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RESUMO

EXPRESSAO DE GENES CANDIDATOS PARA AQUISICAO DA COMPETENCIA
OVOCITARIA EM BOVINOS
Autor: Ester Siqueira Caixeta
Orientadora: Dra. Margot Alves Nunes Dode

O sucesso das vérias técnicas de reproducdo assistida depende da competéncia do ovécito.
Entretanto, os fatores envolvidos na sua aquisicdo e as caracteristicas moleculares de um
ovacito competente ndo sdo completamente conhecidos. Com o objetivo de avaliar genes
relacionados com a competéncia do ovécito foi quantificado o nivel de transcritos de genes
candidatos em ovaocitos (H1Foo, H2A, H3A, GHR, GDF9, BMP15, OOSP1) e nas células do
cumulus (FSHR, EGFR, GHR, PTX3, IGF-1l) com diferentes niveis de competéncia.
Foliculos ovarianos foram dissecados e distribuidos de acordo com seu didmetro em quatro
grupos: (1) 1,0 a3,0 mm; (2) 3,1 a6,0 mm; (3) 6,1 a 8,0 mm; (4) > 8,1 mm. Os complexos
cumulus-ovocitos (COCs) foram liberados, classificados morfologicamente, maturados,
fecundados e cultivados in vitro, ou desnudados para a mensuragdo do didmetro do ovacito.
Os ovécitos em estagio de vesicula germinativa desnudados e suas células do cumulus
correspondentes foram utilizados para analise de expressdo génica por RT-gPCR. A taxa de
blastocistos foi maior nos ovécitos recuperados de foliculos >6 mm, que nos outros dois
grupos, confirmando que o tamanho folicular € um bom modelo para o estudo da
competéncia. Nos ovécitos, somente os transcritos da H2A aumentaram graduamente de
acordo com o tamanho do foliculo, sendo maior (P<0,05) nos ovocitos originados de foliculos
>8,1 mm do que naqueles menores que 6,0 mm. Dos cinco genes avaliados nas células do

cumulus, trés (FSHR, EGFR, GHR) mostraram diferenca no nivel de RNAm, aumentando de



Xiv
acordo com o tamanho folicular. Com base nos resultados, foi confirmada aimplicaco critica
da H2A no desenvolvimento da competéncia. Além disso, foram identificados genes
importantes nas células do cumulus, os quais estéo associados com a competéncia do ovocito
e podem refletir a sua qualidade.

Palavras Chave: expressao génica, ovocito, células do cumulus.
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ABSTRACT

EXPRESSION OF CANDIDATE GENESFOR BOVINE DEVELOPMENTAL
OOCYTE COMPETENCE
Author: Ester Siqueira Caixeta
Adviser: Dra. Margot Alves Nunes Dode

The success of the various assisted reproductive techniques depends on oocyte competence.
However, the factors involved on its acquisition and the molecular attributes of competent
oocyte are generaly unknown. In an attempt to assess genes related with oocyte competence
we quantify transcripts for candidate genes in oocytes (H1Foo, H2A, H3A, GHR, GDF9,
BMP15, OOSP1) and cumulus cells (FSHR, EGFR, GHR, PTX3, IGF-11) of different levels
of competence. Follicles were dissected and distributed according to their diameter into 4
groups: (1) 1.0 to 3.0 mm; (2) 3.1 to 6.0 mm; (3) 6.1 to 8.0 mm; (4) > 8.1 mm. The COCs
were released, morphologically classified, matured, fertilized and cultured in vitro or denuded
for diameter measurements. The denuded germinal vesicle oocytes and their correspondent
cumulus cells were used for gene expression analysis by RT-gPCR. Blastocyst rate was
higher for the oocytes recovered from follicles >6 mm than the other two groups, confirming
that follicles size is a good model to study competence. In the oocyte, only H2A transcript
increased gradually according to follicle size, being greater (P<0.05) in oocyte originated
from follicles >8.1 mm than those lower than 6.0 mm. Of the 5 genes evauated in the
cumulus cdlls, 3 (FSHR, EGFR and GHR) showed differences in mRNA level, increasing
according to follicular size. In conclusion, we confirmed the critical implication of H2A on
developmental competence, and identify important genes in cumulus cells which are

associated with oocyte competence and can reflect its quality.
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Key words: gene expression, oocyte, cumulus cell



CAPITULO 1



1INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da técnica de producéo in vitro (PIV) de embrides tem
sido possivel explorar cada vez mais o potencial reprodutivo das fémeas. Porém, mesmo com
todos os avancos acangados nos Ultimos anos, pouco incremento nas taxas de producéo foi
obtido, mantendo uma média de 25-40% de embribes viaveis apds a maturagdo e fecundagéo
in vitro de ovacitos selecionados (Farin et al., 2007). A PIV consiste de trés fases distintas e
interdependentes, a maturacdo, a fecundacdo e o cultivo embrionério. Varios relatos na
literatura indicam que os ovOcitos maturados in vivo s8o mais competentes do que 0s ovacitos
maturados in vitro (van de Leemput et a., 1999; Rizos et a., 2001; Farin et a., 2007),
indicando aimportancia da maturagdo ovocitéria nesse processo.

Na maturacéo ocorrem mudancas nucleares e citoplasméticas que conferem ao
ovaocito a capacidade de dar origem a uma nova vida. Ela ocorre espontaneamente quando os
ovécitos sdo removidos de seus foliculos, sendo que vérios fatores podem interferir no
sucesso da maturagdo, tais como a qualidade do ambiente folicular, tamanho do foliculo de
origem (Lonergan et al., 1994; Machatkova et a., 2004; Lequarre et al., 2005; Racedo et a.,
2008), morfologia do complexo cumulus-ovocito (Lonergan et a., 2003) e principalmente a
competéncia ovocitaria. Sendo que somente ovécitos competentes podem sofrer maturacéo
completa e ter desenvolvimento embrionario normal (Dode, 2006).

A competéncia do ovécito, portanto, se refere a sua capacidade de ser
fecundado e de formar um embrido viavel, que por sua vez, depende da presenca de
informagdes especificas na forma de RNAm ou proteinas. Desde a retomada da meiose até a
transicdo materno-zigotica (TMZ), a transcricdo ocorre em um nivel muito baixo, por isso 0s
ovOcitos necessitam ter estoques de proteinas e RNAmM para suprir as necessidades durante a
maturacdo, fecundacéo e desenvolvimento embrionario inicial (Lequarre et a., 2005; Mourot

et a., 2006; Racedo et al., 2008). Se estas informagdes estdo ausentes ou sdo insuficientes,
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podem ocorrer falhas na maturagdo nuclear ou citoplasmética, ou em ambas, prejudicando o
desenvolvimento subseqgiiente.

Apesar de alguns genes terem sido identificados como relacionados com a
competéncia (Donnison & Pfeffer, 2004; Fair et a., 2004; Dode et al.,2006; Racedo et a.,
2008), 0os mecanismos pelos quais 0 ovOcito adquire essa competéncia ainda ndo sao
conhecidos. Uma das aternativas para se tentar elucidar esses mecanismos € a utilizacdo de
um modelo que permita avaliar ovocitos com diferentes graus de competéncia e identificar as
diferencas entre eles.

Esta clara a existéncia de uma relagdo entre o tamanho do foliculo e a
qualidade do ovécito em termos de morfologia e grau de competéncia, sendo que ovacitos
derivados de grandes foliculos tém um maior potencial de desenvolvimento do que ovacitos
vindos de pequenos foliculos, gerando uma melhor producéo de embrides in vitro (Hagemann
et al., 1999; Machatkova et al., 2004; Lequare et al., 2005). Por outro lado, também existe
uma correl agdo entre o didmetro do ovocito e tamanho do foliculo e, conseqlientemente com a
capacidade de desenvolvimento (Fair, 2003; Gandolfi et a., 2005). Devido a este fato, 0
tamanho do foliculo se tornou um modelo interessante para avaliacdo dos mecanismos
relacionados & competéncia. Desta forma, a quantificagdo do nivel de expressdo génica em
ovaocitos e células do cumulus provenientes de foliculos de diferentes tamanhos forneceria
informactes relevantes, pois aidentificagcdo das principais mudancgas rel acionadas a expressao
de genes importantes durante a aquisicdo da competéncia nos proporcionaria um tipo de
“mapa molecular” para cada um desses genes em cada fase.

Essas informagGes nos permitiriam entender melhor os eventos que ocorrem
nesse periodo fundamental para o futuro do ovécito. Além disso, tais conhecimentos podem
contribuir na identificagdo de ateracOes necessérias para que 0 sistema in vitro possa ser 0
mais semelhante possivel do in vivo, e com isso aumentar a disponibilidade de ovécitos e
melhorar os resultados e a qualidade dos embriGes produzidos por técnicas de reproducéo

assistida.



1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é avaiar o padréo de expresséo de genes candidatos
para a aquisicdo da competéncia em ovacitos e células do cumulus oriundos de diferentes
tamanhos de foliculos em bovinos.

1.2 Obj etivos Especificos

a) Comparar o tamanho dos ovécitos oriundos de foliculos de diferentes
tamanhos e avaiar o desenvolvimento embrionario desses ovAcitos;

b) Quantificar a expressdo dos genes histona H1 especifica do ovdcito
(H1Foo0), histona H2A (H2A), histona H3A (H3A), stem-loop binding protein (SLBP),
receptor do hormoénio do crescimento (GHR), fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF9),
proteina morfogénica 6ssea 15 (BMP15) e proteina secretada pelo ovocito 1 (OOSP1) em
ovocitos imaturos de diferentes tamanhos de folicul os;

¢) Quantificar a expressdo dos genes receptor do horménio foliculo estimulante
(FSHR), receptor do fator de crescimento epiderma (EGFR), receptor do hormdnio do
crescimento (GHR), Pentraxina 3 (PTX3) e fator de crescimento semelhante a insulina-11

(IGF-11) nas células do cumulus de diferentes tamanhos de folicul os.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desenvolvimento do Foliculo e do Ovacito

Diferente dos espermatozoides, os quais sdo continuamente gerados a partir da
puberdade, a fémea tem uma popul acdo finita de ovocitos que estéo presentes no ovario desde
0 Seu nascimento (Austin & Short, 1982). Os ovdcitos presentes em um ovario adulto
originam-se a partir de um nimero definido de células germinativas primordiais que sao
formadas no epitélio do saco vitelinico do embrido. Estas células migram do saco vitelinico
para as cristas genitais e colonizam as gonadas em formagéo (Farin et al., 2007).

A ovogénse e a foliculogénese sdo processos distintos, porém
interdependentes. Na ovogénese ocorre a formagdo, crescimento e maturacdo do gameta
feminino. O processo se inicia durante a vida fetal (Austin & Short, 1982; Haper, 1994; Fair,
2003), quando as células germinativas primordiais se diferenciam em ovogbnias, que se
proliferam por mitoses antes do nascimento e entdo entram em meiose, tornando-se um
ovaocito primario, que inicialmente, ficaretido no estagio profase | (Austin & Short, 1982).

Portanto, no nascimento os ovocitos estocados nos ovarios encontram-se no
estégio de préfase da primeira divisdo meidtica e necessitam da ac&o hormonal na puberdade
para a retomada e finalizacdo da meiose | e uma correta maturacdo citoplasmatica (Hafez &
Hafez, 2004; Wang & Sun, 2007).

A foliculogénese em bovinos, também comeca durante a vida fetal. Logo apds
a formacdo dos ovacitos, eles tornam-se circundados por uma simples camada de células
epiteliais achatadas, formando o foliculo primordial (Austin & Short, 1982; Fair, 2003; Farin
et a., 2007). Logo que o estoque de foliculos primordiais € estabelecido, inicia-se 0

crescimento gque ocorre somente em um grupo de foliculos. O crescimento folicular € um
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processo continuo durante a vida reprodutiva (Austin & Short, 1982). Os folicul os que entram
na fase de crescimento passam a ser chamados de foliculos primarios, que se caracterizam
pelo ovocito rodeado por uma completa camada de céulas cuboides (Fair, 2003).
Progressivamente, as células da granulosa do foliculo primario aumentam em numero e
tornam-se mais volumosas originando os foliculos secundérios (Austin & Short, 1982; Haper,
1994). As células da granulosa comegam a sintetizar um fluido que se acumula entre elas,
formando o antro inicia € o foliculo terciario.

Durante todo este periodo de desenvolvimento folicular o ovécito permanece
retido no estagio de dipléteno da profase |. Entretanto, 0 seu crescimento continua, sendo que
o volume da célula aumenta, indicando um periodo de intensa atividade metabdlica, na qual
ocorrem mudancas ultra-estruturais no ovocito, incluindo o surgimento de algumas novas
organelas. O crescimento do ovécito € acompanhado por um aumento no nimero de
mitocondrias e por mudangas na sua ultra-estrutura, tornando-se altamente vacuolizadas e
ovais. Concomitantemente, o complexo de Golgi sofre alteracOes, que sdo indicativas de um
aumento na sua atividade. Ocorre também um acumulo de goticulas de lipideos, que servirdo
como reserva energética para o futuro embrido. O surgimento da zona pellicida no espaco
perivitelinico também ocorre neste periodo de crescimento do ovécito. Por Ultimo, ocorre a
formacao dos granulos corticais, que sdo pequenas vesiculas esféricas que teréo a funcéo de
provocar 0 endurecimento da zona pellcida no momento da fecundagdo, impedindo a
polispermia (Haper, 1994).

O periodo final do desenvolvimento folicular antral envolve o recrutamento,
selecdo e dominéncia O estimulo para o recrutamento folicular é uma elevagdo nas
concentractes séricas de FSH. Apos o recrutamento apenas um foliculo é selecionado e passa
aexercer dominancia sobre os demais ao longo da onda (Fair, 2003).

Se o foliculo dominante esta presente durante a fase IUtea, os atos niveis de
progesterona impedem o aumento da freqiiéncia dos pulsos de LH e n&o ocorrerd a ovulagéo.
Ocorrendo a lutedlise, as concentragtes de progesterona diminuem permitindo um aumento
na pulsatibilidade de LH, o qual desencadeia a maturacéo final do foliculo e do ovdcito, e a
ovulacdo (Sirard et al., 2006).

O foliculo pré-ovulatério ainda contém um ovécito primério, que por agdo do
LH é estimulado a retomar e completar a primeira divisdo meidtica, acompanhado pela
extrusdo do primeiro corpusculo polar €, subsegiiente entrada na segunda divisdo meidtica. O
ovocito no estagio de metéfase da segunda divisdo meidtica € entdo retido pela segunda vez,

sendo esse 0 estagio em que se encontra quando € liberado do foliculo na ovulagéo (Austin &
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Short, 1982). O término da maturacéo meidtica do ovécito € dependente da penetragcdo do
espermatozéide durante a fecundagdo. Quando a regido equatorial da cabeca espermética lige-
se a membrana vitelinica inicia a ativagdo do ovocito que induz o término da segunda divisdo
meiotica e aliberacdo do segundo corpusculo polar (Ginther, 1992; Hafez & Hafez, 2004).

Em seguida tem-se a formac&o dos dois pré-nacleos, masculino e feminino, os
quais migram para o0 centro do ovo e entdo se fundem, originando um nucleo dipléide e a
primeira célula do concepto, o zigoto. Esta fusdo, chamada singamia, finaliza a fecundacéo e

estimula o zigoto ainiciar o seu desenvolvimento (Ginther, 1992; Hafez & Hafez, 2004).

2.2 Competéncia Ovocitaria

A competéncia ovocitaria é definida como a habilidade ou potencial de um
ovocito passar pela maturacdo, fecundacéo e se desenvolver até o estdgio de blastocisto
(Donnison & Pfeffer, 2004; Farin et a., 2007). Apesar dos avancos nas condi¢oes de cultivo
durante a maturacdo de ovécitos, a competéncia para 0 desenvolvimento nos ovocitos
maturados in vivo € maior do que nos maturados in vitro (van de Leemput et al., 1999; Rizos
et a., 2001; Farin et a., 2007). Em bovinos, aproximadamente 60-80% dos ovocitos obtidos
de foliculos maturados in vivo sdo competentes para o desenvolvimento até o estagio de
blastocisto, comparado com somente 25-40% dos ovoécitos maturados in vitro (Farin et a.,
2007). Essa competéncia € progressivamente adquirida durante os estdgios finais da
foliculogénese, através de vérias ateragbes celulares e moleculares que proporcionam ao
ovOcito capacidade para o desenvolvimento embrionario apos a fecundacdo (Dode, 2006).

A partir do momento que ovacitos imaturos séo removidos de seus foliculos,
eles necessitam ser competentes para completar ndo s a maturagdo nuclear, mas também a
maturacdo citoplasmética. Ovocitos competentes para completar a maturagdo nuclear podem
mostrar diferencas na sua habilidade em se desenvolver até o estégio de blastocisto, e isto
pode ser atribuido a diferencas no seu status de maturacdo citoplasmatica e molecular
(Donnison & Pfeffer, 2004).

Existe uma correlag&o evidente entre o tamanho do foliculo e a competéncia do
ovaocito. Tem sido demonstrado em varios trabalhos (Lonergan et a., 1994; Blondin & Sirard,
1995; Hagemann et al., 1999; Machatkova et al., 2004; Lequare et al., 2005; Feng et al., 2007,
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Racedo et a., 2008) que ovacitos provenientes de foliculos maiores tém maior potencia de
desenvolvimento que os de foliculos menores. Por outro lado, também existe uma correlagéo
entre o didmetro do ovécito e tamanho do foliculo e, conseqiientemente com a capacidade de
desenvolvimento (Fair, 2003; Gandolfi et al., 2005). Portanto, a utilizacdo de ovdcitos de
diferentes tamanhos de foliculos permitiria avaliar ovocitos de diferentes graus de
competéncia (Mourot et a, 2006).

Um aspecto importante durante o crescimento do ovdécito € seu ato grau de
atividade transcricional, portanto, mudancas moleculares podem ser responsaveis pelo
aumento na competéncia de ovocitos. Essas mudangas envolvem sintese, degradacdo e
modificagbes de RNAmM e proteinas, favorecendo o ovocito com o estoque molecular
necessario para o desenvolvimento a partir da maturagdo meidtica, fecundacdo, até o
momento da ativacéo do genoma embrionario no estagio de 8-16 céulas no embrido bovino
(Donnison & Pfeffer, 2004; Song & Wessel, 2005). A transcricdo materna diminui
marcadamente antes do fina da maturagcdo do ovacito, quando o foliculo tem em torno de 3
mm (Fair, 2003). A partir deste ponto a transcricdo continua em um nivel bem menor,
implicando que as proteinas e transcritos que foram estocados ndo sdo substituidas, pelo
contrario, séo gradualmente traduzidas ou degradadas até a TMZ, de forma a suprir as
necessi dades da fecundagdo e desenvolvimento embrionario inicial (Mourot et a., 2006).

Portanto, a competéncia do ovocito também pode ser determinada pela
quantidade de RNAm transcritos de origem materna que sdo estocados durante o crescimento
e fase final da foliculogénese. Estes estoques podem ser diferentes quando sdo comparados
ovécitos competentes e incompetentes, sendo essa diferenca uma dternativa para
identificagdo de genes marcadores da competéncia ovocitaria (Dode et a., 2006; Racedo et
al., 2008).

Esforcos para identificar genes potenciais para a competéncia ovocitaria em
bovinos utilizando populagdes com diferentes graus de competéncia tém sido realizados com
ovacitos de diferentes tamanhos de foliculos (Donnison & Pfeffer, 2004; Mourot et al., 2006;
Nemcova et al., 2006; Racedo et al., 2008) e ovécitos que clivam em diferentes momentos
apos a fecundacdo (Robert et al., 2000; Fair et a., 2004; Dode et a., 2006). A maioria desses
genes candidatos tém sido selecionados devido a suas fungbes na fecundagéo,
desenvolvimento inicial, metabolismo, regulagdo da expressdo de genes e proteinas,
comunicagdo intercelular e protecdo contra estresse oxidativo (Mourot et a., 2006).

Apesar de alguns genes ja terem sido identificados como relacionados a

competéncia, 0os mecanismos envolvidos ha mesma e a fase do desenvolvimento folicular em
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gue ela ocorre, ndo sdo conhecidos (Dode et a., 2006). Da mesma forma, ainda néo se tem
um consenso sobre gque gene ou genes pode ser utilizado como marcadores.

2.3 Genes Selecionados

Estudos avaliando a expressdo diferencia de genes em ovacitos de diferentes
tamanhos de foliculos demonstraram que o RNAm da H2A aumentou gradualmente a partir
de foliculos de 5,0 mm, sendo maior nos foliculos maiores que 8,0 mm (Mourot et al., 2006).
Além disso, quando foram utilizados embrides que clivaram prematuramente e tardiamente
apos a fecundacdo, como representantes de ovocitos competentes e incompetentes,
respectivamente, foi observado que a H2A (Dode et a., 2006) e H3A (Fair et a., 2004) foram
mai s expressas em embrides que clivaram mais cedo.

As histonas sd0 proteinas nucleares que se associam a0 DNA para formar a
cromatina, sendo os principais componentes protéicos da mesma. A estrutura basica da
cromatina € 0 nucleossoma, e seu DNA esta associado a um octébmero de histonas (H2A,
H2B, H3 e H4) e a uma molécula de histona H1 que se associa externamente ao DNA gue
envolve o octdbmero. As histonas sdo fundamentais para a divisdo celular e também sdo
necessarias para substituir as protaminas durante a descondensacdo do DNA dos
espermatozéides apds sua penetracdo no ovocito (Andrade & Jorddo, 2000). Porém, as
histonas ndo sdo somente proteinas estruturais, elas séo também fundamentais, através de
modificagOes por acetilagdo e fosforilacdo, para o controle da expressdo génica (McGraw et
al., 2006), ativacdo do genoma, metilacio do DNA e inativagdo do cromossomo X no
desenvolvimento embrionario inicial (Fair et al., 2004). Nas células sométicas os nivels de
RNAmM de histonas estéo relacionados com a replicagdo do DNA e ndo tém capacidade de
estocar a proteina. JA 0s ovécitos, estocam as histonas naforma de RNAm e de proteinas, para
serem utilizadas no desenvolvimento embrionério inicial (Dode et al., 2006).

A partir do inicio da maturacdo até a TMZ duas divisdes meidticas e trés a
quatro replicagdes de DNA ocorrem sem nenhuma nova transcri¢do de histonas, por isso, uma
grande quantidade de RNAm e proteinas maternas precisam ser estocadas (Mourot et al.,
2006). Portanto, as histonas sdo criticas desde 0 momento da maturacdo e fecundacéo, sendo
gue niveis deficientes podem afetar a clivagem €, consequentemente, o desenvolvimento
embrionério (Dode et al., 2006).
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Da mesma forma, quando foliculos de diferentes tamanhos foram utilizados,
foi observado um aumento na expressdo da SLBP em ovécitos competentes, quando
comparado com os incompetentes (Donnison & Pfeffer, 2004). A SLBP € uma proteina que
tem uma importante funcdo na estabilizacdo, ativacdo e traducdo de RNAmM de histonas
durante a maturac@o do ovocito e apos a fecundacdo. Ela exerce sua fungdo biologica através
de sua ligagéo na regido stem-loop dos RNAm das histonas. Assim como nas histonas, a
dindmica de sintese e degradacdo da SLBP difere bastante em ovdcitos e embrides iniciais,
comparado com as células somaticas (Allard et al., 2002). Ocorre um acumulo da proteina
SLBP durante a maturagdo mei6tica, 0 qual se inicia logo ap0s a quebra da vesicula
germinativa, e regulaa sintese de histonas (Donnison & Pfeffer, 2004).

Em camundongos, a manipulacdo da quantidade de SLBP em ovdcitos afetou o
acumulo de RNAm de histonas H3 e H4. A deficiéncia no acimulo de SLBP durante a
ovogénese foi associada com a queda da fertilidade, sendo que a maioria dos embrides
tiveram seu desenvolvimento interrompido no estégio de duas células. Provavelmente, essa
interrupcdo no desenvolvimento foi devido a insuficiéncia de histonas (Arnold et al., 2008).
Sendo assim, 0 acumulo de RNAm da SLBP pode ser considerado um parametro importante
para a aquisicdo da competéncia, visto que a regulacdo das histonas € essencia para o
remodelamento da cromatina, que ocorre apos a fecundacdo (Donnison & Pfeffer, 2004;
Allard et a., 2005).

Mais recentemente foi relatada a existéncia de uma histona H1 especifica de
ovaocitos, a H1Foo, uma proteina na qual a expressao € restrita ao crescimento e maturagdo do
ovocito e ao desenvolvimento embrionario inicial (Tanaka et al., 2003; Gao et a., 2004;
Tanaka et al., 2005; McGraw et a., 2006). Os transcritos da H1Foo aparecem pela primeira
vez em ovocitos de foliculos primordiais, sendo detectado um grande aumento em ovécitos de
foliculos primarios e secundarios (Tanaka et al., 2005). A proteinada H1Foo foi detectada em
ovécitos de foliculos secundarios, e durante todo o crescimento e maturagcdo dos ovocitos
(Tanaka et a., 2003; Tanaka et a., 2005). Apos a fecundagdo ocorre uma diminuicdo na
expressdo da H1Foo, sendo quase nula no estagio embrionario de duas células, e ndo mais
detectada até o estagio de oito células, no camundongo (Tanaka et a., 2003). No embrido
bovino o RNAm da H1Foo ainda é detectado no estagio de 8-16 células, porém em uma
guantidade muito pequena (McGraw et a., 2006). Esses resultados sugerem que os transcritos
de H1Foo séo de origem materna e seu desaparecimento coincide com o inicio da ativacdo do
genomaembriondrio (Tanaka et a., 2003; Gao et a., 2004).



11

Tem sido proposto que a H1Foo pode ter a fungdo de controle da expresséo
génica durante a ovogénese e embriogénese inicial. A H1Foo contém na sua regido 3'UTR
uma sequéncia de hexanucleotidio poliadenilado (AAUAAA), a qual € necesséria para que
ocorra a poliadenilacdo citoplamatica que é conhecida por regular o estoque materno de
RNAm, induzindo a tradugdo através de um aumento no comprimento da cauda polyA
durante a maturacdo do ovacito. Mais investigagfes das possiveis fungbes da H1Foo ainda
s80 necessarias (Tanaka et a., 2005; MCGraw et al., 2006).

Todos estes estudos indicam a importancia das histonas nos eventos apos a
fecundagdo e a necessidade do ovocito de ter estoque adequado de RNAmM para essas
proteinas.

Fatores intraovarianos derivados da camada da teca, das células granulosa e do
ovocito desempenham papéis importantes no estimulo ou inibicdo das funcbes celulares
durante o desenvolvimento folicular ovariano (Spicer et a., 2008). Entre estes fatores
intraovarianos estdo o GDF9 e a BMP15. O GDF9 e a BMP15 sdo dois membros da
superfamilia de fatores de crescimento transformante f (TGFB), que s@o expressos pelos
ovaocitos e tém funcdes essenciais no inicio do crescimento folicular, sendo importantes no
desenvolvimento das células da granulosa, diferenciagdo e expansdo das células do cumulus,
na taxa de ovulacéo e fertilidade em mamiferos (Wu & Matzuk, 2002; Juengel et a., 2004; Su
et al., 2004; Zhu et al., 2008).

A administracdo exégena de GDF9 e BMP15 em sistemas de cultivo influéncia
o crescimento de células sométicas foliculares e a maturacéo de ovocitos (Zhu et al., 2008).
Em sistemas de cultivo, 0 GDF9 promoveu a proliferacdo de células da granulosa, supressio
da expressdo do receptor de LH (LHR) nas células da granulosa e o estimulo da expressao de
genes envolvidos na expansdo e mucificacdo das células do cumulus e na ovulacéo, como a
hialurona sintetase 2 (HAS2) e a cicloxigenase 2 (COX2), nas células do cumulus de
camundongos. Ovécitos de camundongos com deficiéncia de BMP15 e GDF9 passam pela
guebra da vesicula germinativa (GVBD) e atingem o estagio de metéfase Il, porém o
desenvolvimento embrionério € prejudicado, indicando que a expresséo do GDF9 e BMP15
em ovocitos € necesséria para uma completa maturacéo citoplasmética (Su et a., 2004). Nos
ovinos, tanto 0 GDF9 como o0 BMP15 sdo essenciais para o crescimento folicular normal e
para uma melhor taxa de ovulacéo (Juengel et a., 2004).

Recentemente uma nova proteina secretada pelo ovoécito foi encontrada em
camundongos, a OOSP1. Em camundongos a sua expressdo é ovocito especifica no ovario,
porém a OOSP1 foi detectada também no bago (Yan et a., 2001). Em bovinos a OOSP1 €
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expressa exclusivamente em ovécitos, sendo maior no estégio de vesicula germinativa e
diminuindo gradualmente durante o desenvolvimento embrionério inicia, até ndo serem mais
detectadas no estagio de blastocisto, indicando que os transcritos da OOSP1 sdo de origem
materna, diminuem durante o desenvolvimento embrionério e ndo séo ativados apos a TMZ
(Tremblay et al., 2006).

Existe uma relacdo intima e interdependente entre as células do cumulus e 0
ovaocito, formando uma unidade funcional necesséria para que haja crescimento folicular e
ovacitario adequados (Gandolfi et al., 2005; Zhang et a., 2005; Farin et a., 2007). As células
do cumulus sdo células da granulosa especializadas e estdo ligadas ao citoplasma através de
pequenas jungdes que permitem a passagem de moléculas na forma direta ou indireta através
da ligacdo em seus receptores celulares. Portanto, esta comunicacdo bidireciona entre as
células do cumulus e o ovoécito durante o crescimento e maturacao € essencial para uma
completa competéncia ovocitaria (Gandolfi et al., 2005; Dode, 2006), sendo importante
considerar as células do cumulus quando se estuda a competéncia do ovécito.

Desta forma, estudos de expressdo génica nas células do cumulus de diferentes
populacdes de ovocitos permitem o melhor conhecimento da regulagdo do crescimento e
maturagd do ovocito e também podem gerar marcadores moleculares relacionados ao
potencial de desenvolvimento dos ovécitos.

Tem sido demonstrado que os horménios FSH, GH e EGF tém efeito benéfico
na maturacdo in vitro de ovoécitos bovinos e que sua acdo no ovocito se da apos sua ligacdo a
receptores presentes nas células do cumulus (Simone et a., 1997; Bevers & |zadyar, 2002;
Oyamada et al., 2004; Conti et a., 2006).

O FSH é o horménio central na reproducdo dos mamiferos, necessério para o
desenvolvimento gonodal e maturacéo na puberdade e para a producédo de gametas durante a
fase fértil da vida. Junto com o LH, esta gonadotrofina € produzida e secretada pela hipofise
como uma glicoproteina altamente heterogénea (Simone et al., 1997; Wu & Tian, 2007). Na
fémea a expressdo do FSHR é estritamente gonadal e altamente célula-especifica, sendo
localizados nas células da granulosa (Simone et a., 1997). O FSH desempenha uma funcéo
importante na aquisicdo da competéncia em ovocitos bovinos, e esta funcdo esta associada
primariamente com seu efeito no crescimento folicular in vivo. Foi mostrado que fémeas de
camundongo knockout (FSHP -/-) sdo inférteis devido a inabilidade de continuar a
foliculogénese apos o estégio antral inicial, além disso, o knockout do FSHR levou a um

distarbio no ciclo estral, problemas anovulatérios e infertilidade (Sirard et a., 2007).
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In vivo 0 FSH participa na proliferacdo das células da granulosa na fase pré
antral inicial, previne a atresia folicular, induz a sintese de LHR e a expressdo de horménios
esterdides, assim como a expressdo de RNAm da citocromo P450 colesterol side-chain
cleavage (P450scc) em bovinos, suinos, humanos e camundongos. Além de estimular a
expressdo de fatores esteroidogénicos nas células da granulosa, 0 FSH é também considerado
um dos fatores mais importantes no processo de selecdo do foliculo, através do controle da
esteroidogénese. O FSH desempenha essas funcdes através de cascatas de sinalizagdo que
induz a expressao génica nas células da granulosa de proteinas kinase A (PKA) e C (PKC),
gue estéo rel acionadas com a competéncia dos ovécitos (Sirard et al., 2007).

A funcéo do FSH na competéncia ovocitaria estd bem estabelecida in vitro. O
FSH é muito usado em varios protocolos de maturacéo in vitro, uma vez que ele tem um
efeito positivo na expansdo das células do cumulus e melhora a taxa de fecundacéo e
desenvolvimento embrionario (Calder et al., 2003; Ali & Sirard, 2005; Sirard et al., 2007). A
acdo do FSH na maturacéo do ovocito é mediada através das células do cumlus. O RNAm do
FSHR esta presente nas células da granulosa e células do cumulus, mas ndo € detectado em
ovaocitos desnudos de foliculos antrais bovinos (Calder et a., 2003; Sirard et al., 2007). Tem
sido mostrado que o FSH, através da ligagdo em seus receptores nas células do cumulus,
induz a secregdo de substéncias estédveis que se difundem e de uma forma paréacrina e
estimulam a retomada da meiose em ovocitos inclusos nas células do cumulus, mas ndo em
ovocitos desnudos. O co-cultivo de células do cumulus e ovocitos desnudos com FSH néo
induz a GVBD, sugerindo que além da presenca do FSHR nas células do cumulus, o contato
intimo entre essas células e o ovacito é essencial para a recomada da meiose (Byskov et al.,
1997).

Portanto, a aquisicdo de FSHR é essencia para a diferenciacéo das células da
granulosa e para a maturacdo folicular in vivo, assim como para a expansao das células do
cumulus e melhor desenvolvimento embrionario in vitro. Devido as suas fungdes importantes
na sinalizagdo celular e crescimento folicular, o nivel de expressdo do RNAm do FSHR nas
células do cumulus pode ser um importante marcador para a competéncia ovocitéaria. Calder et
al. (2003) detectaram uma maior abundancia de RNAm do FSHR em complexos cumulus-
ovacitos (COCs) de mehor qualidade (Grau 1 e 2), comparado com os COCs de qualidade
inferior (Grau 3), indicando que diferencas na sinalizacdo do FSH entre qualidades varidveis
de COCs podem refletir a variacéo no seu grau de desenvolvimento da competéncia.

Estudos tém demonstrado que o GH é um importante regulador da funcéo

ovariana estimulando o desenvolvimento folicular in vivo e in vitro. E conhecido que o GH
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tem um efeito supressivo na apoptose, afeta a esteroidogénese nas células da granulosa e
também desempenha um efeito benéfico na maturagdo e desenvolvimento embrionério in
vitro (Kolle et a., 2003). A presenca de GH durante a maturacdo do ovécito acelera a
maturacdo nuclear e os eventos citoplasméaticos, induz a expansdo das células do cumulus e
melhora a capacidade de desenvolvimento de ovécitos maturados, aumentando o indice de
formacao de blastocistos apos a fecundacdo in vitro (I1zadyar et al., 1998; Kolle et a., 1998).
Porém estes efeitos sd ocorrem na presenca das células do cumulus, indicando que as acbes
promotoras do GH na maturacdo do ovécito sdo exercidas através de GHR presentes nessas
células. O RNAm para o GHR foi encontrado nas células da granulosa, células do cumulus e
em ovocitos de foliculos antrais médios. J4, o RNAmM para o GH esta presente somente nas
células murais da granulosa e em ovacitos imaturos e maturos de foliculos maiores que 2 mm
de didametro, coincidindo com o inicio da aquisicdo da competéncia (Izadyar et al., 1998;
Bevers & |zadyar, 2002).

A presenca da proteina do GH no ovdcito e nas células do cumulus, e de seu
RNAmM em ovécitos e células da granulosa, apontam para a sintese do hormonio pelo proprio
ovaOcito e pelas células da granulosa. Estas observagdes sugerem uma regulacdo autécrina e/ou
parécrina do GH no crescimento folicular bovino e na maturacdo do ovdcito. Porém, alguns
autores acreditam que a maioria das agdes do GH sgjam mediadas pelo IGF |, que é secretado
por varios tecidos em resposta ao GH. Recentemente, foi proposto em bovinos que o efeito do
GH na maturagéo do ovocito ocorre atravées de uma agdo direta do proprio hormdnio, e ndo
um processo mediado pelo IGF 1, desde que a adi¢do de um anticorpo direto contra o IGF |
ndo afetou o efeito estimulatorio na maturacdo nuclear e o grau de expansdo das células do
cumulus. Existem também fortes evidéncias de que ocorra uma sinalizagdo via AMPc na
inducdo da maturacdo pelo GH (Bevers & lzadyar, 2002; Kolle et al., 2003). Entretanto, €
questionavel se esses achados refletem uma funcéo regulatéria do GH na maturacdo dos
ovocitos in vivo e ainda permanece muito controverso esse possivel efeito direto do GH no
ovério (Bevers & lzadyar, 2002).

O EGF foi um dos primeiros fatores de crescimento a ser identificado em
mamiferos. Ele possui uma atividade mitética promotora de crescimento e tem suas
propriedades bem caracterizadas. Nos anos 70 foi sugerido por Gospodarowicz e Bialecki
(apud Conti et a., 2006) que o EGF agiria no foliculo estimulando a replicacéo das células da
granulosa, indicando o seu envolvimento no crescimento folicular. Ao longo dos anos, tem
sido notado que o EGF desempenha fungbes no crescimento e diferenciacdo dos foliculos

ovarianos e na esteroidogénese (Conti et a., 2006). O EGF é somente um dos membros da
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grande familia de proteinas que incluem o fator de crescimento transformante o (TGFa), 0
fator de crescimento semelhante a0 EGF ligado a heparina (HB-EGF), a anfiregulina
(AREG), a epiregulina (EREG), a betacelulina (BTC) e as neuregulinas (Park et al., 2004;
Conti et a., 2006).

O EGF tem influéncia positiva na maturagcdo in vitro de ovocitos através de
uma melhora na expansdo das células do cumulus, na taxa de maturagdo nuclear dos ovacitos,
na taxa de fecundacéo e no desenvolvimento embrionério pos-fecundacdo, aumentando ataxa
de expansio e eclosdo dos blastocistos. Tem sido sugerida também uma funcéo fisiol 6gica do
EGF na maturagdo citoplamética de ovocitos bovinos. O EGF também desencadeia a
esteroidogénese nas células da granulosa e células do cumulus, aumentando, portanto os
nivels de progesterona, testosterona e estradiol (Lonergan et a., 1996; Gall et al., 2004,
Oyamada et a., 2004). O EGF pode atuar sozinho ou interagir com outras gonadotrofinas,
esterdides e fatores de crescimento para desempenhar seus efeitos na maturagdo dos ovocitos.
Desde que o fluido folicular contém significante quantidade de EGF (Lonergan et al., 1996;
Gall et a., 2004), todos esses achados sugerem que o EGF deve ser um dos fatores foliculares
de maior responsabilidade na estimulagdo da maturacéo citoplasmatica e nuclear dos ovocitos
(Lonergan et a., 1996).

Em vista disso, a suplementagdo com EGF no meio de maturacéo tem sido
utilizada com o intuito de melhorar a taxa de blastocistos e 0 desenvolvimento embrionario
(Oyamada et al., 2004). Porém, o EGF n&o pode desencadear diretamente a maturacéo de
ovacitos desnudos, sugerindo que 0 EGFR nas células do cumulus s&o requeridos para que ele
desempenhe suas fungdes (Conti et a., 2006). O EGF liga-se especificamente ao seu receptor
de membrana (EGFR) para ativar a cascata da proteina quinase ativadora de mitose (MAPK)
e o fator promotor de meiose (MPF) que sd0 essenciais para a maturacdo dos ovocitos
mamiferos (Oyamada et al., 2004).

O EGFR também atua como sinalizador central dos eventos mediados pelo LH.
A ligacdo do LH a0 seu receptor, um membro da superfamilia de receptores acoplados a
proteina G (GPCRs), localizados nas células da teca e células da granulosa estimula uma
sinalizacéo via AMPc, resultando na ativagao dos fatores de crescimento semelhantes ao EGF
(anfiregulina, epiregulina e betacelulina). Essas moléculas soltveis dos fatores de crescimento
semelhantes a0 EGF ligam-se aos EGFR nas células da granulosa e células do cumulus e
estimulam a producéo de esterdides e outros fatores que promovem a retomada da meiose, a
maturacdo do ovocito e expansdo das células do cumulus (Oyamada et al., 2004; Ashkenazi et
al., 2005; Jamnongjit et al., 2005; Conti et al., 2006). Portanto, esses fatores funcionam como
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mediadores paréacrinos dos efeitos do LH (Park et a., 2004; Ashkenazi et a., 2005). Os
fatores semelhantes ao EGF induzem também a expressdo da COX2, da proteina indutora do
fator de necrose tumoral-o (TSG6) e da HAS2 em camundongos, genes criticos para o
remodelamento da matriz no COC e para a ruptura do foliculo in vivo (Ashkenazi et a., 2005;
Conti et a., 2006).

Ashkenasi e colaboradores (2005) mostraram que através da inibicéo especifica
do EGFR houve um blogueio dos efeitos do LH e da retomada da meiose, aumentando a
proporcéo de ovocitos em vesicula germinativa em camundongos. O tratamento também
diminuiu a expressdo de genes associados com a expansao das cdlulas do cumulus e a
porcentagem de ovulagdo estimulada pelo LH ou hCG in vivo.

Em cabras foi demonstrada a presenca do EGFR em todos os estagios de
desenvolvimento folicular. Sua expressdo aumentou durante o crescimento do foliculo, sendo,
portanto associado com a competéncia para retomar e completar a meiose. Isto sugere que a
aquisicdo da competéncia meidtica pode estar correl acionada com a expressdo de EGFR (Gall
et al., 2004).

Outros genes expressos nas células do cumulus, como a PTX3 tém sido
identificados como proteinas essenciais para a formagéo e estabilidade da matriz do cumulus.
A sintese de PTX3 é aumentada em uma variedade de tipos celulares em resposta a sinais
inflamatorios primarios. A PTX3 também aumenta em células do cumulus de camundongos e
humanos no momento que precede a ovulacdo (Scarchilli et a., 2007). Camundongos com
deficiéncia de PTX3 apresentaram instabilidade na matriz do cumulus e infertilidade das
fémeas (Zhang et al. 2005; Scarchilli et a., 2007).

A PTX3foi descrita em humanos como sendo positivamente relacionada com a
competéncia ovocitaria e tem sido indicada como marcador para essa caracteristica. Zhang et
al. (2005), encontraram um aumento na expressdo da PTX3 nas células do cumulus de
ovocitos que se desenvolveram em embrides de 8 células no dia 3 apds a fecundagéo,
indicando que a abundancia do RNAmM da PTX3 nas células do cumulus esta altamente
associada com o desenvolvimento do ovocito em humanos.

Os IGFs séo fatores de crescimento semelhante a insulina ou somatomedinas e
sd0 produzidos pela maioria dos tecidos, tendo capacidade de atuar por via enddcring, assim
COmO por mecanismos paracrino e/ou autocrino (Hafez & Hafez, 2004). O sistema IGF é
complexo e composto por IGF-1 e IGF-I1, por dois tipos de receptores (tipo-I e 1), por seis
proteinas que se ligam ao IGF que séo as IGFBP-1, -2, -3, -4, -5 e -6 e por enzimas de

inativacdo (IGFBPase) das IGFBPs. As proteinas ligadoras de baixo peso molecular (IGFBP-
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2, -4 e -5) apresentam maior ainidade pelos IGFs impedindo que estes se liguem aos
receptores. A funcdo das IGFBPases é degradar as IGFBPs possibilitando maior
biodisponibilidade de IGF (livre) para se ligar aos receptores (Fortune et al., 2004).

Webb et al. (2004) afirmaram que esses fatores produzidos locamente no
ovario, tém papel importante no estagio inicial do desenvolvimento folicular. Entretanto,
ainda existem muitas contradi¢des devido a grande variedade de dados publicados, os quais
demonstram a presenca RNAm de IGF-1 apenas nas células da granulosa (Yuan et al., 1996)
ou em ambas, células da granulosa e da teca (Hastie & Haresign, 2006), ou ainda nas células
do cumulus (Nuttinck et al., 2004), enquanto Armstrong et al. (2002) ndo detectaram RNAmM
de IGF-1 nem em células da granulosa nem em células dateca. A presenca do RNAm de IGF-
Il foi detectada por alguns autores apenas nas células da teca (Yuan et al., 1996; Hastie &
Haresign, 2006), ou também nos ovocitos (Yaseen et al., 2001). Além disso, Yuan €t a.
(1998) também mostraram que a maioria dos folicul os ndo recrutados apresentavam expressao
de RNAm para IGFBP-2, sugerindo que o destino dos foliculos que possuem RNAmM para
IGFBP-2 sgja a atresia e citam que as células da granulosa de foliculos pré-antrais expressam
RNAmM de ambos IGFBP-2 e receptor tipo | de IGF. Dessa forma, qualquer alteracdo nos
componentes do sistema | GF pode afetar potencial mente o desenvolvimento folicular.

Jafoi claramente demonstrada a importancia dos IGFs para os estagios iniciais
do desenvolvimento folicular (Buratini, 2006). Os IGFs sdo considerados potentes agentes
mitogénicos, que estimulam a diferenciacéo e proliferacdo celular, podem atuar de maneira
benéfica na esteroidogénese (Hastie & Haresign, 2006) e desempenhar um papel importante
no desenvolvimento embrionario precoce (Y asseen et a., 2001). A adicdo de IGF-1 ou Il no
meio de cultivo resultou em uma melhora na maturagcdo de ovocitos bovinos e no
desenvolvimento embrionéario (Y asseen et al., 2001). Hastie & Haresign (2006) enfatizaram a
importancia do IGF-I1 como o principa IGF intra-ovariano em ovinos, devido a suafuncéo na
proliferacéo de peguenos foliculos antrais, diferenciacéo celular e na esteroidogénese, estando
associado com o aparecimento de receptores para LH nas células dateca.
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CAPITULO 2- EXPRESSAO DE GENES CANDIDATOS PARA AQUISICAO DA
COMPETENCIA OVOCITARIA EM BOVINOS
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1RESUMO

O sucesso das vérias técnicas de reproducéo assistida depende da competéncia do ovécito.
Entretanto, os fatores envolvidos na sua aquisicdo e as caracteristicas moleculares de um
ovacito competente ndo sdo completamente conhecidos. Com o objetivo de avaliar genes
relacionados com a competéncia do ovécito foi quantificado o nivel de transcritos de genes
candidatos em ovaocitos (H1Foo, H2A, H3A, GHR, GDF9, BMP15, OOSP1) e nas células do
cumulus (FSHR, EGFR, GHR, PTX3, IGF-11) com diferentes niveis de competéncia.
Foliculos ovarianos foram dissecados e distribuidos de acordo com seu didmetro em quatro
grupos: (1) 1,0 a3,0 mm; (2) 3,1 a6,0 mm; (3) 6,1 a8,0 mm; (4) > 8,1 mm. Os complexos
cumulus-ovécitos (COCs) foram liberados, classificados morfologicamente, maturados,
fecundados e cultivados in vitro, ou desnudados para a mensuracéo do didmetro do ovacito.
Os ovécitos em estagio de vesicula germinativa desnudados e suas células do cumulus
correspondentes foram utilizados para andlise de expressao génica por RT-gPCR. A taxa de
blastocistos foi maior nos ovécitos recuperados de foliculos >6 mm, gque nos outros dois
grupos, confirmando que o tamanho folicular € um bom modelo para o estudo da
competéncia. Nos ovocitos, somente os transcritos da H2A aumentaram gradualmente de
acordo com o tamanho do foliculo, sendo maior (P<0,05) nos ovdcitos originados de foliculos
>8,1 mm do que naqueles menores que 6,0 mm. Dos cinco genes avaliados nas células do
cumulus, trés (FSHR, EGFR, GHR) mostraram diferenca no nivel de RNAm, aumentando de
acordo com o tamanho folicular. Com base nos resultados, foi confirmada aimplicacéo critica
da H2A no desenvolvimento da competéncia. Além disso, foram identificados genes
importantes nas células do cumulus, 0s quais estéo associados com a competéncia do ovocito
e podem refletir a sua qualidade.

Palavras Chave: expressao génica, ovocito, células do cumulus.
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2 ABSTRACT

The success of the various assisted reproductive techniques depends on oocyte competence.
However, the factors involved on its acquisition and the molecular attributes of competent
oocyte are generaly unknown. In an attempt to assess genes related with oocyte competence
we guantify transcripts for candidate genes in oocytes (H1Foo, H2A, H3A, GHR, GDF9,
BMP15, OOSP1) and cumulus cells (FSHR, EGFR, GHR, PTX3, IGF-11) of different levels
of competence. Follicles were dissected and distributed according to their diameter into 4
groups: (1) 1.0 to 3.0 mm; (2) 3.1 to 6.0 mm; (3) 6.1 to 8.0 mm; (4) > 8.1 mm. The COCs
were released, morphologically classified, matured, fertilized and cultured in vitro or denuded
for diameter measurements. The denuded germinal vesicle oocytes and their correspondent
cumulus cells were used for gene expression analysis by RT-gPCR. Blastocyst rate was
higher for the oocytes recovered from follicles >6 mm than the other two groups, confirming
that follicles size is a good model to study competence. In the oocyte, only H2A transcript
increased gradually according to follicle size, being greater (P<0.05) in oocyte originated
from follicles >8.1 mm than those lower than 6.0 mm. Of the 5 genes evaluated in the
cumulus cells, 3 (FSHR, EGFR and GHR) showed differences in mRNA level, increasing
according to follicular size. In conclusion, we confirmed the critical implication of H2A on
developmental competence, and identify important genes in cumulus cells which are
associated with oocyte competence and can reflect its quality.

Key words. gene expression, oocyte, cumulus cell



27

3INTRODUCAO

A avaiacdo morfoldgica do ovocito baseada no nimero e compactacéo das
células do cumulus e homogeneidade do citoplasma tem sido rotineiramente utilizada como
um critério de selecéo para a quaidade do ovdcito (de Wit et al., 2000; Stojkovic et al., 2001;
Lonergan et a., 2003). Entretanto, a avaliagdo morfolégica por si sd € insuficiente para
distinguir ovocitos competentes que tém a habilidade de levar uma gestagdo a termo
(Lonergan et a., 2003; Coticchio et a., 2004; Krisher, 2004). Assim, uma selecdo mais
rigorosa de ovacitos competentes € fundamental para melhorar o sucesso das diversas técnicas
de reproducdo assistida, bem como fornecer ferramentas adequadas para o estudo da
competéncia.

Uma caracteristica bem conhecida no desenvolvimento do ovocito em
mamiferos € a necessidade de acumular, durante a foliculogénese, todos os fatores maternos
necessarios para os eventos pos-fecundacdo (Donnison & Pfeffer, 2004; Lequarre et al., 2005;
Song & Wessdl, 2005). Portanto, existe um consenso de que a competéncia do ovécito pode
estar relacionada com a abundancia de transcritos especificos, que foram estocados durante o
crescimento do ovécito e fase final da foliculogénese (Robert et al., 2000; Gandolfi &
Gandolfi, 2001; Maddox-Hyttel et a., 2005; Sirard et a., 2006). Estas informagdes sugerem
que diferencas entre ovocitos competentes e incompetentes podem estar rel acionadas com um
padréo diferencial de expressdo génica. Apesar de alguns genes ja terem sido identificados
como relacionados com a competéncia do ovocito (Donnison & Pfeffer, 2004; Fair et al.,
2004; Dode et d., 2006; Mourot et a., 2006; Racedo et a., 2008), os mecanismos envolvidos
na sua aquisicdo ndo sdo totalmente conhecidos. Portanto, a caracterizagdo molecular €
necessaria ndo somente para elucidar como os ovocitos adquirem a competéncia, mas também

para proporcionar importantes marcadores moleculares relacionados com a capacidade de
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desenvolvimento. Uma abordagem que pode ser utilizada na investigagcdo desses mecanismos
€ a comparacdo de ovécitos com diferentes niveis de competéncia

Esta clara a relacéo existente entre o tamanho folicular e a competéncia do
ovaocito, sendo que aqueles ovacitos obtidos de foliculos maiores sGo mais competentes in
vitro que ovécitos oriundos de foliculos menores (Pavlok et al., 1992; Lonergan et al., 1994;
Hagemann et al., 1999; Machatkova et al., 2004; Kauffold et a., 2005, Lequarre et a., 2005).
Além disso, existe também uma correlacdo entre o didmetro do ovocito e o seu potencial de
desenvolvimento (Fair, 2003; Gandolfi et al., 2005).

Ovacitos bovinos recuperados de foliculos de 2-3 mm possuem uma menor
taxa de desenvolvimento até o estégio de blastocisto do que aqueles oriundos de foliculos
maiores que 6 mm (Paviok et a., 1992; Lonergan et a., 1994; Hagemann et a., 1999,
Machatkova et al., 2004; Kauffold et a., 2005; Lequarre et al., 2005). Coincidentemente, 0s
ovécitos bovinos completam sua fase de crescimento em um foliculo de aproximadamente 3
mm (Fair et a., 1995), o qual corresponde ao tamanho em que o foliculo se torna responsivo
ao FSH e em que ocorre emergéncia da onda folicular. A transcricdo diminui marcadamente
quando os foliculos atingem 3 mm e 0 ovOcito permanece transcricionalmente quiescente
(Fair et a., 1995; Fair, 2003; Baran et al., 2004). Portanto, 0 RNAm que foi previamente
estocado deve conduzir o desenvolvimento até a ativagdo do genoma embrionario (Memili &
First, 2000). A diminuicdo da maior parte da atividade transcricional do ovOcito em um
determinado tamanho do foliculo e sua relagdo com o baixo potencial de desenvolvimento
sugere que ovocitos de foliculos menores ndo tenham acancado o estoque completo de
RNAmM requerido para o desenvolvimento posterior (Donnison & Pfeffer, 2004). Além disso,
0 baixo nivel de transcri¢do que continua no ovoécito apos o foliculo atingir 3 mm (Mourot et
al., 2006) pode estar relacionado com o aumento na sua competéncia que ocorre a medida que
o foliculo se aproxima do estagio pré-ovulatério. Portanto, ovécitos provenientes de foliculo
de diferentes tamanhos podem ser utilizados como model o para o estudo da competéncia.

Durante a foliculogénese, o ovécito adquire primeiro a competéncia meiéticae
entdo, a competéncia para o desenvolvimento, sendo aquisicdo, em parte direcionada
pelas células somaticas circundantes (Tanghe et al., 2002). As células do cumulus mantém
uma cooperagdo metabolica com os ovécitos, na qual fatores paracrinos e moléculas de baixo
peso molecular mediam um didlogo entre eles. Esta comunicagdo bidirecional é um fator
determinante para que o0 ovocito possa atingir a completa maturacéo (Gandolfi et al., 2005).
Considerando que as células do cumulus estdo intimamente conectadas a0 ovOcito através das

juncdes gap durante o desenvolvimento folicular e ovulagdo (Gilchrist et al., 2004; Pangas &
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Matzuk, 2005), a andlise dessas células pode fornecer informacdes importantes rel acionadas a
aquisicdo da competéncia pelos ovacitos. Além disso, as células do cumulus sdo uma fonte
promissora de marcadores para predizer a qualidade do ovacito.

Na tentativa de identificar genes associados com competéncia foi utilizado o
modelo do tamanho folicular e avaliado a expressdo de oito genes nos ovécitos (H1Foo, H2A,
H3A, SLBP, GHR, GDF9, BMP15, OOSP1) e cinco genes nas células do cumulus (FSHR,
EGFR, GHR, PTX3, IGFIl). Os genes foram selecionados baseados no seu potencial
envolvimento na competéncia ovocitéria, ja relatado na literatura (Bevers & lzadyar, 2002,
Calder et a., 2003; Donnison & Pfeffer, 2004; Fair et al., 2004; Gall et a., 2004; Zhang et d.,
2005; Dode et d., 2006; McGraw et a., 2006; Tremblay et al., 2006). Portanto, o objetivo
deste estudo foi comparar a abundéncia de transcritos dos genes selecionados em ovacitos e

células do cumulus com diferentes graus de competéncia.
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4 MATERIAISE METODOS

4.1 Delineamento Experimental

Para a redizacdo deste experimento foram utilizados ovérios de fémeas
bovinas Nelores obtidos em abatedouro local. Os foliculos foram dissecados e classificados de
acordo com a qualidade e o tamanho, sendo recuperados em cada manipulacéo todas as
categorias de tamanhos. Os COC's recuperados dos diferentes tamanhos de foliculos foram
utilizados em trés etapas diferentes, sendo uma a avaliagcdo do didmetro dos ovocitos, outra a
producdo in vitro (PIV) dos COC's, e a Ultima, 0 armazenamento dos ovécitos e das células
do cumulus para andlise de expressao génica. Para a avaliacdo do diametro foram utilizados
60 ovocitos de cada grupo. Na PIV foram utilizados no minimo 80 COC’s de cada tamanho
de foliculo, e para a expressdo génica foram armazenados 4 ou 5 pools de 20 ovécitos e suas

células do cumulus correspondentes para cada categoria de folicul os.

4.2 Recuperacao, Classificagdo e Mensuracéo dos Ovacitos

Os ovarios de fémeas bovinas Nelore (Bos indicus) foram coletados em
abatedouro local e transportados até o laboratorio em solucgdo salina (NaCl 0,9%) acrescida de
antibidticos (penicilina G - 100 Ul/ml e estreptomicina - 100 ug/ml — Sigma, Sto Louis MO,
USA), atemperaturade 35 a 37°C.

Os foliculos foram dissecados da cortex ovariana em temperatura ambiente,

com o auxilio de tesoura, bisturi e pingas e foram mantidos em meio de lavagem (TCM-199
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com sais de Hank’s suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino ([SFB] — Gibco BRL,
Burlington, ON, Canada), sobre placa aguecedora a 36°C durante todo o0 processo de
dissecacdo (Figura 2.1). Posteriormente os foliculos foram mensurados utilizando-se uma
ocular graduada (micrometer eyepiece OSM-4® Olympus, Tokyo, Japan), classificados
morfologicamente e distribuidos de acordo com o didmetro em quatro grupos. 1,0-3,0; 3,1-
6,0; 6,1- 8,0 e >8,1 mm (Figura2.2 A e B). Os critérios utilizados para a selegdo do foliculo
foram a presenca de uma vascularizacdo extensiva e fina e um aspecto transltcido e brilhante
de forma homogénea. Apos a ruptura do foliculo foram observadas e também utilizadas para
selecdo a presenca de células da granulosa com um aspecto regular e saudavel (Blondin &
Sirard, 1995) e auséncia de particulas flutuantes no fluido folicular (de Wit et a., 2000). Cada
complexo cumulus-ovocito (COC) foi liberado por ruptura dos foliculos e classificado de
acordo com o aspecto e distribuicdo das células do cumulus e unifomidade do citoplasma.
Somente o0s ovacitos classificados como Grau 1 (COCs com citoplasma homogéneo e
granulagdes finas e multiplas camadas compactas de células do cumulus) € Grau 2 (ovécito
com citoplasma homogéneo com pequenas areas mostrando pigmentacOes irregulares e
cumulus compacto menor do que na categoria 1 com pelo menos cinco camadas compl etas)
foram utilizados neste estudo.

Para a mensuragdo dos ovécitos, os COCs foram desnudados por repetidas
pipetagens e o didmetro avaliado com a ocular graduada micrometer eyepiece, excluindo a

zona pellcida
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Figura 2.1 - Foliculo sendo dissecado da cértex ovariana com o uso de pingas.
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Figura 2.2 - A) Mensurag@o de foliculo >8,0 mm em estereomicroscopio utilizando uma
ocular graduada. B) Foliculos dissecados das vérias categorias de tamanho folicular; 1= >8,1
mm; 2= 6,1-8,0 mm; 3= 3,1-6,0 mm; 4= 1,0-3,0 mm.

4.3 Producéo I n vitro de Embrides (PIVE)

Os meios utilizados em todas as etapas da producéo in vitro de embrides foram
produzidos pela Nutricell® Nutrientes Celulares Ltda (Campinas, SP, Brasil).

4.3.1 Maturagéo in vitro

Os ovacitos selecionados de cada categoria de folicul os foram lavados em meio de
maturacdo (MIV®) suplementado com 10% de SFB e entéo, transferidos para gotas de 50pl
(quando colocados até 10 ovacitos) ou gotas de 100ul (quando colocados 11 a 20 ovécitos) do
mesmo meio MIV®, cobertas com 6leo mineral. As gotas contendo os COCs foram incubadas
em atmosfera umidificada por 24h a 39°C com 5% CO,. Foram utilizados no minimo 80 ovécitos

de cada grupo na producdo in vitro de embrides.
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4.3.2 Fecundacéo in vitro

Para a fecundacdo foi utilizado sémen congelado de touro da raca Nelore,
previamente testado para o sistema de PIV. O sémen foi selecionado por gradiente de Percoll 90
e 45% (Parrish et a., 1995), centrifugado a 700g durante 20 minutos. Apds a passagem pelo
Percoll, o sémen foi lavado em meio de lavagem de sémen (CAF®) por centrifugacéo e o pellet
ressuspendido em meio de fecundacdo (FEC®), suplementado com 40 pg/ml de PHE (2mM de
penicilamina, 1mM de hipotauring, 250mM de epinefrina) e 10 ug/ml de heparina. A dose
inseminante foi ajustada de forma a obter uma concentraczo final de 1x10%ml.

Os ovécitos foram lavados e transferidos para gotas de meio de fecundacéo,
cobertas com Oleo mineral, e entdo, inseminados. Os espermatozoides e os ovécitos foram co-
incubados durante 18h a 39° C com 5% de CO,, sendo o dia dainseminagao in vitro considerado
Dia (D) zero.

4.3.3 Cultivoin vitro

Dezoito horas poOs-inseminacdo (pi), 0s possiveis zigotos foram parciamente
desnudados através de sucessivas pipetagens e em seguida lavados e transferidos para gotas de
meio de cultivo (Fluido Sintético de Oviduto - SOF4®) suplementado com 5% SFB, cobertas
com 6leo mineral eincubados a39° C em atmosfera umidificada a 5% de CO;

O desenvolvimento embrionario foi avaliado pela taxa de clivagem no D2, e
producdo de blastocistos nos D6, D7 e D8.
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4.4 Abundancia Relativa dos Transcritos nos Ovdcitos e Céulas do

Cumulus

4.4.1 Armazenamento dos ovécitos e células do cumulus

Os ovocitos imaturos classificados como Grau 1 e Grau 2 foram transferidos para
uma gota de 50pl de solugdo salina em tampéo fosfato (PBS) onde foram desnudados através de
sucessivas pipetagens garantindo a auséncia completa de células do cumulus. Ap6s a remogao
das células do cumulus os ovocitos intactos e completamente desnudos foram lavados trés vezes
e congelados em um volume minimo de PBS.

A gota de 50ul de PBS com as células do cumulus foi transferida para um tubo de
0,2 ml e centrifugada duas vezes por 2 minutos a 700g para lavagem. O sobrenadante foi
retirado, sendo adicionado 2ul de PBS ao pellet formado.

No fim do procedimento todos os tubos com os ovocitos e as células do cumulus
foram armazenados a -80°C até o momento da extragdo do RNA. Para cada tamanho de foliculo

foram estocados quatro ou cinco pools de 20 ovdcitos e das células do cumulus correspondentes.

4.4.2 Extracdo do RNA etranscricao reversa (RT)

O RNA total foi extraido de pools de 20 ovdcitos e das células do cumulus
correspondentes utilizando o kit RNeasy® (Qiagen, Mississauga, Ontario, CA) de acordo com
as instrucoes do fabricante e eluido em 30 uL de &gua livre RNAse . Ap0s a extragdo, as
concentrages das amostras de RNA total das células do cumulus foram mensuradas por
espectrofotdbmetro NanoDrop® ND 1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA),
visto que o numero de células do cumulus pode ser varidvel entre os pools. A concentragcdo de
RNA foi nivelada para todos os pools utilizando a amostra com menor quantidade de RNA
(50 ng/ul). As amostras de RNA total dos ovdcitos ndo foram quantificadas, umavez que foi
utilizada uma quantidade padronizada de células por pool (20 ovécitos).

Nove microlitros de RNA total foi incubado com DNAse | (1U; Invitrogen,

S&0 Paulo, Brasil) e entdo submetidos a reagdo de transcricdo reversa contendo 1pl de
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SuperScript 111 (200U/pl; Invitrogen), 1 ul de primer Oligo-dT (500ug/ml), 2ul dNTPs
(2.5mM cada), 2ul DTT (0.1M), 1ul RNaseOUT® Recombinant Ribonuclease Inhibitor
(40U/ul; Invitrogen) e 4ul de tampéo 5X first strand. As reacGes foram realizadas a 42°C por

15 min, 50°C por 50 min e finalmente, 70° por 15 min para ainativagéo da enzima.

4.4.3 PCR em tempo real (QPCR)

Para a andlise relativa através do PCR em tempo real utilizou-se o protocolo de
amplificacdo do “kit” Power Syber Green Master Mix® (Applied Biosystems). As reactes
foram realizadas com um volume final de 25 pl e as condic¢Ges para a amplificagdo dos genes
foram: 95°C por 10 min, 40 ciclos (desnaturagcdo: 95°C por 10 seg; temperatura de
anelamento [ver Tabela 2.1] por 1 minuto), seguido de curva de dissociagcdo padréo. A
sequéncia dos primers, tamanho do fragmento e temperatura de anelamento para cada gene
estdo apresentados na Tabela 2.1. Os dados de fluorescéncia foram coletados ao final de cada
extensdo. As reactes foram otimizadas a fim de propiciar méxima eficiéncia de amplificacéo
para cada gene. Cada amostra foi analisada em duplicata e a eficiéncia e especificidade dos
oligonucleotideos iniciadores dos genes foram avaliadas pelas curvas de amplificacéo e
dissociacdo, respectivamente.

Os genes GAPDH, Ciclofilina (CYC-A) e Histona (H2A) foram testados
através do programa geNorm (Vandesompele et a., 2002) para selegdo do controle enddgeno
mais estéavel para cada tipo celular analisado. Os resultados indicaram que a CYC-A foi o
melhor controle enddgeno tanto para os ovocitos como para as células do cumulus.

Os valores de expressdo dos genes alvos foram normalizados pela expresséo do
gene congtitutivo. A expressao relativa de cada gene foi calculada utilizando o método AACt
com correcdo da eficiéncia (Pfaffl, 2001; Figura 2.3). A €ficiéncia para cada gene foi
caculada através do perfil de amplificacdo de cada amostra utilizando-se o programa
LinRegPCR (Ramakers et a., 2003).
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Tabela 2.1 - Sequiéncia dos oligonucleotideos iniciadores, tipo celular analisado, tamanho do
fragmento amplificado em pb (pares de base) e temperatura de anelamento

Genes Sequéncia Tipo celular Tamanhodo  Temperaturade
analisado fragmento anelamento(°C)
(bp)

CYCA F5-GCCATGGAGCGCTTTGG3 Ovécito/Caulas do o o
R 5 -CCACAGTCAGCAATGGTGATCT-3 cumulu

GAPDH F5- GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA-3 Ovécito/Clulas do o o
R 5'- CCCTCCACGATGCCAAAGT-3 cumulus

H1Foo F 5 -AGTCGAAGGTCAAAGAAAGAGGGAGC-3 ovbeito o0 5
R 5 -TGAACTCTGACTTCCAGGCTGTGT-3'

H2A F 5 -GAGGAGCTGAACAAGCTGTTG-3 Ovécito/Células do 14 .
R5-TTGTGGTGGCTCTCAGTCTTC-3 curmulus

H3A F 5 -GTACAAAGCAGACTGCCCGCAAAT—3' ovéeito 1o .
R 5'-ACCAGGCCTGTAACGATGAGGTTT-3

SLBP F5-CAGTCTTGCCACAACTTCAATC-3 ovéeito - s
R 5 -ATGGAGCCGATTATGAGAACAC-3

00SP1 F 5 -GCCAAGATTAAACCCACACTATTT-3 N
R5-ATAATGAGCATCTGGTGAAACGTA-3 Ovacito 182 56

BMP15 F 5 -GTCAGCAGCCAAGAGGTAGTG-3 -
R 5'-CCCGAGGACATACTCCCTTAC-3 Ovacito 360 59

GDF9 F5-TGGTCCTTGCTGAAGCATCTAGA-3 N
R 5 -ACAGTGTTGTAGAGGTGGCTTCT-3' Ovacito 202 59

GHR F 5 -AGAGATTCATGCCGACATCC-3 Ovécito/Células do 10 o
R 5 -CGTTGTCTGGTTCTCACACG-3 curnulus

FSHR F 5-AGCCCCTTGTCACAACTCTATGTC-3' Cétuloe do cumul e 105 .
R 5 -GTTCCTCACCGTGAGGTAGATGT—3'

EGFR F 5 -AAAGTTTGCCAAGGGACAAG-3 Cétules do cumul e - s
R 5'-AAAGCACATTTCCTCGGATG-3

PTX3 F 5 -CCTCAGCTATCGGTCCATAA-3 ,
R 5 -ATTGAAGCCTGTGAGGTCTGC-3 Células do cumulus 294 4

|GF-11 F 5 -GACCGCGGCTTCTACTTCAG-3 Céiules do cumul e 203 o

R5-AAGAACTTGCCCACGGGGTAT-3

F= primer forward; R= primer reverse

ACP ,,, (controle — amostra)

(E alvo)
Razao =

ACP  (controle — amostra)
(E ref)

Figura 2.3 - Modelo matematico para calculo da expressio relativa derivada de dados obtidos
por PCR em tempo real. A razdo de um gene alvo é expressa em relacdo ao gene constitutivo
e normalizada em relacdo a amostra controle. E4., € a eficiéncia do gene avo; E« € a
eficiéncia do gene referéncia; CP é o ciclo threshold; ACPg4y, € desvio de CP do controle —
amostra do gene alvo; ACP¢ € desvio de CP do controle — amostra do gene referéncia.
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45 Anélise Estatistica

Os dados relativos a taxa de clivagem e producdo de blastocistos foram
analisados pelo teste Chi-quadrado. O tamanho dos ovécitos foi comparado pela andlise de
varidncia (ANOVA) e teste de Tukey. O nivel de significancia considerado foi P<0.05.

O efeito do tamanho do foliculo sobre a expressdo génica de ovécitos e células
do cumulus foi testado por ANOVA e as diferencas entre as médias foram determinadas pelo
teste de Tukey. Os dados foram transformados para logaritmo quando n&o apresentaram
distribuicdo normal. Quando os valores mesmo que transformados em log ndo tiveram
distribuicdo normal foi utilizado teste ndo paramétrico (Kruskall-Wallis). Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa JMP (SAS, versdo 7.0). Os resultados
estdo apresentados na forma de média = erro padréo da média (EPM). Foram consideradas
significativas as diferencas com P<0,05.
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5 RESULTADOS

Para 0 estudo da expressdo de genes relacionados com a competéncia foram
utilizados ovaocitos obtidos de diferentes tamanhos de foliculos. Para determinar se ovocitos
completamente crescidos ja estavam presentes em foliculos peguenos de fémeas Bos indicus,
e confirmar que o modelo utilizado refletia ovocitos com diferentes competéncias em nosso
sistema, um pré-experimento foi realizado. Inicialmente o didmetro dos ovadcitos foi
mensurado, e posteriormente foi avaliado o potencial de desenvolvimento dos ovocitos
obtidos de diferentes tamanhos de folicul os.

Os ovacitos obtidos de foliculos de 1,0-3,0 mm foram menores (P<0,05) que
agueles obtidos das outras categorias (Tabela 2.2). N& houve aumento no tamanho do

ovaocito apés o foliculo atingir 3,0 mm de diametro.

Tabela 2.2 - Diametro dos ovdcitos oriundos dos diferentes grupos de folicul os

Tamanho do Numero Diametro dos ovocitos (média +
Grupo . total de . ~
foliculo oy desvio padr&o)
ovocitos
1 1,0-3,0 mm 60 124,15 + 9,19 um?
2  31-6,0mm 60 128,0 + 7,41 ym°
3  6180mm 60 128,20 + 6,04 um"
4  >81mm 60 129,33 + 8,11 um"
® Diferentes | etras na mesma coluna indicam valores diferentes (P<0,05).

O potencia de desenvolvimento dos ovécitos com diferentes competéncias esta
apresentado na Tabela 2.3. As taxas de clivagem e blastocistos foram maiores (P<0,05) nos

grupos de ovocitos isolados de foliculos maiores que 6,0 mm. Apesar da alta taxa de clivagem
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(P<0,05) observada nos ovécitos oriundos de foliculos de 3,1-6,0 mm comparado com grupo
de ovdcitos provenientes de foliculos menores, a taxa de blastocistos foi similar (P>0,05) em

ambos 0s grupos.

Tabda 2.3 — Desenvolvimento embrionario dos ovacitos de diferentes tamanhos de
foliculos

Grupo Tamanhodo Ovaocitos Clivagem Blastocistos
foliculo (N) (%) D6 (%) D7 (%) D8 (%)
1 1,0-3,0mm 96 57 (59%)° 14 (15%)° 19 (20%)° 19 (20%)®
2  31-60mm 183 133 (73%)° 47 (26%)° 62 (34%)° 62 (34%)°
3 6,1-8,0mm 81 70 (86%)° 40 (49%)° 50 (62%)° 51 (63%)°
4  >81mm 107 93 (87%)° 50 (47%)° 64 (60%)° 64 (60%)"

&< Diferentes letras na mesma colunaindicam valores diferentes (P<0,05).

Dos oito genes analisados nos ovécitos somente a H2A diferiu entre os grupos
(Figura 2.4). A abundancia relativa de transcritos da H2A aumentou de acordo com o
tamanho do foliculo, sendo maior (P<0,05) em ovacitos obtidos de foliculos >8,1 mm do que
nos menores gue 6,0 mm. O grupo de foliculos com didmetro de 6,1-8,0 mm apresentou uma
expressdo intermediaria desde que os niveis de RNAm foram similares a ambos 0s grupos,
<6,0 mm e >8,1 mm. N&o foram observadas ateraces nos niveis de transcritos para os genes
H1Foo, H3A, SLBP, GDF9, BMP15, OOSP1 € GHR (P>0,05).

Nas células do cumulus, a abundancia de trés (FSHR, GHR e EGFR) dos cinco
genes analisados variou de acordo com o tamanho do foliculo (P<0,05) (Figura 2.5). A
expressdo do FSHR foi menor em foliculos de 1,0-3,0 mm comparado com os foliculos >8,1
mm. A expressao desse gene nos grupos de folicul os de tamanho intermediério (3,1-6,0 e 6,1-
8,0) ndo diferiu dos outros grupos. Um modelo similar de expressdo foi observado para o
gene EGFR, exceto que as células do cumulus provenientes de foliculos de 6,1-8,0 mm
mostraram um aumento significativo no nivel de RNAm comparado com o grupo de foliculos
de 1,0-3,0 mm. A abundancia relativa de transcritos para 0 gene GHR aumentou
graduamente nas células do cumulus de acordo com o tamanho do foliculo, sendo a maior
expressdo detectada em foliculos maiores e a menor, em foliculos menores. Os outros dois

genes, PTX3 e IGF-11 ndo mostraram diferenca entre os grupos (P>0,05).
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Figura 2.4 - Nivel de transcritos da H1Foo, H2A, H3A, SLBP, GHR, OOSP1, BMP15 e
GDF9 anadlisados por PCR em tempo real em ovécitos bovinos em vesicula germinativa
recuperados de diferentes tamanhos de foliculos (1,0-3,0; 3,1-6,0; 6,1-8,0 e > 8,1 mm). Cada
grupo foi analisado utilizando-se cinco (1,0-3,0 e 3,1-6,0 mm) ou quatro (6,1-8,0 e> 8,1 mm)
pools de diferentes réplicas. Os dados (média + EPM) foram normalizados pelo gene CYC-A
e expressos em relacdo @ amostra controle, através do método AACt com correcdo da
eficiéncia.

*PDiferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P<0,05).
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Figura 2.5 - Nivel de transcritos do FSHR, EGFR, GHR, PTX3 € IGFII analisados por PCR
em tempo real nas células do cumulus de bovinos recuperadas de diferentes tamanhos de
foliculos (1,0-3,0; 3,1-6,0; 6,1-8,0 e> 8,1 mm). Cada grupo foi analisado utilizando-se cinco
(1,0-3,0 e 3,1-6,0 mm) ou quatro (6,1-8,0 e > 8,1 mm) pools de diferentes réplicas. Os dados
(média £ EPM) foram normalizados pelo gene CYC-A e expressos em relagdo & amostra
controle, através do método AACt com correcdo da eficiéncia.

#“Diferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P<0,05).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi analisada a abundancia rel ativa de genes potencialmente
envolvidos na competéncia do ovaocito, utilizando o modelo de diferentes tamanhos de
foliculos. Este modelo é baseado em uma relagdo j& bem estabelecida entre o tamanho do
foliculo e a competéncia para o desenvolvimento dos ovdcitos. Entretanto, neste estudo foram
utilizadas fémeas Bos indicus como doadoras de ovério, as quais tém sido relatado na
literatura apresentar ovarios menores (Mutiga et al., 1993), maior niUmero de foliculos <5 mm
e menor tamanho do foliculo pré-ovulatério (Figueiredo et al., 1995; Baruselli et a., 2007)
comparado com as fémeas Bos taur us.

Portanto, para confirmar que os ovécitos utilizados apresentavam diferentes
nivel's de competéncia, foi realizado um pré-experimento para avaliar o didmetro dos ovocitos
e seu potencial de desenvolvimento. Os resultados mostraram que ovocitos de foliculos
pequenos apresentaram o menor didmetro e que ndo houve alteracdo no tamanho do ovécito a
partir do momento em que os foliculos atingiram 3 mm. O grupo de foliculos menores, 1,0-
3,0 mm, também apresentou uma menor taxa de clivagem, possivelmente por ndo ter
completado 0 seu crescimento total. Apesar da alta taxa de clivagem observada nos ovocitos
oriundos de foliculos de 3,1-6,0 mm comparado com o0s ovdcitos provenientes de foliculos de
1,0-3,0 mm, a taxa de blastocistos entre eles foi similar (P>0,05). Entretanto, € importante
ressaltar que os ovocitos de foliculos de 3,1 a 6,0 mm apesar de apresentarem o diametro
similar comparado com os ovocitos de foliculos >6,0 mm, apresentaram uma menor
competéncia para o desenvolvimento. Estes resultados confirmam que outros fatores, além do
crescimento completo do ovécito, estdo envolvidos na aquisicdo da competéncia ovocitaria.
Portanto, os dados obtidos confirmaram que o tamanho do foliculo € um bom modelo para o

estudo da competéncia por fornecer ovocitos com diferentes niveis de competéncia.
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Foi avaliada a expressdo de oito genes (H1Foo, H2A, H3A, SLBP, GHR,
GDF9, BMP15, OOSP1) nos ovécitos, e cinco genes (FSHR, EGFR, GHR, PTX3, IGFII) nas
suas células do cumulus correspondentes, que foram selecionados devido ao seu potencial
envolvimento na competéncia do ovocito.

As histonas sd0 proteinas nucleares responsaveis pela formagdo da estrutura do
nucleossoma, sendo essencia para a divisao celular. Recentemente, uma histona especifica de
ovacitos (H1Foo), a qual esta envolvida no controle da expresséo génica durante a ovogénese
e embriogénese inicial tem sido relatada (Tanaka et al., 2003; Gao et al., 2004; Tanaka et a.,
2005; McGraw et a., 2006). Outro gene relacionado com as histonas é a SLBP, que
desempenha uma importante fun¢do no acimulo e traducdo de RNAm das histonas durante a
maturacdo e fecundacdo do ovaocito (Allard et al., 2002; Allard et a., 2005; Arnold et a.,
2008).

Neste trabalho o nivel de transcritos da H2A aumentou de acordo com o
tamanho do foliculo, sugerindo que atos nivels contribuem para um maior potencial de
desenvolvimento. Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica no nivel de expresséo
da H2A entre os grupos 1, 2 e 3, neste ultimo, a quantidade de transcritos foi semelhante
também a do grupo >8,1 mm, o que ndo foi observado paraosgruposde1,0a3,0mme3la
6,0 mm. E possivel que com um aumento no nimero de réplicas biolGgicas essa diferenca
possa ser evidenciada. Resultados similares aos do presente estudo foram encontrados por
Mourot e colaboradores (2006), os quais também utilizaram ovécitos provenientes de
diferentes tamanhos de folicul os.

A associacdo da competéncia do ovacito com altos niveis de H2A (Dode et al.,
2006) e H3A (Fair et a., 2004) também foi observada quando o modelo do momento da
primeira clivagem foi usado. A funcdo das histonas na competéncia do ovocito pode ser
facilmente explicada, considerando que a partir do inicio da maturacdo até a transicéo
materno-zigotica duas divisdes meidticas e trés a quatro replicacbes de DNA ocorrem sem
nenhuma nova transcri¢do de histonas, por isso, uma grande quantidade de RNAm e proteinas
maternas precisam estar estocadas (Mourot et a., 2006). No presente estudo, apesar da
variacdo observada no nivel de RNAm da H2A de acordo com o tamanho do foliculo, a
abundancia de RNAm da H1Foo, H3A e SLBP néo foi aterada. Estes resultados indicam que
somente a expressdo diferencia da H2A pode estar relacionada com a competéncia. De
acordo com Sturm e colaboradores (1988) € comum observar no nucleossoma uma estreita

associacdo entre a H2A e H2B e entre a H3 e H4, sendo a regulacdo da transcricéo diferente
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entre esses pares de genes. Estas diferencas podem explicar a variagdo no modelo de
expressdo da H2A e H3A observado nos ovocitos obtidos de diferentes tamanhos de folicul os.

Considerando-se que a SLBP € um gene importante para o estoque das
histonas, foi inesperado ndo encontrar uma expresséo diferencial da SLBP de acordo com o
tamanho do foliculo. Além disso, Donnison & Pfeffer (2004) mostraram um maior nivel de
RNAmM da SLBP em ovécitos competentes comparado com ovocitos incompetentes também
obtidos de diferentes tamanhos de foliculos. Entretanto, € importante ressaltar que estes
autores utilizaram diferentes tamanhos de folicul os, os quais foram aspirados e ndo dissecados
como no presente estudo. Essas diferencas na metodologia podem ser responsaveis pelas
dissimilaridades nos resultados. Tem sido relatado que ovdcitos em crescimento de
camundongos transgénicos com deficiéncia de SLBP tém o acumulo das histonas H3 e H4
afetado, mas ndo o das histonas H2A e H2B (Arnold et al., 2008), refletindo diferentes
mecanismos de estoque dessas histonas. De fato, tem sido observado que ap0s a deplecdo da
SLBP, RNAm poliadenilado da H2A foi encontrado em ovdcitos (Narita et al., 2007),
sugerindo que o processamento normal do RNAm da H2A ocorre mesmo na auséncia da
SLBP.

Desde que as histonas séo criticas nos eventos pos-fecundacéo, todos esses
resultados indicam que niveis deficientes podem dafetar a primeira clivagem e
conseqiientemente o desenvolvimento embrionario. E provavel que os ovocitos na fase final
de crescimento, presentes em foliculos pequenos ja acumularam a quantidade suficiente de
H1Foo, SLPB e H3A, mas ndo de H2A. Portanto, o acumulo de H2A pode se prolongar por
um periodo maior em ovocitos completamente crescidos, o que pode ser observado pela sua
maior expressdo no grupo >8,1 mm, comparado ao grupo de 3,1 a 6,0 mm, no qua os
ovOcitos jé atingiram o crescimento total.

Os outros trés genes, GDF-9, BMP15 € OOSP1 definidos como genes
especificos do ovacito no ovario, ndo foram afetados pelo tamanho do foliculo e tiveram uma
expressdo similar em ovdcitos com diferentes competéncias. Apesar de esses genes terem um
papel essencial na foliculogénese, ovulacdo, fecundacdo e desenvolvimento embrionério (Wu
& Matzuk, 2002; Juengel et al., 2004; Su et al., 2004; Tremblay et a., 2006; Zhu et a., 2008)
parece que a abundancia de seus transcritos ndo desempenha um papel importante no
potencial de desenvolvimento dos ovécitos. Além disso, o modelo de expressdo do RNAm do
GHR também foi similar em todos os tamanhos de foliculos. Apesar do RNAmM do GHR estar
presente nos ovocitos, provavelmente, ele também ndo estd relacionado com o grau de

competéncia do ovacito.
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Dos cinco genes avaliados nas células do cumulus, o FSHR, EGFR e GHR
foram diferencialmente expressos nas populacfes recuperadas de vé&rios tamanhos de
foliculos. O efeito benéfico do FSH, GH e EGF na maturacéo in vitro de ovocitos bovinos
através da ligagdo em seus receptores nas células do cumulus tem sido bem caracterizado
(Calder et d., 2003; Bevers & lzadyar, 2002; Oyamada et al., 2004; Conti et al., 2006).

Considerando que a aquisicdo do FSHR é essencia para mediar as agfes do
FSH, as quais sdo requeridas para a maturacdo in vitro do ovécito, era esperado que 0s
transcritos do FSHR nas células do cumulus de COCs mais competentes fossem mais
abundantes. Os resultados obtidos sugerem que diferencas na sinalizagdo do FSH entre os
grupos de 1,0 a 3,0 mm e>8,1 mm podem refletir a variagdo existente no desenvolvimento da
competéncia. Calder e colaboradores (2003) também detectaram uma maior abundancia de
RNAmM do FSHR em COCs de melhor qualidade.

Um aumento gradual no nivel de RNAm do EGFR de acordo com o tamanho
do foliculo também foi observado. Resultados similares foram descritos em ovocitos de
cabras (Gall et a., 2004). Um aumento no acimulo de RNAm a medida que o foliculo cresce,
prepararia 0 COC para sofrer a maturagcao compl eta, e portanto, poderia estar relacionado com
a competéncia ovocitéria. Uma funcéo fisioldgica do EGFR na maturagdo citoplasmética tem
sido proposta (Oyamada et al., 2004; Conti et al., 2006). Além disso, o0 EGFR atua como
mediador das a¢bes do LH que estimula a liberagdo dos fatores de crescimento semelhantes
a0 EGF (anfiregulina, epiregulina, e betacelulina) que se ligam a0 EGFR e induzem a
retomada da meiose, maturacdo do ovécito e expansdo das células do cumulus (Oyamada et
al., 2004; Ashkenazi et al., 2005; Jamnongjit et al., 2005; Conti et al., 2006).

Similar a0 FSHR e EGFR, o nivel de transcritos do GHR também aumentou de
acordo com o tamanho do foliculo, sendo maior nas células do cumulus de foliculos >8,1 mm.
A presenca do GH no meio acelera a maturagdo nuclear e citoplasmatica, induz a expansao
das células do cumulus e melhora a taxa de blastocistos (Izadyar et a., 1998; Kolle et .,
1998; Bevers & lzadyar, 2002; Kolle et al., 2003). Considerando gue no ovAcito ndo houve
diferenca na expressdo do GHR em diferentes tamanhos de foliculos, € possivel que o efeito
benéfico do GH no COC ocorra principa mente através das células do cumulus.

Apesar do FSH, EGF e GH atuarem através de mecanismos diferentes na
maturacdo in vitro, todos eles melhoram o potencial de desenvolvimento dos ovacitos bovinos
agindo através de seus receptores nas células do cumulus. E possivel que um sinal positivo
possa ser gerado apoés eles se ligarem aos seus receptores, o0 qual é transferido para 0s ovocitos

estimulando os mecanismos envolvidos na aquisicdo da competéncia. Essa sinalizagdo pode
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ter uma importante funcdo na fase final do crescimento folicular. De todos os receptores
avaliados nas células do cumulus, 0 GHR mostrou um aumento mais constante e gradual. O
padréo de expressdo sugere que o GHR reflete de forma mais precisa a qualidade do ovécito e
seu grau de competéncia. Isso porque a competéncia ndo € um evento estatico, mas sim,
adquirida gradualmente durante o desenvolvimento, existindo ovocitos em varios graus
intermediérios entre aquel es incompetentes e competentes.

A identificacdo de marcadores para a qualidade do ovocito nas células do
cumulus € uma importante ferramenta, especialmente porque permite predizer o potencia de
desenvolvimento sem danificar o ovocito. No nosso modelo de estudo a diferenca no nivel de
expressdo e no desenvolvimento embrionario entre 0s grupos de ovécitos provenientes de
foliculos <3 mm e >8,0 mm € evidente, sugerindo que a abundancia de transcritos do GHR,
EGFR e FSHR esta relacionada com a competéncia, sendo um indicativo de qualidade
ovocitaria.

A expressdo dos genes PTX3 e IGF-11 ndo apresentou diferenca de acordo com
o tamanho do foliculo. A PTX3 tem sido identificada como uma proteina importante para a
estabilizacdo da matriz do cumulus e tem sido descrita como um marcador para a competéncia
de ovécitos em humanos (Zhang et al., 2005). Entretanto, outros estudos ndo encontraram
relacéo entre a PTX3 e a qualidade do ovacito (Cillo et al., 2007), mostrando que até mesmo
em humanos sua fungdo como marcador da competéncia ovocitéaria ainda é controversa. Em
nosso estudo, a auséncia de diferencas nas condicdes testadas sugere que a abundancia de
transcritos da PTX3 podem nédo ter uma funcdo no potencial de desenvolvimento de ovocitos
bovinos. Dados conflitantes em relagdo a expressdo dos IGFs também sdo relatados. Os
transcritos do IGF-11 tém sido detectados nas células da teca e ovocitos, e os transcritos do
IGF-1 nas células da granulosa, teca € cumulus (Yuan et al., 1996; Yaseen et a., 2001;
Nuttinck et al., 2004; Hastie & Haresign, 2006). Porém, outros autores ndo encontraram o
RNAmM do IGF-I nas célula do cumulus (Armstrong et al., 2002). No presente estudo a
presenca do RNAm do IGF-1I foi detectada nas células do cumulus de bovinos, entretanto,
ndo foi observada diferenca no nivel de transcritos relacionado com as diferencas no potencial

de desenvolvimento.
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7 CONCLUSOES

Em conclusdo, foram identificados genes diferenciamente expressos nos
ovacitos e nas células do cumulus provenientes de diferentes tamanhos de foliculos, e seus
niveis de expressdo podem ser associados com a competéncia do ovocito. Foi confirmado o
papel critico da histona H2A no desenvolvimento da competéncia. Porém, mais estudos sdo
necessarios para esclarecer o envolvimento da H2A nos mecanismos responsavels pela
aquisicdo da competéncia e quais fatores afetam o seu acumulo progressivo nos estagios finais
da foliculogénese. Foram identificados também genes nas células do cumulus (GHR, EGFR,
FSHR) os quais refletem a qualidade do ovdcito, sendo o GHR aquele que mehor avalia o
potencial de desenvolvimento do ovacito.
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