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RESUMO

AVALIACAO DE DIFERENTES SISTEMAS DE MATURACAO PARA
AUMENTAR A COMPETENCIA EM OVOCITOS BOVINOS

Ana Luiza Silva Guimaraes®, Margot Alves Nunes Dode?

'Médica Veterinaria, Brasilia-DF, Brasil, 2Pesquisadora PhD, Brasilia-DF, Brasil

O sucesso da utilizacdo da maioria das técnicas de reproducdo assistida (TRA)
depende da disponibilidade de ovdcitos saudaveis e no estagio adequado para seu uso.
Como um dos fatores limitantes na utilizacdo das TRAs é a disponibilidade de ovdcitos
competentes, é importante buscar alternativas para auxiliar esses ovocitos melhorando
com isso a eficiéncia dessas técnicas. O objetivo deste trabalho foi testar dois diferentes
sistemas de maturacdo, o sistema SPOM (Simulated Physiological Oocyte Maturation)
e a retencdo meiotica na presenca de ITS (Insulina-transferrina-Selénio), para aumentar
a competéncia do ovocito e consequentemente incrementar a producdo de embrides in
vitro. Os ovacitos foram obtidos de ovarios de abatedouro, sendo que 0s provenientes
de foliculos de 1-3 mm foram dissecados da cortex ovariana e os de 3-8 mm, obtidos
por puncdo folicular. Para a avaliacdo dos estagios de maturacdo nuclear, 0s ovocitos
foram corados com lacmoide e para verificar o efeito dos sistemas de MIV na producéo
de embrides, foi avaliada a taxa de clivagem, blastocisto, tamanho dos embrides e
namero total de células. O corante azul de Trypan foi utilizado para verificar a
viabilidade das células do cumulus ap6s a retencdo. Os dados de taxa de maturacdo
nuclear e desenvolvimento embrionério foram avaliados pelo teste do ¥ e os dados
referentes a tamanho e nimero de células pelo teste de Kruskar-Wallis. O primeiro
sistema de maturacdo a ser testado foi o sistema SPOM em ovécitos de foliculos
aspirados, com a dose 0,01 Ul/ml de FSH, utilizada na MIV convencional, onde as
taxas de clivagem, D7 e D8 foram drasticamente reduzidas (P<0,05) quando
comparadas com as do grupo controle. O aumento da dose de FSH para 0,1 Ul/ml, no

sistema SPOM, em ovdcitos obtidos de foliculos de 1-3 mm ndo aumentou a producao
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de embrides (P0<0,05), entretanto em ovdcitos obtidos de foliculos de 3-6 mm teve
efeito prejudicial, sendo as taxas de clivagem e blastocistos inferiores (P<0,05) as do
grupo controle Da mesma forma, quando o SPOM foi utilizado na presenca de FSH
recombinante (FRSr), de BSA como suplemento dos meios e o cultivo realizado sob
baixa tensdo de O, uma reducdo (P<0,05) na taxa de blastocisto foi observada, mas o
tamanho e nimero de células dos embrides foram semelhantes (P>0,05) aos do controle.
A segunda alternativa testada foi o uso da cilostamida, inibidor da PDE3, e ITS no
cultivo de pré-maturacdo por 8 e 24 horas. Na concentracdo de 20uM, a cilostamida
reteve 91% dos ovdcitos em VG por até 24 horas, entretanto o desenvolvimento
embrionario destes embrides foi comprometido, com baixas taxas de clivagem e de
embrides em D7 (P<0,05). Foi também avaliada a diminuicdo da concentragdo de
cilostamida durante o bloqueio e a presenca do ITS. Foi observado que a reducdo da
concentracdo de cilostamida associada ao periodo menor de retencdo causou um
aumento da producdo de blastocisto semelhante as taxas obtidas para o controle e que o
ITS ndo afetou (P>0,05) a resposta dos ovdcitos a retengdo com cilostamida. Conclui-se
que o sistema SPOM utilizando FSHr, BSA e baixa tensdo de O, afetou o
desenvolvimento embrionario. Além disso, a cilostamida quando utilizada para bloquear
a meiose tem efeito deletério nos ovacitos e celulas do cumulus se utilizada por 24 horas
na concentracao de 20 uM. A menor concentragao (10uM) e menor tempo de exposi¢ao
(8 horas) pode amenizar esse efeito, mas também ndo causa nenhum incremento na
producdo de embrides. A presenca de ITS durante o bloqueio ndo afeta a producdo de
embrides. Mais estudos devem ser realizados na tentativa de utilizar a retencdo para

incrementar a qualidade de ovdcitos utilizados para as TRAS

Palavras-Chave: Cilostamida, cultivo de pré-maturacdo, SPOM, retencdo meidtica.
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ABSTRACT

EVALUATION FROM DIFFERENTS MATURATION SYSTEMS TO
INCREASE THE COMPETENCE IN BOVINE OOCYTES

Ana Luiza Silva Guimaraes®, Margot Alves Nunes Dode?

Veterinary, Brasilia-DF, Brazil, 2Reseacher, PhD, Brasilia-DF, Brazil

The successful use of most assisted reproductive techniques (ART) depends on the
availability of healthy and competent oocytes. Considering that one of the limiting
factors for using ART's is the availability of good quality oocytes, it is important to
find new alternatives which could help those oocytes and then improving the
efficiency of these biotechnology. The aim of this study was to test two different
maturation systems, the SPOM (simulated physiological oocyte maturation)
methodology and the meiotic inhibition in the presence of ITS (Insulin-Transferrin-
Selenium), to improve oocyte competence and consequently, the in vitro embryos
production. Oocytes were obtained from slaughter house ovaries, being those from
follicles from 3-8 mm diameter were obtained by aspiration and those from 1-3mm
follicles by dissection. To evaluate maturational stage oocytes were stained with
lacmoid, and to verify the effect of maturation system on in vitro embryos
production cleavage rate, blastocyst at D7 and D8 rates, embryo size and total cell
number were used. The trypan blued stain was used to evaluate cumulus cells
viability after meiotic inhibition. Data of nuclear maturation and embryo
development were evaluated by the 2 test and those of embryo size and total cell
number by Kruskar-Wallis test. At first, SPOM system was tested in aspirated
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oocytes, with 0.01 IU/ml of FSH, used in conventional VM, where rates of
cleavage, D7 and D8 were drastically reduced compared to control (P<0.05).
Increasing the dose of FSH to 0.1 IU/ml in the SPOM system did not affect (P<0.05)
the results and embryos production remained low. When oocytes from follicles of 1-
3 mm were used, although the embryo rate was low for both group, no effect of
SPOM system was observed. However, when recombinant FSH (FSHr) was
associated with BSA instead of FCS and culture was performed under low oxygen a
reduction (P<0.05) on blastocyst rates were observed, but the size and total cell
number were similar to the control (P>0.05). The second alternative to be tested was
the use of cilostamide, an inhibitor of PDE3A, associated with ITS on pre-
maturation culture for 8 and 24 h. Cilostamide concentration of 20uM retained 91%
of oocytes in GV for 24 hours, however, embryonic development and quality of
these embryos were compromised presented lower cleavage and blastocyst rates
than the control (P<0.05). Decreasing cilostamide concentration and the presence of
ITS associated with lower period of meiotic inhibition was also evaluated. It was
observed that lower concentration (10uM) during less time of inhibition (8h) caused
an increase in embryo production being the rates similar to the control (40.7% vs
51.8%) and that ITS had no effect (P>0.05) oocyte response to cilosminde
inhibition. It can be concluded that SPOM using FSHr, BSA and low O, tension
does not affect embryo development. In addition, cilostamide had a deleterious
effect in oocytes and cumulus cells when used for 24 h at 20 uM concentration to
inhibit meiosis. Lower concentration (10uM) with less time of exposure (8 hours)
eliminated the deleterious effect but did not increase embryo production. More
studies are needed to establish the use of meiotic inhibition associated with other

substances to improve oocyte quality to be use on ART’s.

Keywords: Cilostamide, prematuration culture, SPOM, meiotic arrest.
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1 INTRODUCAO

Técnicas de reproducdo assistida (TRAS) sdo cada vez mais utilizadas
tanto em humanos, para resolver casos de infertilidade, como em animais para a
multiplicacdo rapida de material genético e/ou preservacdo de germoplasma. O sucesso
da utilizacdo da maioria dessas técnicas depende da disponibilidade de ovdcitos
saudaveis e no estagio adequado para seu uso. Dentre as TRAs, a producdo in vitro de
embribes (PIVE), é a mais difundida e estudada para bovinos, sendo a responsavel por
posicionar o Brasil no cenario mundial em uso de biotécnicas reprodutivas.

Apesar dos avancgos obtidos e de ja estar sendo rotineiramente utilizados ha mais
de 10 anos, os indices da PIVE tem permanecido estaveis, ou seja, a taxa de maturagédo
nuclear e fecundacdo em torno de 80% e a de blastocisto entre 35-40% (Pontes et al.,
2011), sendo que somente cerca de 30% (Pontes et al., 2009) destes embrides sé&o
capazes de gerar uma prenhez apés a transferéncia. Entretanto, quando os ovdcitos sao
maturados in vivo, as taxas de blastocistos sdo superiores quando comparado as de
ovocitos maturados in vitro. Esses resultados mostram que a maturacdo é ainda um dos
passos limitantes para o incremento na eficiéncia das TRAS.

O ovocito de mamifero sofre mudancas significativas durante o desenvolvimento
folicular, inclusive no periodo em que o foliculo se torna dominante e no que antecede
ao pico pré-ovulatério de Horménio Luteinizante (LH). Essas mudancas sdo chamadas
de capacitacdo, e tem papel fundamental na aquisicdo da competéncia (Dielemann et al.
2002).

Entretanto, ovocitos utilizados para a maturagdo in vitro (MIV), normalmente
obtidos de foliculos menores (3-8 mm de didmetro), sdo privados das mudangas que

ocorrem durante o periodo de dominancia folicular e/ou capacitagdo, pois



espontaneamente retomam a meiose quando removidos do ambiente folicular (Thomas
et al., 2004). Portanto, é provavel que muitos dos ovdcitos recuperados para serem
utilizados nas TRAs tenham um reduzido potencial de desenvolvimento devido ao fato
de serem retirados antecipadamente do ambiente folicular e, ndo estarem totalmente
competentes ou prontos para serem fecundados (Jee et al., 2009). Como um dos fatores
limitantes na utilizacdo das biotécnicas de reproducdo € a disponibilidade de ovocitos
competentes, é importante buscar alternativas para auxiliar esses ovocitos melhorando
com isso a eficiéncia dessas técnicas.

Uma das alternativas seria tentar simular in vitro os eventos que ocorrem in vivo
durante a retomada da meiose induzida pela liberacdo do LH pré-ovulatério. Baseado
nesses eventos, Albuz et al. (2010) propuseram um sistema que simula a maturacao
fisioldgica que ocorre in vivo denominado de SPOM (do inglés, simulated physiological
oocyte maturation) que mostrou resultados promissores aumentando a producdo de
embrides. Apesar de sua eficiéncia ainda néo ter sido avaliada e confirmada em outros
laboratérios e por outros grupos de pesquisa, parece ser uma opcao a ser testada, para
melhorar a qualidade de ovadcitos.

Outra alternativa seria evitar a retomada prematura da meiose que ocorre apos a
remoc¢do dos ovocitos do ambiente folicular induzindo um bloqueio meiético (Adona et
al., 2008). O blogueio da meiose forneceria um tempo adicional ao ovdcito para que o
mesmo possa sofrer modificacdes bioquimicas e estruturais necessarias para suportar a
fecundacéo e ter desenvolvimento embrionario normal (Dielemann et al., 2002).

Varios métodos fisioldgicos e farmacoldgicos tém sido utilizados para inibir a
retomada da meiose em varias espécies, sendo que os fisiologicos, em geral, sdo de
duracdo mais curta e menos eficientes do que os farmacoldgicos. Dentre os fisiol6gicos
pode-se citar 0 uso de hemi-foliculos e adicdo de fluido folicular durante o cultivo. Com
relacdo aos farmacos, varias substancias tém sido utilizadas para bloquear a meiose, tais
como ativadores da Adenil Ciclase (AC) como o forskolin, inibidores do fator de
promocdo da maturacdo (MPF) como a 6-dimetilalaminopurina (6-DMAP), a
roscovitina e a butirolactona-1 e, inibidores da fosfodiesterase (PDE) como a
cilostamida, milrinone e o 1- isobutil, 3- metilxantina (IBMX). Apesar de muitos desses
métodos de bloqueio inibirem com sucesso a retomada da meiose, permitindo manter os
ovocitos durante certo periodo retido no estagio de VG, antes de serem maturados e
fecundados in vitro, (Kubelka et al., 2000; Dode & Adona, 2001; Adona & Leal, 2004;

Barreto, 2008), os resultados obtidos mostram ndo haver um incremento na producao de



embribes. Entretanto, se a retencdo for realizada em um ambiente mais adequado, em
que fatores benéficos forem adicionados ao meio durante esse periodo, é possivel que o
ovacito possa se preparar para a maturagdo completa e melhorar o seu desenvolvimento
posterior. Portanto, alternativas utilizando diferentes inibidores associados a

suplementacdo do meio de retencdo ainda precisam ser estudadas.



1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

O presente trabalho teve por objetivo testar metodologia SPOM e a retencdo da
meiose durante a pré-maturacdo de ovocitos bovinos na quantidade e qualidade de

embrides produzidos in vitro.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar o sistema SPOM adaptado ao sistema de MIV utilizado no LRA
para aumentar a competéncia de ovocitos bovinos e a producao e
qualidade de embriBes in vitro;

2. Avaliar a eficacia da cilostamida como inibidor da maturacdo nuclear no
meio de pré-maturacao por 8 ou 24 horas e a sua reversibilidade apos a
maturagdo ovocitaria em bovinos;

3. Verificar o efeito da pré-maturacdo de ovdcitos bovinos na presenca de
cilostamida e ITS no desenvolvimento embrionério in vitro;

4. Avaliar o efeito da inibicdo da meiose e adicdo de insulina-transferrina-
selénio (ITS) pelo periodo de 8 e 24 horas sobre a viabilidade das células

do cumulus.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Formacao do ovacito e foliculo

2.1.1 Ovogénese

Define-se como ovogénese a sequéncia de eventos pelos quais as células
germinativas primordiais passam até atingirem o estagio de ovocito maturo, apto para a
fecundacédo (Van Den Hurk & Zhao, 2005).

Ovdcitos de mamiferos sdo originarios de células indiferenciadas chamadas de
células germinativas primordiais (CGP) que tem uma origem extragonadal. Durante o
desenvolvimento fetal, as CGP migram do epitélio do saco vitelinico para as cristas
genitais para colonizar as gbnadas em formacdo. A migracdo das CGP para as cristas
gonadais € controlada e dirigida pela secrecdo de citocinas e fatores de crescimento
(Van Den Hurk & Zhao, 2005).

As CGP quando chegam as gdnadas sofrem extensiva proliferacdo celular para a
formacdo dos cord@es sexuais, onde perdem a motilidade e sdo circundadas por células
somaticas oriundas do mesonefro, e se diferenciam em ovogbnias (McLaughlin &
Mclver, 2009). Posteriormente, as ovogonias entram no estagio da préfase da primeira
divisdo meidtica e passam a ser chamadas de ovocitos primarios. A préfase é dividida
em cinco fases: leptéteno, zigdteno, paquiteno, dipléteno e diacinese. Na profase, uma
série de eventos ocorre, como o0 pareamento dos cromossomos homaélogos, sinapse, que
¢ a estreita associagdo entre 0s cromossomos € a recombinagao ou “crossing over”, que
é a troca de material genético. Subsequentemente, 0 ovOcito progride para o estagio de

diploéteno e entra em quiescéncia prolongada, chamado de estagio dictiéteno. Os



ovocitos permancem nesse estagio até entrar em atresia ou receber o estimulo hormonal,
que induz a maturacéo (Revisado por Sanchéz & Smitz, 2012).

No decorrer do desenvolvimento folicular, o ovocito permanece na fase de
préfase I, entretanto, o seu crescimento continua, marcado por um periodo com alta
atividade metabdlica. Nesse periodo o crescimento do ovdécito é continuo, pois ele
cresce cerca de 20pum no foliculo primordial (Lucci et al., 2002) e até cerca de 124 pm
em foliculos de 1-3 mm (Caixeta, 2009), enquanto que foliculos maiores que 8,0 mm
possuem ovocitos com uma média de 129 um. As principais mudangas que ocorrem
durante a fase de desenvolvimento do ovdcito sdo: formacgdes das juncBes gap entre o
ovacito e suas celulas somaticas circundantes, desenvolvimento e deslocamento do
complexo de Golgi para a periferia do ovdcito, desenvolvimento do reticulo
endoplasmatico liso e das gotas lipidicas, formacdo dos granulos corticais e zona
pellcida, diferenciacdo da mitocéndria, quebra dos centriolos, transcricdo e acimulo de
RNAmM maternos, que serdo utilizados posteriormente para a sintese de proteina do
ovacito e do desenvolvimento embrionério inicial (Fair et al. 1996; Hyttel et al., 1997).

Em resposta a onda pré-ovulatoria do LH, os ovdcitos, retomam a meiose e sofre
0 processo de maturacdo (Mayes & Sirard, 2001). Os ovdcitos estimulados rompem a
vesicula germinativa e, progride na meiose, passando pelos estagios de metéfase I,
anafése |, teléfase 1, completando o primeiro ciclo mei6tico com a explusdo do primeiro
corpusculo polar e, imediatamente atingindo a metéafase Il. Nesse estdgio o ovocito é
retido pela segunda vez, e permanece desta forma até o0 momento da fecundacdo (Van
Der Hurk & Zhao, 2005). Com a entrada do espermatozoide no citoplasma durante a
fecundacdo, o ovocito completa a sua segunda divisdo meiotica, com a extrusdo do
segundo corpusculo polar. A ploidia retorna a sua configuracdo inicial, (2n) com a
interacdo do material genético (singamia), formando assim o zigoto, que dara origem ao
embrido (Adona, 2006).

2.1.2- Foliculogénese

A foliculogénese também comeca durante a vida fetal e inicia-se com a
formagéo dos foliculos primordiais (Figura 1), quando uma Unica camada de células
pavimentosas (células pré-granulosas) circunda o ovocito primario, 0 que ocorre em

torno de 90 dias de gestagdo em bovinos (Meyes, 2002). Os estoques de foliculos



primordiais ndo sdo renovaveis e constituem o pool de reserva de foliculos que servem
para toda a vida reprodutiva de um individuo.

Em Bos indicus, os foliculos primordiais ttm em média 38 pum contendo
ovocitos com diametro médio de 22 um (Bessa, 2011). Em fetos ovinos, os foliculos
primordiais atingem o didmetro de 23-53um, enquanto que o didmetro do ovdcito
isolado atinge 17-22 um (McNathy et al., 2000).

O mecanismo de ativacdo dos foliculos primordiais para foliculos priméarios
ainda € pouco conhecido, mas ja existem alguns estudos mostrando que o balango entre
fatores inibitdrios e estimulatdrios de origem sistémica ou local, provavelmente regula
essa ativacdo (Van Den Hurk & Zhao, 2005). Fatores de crescimento tumorais da
familia B (TGF-B) como o horménio anti-Mulleriano (AMH), ativinas, proteina
morfogenética 6ssea-15 (BMP), fator do crescimento e diferenciacéo do tipo 9 (GDF-9),
Kit ligand (KL), fator de crescimento de fibroblasto do tipo 2 (FGF-2) e fator de
crescimento epidermal (EGF) estdo implicados nessa ativagdo e posterior crescimento
do foliculo. De modo geral, esses fatores agem em receptores presentes nas células da
granulosa e no ovdcito de forma a estimular a deposicdo de camadas celulares no
foliculo, importantes para o crescimento e difenciacdo do ovdcito. O crescimento
folicular ocorre em ondas, ou seja, constantemente o ovario apresenta um grupo de

foliculos que sdo ativados e entram no pool de foliculos em crescimento.
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CGP-Células Germinativas Primordiais

Figura 1: Esquema representativo da ovogénese e foliculogénese. Adaptado de
Sanchez & Smitz (2012).

O primeiro sinal de crescimento do foliculo é a mudancas na morfologia das
células que circunda os ovdcitos que de achatadas se tornam cubdides (células da pré-

granulosa) dando origem ao foliculo primario. Posteriormente, cerca de 210 dias de



gestacdo em bovinos, as células foliculares multiplicam-se por mitose e originam o
foliculo secundario, apresentando pelo menos duas camadas de células cuboides. Os
foliculos secundarios iniciais caracterizam-se por serem menos desenvolvidos e nessa
fase tem a formacdo da zona peltcida ao redor do ovocito, assim como as células da
teca, que se depositam em torno da lamina basal (Fair et al., 1995). Ja os foliculos
secundarios finais possuem a zona pellcida espessa ao redor do ovdcito e a teca interna
completamente formada (Kacinkis et al., 2005). Em Bos indicus, o tamanho do foliculo
secundario inicial € em meédia de 89 um com ovaécito em média de 44 um. Ja o tamanho
do foliculo secundario final, € em média de 193 um e o ovocito, média de 74um (Bessa,
2011).

E também durante o crescimento folicular pré-antral que é estabelecida a
formacédo das juncbes gap, que sdo projecOes para dentro do ovécito e que permite a sua
comunicagdo com as células da granulosa que o envolvem. E através das juncdes gap
que ocorre o transporte de aminoacidos, metabdlitos e moléculas sinalizadoras que séo
essenciais para o crescimento e desenvolvimento do ovacito (Gilchrist et al., 2008).

A formacdo de uma cavidade (antro) preenchida com um liquido é caracteristica
dos foliculos antrais, que sdo os foliculos terciarios. O liquido do antro serve como uma
importante fonte de substancias regulatérias derivadas de secre¢des das células
foliculares, como esterdides, enzimas, glicoproteinas, lipoproteinas e fatores de
crescimento (Van Den Hurk & Zhao, 2005). Em relacdo ao diametro dos foliculos
antrais na espécie bovina, é observado em estagios iniciais o diametro de 1-3 mm e ja
em foliculos pré- ovulatérios o didametro é cerca de 10 a 12 mm em Bos indicus e 12-15
mm em bos taurus (Ginther, 2000).

Durante a fase antral ocorre o periodo final de desenvolvimento folicular, que é
dependente de gonadotrofinas, e que também se caracteriza pelo desenvolvimento em
ondas, apresentando trés fases distintas, a de recrutamento dos foliculos dependentes, a
selecdo de um dos foliculos da onda e a dominancia do foliculo selecionado. Na fase
que compreende o recrutamento dos foliculos, observa-se um aumento dos niveis do
hormonio foliculo estimulante (FSH). A atuacdo do FSH é mais direcionada as células
da granulosa e resulta em uma variedade de reagOes, tais como a estimulagdo da
proliferacéo celular, a sintese de esteroides e a expressdo de receptores para EGF e LH
(Revisado por Martins et al., 2008). Quando o foliculo apresenta o diametro de 7-8 mm
inicia-se a fase de desvio, que é caracterizado pelo crescimento continuo de apenas um

foliculo que foi selecionado e, consequente inibicdo do crescimento dos foliculos



subordinados (Ginther, 2000; Fair, 2003). A fase final de crescimento do foliculo pré-
ovulatério estd associada a alta frequéncia dos pulsos de LH (Hyttel et al., 1997) e
subsequente liberacdo de um ovécito maturo durante a ovulacgdo (Sirard et al., 2006).

Logo apds a formacdo da cavidade antral, por acdo de substancias que sdo
secretadas pelo ovdcito, as células murais da granulosa iniciam o processo de
diferenciacéo e ddo origem as células sométicas conhecidas como células do cumulus,
que cercam o ovocito, formando o complexo cumulus-ovécito (COC). Essas células do
cumulus sdo ligadas intimamente ao ovocito atraves das juncdes gap, e Sao responsaveis
pelo crescimento e maturacdo do ovocito (Yeo et al, 2009). Existe uma
interdependéncia entre essas células, ou seja, 0s ovocitos ndo conseguem metabolizar
adequadamente glicose e necessitam das células do cumulus para fornecer piruvato,
outros produtos glicoliticos e aminoacidos, que sdo essenciais para seu crescimento. Por
outro lado, fatores secretados pelo ovdcito (OSF), como o GDF-9 e BMP-15 séo
capazes de influenciar as células do cumulus, mantendo a suas caracteristicas
estimulando seu crescimento e regulando o seu microambiente (Eppig, 2001; Gilchrist
et al., 2008).

E também através da comunicagdo paréacrina que o ovocito confere as células do
cumulus a capacidade de sofrerem o processo de expansdo ou mucificagdo (Dragovick
et al., 2007). A expansdo das células do cumulus € um processo em que as células
secretam 4acido hialurdnico formando uma rica matriz gelatinosa e viscoelastica em
resposta a sinalizacdo das gonadotrofinas. Essa expansdo é necessaria para fecundacao
in vivo, pois facilita a captacdo do ovdcito pelas fimbrias do oviduto. In vitro, a
expansao das células do cumulus pode ser estimulada através do uso de FSH e EGF
(Diaz et al., 2007).

Dessa forma fica clara a importancia vital da comunicacdo bidirecional entre
ovécito e células do cumulus para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia do

ovacito e dos foliculos (Yeo et al., 2009).

2.2- Maturacgéo e Competéncia Ovocitaria

2.2.1 Maturacdo ovocitaria
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O processo de maturacdo compreende uma série de eventos nucleares e
citoplasmaticos que preparam o ovocito para a fecundacéo (Gottardi & Mingoti, 2009).

Durante todo o periodo de crescimento do ovécito e de desenvolvimento
folicular os ovocitos ficam retidos em estagio de diploteno da profase | da primeira
divisdo meiodtica (Adona, 2006; Van Den Hurk & Zhao, 2005). Portanto, um ovacito de
um foliculo pré-ovulatério se encontra nesse estagio e, somente apds o pico de LH €
estimulado a retomar a meiose e sofrer o processo de maturacdo, completando a
primeira divisdo meiotica. Essa acdo do LH é mediada por peptideos especificos
secretados pelas células murais da granulosa, que sdo os EGF (principalmente a
ampirregulina e epirregulina).

A maturacdo nuclear se refere a retomada do primeiro blogueio meiético e a
progressdo até metafase 1l (MII) (Mingoti, 2000). Portanto, envolve a quebra da
vesicula germinativa — VGBD (do inglés, vesicle germinal break down), condensacao
dos cromossomos, marcando o final da préfase | e progressdo pelos estadios de
metéfase | (MI), anéfase | (Al), telofase (TI), completando a primeira divisdo meiotica,
passando rapidamente para metafase MlI, da segunda divisdo meidtica. Nessa fase, 0s
cromossomos homélogos sdo divididos, sendo que metade do nimero de cromossomos
permanece no ovocito (célula haploide) e a outra metade € liberada no primeiro
corpusculo polar, havendo novamente o bloqueio do ciclo celular até a fecundacéo
(Sirard, 2001).

In vitro, os ovécitos bovinos levam de 18 a 24 horas para completar a M1l apds
serem retirados dos foliculos. Vérios estudos tém sido feitos para determinar a cinética
da maturacdo nuclear, e mostram que o tempo requerido na maturacdo nuclear pode
variar entre espécies. Em bovinos a quebra da vesicula germinativa ocorre entre 8-12
horas, a MI de 12-15 horas, a Al e Tl de 15-18 horas e MII de 18-22 horas ap6s a
retirada do ovdcito do ambiente folicular (Sirard, 1989; Wu et al., 1996, Dode e Adona,
2001).

Na maturacdo citoplasmatica ocorrem processos altamente complexos que
envolvem vérios eventos simultaneos. Dentre 0s varios eventos que ocorrem no
citoplasma durante a maturacdo pode-se citar a reorganizagdo de organelas, que migram
pelos microtdbulos e microfilamentos. As mitocondrias e o complexo de Golgi, que
inicialmente se localizam em uma area periférica no ovécito imaturo, se posicionam em
uma area perinuclear. Os granulos corticais, produtos do complexo de Golgi, e que se

localizavam inicialmente na porgdo central do ovdcito, durante o processo de
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maturacdo, migram para a periferia do mesmo, ancorando na membrana citoplasmatica.
Esse processo é importante para a fecundag&o, pois, ao liberarem seu contetido causam
modifica¢fes na membrana plasmatica e na zona pelucida a fim de evitar a poliespermia
(Quetglas, 2007).

Além disso, marcantes alteracdes na sintese de proteinas especificas sdo
observadas no ovécito bovino, sendo que uma complexa cascata de fosforilacdo e
desfosforilacdo esta envolvida na regulacdo da retomada da meiose. Nesse periodo
observa-se a degradacao da adenosina monofosfato ciclico (AMPc), aumento dos niveis
de célcio e aumento na atividade de proteinas quinases. A proteina denominada de fator
de promocédo da maturacdo (MPF) é responsavel pelo inicio da maturacdo, atuando de
forma que assegure que o ciclo celular prossiga de forma correta (Kubelka, et al., 2000).

O MPF é um heterodimero formado pelas subunidades regulatérias ciclina B1 e
catalitica p34cdc2, que é uma proteina dependente de ciclina (Cdk1). Essas subunidades
formam o pré-MPF, que s6 é ativado quando ocorre a desfosforilacdo da treonina-14 e a
tirosina-15 da subunidade catalitica pela fosfatase da mesma familia, a Cdc25 (Kumagai
& Dunphy, 1992; Maller, 1994). O MPF ativo condensa a cromatina, quebra a vesicula
germinativa e reorganiza o citoplasma para entrar na fase- M, tanto da mitose quanto da
meiose (Wu et al., 1996; Van Den Hurk & Zhao, 2005). Essa desfosforilagdo que ativa
0 MPF, induzindo a retomada da meiose, é desencadeada por uma queda na
concentracdo de AMPc intraovocitario (Wehrend & Meinecke, 1998).

Os ovocitos em fase de crescimento tém menores niveis de p34cdc2 e ndo
podem progredir da fase G2 para M, porém, no fim da fase de crescimento ha um
grande aumento na concentracdo da p34cdc2 para a aquisicdo da competéncia meidtica
(Chesnel & Eppig, 1995; De Vantery, 1996). Como o MPF tem uma forte afinidade pela
histona H1, a avaliacdo da fosforilacdo de histona H1 exdgena tem sido utilizada para
medir a atividade do MPF em ovacitos. Estudos utilizando essa ferramenta em bovinos
tem mostrado que a atividade do MPF é menor no estadio de vesicula germinativa e tem
um aumento gradual até atingir seu pico no estadio de MI (Meineke, 2001). Apos esta
fase, a atividade do MPF, tem uma diminuicgéo significativa que coincide com a Al e a
TI. Um maior aumento da atividade do MPF ¢é observado na MII, que é mantido por
varias horas durante a maturacdo do ovocito, diminuindo gradualmente depois de 30
horas da maturacgéo do ovécito (Wu et al., 1996).

Vérias enzimas sdo coordenadas de modo a controlar a maquinaria de transdugao

de sinais extracelulares para o ambiente intracelular, de forma a estimular os efeitos
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mitogénicos. Um grupo dessas enzimas € proteina quinase ativadora de mitdgenos
(MAPK) (Wehrend & Meinecke, 1998). Ela atua na fosforilacdo de diversos substratos,
incluindo fatores de transcri¢cdo e proteinas do citoesqueleto que é responsavel pela
manutencdo do estagio em MII da segunda parada meidtica (Blenis, 2004). Pelo fato das
MAPKSs serem ativadas por sinais extracelulares, as suas principais isoformas sao
chamadas de quinases reguladas por sinal extracelular (ERK 1 e ERK 2).

A ativacdo das MAPKs em ovdcitos bovinos ocorre apds a ativacdo do MPF
(Dekel, 2002; Zhang et al., 2009), com aumento de atividade ap6s a VGBD (Gordon et
al., 2001) e sua atividade maxima em MII, permanecem alta até a formacdo dos pro-
nacleos (Fissore et al., 1996). Esses relatos sugerem que a MAPK ndo € requerida no

inicio da meiose, mas é essencial em eventos pos — VGBD.

2.2.2- Competéncia Ovocitaria

Competéncia ovocitaria pode ser definida como a capacidade do ovdcito de
sofrer a maturacdo completa, fecundacdo, suportar o desenvolvimento embrionério, e
induzir uma gestacdo (Mingoti, 2000). Essa competéncia é adquirida gradativamente
durante o crescimento folicular (Pavlok et al., 2000).

Nesse contexto, para que o ovOcito possa adquirir competéncia para maturacao
nuclear e citoplasmatica este devera ter completado toda a sua fase de crescimento
(Adona, 2002), que ocorre quando o ovdcito tem em torno de 120um. A competéncia
ovocitaria estd correlacionada com o crescimento do foliculo e muita das modificacdes
que ocorrem no citoplasma e no nucleo ocorrem na fase final de crescimento folicular e
maturacdo. Essas modificagdes incluem: sintese de proteinas e armazenamento de
RNAm, desenvolvimento de mecanismos reguladores de célcio, alteracdes na atividade
do MPF e da proteina quinase ativadora de mitogenos (MAPK) e redistribuicdo das
organelas citoplamaticas (Anguita et al., 2008).

Em foliculos compreendidos entre 1,0-1,5 mm, os ovocitos sdo capazes de
reiniciar a meiose, entretanto param em metafase I. Eles séo capazes de ativar a via do
MPF, mas ndo desencadeia a cascata de proteinas da via MAPK (Kanayama et al.,
2002; Miyano, 2003). Apenas ovocitos que completaram o seu total crescimento

possuem capacidade para ativar as duas vias do ciclo celular (Adona, 2006). Entretanto,
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na maturacgdo in vitro, ovocitos que atingem o estagio de metafase Il, nem sempre estdo
aptos a apresentarem desenvolvimento embrionario normal ap6s a fecundacdo. 1sso
porque a competéncia para sofrer a maturagdo meidtica é adquirida antes da
competéncia para formar embrido viavel, sendo que essa Ultima sé ocorre na fase final
da foliculogénese (Donnison & Pfeffer, 2004).

Existe uma correlagdo evidente entre o tamanho do foliculo e a competéncia do
ovécito (Crozet, 1995; Jee et al., 2009), entretanto esse ndo é o unico fator responsavel
pela aquisicdo plena da competéncia (Hyttel et al., 1997). Essa envolve também a
aquisicdo do correto padrdo de metilacdo (Fagundes et al., 2011) e a formacao de
estoques de RNA cuja sintese diminui gradativamente a medida que o ovdcito atinge
seu desenvolvimento méaximo.

No ovocito, ao contrario do que ocorre com qualquer célula somatica, o
intervalo entre a sintese e a utilizacgio do RNA pode ser longo, sendo que essas
moléculas sdo armazenadas em uma forma quiescente até o seu uso ao longo da
maturacdo do ovocito e desenvolvimento embrionario inicial (Picton et al., 1998). A
eficiéncia de tal armazenamento, assim como a reativagdo oportuna das moléculas
armazenadas determina a qualidade do ovoécito e a sua competéncia para o
desenvolvimento embrionario (Sandri, 2007). Pois, 0 ovécito quando retoma a meiose
durante a maturacdo, tanto in vivo como in vitro, a habilidade de produzir proteinas ndo
é afetada, porém, ele perde a capacidade de transcrever (Fouladi Nashta, 1998; Blondin
& Sirard, 1995). Portanto, é necessario que ovdcito tenha armazenado todos os estoques
de RNAs para a conducdo das primeiras divisfes zigoticas e a ativacdo do genoma
embrionario (Brevini Gandolfi & Gandolfi, 2001), que no bovino ocorre entre 0s
estadios de 8 a 16 células (Brevini et al., 2007).

2.3- Controle da maturacao: Retomada e Retencédo da Meiose

O ovdcito depois que cresce precisa ser mantido em VG durante 0 resto do
crescimento folicular e, essa retengéo é regulada pela concentracgdo intraovocitaria de
AMPc (Thripati et al, 2010). Altas concentracfes mantém a retencdo e a redugdo nos

niveis de AMPc, estd associada ao reinicio da meiose. A concentracdo de AMPc
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intraovocitario é regulada pelo equilibrio entre a atividade de dois tipos de enzimas:
Adenil ciclase (AC) e fosfodiesterase (PDE), que sdo responsaveis pela sintese e
degradacdo do AMPc, respectivamente (Conti et al., 2002).

O AMPc que mantém a retencdo da meiose € produzido pelo ovdcito e pelas
células foliculares e envolvem varios fatores (Figura 2). O AMPc gerado pelas células
da granulosa é transferido para o ovdcito através das juncBes gap, sendo que até
recentemente se achava que a transferéncia continua das celulas da granulosa para o
ovocito via juncBes gap era o Unico responsavel por manter a retencdo da meiose
(Chaube, 2002). No entanto, tem sido demonstrado que a concentracdo de AMPc
intraovocitario, gerado pela atividade da AC, que é estimulada pela a ativacdo de
receptores de proteina G estimulatéria (GPCRs) presentes na membrana do ovécito
(Tripathi et al., 2010; Li et al., 2012), é indispensavel para manter a retencdo da meiose
(Vaccari et al., 2008). Outro fator que também esta envolvido no nivel de AMPc dentro
do ovdcito é a guanosina monofostato ciclica (GMPc), oriunda das células da granulosa
e da teca. Essa chega através das jun¢Bes gap ao ovocito e contribui para manter altos os
niveis de AMPc, por inibir a acdo da PDE 3 e, consequentemente, a hidrélise do AMPc
(Bilodeau-Goeseels, 2011). Na familia de isoenzimas da PDE, existem dois tipos
importantes, a PDE3 e PDE4 (Shu et al., 2008; Sasseville et al., 2009). Esses subtipos
sdo diferencialmente localizados, uma vez que a PDE4 esta envolvida no metabolismo
do AMPc nas células da granulosa e a PDE3 age especificamente no ovocito (Conti et
al., 2002; Sassevile et al., 2009, Gilchrist, 2011).
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Figura 2: Esquema representativo do mecanismo de retencdo da meiose em
ovacito (Adaptado de Triphati et al., 2010). O AMPc e GMPc produzido nas células
foliculares e do cumulus e sdo transferidos para o ovdcito pelas juncdes gap. O GMPc
inativa a PDES3, inibindo a hidrélise do AMPc e a manutencédo dos altos niveis de AMPc
no ovdcito ativa a PKA, mantendo fosforilado os residuos de tirosina 14 e treonina 15
da subunidade Cdk1 do MPF mantendo-o inativo, dessa forma, retém o ovocito em VG.

A saida do estégio de dipl6teno da préfase | ocorre em resposta a estimulacdo de
hormbnios gonadotroficos, particularmente LH (Figura 3) ou da retirada abrupta do
ovocito do ambiente folicular (revisado por Mehlmann, 2005).

In vivo, o LH se liga a seu receptor presente nas células da granulosa e induz a
producdo de AMPc através da via AC. O aumento do nivel de AMPc estimula entdo a
atividade da PKA e, consequentemente, a producdo de EGF em células da granulosa e
do cumulus (Norris et al., 2009). Os EGFs produzidos induzirdo a atividade da MAPK,
que por sua vez interrompe as juncdes gap entre as células da granulosa, do cumulus e
ovécito. A interrupcdo dessa comunicacao bloqueia a transferéncia de AMPc e GMPc
(Liang et al., 2007; Triphati et al., 2010).

A reducdo do nivel de GMPc ativa a PDE3, que reduz ainda mais o nivel de
AMPc através de hidrolise, que é gerado pelo ovdcito via GPR3/AC. A reducdo do
nivel de AMPc intraovocitario inativa a PKA. A reducdo da atividade da PKA ativa a
Cdc 25 fosfatase, que resulta na desfosforilagdo da Cdkle ativacdo do MPF. Uma vez
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ativo, o MPF finalmente, induz o reinicio da meiose (Chaube, 2002; Triphati et al.,

2010) e a expansdo das células do cumulus (Shimada et al., 2003).

Cumuluscell
Granulosa cell

Resumptionof _ |
N meiosis

Figura 3: Esquema representativo do mecanismo da retoma da meiose em ovdcito.
Adaptado de Triphati et al., 2010. O LH se liga a seus receptores presentes nas células
da granulosa, que desencadeia uma cascata de fosforilacdo e desfosforilacéo,
envolvendo o AMPc e GMPc como segundo mensageiros. A ruptura das jungdes gap
reduz a transferéncia de GMPc para o ovoécito, que leva a ativacdo da PDE3 e a reducgdo
dos niveis intraovocitarios de AMPc inativa a PKA, tendo como resultado a ativagao do
complexo Cdk 1 do MPF, tendo como resultado a retomada da meiose.

2.4 — Inibicdo da Meiose

Durante a maturacdo in vivo, ovocitos sofrem diversas modificacbes a nivel
molecular e estrutural, que se denomina capacita¢do, que ocorre para que a maturagao
seja completa. In vitro, a retomada da meiose ocorre de forma abrupta e
espontaneamente, independente da competéncia adquirida. Dessa forma, alguns
ovocitos reassumem a meiose sem adquirir plena competéncia (Adona & Leal, 2006;
Gilchrst & Thompson, 2007) e, portanto ndo sdo capazes de ter desenvolvimento

embrionario normal.
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A inibicdo da retomada da meiose tem sido sugerida como uma estratégia para
que os ovocitos disponham de um tempo adicional para sofrerem modificacdes
necessarias para aquisicao de competéncia (Lonergan et al, 2000). Portanto, esse tempo
adicional possibilitaria uma melhor sincronizacdo entre os processos de maturagdo
nuclear e citoplasmatica, com o objetivo de maximizar a producdo de embrides e as
demais TRAs (Le Beaux et al, 2003).

A inibicdo da meiose pode ser induzida pelo o uso de inibidores fisiolégicos, tais
como a presenca de hemi-foliculos e liquido folicular, ou métodos farmacologicos,
como o uso de substancias que atuam em etapas distintas da via que mantém o MPF
inativo. Dentre os métodos farmacol6gicos pode-se citar o uso de substancias que
mantenham altas concentracdes de AMPc no interior do ovécito, como a 3-isobutil-1-
methilxantina (IBMX), cilostamida (Bilodeau-Goeseels, 2012; Albuz et al. 2010; Shu et
al.,, 2008); inibidores de sintese proteica de maneira ndo especifica, como a
ciclohexemida (Meinecke et al., 2001); inibidores de proteinas quinases, como a
dimetilaminopurina (6-DMAP) (Anderiesz et al. 2000; Dode & Adona, 2001); e, ainda,
inibidores especificos da fosforilacdo de proteinas Cdks, como a roscovitina e
butirolactona | (Adona & Leal, 2004; Adona & Leal, 2006; Adona et al., 2007; Barretto
et al., 2010).

2.4.1- Inibidores fisiologicos

No intuito de reproduzir um sistema de cultivo in vitro que mimetize o ambiente
folicular, véarios estudos tem avaliado o efeito do uso de fluido folicular (FF), co-cultivo
com células da teca e da granulosa e cultivo em hemi foliculos, na maturagdo ovocitaria
(Oliveira e Silva, 2008).

A utilizacdo de FF no meio de maturacdo tem por objetivo mimetizar as
condic@es intrafoliculares, pois este € 0 meio natural em o ovocito fica retido até o
estimulo pré-ovulatoério; sendo também responsavel pela nutricdo do ovocito durante a
fase de crescimento e contém agentes que inibem a maturacdo ovocitaria (Sirard &
Bilodeau, 1990). O efeito do FF sobre a retencdo ovocitaria ira depender de trés fatores:
o tamanho do foliculo que foi retirado o fluido (Ali et al., 2004), da fase do ciclo estral
(Sirard, 1995) e da quantidade de FF utilizado (Ali et al., 2004). Em ovécitos de suinos
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e bovinos o FF mostrou-se eficiente em bloquear parcialmente a meiose. O inibidor de
maturacgdo do ovocito (OMI) é um fator presente no FF, sendo um dos responsaveis pelo
seu efeito inibitdrio (Sirard et al., 1998).

A utilizacdo das células foliculares e hemi-sec¢bes da parede do foliculo tenta
mimetizar o ambiente folicular durante a maturacdo in vitro com o intuito de entender
como ocorre 0 mecanismo de retomada da meiose, visto que 0s eventos de retomada
espontanea da meiose e luteinizacdo das células da granulosa ocorrem com a retirada do
ovocito do ambiente folicular (Richard & Sirard, 1996). Em estudo comparando o
cultivo de ovdcitos bovinos em foliculos antrais intactos ou hemi-sec¢Ges, mostraram
que o grupo cultivado com foliculos intactos ficou retido no estagio de VG (96,8%) e,
somente 24,6% dos ovocitos cultivados com pequenas hemi-secgdes conseguiram ficar
retidos em estagio de VG. A FIV realizada deste grupo cultivado em foliculos resultou
em uma alta taxa de producdo de blastocisto, comparado com o grupo controle (48,4%
vs 32,85, p< 0,001) mostrando que é possivel melhorar a competéncia de ovdcitos com
a retencdo da meiose (Fouladi Nashta et al., 1998).

2.4.2- Agentes moduladores do AMPc

Considerando que o AMPc é o responsavel por manter a retencdo, varios agentes
moduladores podem ser utilizados com o intuito de elevar os niveis de AMPCc.

O farmaco Forskolin, derivado de uma planta asiatica denominada Colleus
paraphoskolii é um ativador da AC, que aumenta os niveis de AMPc gerado nas células
do cumulus, transferido para o ovdcito através das juncbes gap, causando a retencéo da
meiose, pelo aumento dos niveis de AMPc dentro do ovécito. O uso dessa substancia
inibiu ou pelo menos atenuou a retomada da meiose em ovécitos bovinos (Aktas et al.,
1995 e Luciano et al., 2004), murinos (Nogueira et al., 2003), suinos (Bagg et al., 2006)
e humanos (Shu et al., 2008), sendo eficaz para a manuten¢do do ovocito em VG por 24
horas sem afetar o desenvolvimento embrionério.

Outro agente modulador do AMPc que ¢ utilizado para o incremento dos niveis
de AMPc e a Adenil ciclase invasiva (AC;), que € uma toxina produzida pela Bordetella
pertussis que é incorporada pelas células de mamiferos e aumenta a producdo de

segundo mensageiro AMPc (Luciano et al., 1999). A AC; ¢é capaz de reter a meiose de
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ovocitos bovinos, com reversibilidade da retencdo e alcancando o desenvolvimento da
competéncia, tendo cerca de 80% dos ovocitos em MII apds 24 horas de cultivo (Aktas
et al., 1995). Também foi verificado que o uso da AC; é capaz de elevar os niveis de
AMPc tanto em COCs como em ovocitos desnudos, (Aktas et al., 2003) e que seu uso
melhora as taxas de clivagem e de desenvolvimento até o estagio de blastocisto na
espécie suina e bovina (Funahashi et al., 1998; Luciano et al., 2004).

Estudos utilizando ovécitos bovinos (Thomas et al., 2004; Albuz et al, 2010,
Luciano et al., 2011), camundongos (Nogueira et al., 2003; Nogueira et al., 2004, Li et
al., 2012), ovinos (Rose et al., 2012) e humanos (Shu et al., 2008) tem mostrado que a
maturagdo do ovocito é diferencialmente regulada pela isoenzima especifica
fosfodiesterase (PDE), que é responsavel por degradar o AMPc do ovdcito (Thomas et
al., 2004). A fosfodiesterase do tipo 3 (PDE 3) ¢ responsavel pela hidrélise do AMPc
intravaovocitario, enquanto que fosfodiesterase do tipo 4 (PDE 4) hidrolisa 0 AMPc
gerado das células da granulosa e do cumulus (Yeo et al., 2009). Portanto, 0 AMPc pode
ter seus niveis elevados por expor os ovécitos a substancias inibidoras da PDE, nédo
especificas, como o IBMX, ou especificas, como a cilostamida ou milirone (PDE3) ou 0
rolipram (PDE4) (Gilchrist & Thompson, 2007).

O IBMX, receptor ndo especifico da PDE, previne a degradacdo de AMPc,
retendo a meiose de forma transitoria (Sirard & First, 1988). Esse efeito transitorio pode
ser observado em COCs bovinos cultivados com IBMX por 8 horas, entretanto, esse
efeito ndo é mais perceptivel as 24 horas de cultivo (Bilodeau et al., 1993), indicando
que inibidores de amplo espectro de PDE como IBMX, s6 podem ser utilizados por
periodo curto de tempo.

Por outro lado, inibidores especificos da PDE-3 como o milrinone e da PDE-4
como o rolipram, preveniram a degradacdo do AMPc em ovdcitos bovinos, resultando
em seu acimulo nas células do cumulus e no ovécito, mantendo estaveis as juncdes gap
e atrasando a retomada da meiose (Thomas et al., 2002).

Com o intuito de caracterizar o efeito dos inibidores da PDE em ovocitos
bovinos, Thomas et al., (2004) observaram que, a utilizagdo da milrinone concomitante
com FSH mostrou atrasar o inicio da VGBD em até quatro horas se comparado com o
controle. Nesse estudo também foi observado uma maior taxa de blastocisto (52%) no
grupo tratado do que no grupo controle, (38%) (Thomas et al., 2004).

Em humanos, a retencdo meidtica utilizando-se a cilostamida, um inibidor da

PDE-3 em combinacdo com o forskolin, influenciou positivamente, a qualidade do
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ovocito observada pelo efeito sinérgico na prevencao da perda das juncdes gap e na
retomada da meiose (Shu et al., 2008). Da mesma forma, o uso de cilostamida em
ovécitos de camundongos (Nogueira et al., 2003) reteve 99% em estagio de VG e ainda
no mesmo modelo animal, Vanhoutte et al. (2007) mostrou que mais de 80% de
ovocitos cultivados na presenca de cilostamida nas concentracbes de 1 e 10 uM
mantiveram-se em estagio de VG.

Em relacdo a comunicacdo bidirecional existente entre ovocito e células do
cumulus, Shu et al. (2008) demonstraram que o uso de 20 puM de cilostamida associada
a 50 UM de forskolin, a retomada da meiose foi atenuada em 35,6% durante a pré-
maturagdo de ovocitos humanos (35,6% dos pré-maturados vs. 19.9% controle),
demonstrando o efeito positivo de agentes moduladores do AMPc. Em bovinos essa
comunicacdo também tem um papel fundamental na manutencdo dos niveis de AMPc
intraovocitario (Luciano et al. 2004; Thomas et al., 2004; Luciano et al. 2011) e por essa
razao assume que esse prolongamento da comunicacdo do ovacito e células do cumulus
apos o tratamento com agentes como a cilostamida ou forskolin pode ser atribuido ao
acumulo de AMPc (Thomas et al. 2004 Shu et al., 2008).

2.4.4- Inibidores da atividade de proteinas quinases

Sabe-se que ativacdo do complexo MPF é um ponto crucial na retomada da
meiose em ovocitos bovinos. Essa ativagdo envolve a formagdo de um complexo entre a
subunidade da catalitica (p34 cdc2 ou Cdk1) e uma subunidade regulatéria (ciclina B1).
Uma vez formado, esse complexo pode ser ativado pela desfosforilacdo dos residuos da
treonina 14 e tirosina 15 da subunidade catalitica Cdk1l (Mermillod, 2000), além de
sintese proteica (Lonergan, 1997). Entretanto, a ativagdo do complexo MPF e a
retomada da meiose pode ser prevenida pelo uso de substancias que atuem diretamente
em algum ponto desse processo, seja na fosforilacdo, seja na sintese de proteina
(Bilodeau-Goeseels, 2011). Substancias tais como a butirolactona-l, a roscovitina e a
bohemina (Adona, 2002; Adona & Leal, 2004; Adona, 2006), agindo de forma a inibir
seletivamente as quinases Cdk2 e Cdkl, que possuem um papel fundamental na
progressdo do ciclo celular nas fases G1/S e G2/M, respectivamente (Mc Laughilin &

Mc Iver, 2009), podem ser utilizadas para bloquear a meiose.
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Derivados de purinas que inibe especificamente o MPF por inibirem a p34 cdc2
sdo frequentemente utilizados em ovoécitos bovinos, tais como a roscovitina e a
butirolactona I. Ambos os inibidores mantém uma alta proporcéo de ovécitos em VG
por um periodo de 24 horas ou mais (Adona, 2006; Barreto, 2008; Gottardi, 2009). Na
maioria dos estudos relacionados com inibidores do MPF, a taxa de clivagem é
relativamente alta, enquanto que a taxa de blastocitos é similar ou inferior ao grupo
controle. Adona (2002) obteve uma taxa de 77-80% de clivagem de ovocitos
submetidos a pré-maturacdo com boehmina, roscovitina e butirolactona-1, no entanto as
taxas de blastocistos foram inferiores (20,3%; 24,4%; 32,1%, respectivamente) em
relacdo ao controle 24 horas (34,8%) e o controle 18 horas (43,1%), que corrobora com
resultados encontrados por Lonergan et al.,(2000), que utilizou a butirolactona-I e
Mermillod et al.,(2000), que utilizou a roscovitina.

Entretanto, Barreto et al.,(2010) utilizando a roscovitina durante o periodo de
pré-maturacdo por 8 horas, seguido de maturacdo in vitro por 16, 20 e 24 horas,
observaram que a clivagem foi semelhante para todos o0s grupos, porém o
desenvolvimento embrionério foi maior nos grupos tratados com inibidor, independente
do periodo de maturacdo, em relacdo ao grupo controle. Essa divergéncia nos resultados
pode ser devido ao periodo de exposicdo dos ovdcitos a estes inibidores ou a
concentracdo utilizada, fatores que podem ter efeito contrério e ser prejudicial ao

desenvolvimento embrionério.

2.5- Métodos alternativos utilizando inibidores da meiose

Apesar de inumeras tentativas do uso de inibidores da meiose em ovdcitos
bovinos e posteriormente submetidos a MIV, poucos resultados apresentaram um
incremento nas taxas de blastocistos. Alternativas com o intuito de melhorar a qualidade
de ovocitos utilizados nas TRAs, foram apresentadas como a modificacdo da MIV
utilizando a cultura bifasica onde ao invés da utilizacdo de inibidores farmacol6gicos
durante o passo inicial, um meio que ndo promove a matura¢do nuclear é utilizado
(Oliveira & Silva, 2011), entretanto o desenvolvimento embrionario néo foi avaliado em

um estudo posterior.
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Com base nos conhecimentos sobre o papel do AMPc e da PDE na maturacéo,
Albuz et al., (2010), mostraram que é possivel simular o que ocorre in vivo, utilizando
substancias quimicas. Esse sistema chamado de SPOM (do inglés, simulated
physiological oocyte maturation) inclui um curto periodo de pre-MIV (1-2 h) utilizando
os inibidores da meiose Forskolin (ativador da AC) e IBMX (inibidor ndo especifico da
PDE) de forma a gerar um rapido aumento nos niveis de AMPc tanto nas células do
cumulus como no ovécito, como ocorre nos COCs imediatamente apds o pico pré-
ovulatorio de gonadotrofina.

Essa pré- MIV também tem o efeito de prevenir a perda imediata da
comunica¢do do ovdcito e células do cumulus atraves das juncbes gap de ovoécitos
aspirados do ambiente folicular, de forma a atrasar a retomada espontéanea da meiose.
Foi demonstrado que, utilizando ativadores da AC, acrescido com inibidores da PDE
ndo especifico, a maioria dos ovocitos retardou a VGBD ao mesmo tempo em que
estendeu a duracdo das juncdes gap e entre ovécitos e células do cumulus durante a fase
da retomada da meiose (Albuz et al., 2010).

A fase da MIV estendida (30 horas) foi delineada para atenuar a retomada da
meiose que é induzida pelo FSH. Uma caracteristica importante desse sistema de MIV é
que os ovacitos sao continuamente expostos durante a maturagdo a moderadas doses de
inibidores da PDE do tipo 3 (cilostamida), que é uma enzima expressa no ovocito, que
no caso é o alvo para esta abordagem Nessa etapa, uma concentracao relativamente alta
de FSH (100mUI/ml™) é crucial para induzir a maturagdo do ovécito na presenca de
cilostamida. Essa abordagem foi utilizada com sucesso em bovinos e em camundongos
(Albuz et al., 2010).

Dessa forma o SPOM mimetiza os sinais moleculares que ocorrem durante a
maturacao in vivo e representa uma alternativa para o aumento da eficiéncia da MIV e

da PIVE de animais domésticos.
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1 RESUMO

O sucesso da utilizacdo da maioria das técnicas de reproducdo assistida
(TRA) depende da disponibilidade de ovécitos saudaveis e do estadgio adequado para
seu uso. Como um dos fatores limitantes na utilizacdo das TRAs é a disponibilidade de
ovécitos competentes, € importante buscar alternativas para auxiliar esses ovocitos,
melhorando com isso a eficiéncia dessas técnicas. O objetivo deste trabalho foi testar
dois diferentes sistemas de maturacdo, o sistema SPOM (simulated physiological oocyte
maturation) e a retencdo meidtica na presenca de ITS, (Insulina-transferrina-selénio)
para aumentar a competéncia do ovdcito e consequentemente incrementar a producgéo de
embrides in vitro. Os ovocitos foram obtidos de ovarios de abatedouro, sendo que 0s
provenientes de foliculos de 1-3 mm foram dissecados da cdrtex ovariana e os de 3-8
mm, obtidos por puncdo folicular. Para a avaliacdo dos estagios de maturacdo nuclear,
o0s ovocitos foram corados com lacmoide e para verificar do efeito dos sistemas de MIV
na producdo de embrides, foi avaliada a taxa de clivagem, blastocisto, tamanho dos
embrides e nimero total de células. O corante azul de Trypan foi utilizado para verificar
a viabilidade das células do cumulus ap6s a retencdo. Os dados de taxa de maturacao
nuclear e desenvolvimento embrionério foram avaliados pelo teste do Qui-quadrado, e
os dados referentes a tamanho e nimero de células pelo teste de Kruskar-Wallis. Foi
testado o sistema SPOM em ovdcitos de foliculos aspirados, com a dose 0,01 Ul/ml de
FSH, utilizada na MIV convencional, onde as taxas de clivagem, D7 e D8 foram
drasticamente reduzidas (P<0,05) quando comparadas com as do grupo controle. O
aumento da dose de FSH para 0,1 Ul/ml, no sistema SPOM, em ovdcitos obtidos de
foliculos de 1-3 mm ndo aumentou a producdo de embrides (P0<0,05), entretanto em

ovocitos obtidos de foliculos de 3-8 mm tiveram suas taxas de clivagem e blastocistos



40

inferiores (P<0,05) em relacdo ao grupo controle. Da mesma forma, quando o SPOM
foi utilizado na presenga de FSH recombinante, de BSA como suplemento dos meios e
o cultivo realizado sob baixa tensdo de O, uma reducédo (P<0,05) na taxa de blastocisto
foi observada, mas o tamanho e nimero de células dos embrides foram semelhantes
(P>0,05) aos do controle. A segunda alternativa testada foi o uso da cilostamida,
inibidor da PDE3, e ITS no cultivo de pré-maturacdo por 8 e 24 horas. Na concentracao
de 20pM, a cilostamida reteve 91% dos ovocitos em VG por até 24 horas, entretanto o
desenvolvimento embrionario destes embrides foi comprometido, com baixas taxas de
clivagem e de embrides em D7 (P<0,05). Foi também avaliada a diminuicdo da
concentracéo de cilostamida durante o blogueio e a presenca do ITS. Foi observado que
a reducdo da concentracdo de cilostamida associada ao periodo menor de retencdo
causou um aumento da producdo de blastocisto semelhante as taxas obtidas para o
controle e que o ITS ndo afetou (P>0,05) a resposta dos ovocitos a retencdo com
cilostamida. Conclui-se que o sistema SPOM utilizando FSHr, BSA e baixa tenséo de
O, afetou o desenvolvimento embrionario. Além disso, a cilostamida quando utilizada
para bloquear a meiose tem efeito deletério nos ovocitos e células do cumulus se
utilizada por 24 horas na concentragdo de 20 uM. A menor concentragdo (10uM) e
menor tempo de exposicdo (8 horas) pode amenizar esse efeito, mas também néo causa
nenhum incremento na producdo de embrides. A presenca de ITS durante o bloqueio
ndo afeta a producdo de embrides. Mais estudos devem ser realizados na tentativa de

utilizar a retencdo para incrementar a qualidade de ovdcitos utilizados para as TRAs

Palavras-Chave: Cilostamida, cultivo de pré-maturacdo, SPOM, retencdo meidtica.
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2 ABSTRACT

The successful use of most assisted reproductive techniques (ART) depends on the
availability of healthy and competent oocytes. Considering that one of the limiting
factors for using ART's is the availability of good quality oocytes, it is important to
find new alternatives which could help those oocytes and then improving the
efficiency of these biotechnology. The aim of this study was to test two different
maturation systems, the SPOM (simulated physiological oocyte maturation)
methodology and the meiotic inhibition in the presence of ITS (Insulin-transferrin-
selenium), to improve oocyte competence and consequently, the in vitro embryos
production. Oocytes were obtained from slaughter house ovaries, being those from
follicles from 3-8 mm diameter were obtained by aspiration and those from 1-3mm
follicles by dissection. To evaluate maturational stage oocytes were stained with
lacmoid, and to verify the effect of maturation system on in vitro embryos
production cleavage rate, blastocyst at D7 and D8 rates, embryo size and total cell
number were used. The trypan blue stain was used to evaluate cumulus cells
viability after meiotic inhibition. Data of nuclear maturation and embryo
development were evaluated by the Chi Square test and those of embryo size and
total cell number by Kruskar-Wallis test. At first SPOM system was tested in
aspirated oocytes, with 0.01 IU/ml of FSH, used in conventional VM, where rates
of cleavage, D7 and D8 were drastically reduced compared to control (P<0.05).
Increasing the dose of FSH to 0.1 IU/ml in the SPOM system did not affect (P>0.05)
the results and embryos production remained low. When oocytes from follicles of 1-
3 mm were used, although the embryo rate was low for both group, no effect of
SPOM system was observed. However, when recombinant FSH (FSHr) was

associated with BSA instead of FCS and culture was performed under low oxygen a
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reduction (P<0.05) on blastocyst rates were observed, but the size and total cell
number were similar to the control (P>0.05). The second alternative to be tested was
the use of cilostamide, an inhibitor of PDE3A, associated with ITS on pre-
maturation culture for 8 and 24 h. Cilostamide concentration of 20uM retained 91%
of oocytes in GV for 24 hours, however, embryonic development and quality of
these embryos were compromised presented lower cleavage and blastocyst rates
than the control (P<0.05). Decreasing cilostamide concentration and the presence of
ITS associated with lower period of meiotic inhibition was also evaluated. It was
observed that lower concentration (10uM) during less time of inhibition (8h) caused
an increase in embryo production being the rates similar to the control (40.7% vs
51.8%) and that ITS had no effect (P>0.05) oocyte response to cilosminde
inhibition. It can be concluded that SPOM using FSHr, BSA and low O, tension
does not affect embryo development. In addition, cilostamide had a deleterious
effect in oocytes and cumulus cells when used for 24 h at 20 pM concentration to
inhibit meiosis. Lower concentration (10uM) with less time of exposure (8 hours)
eliminated the deleterious effect but did not increase embryo production. More
studies are needed to establish the use of meiotic inhibition associated with other

substances to improve oocyte quality to be use on ART’s.

Keywords: Cilostamide, prematuration culture, SPOM, meiotic arrest.
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3 INTRODUCAO

Nas técnicas de reproducdo assistida os ovocitos utilizados para a
maturacdo in vitro (MIV) sdo obtidos de foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento e, portanto, constituem uma populacdo heterogénea com diferentes
graus de competéncia (Jee et al., 2009). Quando esses ovdcitos sdo retirados do
ambiente folicular, automaticamente retomam a meiose e, aqueles que ndo atingiram a
competéncia, ou seja, ainda ndo completaram a maquinaria citoplasmatica para suportar
0 desenvolvimento (Gilchrist & Thompson, 2007), ndo serdo capazes de se tornar
embrides vidveis. Esse é um dos principais fatores responsavel pela producao limitada
de embrides quando se utiliza a PIVE e demais biotécnicas, cujo sucesso depende da
disponibilidade de ovdcitos competentes.

Estudos tém mostrado que a competéncia € adquirida antes da maturacao
(Blondin et al., 1997), e que é possivel influenciar o potencial de desenvolvimento
alterando o sistema de MIV (Abuz et al., 2010; Luciano et al., 2011). Os ovdcitos
retirados prematuramente dos foliculos retomam a meiose espontaneamente por
mecanismos diferentes dos que 0s que ocorrem na retomada da meiose in vivo. Portanto,
uma das alternativas para aumentar a competéncia dos ovocitos seria tentar simular in
vitro os eventos que ocorrem in vivo durante a retomada da meiose induzida pelo
estimulo do LH pré-ovulatoério.

Estudos acerca dos mecanismos de retencdo e retomada da meiose mostraram
que altos niveis de AMPc, sintetizado pelos ovdcitos e pelas células do cumulus,
mantém os ovocitos meioticamente retidos (Triphati et al., 2010). Quando o LH atinge o
foliculo, induz um aumento nos niveis de AMPc nas células da granulosa e uma
diminuicdo dentro do ovocito, assim induzindo a retomada da meiose, bem como a

expansdo das células do cumulus (Shimada et al., 2003). Baseado nesses mecanismos,
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recentemente Albuz et al. (2010), propuseram um sistema que simula a maturacao
fisiologica que ocorre in vivo, denominado de SPOM (do inglés, simulated
physiological oocyte maturation) e que mostrou resultados promissores aumentando a
producdo de embrides. Esse sistema utiliza ativadores da adenil ciclase (AC), inibidores
da fosfodiesterase (PDE) e hormonios envolvendo um curto periodo de pré-maturacéo e
uma maturagdo prolongada. Portanto, apesar de sua eficiéncia ainda ndo ter sido
avaliada e confirmada em outros laboratorios e por outros grupos de pesquisa, parece
ser uma opcao a ser testada, para melhorar a qualidade de ovdcitos.

Outro fator importante é que na retomada espontanea da meiose, 0s ovocitos que
ainda ndo atingiram sua total competéncia podem completar a maturagdo nuclear sem
que a maturacdo citoplasmaética ocorra simultaneamente, tendo seu desenvolvimento
posterior comprometido. Tem sido sugerido que inibindo ou atrasando a maturacéo
nuclear proporcionaria um tempo adicional ao ovdcito para que as mudancas
necessarias para aquisicdo da competéncia possam ocorrer e, também para que haja uma
melhor sincronia entre maturacdo nuclear e citoplasmatica aumentando a eficiéncia da
MIV (Shu et al., 2008; Lonergan et al., 2001).

Vérios métodos fisiologicos e farmacoldgicos podem ser utilizados para inibir a
retomada da meiose. Os métodos fisioldgicos, tais como a adi¢édo de liquido folicular no
meio de cultura (Lonergan, 2007) e cultivo em hemi-sec¢des de foliculos (Oliveira e
Silva, 2008), em geral, sdo de duracdo mais curta e menos eficientes do que os
farmacoldgicos. Agentes que elevam os niveis de AMPc, tais como inibidores
especificos da fosfodiesterase (PDE) e ativadores da adenil ciclase (AC) mostram-se
eficientes em inibir a retomada espontanea da meiose em murinos (Nogueira et al.,
2003), bovinos (Aktas et al., 1995; Luciano et al., 2011) e humanos (Nogueira et al.,
2006; Vanhoutte et al., 2008). Outros farmacos tais como 6- dimetilaminopurina (6-
DMAP), que age no fator de promogdo da meiose (MPF) e inibidores especificos de
quinases dependentes das ciclinas (Cdk), tais como a butirolactona | e a roscovitina,
também tém sido utilizados com sucesso para manter os ovdcitos no estagio de vesicula
germinativa (Dode & Adona, 2001; Adona et al., 2006; Barreto et al., 2010).

Mais recentemente inibidores da PDE tipo 3 que é especifica do ovdcito e sdo
responsaveis pela hidrélise do AMPc, tem sido utilizado (Jee et al. 2009). Portanto, o
uso de agentes inibidores especificos da PDE-3 mantém os niveis intraovocitarios de
AMPc elevados e, faz com que o ovocito fique retido em VG (Conti et al. 2002;

Thomas et al. 2002), sem afetar as células do cumulus. Dentre esses agentes, a
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cilostamida tem sido utilizada em humanos (Nogueira et al., 2006; Shu et al, 2008),
camundongos (Nogueira et al., 2003; Vanhoultte et al., 2007; Yeo et al., 2009) e ovinos
(Rose et al., 2012). Entretanto, existem poucos relatos do seu uso em bovinos (Albuz et
al., 2010; Luciano et al., 2011).

Apesar de varios estudos utilizando diferentes substancias para reter a meiose
terem sido realizados, a maioria indica que um cultivo de pré-maturacdo mantendo o
ovécito em VG por si s6, ndo é capaz de simular o que acontece no periodo de
capacitacdo do ovdcito, e um aumento na competéncia para o desenvolvimento ndo tem
sido observada (Lonergan et al., 2000; Wu et al., 2006; Adona & Leal, 2004). Esses
resultados sugerem que alternativas precisam ser avaliadas para que possam melhorar a
eficiéncia da MIV.

No presente estudo foi avaliado o sistema SPOM, ja que 0 mesmo mostrou
resultados promissores aumentando a producdo de embriGes em bovinos e
camundongos. Além disso, também foi testada uma forma alternativa de retengdo
utilizando a cilostamida, que age na PDE-3, e adicionado insulina-transferrina- selénio
(ITS), que promove a sobrevivéncia celular (Hammami et al.,2012) e protege contra 0s
danos oxidativos (Cordova et al., 2010) durante o periodo de retencao, visando melhorar

a qualidade dos ovdcitos utilizados para a PIVE.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e Quimicos

Ao menos que indicado, os reagentes utilizados para este experimento, bem
como o0s produtos quimicos utilizados para a preparacdo dos meios de maturacao,
fecundacéo e cultivo in vitro, foram adquiridos da Sigma Sto. Louis, MO, USA.

4.2 Recuperacao e Selecédo dos ovdcitos oriundos de foliculos de 3-8 mm

Ovaérios foram coletados em abatedouros locais de fémeas mesticas (Bos indicus
X Bos taurus), imediatamente ap6s o abate e transportados em solucdo salina 0,9%
(NaCl), suplementada com antibiéticos (estreptomicina - 100ug/ml e penicilina G - 100
Ul/ml) a temperatura de 35-36° C. O tempo de coleta do abate até o momento da
aspiracdo dos foliculos foi observado para ndo exceder o tempo limite de 4 horas.

Os complexos-cumulus-ovécitos (COC) foram aspirados de foliculos de 3-8 mm
de diametro com auxilio de bomba a vacuo, acoplada a um escalpe de calibre 18 - G. O
material aspirado foi depositado em tubos plésticos de 15 ml (TPP®, Trasadingen,
Suica) e, apos a sedimentacdo do mesmo, foi retirado 10 ml do liquido folicular, que foi
centrifugado por 5 minutos, a 37°C e a 700g, e utilizado para procura e selecdo dos
COCs. O sedimento contendo os ovocitos foi transferido para placas estéreis de
poliestireno de 96 mm de didmetro (TPP®, Trasadingen, Suica) contendo liquido

folicular e avaliado em lupa estereoscopica (Stemi SV6, Zeiss®, Germany). Os ovcitos
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com cumulus compacto, possuindo pelo menos quatro camadas de celulas e com

citoplasma homogéneo foram selecionados para serem utilizados para a maturacao.
4.3 Obtencao de ovdcitos oriundos de foliculos de 1-3 mm

Ovdcitos incompetentes foram obtidos de acordo com a metodologia descrita
por Caixeta e Dode (2008). Foliculos entre 1-3 mm foram dissecados da cortex
ovariana, com auxilio de pinca, tesoura e bisturi e mantidos em meio de lavagem-
TCM-199 com sais de Hank’s (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada), suplementado
com 10% de SFB (soro fetal bovino) e 0,075 mg/ml de amicacina e sobre placa
aquecedora a 37°C durante o processo. Uma vez dissecados, os foliculos foram
mensurados com auxilio de uma ocular graduada (micrometer eyepiece OSM-4®
Olympus, Tokyo, Japan) e aqueles com diametro de 1-3mm foram utilizados. Para
obtencédo dos ovdcitos os foliculos foram rompidos para a obtencéo dos COCs.

Somente os COCs com pelo menos quatro camadas de células do cumulus e
citoplasma homogéneo foram utilizados.

Foi respeitado um tempo total maximo de duas horas, entre o inicio da

dissecacéo e inicio da maturagé&o.

4.4 Maturacdo in vitro

Imediatamente apds a selecdo, os COCs foram transferidos para o meio de
maturagdo convencional, que consistia de TCM-199 com sais de Earl’s, suplementado
com 0, 075 mg/ml de amicacina, 10% de SFB, 1 pg/mL de L-glutamina e 0,01 Ul/ml de
FSH, em gotas de 200ul com até 30 estruturas, cobertas com 6leo siliconado (360
Medical Fluid 350 CST- DOW CORNING®) e, maturados por 22 horas a 38,5°C em 5%

de CO, em ar.

4.5 Solucéo estoque dos inibidores
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O ativador da AC, forskolin e os inibidores ndo especifico da PDE, IBMX e
especifico da PDE 3, cilostamida, foram preparados em solucéo estoque de 100X em
dimetilsulfoxido (DMSO) para as concentraces finais de 100uM, 500 uM e 20 puM,
respectivamente, e aliquotados em tubos para microcentrifuga e conservados no
freezer a -20° C até o momento de uso, onde foram diluidos a fresco para cada

réplica dos experimentos 1 e 2.

4.6 Avaliacéo da Cinética de Maturacdo Nuclear

Para determinar a cinética de maturacao nuclear o estagio da meiose, 0s ovocitos
foram avaliados as 0, 8, 18 e 24 horas de maturacdo.

Para avaliar o estagio da meiose nos diferentes momentos os ovécitos foram
retirados do cultivo, desnudados, fixados por 48 horas em etanol e acido acético (3:1) e
corados com lacmoide 45% em acido acético glacial. Para os momentos de O e 8 horas,
0s ovocitos foram desnudados por sucessivas pipetagens até a retirada completa das
células do cumulus. J& para as avaliacBes realizadas s 18 e 24 horas de maturacdo, 0s
ovécitos foram expostos a uma solugdo com 0,3% de hialuronidase por um periodo de 5
minutos, e posteriormente submetidos a sucessivas pipetagens.

A avaliacdo dos estagios da meiose foi realizada em microscopio de contraste de
fase (Nikon Eclipse E200, 1,000X) e classificados em: vesicula germinativa (VG),
vesicula germinativa rompida (GVBD, do inglés, germinal vesicle break down);
metafase | (MI), anafase | (Al), teléfase | (T1) e metéafase 11 (MII), com alinhamento dos
cromossomos na placa metafésica e extrusdo do 1° corplsculo polar. Foram
considerados degenerado-anormais, 0S OvOCitos que apresentavam a cromatina com

alguma aberracéo ou que néo era possivel identificar o estagio (Figura 4).
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Figura 4: Avaliacdo dos estagios da meiose de ovocitos corados com Lacmdide a 45%.
A: Vesicula Germinativa- VG; B: Metafase I- Ml, C: Anafase I- Al, D:Tel6fase I- Tl, E:
Metafase II- MII. Seta preta indica a placa metafasica e seta vermelha indica 1°
corpusculo polar; F: anormal-degenerado (anormalidade apresentada como fusos
multidirecionais). 100X.

4.7 Selecao espermatica e fecundacao in vitro

Apos a MIV por 22 a 24 horas, a fecundacao foi realizada utilizando-se em todas
as manipulacbes, sémen congelado da mesma partida de touro da raca Nelore,
previamente testado para o sistema PIVE do Laboratdrio de Reproducdo Animal (LRA)
da Embrapa/Cenargen. O sémen foi descongelado a uma temperatura de 36-37°C em
banho-maria e posteriormente selecionado pelo gradiente de Percoll 90% (400ul) e 45%
(400pl), preparados em microtubos de 2 ml, centrifugado por 5 minutos a 5.400g
(Machado, 2009). Apds esse periodo, o pellet obtido foi transferido para 1 ml de meio
TALP (Parrish et al., 1995) e novamente centrifugado as mesmas condicdes anteriores
O pellet obtido nesta etapa foi ressuspendido em meio de fecundagdo que consistia de
meio TALP suplementado com 0,5 mM de penicilamina, 0,25 mM de hipotaurina, 25
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mM de epinefrina e 10ug/ml de heparina. Para a dose inseminante, calculou-se o valor a
ser adicionado na gota de forma a obter uma concentragdo final de
1x10%espermatozoides/ml.

Os ovdcitos apds serem lavados duas vezes, foram transferidos para gotas de 200
ul de meio de fecundacdo, cobertas com o6leo siliconado onde foram co-incubados com
0s espermatozoides a 38,5°C e 5% de CO, em ar por um periodo de 18 horas. O dia da

inseminacdo foi considerado como DO.

4.8 Cultivo in vitro

Apds o periodo de fecundacéo, os possiveis zigotos foram gentilmente pipetados
para a remocao das células do cumulus, lavados duas vezes e transferidos para 0 meio
de fluido sintético de oviduto (SOF), suplementado com aminoacidos essenciais e ndo
essenciais 0,34 mM de sodio tri citrato, 2,77 mM de myo-inositol e 5% de SFB
(SOFaaci— Holm et al., 1999), em gotas de 200l cobertas por 6leo mineral, incubados
em estufa a 38,5°C e com 5% de CO,. em ar.

Os embrides foram avaliados em D2 para avaliagdo da clivagem e em D6, D7 e

D8 pos-inseminacéo (p.i.) para a producao de blastocitos.

4.9 Contagem do numero de células

Em D7 ou D8 os embrides foram mensurados com auxilio da camera Motic
(Moticam® 2.0 Plus, Japan) e classificados de acordo com o seu diametro nas categorias
de 120-140; 141-160 e > 160um. Os embrides com diametro > 160um foram utilizados
para avaliacdo do nimero de células. Para essa avali¢cdo, os embrides foram expostos ao
corante Hoechst 33342, na concentracdo de 1pug/ml em PBS e colocados em uma placa
de 4 pogos (NUNC®, Denmark) com a solugéo corante e incubados por 5 minutos,
protegidos da luz e posteriormente transferidos para laminas e cobertos com laminula.
Apobs esse periodo os embrides foram levados ao microscopio de epifluorescéncia
(Axiophot Zeiss® Germany- filtro 24, com comprimento de onda de 494/518nm de

excitacdo/emissdo) onde o numero de nucleos das células foram contados (Figura2. 5).
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Figura 5: A) Mensuracdo dos embries D7 e B) Blastocistos em D7 corado por

Hoechst 33342, para contagem do nimero total de células.

4.10 Avaliacdo da viabilidade das células do cumulus

Para avaliar a viabilidade celular foi utilizado o corante azul de Trypan que
penetra nas células que perderam a integridade de membrana. As células do cumulus
foram obtidas de um total de 10 COCs, que foram pipetados repetidamente em uma gota
de 100 pl de PBS formando uma suspenséo celular. Os ovécitos foram descartados e 10
ul desta suspensdo foram adicionados em tubo tipo ependorf contendo 10 pl do corante
Azul de Trypan, perfazendo um volume total de 20pl. Ap6s homogeneizar a mistura, foi
retirado 10pl e dispensado na Camara de Neubauer para realizacdo da contagem. No
quadrante central procedeu-se a contagem das células coradas e ndo coradas em azul, de
cada amostra, em duplicata. O calculo de percentagem de células viaveis foi baseado na
divisdo das células ndo coradas (vivas) pelo total de células contadas (coradas- cc e ndo

coradas- cnc).

4.11 Delineamento Experimental

4.11.1 Experimento 1: Avaliacdo da metodologia SPOM para producéo in

vitro de embrides bovinos
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Na primeira etapa deste experimento objetivou avaliar o uso do sistema SPOM

nas condi¢cdes do LRA. Inicialmente foram utilizados 871 COCs, distribuidos em dois

grupos (SPOM e controle) em um total de sete réplicas.

— £

MIV -~ gy
Controle - | i 300 “?’é) @
24h o2 % @
e
L Ly
L__ PIVE &2
| Pré-Mv MIV ' P e
SPOM -  ju= 1
2h 28h ,
D2 — clivagem
v" 500uM IBMX v' Meio MIV

v" 100uM Forskolin

v' 20uM cilostamida

D7 e D8 — % blastocistos

Figura 6 - Esquema representativo do delineamento da 1° etapa do experimento 1.

Ap0s o periodo de maturacdo, os ovocitos de ambos os grupos foram fecundados

(FIV) e cultivados in vitro (CIV). No D2 os embries foram avaliados para a taxa de

clivagem e em D7 e D8 para a taxa de blastocisto.

Como na metodologia SPOM é utilizada uma concentracdo de FSH superior a

utilizada no meio de maturagdo convencional, na segunda etapa deste experimento foi

testado 0 mesmo sistema anterior apenas alterando a concentragdo de FSH do meio de

maturacdo de 0,01 Ul/ml para 0,1 Ul/ml. Essa alteracdo foi utilizada também para

comparar ovocitos rotineiramente utilizados para a MIV e ovécitos menos competentes

obtidos de foliculos pequenos.

MIV

28h

v" Meio MIV
v' 20uM cilostamida

Controle (3-8 mm) - | —
24h
| PEeMV
SPOM (3 -8 mm) - P 1
v" 500uM IBMX
¥v" 100uM Forskolin
Controle (1 =3 mm) - | A
24h
[ PEeMvV
SPOM (1 -3 mm) - e I

2h

v" 500uM IBMX
¥v" 100uM Forskolin

D2 - clivagem
MIV 1
28h . D7 e D8 — % blastocistos
v Meio MIV

v 20uM cilostamida ___J

Figura 7 - Esquema representativo do delineamento da 2° etapa do experimento 1.
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Foram utilizados 1040, distribuidos em quatro grupos, em um total de 12 réplicas. Apds

a MIV os quatro grupos foram submetidos a fecundacdo e cultivo in vitro. O

desenvolvimento embrionario foi avaliado no D2, D7 e D8.

A Ultima etapa desse experimento consistiu na avaliacdo do sistema SPOM

adaptado ao sistema do LRA, utilizado o mesmo protocolo dos experimentos anteriores

apenas foi alterado o FSH utilizado na maturacéo, a concentragdo de O, (5%) durante o

cultivo e a substituicdo do SFB por Albumina sérica Bovina- Fat Albumine Free (BSA-

FAF) nos meios de maturacdo e cultivo. Essas alteracGes foram realizadas na tentativa

de tornar o sistema o mais proximo possivel do originalmente descrito. Para isso, foram

utilizados um total 452 COCs, em um total de 4 réplicas.

—

MIV
Controle - i
24h
I Pré-MIV MIV Clv 1
SPOM - | - ————— |
2h 28h 5% O
500pM IBMX 20puM cilostamida BSOA 2
100pM Forskolin FSHr + BSA
I Pré-MIV MIV Clv 1
SPOM - — ] 1
2h 28h
0,
500uM IBMX 20uM cilostamida gg A02
100pM Forskolin FSH + BSA
I Pré-MIV MIV Clv 1
SPOM - I S ———— |
2h 28h 59 CO
500uM IBMX 20pM cilostamida SFDB :
100uM Forskolin FSH + SFB
I Pré-MIV MIV Clv 1
SPOM - | e —————————— |
2h 28h 596 CO
500uM IBMX 20uM cilostamida SFDB ?
100uM Forskolin FSHr + SFB

D2 - clivagem

D7 e D8 - % blastocistos

Contagem N° Cél.

Figura 8 - Esquema representativo do delineamento da 3° etapa do experimento 1.

Em todos os grupos, ap6s a MIV os ovdcitos foram fecundados e cultivos in vitro até o

D8. O desenvolvimento embrionario foi avaliado no D2, D7 e D8, sendo que 0s

blastocistos de D8 foram mensurados e aqueles maiores que 160um foram corados para

avaliagdo do nimero total de células.
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4.11.2 Experimento 2: Avaliagdo da cinética de maturacdo nuclear e do
desenvolvimento embrionario de ovocitos bovinos submetidos a pré-maturacgéo por

8 ou 24 horas

Baseado nos principios da metodologia SPOM e de varios sistemas que utilizam
retencdo meidtica, foi proposto neste segundo experimento um sistema de maturagdo em
que os ovocitos foram submetidos a um periodo de pré-maturacdo utilizando um
inibidor da PD3, em que diferente dos demais estudos, nesse periodo o meio de retencao
foi suplementado com fatores benéficos ao ovocito. Ou seja, foi fornecido ao ovocito
um tempo adicional, na presenca de ITS, que promove a sobrevivéncia celular e protege
contra os danos oxidativos.

Inicialmente foi testado se o inibidor a ser utilizado (cilostamida) seria capaz de

manter a retengdo meidtica. Para isso, foram utilizados 489 COCs, em um total de 5

replicas. MIV —_—
Contr()Ie - *
Oh 8h 24h
Meio MIV
Cinetica de maturacao
— nuclear
BLOQUEIO
ISH - %
8h
—

20uM cilostamida
0,5ug/mIITS

Figura 9 - Esquema representativo do delineamento da 1° etapa do experimento 2.

Em cada um desses momentos os ovocitos foram retirados do meio de maturacéo
e desnudados, fixados e corados para a determinacdo do estagio da meiose.

Posteriormente, foi avaliado se o periodo de retencdo (pré-maturagdo) afetaria a
cinética da progressdo da meiose. Foram utilizados 928 COCs, em um total de 9

réplicas.
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MIV
—
Controle - | } I
Oh 18h 24h
Meio MIV
. 3 Pré-MIV MIV
Pré — maturacdo 8h - e I T—
8h 18h 24n L Cinéticade
20puM cilostamida ~
0,5pg/ml ITS maturagao nuclear
Pré-MIV MIV
Pre — matura(}éo 24h - %
24h 18h
20uM cilostamida

0,5ug/mlITS

Figura 10 - Esquema representativo do delineamento da 1° etapa do experimento 2.

Essa avaliacdo foi realizada para determinar 0 momento mais apropriado para a

fecundacdo. Sendo que os COCs foram submetidos a um periodo de pré-maturacéo e,

posteriormente maturados por 18 e 24 horas. No final da maturacdo os ovocitos foram

desnudados, fixados e corados para avaliacdo do estagio da meiose.
O efeito do periodo de retencdo na presenca de cilostamida e ITS na producdo e

qualidade os embrides foi entdo estudado. Para tanto, foram utilizados 538 COCs, em

total de 6 réplicas. E—

MIV

—

18h 24h
Meio MIV

Controle -

| Pre-MIV | MIV |
8h 18h
20uM cilostamida

0,5pg/mlITS
Sem FSH

PM 8h -

MIV

I Pré-MIvV I I

24h 18h

PM 24h -

20uM cilostamida
0,5ug/mlITS
Sem FSH

D2 — clivagem

D6 e D7 — % blastocistos e
contagem N° Cél.

Figura 11 - Esquema representativo do delineamento da 2° etapa do experimento 2.
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Os COCs foram submetidos ao periodo de pré-maturacdo por 8 e 24 horas,
submetidos & maturacdo in vitro por 18 horas, quando entdo foi realizada a FIV. Os
embribes foram avaliados no D2 para clivagem e no D6 e D7 para a taxa de blastocisto.
Em D7 os embrifes foram mensurados e os com didmetro > 160 pum foram corados com
Hoescht 33342 para a contagem do nimero de células.

Para verificar se a cilostamida teria algum efeito deletério no COCs, 0 mesmo
protocolo dos experimentos anteriores foi realizado, utilizando a metade da
concentracdo de cilostamida, sendo avaliada a viabilidade das células do cumulus apos a
retencdo e maturacdo e a qualidade e quantidade de embries produzidos. Um total de

793 COCs foram utilgizados, distribuidos em 9 réplicas

MIV
L 1 1
Controle - | ' |
18h 24h
| Pemv MIV ' | PeMvV MIV
PM 8h - | L] | | € | L]
8h 18h 8h 18h
20uM cilostamida 10uM cilostamida
0,5ug/mlITS 0,5ug/mlITS
Sem FSH Sem FSH
Pré-MIV MIv Pré-MIV Miv
PM 24h - | | 1 e l L
| 1} | L) L]
24h 18h 24h 18h
20uM cilostamida 10pM cilostamida
0,5ug/mlITS 0,5ug/mlITS
Sem FSH Sem FSH
90 C1% ) D2 — clivagem
PIVE e.%;%;@ @%@ D6 e D7 — % blastocistos e contagem N° Cél.
°o® Y
e
it A
Ca

Figura 12 - Esquema representativo do delineamento da 2° etapa do experimento 2.

Apb6s a MIV, parte dos ovdcitos foram desnudados e as células do cumulus
utilizados para avaliagdo da viabilidade pelo corante azul de Trypan. A outra parte foi
submetida a FIV conforme descricdo acima, sendo avaliada a taxa de clivagem (D2), de
blastocisto em D6 e D7 percentagem dos blastocistos de D7 que apresentavam diametro
> 160 um e do numero total de células.

E, finalmente, para assegurar que o efeito da cilostamida néo era influenciado
pela presenca do ITS, foram comparados os grupos submetidos a retencdo, mas sem a

presenca de ITS. 467 COCs foram utilizados, distribuidos em 5 réplicas.
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Figura 13 - Esquema representativo do delineamento da 2° etapa do experimento 2.

Apos a FIV, os embrides foram avaliados no D2 para clivagem e no D6 e D7

para a taxa de blastocisto. Em D7 os embrides foram mensurados e os com diametro

>160 um foram corados com Hoescht 33342 para a contagem do nimero de células.

4.12 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos de taxa de maturacdo e desenvolvimento embrionario

foram analisados pelo teste do Qui-quadrado (P<0,05). Os dados de mensuracdo de

embribes e contagem do numero de células, que tiveram uma distribuicdo anormal,

foram considerados dados ndo paramétricos e entdo foram comparados entre 0s

tratamentos utilizando o teste de Kruskar-Wallis, pelo programa Prophet, verséo 5.0

(BBN systems and Technologies, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

5.1.1 Experimento 1 - Avaliacdo da metodologia SPOM para produgéo in vitro de

embrides bovinos

No primeiro experimento foi avaliado se 0 método SPOM adaptado ao sistema

de PIVE utilizado no LRA teria efeito benéfico na producdo de embrides in vitro.

Inicialmente o sistema SPOM foi inserido no protocolo sem que nenhuma
mudanca na composicao dos meios fosse realizada. Os resultados mostraram que ndo sé
a taxa de clivagem, mas também as taxas de blastocisto em D7 e D8 foram menores em
ovacitos submetidos ao sistema SPOM, se comparados aos do grupo controle (Tabela
1).

Tabela 1. Avaliagdo do desenvolvimento embrionéario de ovécitos bovinos
submetidos ao sistema que simula a maturacdo ovocitaria fisiologica (SPOM) e a
maturacdo convencional (Controle).

GIUDOS N° Blastocistos D6 Blastocistos D7 Blastocistos D8
POS 4vécitos (%:dp) (% +dp) (%:zdp)
Controle 310 243 (78,4%1,0)* 142 (45,8+3,9)" 155 (47,0+1,6)
SPOM 561 297 (52,9+1,5)"° 69 (12,3+0,6)" 81 (17,2+1,3)°

2D Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa por x* (P<0,05).

Na segunda etapa, o sistema SPOM foi testado utilizando o mesmo protocolo
anterior apenas alterando a concentracdo de FSH (0,1 Ul/ml) do meio de maturacéo.

Além disso, foi também avaliada se esse sistema afetaria de forma diferente ovécitos
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incompetentes, obtidos de foliculos compreendidos entre 1-3 mm dissecados da cortex

ovariana.

A taxa de clivagem (D2) e producéo de blastocisto (D7 e D8) foram superiores
no grupo Controle, do que nos demais grupos (Tabela 2). O sistema SPOM teve efeito
deletério (P<0,05) no desenvolvimento embriondrio quando ovdcitos oriundos de
foliculos de 3-8 mm foram utilizados. Apesar dos ovocitos de foliculos menores
apresentarem menor capacidade de desenvolvimento embrionério dos que os do
controle, o desenvolvimento embrionério desses embribes ndo foi afetado pelo sistema
SPOM (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliagdo do desenvolvimento embrionédrio de ovécitos bovinos
submetidos a simulacao fisiolégica de maturacéo ovocitaria (SPOM) e a maturacao
convencional (Controle) de ovdcitos obtidos de foliculos de 3-8 mm (utilizados
rotineiramente) e de foliculos dissecados de 1-3 mm (ovdcitos incompetentes).

Grupo N0 Clivagem D2 Blastocisto D7 Blastocisto D8
ovocitos (%xdp) (Y%xdp) (%=xdp)
Controle 598 491 (82,1%2,6)° 271 (45,3+2,1)° 297 (47,0£1,4)*
Spom 3-8 mm 321 175 (54,5+2,4)" 38 (11,8+1,9)" 38 (11,8+1,9)"
Controle 1-3 mm 54 32 (59,3+0,9)" 11(20,4+1,3)° 11 (20,4%1,3)°
Spom 1-3 mm 67 34 (50,7+2,4)" 9 (13,4%1,4)° 9 (13,4%1,4)°

2D Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa por y* . (P<0,05).

Para verificar se a baixa taxa de desenvolvimento embrionario foi devido a
condicdes de cultivo diferentes, foi testado o0 mesmo sistema utilizado anteriormente,
mas alterando a origem e concentracdo de FSH, a atmosfera gasosa durante o cultivo
embrionario, e a fonte proteica utilizada na suplementacdo do meio de maturacédo e de
cultivo. Os resultados obtidos para o grupo submetido ao SPOM nas condigdes do LRA
utilizando FSH porcino, alta tensdo de O, e suplementacdo com SFB apresentou 0s
inferiores ao controle resultados (Tabela 3), os quais foram semelhantes aos encontrados

na primeira etapa desse experimento (Tabelas 1 e 2).

Quando essas mesmas condi¢cbes foram utilizadas com o FSHr e em
concentracdo maior, as taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario foram

drasticamente reduzidas. Quanto o SFB foi substituido pelo BSA e o cultivo foi
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realizado sob baixa tenséo de O,, independente do tipo e concentracéo de FSH utilizado,

as taxas de clivagem foram semelhantes ao controle. Entretanto as taxas de blastocisto

foram inferiores ao controle (Tabela 3). Apesar disso, esses grupos apresentaram

embrides de qualidade similar aos do controle, sendo a percentagem dos embrifes que

atingiram o tamanho maior de 160 pm, o nimero total de células e a média do tamanho

foram semelhantes (Tabela 4)

Tabela 3. Avaliagdo do desenvolvimento embrionario de ovdcitos bovinos
submetidos a simulagdo fisiologica de maturacao ovocitaria (SPOM) em que foi
utilizado FSH ou FSH recombinante (FSHr), baixa (] 02) na presenca de soro ealta
(102) tensdo de oxigénio na presenca de BSA.

Grupo N0 Clivagem D2 Blastocisto D6 Blastocisto D7 Blastocisto D8
ovocitos (%zdp) (%=dp) (%=dp) (%zdp)
Controle 89 69 (77,5¢1,7)2 28 (40,5+1,6)? 29 (42+2,0) 29 (42+2,0)
Spom |O2+FSHr 91 64 (70,3+2,2)2 17 (26,5+1,8)° 17 (26,5+1,8)" 17 (26,5+1,8)"
Spom |O2+FSH 89 60 (67,4+1,4)2 16 (26,6+1,7)° 20 (33,3+1,2)° 20 (33,3+1,2)°
Spom 102+FSH 90 49 (54,5+1,2)" 6 (12,2+2,0) 6 (12,2+2,0)° 6 (12,2+2,0)
Spom1O2+FSHr 93 35 (37,7+1,2)° 2 (5,7%0,8)° 2 (5,70,8) ¢ 2 (5,7+0,8)°

abedeDiferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa por y*(P<0,05).

Tabela 4. Percentagem, mensuracdo e numero total de células de embrides D8 com

diametro > 160um obtidos de ovocitos ao Sistema SPOM de maturacdo in vitro nas

condicbes de baixa (|02) e alta (102) de oxigénio, suplementado com FSH

recombinante (FSHr) ou FSH porcino.

Tratamento ETrgE)arlig:s EmbriGes N® de celulas Mensuracao embrides
N N (%) (médiatdp) >160 (médiatdp)
Controle 29 22 (75,9) 150,8+26,72 210,3+47,0°
Spom | O, rFSH 20 12 (60,0) 139,6+35,6° 210,1#57,6°
Spom |0, FSH 17 16 (94,1) 137,9+51,6° 218,5+56,5°
Spom 10, FSH 6 3 (50,0) 125,0+41,0° 163,4+63,9"
Spom 10, rFSH 2 2 (100,0) 96,6+7,7° 171,0+41,0°

22¢ Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa (P < 0,05).
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5.1.2 Experimento 2. Avaliacdo da cinética de maturacdo nuclear e do
desenvolvimento embrionario de ovocitos bovinos submetidos & pré-maturacgéo por

8 ou 24 horas

No segundo experimento foi proposto um sistema alternativo para a maturagéo

que consistiu da retencdo da meiose por 8 e 24 horas na presenca de cilostamida e ITS.

Inicialmente foi avaliada a capacidade da cilostamida de manter a retencdo
meiotica, cujos resultados encontram-se na tabela 5. A avaliacdo de ovdcitos as 0 h de
maturacdo, ou seja, antes de serem colocados para maturar, mostrou que a maioria
apresentava-se em estagio de vesicula germinativa (VG). No grupo controle apés 8
horas de maturagdo, a maioria dos ovocitos tinha retomado a meiose e apresentavam a
vesicula germinativa rompida, e ap6s as 24 horas a maioria tinha completado a primeira
divisdo meidtica. Ja a presenca de cilostamida inibiu a retomada da meiose tanto as 8

horas quanto as 24horas de cultivo (Tabela 5).

Tabela 5. Avaliacdo do bloqueio de ovocitos bovinos cultivados no meio de
maturacdo suplementado (1) ou ndo com cilostamida (Controle) por 0, 8 e 24
horas(h).

Tratamento  N° Ovdcitos Estagio da meiose

VG (%xdp)  VGBD (%zxdp) MI, Al Tl (%zxdp) MII (%:dp)

Controle Oh 82 80 (97,5)° 2 (1,2+1,7) 0 (0)* 0 (0)®
Controle 8h 101 3(2,940,2)°¢ 89 (93,0+2,4)" 9 (3,9+0,2)*" 0 (0)?
I 8h 104 102 (98,0+£3,8)* 2 (2,0£2,0)* 0 (0)* 0 (0)®

c a b 95
Controle 24h 102 0(0) 0(0) 7 (6,9+1,4) (93.1+4,1)°
| 24h 100 98 (98,0+3,8)* 2 (2,0+2,0)° 0 (0)* 0(0)

VG: vesicula germinativa; VGBD: rompimento da vesicula germinativa; MI Al e TI:
metafase |, anafase | e telofase I, respectivamente; MII: metéfase Il, respectivamente.
%P¢ Diferentes letras na mesma coluna indicam diferencas significativas por x?
(P<0,05).
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Para avaliar se o periodo de retencdo (pre-maturacdo) afetaria a cinética da
progressao da meiose, 0s COCs foram submetidos a retengdo por diferentes periodos e
posteriormente, maturados por 18 e 24 horas. Os resultados mostraram que apds a
retencdo por 8 ou 24 horas, a percentagem de ovocitos que atingem o estagio de
metafase Il é semelhante nos grupos maturados por 18 ou 24 horas. Ou seja, nos grupos
que foram retidos nenhum incremento na taxa de maturacdo foi observado se os

ovacitos permaneceram até 24 horas no cultivo (Tabela 6).

Tabela 6. Avaliacdo da maturacdo nuclear de ovocitos bovinos cultivados no meio
de pré-maturacao suplementado com cilostamida (20 uM), (0,5 mg/ml) ITS por 8 e

24 horas e posteriormente maturados in vitro por 18 e 24 horas.

Tratamento Ovc”)\lcoi t0s Estagio da meiose

VG,N (%) VGBD,N (%) MI, AleTI, N (%) MII, N (%)
Controle Oh 82  79(96,4+3,9) 0 (0) 0 (0)? 0 (0)?
Controle 18 85  0(0)° 0 (0) 12 (14,1+1,7)° 71 (83,5+1,3)"
Controle 24 180 0 (0)° 0 (0)? 0 (0)? 174 (96,6+3,9)"
PM8+ MIV 18 171 2(1,1+0,8)"  3(1,7+1,8) 13 (7,6+1,6)"° 141 (82,4+4,3)"
PM8+ MIV 24 112 1(0,9+0,5° 1 (0,9+0,5) 4 (3,943,2)*° 93 (83,0+8,0)"
PM24+MIV18 153  0(0)° 1(0,7+1,9)® 2 (1,3+1,4)* 143 (93,4+3,5)°
PM24+ MIV24 145  0(0)° 2 (1,3+1,4) 2 (1,3+1,4)* 134 (92,4+2,01,3)°

VG: vesicula germinativa; VGBD: rompimento da vesicula germinativa; MI, Al e TI:
metéfase |, anafase | e tel6fase I, respectivamente; MII: metéfase 11, respectivamente.
%PC Diferentes letras na mesma coluna indicam diferencas significativas por XZ' .

(P<0,05).

Como ndo houve diferenca na taxa de maturacdo as 18 e 24 horas para 0s grupos
inibidos por 8 e 24 horas optou-se por utilizar o periodo de 18 horas de maturagéo in

vitro para avaliar o desenvolvimento embrionario.

A taxa de clivagem foi semelhante (P>0,05) entre 0s grupos, exceto 0 grupo que
foi retido por 24 horas que apresentou uma taxa inferior (P<0,05) aos demais (tabela 7).

Apesar da taxa de clivagem ser semelhante, os ovocitos maturados in vitro por 24 horas
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apresentaram maior (P<0,05) taxa de blastocisto em D7. J& os grupos submetidos a pré-
maturagdo tiveram o seu desenvolvimento embrionério afetado (P<0,05), sendo que

quanto maior o periodo de retencdo maior o efeito negativo (tabela 7).

Tabela 7. Desenvolvimento embrionario de ovdcitos bovinos submetidos a pré-
maturacéo acrescida de 20uM de cilostamida e 0,05mg/ml de ITS, pelo periodo de

8 ou 24 horas, e posteriormente maturados in vitro por 18 horas.

Grupo N°. ovécitos Clivagem D2 Blastocisto D6 Blastocisto D7
(%dp) (%=dp) (%=dp)
Controle 18 h 135 107 (79,25,3)* 27 (20,0£2,3)* 47 (34,845,0)°
Controle 24 h 138 107 (77,5¢3,3)* 39 (28,2+1,5)° 63 (45,6£3,5)"
PMS+MIV 18 139 98 (70,55,0)* 15 (10,8+1,0)° 33 (23,741,6)°
PM24+MIV 18 126 74 (58,75,4)° 4 (3,1£1,7)° 7 (5,5+3,5)°

abed | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa por y* . (P <0,05).

Em D7 foi avaliado o tamanho desses embrides, que foram separados por
categorias, onde apenas 0s embrides que se possuiam tamanho acima de 160 um foram
corados com Hoescht 33342 para a contagem do nimero de células, como parametro de
qualidade embrionéria. Os embrides do grupo Controle 24 horas eram maiores que 0S
demais embrides dos grupos Controle 18 horas e dos grupos pré-maturados. Esse grupo
destacou-se também por obter um maior nimero de células dos embrides corados. O
grupo pré-maturado por 24 horas, seguido por maturacdo por 18 horas apresentou-se
inferior aos demais grupos para as duas avaliagdes realizadas (Tabela8).

Tabela 8. Percentagem, mensuracdo e numero total de células de embrides D7 com
didametro > 160um obtidos de ovécitos submetidos a pré-maturacdo por 8
(PM8+MIV 18) ou 24 horas (PM24+MIV 18) na presenca de 20uM de cilostamida

e 0,05 mg/ml de ITS e, posteriormente maturados in vitro por 18 horas.

Total de

Tratamento Embrides Embrides N° de células Mensuragdo embriGes
N N (%) (médiadp) >160 (médiatdp)
Controle 18 h 47 32 (68,0)° 108,8+28,1° 179,8+15,7°
Controle 24 h 63 50 (79,3,)? 121,5+34, 8" 181,5+25,5°
PM8+MIV 18 33 23 (70,0)* 104,9+23,4° 179,2+14,3°
PM24+MIV 18 7 4 (57,1)% 99,7+10, 7° 164,0+4,5°

29.¢ | etras diferentes na mesma coluna indicam resultados diferentes (P <0,05).
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Para avaliar se os resultados inferiores observados nos tratamentos com
retencdo era devido a presenca da cilostamida, foi testada se a diminuigdo na sua
concentracdo afetaria a resposta a retencdo. O grupo que apresentou a maior taxa de
clivagem foi o controle maturado por 24 horas, e que apresentou a menor taxa foi o
grupo retido por 24 horas na presenca de 20 uM de cilostamida ¢ maturados por 18
horas (Tabela 9), ndo havendo grande variacdo entre os demais grupos. Entretanto, a
concentracdo de cilostamida e o tempo de exposicdo afetaram drasticamente a taxa de
blastocisto. O melhor desenvolvimento embrionario entre os grupos tratados foi
observado no grupo retido por 8 horas na presenca da metade da concentracdo da
cilostamida e maturado por 18 horas. Quando o desenvolvimento embrionério foi
comparado entre 0s grupos retidos por 24 horas e maturados por 18, aquele exposto a
metade da concentracdo de cilostamida foi o que apresentou melhor resultado (Tabela
9).

Tabela 9. Desenvolvimento embrionario de ovécitos submetidos a pré-maturacéo
por 8 e 24 horas na presenca de 20uM (n) ou 10 pM (1/2) de cilostamida e
0,05mg/ml de ITS seguido de M1V por 18 horas.

Grupo N° Clivagem D2 Blastocisto D6 Blastocisto D7
Ovocitos (%=dp) (%zdp) (%zdp)

Controle 18 h 134 109 (81,3+5,1)° 31 (23,1%3,2)° 49 (40,2+3,7)
Controle 24 h 139 129 (92,8+6,1)" 41 (29,5+4,4)° 71 (51,8+3,5)°
PM8+MIV 18 [n] 135 104 (77,4+2,3)° 22 (16,345,2)° 47 (34,8+1,4)°
PM24+MI1V 18 [n] 126 77 (61,1+3,3)° 9 (7,14+1,6) 20 (15,8+1,9)°
PM8+MIV 18 [1/2] 135 120 (88,8+4,0)"° 45 (33,3+2,5)° 55 (40,7+45,8)°
PM24+MIV 18 [1/2] 124 89 (71,7+7,0)*¢ 18 (14,5+1,8)° 32 (25,8+2,8)°

2b¢.9 Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa por 5°(P<0,05).

Além disso, a qualidade embrionaria também foi avaliada (Tabela 10). Os
grupos pré-maturados, independentemente do tempo, seja por 8 ou 24 horas, mostraram
uma melhora quando a concentracao de cilostamida foi reduzida pela metade, sendo que
o tamanho dos embrides e o numero total de células aumentaram. O grupo pré-maturado

por 8 horas apresentou resultados semelhantes ao controle 18 horas (Tabela 10).
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Tabela 10. Percentagem, mensuracdo e numero total de células de embrides D7
com didmetro > 160um obtidos de ovoécitos submetidos a pré-maturacdo por 8
(PM8+MIV 18) ou 24 horas (PM24+MIV18) com 20uM(n) ou 10uM (1/2) de
cilostamida e 0,05mg/ml de ITS, pelo periodo de 8 ou 24 horas, e posteriormente

maturados in vitro por 18 horas.

Tratamento Embribes EmbriGes N° o!e _células Mensura(;ég embriées
total N (%) (média+dp) >160 (média+dp)
Controle 18 h 49 31 (63,2)?* 127,4+44,3° 185,3+23,8°
Controle 24 h 71 53 (74,6) 141,7+44 3" 191,8+24,1°
PM8+MIV 18[N] 47 26 (55,3)" 114,5+33,7° 177,6412,3°
PM24+MIV 18[N] 20 11 (55,0)° 94,9+20,1° 166,3+32,3°
PM8+MIV 18[1/2] 55 38 (69,0)* 134,7+44 6 181,5+14,5°
PM24+MIV 18[1/2] 32 23 (71,8)° 105,5+23,3° 167,8+48,6°

D¢ | etras diferentes na mesma coluna indicam resultados diferentes (P < 0,05).

Pelo fato do grupo pré-maturado por 24 horas mostrar sempre um baixo
resultado, mesmo depois de reduzir a metade a concentracdo de cilostamida, a
viabilidade celular das células do cumulus de ovdcitos submetidos a inibicdo foi
avaliada. No grupo controle, a percentagem de células viaveis foi semelhante antes (0Oh)
e apds a maturacdo in vitro (24h), com médias de 80,2% e 79,1% respectivamente.
Entretanto, quando as células dos grupos retidos por 8 e 24 horas e do grupo retidos por
8 e maturados por 18 foram avaliadas nenhuma diferenca na viabilidade foi observada
(P>0,01). Uma diminuigdo acentuada na viabilidade (P<0.01) foi observada no grupo

pré-maturado por 24 horas e maturado por 18 horas (Figura 2)
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Tratamentos

Figura 14. Viabilidade de células do cumulus de ovocitos através da coloracédo de Azul de
Trypan, submetidos a inibicdo com 10 uM de cilostamida e 0,05 mg/ml de ITS por 8
(PM8+MIV0) ou 24 horas (PM24+MIVO0) e posteriormente maturados por 18 horas
(PM8+MIV18 e PM24+MIV18).



66

Para eliminar um possivel efeito prejudicial do ITS, na reducdo da taxa de
embrides, foi utilizado 0 mesmo sistema sem a presenca do ITS. Como podem ser
observadas (Tabela 11), as taxas de clivagem e blastocisto foram semelhantes (P>0,05)
entre grupos controle 24 horas e pré-maturado por 8 horas seguido de maturacéo por 18
horas. O grupo pré-maturado por 24 horas, apresentou producdo de embrides inferior
aos demais, demonstrando que este resultado é semelhante aos do experimento anterior,

independente da presenca ou ndo do ITS (Tabela 11).

Tabela 11. Desenvolvimento embrionario de ovocitos submetidos & pré-maturacéo
por 8 e 24 horas, seguido de MIV por 18 h, com a metade a concentracéo de 10uM

([1/2]) de cilostamida e sem adi¢do de ITS no meio pré-maturacao.

Grupo N0 Clivagem D2 Blastocisto D6 Blastocisto D7

ovocitos (%xdp) (%xdp) (%=xdp)
Controle 18 h 117 90 (76,9+3,6)° 29 (24.9+4,1) 47 (40,17+2,2)°
Controle 24 h 120 109 (90,8+4,4)" 38 (31,7+1,6)" 57 (47,51%3,5)"
PM8+MIV 18 [1/2] s/ ITS 112 100 (89, 3+6,7)" 33 (29,5+4,8)° 50 (44,64+4,2)°
PM24+MIV 18 [1/2] s/ ITS 118 83 (70,3%6,1)*° 19 (16,1+1,7)° 32 (27,11+2,8)°

204 Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa por x~(P<0,05).

Da mesma forma que o experimento anterior, verificou-se a qualidade
embrionaria por meio de mensuracdo dos embribes em D7, que foram divididos em
categorias e 0s que se classificaram na categoria >160 pm foram corados com Hoescht
33342 para contagem do numero de células (Tabela 12). Entre os grupos Controle 18
horas, Controle 24 horas e pré-maturados por 8 horas, seguido de MIV por 18 horas, 0s
embrides foram corados sua grande maioria, pois cerca de 70% destes embrides
estavam inseridos na categoria de > 160um. E os dados obtidos mostraram que tanto o
tamanho como o nimero de células contadas ndo diferiram para os grupos controle 18 e
24 horas, bem como o pré- maturado por 8 horas seguido de MIV por 18 horas (p=0,06)
mostrando que o ITS nédo causa um efeito deletério, entretanto, o grupo pré- maturado
por 24 horas ficou um pouco inferior aos demais (p=0,01), refletindo novamente os

baixos resultados obtidos nos experimentos anteriores
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Tabela 12: Percentagem, mensuracdo e numero total de células de embrides D7
com didmetro > 160um obtidos de ovoécitos submetidos a pré-maturacdo por 8
(PM8+MIV 18) ou 24 horas (PM24+MI1V18) com 10uM (1/2) de cilostamida e sem

a adicdo de ITS e posteriormente maturados in vitro por 18 horas. pré-maturacao.

Tratamento Embrides Embribes N° d,e _células Mensura(;ég gmbriées
total N (%) (média+dp) >160 (média+dp)
Controle 18 h 47 34 (72,3) 121,6+14,3? 183,0+19,0°
Controle 24 h 57 40 (70,1) 127,5+13,8° 185,0+23,0°
PM8+MIV 18[1/2] s/ ITS 50 36 (72,0)° 121,3+12,8? 185,0+17,0°
PM24+MIV 18[1/2] S/ITS 32 17 (53,2)° 105,1+14,3° 179,0£15,0°

D¢ Diferentes letras na mesma coluna indicam resultados diferentes (P <0,05).
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5.2 Discussao

O principal fator ligado as baixas taxas de blastocistos obtidas na técnica de
PIVE é que ovdcitos imaturos utilizados para esta finalidade, em geral, ainda nao
adquiriram total competéncia para o desenvolvimento, devido a sua retirada prematura
do ambiente folicular. Dessa forma, é necessario desenvolver alternativas para o
aprimoramento da técnica de MIV de forma a oferecer condi¢cdes adequadas aos
ovocitos para que esses sejam capazes de formar embrides vidveis. Nesse sentido o
presente estudo testou alteragdes no processo de maturagdo in vitro de ovécitos bovinos
visando um incremento na producdo e qualidade de embrides PIVE. A primeira
tentativa de alteracdo do sistema para obter melhora na eficiéncia da MIV foi baseada
no protocolo proposto por Albuz et al.(2010), em que as mudangas tentam simular os
eventos que ocorrem na maturagdo in vivo. Assim, essas mudangas foram introduzidas
no sistema de MIV utilizado no LRA. Entretanto, os resultados obtidos foram contrarios
aos relatados por Albuz et al. (2010), pois durante todo o desenvolvimento embrionario,
0 grupo submetido ao sistema SPOM mostrou-se inferior ao grupo controle tanto para a
taxa de clivagem quanto para a de blastocisto em D6, D7 e D8. Ou seja, diferente do
esperado, o sistema SPOM adaptado ao sistema MIV utilizado no LRA afetou
drasticamente o desenvolvimento embrionario.

Esse sistema envolve duas etapas, a primeira consiste em curto periodo de tempo
em se utiliza agentes moduladores de AMPc, causando um rapido aumento dos niveis
intraovocitario, semelhante a acdo do LH in vivo. Posteriormente, ovocitos sdo
submetidos a uma fase de MIV prolongada, na presenca da cilostamida, um inibidor da
PDE 3, que retém a meiose, associada a uma concentracdo de FSH que deve superar 0
efeito do inibidor e induzir a retomada e término da meiose.

Uma possivel explicacdo para os baixos resultados obtidos nessa adaptacdo do
SPOM ao sistema de maturacdo in vitro utilizado no LRA seria que a dose utilizada de
FSH néo foi suficiente para superar o efeito inibitério da cilostamida e os ovocitos,
entdo néo teriam completado a meiose. Isso porque durante a fase de MIV estendida, a
origem e concentragdo do FSH utilizado foram diferentes do utilizado por Albuz et al.
(2010). No sistema do LRA ¢é utilizado em uma concentragéo de 0,01Ul/ml, ou seja, 10
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vezes menor que a dose utilizada no trabalho original (0,2Ul/ml). Além disso, o FSH de
origem suina utilizado pode ter uma menor atividade do que o FSH recombinante
utilizado no protocolo proposto. No SPOM, diferentemente da MIV utilizada
rotineiramente, os ovocitos ndo maturam de forma espontanea e uma dose relativamente
alta de FSH é requerida para contrapor os efeitos de inibicdo causada pela cilostamida
(Albuz et al., 2010; Rose et al., 2012). Portanto, é possivel que 0s ovocitos ndo
conseguiram retomar e progredir na meiose, sendo que a grande parte dos que foram
submetidos a FIV estariam retidos em VG ou em uma fase anterior a metafase I1.

Na tentativa de superar esse possivel efeito inibitério da cilostamida, realizou-se
0 mesmo experimento anterior em que a concentracdo de FSH do foi 10 vezes maior do
que o utilizado no experimento anterior. Além disso, foi também avaliado se esse
sistema funcionaria de maneira diferente se ovdcitos menos competentes fossem
utilizados. O aumento na concentracdo de FSH nao teve nenhum efeito na producéo de
embrides sendo os resultados semelhantes aos encontrados quando a menor
concentracdo de FSH foi utilizada.

Albuz et al., (2010) hipotetizaram que o sistema SPOM ¢é capaz de melhorar a
competéncia de desenvolvimento dos ovécitos de uma populacdo heterogénea de
foliculos de ovérios bovinos, como, por exemplo, foliculos em atresia ou pequenos
foliculos antrais, que se encaixam na categoria de 1-3 mm, que foi utilizado em nosso
experimento. Os resultados obtidos neste estudo discordam dessa hipbtese, pois quando
ovocitos comprovadamente menos competentes foram obtidos de foliculos dissecados e
medidos, nenhuma melhora foi observada na clivagem ou taxa de blastocisto.
Resultados semelhantes foram encontrados por Rose et al. (2012), onde utilizaram
ovocitos de fémeas ovinas pré-plberes, em que a populacdo de ovocitos € menos
competente, ndo observaram um incremento na producdo de embrifes de ovocitos
incompetentes submetidos ao sistema SPOM. A falta de relatos na literatura utilizando
esse sistema dificulta a discussdo das diferencas observadas entre os dois estudos,
entretanto a diferenca entre os protocolos pode ser responsavel, visto que os meios, a
atmosfera gasosa utilizada durante o cultivo e a origem do FSH, foram diferentes entre
esses dois estudos.

Frente aos baixos resultados obtidos utilizando o sistema SPOM com adaptagdes
as condigcOes de MIV do LRA, realizou-se uma terceira etapa do experimento. Foram
realizadas modificagdes de forma a tornar o SPOM o0 mais proximo possivel do

proposto por Albuz et al. (2010). O FSH de origem suina foi substituido pelo FSH
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recombinante e utilizada condic¢es de baixa tensdo de O,, e a modificacdo da fonte
proteica, substituindo do SFB pelo BSA- FAF. Foi observada uma reducéo nas taxas de
producdo de blastocisto do sistema SPOM realizado em baixa tensdo de O,
independente da fonte de FSH utilizado, em relacdo ao controle. O sistema SPOM nas
condicdes descritas por Albuz et al. (2010) ndo apresentou um incremento na producgédo
de embriGes in vitro, e ndo houve um aumento do tamanho dos embrifes e no nimero
de células. Resultados semelhantes foram observados por Bernal et al. (2011), que
utilizando o sistema SPOM em ovdcitos bovinos, relata que a taxa de blastocisto foi
menor no SPOM que no grupo controle (22% vs 34%) e também néo foi observado
diferenga no nimero de células dos embrides (125 e 128, respectivamente).

E interessante observar que os tratamentos que utilizaram a fonte de FSH
recombinante, tanto em baixa e alta tensdo, a producdo de embrides foi menor em
relacdo ao tratamento que utilizou a fonte de FSH de origem suina Além disso, a
presenca de SFB no meio de cultivo ndo permitiu efeitos positivos adicionais do FSH
recombinante, pois 0 soro € composto por diversas substancias como proteinas,
carboidratos, aminoacidos, fatores de crescimento e horménios (Picton et al. 2008), além de
ser uma fonte de precursores para a sintese de esteroides (Hulshof et al. 1995, Li et al.,
2012).

Os dados obtidos nesse experimento corroboram com os dados obtidos em nosso
laboratdrio, onde diferentes fontes proteicas (SFB e BSA) foram utilizadas, em
combinacdo com esses dois tipos de FSH (recombinante ou suino), onde o uso de FSH
recombinante em altas concentracBes prejudicou o desenvolvimento embrionario
(Leme, 2013 dados ndo publicados). O FSH recombinante é obtido da tecnologia de
DNA recombinante, a qual utiliza células de ovarios de Hamsters. Ele € mais puro e
homogéneo, o que pode propiciar uma alta eficacia nos resultados (Calder et al. 2003).

Uma possivel hipdtese que pode explicar as baixas taxas de producao obtidas em
relacdo ao uso de FSH recombinante na metodologia SPOM é que 0s niveis necessarios
desta gonadotrofina podem diferenciar entre as espécies. Estudos conduzidos com vacas
Brahman e Angus foram observados que as concentracdes plasmaticas de FSH diferem
entre Bos indicus e Bos taurus, onde o Bos indicus apresentou niveis plasmaticos de
FSH mais baixos, podendo inferir que zebuinos possam ter uma maior sensibilidade
frente a exposigdo dessa gonadotrofina (Alvarez et al., 2000).

Considerando que nenhum incremento foi obtido nos experimentos

anteriores, foi entdo proposto um sistema alternativo. Foi realizada a inibicéo e, durante
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esse periodo adicionado substancias que pudessem auxiliar os ovocitos, tendo por
objetivo melhorar a sua competéncia Para a retencdo foi escolhida a cilostamida na
concentracdo de 20 uM utilizada no sistema SPOM. Apesar de varias substancias
inibitérias terem sido testadas e demostrado que ndo tem efeito prejudicial no
desenvolvimento embrionario como a butirolactona-1 e roscovitina (Adona & Leal,
2004, Barreto, 2008), a possibilidade do uso de inibidores especificos da PDE-3A
fornece uma oportunidade para maior entendimento do mecanismo de maturagédo
ovocitaria (Thomas et al., 2002). A cilostamida como inibidor especifico da PDE- 3
inibe a degradacéo intraovocitaria de AMPc e, portanto, retém a meiose agindo em uma
etapa diferente dos outros inibidores. Apesar de alguns relatos de seu uso em ovoécitos
bovinos serem encontrados na literatura (Mayes & Sirard 2002; Thomas et al., 2002;
Sasseville et al., 2009), o seu uso como inibidor para essa espécie ndo estd bem
estabelecida.

Desta forma, inicialmente foi avaliada a capacidade da cilostamida de manter a
retencdo meidtica, e foi observado que a mesma retém quase 100% dos ovdcitos no
estdgio de VG até 24 horas. Resultados semelhantes foram encontrados em
camundongos (Nogueira et al., 2006; Vanhoutte et al., 2008) e humanos (Vanhoutte et
al. 2007). Entretanto, Mayes & Sirard, 2002, em ovocitos bovinos desnudos utilizaram
inibidores da PDE e obtiveram uma taxa de apenas 68,1% de VG utilizando 20 uM de
cilostamida e, Shu et al., 2008 trabalhando com ovocitos humanos observaram que
cerca de 60% dos ovdcitos permaneceram blogqueados no estagio de VG. E importante
observar que no altimo trabalho foi utilizado ovécitos de pacientes que receberam
superestimulacdo ovariana e, portanto, alguns ovocitos ja podem ter sido estimulados a
retomar a meiose no momento da coleta.

Posteriormente, foi avaliado se o periodo de retencdo (pré-maturacdo) afetaria a
cinética da progressdo da meiose. Essa avaliagdo foi realizada para determinar o
momento mais apropriado para a fecundagéo. Sendo assim, os COCs foram submetidos
a um periodo de retencdo por 8 e 24 horas ja na presenca de cilostamida e ITS, pois esse
seria 0 sistema a ser testado para a produgdo de embrides. ApoOs a retencdo foram
maturados por 18 e 24 horas. Como esperado, no grupo controle houve um aumento na
taxa de maturacdo nuclear quando os ovocitos permaneceram por 24 horas no cultivo,
comparados com 18 horas. Entretanto, nos grupos em que os ovoécitos foram retidos e
posteriormente submetidos & maturacdo, a percentagem de ovocitos no estagio de

metafase Il foi similar quando esses foram maturados por 18 ou 24 horas. Esses
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resultados sugerem que houve uma aceleracdo na meiose, e que com 18 horas de
maturacdo a maioria dos ovocitos j& maturou independente do tempo de inibi¢do. Esse
resultado era esperado, pois outros autores ja relataram uma aceleracdo da meiose apds
a inibicdo com butirolactona-1 (Adona & Leal, 2004; Barreto, 2008). Parece que essa
aceleracdo ¢ devida a retencao per se, pois tem sido observado também quando outras
drogas sdo utilizadas (Adona &Leal, 2004; Barreto, 2008). Entretanto, para a
cilostamida esse tipo de comportamento da cinética de maturagdo nuclear ainda ndo foi
relatado. Essa informacdo é fundamental, para que a FIV possa ser realizada no
momento correto, evitando a fecundacéo de ovocitos envelhecidos, o que prejudicaria o
desenvolvimento embrionario. Baseado nesses resultados, foi escolhido o tempo de 18
horas para realizar a FIV em ovocitos submetidos a pré-maturacéo.

Apesar da taxa de clivagem ser semelhante, os ovdcitos maturados in vitro por
24 horas apresentaram maior (P<0,01) taxa de blastocisto em D6 e D7. Ja 0s grupos
submetidos a pré-maturacdo tiveram o seu desenvolvimento embrionario afetado
(P<0,05) pelo periodo de pré-maturacao, sendo que quanto maior o periodo de retencdo
maior o efeito prejudicial do tratamento na producdo de embriGes. Quanto a qualidade
embrionaria avaliada pelo nimero de células e tamanho do embrido, a qualidade
embrionaria foi afetada pelo tratamento quando submetida a retencdo por 24 horas. O
blogueio meidtico visa manter os ovocitos em estadio de VG para que 0S mesmos
tenham um tempo adicional para sofrer as modificacbes que ocorrem antes da
maturacdo propriamente dita (Hyttel et al., 1997; Thomas et al., 2004) e adquirir maior
competéncia para o desenvolvimento (Kubelka et al., 2000; Mermillod et al., 2000).
Neste sentido, o ovdcito pode ter a possibilidade de construir, modificar e armazenar
novas proteinas, importantes para a competéncia de desenvolvimento.

Vaérios trabalhos que utilizaram a reten¢cdo em ovocitos bovinos com esse
objetivo, apesar de ndo observarem um aumento significativo na producgdo de embrides
(Adona & Leal, 2004; Sandri, 2007; Barreto, 2008; Gottardi, 2009), ndo relatam um
efeito deletério. Com base nisso, adicionamos durante esse periodo a insulina-
transferrina-selénio (ITS). A insulina exerce agdes mitogénicas e antiapoptoticas (Spicer
& Echeternkamp, 1995; Lee et al., 2005), o selénio atua como estimulador da sintese de
glutationa peroxidase (GSH), (Zhang et al., 2006) e a transferrina como quelante dos
radicais hidroxilas, facilitando o transporte de ferro e outros metais e agindo como fator
de crescimento (Tatemoto et al., 2004). Portanto, a associa¢do de insulina-transferrina-

selénio (ITS) é um suplemento de escolha para promover o desenvolvimento de
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ovocitos (Raghu et al., 2002) e rotineiramente utilizado em varios sistemas de MIV
(Morat6 et al., 2010). Estudos prévios demonstram que o uso do ITS como agente
oxidante é benéfico para o crescimento de foliculos pré-antrais (Hammami et al., 2012)
e consequentemente do ovdcito durante a maturacgéo in vitro.

Possivelmente as taxas reduzidas obtidas no desenvolvimento
embrionario e na qualidade desses embrides produzidos estdo ligadas a concentracéo da
cilostamida utilizada somado ao periodo de exposi¢do ao inibidor. Para verificar esse
efeito, foi realizada uma segunda etapa do experimento com a metade da concentracdo
de cilostamida. O grupo exposto por 24 horas ao inibidor e maturado na presenca da
metade da dose por 18 horas, apresentou um aumento de cerca de 10% na producéo de
embribes. Entretanto ao ser utilizada a metade da concentragdo, observou que foram
melhores os resultados tanto para a pré-maturacdo por 8 e por 24 horas no que se diz a
respeito ao desenvolvimento embrionario e qualidade embrionéria, ressaltando que o
grupo retido por 8 horas foi semelhante ao grupo controle 18 horas.

Experimentos anteriormente realizados para avaliar o efeito dose de cilostamida
mostraram que doses menores sdo eficientes na retencdo da meiose e ndo interferem no
desenvolvimento embrionario. Como por exemplo, o uso de 1uM em ovinos (Rose et
al., 2012), 10 pM em bovinos (Luciano et al., 2011) e 0,1 pM em camundongos
(Nogueira et al., 2006). Especula-se também que pode haver uma possivel interacdo na
cinética da PDE em relacdo a concentracdo endégena de AMPc (Conti et al., 2002).
Uma maior concentracdo de cilostamida pode impedir a correta degradacdo do AMPc
intraovocitario.

Alem disso, a presenca de CC vidveis durante a MIV é importante para o
sucesso da PIVE, sendo a ponte entre o ovOcito e o ambiente in vitro (Tanghe et al.,
2002). E importante a anélise da viabilidade celular em diferentes momentos pelo fato
de que as amostras bioldgicas sofrem danos de intensidades diferentes e em condicdes
variadas de estresse, seja ele quimico ou fisico. Apés a avaliacdo, ndo foi encontrado
diferenca na viabilidade de CC do grupo controle 18 horas e 24 horas (p>0,05).

Em relagdo aos grupos submetidos a inibicdo foi observado que independente do tempo
de inibicdo, seja 8 ou 24 horas, as CC mantiveram-se viaveis. Entretanto, quando a
inibicdo ocorreu por 24 horas, seguida de MIV por 18 horas, observou-se uma diferenca
significativa dos demais grupos, com 58% de CC viaveis.

Pereira et al. (2010) submeteu ovécitos bovinos a diferentes condi¢cbes de MIV e

avaliou as CC apdés o periodo de 24 horas, onde obteve mais de 80% de viabilidade
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celular avaliados com azul de Trypan. Portanto, o efeito deletério da inibicdo, mesmo
com metade da dose de cilostamida pode ser constatado pela viabilidade das CC apoés a
MIV. A PDE 3 age somente no ovocito; se as CC apresentaram-se com baixa
viabilidade é porque o ovocito ja estava comprometido.

Para descartar que a inclusdo do ITS possa estar envolvido no efeito deletério no
grupo inibido por 24 horas, seguido de MIV por 18 horas, este foi retirado do meio de
pré-maturacdo. Como esperado, os resultados obtidos no desenvolvimento embrionario
e qualidade dos embrides produzidos, repetiu-se conforme o experimento anterior, onde
0s grupos de 8 e 24 horas de inibicédo, seguido de MIV por 18 horas foram semelhantes.
Portanto, a presenca do ITS no meio de pré-maturagdo nédo afetou o resultado.

O ITS tem sido utilizado em sistemas de MIV de ovoécitos de véarias espécies,
como camundongos (De La Fuente et al., 1999), bovino (Cérdova et al., 2010) e suino
(Wu et al., 2006; Jeong et al., 2008). E por seus efeitos benéficos, era esperado que o
mesmo protegesse 0s ovocitos das possiveis injarias que possam ser causadas durante a
pré-maturacdo. De modo a fornecer condi¢bes adequadas para o desenvolvimento da
competéncia, Adona et al. (2011) observaram que ovocitos submetidos ao cultivo de
pré-maturacédo e durante a MIV com suplementos como a leptina a cisteamina e fatores
neutrotroficos derivados do cérebro — NBDF, ndo tiveram seu desenvolvimento
embrionério afetado.

Portanto, mais estudos sdo necessarios para a melhor utilizacdo do sistema
SPOM e da cilostamida como bloqueador da meiose, buscando melhorar a eficiéncia da
maturacdo dos ovdcitos bovinos in vitro, adicionando aditivos durante o periodo de
blogueio (antioxidantes, hormonios, fatores de crescimento ou fatores que estdo
envolvidos com a competéncia do ovocito) para o entendimento dos mecanismos

envolvidos na maturacao citoplasmatica.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os experimentos realizados neste trabalho pode-se concluir que:

- O sistema SPOM adaptado para o sistema de MIV quando utilizado em
presenca de FSHr, BSA e em baixa tensdo de O, ndo aumentou a producéo e qualidade
de embrides produzidos in vitro.

- A cilostamida inibe a retomada da meiose em ovdcitos bovinos por até 24
horas, sendo essa inibicao reversivel apds 18 horas de maturacéo.

- O cultivo de pré-maturacdo em ovdcitos bovinos utilizando cilostamida e ITS
teve efeito prejudicial na producéo e qualidade de embriBes in vitro, esse efeito esta
relacionado a concentracdo de cilostamida e ao periodo de retencéo.

- A presenca de ITS durante o periodo de retencdo ndo afetou o desenvolvimento
embrionario.

- Mais estudos devem ser conduzidos para estabelecer a concentracdo adequada
de ciclostamida para ovdcitos bovinos e avaliar a adicdo de outras substancias no

cultivo de pré-maturacao para melhorar a competéncia ovocitéria.
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