese de ciclina
B, diminuindo a quantidade disponivel de pré - MPF (JOSEFSBERG et al, 2003). O MPF
ativo, ira fosforilar as proteinas do envoltério nuclear e aguelas envolvidas com a
condensacgéo da cromatina (histonas) e reorganizacao do citoesqueleto (VERDE et al, 1992).

O padrdao oscilatério de ativagdo do MPF em odcitos de rata maturados
espontaneamente mostrou que a atividade quinase é elevada imediatamente apds a retomada
da meiose, antes da quebra da vesicula germinativa, e que esta atividade alcanca nivel
méaximo na (M), declina antes da formac&o do primeiro corpusculo polar e aumenta de novo
antes de entrar na meiose 1. (JOSEFSBERG et al, 2003).

A ativacdo do MPF € necesséria para a retomada da meiose, e sua atividade elevada é
requerida para progressdo até MI. Josefsberg et al (2000), demonstrou que o declinio da
atividade do MPF entre as divisfes | e Il da meiose, se deve ao processo de degradacdo da
ciclina B.

As acdes diretas do MPF durante a quebra da vesicula germinativa envolvem a
dissolucdo do nucléolo, condensagdo cromossdmica, reorganizagdo microtubular e dissolugado
do envoltoério nuclear. Apés a GVBD, vem a MI, com a formacdo da placa metafasica. A
primeira divisdo meidtica é completada com a segregacdo dos cromossomos homologos entre
0 odcito e o primeiro corpusculo polar. Ha a transi¢do para a segunda divisdo meidtica, onde
esta é blogueada em metéfase 1l (MII) até o odcito ser fertilizado. Um periodo de 24 horas é
necessario para o oocito bovino completar sua maturacdo nuclear (SIRARD et al, 1988).

Outra quinase envolvida na maturacdo oocitaria é pertencente a familia das proteinas
quinases ativadas por mitdgenos (MAPKS). Estas respondem a estimulos extracelulares
regulando varias atividades tais como a expressdo génica, divisdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular (PEARSON et al, 2001).

Para sua ativacdo, as MAPKs precisam ser duplamente fosforiladas nos residuos de
tirosina e treonina (POSADA e COOPER, 1992). Odcitos de mamiferos expressam duas
isoformas de MAPKs, ERK 1 e ERK2 (DEDIEU et al, 1996).

Os principais alvos destas enzimas sdo as proteinas do citoesqueleto, regulando a
organizacdo microtubular e da cromatina embora elas também possuam outros alvos
citossolicos e nucleares (VERLHAC et al, 1993).



A ativacdo das MAPKs em bovinos, ocorre a0 mesmo tempo que a ativacdo do MPF,
pouco antes da GVBD, sendo que a atividade das MAPKSs aumenta progressivamente durante
as 24 horas de maturacao in vitro (GORDO et al, 2001; WEHREND e MEINECKE, 2001).

Odcitos de bovinos, ndo necessitam de MAPKSs para que ocorra a quebra da vesicula
germinativa, porém, quando estas enzimas ndo estdo presentes a meiose € reiniciada e esta
ndo € bloqueada novamente no estagio de MII, levando a conclusdo de que estas enzimas tém
um papel critico no bloqueio da meiose através de sua acdo de manter alto e estavel o nivel de
MPF neste estagio (GORDO et al, 2001).

O boqueio da meiose em MII é mantido por um componente denominado fator
citostatico (SHIBUYA e MASSUI, 1989). Este é um produto do oncogene mos, que €
expresso no inicio da maturacdo e desaparece imediatamente apds a fertilizagdo
(WATANABE et al, 1989). O CSF estabiliza direta, ou indiretamente a atividade do MPF
durante a MIl. (SAGATA et al, 1989).

Foi observado, que todos os componentes da cascata mos — MEK —-MAPK, sao
membros do fator citostatico. O mos ativa a MEK (uma quinase especifica da MAPK), que
por sua vez ativa a MAPK (FISSORE et al, 1996; SAGATA, 1997). Gordo et al (2001)
mostraram que a MAPK promove a estabilidade do MPF, e que esta também é responsavel
pela organiza¢do microtubular que ird fazer a configuracdo cromossémica correta no estagio
de MII.
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Os esquemas ilustram o que foi dito anteriormente.

RETOMADA DA MEIOSE | BLOQUEIO DA MEIOSE

' Condensagio
Cromossdmica

sintese

odcito GV

ativagio

-—hr mos mRNA polisdelilagho

' Formagio
do Fusa

- FEI

Bloqueio M

MERFK

Esquema 1: Mecanismo de regulacdo da
maturacdo nuclear.

Material reproduzido com modificacdes.
Adaptado de Dekel (2005).

A acdo inibitéria do cAMP mediada pela
proteina quinase A (PKA) é conferida em
dois niveis: na prevencdo da ativacdo do
pré- MPF e repressao da sintese de-novo
da ciclina B1. Em resposta ao pico de
LH, ou ao retirar o odcito do foliculo, a
concentragdo intraocitaria de CcAMP
diminui e a ativacdo do MPF ¢é catalizada
pela enzima cdc25fosfatase. A ativagédo
do MPF induz a retomada da meiose,
GVBD, condensacdo cromossémica e
formacdo do fuso. O MPF também
estimula a poliadenilacdo de mos mMRNA,
que leva a sintese de Mos e ativacdo da
MAPK. A inativacdo do MPF em MI é
necessaria para que a primeira divisao da
meiose seja completada e haja a extruséo
do primeiro corpusculo polar (PBI),
enquanto que sua reativacdo impede que
haja uma fase de intérfase entre as duas
divisbes da meiose, garantindo a
transicdo para MIl. O bloqueio em MII
permanece até a fertilizagdo pela ativacdo
da MAPK.
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Pico de LH

Fosforilacho s

Quebra da comunicagio

wid juriche Gap
Inibicio da Traducio Downregulation — Eliminacio das
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Diminwicho de cAMP
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Esquema 2: Regulacdo do dialogo entre as células do cumulus e o odcito.

Material reproduzido com modifica¢es.Adaptado de Edry et al (2006).

A fosforilacdo da conexina 43 (Cx43) pela MAPK leva a diminuicdo da concentracdo
intraoocitaria de CAMP possibilitando a retomada da meiose. A inibi¢do da traducdo de Cx43
e a “downregulation” de seu mRNA, representam a resposta tardia do pico de LH. Esta
resposta que também é mediada pela MAPK e leva a eliminagdo das jungdes Gap.

Odcitos em desenvolvimento podem ser classificados como competentes, ou
incompetentes para retomar a meiose (ARLOTTO et al, 1996). Competéncia meidtica esta
associada com o acumulo de p34 no fim do desenvolvimento oocitario (DE VANTERY et al,
1996) e quantidade suficiente de ciclina B (LEVESQUE e SIRARD, 1996) para haver
matéria-prima para o pré — MPF. O efeito da deficiéncia na quantidade / atividade de MAPK
na aquisicdo de competéncia meiotica ndo sdo conhecidos, porém niveis inadequados desta
proteina podem afetar alguns eventos de ativacdo oocitaria o que ira gerar baixas taxas de
clivagem (GORDO et al, 2001).

A aquisicdo da plena competéncia meidtica, também coincide com a reducdo da
atividade transcricional de oocitos bovinos (HYTTEL et al, 1997) e com o didmetro folicular
e oocitario. O6citos bovinos adquirem habilidade de retomar a meiose em foliculos antrais de
2-3 mm e o didmetro necessario para que o o0cito retome a divisdo celular e este seja

competente  para termind-la é de 110 um (FAIR e al, 1995).
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3.1.3. Maturacéo citoplasmatica

Embora existam métodos baseados na morfologia dos o0citos para selecdo de gametas
competentes para a fertilizacdo e posterior desenvolvimento embrionario, ndo tem sido
observado o aumento nas taxas de PIVE, que continuam sendo de 30 — 40 % (DE LOOS et al,
1989; VAN BLERKON et al, 1990). Inameras modificacdes ultraestruturais e moleculares
ocorrem durante a oogénese, e sdo altamente relacionadas com o desenvolvimento da
competéncia oocitaria (HYTTEL et al, 1997).

Durante seu desenvolvimento, o oocito aumenta o didmetro de < 30 um (foliculo
primordial) para mais de 120 um (foliculo terciario). Este aumento em tamanho ¢é
acompanhado por acumulo de mRNA, proteinas, substratos e nutrientes, 0s quais sdo pré-
requisitos para o odcito se tornar competente (SIRARD et al, 2006).

Competéncia oocitaria, portanto, inclui todos os eventos que introduzem ao odcito
préximo a ovulacdo, a capacidade de completar a maturagdo nuclear, ser fertilizado e iniciar a
embriogénese para um desenvolvimento fetal normal (GANDOLFI e GANDOLFI, 2001;
SIRARD et al, 2006).

A primeira evidéncia de competéncia citoplasmatica ocorre quando o odcito para a
sintese de RNA e proteinas, por modificagdes na maquinaria transcricional e traducional
(SIRARD et al, 2006). A atividade transcricional é refletida pela ultraestrutura do nucléolo,
componente fibrilo-granular, que no periodo de crescimento oocitario exibe sua maior
atividade. Quando o odcito atinge o didametro de 110 um, a funcdo do nucléolo é inativada,
refletindo uma mudanca ultraestrutural, que é a marginalizagdo dos centros fibrilares. Entdo, o
nucléolo se torna inativo, sendo ultraestruturalmente observado como uma esfera com fibrilas
empacotadas (FAIR et al, 1996).

A segunda série de mudancas ocorre proximo ao pico de LH, que resulta na re-
distribuicdo das organelas (maturacdo citoplasmatica) e acumulo de moléculas especificas
(maturacdo molecular) para preparar 0 o0cito para os eventos pos-fertilizacdo (SIRARD et al,
2006).

3.1.3.1. ModificacBes ultraestruturais no oocito durante a foliculogénese

As modificagdes ultraestruturais que ocorrem durante o processo de maturagéo sao de
extrema importancia para o o4cito assegurar sua competéncia para o desenvolvimento.
No foliculo primordial, o odcito possui um nucleo central com cromatina descondensada e,

geralmente, um ou dois nucléolos inativos. As mitocondrias sdo dispostas centralmente e sdo
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arredondadas. O cortex oocitario é repleto de “coated pits” (vesiculas recobertas por
membrana), através das quais o odcito se comunica com as células da granulosa por
endocitose (HYTTEL et al, 1997; KACINSKIS et al, 2005).

No foliculo primario, o o0cito apresenta microvilosidades, as mitocéndrias comegam a
ficar alongadas e o nucleo se localiza perifericamente (HYTTEL et al, 1997; KACINSKIS et
al, 2005).

No foliculo secundéario, o complexo de Golgi € responsavel pela producdo de granulos
corticais e pela deposi¢do da zona pellcida (ZP). Devido ao desenvolvimento da ZP, ocorre a
perda da proximidade entre o o6cito e as células da granulosa. Sendo assim, a comunicacao
intercelular deixa de ser via endocitose, e séo desenvolvidas as jun¢des Gap. S&o observados
também pequenos grumos de granulos corticais em vesiculas delimitadas por membranas e o
nucléolo adquire uma estrutura fibrilo-granular com atividade transcricional (CROZET et
al,1986, HYTTEL et al, 1997; KACINSKIS et al, 2005).

No foliculo terciario inicial, as organelas se distribuem pelo ooplasma, as mitocondrias
se multiplicam, goticulas de lipideos se tornam comuns e o tamanho e 0 numero dos grumos
de granulos corticais e vesiculas aumentam com o aumento do diametro do odcito. No
foliculo terciario tardio, as organelas se deslocam para a periferia, 0 namero de goticulas de
lipideos e vesiculas aumenta, assim como o tamanho do complexo de Golgi. O nucléolo é
inativado, se tornando uma esfera de fibrilas empacotadas (FAIR, 1996; HYTTEL et al, 1997;
KACINSKIS et al, 2005).

No foliculo de Graaf ou dominante, a quantidade das goticulas de lipideos e 0s grumos
de granulos corticais aumentam e se deslocam para uma regido mais superficial (CRAN, 1989).
A localizacdo dos granulos corticais é a mudanca ultraestrutural mais aparente do processo de
maturacao citoplasmatica. O envoltério nuclear comega a se ondular e o nucléolo se torna
morfologicamente parecido a um anel (ASSEY et al, 1994; HYTTEL et al, 1997).

Apbs o pico de LH, ha a quebra da vesicula germinativa, o odcito em MII apresenta
os granulos corticais alinhados com a membrana plasmatica, as gotas de lipideos e as
mitocondrias adquirem uma posicdo mais central no ooplasma, deixando uma zona periférica
sem organelas, na qual a principal caracteristica é a presenca de grumos de reticulo
endoplasmaético liso. O espaco perivitelinico se desenvolve para evitar a poliespermia, e 0
complexo de Golgi praticamente desaparece (ASSEY et al, 1994; DIEZ et al, 2005; HYTTEL
et al, 1997).

Outro parametro morfolégico que avalia a maturacdo citoplasmatica é a expansdo das
celulas do cumulus (KRUIP et al, 1983).



14

A anédlise microscopica de oocitos maturados in vitro mostra que as células do
cumulus se expandem, o citoplasma ¢ morfologicamente normal, e uma grande quantidade de
vesiculas digestivas € observada (DIEZ et al, 2005). A auséncia, ou 0 numero reduzido de
células do cumulus mostra um efeito negativo na producdo de embrides (BLONDIN e
SIRARD, 1995), uma vez que estas células provéem ao odcito componentes indispensaveis
para o desenvolvimento de sua competéncia. Odcitos desnudos sdo capazes de alcancar o
estagio de MII, mas sdo incapazes de sofrer os processos de fertilizacdo e desenvolvimento
normais (ZHANG et al, 1995).

3.1.4. Maturacao molecular

Cada vez mais tem sido demonstrado que a maturacdo meiotica envolve mudancas
importantes no compartimento citoplasmatico, e que estas modificacdes sdo essenciais para a
progressdo adequada do processo maturacional (BREVINI et al, 2007). Portanto, maturacao
citoplasmaética e nuclear devem caminhar em sincronia para haver a plena capacitacdo do
oaocito.

A maturacdo molecular, subdivisdo da maturacao citoplasmatica, € a que menos se tem
conhecimento, pois nem sempre esta pode ser detectada em nivel ultraestrutural.

A hipotese corrente diz que maturacdo molecular se trata de proteinas e mMRNAS
especificos produzidos e adicionados ao estoque oocitario poucos dias antes da ovulagdo
(SIRARD et al, 2006).

A transcricdo, o estoque de mMRNA e proteinas ocorre durante o crescimento folicular e
cessa quando ha a GVBD com a retomada da meiose, uma vez que 0S Cromossomos tornam-
se condensados e “inativos” (GANDOLFI e GANDOLFI, 2001).

Em vacas, a atividade transcricional tem inicio em foliculos secundarios iniciais, onde
0 hnRNA (RNA heterogéneo - precursor do mRNA) e o rRNA (RNA ribossémico) sdo
sintetizados. Tal atividade progride até o odcito alcancgar o didmetro de 110 um, num foliculo
antral com didmetro de 2-3 mm. Ap0s este estagio, somente uma sintese basal de hnRNA é
preservada até a GVBD, quando uma diminuicado intensa é observada (FAIR et al, 1997).

Esta atividade transcricional prové ao odcito estoque citoplasmatico de moléculas
mensageiras que poderdo ser traduzidas posteriormente (GANDOLFI e GANDOLFI, 2001) as
quais sdo essenciais para promover as cascatas moleculares para ativacdo do genoma
embrionario e consequentemente o desenvolvimento embrionario inicial. Portanto, o odcito

tem papel critico no intervalo que vai do momento da fertilizagdo até a chamada transi¢éo
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materno-zigotica, que € o momento em que 0 embrido deixa de depender dos estoques
maternos de mRNAS e proteinas. Em bovinos esta transi¢do ocorre em embrides no estagio de
8-16 células (TELFORD et al, 1990).

A retomada da meiose e 0 processo de maturacdo nuclear sdo controlados por
proteinas quinases e fosfatases, as quais modulam as vias celulares por eventos de
fosforilacdo e desfosforilacdo, sendo estes eventos necessarios para que haja a GVBD
(KASTROP et al, 1990; SIRARD et al, 1989). Portanto, a sintese protéica é requerida para
que o odcito retome a divisdo celular. Esta sintese, aparentemente também €é necessaria em
outros 3 pontos da maturacao nuclear:

- Para progressdo ao estagio de Ml;

- Para o o6cito completar a meiose | e chegar até M|,

- Para a manuten¢do da configuracdo cromossdmica em MII, evitando configuragdes
anormais (SIRARD et al, 1989).

Estudo demonstra que a sintese protéica € maxima nas 12 primeiras horas da
maturacdo, periodo critico para a GVBD e progressdao para MI, e que esta sintese cai
significativamente em o6citos maduros, com 40-44 h de maturacdo. Também € observado que
poucas modificacdes ocorrem com relagdo aos tipos de proteinas sintetizadas pelo o6cito nas
primeiras 24 horas de maturacdo, com excecdo de uma proteina com peso de 39-kDa, que
mostrou um aumento significativo no periodo de 16-24 h de maturacdo in vitro, sendo esta
relacionada com altas taxas de maturacdo nuclear. (WU et al, 1996).

Modificagdes pos-traducionais também estdo envolvidas nas modificagdes nucleares
que regem os eventos do ciclo celular, ou seja, a maturacdo oocitéaria. A fosforilacdo protéica
é um método de regulacdo pds-traducional, entdo substancias que sdo capazes de regular a
fosforilagdo protéica podem inibir a GVBD (SIRARD et al, 1988).

De acordo com estas informacg0es, torna-se claro que o odcito requer a transcricao de
RNA durante seu desenvolvimento, isto para que haja a traducdo de proteinas que irdo
comandar o processo de maturacdo, assim como de proteinas estruturais, para que ele atinja
seu didmetro maximo.

Estudos mostram que a sintese de RNA é alta no periodo de desenvolvimento
oocitario até o odcito atingir o diametro de 3 mm. Com o aumento do tamanho folicular, esta
sintese cai, acompanhada por uma mudanca da ultra estrutura nucleolar. (CROZET et al,
1986, FAIR et al, 1995).

Odcitos com diametro < 100 um sdo incapazes de transcrever, traduzir mRNA, ou de

executar procedimentos pos-traducionais necessarios para a sintese e ativagdo de proteinas
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requeridas para a GVBD. A plena capacidade de transcri¢do, traducdo e modificacdes pds-
traducionais requeridas para que a maturacdo in vitro seja completa, sdo conseguidas em
odcitos com didmetro minimo de 110 um.

A maior parte do RNA transcrito até o odcito atingir o estagio de MII, persiste no
ooplasma de uma forma estavel, mas traducionalmente inativa (VAN BLERKOM, 1991). Isto
por que as moléculas de RNA acumuladas no citoplasma oocitario durante sua fase de
desenvolvimento serdo utilizadas para sustentar as fases iniciais do desenvolvimento
embrionario, fazendo do o6cito, uma célula especial, diferente das células somaticas em que o
processo de renovacgdo de estoque destas moléculas é continuo. Por este motivo, uma série de
estratégias para o estoque de formas quiescentes e seu uso no momento da maturagdo, ou
desenvolvimento embrionéario foi desenvolvida (GANFOLFI e GANDOLFI, 2001).

Dentre 0os mecanismos de regulacdo, € bem aceito que mMRNASs que contém uma cauda
poli (A) pequena, sdo traducionalmente inativos, devido a sua baixa estabilidade. Estes sdo
ativados pelo aumento da cauda a medida que ocorre o desenvolvimento do odcito.
(RICHTER, 1996 apud GANFOLFI e GANDOLFI, 2001).

De acordo com Brevini-Gandolfi et al (1999), mRNAs estocados em citoplasmas de
odcitos que ndo adquiriram a plena competéncia para o desenvolvimento possuem a cauda
poli (A) menor do que aqueles encontrados em o6citos competentes. Esta diferenga pode ser
observada pelo estagio de maturacdo nuclear nos quais 0s 00citos se encontram em GV e M|,
respectivamente. Estes dados relacionam o tamanho curto da cauda poli (A), com a baixa
competéncia para o desenvolvimento (LEQUARRE et al, 2004).

Uma fina regulacdo da expressao génica é responsavel pelas corretas modificaces que
ocorrem durante a maturacdo e desenvolvimento oocitérios. Estes processos parecem estar
sob controle de mecanismos pos-transcricionais, guiados por componentes citoplasmaticos,
que sdo sintetizados durante a oogénese e estocados no odcito até serem ativados em estagios
especificos do desenvolvimento. Estas observac@es sugerem que a competéncia para o
desenvolvimento depende de uma correta regulacdo de diferentes componentes que interagem
no compartimento citoplasmatico, responsaveis pela determinacdo do destino do odcito
(GANFOLFI e GANDOLFI, 2001).
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3.2. Mecanismos de inibicdo da retomada da meiose

Como observado por Pincus e Enzmann (1935), quando o odcito é retirado do
ambiente folicular, ocorre a retomada da divisdo nuclear. Tal fato resulta na condensagédo
cromossdmica, levando ao bloqueio da atividade transcricional e é acompanhado por
profundas modifica¢bes no padrdo de sintese protéica, que leva a modificacdes importantes do
padrdo de maturacdo citoplasmatica (DE SOUZA et al, 1998; LONERGAN et al, 1994; WU
et al, 1996). Observa-se entdo, uma perda na sincronia entre maturacdo citoplasmaética e
nuclear, o que influencia negativamente a aquisicdo de competéncia oocitaria.

Para tentar resolver este problema, varias modificacdes nas condi¢cdes de maturacdo
utilizadas atualmente tém sido propostas, tais como o estabelecimento de dois passos de
cultivo incluindo uma pré-maturacdo na presenca de um inibidor sintético de maturagdo
nuclear, ou co-cultivo com células, ou tecidos foliculares (FRANZ et al, 2002; LE BEAUX et
al, 2003; MACHALKOVA et al, 2004; SIRARD et al, 1993; 1992).

A inibicdo da retomada da meiose tem sido sugerida como meio através do qual os
odcitos adquirem um tempo adicional para sofrer as modificacGes necessarias para aquisicdo
de competéncia (LONERGAN et al, 2000). Portanto, este tempo adicional possibilitaria uma
melhor sincronizacgdo entre os processos de maturacdo nuclear e citoplasmatica com objetivo
de maximizar a producdo de embrides (FRANZ et al, 2002; LE BEAUX et al, 2003;
MACHALKOVA et al, 2004; SIRARD et al, 1993; 1992). Para este fim, e para o estudo dos
pontos de controle do processo maturacional, inibidores farmacoldgicos e fisioldgicos da

maturagdo nuclear tém sido amplamente testados. (LE BEAUX et al, 2003).

3.2.1. Inibidores de transcricao

Embora seja pequeno o nivel de atividade transcricional que o o6cito mantém apos
estar plenamente desenvolvido, este pode ser necessario para ativacao de genes relacionados a
aquisicdo de competéncia, bem como de genes que sinalizam para a retomada da meiose. O
cultivo de COCs bovinos na presenca de inibidores de transcri¢do, pode levar a inibicdo da
sintese de mMRNASs necessarios para estas importantes fungdes fisioldgicas ( RODRIGUEZ e
FARIN, 2004). Para o estudo da importancia da sintese de mRNA durante a maturacdo de
oocitos bovinos, tem sido adicionado ao meio de maturacdo, inibidores da enzima RNA
polimerase Il, como a-amanitin e 5,6-dicloro-1-p-D-ribofuranosylbenzimidazole (DRB).

A oa-amanitin, composto isolado do cogumelo Amanita phalloides, é um inibidor de

transcricdo que se liga irreversivelmente a enzima RNA polimerase Il (WIT e KRUIP, 2001).
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A adicdo deste inibidor no inicio do cultivo reduz a taxa de GVBD em COCs para 75%
(TATEMOTO e TERADA,1995). No entanto, foi demonstrado que este composto ndo exerce
seu efeito na quebra da vesicula germinativa de odcitos desnudos, nem na auséncia de FSH
(KASTROP et al, 1991b; TATEMOTO e TERADA,1995; WIT e KRUIP, 2001). A
explicacdo fisiologica para o primeiro fato, é que o seu sinal € transmitido via jungdes Gap,
das células do cumulus para o o6cito e como seu efeito € cumulativo, a sensibilidade dos
COCs a este inibidor é determinada pelo nimero de células do cumulus que cercam o o6cito.
A sensibilidade dos COCs & a-amanitin também diminui com o aumento da atresia, uma vez
que as células do cumulus vao perdendo a comunicagdo que mantinham a medida que o nivel
de atresia aumenta (WIT e KRUIP, 2001). Ja a necessidade da gonadotrofina para a inibicdo
da maturacdo nuclear mediada pela a-amanitin, se deve ao fato que o FSH gera um pico de
CAMP intraoocitario (DOWNS et al, 1989), que sozinho, ndo é suficiente para manter o
oo0cito em vesicula germinativa, mas se unindo ao efeito da a-amanitin leva ao bloqueio da
retomada da meiose (WIT e KRUIP, 2001).

A meiose bloqueada pela o-amanitin é parcialmente reversivel apds a retirada do
inibidor do meio de cultivo (MEINECKE e MEINECKE-TILLMAN, 1993), e o
desenvolvimento embrionario posterior ndo acontece, mostrando a necessidade da sintese de
MRNA para o odcito adquirir competéncia (WIT e KRUIP, 2001). Altas taxas de degeneracao
oocitaria também sdo encontradas apés cultivo com a-amanitin (HUNTER e MOOR, 1987).

O DRB, é utilizado para manter a meiose blogqueada em odcitos bovinos, de maneira
especifica e reversivel. O tratamento com DRB diminui a transcricdo de RNA total para
apenas 57%, e bloqueia a transcricdo de mRNA em aproximadamente 90%, sem demonstrar
efeito na sintese protéica (FARIN e YANG, 1994). Quando adicionado ao meio de maturagdo
a intervalos de 4 horas por um periodo de 20 horas, é capaz de manter 80% dos od4citos em
GV e apods cultivo em meio sem DRB, aproximadamente 96% dos odcitos tém a meiose
retomada e alcancaram MIl (RODRIGUEZ e FARIN, 2004). Matus e Farin (1994), no
entanto, concluiram que o resultado da adicdo de DRB ao meio em intervalos de 8 horas no
bloqueio da meiose ndo € estatisticamente diferente de quando este é adicionado em intervalos
de 3 horas, 61 e 72% de vesicula germinativa respectivamente.

A inibicdo da GVBD mediada pelo DRB, é claramente mais efetiva na presenca de
suplementacdo com gonadotrofinas (LH/FSH), talvez pelo fato de que as gonadotrofinas
inibam um pouco a atividade transcricional, tornando o odcito mais sensivel ao DRB. Foi

observado também que a inibicdo da atividade transcricional é acompanhada por inibi¢do da
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expansdo das células do cumulus, e que a habilidade do DRB manter os oocitos em GV é
completamente dependente da presenca destas células (FARIN e YANG, 1994).

Rodriguez e Farin (2004), mostram que a inibi¢do da transcricdo com DRB durante o
periodo de maturacdo, ndo compromete a subseqiiente progressdo para MIl, ou o
desenvolvimento de blastocistos, representando um modelo de estudo para identificagéo

fatores que regulam o inicio da quebra da vesicula germinativa.

3.2.2. Inibidores de sintese proteica

Wu et al (1996) concluiram que uma quantidade significativa de proteinas é
sintetizada nas primeiras horas da maturacdo, com um pico de producdo entre 8 e 12h, sendo
estas essenciais para que ocorra a retomada da meiose. Portanto, inibidores de traducédo, ou de
sintese proteica, sdo considerados os mais potentes inibidores da maturacdo espontanea de
oocitos bovinos (FULKA et al,1986; TATEMOTO et al, 1994).

Ciclohexamida é uma tetraciclina, que inibe a sintese proteica por reter a proteina na
subunidade 80S do ribossomo, interferindo com a enzima peptidil transferase (VASQUEZ,
1974 apud SIRARD et al, 1998).

O tratamento de COCs com ciclohexamida € capaz de prevenir a condensacao
cromossdmica em 80-90% dos o6citos, no entanto, quando se trata de odcitos desnudos, foi
observada uma alta taxa de condensacdo cromossémica (40-57%), mostrando que além da
sintese protéica ser um pré-requisito para a GVBD, as células do cumulus também s&o
responsaveis por esta regulacdo (TATEMOTO et al, 1994).

A sintese de proteinas nas células do cumulus, ao contrario dos odcitos, continua
constante até 44 h de maturacgdo, porém, existe uma consideravel diferenca entre as proteinas
sintetizadas pelas celulas foliculares e as sintetizadas pelo odcito, que é refletido pelas
diferentes fungdes, metabolismo e morfologia dos dois tipos celulares. Para que ocorra a
maturacao oocitaria, 0 proprio odcito sintetiza as proteinas especificas que irdo regular a
progressdo do evento, enquanto que as proteinas sintetizadas pelas células do cumulus irdo
estimular, ou modular este processo (WU et al,1996).

A adicédo de ciclohexamida 6,7 e 8 h depois do inicio da cultura resultou em 27, 74 e
87% de retomada da meiose, respectivamente, corroborando com o fato de que a sintese de
novas proteinas é necesséria para que haja a GVBD. A adicdo do inibidor apos 11 h do iicio
do cultivo, no entanto, permitiu a GVBD, porém, apenas 13% dos odcitos chegaram ao
estagio de MI, indicando que a sintese protéica continua é requerida para a progressao da
maturacdo (TATEMOTO e TERADA, 1995).
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O efeito inibitorio da ciclohexamida é reversivel. O cultivo dos COCs em meio sem
inibidor gera uma taxa de aproximadamente 80% de MII, sendo que a cinética da maturagao
nuclear em od0citos pré-cultivados com ciclohexamida é duas vezes mais rapida que em
ovacitos ndo tratados (TATEMOTO et al, 1994).

Odcitos tratados com ciclohexamida por um periodo maior que 12 horas tém uma
diminuicéo na taxa de producéo de blastocistos. (LONERGAN et al, 1997).

3.2.3. Inibidores de atividade quinase

A ativacdo do MPF é o ponto chave da retomada da meiose em o6citos bovinos.
Sabendo que esta ativagdo envolve eventos de desfosforilagdo dos residuos de treonina e
tirosina da subunidade catalitica (p34) (DAI et al, 2000; GAUTIER et al, 1998), conclui-se
que tal atividade requer tanto sintese proteica, quanto eventos em cascata de
desfosforilacdo/fosforilacdo. Portanto, a prevencdo da atividade do MPF nestes dois pontos de
controle, leva ao bloqueio da progressao da meiose (LONERGAN et al, 1997).

Estudos com derivados de purinas, especificamente direcionados para inibicdo da
atividade do MPF, tém sido determinados e utilizados de forma bem sucedida para prevenir a
meiose em pequenos organismos. Dentre estes inibidores, a roscovitina e o butirolactona,
possuem 0 mesmo mecanismo de agdo, que é a competi¢do por sitios de ligagdo de ATP,
impedindo a ligacdo do ATP necessaria para as atividades de fosforilacdo, o que impede a
ativacdo do MPF (MEIJER, 1996).

Mermillod et al (2000), avaliaram pela primeira vez a utilizacdo de roscovitina em
odcitos de bovinos, e seus resultados mostram que este inibidor foi capaz de manter
aproximadamente 80% dos o6citos em GVBD por 24 h de cultivo, quando utilizado em doses
de 25, 50 e 100 uM, sendo que este efeito inibitorio foi revertido em 89% dos o6citos pré-
maturados na presenca de roscovitina e maturados na presenca de fator de crescimento
epidermal (EGF).Nenhuma diferenca significativa foi observada com relacdo a taxa de
clivagem e desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto entre os COCs
maturados diretamente, ou submetidos ao tratamento com roscovitina para o bloqueio da
meiose.

Altas doses de roscovitina também sdo capazes de inibir a atividade de MAPKSs, como
aerk 1 eerk 2 (MEIER et al, 1997). Este fato pode explicar porque uma pequena dose de
roscovitina, 12,5 uM, permite a quebra da vesicula germinativa, mas 0s odcitos que retomam
a meiose ndo ultrapassam o estagio de Ml (MERMILLOD et al,2000).
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Foi observado que odcitos cultivados na presenga de roscovitina tém o padrdo de
sintese protéica mantida e que esta pré-maturacdo também impede a queda da quantidade de
MRNA de ciclina B1 e CDK1 (ciclina dependente de quinase), o que geralmente ocorre
durante o processo de maturacéo in vitro (VIGNERON et al, 2004)

A pré-maturagdo com butirolactona, impede a ativacdo do MPF e da MAPK de
maneira reversivel. Apés 24 h de cultivo na presenca de 100 uM deste inibidor, 100% dos
oocitos permaneceram em GV, apresentando, apdés 24 h de maturacdo em condicdes
padronizadas, 95% de MIl (ADONA et al, 2007a).

Adona et al (2007b), testaram véarias concentracdes para o bloqueio da meiose com
butirolactona, e perceberam que seu efeito é dose-dependente, varia de 65 — 97% de GV para
doses de 25 — 100 uM do inibidor, quando o cultivo ¢ feito na presenca de albumina sérica
bovina (BSA) ou soro. No entanto, se este for realizado em condigdes definidas,
concentracdes de 25 — 10 uM sdo igualmente efetivas no blogueio da meiose, gerando 95 —
99% de GV. Também foi observado que a dindmica microtubular ndo foi afetada durante a
MIV, fato de extrema importancia, uma vez que o citoesqueleto é responsavel ndo so pela
translocacdo de organelas dentro da célula, mas também de mRNAs e proteinas envolvidas,
ou ndo com o ciclo celular, para locais especificos (ADONA et al, 2007b; BREVINI et al,
2007).

A pré-maturacdo com butirolactona ndo mostrou diferencas significativas em relacdo
ao grupo controle, com relacdo as taxas de clivagem e producdo de blastocistos (ADONA et
al, 2007b).

O tratamento associado de pequenas doses de butirolactona e roscovitina € menos
efetivo no bloqueio da GVBD, cerca de 89% dos oo6citos cultivados neste sistema
apresentaram-se em GV apos 24 h de cultivo (ADONA et al, 2007a).

A cinética da maturacdo em odcitos pré-maturados com pequenas doses de roscovitina
associada com butirolactona é acelerada, em comparagcdo ao grupo controle, ou seja, com 0
grupo que ndo passou pelo tratamento de pré-maturacdo. A razdo para esta aceleracdo, pode
ser devida ao fato que durante o blogueio mei6tico, o odcito acumula fatores relacionados a
progressao do ciclo celular, e que nem todos os eventos relativos a maturacao sdo blogueados
(ADONA et al, 2007a; VIGNERON et al, 2004).

Outro inibidor de atividade quinase é o N-6 dimetilaminopurina (6-DMAP), andlogo
do antibiético puromicina. Este inibe a desfosforilagdo dos residuos de tirosina do MPF,
mantendo-o inativo, pouco antes da GVBD (JESSUS et al, 1991).
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Sem apresentar nenhum efeito na sintese protéica, o 6-DMAP € capaz de inibir
reversivelmente a GVBD (DODE e ADONA, 2001; NEANT e GERRIER, 1988). No entanto,
odcitos bovinos s permanecem com a meiose bloqueada se forem tratados nas primeiras 4
horas de cultivo (FULKA et al, 1991).

Apesar de ndo alterar a taxa de odOcitos maturados e a taxa de clivagem, ap6s o
tratamento com 6-DMAP, a taxa de producdo de blastocistos cai consideravelmente em
relacdo ao controle -15,2 - 26,1% respectivamente (DODE e ADONA, 2001). Alguns autores
sugerem que este inibidor apresenta efeito toxico que pode levar a aberragdes cromossémicas
(SIMILI et al, 1997).Cerca de 60-80% dos o6citos pré-maturados na presenca de 6-DMAP
apresentam placa metafasica anormal em relacdo ao controle (AVERY et al, 1998).

3.2.4. Inibidores fisiol6gicos

Pincus e Enzman (1935), observaram pela primeira vez que ao ser retirado do
ambiente folicular o od6cito reinicia a meiose, chegando a conclusdo que existem fatores
foliculares que atingem o odcito e inibem a retomada da maturacdo nuclear. Por este motivo e
para que haja o pleno entendimento do dialogo entre as células somaticas do foliculo ovariano
e 0 odcito, além da tentativa de se produzir um sistema de cultivo in vitro que mimetiza o
ambiente folicular, varios pesquisadores tém estudado o efeito do co-cultivo de porcBes da
parede folicular (HS), células da teca, células da granulosa, e do fluido folicular na maturacéo
do oocitéria.

A utilizagéo de fluido folicular (FF) no meio de maturacéo tem o objetivo de melhorar
as condi¢cbes de MIV, devido ao fato deste ser o meio natural onde ocorrem 0S processos
maturacionais in vivo, além deste ser responsavel pela nutricdo do odcito durante sua fase de
crescimento e ainda possuir fatores que inibem a maturacdo oocitaria (SIRARD e FIRST,
1988).

O efeito do fluido folicular na maturacdo oocitaria, no entanto, depende do tamanho
do foliculo do qual foi retirado (ALI et al, 2004; LONERGAN et al, 1994), do estagio do
ciclo estral (SIRARD et al, 1995) e da quantidade de fluido utilizada (ALI et al, 2004).

Fluido folicular derivado de foliculos grandes possui menor poder inibitorio do que FF
derivado de foliculos pequenos e médios (AYOUB e HUNTER, 1993; DOSTAL e PAVLOK,
1996) além de que este possui um efeito dose-dependente na inibi¢cdo da meiose (SIRARD et
al, 1992).

Fatores isolados do FF demonstram um efeito parcial sobre a inibicdo da meiose de

oocitos bovinos. O inibidor da maturagdo do odcito (OMI- do inglés oocyte maturation
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inhibitor) é um fator isolado do fluido folicular de porcas (SIRARD et al, 1998). Estudos
demonstram que a presenca de fluido folicular no meio de maturacdo reduz a taxa de GVBD
nas primeiras 6 horas de cultivo para 22 — 56% em comparacdo ao controle — 74%, mas apds
21 horas de cultivo, cerca de 91% dos o6citos retomam a meiose mesmo na presenca do FF
(SIRARD et al, 1992; SIRARD e FIRST, 1988). De acordo com Coleman et al (2007) apés
24 horas de cultivo na presenca de 100% de FF, 1,9% dos odcitos estavam em vesicula
germinativa, mas apenas 44,5% destes alcancaram os estagio de tel6fase | ou metéfase II,
indicando, que este efeito inibitorio é associado com a finaliza¢do, e ndo com a retomada da
meiose.

Ali et al (2004), conclui que a presencga de fluido dolicular de foliculos competentes
como fonte proteica no meio de maturacdo em um sistema de cultivo suplementado com
estradiol e r-hFSH (FSH recombinante humano), aumenta a taxa de producéo de blastocistos e
melhora a qualidade dos embrides a niveis proximos & producdo in vivo de embrides. E
sugerido que o FF derivado de foliculos grandes contém algumas proteinas responsaveis por
melhorar a competéncia oocitaria, fazendo com que haja um aumento na taxa de producao
embrionaria (ITO et al, 2007).

A utilizagdo de células foliculares e até mesmo de hemi-secgdes de foliculos no meio
de maturacgéo, tenta reconstituir in vitro o ambiente folicular com intuito de entender como os
mecanismos de retomada da meiose, ja que 0s eventos de maturacdo espontanea e
luteinizagdo das células da granulosa ocorrem com a retirada do o6cito do ambiente folicular.

Tais eventos ocorrem pela perda da comunicacdo odcito-células da granulosa,
realizada via jungdes Gap (LANUZA et al, 1998; TSAFRIRI e POMERANTZ, 1984). Cada
juncdo gap € um canal composto por 6 subunidades chamadas conexinas, as quais Sao
arranjadas de maneira a formar um poro central (UNGER et al, 1999), que permite a
transferéncia de metabdlitos tais como nucleotideos, aminoacidos, aclcares e sinais que
regulam a maturacdo meiotica (EPPIG, 1991). Cheryl et al (2001), demonstraram que na
auséncia da conexina CX43, a foliculogénese é interrompida antes dos foliculos se tornarem
multilaminares, causando graves consequéncias para o desenvolvimento dos odcitos. Quando
a rede de comunicacdo odcito-CG, via juncBes Gap é desconectada atraves da retirada do
oocito do ambiente folicular, ocorre a retomada da meiose e luteinizacdo das células da
granulosa. (DE SOUZA et al, 1998; LONERGAN et al, 1994). Estes resultados sugerem que
a comunicacdo oocito- células foliculares esta altamente correlacionada com o controle da

maturacao nuclear.
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Foote e Thibault (1969) citado por Sirard et al (1992), desenvolveram pela primeira
vez a co-cultura de hemi-seccGes foliculares e oocitos para a analise do estagio de maturacéo
nuclear, e concluiram que o contato entre as células da granulosa e as células do cumulus é
essencial para a manutencao da GV e prevencdo da expansdo do cumulus. No entanto, Sirard
et al (1992) contradizem esta ideia, concluindo que a acdo inibitéria das hemi-seccdes
foliculares na GVBD ¢ diretamente relacionada com a quantidade de tecido presente na co-
cultura e ndo com o contato fisico direto entre o0 odcito e a parede folicular. O co-cultivo de
uma HS em 50 pL de meio de cultivo leva a uma taxa de inibicio da GVBD de
aproximadamente 50%, enquanto que o co-cultivo de cinco HS no mesmo volume de meio
leva a 70% de inibicdo da GVBD. Portanto, a diferenca entre os resultados encontrados pode
ser devida ao fato de que o volume de meio de cultura do primeiro experimento ndo permitiu
0 acumulo de quantidade suficiente do inibidor, concluindo que o efeito inibitério da parede
folicular € dose dependente, assim como o potencial de reversibilidade do blogueio meidtico.

Para determinar qual o elemento da parede folicular tem o poder inibitério e se este
efeito é mediado via células do cumulus, Richard e Sirard (1996), cultivaram COCs e o0dcitos
desnudos na presenca de células da teca (CT) e células da granulosa (CG) separadamente. Os
resultados demonstram que as células da teca mantém cerca de 66% dos odcitos em GV,
enquanto que as células da granulosa ndo foram efetivas no bloqueio da maturacdo, apenas
10% dos odcitos cultivados na presenca destas permaneceram em GV. Quando o0citos
desnudos foram co-cultivados com células da teca, apenas 3 % destes tiveram a meiose
inibida, demonstrando que o fator inibidor é produzido pelas CT e atuam através das células
do cumulus. No entanto, quando o o6cito é cultivado na presenca de uma alta concentragdo de
células da granulosa, 10-100 milhées/ mL, a meiose ¢ inibida (SIRARD e BILODEAU,
1990). Sirard et al (1992) ainda concluem que o efeito inibitério das CG é amplificado pela
presenca de fluido folicular no cultivo.

Se tanto células da granulosa quanto células da teca possuem a capacidade de blogueio
da meiose in vivo, é possivel que as CG percam o potencial de inibicdo da GVBD mais
facilmente devido ao fato de possuirem uma maior capacidade de diferenciacdo ou
luteinizacdo in vitro quando cultivadas na presenca de soro (SKINNER e OSTEEN, 1988).

Quando COCs séo cultivados na presenca de monocamada de células da teca e celulas
da granulosa oriundas de foliculos grandes ao mesmo tempo, a presenca das CG na cultura é
capaz de anular o efeito inibitério das CT, no entanto, quando este co-cultivo é feito na
presenca de um ativador da proteina quinase A (PKA), o efeito inibitorio das células da teca

nédo é anulado pelas células da granulosa, levando a uma taxa de 53,4% de GV, mostrando que
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a ativacdo da PKA nas CG leva ao bloqueio meidtico por ndo reverter a inibicdo causada
pelas CT. Giometti et al (2005), observaram que a presenca de angiotensina 11 (107! M) foi
responsavel por anular o efeito inibitorio das células da teca quando estas foram cultivadas
com o6citos bovinos, no entanto, quando o cultivo ocorre na auséncia de células foliculares, a
angiotensina Il ndo exerce nenhuma influéncia.

Cultivos heterdlogos tém sido realizados para saber se o efeito inibitorio das células
foliculares sobre a maturacdo é espécie-especifico. Tem sido demonstrado que fatores
inibitorios produzidos por células da granulosa de foliculos de porca sdo ativos na inibicdo da
meiose de odcitos bovinos de maneira reversivel (KALOUS et al, 1993).

No entanto, existe uma hip6tese que propde que a meiose € reiniciada ap6s a producao
de fatores estimulatdrios pelas células foliculares. Sirotkin et al (1998) mostra que o co-
cultivo de COCs bovinos com hemi-sec¢des foliculares de foliculos de porca aumenta
significativamente a taxa de o0citos maturados, indicando que as células foliculares secretam
um fator promotor da maturacdo que ndo é espécie-especifico. Foi demonstrado ainda que
uma grande quantidade de IGF-I é produzida pelas células foliculares de porcinos e bovinos e
estas atuam de modo a estimular a maturagéo nuclear.

E muito provavel que o foliculo ovariano utilize reguladores tanto inibitério, quanto
estimulatorios para garantir que no momento da ovulagdo 0 o6cito esteja no estagio de
maturacédo correto para ser fertilizado (SIRARD et al, 1998).



26

3.3. Esteroidogénese folicular

Esteroidogénese refere-se ao processo pelo qual células especializadas sintetizam os
horménios esterdides (STOCCO,2001) a partir de um precursor comum, o colesterol, sendo a
disponibilidade deste determinante para a producdo hormonal.

A conversdo do colesterol a um hormonio esterdide é realizada pelas enzimas Star
(proteina de regulacdo aguda da esteroidogénese), P450 side chain cleavege (P450scc), 17a
hidroxilase (P450c17), P450 aromatase (P450arom) e pelos esteroides o0xido redutases, dentre
0s quais estdo a 3p-hidroxiesteroide desidrogenase (3p-HSD) e 17B-hidroxiesterdide
desidrogenase (17p3-HSD).

Estas enzimas sdo entdo expressas nas células foliculares diferenciadas (células da teca
e células da granulosa) de acordo com o estagio do ciclo estral em que o animal se encontra
(HANUKOGLU,1992).

A esteroidogénese folicular € iniciada com o transporte do colesterol através da
enzima Star para a membrana interna da mitocondria onde é convertido a pregnenolona, o
primeiro esterdide produzido na via, pela enzima P450scc (STOCCO, 2001).

Em ruminantes, a principal via é a A5, onde a pregnenolona é metabolizada até
dehidroepiandrosterona pela enzima P450c17, e entdo em androstenediona pela 33-HSD nas
células da teca (SIMARD, 1995). A androstenediona migra para as células da granulosa, onde
¢ aromatizada em estrona pela enzima P450 arom e depois convertida em estradiol pela
enzima 17B-HSD (ROBERT et al, 1994). O esquema 3 mostra a esteroidogénese desde o

colesterol, até o estradiol.
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Esquema 3: Esteroidogénese. Esquema reproduzido de Williams e Larsen, (2003).

Esse processo € também conhecido como modelo duas células-dois hormdnios porque
sdo necessarios dois tipos celulares, células da teca0 e células da granulosa, para que todo o
processo seja realizado. Isto, devido ao fato de nenhum dos dois tipos celulares possuirem
todo o aparato enzimatico para a producdo das trés classes de esterdides, progestagenos,
andrégenos e estrégenos, sendo que uma complementa a outra (SAHMI et al, 2004).

O foliculo ovariano produz, através das células da teca e granulosa, horménios
esterdides, cuja concentracdo e atividade biol6gica variam de acordo com o estdgio de
desenvolvimento folicular e fase do ciclo estral no qual se encontram. (GREENWALD e
ROY, 1994).

Os foliculos pré-ovulatérios de bovinos, no inicio do estro, porém antes do pico de
LH, sdo caracterizados por alta concentracdo de estradiol e baixa de progesterona e
androgenos. Até 6 horas apds o pico de LH, a concentracdo de estr6genos permanence

constante, enquanto que a secre¢do de progesterona e androgenos sofrem um leve aumento.
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No periodo de 6 a 10 horas ap0s o pico, o nivel de estradiol cai bruscamente. O nivel
de progesterona e androgenos também caem até chegar a concentragdo observada antes do
pico. Ap6s 20 horas do pico de LH, o nivel de estradiol diminui mais ainda, enquanto que a
concentracdo de progesterona aumenta muito, chegando ao nivel maximo observado e
constituindo cerca de 90% do conteldo esterdide intrafolicular (DIELEMAN et al, 1983).

O conceito classico da regulacdo ovariana, no entanto, tem sido expandido, incluindo
um sistema complexo que envolve regulacdo paracrina e autocrina de fatores de crescimento.
Dentre esses, encontra-se o IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina), entre outros
(REED e JAMES, 1989).

O IGF-I atua como amplificador da acdo do FSH no ovério, regulando os processos de
diferenciacdo e proliferacdo celular, esteroidogénese e maturacdo (LORENZO et al, 1997;
MONGET et al, 2002; SAKAGUCHI et al, 2002).

Do ponto de vista funcional, interacGes entre fatores de crescimento e os COCs pode
resultar em mudancas na producdo de esterdides pelas células foliculares e, assim,
indiretamente afetar a maturacédo in vitro (LORENZO et al, 1997).

CELULA DA TECA CELULA DA GRANULOSA
Colestem /
P450sc l
R Pregnenolona 17 ESTRADIOL
P450c17 | R
/ 17BHSD J
17-OH Pregnenolona
AMPcC AMPc
T PA50CLT l ESTRONA
DHEA ‘
3BHSD l P450 arom

Androstenediona/

\ Androstenediona

Membrana Basal

Esquema 4: Modelo duas células - duas gonadotrofinas. Material reproduzido com
modificacdes. Adaptado de Ojeda, (1996). (L — LH; F — FSH; R — Receptor).
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3.4. Sistemas de cultura definidos e indefinidos

As células foliculares possuem um importante papel fisiolégico na formacdo dos
foliculos ovarianos, bem como na maturacdo do oocito. Antes de a ovulagdo acontecer, as
células da granulosa dos foliculos pré-antrais e foliculos antrais pequenos sofrem um intenso
periodo de proliferacdo e diferenciacdo e subsequente mudanca na secrecdo hormonal
(RICHARDS, 1979).

Estes eventos sdo finamente regulados por acGes autdcrinas, paracrinas e enddcrinas.
Os mecanismos endocrinos do desenvolvimento folicular ja& estdo bem estabelecidos, no

entanto, as a¢des que envolvem regulacéo intraovariana necessitam ainda de muito estudo.

Este tipo de investigacéo e feito, principalmente, através de cultivos in vitro de células
foliculares, devido ao alto custo dos estudos in vivo e também por causa de limitagdes
metodologicas. Por este motivo, as descobertas nesta area somente devem ser consideradas
relevantes se as caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e moleculares das células cultivadas
forem mantidas durante a cultura (CAMPBELL et al, 1996; ROBERTS et al, 1994).

Modelos de cultura de células da granulosa tém sido amplamente descritos, onde 0s
autores sempre utilizam soro em sua constituicdo. O papel do soro € interessante até certo
ponto. Ele promove a proliferacdo celular, € rico em hormonios, lipideos, sais minerais,
fatores de crescimento, sendo por isto amplamente utilizado. No entanto, o soro possui fatores
cuja natureza e quantidade desconhecidas, o que afeta a fidelidade da atividade celular. Além
do mais apresenta muita variacdo entre os lotes utilizados, o que leva a necessidade de alto
controle de qualidade e dificulta a padronizacdo de protocolos experimentais (FRESHNEY,
2000).

Estudos que utilizam a adi¢do de soro ao cultivo de células da granulosa de ovelha,
(CAMPBELL, 1989; WEBB e MCBRIDGE, 1990) e de vaca (LANGHOUT et al, 1991),
relatam que essas sofrem luteinizacdo espontanea, resultando numa rapida queda da
concentragdo de estradiol e aumento da secrecdo de progesterona (CAMPBELL, 1989;
GONG et al, 1994; LANGHOUT et al, 1991) na cultura.

Observa-se, entdo, a necessidade do desenvolvimento de um sistema de cultura que
seja capaz de manter a atividade estrogénica, uma vez que num foliculo em desenvolvimento
a relacdo estradiol : progesterona € alta.

Modelos que ndo utilizam soro em sua constituicdo sdo entdo necessarios porque,

embora o0 soro possua varios fatores essenciais para o desenvolvimento celular, como
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horménios, fatores de crescimento e de proliferacdo celular, é impossivel controlar ou
identificar os constituintes que afetam o processo de diferenciagio celular (GUTIERREZ et
al, 1997).

Um sistema de cultura livre de soro foi desenvolvido, no qual o soro foi substituido
por albumina sérica bovina (BSA). Neste sistema, as células foliculares de ovinos
(CAMPBELL et al, 1996) e bovinos (GUTIERREZ et al, 1997) mantiveram a secrecio de
estradiol aumentada por todo o tempo da cultura.

Gutiérrez et al (1997) descreveu pela primeira vez um sistema de cultura para células
da granulosa bovinas, na qual a secrecdo de estradiol foi induzida e mantida por 6 dias em
resposta a concentragdes fisioldgicas de FSH, IGF-I e insulina, o que proporcionou a
diferenciacdo celular semelhante a situacdo in vivo, ou seja, foi criado um modelo que
possibilita o estudo dos fatores fisioldgicos que regulam a proliferacdo e diferenciacdo celular.

Mingotti (2002), no entanto, encontrou contaminacdo de progesterona no BSA, sendo
este modelo considerado entdo um sistema semi-definido.

Montrezor (2002) descreveu pela primeira vez um sistema de cultura de células da
granulosa totalmente definido, a-MEM + PVA, no qual o BSA foi substituido por alcool
polivinilico (PVA), um doador de macromoléculas inerte. Nesse sistema, a producdo de
estradiol foi elevada até 48 horas de cultura e se manteve até 144 horas, além da morfologia
das células ter sido preservada. Portanto, foi desenvolvido um sistema estritamente definido
que permite o estudo dos fatores fisiologicos que regulam a proliferacdo e diferenciacdo
celular.

As células da granulosa cultivadas sob tais condigBes mostraram in vitro atividade
funcional de CG da fase folicular do ciclo estral, mantendo a sinaliza¢do oécito — CG que
inclui a secrecdo de diferentes fatores, incluindo o OMI (inibidor da maturacdo oocitaria).
Conclui-se, entdo, que o desenvolvimento de um sistema de cultura definido de CG bovinas
produtoras de estradiol mimetiza um foliculo em desenvolvimento, permitindo a avaliacdo
detalhada do desenvolvimento e esteroidogénese folicular e maturacao oocitaria (COLLARES
e ROSA e SILVA, 2003; PICCINATO et al,2002; ROSA e SILVA et al, 2002; VIREQUE et
al, 2003).

O pequeno entendimento que temos a respeito da limitada aquisicdo de competéncia
pelos odcitos durante a maturacao in vitro, pode ser esclarecido através do cultivo destes em
um sistema definido (Mc KIERNAN e BAVISTER, 1992).

Ali e Sirard (2002) utilizaram PVP (polivinil pirrolidone) e PVA, macromoléculas

sintéticas na maturacdo in vitro de odcitos bovinos em substituicdo ao soro e ao BSA,
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chegando a conclusdo de que COCs bovinos podem ser maturados in vitro na auséncia de
soro, ou BSA, sem nenhum efeito negativo no desenvolvimento embrionario. Acharam, ainda,
que a suplementacdo do meio de maturacdo com PVP-40 promove maior desenvolvimento
embrionario até o estagio de blastocisto, do que quando o meio de cultivo é suplementado
com soro ou BSA (34,6%, 20,6% e 17,4% respectivamente).
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4, MATERIAL E METODOS

4.1. Meios de cultivo

-TCM-199+ SFB

O meio de cultura TCM-199 com sais de Earle's, L-glutamina e 2,200 mg/L de
bicarbonato de sodio foi complementado com piruvato de sddio, Soro fetal bovino, FSH,

penicilina e estreptomicina.

- a-MEM+PVA (definido)
O meio de cultura o-MEM foi suplementado com alguns componentes, porém, este

esta sob sigilo de patente.

4.2. Coleta e manipulacédo dos ovarios

Foram utilizados ovérios de vacas abatidas nos abatedouros Friboi ®, localizados em
Formosa - GO, e Planaltina — DF, situados a aproximadamente uma hora e meia e uma hora,
respectivamente, do Laboratdrio para Estudo da Reproducdo —UnB, onde foram processados.
Imediatamente ap0s o abate, os ovarios foram imersos em solucédo fisioldgica a 35-38° C,
acrescida de antibidtico (SIRARD e BILODEAU, 1990). Ao chegar ao laboratorio, estes
foram lavados em solucéo fisioldgica pré-aquecida, acrescida de antibiotico e mantidos nesta
mesma solucdo em banho-maria a 35°C durante os processos de dissecacdo e aspiracdo

folicular.
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4.3. Preparo das hemi-seccdes foliculares

Foliculos entre 3 e 5 mm, com formato esférico e parede transltcida foram dissecados

com auxilio de tesouras e bisturi, em placas de petri e ambiente estéril e foram mantidos em
PBS aquecido até serem seccionados para serem colocados em cultivo. As hemi-seccGes
foram lavadas uma vez em PBS aquecido a 38° C e uma vez no meio de cultivo, sendo
incubadas 10 hemi-secg¢des /1000 pL de meio em estufa com 95% de umidade, 5% de CO2, a
38,5°C, por 24 horas.
Foram utilizados dois meios de cultivo, para comparacdo. Um meio quimicamente definido,
o- MEM + PVA, por permitir a padronizagdo destes procedimentos, e 0 meio de cultura de
tecidos, TCM 199 + SFB como controle, por se tratar do meio de maturagéo tradicionalmente
utilizado.

4.4. Recuper acao dos oécitos

Os complexos cumulus oophorus (COCs) foram aspirados de foliculos entre 2 e 8 mm
de didmetro, com boa vascularizagéo e coloragdo do fluido folicular. A aspiracéo foi feita com
seringas de 10 mililitros de volume acopladas a agulhas de 25 x 8. O fluido folicular foi
depositado em célice conico mantido em banho-maria a 35° C. Quinze minutos apos o
término da aspiracdo foi esperado para que houvesse a decantacdo dos COCs e células da
granulosa. Apos 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e, o sedimento, ressuspendido em
PBS e transferido para placa de Petri mantida em placa aquecedora, na temperatura de 38°C.
Com o auxilio de microscopio estereoscopio, 0s COCs foram selecionados. Os critérios para
selecdo seguiram os parametros de Blondin e Sirard, (1995). Foram cultivados COCs que
apresentaram citoplasma escuro e homogéneo, podendo apresentar pequenas irregularidades e
com no minimo trés camadas de células do cumulus compactas, uniformes e sem
pigmentacdes. Os COCs selecionados foram transferidos para uma placa escavada, onde
foram lavados duas vezes em meio PBS e uma vez no meio de cultivo do respectivo
tratamento. Os cultivos foram realizados em placas Nunc de quatro pogos, em estufa com
95% de umidade, 5% de CO2, a 38,5° C, por 24 ou 48 horas.



34

4.5. Delineamento experimental

Experimento 1- Sistema de prématuracao: Inibicdo da maturacdo nuclear de COCs

pelo co-cultivo com hemi-seccdes foliculares em meio definido e em meio padr do.

Um total de 443 COC:s foi distribuido aleatoriamente nos seguintes tratamentos:

G1: TCM-199 + SFB (grupo controle: meio de MIV padréo para acompanhamento da
maturacao)

G2: TCM-199 + SFB + (HS)

G3: o-MEM + PVA

G4: o-MEM + PVA + (HS)

Todos os cultivos foram realizados em placas Nunc de 4 pocos, sendo que o
tratamento G1, continha 400 microlitros cada poco e os tratamentos G2, G3 e G4 1000
microlitros. Foram cultivados 20-25 COCs com 10 HS. Apos 24 horas de cultivo em estufa
com 95% de umidade, 5% de CO2, a 38,5° C, os meios de cultivo foram coletados e
armazenados a -20°C para posterior dosagem dos horménios estradiol e progesterona. Os
COCs seguiram pelo protocolo de avaliagdo da maturacéo nuclear.

AVALIACAO DA MATURACAO NUCLEAR

Apdbs 24 horas de cultivo, os COCs foram retirados dos respectivos tratamentos e
desnudados mecanicamente, em PBS aquecido, com o auxilio da pipeta de 100uL. Apos o
desnudamento, estes foram fixados em solucéo de etanol - &cido acético 3:1, por um periodo
minimo de 48 horas e no maximo 2 meses. A seguir, procedeu-se a coloracdo com lacmoide
1%, para posterior avaliacdo do estagio da meiose, com o0 auxilio do microscépio optico de
contraste de fase, nos aumentos de 40 e 100x. Os seguintes estagios da maturacdo nuclear
foram avaliados:

Vesicula germinativa, quebra da vesicula germinativa e condensa¢do cromossdmica,
que foram considerados estagiosimaturos.

Metéfase I, anéfase | e telofase I, que foram considerados estagios inter mediarios.

Metéfase I1, que foi considerado estagio maduro.
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Figura 1: Configuragbes cromossdmicas da meiose. a; odcito em vesicula germinativa. b;
oocito em quebra da vesicula germinativa. c; odcito em metafase I. d; odcito em anafase |. e;
oocito em teldfase 1. f; odcito em metéfase .
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Experimento 2- Sistema de maturacdo de COCs pré-maturados com HS e em meio

definido: Analise do potencial dereversibilidade da inibicdo

Um total de 390 COCs foi distribuido aleatoriamente nos mesmos grupos
experimentais do experimento 1.

Todos os cultivos foram realizados em placas nunc de 4 pocos, sendo que o tratamento
G1, continha 400 microlitros cada pocgo e os tratamentos G2, G3 e G4, 1000 microlitros.

Apbs 24 horas de cultivo em estufa com 95% de umidade, 5% de CO2, a 38,5° C, os
meios de cultivo foram coletados e armazenados a -20°C para posterior dosagem dos
horménios estradiol e progesterona. Os COCs pertencentes ao tratamento G1, seguiram pelo
protocolo de avaliagdo da maturacdo nuclear e os COCs pertencentes aos tratamentos G2, G3
e G4 foram lavados uma vez em PBS aquecido e uma vez em TCM-199 + SFB e transferidos
para uma placa nunc de 4 pocos, contendo 1000 uL de meio TCM-199 + SFB, onde foram
cultivados por mais 24 horas. Apos 24 horas de cultivo, os COCs dos tratamentos G2, G3 e
G4 também passaram pelo processamento para avaliacdo do estagio da meiose e 0s meios de
cultivo foram coletados e armazenados a -20°C para posterior dosagem dos hormonios

estradiol e progesterona.

Deter minacao da concentracéo de 17 p estradiol (E2) e Progesterona (P4) nos meios de
culturareferentes aos experimentos1le2.

Os meios de cultivo dos experimentos de pré-maturacdo (1) e reversdo (2) foram
armazenados a -20°C, para subsequente dosagem hormonal.

A concentracdo dos hormonios foi detectada através da utilizagdo de kits de
radioimunoensaio da marca Coat- A- Count.

O procedimento Coat- A- Count, baseia-se em tubos revestidos com anticorpos. O
esterdide marcado com *?°I compete com o horménio da amostra por locais de fixacdo dos
anticorpos. Apos a incubacéo, a separacédo entre ligado e livre é conseguida por decantacdo. O
tubo € entdo colocado num contador gama e as contagens sdo inversamente relacionadas com
a quantidade de horménio presente na amostra. A quantidade de horménio da amostra é
determinada através da comparacdo das contagens com uma curva de calibragdo (Manual
Coat- A- Count).
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DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE 178 ESTRADIOL (E2) E
PROGESTERONA (P4):

Aos tubos marcados com anticorpo anti-estradiol, ou anti-progesterona, foram
adicionados 50uL das amostras, 50 uL do calibrador A e 1000 uL de estradiol marcado com
125 para dosagem de E2. Aos tubos marcados com anticorpo anti-progesterona, foram
adicionados 10uL das amostras, 90 uL do calibrador A e 1000 uL de progesterona marcada
com 2| para dosagem de P4. Estes tubos foram agitados por vortex e colocados em banho-
maria a 37°C por uma hora. Decorrido o tempo de incubacdo, o conteddo dos tubos foi
desprezado e estes foram levados para o contador gama fazer as medigdes. Antes da medida,
foi feita uma curva de calibracdo fornecida pelo kit para a determinacdo da concentracdo de
E2 e P4.

O limite de deteccdo do kit de radioimunoensaio para o estradiol é de 10 pg/mL, e 0
coeficiente de variacdo intra-ensaio e inter-ensaio foi 7% e 8,1%, respectivamente e o limite
de deteccgdo do para progesterona é de 0,03 ng/mL, e o coeficiente de variagao intra-ensaio e

inter-ensaio foi 13,2% e 14,8% respectivamente.

Analise por microscopia eletronica de transmissdo (MET) para avaliagdo da maturacgédo

citoplasmética de COCs provenientes dos experimentos de prématuracéo (1) e rever sio

).

Em média quatro COCs provenientes dos tratamentos G1, G2, G3 e G4 do
experimento 1, dos tratamentos G2, G3 e G4 do experimento 2 e do tempo 0 h, ou seja, sem
serem cultivados, foram processados para analise a0 microscépio eletrénico de transmisséo
JEOL JEM- 1011.

Estes COCs foram fixados em fixador Karnovisky (2% de glutaraldeido, 2% de
paraformaldeido, 3% de sacarose em meio tamponado por cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,5)
por uma hora e pés-fixados por uma hora com a solucdo de ferricianeto de potéssio (0,8% de
ferricianeto de potéssio, cloreto de célcio 10 mM, tampdo cacodilato de sédio 0,2 M)
tetroxido de 6smio 1% 1:1. Em seguida, a contrastacdo in bloc, foi realizada em solucéo de
acetato de uranila 0,5%, por duas horas e a desidratagcdo em solugGes de concentragdes
crescentes de acetona (30 — 100%). Ao termino desta etapa, iniciou-se a infiltracdo e inclusédo
em resina spurr, e entdo os COCs foram emblocados. Cortes semi-finos, foram feitos para
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observacdo em microscépio optico. Estes foram colocados em lamina de vidro e corados com

azul de toluidina.
Foram feitos cortes ultra-finos (90 nm) no ultramicrétomo Reichert Supernova,

recolhidos em grids de cobre,150 mesh, que posteriormente foram contrastados em solucdo de
acetato de uranila saturado (3%) e citrato de chumbo 1% e analisados e fotografados no

microscopio eletrénico JOEL JEM- 1011, operado a 80 KV.

ESQUEMA DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Pré-maturagio =24 horas Reversibilidade = 24 horas no
meio TCM-199+5FB

G1: TCM-193 +5FB
G3: O-MEM+PYA a3
tod L Legenda
w2 *}i _ ® % 1 ¢ »coc
W 3 W
=3
* » B ¥ ((J,»Hs
G2: TCM-199 +5FB+HS
G4: I-MEM+PYWA + HS G2e G4
¥ %
5.
4 o *
% % 2
#* gﬁ
0h 24h 45h
4 A 4
MET MET, MN, DE MET, MN, DE

MET : Microscopia eletrdnica de transmissao para avaliagdo da maturagdo citoplasmatica

MN: Avaliacdo da maturagdo nuclear
DE: Dosagem dos esteroides E2 e P4.
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4.6. Analise estatistica

Para o0 estudo do efeito dos diferentes sistemas de cultivo sobre a maturacdo nuclear
dos COCs foram realizadas 10 repeticOes para o experimento de pré-maturacdo (1) e 9
repeticdes para o experimento de reversdo (2). Os dados foram analisados pela fracdo do
numero total de odcitos cultivados sobre o nimero de od6citos classificados (%) em imaturos,
intermediarios, e maduros. As porcentagens de COCs em cada estagio da maturacdo nuclear,
nos diferentes tratamentos foram analisados pelo teste do Qui-quadrado usando o programa
Statistical Analysis System (SAS ®).

Para o estudo da producdo de esterdides nos diferentes sistemas de cultivo, foi feita
uma analise de variancia, usando o programa Statistical Analysis System (SAS ®). As fontes
de variacao incluiram a interacao entre os tratamentos. Os resultados foram expressos em
média * erro padrdo da média.

Para a comparacdo de médias foi utilizado o teste de Tukey pelo programa SAS ®.
A andlise estatistica foi realizada pela Profa. Dra. Concepta Margaret McManus

Pimentel, da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia.
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5. RESULTADOS

Experimento 1- Sistema de pré-maturacdo: inibicdo da maturacdo nuclear de COCs

pelo co-cultivo com hemi-seccbes foliculares em meio definido e em meio padr o

Um total de 443 odcitos foram distribuidos aleatoriamente nos tratamentos G1, G2, G3
e G4. Apds a pré-maturacdo, os oocitos foram fixados e analisados quanto ao estdgio de
maturacdo nuclear. Os resultados mostrados sao produto de 10 repeticdes.

A avaliacdo da progressdo da meiose em resposta aos tratamentos mostra que todos os
grupos, exceto o grupo controle G1 (TCM 199 + SFB), apresentaram inibi¢cdo da retomada da
maturagdo nuclear, fazendo com que os COCs permanecessem no estagio imaturo, apos 24
horas de pré-maturacdo (figura 2) (tabela 1). Portanto, tanto a HS, quanto o meio definido
mantiveram a maturacdo nuclear bloqueada neste periodo.

As configuracGes cromossdmicas dos estagios da meiose podem ser observadas na
figura 1.
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Figura 2: Estagio de maturacdo nuclear de COCs (n = 443) apds pré-maturacao - Porcentagem
de odcitos imaturos, intermediarios e maduros.

Letra mailscula diferente dentro de cada estagio da maturacao significa que houve diferenca
(Qui-quadrado; P< 0,05).

Letra minuscula diferente dentro de cada tratamento significa que houve diferenca (Qui-
quadrado; P< 0,05).

Tabela 1: Distribuicdo percentual do estagio da maturacdo nuclear apresentado pelos odcitos
apos prée-maturacdo (experimento 1).

Estagios da Tratamentos

maturacao

TCM-19+SFB  TCM-199+ SFB  a-MEM + PVA o-MEM + PVA

(G1) +HS (G2) (G3) +HS (G4)
(N° absoluto/total)

I maturos 79 Ca 81,2 Ba 740 Ba 96,3 Aa
(8/101) (104/124) (97/131) (80/83)

Intermediarios 89 Aa 70 Ab 6,1 Ab 24 Ab
(9/101) (9/124) (8/131) (2/83)

Maduros 831 Ab 11,7 Bb 198 Bc 12 Cb
(84/101) (15/124) (26/131) (1/83)

Letra maiuscula diferente dentro de cada estagio da maturacdo, mesma linha, significa que
houve diferenca (Qui-quadrado; P< 0,05).

Letra minascula diferente dentro de cada tratamento, mesma coluna, significa que houve
diferenca (Qui-quadrado; P< 0,05).



42

Os estagios intermediarios foram pouco frequientes nos diferentes tratamentos (figura
1:c,d,e).

Experimento 2- Sistema de maturacdo de COCs prématurados com HS em meio

definido e em meio padr&o: Analise do potencial dereversibilidade dainibicdo

Um total de 390 odcitos foi analisado quanto ao estagio de maturacdo nuclear para
avaliagdo do potencial de reversibilidade da inibicdo da meiose. Os COCs foram distribuidos
aleatoriamente nos tratamentos G1, G2, G3 ou G4. Foram realizadas 9 repetigoes.

Apo6s 24 h de pré-maturacdo, os COCs dos tratamentos G2, G3 e G4 foram cultivados
por mais 24 h no meio de maturagdo padrdo, TCM-199 + SFB, para andlise do potencial de
reversibilidade da inibicdo da progressao da meiose.

Somente 0s COCs cultivados em meio definido (a-MEM+PVA) apresentaram taxa de
reversibilidade de 81,82%, como pode ser observado na figura 3 e na tabela 2. Porém, na
presenca de HS, os COCs mantiveram o bloqueio da maturacdo, como observado no periodo

pré-maturacional (figura 3 e tabela 2).
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Figura 3: Estagio de maturacdo nuclear de COCs (n =390) cultivados por 24 horas em meio
de maturacdo padrdo, apds 24 horas de pre-maturacdo - Porcentagem de o0citos imaturos,
intermediérios e maduros.

Letra mailscula diferente dentro de cada estagio da maturacédo significa que houve diferenca
(Qui-quadrado; P< 0,05).

Letra minuscula diferente dentro de cada tratamento significa que houve diferenca (Qui-
quadrado; P< 0,05).

Tabela 2: Distribuicdo percentual do estagio da maturacdo nuclear apresentado pelos odcitos
apos cultivo em meio de maturacdo padrdo que ocorreu apos sistema de pré-maturacao.

Estagiosda Tratamentos
maturacao
TCM-199+ TCM-19+SFB o-MEM + o-MEM + PVA
SFB (G1) +HS (G2) PVA (G3) + HS (G4)
(N°
absoluto/total)
I maturos 15,2 Ca 58,3 Ba 18,1 Ca 80,1 Aa
(14/92) (42/72) (20/110) (93/116)
Intermediarios 1,0 Bb 125 Ab 0 Bb 34 Bb
(1/92) (9/72) (0/110) (4/116)
Maduros 83,7 Ac 29,1 Bec 81,8 Ac 16,3 Cc
(77/92) (21/72) (90/110) (19/116)

Letra maidscula diferente dentro de cada estidgio da maturacdo, mesma linha, significa que houve diferenca.
Letra minGscula diferente dentro de cada tratamento, mesma coluna, significa que houve diferenca (Qui-
quadrado; P< 0,05).
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Deter minacao da concentracéo de 17 p estradiol (E2) e Progesterona (P4) nos meios de
culturareferentesaos experimentosle 2.

Os meios de cultura referentes aos experimentos de pré-maturacédo (1) e reversao (2)
foram analisados para determinacdo da producdo dos esterdides E2 e P4 sintetizado pelas
células foliculares da HS e pelas células do cumulus oophorus.

Amostras coletadas no fim do periodo de cultivo de cada experimento foram utilizadas
para determinacdo da concentracdo dos horménios que foi feita através de Kkits de
radioimunoensaio.

O resultado da determinacdo da concentragcdo de estradiol no experimento 1, mostra
que a secrecdo deste esteroide € significativamente maior no tratamento G3 (a-MEM + PVA),
onde as celulas do cumulus secretaram durante as 24 horas de pré-maturacdo 2444,24 pg/mL.
O tratamento G1 (TCM-199 + SFB) foi o que secretou menos deste horménio, 40,99 pg/mL,
como pode ser observado na figura 4 e na tabela 3.

Também foi observado que a presenca da HS na co-cultura em meio padrdo (TCM-
199 + SFB), aumenta a secre¢do de E2. No entanto, a concentracdo deste hormonio em meio
definido (a-MEM + PVA) é diminuida na presenca da HS em comparacédo ao cultivo sem HS
tratamento (G3).

Na co-cultura de COCs e HS (tratamentos G2 e G4), concentracdes mais altas de P4
sdo observadas e nesta situacdo o meio que contém SFB (G2) exibe a maior concentracdo
(figura 5 e tabela 3).
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Figura 4: Concentracdo de E2 nos meios de cultura referentes ao experimento 1 (Pré-
maturacdo). Os resultados estdo expressos como médias + erro padrdo da média. Letras
diferentes sobrescritas representam diferenca estatistica (analise de variancia; P< 0,0001).
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Figura 5: Concentracdo de P4 nos meios de cultura referentes ao experimento 1 (Pré-
maturacao). Os resultados estdo expressos como médias + erro padrdo da média. Letras
diferentes sobrescritas representam diferenca estatistica (analise de variancia; P< 0,0001).
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Tabela 3: Concentracdo dos esterdides E2 e P4 secretados pelas células foliculares da HS e
pelas células do cumulus nos diferentes tratamentos durante o experimento de pré-maturagao.

Tratamento Estradiol (E2) Progester ona (P4)
(n) og/mL + EPM ng/mL + EPM
TCM 199 + SFB puro 12,4 +246 e 14 009 e
(19)

a-MEM +PVA puro 15,9 +562 e 15+013 e
(18)

TCM 199+SFB  (GI) 40,9 +6,23 d 193 +1,77 ¢
(21)

TCM 199+SFB+HS (G2) 637,7 +£226,32 b 778+869 a
(22)

o -MEM +PVA (G3) 24442 +42844 a 34 024 d
(24)

o -MEM+PVA+HS (G4) 2215 +11252 ¢ 275 +333 b

(20)

Letras diferentes na mesma coluna diferem, (P < 0,0001). Média = EPM.

COCs dos grupos G2, G3 e G4 foram submetidos a 24 h suplementares de cultivo em

meio padréo para analise da reversibilidade da inibicdo da maturacédo nuclear. O resultado da

concentragédo de E2 neste experimento, mostra que a concentracdo de E2 foi maior nos meio

de cultura do tratamento G3, pré-maturados em meio definido, como pode ser visto na figura

6 e na tabela 4.
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Figura 6: Concentracdo de estradiol secretada pelas células do cumulus nos diferentes
tratamentos do experimento 2. Os resultados estdo expressos como médias * erro padrdo da
média. Letras diferentes sobrescritas representam diferenca estatistica (analise de variancia;
P< 0,06)

O resultado da determinacdo da concentragdo de progesterona no experimento 2
mostrou que a presenca da HS no meio de cultura de COCs pré-maturados com TCM-199 +
SFB ou a-MEM + PVA tém a mesma concentracdo de P4, e que niveis maximos de P4 séo
sintetizados pelas células do cumulus de COCs pré-maturados em meio de cultura definido,
(tratamento G3 >a- MEM + PVA), onde foi secretado 273,39 pg/mL deste esterdide.

(Figura 7 e tabela 4).
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Figura 7: Concentracdo de progesterona secretada pelas células do cumulus nos diferentes
tratamentos do experimento 2. Os resultados estdo expressos como médias * erro padrdo da
média Letras diferentes sobrescritas representam diferenca estatistica. (analise de variancia;

P< 0,0032)

Tabela 4: Concentracao dos esterdides E2 e P4 secretados pelas células do cumulus no meio
de cultura de maturacdo padrdo (TCM-199+ SFB) puro e neste mesmo meio de cultura em
sistema de maturacdo de od6citos provenientes de tratamentos indutores de inibicdo de
maturacdo nuclear (G2, G3 e G4).

Tratamento Estradiol (E2) Progesterona (P4)
(n) pgmL + EPM ng/mL = EPM
TCM 199 + SFB puro 247 +£1341 b 14 £ 021 c
(11)

TCM 199+SFB+HS  (G2) 378 +£2031 b 190 £475 b
(10)

o -MEM +PVA (G3) 273,3 £113,22 a 428 £945 a
(10)

o -MEM+PVA+HS (G4) 1472 +71,83 ab 110 £239 b

(11)

Letras diferentes na coluna da [ ] de P4 diferem, (P < 0,0032). Média * erro padrdo da media

(EPM).
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Analise por microscopia eletronica de transmissédo (MET) para avaliacdo da maturacao

citoplasmética de COCs provenientes dos experimentos de prématuracéo (1) e rever sio

).

Foram fixados e analisados em média 4 odcitos por tratamento e quatro o6citos no
tempo zero por se tratar de uma andlise qualitativa. Os tratamentos analisados foram:

Referentes ao experimento 1 (pré-maturacdo), os tratamentos G1 (TCM-199 + SFB),
G2 (TCM-199 + SFB + HS), G3 (0-MEM + PVA), e G4 (0-MEM + PVA + HS),

Os tratamentos referentes ao experimento 2 (analise do potencial de reversibilidade da
inibicdo da meiose) foram: G2 (TCM-199 + SFB + HS), G3 («-MEM + PVA), e G4 (o-
MEM + PVA + HS).

Como o tratamento G1 é um controle, e os resultados da maturacdo nuclear deste
tratamento nos experimentos 1 e 2 ndo diferiram estatisticamente, os odcitos referentes a ele

foram fixados e analisados somente no experimento 1.

Tempo Zero: Os o6citos analisados neste grupo mostraram caracteristicas de oocitos
imaturos, como observado na figura 8.

As células do cumulus ndo se expandiram, ndo foi observada a presenca de espacgo
perivitelinico, a membrana plasmatica possui pequenas microvilosidades paralelas em relagdo
a zona pelucida, foi notada a presenca de juncGes Gap, as mitocondrias se distribuiram
principalmente na regido cortical e os granulos corticais apresentam-se agrupados e

localizam-se mais no interior do odcito.

Tratamento G1. TCM-199 + SFB: Neste tratamento observa-se a maturacao
completa dos odcitos, como era esperado, podendo ser visto na figura 9.

Foi observado que houve uma notavel expansdo das células do cumulus, ha a presenca
de espaco perivitelinico, a membrana plasmatica apresenta microvilosidades eretas e granulos
corticais isolados e alinhados a ela, houve a migracdo das mitocdndrias para uma regido mais
central, as organelas se organizaram em associagdes formando um aspecto de teia com
espacos livres de organelas, grande quantidade de reticulo endoplasmaético liso foi encontrada

proxima a membrana plasmatica.
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- ZonaPdcida
Figura 8: Caracteristicas ultra-estruturais de
o0citos bovinos imaturos, tempo zero.
(GC- granulos corticais)

a) aspecto geral do citoplasma, as
mitocéndrias (setas) encontram-se
distribuidas proximas a regido cortical, as
células do cumulus se apresentam sem
expansdo (aumento 2000X).b) granulos
corticais organizados em grumos (aumento
15000X). c) microvilosidades paralelas a
membrana plasmatica (setas) (aumento
50000X).
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Figura 9: Caracteristicas ultra-estruturais de o6citos bovinos maduros, apds tratamento G1,
TCM -199 + SFB. (EPV- espaco perivitelinico, CC- células do cumulus, M-
microvilosidades; RE- reticulo endoplasmatico)

a e b) aspecto geral do citoplasma (aumento 3000X). Note a organizacdo das organelas em
teia por todo o citoplasma. O espaco perivitelinico é bem evidente e as células do cumulus
estdo bem expandidas. c) granulos corticais isolados e alinhados com a membrana plasmatica
(setas) (aumento 40000X). d) microvilosidades eretas e bem desenvolvidas e grande
quantidade de reticulo endoplasmatico liso proximo & membrana plasmaética (aumento
2500X).
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Tratamento G4: Alfa-MEM +PVA + HS
- Experimento 1- pré-maturacao:

O citoplasma do od6cito apresentava sinais de degeneracdo, repleto de substancias
amorfas, as mitocondrias encontradas se organizaram na periferia do odcito e ndo possuiam
lamelas, o cumulus ndo expandiu, a membrana plasmatica ndo apresentou microvilosidades e
possuia um aspecto indefinido, ndo foram observados espaco perivitelinico, nem granulos

corticais (figura 10).

- Experimento 2- Reversio:

As células do cumulus ndo expandiram, a membrana plasméatica ndo apresentou
microvilosidades e tinha aspecto indefinido, o citoplasma estava repleto de substancias
amorfas, as mitocondrias, sem lamelas, se organizaram em grumos na periferia e no interior

do odcito, ndo foi observada a presenca de granulos corticais (figura 11). Os odcitos

apresentaram sinais claros de degeneracéo.

o R

Figura 10: Caracteristicas ultra-estruturais de odcitos
bovinos em degeneracdo, apds tratamento G4 do
experimento 1, Alfa-MEM + HS. (ZP- zona
pellcida)

a) aspecto geral do citoplasma (aumento 2500X). b)
mitocbndrias sem lamelas (setas) (aumento
30000X). ¢) membrana plasmatica indefinida, sem
microvilosidades (aumento 20000X).
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Figura 11: Caracteristicas ultra-estruturais de
o0citos  bovinos em  degeneracdo, apoés
tratamento G4 do experimento 2, Alfa-MEM +
HS. ( ZP- zona pelucida)

a) aspecto geral do citoplasma (aumento 3000X).
b) membrana plasmatica indefinida, sem
microvilosidades (aumento 20000X).c) grumos
de mitocdndrias sem lamelas (aumento 40000X).

Tratamento G3: Alfa-MEM + PVA
- Experimento 1- pré-maturacao:

Foram observadas caracteristicas de imaturidade e de maturacdo. As células do
cumulus ndo se expandiram, ndo foi observada a presenca de espago perivitelinico, 0s
granulos corticais se organizaram em grumos localizados no interior do odcito, caracteristicas
de um odcito imaturo. No entanto, a membrana plasmaética apresentou microvilosidades
eretas, uma grande quantidade de reticulo endoplasmatico liso foi notada principalmente
préximo a membrana plasmatica, as mitocondrias foram encontradas principalmente, mas ndo

exclusivamente, na regido cortical, que mostra 0 inicio do processo de migracdo e grande
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quantidade de reticulo endoplasmatico liso foi encontrada proxima a membrana plasmatica.
Caracteristicas que mostram o inicio da maturacdo citoplasmatica (figura 12).

- Experimento 2- Reversdo:

As células do cumulus se expandiram, foi observada a presenca de espaco
perivitelinico, a membrana plasmatica apresentou bastantes microvilosidades eretas, 0s
granulos corticais se isolaram e alinharam com a membrana plasmatica, as mitocondrias
migraram para o interior do 00cito e estavam sempre em associacdo com vesiculas. Grande

quantidade de reticulo endoplasmatico liso foi encontrada proxima a membrana plasmatica.

Aspecto condizente com odcitos maduros (figura 13).

Figura 12: Caracteristicas ultra-estruturais de odcitos bovinos, apos tratamento G3, Alfa-
MEM + PVA, do experimento 1. (ZP- zona pellcida; CC- células do cumulus, M-
microvilosidades; RE- reticulo endoplasmatico; GC- granulos corticais). a e b) aspecto geral
do citoplasma (aumento 2500 e 1500X, respectivamente). C) microvilosidades eretas e
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grande quantidade de reticulo endoplasmatico liso (aumento 20000X).d) granulos corticais
agrupados no interior do oécito (aumento 15000X).

gl L R ST m: & e T d
gL ‘ T TERE DRI IED et e P ‘ :
Figura 13: Caracteristicas ultra-estruturais de odcitos bovinos, apés tratamento G3, Alfa-
MEM + PVA, do experimento 2.(CC- células do cumulus; EPV- espago perivitelinico; M-
microvilosidades; RE- reticulo endoplasmatico). a) aspecto geral do citoplasma (aumento
2000X). b) células do cumulus expandidas (aumento 2500X). c) grénulos corticais isolados
(setas) e alinhados @ membrana plasmatica (aumento 20000X).d) microvilosidades eretas e
grande quantidade de reticulo endoplasmatico liso (aumento 20000X).
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Tratamento G2: TCM-199 +SFB + HS
- Experimento 1- prématuracao:

Este tratamento apresentou odcitos com caracteristicas de maduro, outros com
caracteristicas de degeneracdo e outros com caracteristicas de célula plasmolisada. Os odcitos
com caracteristicas de maduro apresentaram cumulus expandido, membrana plasmatica com
microvilosidades eretas, espaco perivitelinico evidente, granulos corticais isolados e alinhados
a membrana, mitocéndrias centrais, organelas organizadas em associacdo formando um
aspecto de teia com espacos livres de organelas e espacos com aglomerados, grande
quantidade de reticulo endoplasmatico liso foi observada.

Os odcitos com caracteristicas de morte celular apresentaram as células do cumulus
sem expansdo, a membrana plasmatica ndo apresentou microvilosidades e tinha aspecto
indefinido, o citoplasma estava repleto de substancias amorfas, as mitocdndrias nao
apresentaram lamelas e se organizaram em grumos por todo o od6cito, ndo foi observada a
presenca de granulos corticais.

Os od6citos plasmolisados apresentaram uma grande retracdo do citoplasma. O cumulus
sofreu uma pequena expansdo, as organelas se distribuiram por todo o citoplasma, formando
grupos e deixando espacos livre destas. Um grande nimero de vesiculas também foi
observado. A membrana plasmatica ndo apresentou vilosidades e os granulos corticais se

apresentaram alinhados & membrana (figuras 14 e 15).

- Experimento 2- Reversio:

Todos os oocitos analisados estavam mortos. Porém, isto se deve ao n amostral
analisado (2), j& que previamente foi observado que aproximadamente 30% dos COCs deste
tratamento alcancaram o estagio de metafase I1.

Dos oo6citos observados, um apresentou cumulus expandido e o outro ndo. As
mitocOdrias ndo apresentaram lamelas, e se distribuiram pelo citoplasma em grupos. A
membrana estava indefinida e sem vilosidades. Nado foram observados granulos corticais
(figura 16).
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Figura 14: Caracteristicas ultra-estruturais de od6citos bovinos maduros, ap6s tratamento G2,
TCM-199 +SFB + HS, do experimento 1. (CC- células do cumulus; ZP- zona pellcida; RE-
Reticulo endoplasmético; M- Microvilosidades; EPV- espaco perivitelinico) a) células do
cumulus expandidas (aumento 2000X). b) aspecto geral do citoplasma (aumento 2500X). c)
granulos corticais isolados (setas) e alinhados a membrana plasmatica e grande quantidade de
reticulo endoplasmatico liso (aumento 30000X).d) espaco perivitelinico evidente e
microvilosidades eretas (aumento 20000X).



58

Figura 15: Caracteristicas ultra-estruturais de odcitos bovinos com caracteristicas de morte
celular, apos tratamento G2 do experimento 1, TCM-199 + HS. (ZP- Zona pelucida; CC-
Células do cumulus)

a) aspecto geral do citoplasma de oocito com aspecto de degeneracdo (aumento 2500X). b)
aspecto geral do citoplasma de odcito com caracteristica de plasmolise (aumento 2000X).c)
Células do cumulus pouco expandidas (aumento 2000X). d) Aspecto geral do odcito
plasmolisado (aumento 2000X).



Figura  16:  Caracteristicas  ultra-
estruturais de odcitos bovinos com
caracteristicas de morte celular, apos
tratamento G2 do experimento 2, TCM-
199 + HS. (ZP- zona pelucida; CC-
células do cumulus)

a) aspecto geral do citoplasma de odcito
com aspecto de degeneracdo (aumento
3000X). b) mitocondrias sem lamelas
(aumento 20000X).c) aspecto geral do
odcito, note os grupos de mitocondrias
(aumento 2000X).
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6. DISCUSSAO

Sistema de pré-maturacao: inibicdo da maturacéo nuclear de COCs pelo co-cultivo com

hemi-secgdes foliculares em meio definido

Uma das principais causas da diminuicdo do desempenho de odcitos maturados in
vitro é o fato destes serem retirados de foliculos imaturos, e por isto, ainda ndo terem passado
pelo processo de aquisi¢do de competéncia que ocorre no final do desenvolvimento folicular,
logo apo6s o pico de LH (BREVINI-GANDOLFI e GANDOLFI, 2001; SIRARD et al, 2006).
Por este motivo, torna-se necessario o melhoramento da técnica de MIV para permitir ao
odcito se desenvolver in vitro de forma mimética a situagdo in vivo.

Tem sido proposto que duas etapas sejam realizadas antes da fertilizacdo in vitro, uma
etapa de pré-maturacdo, onde o o6cito tem a meiose bloqueada com o objetivo de sincronizar
sua maturacao nuclear com a citoplasmatica e, molecular e desta forma, adquirir competéncia
para se desenvolver em embrido, seguida da etapa que é a maturacdo in vitro propriamente
dita (FRANZ et al, 2002; LE BEAUX et al, 2003; MACHALKOVA et al, 2004).

Foote e Thibault (1969) apud Sirard e Coenen (1993), questionaram pela primeira vez
sobre a possibilidade de usar um inibidor natural da meiose in vitro com este objetivo, uma
vez que ha a hipotese de que as células foliculares produzem um fator inibidor que mantém o
odcito com a meiose bloqueada (WASSERMAN, 1994).

Neste trabalho e no experimento 1, o objetivo foi desenvolver um sistema de pré-
maturacdo oocitéria, no qual foram utilizadas hemi-sec¢des foliculares em co-cultivo com

COCs bovinos imaturos em meio definido (a-MEM + PVA), comparado com 0 meio
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tradicional (TCM-199 +SFB), utilizado como controle. O objetivo deste experimento era a
inducdo da inibi¢do da maturacdo nuclear dos COCs.

Somente no tratamento G1 (TCM-199 + SFB)- controle, foi observado a maturagédo
nuclear de 83% dos COCs cultivados. Nos outros tratamentos, G2 (TCM-199 + SFB + HS),
G3 (a-MEM + PVA) e G4 (o- MEM + PVA + HS) houve inibicdo da meiose, com 81,25%,
74,05%, 96,39%, respectivamente dos COCs permanecendo em estagio imaturo depois de 24
horas de pré-maturacéo.

O grupo controle se comportou da maneira esperada, pois como ja é bem estabelecida,
a presenca de soro e FSH no meio de maturacdo estimulam a maturacdo oocitaria
(SANBUISSHO E THRELFALL, 1990).

Como sugerido por Foote e Thibault (1969) e posteriormente testado por varios grupos
de pesquisa (GIOMETTI et al, 2005; RICHARD e SIRARD, 1996a; RICHARD e SIRARD,
1996b; SIRARD et al, 1992; SIRARD e COENEN, 1993), a maturagéo nuclear foi blogueada
pela presenca de fatores da parede folicular durante um periodo de 24 horas.

Richard e Sirard (1996a) demonstram que as células da teca e ndo as células da
granulosa sdo as principais atuantes no bloqueio meiético. O fator inibitorio produzido por
essas células é soltvel no meio de cultivo e atuam através das células do cumulus.

O cultivo dos COCs em meio definido, grupo G3 (a-MEM + PVA), também foi
efetivo em bloquear por 24 horas a meiose como pode ser observado na figura 1 e na tabela 1.
A inibicdo da progressdo da maturacdo nuclear em meio definido, foi alcancada mesmo na
auséncia de tecido folicular, onde 74% dos COCs permaneceram imaturos. Este achado
sugere que o meio de cultura definido a-MEM+PVA pode apresentar fatores inibidores ou
auséncia de fatores estimuladores da maturacdo nuclear, o que leva ao bloqueio meiotico.
Segundo nosso conhecimento este € o primeiro relato da literatura no qual utilizando-se
hormonios (IGF-I, insulina) e suplementos como selénio e transferrina, normalmente
considerados estimuladores da maturagcdo nuclear oocitaria (JEONG, 2007),que se observa a
inibicdo desta.

Numerosos estudos relatam a importancia do sistema IGF (fator de crescimento
semelhante a insulina) no crescimento e desenvolvimento folicular, proliferacdo das células
foliculares e esteroidogénese de odcitos de vacas (MONGET et al, 2002) e coelhas
(LORENZO et al, 1997). A presenca de IGF-1 no meio de maturacdo promove a progressao
mais rapida da meiose em odcitos de coelhas (LORENZO et al, 1997). Odcitos bovinos
provindos de foliculos pequenos (<3mm), também tém a meiose induzida, no entanto o IGF-I

ndo causa alteragdo na progressdo da maturacdo nuclear de odcitos de foliculos medios (3,1-
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7mm) e grandes (7,1-10mm) (SAKAGUCHI et al, 2002). Portanto, a presenca de IGF-I no
meio a-MEM+PVA, nédo influenciou tanto a maturacdo nuclear dos COCs cultivados, uma
vez que estes foram aspirados principalmente de foliculos médios.

O cultivo dos COCs em meio definido, tratamento G3, apresentou a maior
concentragdo de E2 (2,444 ng/mL) em comparagdo com 0s outros grupos. De acordo com
Beker et al (2002) a adicdo de 1 ug/mL de E2 ao meio de maturacdo diminui
significativamente a porcentagem de odcitos em metéfase I, ou seja, maduros. No entanto,
quando a MIV ¢ realizada na presenga de FSH, estes efeitos sdo atenuados. Este dado sugere
que um dos fatores promotores da inibi¢cdo da progressdo da meiose do grupo G3 pode ser a
maior concentracdo de E2 presente no meio de cultivo, produzido pelas células do cumulus.
Outro fato importante € que 0 meio a-MEM+PVA ndo possui FSH em sua constituicao,
portanto, o efeito inibitério do E2 ndo foi minimizado.

E um fato bem caracterizado, que o FSH é o principal coordenador do crescimento e
desenvolvimento folicular in vivo sendo essencial para a aquisicdo de competéncia pelo
odcito. O papel do FSH na maturacdo € pouco entendido, mas relatos indicam que sua acdo é
mediada pelas células do cumulus. O FSH induz a producdo de um sinal nas células somaticas
que estimula o odcito a retomar a meiose. Trata-se portanto de um hormonio estimulatério da
GVBD em COCs, mas ndo em oo6citos desnudos (SIRARD et al, 2007). O fato do meio a-
MEM+PVA ndo possuir essa gonadotrofina em sua constituicdo, pode ser outro fator
causador da inibig&o da progressdo da meiose observada.

Este resultado mostra pela primeira vez na literatura, o efeito inibitério da maturagdo

nuclear proporcionado por um meio de cultivo sem a adigdo de inibidores farmacol6gicos.

Sistema de maturacdo de COCs pré-maturados com HS e em meio definido: Analise do

potencial dereversibilidade da inibicdo

Os tratamentos G1 (TCM-199+SFB) e G3 (a-MEM + PVA) apresentaram mais de
80% de COCs maduros ao final de 24 horas de cultura em meio de maturacdo padrdo (TCM-
199 +SFB). O tratamento G1 manteve a mesma porcentagem de COCs maduros em
comparacgédo ao experimento 1. O grupo G3, que no experimento 1 alcangou 74% de inibigéo
da meiose, obteve aproximadamente 80% de reversdo desta inibi¢do apds 24 horas de cultivo

em meio de maturacdo padrao.
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De acordo com os resultados do experimento 2, observa-se que dos tratamentos que
tiveram a meiose inibida na pré-maturacédo, tratamentos G2, G3 e G4, somente o tratamento
G3 (a-MEM + PVA) apresentou boa taxa de reversibilidade da inibicéo inicial (~80%).

Observa-se no grupo G3, que apos as 24 horas de cultivo em meio de maturacao
padrdo, a concentragdo de E2 diminuiu 10 X em relacdo & concentracdo relatada no
experimento 1, de pré-maturacdo, mostrando o papel inibitério do E2 na progressdo da
maturagdo nuclear oocitéria (BEKER et al,2002; Mc GAUGHEY, 1977).

Os tratamentos G2 (TCM-199 + HS) e G4 (a-MEM + PVA + HS), que passaram pela
co-cultura com as HS, apresentaram baixas taxas de reversibilidade da inibigdo da meiose,
aproximadamente 30 e 16 %, respectivamente.

Sirard e Coenen (1993), obtiveram apds o co-cultivo com 1, 2 ou 5 HS, cerca de 90,
50 e 40%, respectivamente, de reversibilidade da inibicdo da meiose ap6s cultivo em meio
livre de inibidores, concluindo que a inibicdo é reversivel a menos que uma grande quantidade
de tecido seja colocada no co-cultivo, que pode causar injurias ao odcito. Como no presente
trabalho a taxa de reversibilidade foi menor do que a encontrada por Sirard e Coenen (1993),
vale a pena lembrar que foram utilizadas 10 HS / co-cultura, ou seja uma grande quantidade
de tecido folicular, que pode ter causado danos irreversiveis aos oécitos, gerando uma baixa
taxa de reversibilidade. Os danos gerados pela co-cultura podem ser observados nas figuras
17,18,22 e 23, que mostram caracteristicas ultra estruturais de morte celular.

Foi observado durante a realizacdo dos experimentos que os meios de cultivo TCM-
199 + SFB e a-MEM + PVA mudaram de coloragdo apds as 24 horas de co-cultura dos COCs
com as HS. Esta mudanca que foi da cor vermelha para o alaranjado e amarelo,
respectivamente, indica a mudanca de pH dos meios de cultivo, provavelmente induzida pelo
cultivo das HS, para um pH mais acido do que o indicado para o cultivo de odcitos. Palma
(2001), relata que o pH dos meios de cultivo devem se manter a um valor similar ao do
plasma sanguineo, a um pH de 7,4 para o desenvolvimento de odcitos e embrides. O controle
visual das variacdes de pH através do corante vermelho de fenol indicam que quando o0 meio
estd na cor vermelha, seu pH é de 7,4; quando alaranjado, 7,0 e amarelo, 6,5. Tal fato pode
explicar o baixo potencial de reversibilidade da inibicdo da meiose e até mesmo a morte dos
COCs ainda na pré-maturagao.

Park et al (1999), também observaram uma baixa taxa de reversibilidade da inibigcdo
da meiose apos o co-cultivo com 2 HS, no entanto, eles relacionaram esta taxa com o volume
de meio de maturagdo utilizado durante a segunda etapa do processo, ou seja, durante o

periodo de cultivo na auséncia de inibidores. Para o volume de 0,1 mL de meio, foi detectado
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que somente 13% dos COCs tiveram a meiose retomada apds 12 horas de pré-maturacéao
seguidas de 12 horas de cultivo na auséncia de inibidores, enquanto que para os volumes de
0,5 e 2,0 mL, o potencial de reversibilidade subiu para 40 e 38%, respectivamente. Eles
concluiram que um maior volume de meio seria capaz de diluir possiveis fatores toxicos ao
odcito, no entanto, como a porcentagem de odcitos maduros ndo aumentou com o aumento do
volume de 0,5 para 2,0 mL, novos estudos sdo necessarios para este esclarecimento.

Levando em consideracdo as conclusdes de Sirard e Coenen (1993) e Park et al
(1999), pode-se sugerir que o potencial de reversibilidade de inibicdo da meiose depende da
relacdo quantidade de tecido folicular : volume de meio de cultivo.

No tratamento G4 (a-MEM + PVA + HS), cuja taxa de reversibilidade foi a menor
observada entre 0s grupos testados (~16%), vale a pena ressaltar que além da inibicdo causada
pela presenca das HS, ainda houve a inibi¢do induzida pelo meio de cultivo o-MEM +PVA
que pode ter provocado uma inibicdo da meiose muito intensa ao ponto de ocasionar danos a

maquinaria dos odcitos, impedindo-o0s de retomar a meiose e levando-os a morte.

Determinacao da concentracéo de 17 p estradiol (E2) e Progesterona (P4) nos meios de

culturareferentesaos experimentosle 2.

A determinacdo da concentracdo dos dois principais hormonios da via biossintética de
esteroides ovarianos, 17 Estradiol (E2) e Progesterona (P4), teve o objetivo de analisar o
comportamento funcional das células foliculares da HS e das células do cumulus durante os
cultivos em meio tradicional e definido, e o papel do odcito imaturo/pré-maturacdo e maduro

sobre a producdo destes esterdides.

- Sistema de pré-matur acéo

Foi observado que o tratamento G3 (a-MEM + PVA) apresentou a concentracdo de E2
significativamente maior do que 0s outros tratamentos, como pode ser visto na tabela 3, o que
indica que as células do cumulus e ndo as células da HS séo as principais secretoras de E2
durante o periodo de cultivo em meio definido. Corroborando com os resultados prévios
encontrados por Montrezor et al (2002) e Piccinato et al (2002), sugere-se que o sistema de
cultivo o-MEM + PVA ¢ capaz de manter ativa a capacidade estrogénica das células
cultivadas, criando um ambiente condizente com a etapa de desenvolvimento no qual o o6cito

se encontra, ou seja, durante a sua maturagao.
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Estudos sugerem que o06citos que geram prenhez, ou seja, o0citos que adquirem
competéncia ap6s os procedimentos in vitro sdo principalmente aqueles que foram cercados
por um ambiente com alta concentracdo de E2 (ANDERSEN, 1993 apud LORENZO et al,
1997).

Os resultados obtidos por Lorenzo et al (1997) mostram que a presenca de IGF-I no
meio de maturacédo in vitro, leva ao aumento da producdo de E2 e ao aumento da relagdo E2:
andrdégenos. Tal relacdo é associada com odcitos saudaveis, uma vez que in vivo 0 ambiente
folicular do foliculo pré-ovulatorio € caracterizado por alta concentracdo de E2 (DIELEMAN
et al, 1983).

Uma vez que o correto balango dos esteroides intra-foliculares é um pré-requisito para
0 padrdo normal de sintese protéica durante a maturacao de oocitos de mamiferos (OSBORN
e MOOR, 1983 apud ASSEY et al, 1994), um ambiente que mimetiza in vitro as condigdes
apropriadas para a aquisicdo de competéncia oocitaria € de extrema importancia para
possivelmente melhorar a taxa de producdo de embrides in vitro.

O tratamento G4, a-MEM + PVA + HS, no entanto, apresentou uma baixa capacidade
estrogénica em relagdo ao tratamento G3, a-MEM + PVA, cerca de 1/10 desta. Isto pode
decorrer do fato que os odcitos do tratamento G4 (a-MEM + PVA + HS) comecaram a
morrer devido a grande inibicdo induzida tanto pelas células da HS, quanto pelo proprio meio
de cultivo, o que refletiu na producdo hormonal.

O potencial papel do odécito na regulagdo da esteroidogénese folicular foi
primeiramente sugerida por El-Fouly et al (1970), no entanto, outros autores como
Vanderhyden e Macdonald (1998) também relatam que a producdo hormonal das células da
granulosa durante a foliculogénese é modulada pelo odcito, sendo que este envia para as
células somaticas um inibidor da producdo de progesterona em quantidade crescente de
acordo com o estagio de desenvolvimento folicular. Este fator inibidor parece influenciar a
fisiologia celular de maneira a reduzir a habilidade das células produzirem ou acumularem
progesterona mesmo na presenca de quantidade suficiente de substrato. Esta inibicdo ocorre
pelo fato do inibidor secretado pelo odcito alterar a quantidade das enzimas da via da
esteroidogénese, dentre elas a aromatase e a P450-scc e/ou 3B-HSD. Portanto, como 0s
odcitos dos tratamentos G2 (TCM-199 + SFB + HS) e G4 (a-MEM + PVA + HS) sofreram
lesGes que os levaram a morte, como observado pelas caracteristicas ultra-estruturais (figuras

17, 18, 22 e 23), pode-se deduzir que este fato foi determinante para a luteinizacdo das células
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do cumulus e consequentemente aumento da producdo de progesterona observado nos
tratamentos G2 e G4 (Figural2 e tabela 3).

O tratamento G2 (TCM-199 + SFB + HS) apresentou a maior concentracdo de P4
(77,87 ng/mL) observada. Esta alta producdo de P4 pode ser explicada ainda por este
tratamento utilizar soro em sua constituicdo, causando assim luteinizacdo das células
foliculares (GUTIERREZ et al, 1997).

No grupo experimental G1 (TCM-199 + SFB), também foi observada alta
concentracdo de progesterona, mostrando que sistemas de cultivo que utilizam soro em sua
constituicio causam a luteinizacdo das células cultivadas (GUTIERREZ et al, 1997), o que
ndo € interessante pelo fato de ser uma etapa que deveria ocorrer somente apds a maturacao
do odcito, onde o foliculo ovariano durante a ovulagéo in vivo é caracterizado por uma alta
concentracdo de E2 e um odcito bloqueado na Préfase 1. Somente quando esta concentracdo
de E2 atinge valores maximos € que o pico ovulatério de LH é desencadeado e
conseqlientemente o odcito retoma a meiose e as células da granulosa sdo luteinizadas, ou
seja, secretam P4 (ESPEY e LIPNER, 1994). Silva e Knight (2000), relatam que a adicdo de
P4 em concentracao fisiologica semelhante a observada em foliculos pré-ovulatérios, ao meio

de maturagdo provocam reducdo na competéncia para o desenvolvimento apos a clivagem.

-Sistema de maturacéo de COCs pré-maturados com HS e em meio definido

A determinagdo da concentragdo dos esteroides E2 e P4 apds as 24 horas de pré-
maturacdo seguidas de 24 horas de cultivo em meio de maturacdo padrdo, mostra que a
capacidade esteroidogénica diminuiu bastante em comparacdo ao experimento de pré-
maturacdo, com exce¢do a producdo de P4 pelo grupo G3 (a-MEM+PVA), que aumentou
(tabelas 3 e 4).

Observa-se que a concentracdo de E2 foi cerca de 7 vezes maior no grupo G3 (a-
MEM+PVA), pré-maturado em meio definido, do que no grupo G2 (TCM-199+SFB+HS),
que foi pré-maturado em meio padrdo. Portanto, nota-se que a capacidade esteroidogénica
continuou maior nos COCs pré-maturados em meio definido, mesmo depois do cultivo destes
em meio padrdo. Sugere-se entdo, que a pré-maturacdo em meio definido a-MEM+PVA,
promoveu uma maior viabilidade celular, demonstrada pela capacidade de producdo de
ester6ides mesmo quando os COCs foram posteriormente cultivados em meio padréo.

O aumento da producdo de P4 no grupo G3, corrobora com o fato que o cultivo de

células foliculares em meio que possui soro em sua constituicdo leva a luteinizacdo destas
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(GUTIERREZ et al, 1997). Este aumento da concentracio de P4 ap0Gs a pré-maturacdo num
ambiente rico em E2 é similar ao que acontece in vivo (DIELEMAN et al, 1983).

Os grupos G2 e G4, que foram pré-maturados na presenca de HS foram os que
apresentaram menor producao de esterdides. Sugere-se que esta menor producdo seja devida a
morte dos odcitos, jA que estes sdo 0s principais regentes da esteroidogénese
(VANDERHYDEN e MACDONALD,1998).

Analise por microscopia eletronica de transmissdo (MET) para avaliagdo da maturacgdo

citoplasmaética de COCs provenientes dos experimentos de prématuracdo (1) e reversdo

().

Resumidamente, a maturacéo oocitaria refere-se aos processos de redugdo do material
geneético pela metade, que é a meiose ou maturacdo nuclear, e a maturacéo citoplasmatica, que
trata da sintese de MRNAs e proteinas e do rearranjo das organelas do odcito. Tais eventos
conferem ao odcito a capacidade de ser fertilizado e progredir até embrido, ou seja, adquirir
competéncia. (PINCTON, 1998; SIRARD et al, 2006).

Pela primeira vez a ultra-estrutura de odcitos co-cultivados com HS foliculares é
analisada. Os resultados deste trabalho, demonstram que o compartimento citoplasmatico foi
muito influenciado pelos tratamentos de pré-maturacao.

COCs fixados assim que foram aspirados, ou seja, no tempo zero, e COCs cultivados
por 24 horas em meio de maturacao padréo, foram tomados como controle (imaturo e maduro,
respectivamente).

COCs do tempo zero apresentaram caracteristicas tais como células do cumulus sem
expansdo, microvilosidades grandes e deitadas, grumos de granulos corticais no interior do
odcito, distribuicdo cortical das mitocondrias, auséncia de espaco perivitelinico, as quais sdo
caracteristicas de COCs imaturos (ASSEY et al, 1994; FOULADI-NASHTA e CAMPBELL,
2006; HYTTEL et al, 1997).

COCs cultivados por 24 horas em meio de maturacdo padrdo apresentaram expansao
do cumulus, espago perivitelinico desenvolvido, microvilosidades menores e eretas,
distribuicdo das mitocondrias por todo o citoplasma e granulos corticais isolados e alinhados a
membrana plasmatica, caracteristicas de maturagdo (ASSEY et al, 1994; FOULADI-
NASHTA e CAMPBELL, 2006; HYTTEL et al, 1997).

O tratamento G4 (o-MEM + PVA + HS) apresentou caracteristicas de morte celular

(Figura 17) tais como citoplasma granulado, que impossibilitou a observacdo das organelas,
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membrana plasmatica indefinida e sem vilosidades e mitocéndrias sem cristas. De acordo com
os resultados da avaliagdo da maturacdo nuclear, este tratamento proporcionou
aproximadamente 96% de inibicdo da progressdo da meiose, deixando 0s odcitos no estagio
imaturo (Figura 1 e Tabela 1). Com base nestes resultados, sugere-se que o0 processo inibitdrio
foi tdo intenso a ponto de causar injurias irreversiveis ao odcito, que o levaram a morte, pois
além da inibicdo causada pela HS (SIRARD et al,1992), também foi observado que o meio de
cultivo a-MEM + PVA proporciona inibi¢do da maturacao (Figura 1 e Tabela 1).

Uma vez que o processo inibitorio induzido pelo experimento 1 (pré-maturagdo) nao
foi revertido no experimento 2 (reversdo) com éxito, cerca de 80% dos COCs permaneceram
no estagio imaturo, e que as caracteristicas ultra-estruturais dos COCs deste tratamento no
experimento 2 também mostraram caracteristicas de morte celular, sugere-se que a maioria
COCs morreram ainda na pré-maturacdo, devido ao intenso processo inibitério promovido
pela HS somado ao efeito inibitdrio induzido pelo meio de cultivo.

No tratamento G2 (TCM -199 + SFB + HS), foram encontradas trés morfologias ultra-
estruturais distintas, isto, devido ao fato deste tratamento ter apresentado cerca de 80% de
inibicdo da progressdo da meiose, 11% de odcitos maduros e 7% de 00citos no estagio
intermediario da meiose (Tabela 1 e Figura 1).

Foi encontrada a ultra-estrutura referente a um odcito maduro, com expansdo do
cumulus, granulos corticais isolados e alinhados a membrana plasmatica e distribuicdo das
mitocondrias por todo o citoplasma (DIEZ et al, 2005; HYTTEL et al, 1997) caracteristicas
que evidenciam o0 processo de maturacdo citoplasméatica. Mas também foram encontrados
oocitos com caracteristicas ultra-estruturais de morte celular semelhante as encontradas no
tratamento G4 (a-MEM + PVA + HS) e caracteristicas de célula plasmolisada, onde foi
possivel observar que houve o inicio da migracdo mitocondrial (Figuras 21 e 22), o que
sugere que o processo inibitério deve ter sido danoso ao odcito, porém de forma menos
acentuada que no tratamento G4, ja que sua taxa de inibicdo foi significativamente menor do
que a taxa de inibigdo do tratamento G4.

No experimento 2 (reversdo) somente foram observadas caracteristicas de morte
celular, devido ao n amostral observado. Somente 2 COCs deste tratamento (TCM + SFB +
HS) foram analisados. Porém, como pode ser observado na figura 23 a,c, houve migracéo
mitocondrial antes da morte celular, o que sugere que pode se tratar de um o0cito que néo
teve a meiose inibida previamente e, portanto sofreu uma hipermaturacdo que o levou a
morte, ou mesmo de um odcito que teve a meiose reiniciada apos a inibi¢do, mas que devido a

danos causados pelo processo inibitorio ndo sobreviveu.
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O tratamento G3 (o-MEM + PVA) mostrou resultados bem interessantes, ja que
apresentou uma alta taxa de inibicdo da maturacdo nuclear (~74%) e alta taxa de
reversibilidade desta inibicdo (~80%). O resultado da andlise ultra-estrutural foi bem
promissor, uma vez que foi observado no experimento 1 (pré-maturagdo), algumas
caracteristicas de maturagéo citoplasmatica, tais como inicio da migracdo mitocondrial para o
interior do odcito e a presenca de microvilosidades eretas (ASSEY et al, 1994; DIEZ et al,
2005; HYTTEL et al, 1997).

Os resultados do experimento 2 (reversdo) mostram que os COCs deste tratamento
(G3) terminaram o0 processo de maturacdo citoplasmatica, apresentando granulos corticais
isolados e alinhados & membrana plasmatica, areas proximas ao cortex sem organelas e o
término da migracdo mitocondrial para o interior, mostrando que além da reversdo da inibi¢do
nuclear, a maturacdo citoplasmatica chegou a termo.

De acordo com Fouladi-Nashta e Campbell (2006), foliculos cultivados por 24 horas
em meio suplementado com 5ug/mL de insulina, tiveram a maturacdo citoplasmatica
promovida, inclusive com a migracdo dos granulos corticais para a regido periférica do oécito,
sendo estes dispostos em alinhamento com a membrana e de forma isolada. No entanto,
Fouladi-Nashta e Campbell (2006) ndo observaram mudanca na taxa de producdo de
blastocistos em relagdo ao controle, talvez devido a hipermaturacdo pela qual os odcitos
passaram. No entanto, no presente trabalho, foi utilizada uma dose bem menor de insulina,
que promoveu apenas 0 inicio do processo de maturacdo citoplasmatica. Portanto, sdo
necessarios estudos adicionais para analisar se esta pré-maturacdo citoplasmatica promovida

pelo meio de cultivo ird promover o aumento da taxa de producdo de embrides in vitro.
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7. CONCLUSAO

Pela primeira vez na literatura é demonstrado o grande potencial de inibicdo da
maturagdo nuclear de um meio de cultura definido (o-MEM+PVA) (G3), por um periodo de
24 h, sem causar danos aos 00citos que os impossibilitem de reverter o processo inibitorio.

O co-cultivo de hemi-secgdes foliculares e COCs bovinos imaturos promoveu a
inibicdo da meiose, porém este processo inibitorio ndo foi revertido com éxito.

A inibicdo da meiose alcancada pelo cultivo dos COCs em oa-MEM+PVA
proporcionou o inicio da maturacgdo citoplasmatica ainda no periodo de pré-maturacdo, sendo
este acontecimento de grande valor, pois desta forma acredita-se que haja uma maior
sincronizagcdo da maturacdo como um todo. Este sistema, no qual a pré-maturacdo foi
realizada em meio definido, seguida da maturacdo em meio tradicional, proporcionou um
ambiente de maturacdo oocitaria similar ao que acontece in vivo, de acordo com o resultado
da determinacéo da concentracdo de esteroides.

Portanto, sugere-se que o sistema de pré-maturacdo de COCs bovinos imaturos em
meio a-MEM + PVA seguido do cultivo destes em meio de maturacdo padrdo seja um bom

sistema para o estudo dos mecanismos que ocorrem durante a maturagdo oocitaria.
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