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RESUMO

Apesar da obtencdo de animais nascidos vivos a partir de odcitos imaturos
bovinos congelados ou vitrificados, um dos grandes desafios continua sendo o
desenvolvimento de um método que proporcione melhores resultados de viabilidade
pos-criopreservacdo. Assim como a acdo dos crioprotetores empregados, a
eficiéncia no processo de maturacéo in vitro (MIV) influi diretamente na taxa de
desenvolvimento embrionario. Durante a maturacdo oocitaria in vitro observa-se
expansdo e mucificacdo das células da granulosa que formam o complexo cumulus
oophorus-o6cito (CCO), em funcdo da intensa sintese de componentes da matriz
extracelular. Essas modificacbes no aspecto do cumulus sdo utilizadas como
indicativo da ocorréncia de maturacdo oocitaria e contribuem para que ocorra a
fecundacdo. A expressao génica de proteinas associadas a matriz extracelular das
células do cumulus pode estar sob influéncia de fatores de origem oocitaria e de
composicdo do meio de MIV. O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao
génica das proteinas &cido hialurénico sintase 2 (HAS2), link protein (HAPLN1),
conexina 43 (GJAL) e HSP70-1 (proteina de choque térmico) em células do cumulus
oophorus de odcitos imaturos bovinos submetidos a exposicdo e/ou vitrificacdo em
duas solucdes crioprotetoras e, posteriormente, maturados in vitro. Foram
comparadas duas solugdes de vitrificacdo (SV): SV1 = 20% de etileno glicol (EG) +
20% de 1,2 propanediol (PRO), e SV2 = 20% de EG + 20% DMSO + 0,5M de
sacarose. Os CCOs foram obtidos a partir de ovarios coletados de fémeas bovinas
logo apds o abate, selecionados morfologicamente e distribuidos em 6 grupos
experimentais: G1 (AOC), CCOs ndo maturados; G2 (AMC), CCOs submetidos a
MIV; G3 (B1EC), CCOs expostos a SV1 e submetidos a MIV; G4 (B2EC), CCOs
expostos a SV2 e submetidos a MIV; G5 (A1VC), CCOs vitrificados com a SV1 e
submetidos a MIV; G6 (A2VC), CCOs vitrificados com a SV2 e submetidos a MIV. A
MIV foi realizada em TCM 199 suplementado com soro de égua em estro, a 39°C,
5% de CO, e maxima umidade relativa, por 22 a 24 horas. Apos a MIV, 5 CCOs de
cada grupo (G2 a G6), foram coletados, submetidos ao desnudamento mecanico e
as células do cumulus foram concentradas por centrifugacdo e acondicionadas em
tubos cénicos de 0,5 ml em nitrogénio liquido. O restante dos CCOs destes grupos
foi submetido a fecundacéo e cultivo in vitro sob condi¢cdes semelhantes a MIV. Para
a extracdo do RNA total das amostras de células do cumulus foi utilizado o reagente
TRIzol®. O RNA total foi re-suspenso e as amostras foram submetidas & captacéo
especifica do mRNA utilizando-se um “kit” comercial de separacdo magnética. Os
MRNAs foram transcritos reversamente em cDNA utilizando-se a técnica de RT-
PCR, para avaliar os padroes de expressao dos quatro transcritos de bovinos (link
protein, HAS2, conexina 43 e HSP70-1). O grupo de odcitos imaturos exposto a SV1
apresentou uma taxa de blastocistos (30,1%) semelhante ao grupo controle (38,1%)
e significativamente superior ao grupo exposto a SV2, (16,9%; p=0,0013). Houve
diferenca significativa (p<0,0001) entre o grupo controle e os grupos vitrificados nas
solucbes SV1 e SV2, tanto na taxa de clivagem (respectivamente, 79,2%; 22,1% e
43,3%) quanto no desenvolvimento até o estadio de blastocisto (respectivamente,
35,6%; 0% e 4,1%). A analise dos resultados de abundancia relativa obtida a partir
das células do cumulus oophorus de 5 CCOs bovinos em cada um dos seis grupos
experimentais, apés trés repeticbes, ndo mostrou diferenca significativa entre os
diferentes grupos testados para os transcritos de link protein (p=0,738), HAS2
(p=0,772), conexina 43 (p=0,130) e HSP70-1 (p=0,333).

Palavras chave: cumulus oophorus, expressdo génica, maturagdo e
vitrificacao.
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ABSTRACT

The major challenge in the cryopreservation of bovine immature oocytes is
still developing a method that provides adequate results of survival and viability after
vitrification. As the action of cryoprotectants employed, the efficiency of in vitro
maturation (IVM) process directly influences the embryonic development. The
mucification and expansion of the granulosa cells from the cumulus oophorus-oocyte
complex (COC), caused by copious synthesis and deposition of extracellular matrix
components, is observed during oocyte maturation in vitro. Such changes in the
cumulus appearance are used as indicative of the oocyte maturation occurrence and
contribute to fertilization. The gene expression of proteins associated with the
extracellular matrix of the cumulus cells could be on the oocyte and/or IVM medium
composition influences. The aim of this study was to evaluate, through the RT-PCR
technique, the gene expression of hyaluronic acid synthase protein 2 (HAS2), link
protein (HAPLN1), connexin 43 (GJA1) and heat shock protein 70 (HSP70-1) in the
cumulus oophorus cells of bovine immature oocytes exposed and/or vitrified in
cryoprotectant solutions and then matured in vitro. We compared two vitrification
solutions (VS): VS1 = 20% ethylene glycol (EG) + 20% 1,2 propanediol (PRO), and
VS2 = 20% EG + 20% DMSO + 0.5 M sucrose. The COCs were obtained from cow
ovaries, collected right after slaughter. After the morphological selection, the COCs
were allocated into six experimental groups: G1- imature COCs; G2- COCs subjected
to IVM; G3- COCs exposed to VS1 and subjected to IVM; G4- imature COCs
exposed to VS2 and submitted to IVM; G5- COCs vitrified with VS1 and subjected to
IVM; and G6- COCs vitrified with VS2 and submitted to IVM. The IVM was performed
in TCM 199 supplemented with oestrus mare serum, at 39°C, under 5% of CO2 and
maximum relative humidity, for 22 to 24 hours. After IVM, five COCs in each group
(G2 to G6) were collected, the oocytes were stripped of cumulus cells by vortexing
and the cells were concentrated by centrifugation and placed in conical tubes of 0.5
ml in liquid nitrogen. In each group COCs were subjected to in vitro fertilization and
culture under similar conditions from used in MIV. The RNA extraction from samples
containing the cumulus cells was performed by using TRIzol® reagent protocol. Total
RNA was re-suspended and the samples were subjected to the specific capture of
MRNA using a commercial kit for magnetic separation. The mMRNAs were reverse
transcribed into cDNA using the RT-PCR technique to evaluate patterns of
expression of the four bovine transcripts (link protein, HAS2, connexin 43 and
HSP70-1). The immature oocytes group exposed to VS1 showed a blastocyst rate
(30.1%) similar to the control group (38.1%) and significantly higher than the group
exposed to VS2, (16.9%, p = 0.0013). Significant difference (p <0.0001) was
observed between the control group and groups vitrified in the VS1 and VS2, both in
the rate of cleavage (respectively, 79.2%, 22.1% and 43.3%) and the development to
the blastocyst stage (respectively, 35.6%, 0% and 4.1%). The results of relative
abundance obtained from the cumulus cells of the five bovine COCs in each
experimental group, after three repetitions, showed no significant difference between
the groups tested for the transcripts of link protein (p = 0.738 ), HAS2 (p = 0.772),
connexin 43 (p = 0.130) and HSP70-1 (p = 0.333).

Keywords: cumulus oophorus, gene expression, maturation, vitrification
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1 INTRODUCAO

Atualmente, um dos grandes desafios nas pesquisas de criobiologia na area
de reproducdo de animais domésticos continua sendo o desenvolvimento de um
método adequado de criopreservacdo de od0citos imaturos bovinos. A
criopreservacao pode ser Util para contornar problemas relacionados com variagées
sazonais que influenciam a disponibilidade de odcitos para producao in vitro (PIV).

Obtendo-se uma metodologia que proporcione melhores resultados, pode-
se realizar o transporte de oocitos de modo mais eficiente, especialmente quando é
necessario percorrer longas distancias em regides com infra-estrutura precaria,
diminuindo custos no processo de producdo in vitro. Outro aspecto relevante é a
criacdo de bancos de germoplasma, que sdo fundamentais para manter a
biodiversidade das espécies animais. Uma vez estabelecido um protocolo com
resultados considerados bons, a transposicdo do conhecimento para
criopreservacédo de gametas femininos humanos pode ser buscada, tendo em vista
que ainda € uma area com pouca experimentacao.

A capacidade de criopreservar oo6citos de forma bem sucedida tem sido
confirmada pela obtencdo de animais nascidos vivos a partir de odcitos imaturos
bovinos congelados (OTOI et al., 1995; SUZUKI et al., 1996; KUBOTA et al., 1998;
YANG et al., 1998b) ou vitrificados (VIEIRA et al., 2002; ABE et al., 2005).

Um dos principais fatores relacionados a baixa viabilidade oocitaria apos a
vitrificacdo € o tipo de crioprotetor empregado. O etilenoglicol (EG) e o Dimetil
Sulféxido (DMSO) séo dois dos crioprotetores mais utilizados, isoladamente ou em
conjunto, na vitrificacdo de odcitos. Apesar dos resultados obtidos até o momento
serem razoaveis, estes crioprotetores apresentam inconvenientes, que limitam uma
maior difusdo da metodologia (MEZZALIRA et al., 2003). O DMSO é higroscopico e
instavel, tornando necessario que as solugdes crioprotetoras que o utilizam sejam
preparadas apenas no momento do uso. Essa caracteristica, além de demandar
tempo, requer uma estrutura laboratorial que limita sua utilizacdo no campo. Outros
pesquisadores indicam os crioprotetores Propanediol, Glicerol, Etileno Glicol e
DMSO e as suas possiveis combinacdes, como bons candidatos ao emprego na
vitrificacdo de odcitos (ISHIMORI et al., 1992; VAJTA et al, 1998; HUBALEK, 2003).

No entanto, dados disponiveis sobre estas combinacfes de crioprotetores ainda séao



limitados e indicam baixos resultados de viabilidade apo6s a vitrificacdo de odcitos
imaturos.

Assim como a ac¢do dos crioprotetores empregados na técnica de producdo
in vitro, a eficiéncia no processo de maturacao influi diretamente na taxa de
desenvolvimento embrionario, pois é nesse momento que o od6cito adquire
competéncia para resolver a meiose e passar pela fecundacao.

O processo de maturagdo promove altera¢cdes no nucleo, no citoplasma e
na membrana do odcito, de modo a prepara-lo a fecundacdo. Em cultivo, as células
do cumulus oophorus melhoram as taxas de maturacdo oocitaria, de modo que
oocitos cultivados na auséncia dessas células ndo sofrem crescimento e maturacao
citoplasmatica.

As células da granulosa do cumulus oophorus sofrem importantes
alteracOes durante a maturacao folicular, sendo que apresentam um nitido aumento
de volume, processo conhecido como expansao, tornando-se mucificadas. Essas
modificacdes no aspecto do cumulus sdo uma alteracdo morfologica utilizada como
indicativo da ocorréncia de maturacao oocitaria. As células do cumulus sinalizam a
maturacao do odcito e contribuem também para que ocorra a fecundacéo.

Através da técnica de RT-PCR (associa¢do da técnica de RT - Transcri¢ao
Reversa, do inglés, reverse transcriptase, e PCR - Reacdo de Polimerizacdo em
Cadeia, do inglés, polimerase chain reaction) pode-se avaliar a expressao génica de
algumas proteinas relacionadas com a maturacdo de odécitos submetidos a
diferentes solucdes de criopreservacdo, na tentativa de elucidar aspectos da
maturacdo que possam aumentar a eficiéncia do processo de produgéo in vitro.
Dessa forma, as proteinas de interesse para o processo de maturacdo analisadas
nesse trabalho foram Acido Hialurénico Sintase 2 (HAS2), Link Protein (HAPLN1),
Conexina 43 (GJAl) e HSP70 (proteina de choque térmico, do inglés, Heat Shock
Protein). A acido hialurénico sintase 2 (HAS2) é uma enzima relacionada a sintese
de um dos componentes dos proteoglicanos, que estédo relacionados a organizacao
espacial das células da granulosa, interagindo com o oécito (CAMAIONI et al., 1996;
KOBAYASHI, 1999). A link protein 1 (HAPLN1) é uma proteina envolvida no
processo de expansdo das células da granulosa. Moléculas de HAS, outras
proteoglicanas e a link protein formam um complexo envolvido na organizagédo da
matriz extracelular das células da granulosa. Através das juncdes celulares do tipo

comunicante, as células da granulosa trocam ions, segundo mensageiros e
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moléculas precursoras, realizando a sinalizacdo celular. Mediante a formacdo de
canais, as células da granulosa trocam informacgdes entre si, e a conexina 43 é uma
das proteinas responsaveis pela formacdo desses canais de troca. A HSP70 (HSP
AlA) é uma proteina produzida pelas células como mecanismo de resposta
relacionado ao estresse, e a analise de sua expressao génica poderia ser utilizada
como indicativo do impacto que os sistemas de cultivo e as solu¢des crioprotetoras
tém sobre as células da granulosa durante o processo de maturacao e vitrificagéo.
Dessa forma, a otimizacdo da criopreservacdo de o00citos bovinos,
principalmente aqueles imaturos, e a maturagdo, surgem como etapas importantes
na producdo in vitro buscando mimetizar, através de melhores sistemas de cultivos

in vitro, as condi¢des que ocorrem in Vivo.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho s&o:

1. Relacionar os eventos fisico-quimicos da maturacdo folicular bovina in vitro,
caracterizada pela mucificacdo e expansao das ceélulas da granulosa do cumulus-
oophorus, com a expressao génica das proteinas associadas a matriz extracelular
do complexo cumulus-oécito (CCO) &cido hialurénico sintetase (HAS) e link protein,
bem como da proteina de juncdo e comunicacao celular conexina 43 e da proteina

de resposta a condi¢cOes de estresse HSP70;

2. Verificar a existéncia de diferencas na expressao génica destas quatro proteinas,
entre as células da granulosa do cumulus-oophorus, antes e apds a maturacao in
vitro, de odcitos bovinos imaturos submetidos a exposicao ou vitrificacdo em duas

solugdes crioprotetoras;

3. Determinar a viabilidade dos embriées bovinos produzidos in vitro a partir dos

CCOs submetidos a exposicéo ou vitrificacdo nas solucdes crioprotetoras.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Foliculo ovariano

Células germinativas sdo altamente especializadas em transmitir o genoma
as geracdes seguintes. Nas espécies animais, a reproducdo sexual requer duas
divisdes meidticas para produzir gametas hapléides (od6citos e espermatozéides), 0s
quais na fecundacdo dao origem a um zigoto totipotente. Em ambos os sexos,
interagcdes entre os gametas em desenvolvimento e as células vizinhas séo cruciais
para a fertilidade (MATZUK et al., 2002).

Em mamiferos, os odcitos sdo células grandes, de 20 a 50 um de diametro
que se alojam dentro de foliculos (SZOLLOSI, 1993) e que iniciam a meiose durante
a vida fetal. Em fémeas mamiferas, a meiose ocorre em duas etapas: o primeiro
evento ocorre durante a vida fetal, e o segundo, durante o periodo pré-ovulatorio
(SIRARD, 2001).

Um foliculo ovariano € uma estrutura composta por um odécito associado
com células somaticas, chamadas de células foliculares, dispostas como uma
camada epitelial ao redor do o6cito (PRIEDKALNS & LEISER, 1998).

Driancourt et al. (1993) definem foliculogénese como sendo o crescimento
de um foliculo através de diferentes estagios de desenvolvimento a partir do
momento em que emerge da reserva folicular formada durante a oogénese até ser
ovulado ou sofrer atresia.

Durante o periodo fetal, células germinativas primordiais migram do saco
vitelino para a gbnada em desenvolvimento, para tornarem-se oogonias, as quais
proliferam por mitose antes de se diferenciarem em odcitos primarios. Neste periodo,
comeca a primeira divisdo meidtica. ApOs estes eventos, a meiose € interrompida na
fase de dipléteno da préfase |, até o estabelecimento da maturidade sexual.
Enquanto os odécitos permanecem parados na meiose |, crescem em tamanho
(PRIEDKALNS & LEISER, 1998; ALBERTS et al., 2004). Segundo Szollési (1993),
0s odécitos aumentam de volume em aproximadamente 50 vezes durante a fase de
crescimento.

No ovario perinatal de mamiferos, os oocitos se tornam circundados por
uma camada Unica de células somaticas, formando uma populacao finita de foliculos
primordiais. As células germinativas diferenciadas, ou odcitos, sdo encontradas

principalmente neste estagio (mais de 95% dos foliculos), constituindo a reserva de
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foliculos do ovario. Os foliculos primarios séo recrutados a partir deste grupo de
foliculos primordiais, enquanto os odcitos crescem e as células somaticas que o0s
envolvem (células da granulosa) se tornam cubdides e proliferativas. Esta transicao
€ associada a estagios subsequentes de desenvolvimento folicular, e o recrutamento
uniforme de foliculos primordiais a partir desta reserva € critico para a continuidade
da foliculogénese por toda a vida reprodutiva dos mamiferos. A ativagdo de alguns
foliculos primordiais em repouso leva ao desenvolvimento de varios estagios de
foliculos, como os foliculos primarios, foliculos secundéarios e foliculos antrais. A
maior parte dos foliculos primarios regride antes ou apds o nascimento, e somente
algumas centenas sao ovulados (YANG et al., 1998a; MATZUK et al., 2002).

Foliculos secundarios sdo formados por um epitélio estratificado de células
da granulosa. Os foliculos secundéarios sao caracterizados pelo desenvolvimento de
uma espessa camada glicoprotéica, a zona peldcida, em torno da membrana
plasmatica do odcito. A zona pellcida é secretada pelas células da granulosa que
estdo em contato direto com o odécito e, em parte, pelo préprio oécito (PRIEDKALNS
& LEISER, 1998).

Foliculos terciarios (foliculos antrais ou foliculos de Graaf) sdo formados por
um odcito primario (ou um odcito secundario imediatamente antes da ovulacdo na
maioria das espécies) envolvido por um epitélio estratificado de células da
granulosa; as células da granulosa sdo circundadas por uma camada de células
especializadas, chamadas células da teca folicular. Em torno dessa estrutura, uma
cavidade repleta de liquido, o antro, se desenvolve entre as células da granulosa
(YANG et al., 1998a).

O crescimento folicular e maturacdo representam uma série de
transformacdes sequenciais celulares e moleculares de varios componentes do
foliculo, como o odcito, células da teca e células da granulosa. Estas transformacdes
sdo governadas por varios fatores intra-ovarianos, intra-foliculares e sinais
hormonais, os quais levam a secrecao de andrégenos e estrogenos, principalmente
o estradiol (HAFEZ, 1993).

3.2 Maturacdo do odcito
A maturacdo oocitaria consiste de uma série de eventos ordenados que
preparam 0 od0cito para que possa ocorrer a fecundagdo. Esses eventos sao

complexos e dependem ndo apenas da correta dindmica de separacdo dos
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cromossomos, mas também da redistribuicdo das organelas citoplasmaticas e do
acumulo de mRNA, proteinas e fatores de transcricdo necessarios para que o
processo ocorra. Essas mudancas envolvem alteracdes nucleares, citoplasmaticas e
na membrana do oocito e, embora sejam processos distintos, ocorrem de modo
simultaneo (GILCHRIST et al., 2004; FERREIRA et al., 2009).

Na transicao do foliculo primério para foliculo secundario, o odécito adquire a
capacidade de retomar a meiose a partir da profase |, considerando-se este um
odcito competente (MATZUK et al., 2002). Segundo Bézard (1997), um odcito é
considerado maduro quando esta apto a ser fecundado pelo espermatozéide, com
formacdo de pré-nucleo e posterior o desenvolvimento embrionario.

A competéncia de odcitos obtidos de foliculos em crescimento e maturados
in vitro € menor quando comparada a competéncia de odécitos maturados in vivo
(HENDRIKSEN et al., 2000). As condicfes de maturacédo tém influéncia no nimero
de embrides com desenvolvimento até o estadio de blastocisto, sugerindo que
modificagdes nos meios e protocolos de maturacdo podem ser feitas (CALDER et
al., 2003).

3.2.1 Retomada da meiose

A maturacdo nuclear do odcito é iniciada em foliculos de diferentes
tamanhos de acordo com a espécie. A maturacdo s6 é possivel quando uma série
de processos preparatorios no foliculo tenha sido completada, sendo que o
crescimento do odcito e o aumento de volume do fluido folicular sdo os mais
evidentes. Em camundongos, esta fase de crescimento do o4cito ocorre durante o
desenvolvimento no periodo pré-antral, e normalmente termina quando o foliculo
atinge o estagio antral. Em bovinos, o odcito continua crescendo durante o
desenvolvimento do foliculo antral. Acredita-se que odcitos de bovinos devem atingir
um didmetro critico de 110um para adquirir competéncia (YANG et al., 1998a).
Segundo Szo6llosi (1993), os odcitos devem alcancar aproximadamente 80% do seu
tamanho final para tornarem-se aptos a recomecar a meiose. Segundo Hendriksen
et al. (2000), o momento em que 0s 00citos adquirem competéncia para serem
fecundados e se desenvolver in vitro até o estadio de blastocisto coincide com o
término do seu crescimento e da maior parte da sintese de RNA.

A maturacgéo final do odcito tem inicio com a maturidade sexual, quando é

estimulada por hormdnios extra gonadais. Como consequéncia da liberagcdo do
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horménio foliculo estimulante (FSH) e da onda pré-ovulatéria do horménio
luteinizante (LH), odcitos que completaram seu crescimento nos foliculos reiniciam
seu desenvolvimento a partir da meiose |. Dessa forma, 0S Cromossomos
recondensam, a vesicula germinal € rompida, e os cromossomos homologos
replicados separam-se na anafase | dando origem a dois nucleos, cada um contendo
a metade do numero original de cromossomos. No término da meiose |, o citoplasma
é dividido assimetricamente, gerando duas células de diferentes tamanhos, uma
pequena, chamada corpusculo polar, e outra grande, o o0cito secundario. Neste
momento, cada um dos cromossomos € ainda composto de duas cromatides, que so
serdo separadas na meiose Il, gerando duas células individuais. Apos a separacéo
dos cromossomos na anafase I, ap@s ter ocorrido a fecundacédo, o citoplasma do
o6cito secundario se divide novamente originando o odécito maduro e um segundo
corpusculo polar, ambos contendo um nimero haploide de cromossomos. Devido as
duas divisbes citoplasmaticas assimétricas, 0s o0citos mantém seu volume, apesar
de sofrerem duas divisOes celulares (ALBERTS et al., 2004).

A maturacdo do odcito segue até a metafase da meiose Il permanecendo
assim até a fecundacdo. Na ovulacdo, o odcito secundario é liberado do ovario e,
ocorrendo fecundacao, o oécito completa a meiose (HAFEZ, 1993; ALBERTS et al.,
2004). A maturacdo meidtica pode ser induzida experimentalmente em um
determinado periodo, antes que o foliculo tenha alcancado seu tamanho definitivo
pré-ovulatorio.

Quando odcitos em crescimento sdao removidos dos foliculos antes da
presenca de gonadotrofinas e colocados em meio de cultivo, completam a primeira
divisdo meiotica e maturam in vitro. Porém, mostram pouco potencial para uma
fecundacéao normal e desenvolvimento embrionario (HAFEZ,1993).

Ainda que a maturacdo oocitaria envolva alteragcbes nucleares e
citoplasmaticas, na prética, a avaliacdo da maturacéo do odécito utilizada na rotina de
producdo in vitro é dada através da observacdo da expansdo das células do
cumulus e da emissao do primeiro corpusculo polar, que indicam que a metéafase Il
foi atingida (BEZARD, 1997).

A capacidade dos od6citos alcancarem a metafase Il em cultivo é relacionada
as condi¢cbes de maturacao in vitro (MIV). A adicdo de gonadotrofinas e esterdides
ao meio de maturacado permite a maturacao in vitro destas estruturas fora do foliculo,

resultando em um aumento do potencial de fecundacdo e desenvolvimento
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embrionario (SIRARD et al., 2007). O meio de cultivo comumente utilizado para a
maturacédo in vitro € o TCM 199 suplementado com soro e horménios (YANG, 1997).
Embora pelo menos 80% dos odcitos bovinos coletados de foliculos antrais sofram
maturacao nuclear espontaneamente em cultivo, sédo adicionadas gonadotrofinas ao
meio de maturacdo (CALDER et al.,, 2003). O FSH é adicionado para induzir
maturacdo citoplasmatica, expansdo do cumulus e assim melhorar a eficiéncia do
processo de maturacdo, mediando a producdo de fatores pelas células somaticas
que circundam o odcito (GILCHRIST et al., 2004; SIRARD et al., 2007).

3.2.2 Maturacao citoplasmatica

A maturagdo nuclear completa ndo é suficiente para garantir a qualidade do
odcito para ser fecundado e promover o crescimento de um embrido. A maturacao
citoplasmatica também deve ser concluida. A migracdo de granulos corticais no
oolema € um critério utilizado para avaliar a maturacao citoplasmatica em odcitos de
mamiferos (BEZARD, 1997).

Algumas mudancas ocorrem na organizacdo citoplasmatica do odcito
durante a maturacdo, como um desenvolvimento continuo da reserva lipidica,
reducdo do compartimento de Golgi, rearranjo das mitocéndrias e alinhamento dos
granulos corticais ao longo do oolema. O aumento do compartimento lipidico
provavelmente constitui uma reserva energética para 0 00cito suportar 0
desenvolvimento apés a fecundacao até o estadio de blastocisto (DIELEMAN et al.,
2002).

A maturacao citoplasmatica é representada pela aquisicdo de um fator que
permite a descondensacdo da cromatina espermatica e a substituicdo de suas
proteinas nucleares. Durante a fecundacdo, as células da granulosa séao
responsaveis pela aquisicdo desta capacidade, poucas horas ap6s a descarga de
gonadotrofinas (SZOLLOSI, 1993).

O desenvolvimento embrionario in vitro até o estadio de blastocisto é
significativamente menor do que in vivo, e isto pode ocorrer devido a deficiéncias na
competéncia do odécito. Embora grande parte dos o6citos bovinos sofra maturacao
nuclear espontaneamente, pouco se conhece sobre os requerimentos para uma
adequada maturacdo citoplasmética (CALDER et al., 2003). Essas deficiéncias
podem ser decorrentes das condi¢cdes de maturacao, que possivelmente alteram a a

expressdo de genes, interferindo na aquisicdo da competéncia do od6cito
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(NEMCOVA et al., 2006).

3.3 Células do cumulus oophorus

A medida que o foliculo cresce e o antro folicular é formado, as células da
granulosa se dividem em dois diferentes subtipos com morfologia e funcao préprias:
as células do cumulus oophorus que circundam e estao fisica e metabolicamente,
em contato direto com o odcito, e as células murais (ou parietais) da granulosa, que
formam a parede do foliculo, gerando assim um epitélio estratificado assentado
sobre uma membrana basal (GILCHRIST et al., 2004).

As células do cumulus e as células da granulosa parietal sdo diferentes
morfologicamente, e existem evidéncias que o0 o0d0cito desempenhe um papel
decisivo na determinacdo do destino destas células somaticas, através da secrecao
de fatores que promovem a sua proliferacao (LI et al., 2000).

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

o0citos e 0os conectam com o ambiente externo (VAN SOOM et al., 2002).

3.3.1 Jungbes comunicantes

A comunicacdo entre a maioria das células nos tecidos animais se da
através de canais citoplasmaticos intercelulares que ligam duas membranas
celulares. Essa ligacdo é conhecida como juncéo celular comunicante (do inglés,
gap junction). Esses canais que fazem a ligacao célula-célula sdo formados por uma
reunido de proteinas conhecidas como conexinas. As junc¢des comunicantes
conectam diretamente os compartimentos citoplasmaticos de células vizinhas,
permitindo uma répida troca de ions e metabdlitos de até 1kD de tamanho, como
segundos-mensageiros (entre eles fons Ca?* e inositol fosfato) e pequenas
moléculas importantes para a comunicacdo intercelular e para respostas
coordenadas, fornecidas através de moléculas precursoras de tamanho reduzido
(GERSHON et al., 2008).

Ainda nos primeiros estagios foliculares, varios complexos juncionais séo
encontrados entre o od4cito e as células foliculares, sendo que 0os mais importantes
sao as juncdes comunicantes. A comunicacao intercelular entre o odcito e as células

da granulosa, através destas juncdes, fornece suporte nutricional para o crescimento
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do odcito (BUCCIONE et al., 1990). Os canais de juncdes comunicantes possuem
uma estrutura geral muito similar, sendo que as caracteristicas de permeabilidade e
transporte dependem de modificagBes pds-transcricionais e da estrutura da conexina
(GERSHON et al., 2008).

O nivel de comunicacdo célula a célula, através da conexina, pode ser
ajustado por mecanismos que incluem modulacdo de expressao, regulacdo da
modificagcdo da estrutura e modulacdo das propriedades do canal de conexina. A
mudanca na conformagdo da conexina geralmente ocorre de modo rapido,
permitindo assim ajustes no nivel de comunicag¢do celular em curto intervalo de
tempo. Essa plasticidade de resposta frente aos diferentes estimulos recebidos
pelas células favorece a comunicacdo intercelular. As jungdes comunicantes
aparecem em grande parte das fun¢des relacionadas a reproducao, em especial ao
trato reprodutor feminino. No contato direto célula-célula, estas juncdes parecem ter
um papel importante mediando as funcées do ovario, como a maturacao do odcito
(GERSHON et al., 2008).

As conexinas fazem parte de uma familia de proteinas transmembrana que
formam as juncbes comunicantes. Conexina 43 (Cx43) é uma proteina de juncéo
comunicante, que esta envolvida no crescimento folicular. O mRNA da Cx43 e a
proteina estdo presentes no complexo cumulus-odécito bovino durante a maturagéo
in vitro (CALDER et al., 2003).

Segundo Johnson et al. (1999), os foliculos ovarianos em bovinos
expressam as conexinas 26, 32, 37 e 43. Em especial, a conexina 43 esta localizada
nas células da granulosa do foliculo primério e sua expressdao tem um aumento
gradual a medida que o antro folicular vai se formando, sendo que é altamente
expressa em foliculos antrais viaveis.

As juncbBes comunicantes, especialmente aquelas formadas por conexina
43, sd0 necessarias para o desenvolvimento e crescimento do odcito. Essa juncéo
se estabelece nos primeiros estagios do foliculo persistindo até os ultimos estagios
do crescimento folicular. Os canais de conexinas servem para transferir para o
oocito, aminodcidos e nucleotideos vindos das células sométicas (EPPIG et al.,
1996; TSAI et al., 2003; GERSHON et al., 2008). A associagdo entre o odcito e as
células da granulosa permanece durante as fases de crescimento, diferenciacao,
maturacdo e fecundacdo do od0cito. Esta comunicacdo é crucial tanto para o

crescimento e diferenciacdo do odécito como para as células da granulosa,
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permitindo o processo de oogénese (BUCCIONE et al., 1990).

Embora grande quantidade da Cx43 possa ser inativada durante a
maturacdo do odcito, algumas jungdes comunicantes permanecem funcionais. A
maturacao de oocitos bovinos é dependente de jungdes comunicantes funcionais; o
bloqueio das juncBes comunicantes ou a reducdo de mRNA de Cx43 e da proteina
estdo associados com uma inibicdo da maturacdo do oocito (CALDER et al., 2003).
Isso se deve principalmente ao fato de as moléculas produzidas pelo foliculo serem
essenciais para a aquisicdo da competéncia do o6cito (GERSHON et al., 2008).

Em diferentes tipos celulares de varios 6rgdos, as juncdes comunicantes
participam de modo inverso no processo de apoptose, agindo como um fator de
sobrevivéncia. Chang et al. (2005) mostraram um aumento de foliculos apoptoticos
associados com um decréscimo de expressdo de conexina 43, no ovario de fémeas
de camundongo, em hiperglicemia aguda e diabete cronica. Esse estudo associa a
apoptose com a queda de expressdao de conexina 43, sugerindo que pode haver
relagdo também com o foliculo ovariano. Corroborando essa idéia, ovarios de
fémeas knock out para o gene da conexina 43, possuem um ndamero muito baixo de
oocitos (JUNEJA et al., 1999; GERSHON et al., 2008). Esse fenbmeno de reducao
da expressdo de conexina 43 em foliculos apoptoéticos também foi observado em
suinos e bovinos (CHANG et al., 2005). Desse modo pressupde-se que a expressao
de conexina 43 é necesséria para a sobrevivéncia das células da granulosa e, por
conseguinte, para o odcito.

Em seu trabalho, NEMCOVA et al. (2006) afirmaram que a expressao de
conexina 43 é importante, conferindo caracteristicas mais fisiologicas para a
producéo in vitro de embrides bovinos, podendo esse gene servir como marcador de
desenvolvimento da competéncia do odcito.

Estes contatos celulares sao importantes durante a existéncia dos foliculos,
ndo somente para o crescimento do odécito, mas também para sua manutengao
metabdlica. As células em contato direto com o odécito devem ser capazes de
responder a certas moléculas secretadas por ele, como por exemplo, a secrecao de
acido hialurénico pelo cumulus em resposta a sinais moleculares liberados pelo
oocito. As juncbes entre 0 odcito e as células do cumulus sdo fundamentais,
inicialmente para manter o odcito na profase | da meiose e, apds, para estimular o
o0cito a recomecar a meiose no momento da ovulacdo (TANGHE et al., 2002).

O crescimento do odcito ndo pode ser obtido in vitro na auséncia das
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células foliculares e de juncdes comunicantes funcionais entre as células do cumulus
e 0 odcito. Na sua auséncia, ndo ocorre crescimento. Segundo Szoéllosi (1993), a
remocao das células do cumulus antes da maturagéo in vitro de odécitos bovinos é

prejudicial ao processo de maturacao.

3.3.2 Fungbes do Cumulus oophorus durante a maturagdo oocitaria

O cumulus oophorus totalmente desenvolvido exerce trés importantes
funcBes bioldgicas: 1) antes da ovulacdo, o cumulus controla a maturacao do odcito;
2) durante a ovulacdo, conduz o odcito ao interior do oviduto; e 3) logo apos a
fecundacéo, participa dos mecanismos que controlam o acesso do espermatozoide
ao oocito. As células do cumulus desempenham um importante papel no processo
de maturacdo do odcito por manté-lo sob blogueio meidtico, participar na inducédo da
meiose por conduzir o sinal do LH ao odcito e também séo responsaveis pela
prépria maturacdo citoplasméatica do odcito. Estas fun¢cdes do cumulus durante a
maturacdo oocitaria podem ser atribuidas a sua rede de jun¢gbes comunicantes e a
suas caracteristicas metabdlicas especificas (TANGHE et al., 2002; VAN SOOM et

al., 2002) descritas anteriormente.

3.3.2.1 Controle da divisdo meiotica

O bloqueio da meiose de odcitos mamiferos em um estado quiescente
ocorre até a ceélula se tornar competente para responder a acdo hormonal e
completar espontaneamente o processo de maturacdo in vivo ou em condicdes de
cultivo in vitro (CIV). In vivo, células da granulosa bovinas sdo capazes de manter o
bloqueio da divisdo meidtica em foliculos normais até o momento do pico pré-
ovulatorio de LH (SIRARD & BILODEAU, 1990). O fator responsavel pelo bloqueio
da meiose tem origem nas células da granulosa, e deve passar através das células
do cumulus ou ser transformado por elas para se tornar ativo. Varias substancias
poderiam atuar como inibidores da maturacdo meidtica, como por exemplo as
purinas (adenosina e hipoxantina) e o AMP ciclico (SZOLLOSI, 1993).

Os niveis de AMP ciclico (cCAMP) no odcito desempenham um papel
dominante no reinicio da meiose. O aumento experimental de cAMP interferiu no
processo da retomada da divisdo meibtica. A reducdo dos niveis de cAMP
reestabelece as condi¢cdes para a continuidade da meiose. Células do cumulus

evidentemente controlam a meiose, visto que 0s componentes que elevam 0s niveis
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intracelulares de cAMP inibem ou detém o reinicio da meiose em o6citos envolvidos
por células do cumulus, enquanto que nos odcitos cultivados sem as células do
cumulus o0 mesmo ndo acontece. A retirada de odcitos do meio inibidor de meiose
presente nos foliculos ndo € suficiente para a maturacao fisiolégica destes oocitos
(HAFEZ, 1993). E necessario que os odcitos adquiram maturacéo citoplasmatica,
processo também influenciado pelas células do cumulus.

Alguns mecanismos através dos quais as gonadotrofinas poderiam
estimular o reinicio da meiose foram propostos. Primeiro, a ruptura ou bloqueio das
juncdes comunicantes entre as células da granulosa e as células do cumulus é muito
rapida, e precede o reinicio da meiose. In vivo, a meiose é reiniciada quando as
juncdes comunicantes sédo rapidamente eliminadas na totalidade do complexo de
células da granulosa parietal-células do cumulus, interrompendo o transporte do
fator inibidor da meiose para o oécito (SZOLLOSI, 1993). Segundo, a liberagdo, no
periodo pré-ovulatorio, de LH promove modificagcdes importantes na expressao
génica em células da granulosa e estimula indiretamente a maturagdo meiotica do
odcito e a ovulacdo de um odcito no estagio de metafase Il, o qual é competente
para ser fecundado. Nesta hipotese, as células da granulosa interpretariam o sinal

do LH e enviariam um segundo mensageiro para o oécito (TANGHE et al., 2002).

3.3.2.2 Maturacao citoplasmatica do odcito

Embora ocorra o reinicio espontaneo da meiose quando 00citos sao
incubados in vitro, as células do cumulus tém um papel fundamental na maturagéo
citoplasmatica e desenvolvimento subsequente (KONISHI et al., 1996).

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

As células do cumulus também metabolizam glicose produzindo piruvato,
que € fornecido ao odcito e, assim, aumenta a disponibilidade energética,
melhorando sua qualidade. Odcitos cultivados sem as células da granulosa tém

pouca habilidade para metabolizar glicose em comparacdo com odcitos cultivados
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com o cumulus oophorus (TANGHE et al., 2002).

3.3.3 Matriz extracelular do cumulus oophorus

O acido hialurénico ou hialuronan (HA) € uma glicosaminoglicana
encontrada em matrizes extracelulares, na superficie celular e no citoplasma das
células, sendo relacionada com diversos eventos durante o desenvolvimento celular.
O principal receptor de HA, presente na superficie celular, na matriz extracelular, é o
CD 44. Acredita-se que a interacdo entre HA e o CD 44 medeia uma série de
eventos celulares importantes (YOKOO et al., 2002b).

Nos mamiferos, a onda de LH inicia uma sequéncia de eventos necessaria
para que ocorra a ovulacdo e a maturacdo do odcito. Um desses eventos € a
expansao das ceélulas do cumulus, ocasionada pela producdo de acido hialurénico e
outras proteinas de interacdo com a matriz extracelular, que origina uma matriz
gelatinosa que envolve o complexo cumulus oophorus-oécito (SALUSTRI et al.,
1999; KIMURA et al., 2002). Essa matriz é altamente hidratada e viscosa e esta
presente nos espacos intercelulares, resultando em um aumento de 20 a 40 vezes 0
volume do complexo cumulus-oécito (TIRONE et al., 1997; ZHUO & KIMATA, 2001).
A formacdo dessa matriz requer a sintese de HA pelas células do cumulus, sintese
essa promovida pelos fatores de crescimento produzidos pelo od6cito quando da
inducéo pelo LH. A &cido hialurdnico sintase 2 (HAS2) é regulada por essa via e sua
expressao tem sido relacionada com o desenvolvimento da competéncia do odcito
(DUNNING et al., 2007).

No foliculo pré-ovulatério bovino, o cumulus oophorus expande quando as
células do cumulus, que consistem de poucas camadas de células da granulosa, sdo
induzidas a sintetizar grandes quantidades de acido hialurénico. Esse processo
causa a dissociacado do complexo cumulus-oécito da parede folicular (TIRONE et al.,
1997; ZHUO & KIMATA, 2001). Segundo Yokoo et al. (2002a), a quantidade de
acido hialurénico sintetizada é estreitamente correlacionada com o grau de
expansao do cumulus. Schoenfelder & Einspanier (2003) concluem que a enzima
hialuronan sintase 2 (HAS2) tem um papel importante durante o processo final de
maturacdo, facilitando a expanséo das células do cumulus.

O complexo cumulus-o6cito expandido possui uma matriz complexa

contendo o acido hialurénico organizado em uma rede tridimensional através da qual
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ocorrem interacfes especificas com proteinas e outras macromoléculas da matriz
extracelular, responséveis pela expansdo e mucificacdo do cumulus oophorus
(CAMAIONI et al., 1996; IRVING-RODGERS & RODGERS, 2005). Segundo Testart
(1985), a condicdo mucosa do cumulus oophorus é normalmente correlacionada
com a ocorréncia de maturacdo do odcito. Kimura et al. (2002) relacionam a
expansao das células do cumulus do complexo cumulus oophorus-oécito (CCO) a
modificacdes no citoesqueleto das células e perda das jun¢des comunicantes.

Fatores produzidos pelas células do cumulus durante o periodo pré-
ovulatorio sdo essenciais para que 0 oo0cito adquira competéncia para ser fecundado
e para que ocorra um desenvolvimento embrionario adequado. Quando ocorre a
producdo de gonadotrofinas no periodo ovulatério, as células do cumulus retraem
suas projecdes citoplasméaticas e perdem seus contatos intercelulares e com o
oocito. Entretanto, sédo logo envolvidas por uma malha protéica de hialuronan que as
mantém associadas ao odécito; assim como o oocito também fica envolvido por essa
malha. O acumulo de hialuronan origina uma matriz deformavel de consisténcia
viscosa, elastica e esponjosa que facilita a extrusdo do odcito na ovulagdo. Quando
a parede do foliculo é rompida, o complexo cumulus-o6cito se deforma
consideravelmente a medida que passa pela camada de células da granulosa,
trazendo assim o odcito para fora do foliculo, dentro da massa expandida de células
do cumulus. A matriz extracelular do complexo cumulus-odcito ovulado pode
representar uma barreira fisiologica para um espermatozoéide funcional ou
enzimaticamente deficiente. Existe uma correlacdo entre a habilidade do
espermatozoide penetrar a solugdo viscosa de hialuronan, a motilidade espermatica
e a eficiéncia na fecundagdo (SALUSTI et al, 1999; SCHOENFELDER &
EINSPANIER, 2003).

Segundo Richards et al. (2008), baseado no fato da matriz extracelular
desempenhar um papel crucial na migracdo celular, € pertinente relacionar que a
migracdo das células do cumulus durante a expansdo do CCO requer hialuronan e
seus fatores de ligacdo para estabilizar a matriz. Da mesma forma, € possivel
relacionar este papel ao fato de o espermatozoéide, apOs sofrer a capacitacdo e a
reacao acrossomica, liberar hialuronidase que vai despolimerizar e quebrar a matriz
em fragmentos menores (entre 10 e 40 kDa) (SCHOENFELDER & EINSPANIER,
2003).

As diversas funcbes da matriz extracelular, nos tecidos onde se faz
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presente, sdo dependentes das mudltiplas interacdes entre seus componentes.
Segundo Kobayashi et al. (1999), uma das mais importantes interacbes que é
necessaria para manter a integridade e dar suporte as fun¢des da matriz extracelular
€ a ligacdo entre as proteoglicanas e HA, formando um agregado proté€ico. Este
agregado € dependente da link protein ou HAPLN1 (do inglés, hyaluronan and
proteoglycan link ptotein 1), uma glicoproteina de ligacdo encontrada em matrizes
extracelulares e também em cartilagens; a ligacdo da link protein tanto com os
mondmeros de proteoglicanas quanto com os polimeros de HA fortalece e estabiliza
o agregado (SPICER et al., 2003).

Kobayashi et al. (1999), através de técnicas de imuno-histoquimica,
detectaram a presenca de link protein principalmente na matriz extracelular do
cumulus. A presenca desta proteina ndo foi observada apds tratamento com
hialuronidase, sugerindo sua ligacdo a moléculas de &cido hialurdénico. Sun et
al.(1999) chegaram a concluséo de que as células do cumulus depositam link protein
na matriz extracelular e que ela é liberada dos tecidos e das células do cumulus em
cultivo pela digestdo por hialuronidase. Isso sugere que a proteina ndo estd presa
nas membranas celulares que delimitam o espaco extracelular, mas sim ancorada
ao agregado de proteoglicanas e HA.

Além das contribuicbes das células do cumulus oophorus durante a
maturacdo, elas também previnem alteracdes do odcito prejudiciais a fecundacéo.
Em camundongos, a remoc¢do do cumulus oophorus durante a maturagcdo do odcito
resultou em um aumento da resisténcia da zona pellcida a digestdo proteolitica e
penetracdo espermatica (VAN SOOM et al., 2002 ).

A expansdo do complexo cumulus-odcito também pode facilitar a extrusao
do odcito atraves da parede folicular rompida durante a ovulacdo, e auxiliar sua
captura pela fimbria do oviduto. Além disso, o acido hialurénico e proteoglicanas,
como o dermatan sulfato, podem contribuir para o sucesso da fecundagéo do odcito
através da estabilizacdo da zona pellucida, e por estimular a ativacdo e motilidade
espermatica (TIRONE et al., 1997).

Chen et al. (1993) correlacionaram a eficiéncia da fecundagdo com a
guantidade e qualidade da expansao das células do cumulus, verificando também
que a perda ou remoc¢cdo mecanica das células do cumulus foi relacionada com

diminuicao das taxas de fecundacéo in vitro (FIV).
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3.4 Vitrificagdo de odcitos imaturos

A definigao fisica de vitrificacdo é a solidificacdo de uma solucéo, a baixas
temperaturas em um estado vitreo, sem a formacéo de cristais de gelo. A utilizacdo
de solucbes crioprotetoras concentradas diminui a formacdo de cristais de gelo
através do aumento da viscosidade da solucdo a altas taxas de resfriamento e
evitam a nucleacdo e o crescimento dos nucleos de gelo (VAJTA, 2000; CHECURA
& SEIDEL Jr., 2007).

Durante a vitrificagdo a solugcdo adquire um estado amorfo semelhante ao
vidro, de modo que os movimentos moleculares séo significativamente diminuidos.
Dessa forma é mantida a distribuicdo i6bnica e molecular normal das células, como
no estado liquido (RALL, 1987)

A estratégia da vitrificacao é diferente daquela do congelamento a taxas de
resfriamento mais baixas. Uma baixa taxa de resfriamento procura manter um
delicado balanco entre varios fatores, que podem resultar em danos as células,
como por exemplo, formacdo de cristais de gelo, dano osmatico, efeito toxico dos
crioprotetores, concentracdo dos eletrdlitos intracelulares e alteracdo das organelas,
citoesqueleto e contatos célula-célula, enquanto que a vitrificacdo elimina a
formacdo dos cristais de gelo. As altas taxas de resfriamento utilizadas na
vitrificagdo diminuem também os danos a estrutura e movimento dos lipidios
presentes nas membranas, através da passagem rapida pela zona de temperatura
que provoca danos as células, entre +15°C e -5°C (VAJTA, 2000). Os protocolos de
vitrificacdo sao relativamente simples, permitindo que a amostra (células ou tecidos)
seja colocada diretamente em contato com a solugéo crioprotetora e depois seja
imersa diretamente em nitrogénio liquido (LIBERMANN et al., 2002).

A criopreservacdo de oocitos bovinos € uma biotécnica que permite o
armazenamento de gametas para preservacdo de germoplasma. E um beneficio
para os programas de melhoramento animal permitindo a maior participacdo da
fémea e de biotécnicas que utilizam o odécito, como a clonagem por transferéncia
nuclear. Além disso, a possibilidade de criopreservar odcitos imaturos bovinos com
sucesso, permite seu armazenamento apés sua remocao do ovario, eliminando a
necessidade de um aparato para fecundacdo in vitro em local proximo apds o
procedimento de obtencdo do odcito. A preservacdo de odcitos tem sido realizada
em diversas espécies de mamiferos. Entretanto, apesar de alguns trabalhos com

resultados satisfatorios, a eficiéncia continua muito baixa (YAMADA et al., 2007,
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DIEZ et al., 2005).

Odcitos imaturos bovinos sao sensiveis a temperaturas entre 4 e 0°C. Para
minimizar a exposicdo dos o0citos a baixas temperaturas, as técnicas de
criopreservacdo com altas taxas de resfriamento tém sido desenvolvidas de modo
que o oocito passe de modo rapido pelo intervalo de temperatura que provoca
danos. A vitrificagdo € um procedimento que diminui o periodo de exposicdo a
solucdo crioprotetora, através da colocacdo imediata do material no nitrogénio
liquido, alcancando altas taxas de resfriamento (CETIN & BASTAN, 2006; YAMADA
et al., 2007), assim, diminuindo os danos provocados pelo resfriamento (CHECURA
& SEIDEL Jr., 2007). Esse processo resulta na solidificacdo do material sem a
formacao de gelo (estado vitreo), minimizando os danos ao citoesqueleto do odcito.
Entretanto para esse estado, € necessario submeter as células a solu¢des onde a
concentracdo de crioprotetores variam de 5a 7 M (VAJTA, 2000).

Apesar da importancia da penetracdo das solucbes crioprotetoras para
evitar a formacgéo de gelo, a grande concentracao dos crioprotetores empregada nas
solucBes de vitrificagdo pode ser toxica e provocar danos osmoticos as ceélulas
quando utilizada em temperaturas incorretas (RABIN et al.,2006; YAMADA et al.,
2007). Os danos provocados pelo resfriamento podem afetar a membrana
plasmatica de modo irreversivel (CETIN & BASTAN, 2006). Alguns trabalhos
propdem, como forma de reduzir a toxicidade, o uso de crioprotetores com agao
menos toxica nas solucdes de vitrificacdo, associacdo de diferentes crioprotetores e
diminuicdo do tempo de exposicao a solucao de vitrificacdo a temperaturas acima de
0°C (VAJTA, 2000; YAMADA et al., 2007).

3.4.1 Proteinas de choque térmico

Em todos os tipos celulares, o processo de criopreservacao afeta tanto a
estrutura celular quanto vias metabdlicas, principalmente o sistema antioxidante.
Dessa forma a criopreservacao representa um grande estresse para a célula, que
tenta manter a sua homeostase produzindo algumas moléculas com capacidade
protetora, em especial as proteinas de choque térmico (ou HSP, do inglés, Heat
Shock Protein). As HSPs protegem as células de danos preservando sua viabilidade,
permitindo um rapido re-estabelecimento das atividades normais, até que o dano
cesse (TIRELLI et al., 2005). Dessa forma as células possuem uma capacidade para

se adaptar as mudancas nas condic6es do ambiente in vivo e in vitro (EDWARDS et
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al., 2001).

Embora inicialmente relacionadas apenas ao choque térmico, as proteinas
de choque térmico sdo produzidas pelas células em razdo de diferentes agentes
ambientais, como metais pesados, inibidores do transporte de elétrons, inibidores da
sintese protéica, hormoénios (EDWARDS et al., 2001).

Caracteristicas morfolégicas como aspecto das células do cumulus e do
citoplasma, tamanho do odcito e extrusdo do corpusculo polar, sdo relacionadas
com a habilidade do o6cito em ser fecundado e seguir até o estagio de blastocisto.
Segundo Sagirkaya et al. (2007), estes ndo sao critérios suficientes para avaliar o
potencial de desenvolvimento.

A abundancia relativa de transcritos de alguns genes é afetada pelos meios
de cultivo e tipos de suplementos protéicos, influenciando no desenvolvimento
embrionario. Na metodologia de producéo in vitro (PIV) séo utilizados soro e/ou co-
cultivo com células somaticas devido a limitada compreensdo dos processos
envolvidos com o metabolismo do odcito e do embrido (MASTROMONACO et al.,
2004).

O soro tem sido utilizado como a principal fonte protéica nos meios de
cultivo. Entretanto, apresenta variacdes nos resultados de um lote para outro, em
razdo da variancia dos componentes do soro, como aminoacidos, hormdnios,
citocinas, fatores de crescimento. Essas variacbes podem provocar alteragcdes nos
perfis de expressao de alguns transcritos, como a HSP70 (SAGIRKAYA et al., 2007),
como resposta das células.

Kawarsky & King (2001) observaram a presenca de transcritos de HSP70
desde odlcitos imaturos até o estadio de blastocisto expandido. A avaliacdo da
expressao destes transcritos de HSP70 poderia ser utilizada como indicador do

estresse térmico causado pela criopreservacédo em células da granulosa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de execucao

Todas as etapas de coleta e selecdo dos complexos cumuli-oocitos (CCOs),
vitrificagcdo dos CCOs e producdo in vitro (maturacdo, fecundacéo e cultivo) foram
realizadas no Laboratorio de Reproducdo Animal Prof. Assis Roberto de Bem, no
Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) na Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC) em Lages, Santa Catarina.

As etapas referentes ao processamento do material e avaliacdo da
expressao génica foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada,
no Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

4.2 Producgdao in vitro
4.2.1 Obtencéo e selecdo dos complexos cumuli-o6citos (CCOs)

Os ovarios foram coletados em abatedouro no municipio de Lages e
transportados em solucédo salina tamponada com fosfato a temperatura de 24 a 30
°C, adicionado de penicilina G potassica (Sigma®, P-4686) e sulfato de
estreptomicina (Sigma®, S-1277). Entre cinco a oito horas apdés o inicio do abate, 0s
foliculos que apresentavam didmetro entre dois e oito mm, foram puncionados com
uma agulha de 19G (Becton Dickinson®) conectado a um tubo de ensaio, ligado a
uma bomba de vacuo com pressao suficiente para aspirar 20ml de liquido/min. Em
seguida, o sedimento do fundo dos tubos foi transferido para placas quadriculadas
para busca das estruturas sob estereomicroscopio. A selecdo dos CCOs foi
realizada em liquido folicular centrifugado (Lemhkul et al., 2002), sendo utilizados
apenas CCOs que apresentassem o06citos com citoplasma homogéneo e

completamente envoltos por células do cumulus compactas.

4.2.2 Isolamento das células da granulosa e dos o0citos

Apods a selecdo morfologica, grupos de 5 ou de 25 CCOs que apresentavam
camadas compactas de células do cumulus e cujos o6citos mostrassem citoplasma
homogéneo, foram selecionados e distribuidos em 6 grupos experimentais: G1 (ou
AOC) — 5 CCOs nao submetidos a maturacéao; G2 (ou AMC) — 25 CCOs submetidos
a maturacdao in vitro (MIV); G3 (B1EC) — 25 CCOs expostos a solucao de vitrificacao
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1 e submetidos a MIV; G4 (B2EC) — 25 CCOs expostos a solucéo de vitrificacdo 2 e
submetidos a MIV; G5 (A1VC) — 25 CCOs vitrificados com a solucao 1, reaquecidos
apos 24 horas e submetidos a MIV; G6 (A2VC) — 25 CCOs vitrificados com a
solucéo 2, reaquecidos apoés 24 horas e submetidos a MIV.

Os 5 CCOs do G1 (ou AOC) foram submetidos ao desnudamento mecanico
em agitador de tubos. Em seguida, os 6ocitos foram recuperados e as células
concentradas por centrifugacdo antes do acondicionamento em tubos cOnicos de
microcentrifuga de 0,5 ml para armazenamento em botijdo criogénico visando a
preservacao do mRNA das células.

Os 25 CCOs de cada um dos demais grupos (G2 a G6), foram submetidos
aos tratamentos especificos e, apds a maturagdo in vitro, foram coletados 5 CCOs
de cada grupo para serem desnudados e armazenados em nitrogénio liquido de

forma idéntica aos CCOs imaturos do G1.

4.2.3 Maturagdo in vitro

Apols a selegcdo e a realizagdo do tratamento especifico, os CCOs dos
grupos G2 a G6 foram transferidos para o meio de maturacdo (Meio TCM199 com
sais de Earle, adicionado de 5,96mg/ml de Hepes [Sigma H 6147]; 2,2mg/ml de
NaHCOs3; 2,2ug/ml de piruvato de sédio; 0,01Ul de rFSH/mI [Serono; L1930300];
0,5ug/ml LHb [USDA; AFP-11743-B] e 10% de soro de égua em estro [SEE]), para
incubacdo a 39°C em estufa com atmosfera de 5% de CO, e maxima umidade

relativa, onde permaneceram por 22 a 24 horas.

4.2.4 Fecundacao in vitro

Para a fecundacéo, foram selecionados espermatozoides a partir de sémen
congelado, proveniente de um touro com reconhecida eficiéncia na producao in vitro
de embrides. O sémen foi descongelado em banho-maria a 37°C por 30 segundos,
sendo transferido para um tubo de reacdo de 1,5ml. Apdés homogeneizacéo, foi
retirada uma amostra de 100ul para deposicdo sob 1,0ml de meio Talp-SPERM
(Parrish et al., 1985), colocados em um tubo de vidro de 6ml com tampa. Dois tubos
foram mantidos a 37°C em estufa durante uma hora. Ap6s a migracdo dos
espermatozoides (swim-up), foram aspirados 850 ul de meio e feita a determinacao

da concentracdo em camara de Neubauer.
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Os CCOs maturados foram transferidos para os respectivos poc¢os da placa
de fecundacéo, contendo 400ul de meio Talp-FERT (Parrish et al., 1985) adicionado
de 30 pug/ml de heparina (Sigma H 3393, 183 USP/mg); 0,72ug/ml de penicilamina;
0,26ug/mL de hipotaurina; e 0,04ug/mL de epinefrina.

A inseminacéo (dia zero=DO0), foi obtida mediante a deposi¢cdo de 20ul de
meio com uma concentracao final de 1x10° espermatozéides/ml, correspondente a
dose inseminante a ser adicionada a cada poco da placa. Para a fecundacéo, os
CCOs foram incubados com os espermatozoéides por 18-22 horas, nas mesmas
condicdes de cultivo descritas para a maturacao.

4.2.5 Cultivo in vitro

Apés a fecundacgdo, as estruturas foram transferidas do meio Talp-FERT
para tubos de ensaio com meio de manuten¢ao, nos quais foi realizada a remocao
das células do cumulus oophorus, mediante 60 segundos de agitacdo mecéanica em
agitador de tubos. ApOs serem recuperadas e lavadas em meio novo, as estruturas
foram transferidas para os respectivos poc¢os da placa de cultivo, contendo 400ul de
meio SOFaaci (HOLM et al., 1999), sob 6leo mineral (Sigma, M 8410). Apds serem
centrifugadas e lavadas por trés vezes, uma amostra de células do cumulus
oophorus foi adicionada aos pocos de cultivo para condicionamento do meio. A
incubacéo foi realizada a 39°C em estufa de cultivo com atmosfera de 5% CO, até a
avaliacdo da taxa de clivagem 48 horas apo6s a inseminacédo (D2), quando foram
removidas as estruturas nao clivadas. Apds isso, a placa de cultivo foi acondicionada
em uma bolsa de plastico ndo permeavel a gases (VAJTA et al., 1997) para
incubacdo com atmosfera constante de 5% de CO,, 5% de O,, 90% de N,, maxima
umidade relativa e temperatura de 39°C durante o restante do cultivo.

Foram realizadas avaliagbes durante o cultivo in vitro, sendo a primeira
realizada 48 horas ap0s a inseminacao (dia 2 = D2), considerando viaveis 0s zigotos
que apresentaram clivagem. Uma segunda avaliacéo foi realizada para verificar os
embrides que atingiram o estagio de blastocisto no dia 7 (D7) e dia 8 (D8) ap0s a

inseminacgao.

4.3 Vitrificagcdo dos CCOs

Os CCOs imaturos foram vitrificados pela exposicdo ao nitrogénio liquido
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em tubos de vidro manualmente estirados. A viabilidade foi avaliada pela capacidade
de desenvolvimento dos embrides in vitro até o estagio de blastocisto. Apds serem
selecionados, os CCOs foram homogeneamente distribuidos em trés tratamentos:
tratamento 1 (exposicdo a solucdo de vitrificacdo), tratamento 2 (vitrificacdo) e
controle (n&o vitrificado).

Foram comparadas duas solugdes de vitrificagdo distintas, constituidas por
solugéo de vitrificacdo 1 (SV1): etileno glicol (EG) + 1,2 propanediol (PRO) ou
solucéo de vitrificacdo 2 (SV2): EG + dimetil sulfoxido (DMSO). Nos tratamentos, 0s
CCOs foram inicialmente expostos a solucédo de equilibrio 1 (SE1 = 10% EG + 10%
PRO em meio de manipulacdo) ou a solucéo de equilibrio 2 (SE2 = 10% EG + 10%
DMSO em meio de manipulacdo). Apés 30 segundos de exposi¢cdo a uma das SE,
0os CCOs foram expostos a uma das solugbes de vitrificagcdo (SV1 = 20% de EG +
20% PRO em meio de manipulacéo, ou SV2 = 20% de EG + 20% DMSO + 0,5M de
sacarose em meio de manipulacdo), por 25 segundos. Apés este periodo de
exposicdo os CCOs foram depositados na solugcdo de remocao de crioprotetores
(tratamento exposicdo) ou envasados e mergulhados obliqguamente no nitrogénio
liquido (tratamento vitrificacao).

A remocao dos crioprotetores foi realizada mediante imersdo dos CCOs do
tratamento exposicdo ou da palheta (tratamento vitrificacdo) em uma solucdo de
TCM Hepes + 20% de SEE + 0,3 M de sacarose, por cinco minutos, seguida da
passagem em uma solucdo de TCM Hepes + 20% de SEE + 0,16 M de sacarose,
por cinco minutos. Em seguida os CCOs eram colocados em meio de manutencéo e

selecionados de acordo com o grupo experimental para a maturacao in vitro.

4.4 Avaliacdo da expresséo génica
4.4.1 Extracdo do mRNA das células da granulosa

A extracdo do mRNA das amostras contendo as ceélulas do cumulus
oophorus de cinco CCOs foi realizada em duas etapas. Para a extracdo do RNA
total de cada um dos seis grupos foi utilizado o reagente TRIzol® (Invitrogen, USA),
de acordo com as instru¢des do fabricante.

O RNA total foi re-suspenso em 30 ul de agua ultra-pura livre de RNase. A
cada amostra de RNA das células do cumulus foi adicionado 20 pg de mRNA de
alfa-hemoglobina (HBA) de coelho (BRL, USA) como um controle interno da
extracdo de mRNA das amostras. As amostras foram submetidas a captacao
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especifica do mRNA utilizando-se um “kit” comercial de separacdo magnética
(Dynabeads® mRNA™ DIRECT Micro Kit, DYNAL, Noruega), de acordo com as
instruc6es do fabricante. No final do protocolo de separacdo magnética, o mRNA foi
re-suspenso em 8,5 ul de agua ultra-pura livre de RNase. Um tubo contendo apenas
20 pg de mRNA de alfa-hemoglobina (HBA) de coelho re-suspensos em agua ultra-
pura livre de RNase em um volume final de 9ul, foi preparado como um controle da

captacdo de mRNA pela separacdo magnética.

4.4.2 Obtenc&o do cDNA a partir do mRNA

Os mRNAs foram transcritos reversamente em cDNA em uma solucéo
contendo 4 pl de tampéao 5X First Strand Buffer (250 mM Tris-HCI pH 8,3; 375 mM
KCI; 15 mM MgCly; Invitrogen); 2 ul de DTT (0,1 M; Invitrogen); 1ul Oligo(dT)12-18
Primer (0,5 pg/ml; Invitrogen); 2 ul de solugdo com 2,5 mM de cada dNTP
(Invitrogen); 2 ul de RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (10 U/pl;
Invitrogen); e 100 U de enzima M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/ul; Invitrogen)
em um volume final de 20 ul, em tubos cénicos de polipropileno de 0,5 ml. A mistura
foi coberta com 6leo mineral e a reacdo de transcricao reversa (RT) realizada a 37°C
por 60 minutos seguida de aquecimento a 95°C por 10 minutos. Ao final da reagao
de transcricdo reversa, as amostras de cDNA das células do cumulus foram diluidas

para um volume final de 50ul, com &gua ultra-pura livre de RNase

4.4.3 Amplificacdo dos cDNAs das amostras por PCR

Para a amplificacdo do cDNA foi estabelecido um valor padrdo chamado de
equivalente-células do cumulus oophorus (equivalente cel), como forma de
padronizar as quantidades de cDNA inicial na PCR. Cada amostra continha células
do cumulus de 5 CCOs em 50 pnl, portanto, cada ul do cDNA corresponderia a 0,1
equivalente cel.

Foram avaliados os padrdes de expresséo de quatro transcritos de bovinos:
1) conexina 43 ou GJA1 (do inglés, gap junction protein, alpha 1, 43kDa); 2) acido
hialurénico sintase 2 (HAS2, do inglés, hyaluronan synthase 2); 3) link protein 1 ou
HAPLNL1 (do inglés, hyaluronan and proteoglycan link protein 1);e 4) a HSP70-1 ou
HSPAI1A (do inglés, heat shock 70 kD protein 1 ou heat shock 70kDa protein 1A).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=gene&Cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=281193&log$=databasead&logdbfrom=nuccore
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=gene&Cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=281717&log$=databasead&logdbfrom=nuccore
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=gene&Cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=281825&log$=databasead&logdbfrom=nuccore
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Para o processo de otimizacdo algumas variantes foram alteradas,
buscando-se chegar a um padrao de expressao uniforme dos transcritos. Diferentes
concentragdes das amostras de cDNA a serem utilizadas em cada tubo de reagao
foram testadas durante a otimizacdo, chegando-se aos valores de cDNA [1,2
equivalente cel para link protein 1 (HAPLN1); 0,2 equivalente cel para HAS2; 0,1
equivalente cel para conexina 43 (GJAL); 0,3 equivalente cel para HSP70-1; e 0,25
equivalente cel para alfa-hemoglobina de coelho (HBA)] e ao numero de ciclos de
PCR (38 ciclos de amplificagdo para link protein 1 e 33 ciclos para os demais
transcritos) utilizados para os experimentos.

Os oligonucleotideos ou “primers” foram desenhados de acordo com as
sequéncias descritas na literatura, sintetizados sob encomenda (Invitrogen) e sao
apresentados na Tabela 1.

TABELA 1. Sequéncia de bases dos oligonucleotideos utilizados na técnica de RT-
PCR para a amplificacdo de cDNA.

Acesso no T " Y Produto amplificado
Genes Sequéncia dos “primers
GenBank (pares de base)
Conexina43  NM_174068 5 GGG AAA GAG CGA TCC TTA CCA CAC TAC CAC 516pb
3' CCA CCT CCA ATG AAA CAA AAT GAA CAC CTA
HAS2 NM_174079 5 GCT TGA CCC AGC ATC ATC TGT GG 403pb
3'CTG GTT TAACCA TCT GAG ATATT
HAPLN1 NM_174288 5 GGT CTG TGC AAT ATC CCATC 232pb
3'CCC ACT TTA GCA ATC TGA GC
HSP70-1 NM_174550 5 AAG GTG CTG GAC AAG TGC CAG GAG GTG ATT 488pb
3' ACT TGG AAG TAA ACA GAA ACG GGT GAA AAA
HBA NM_001082389 5" GCA GCC ACG GTG GCG AGT AT 257pb

3" GTG GGA CAG GAG CTT GAA AT

Para cada par de “primers” foi necessaria a otimizacdo da concentracéo a
ser utilizada na PCR, bem como a quantidade inicial de cDNA (equivalente cel de
cDNA) a ser adicionado nas reacdes de amplificacdo e o numero de ciclos de
amplificagéo dos fragmentos a serem avaliados.

As concentracbes de “primer” utilizadas variaram de acordo com as
sequéncias de cDNA a serem amplificadas. Para conexina 43, HAS2 e HSP70-1 e
alfa-globina (HBA) de coelho, foram utilizados 10 pmoles/rea¢do de cada “primer”
(senso e anti-senso). Para a link protein 1 (HAPLN1) de bovino foram utilizados 20

pmoles/reacdo de cada “primer” (senso e anti-senso).
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Apds a otimizacdo chegou-se aos seguintes valores de cDNA bovino a
serem utilizados na PCR: 1,2 equivalente cel (12 pnl) para link protein 1; 0,2
equivalente cel (2 ul) para HAS2; 0,1 equivalente cel (1 ul) para conexina 43; 0,3
equivalente cel (3 ul) para HSP70-1; e 0,25 equivalente cel (2,5 ul) para alfa-
hemoglobina de coelho (HBA). Para a amostra de cDNA de alfa-hemoglobina de
coelho, utilizada como controle da separacdo magnética do mRNA, utilizou-se o
equivalente a 1pg (1 ul) do mRNA inicial submetido a reacdo de transcricao reversa.

A PCR foi realizada em tubos de 0,5 ml contendo: 2 ul de tampé&o 10X PCR
Buffer (200 mM Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCI; Invitrogen); 0,6 ul de MgCl, (50 mM,
Invitrogen); 1 ul da solugdo de 10 mM de dNTP (Invitrogen); 0,2 ul de enzima
Platinum® Tagq DNA Polymerase (5 U/ul; Invitrogen); 1 ul (10 ou 20 pmoles/ul) de
cada oligonucleotideo ou “primer” (senso e anti-senso); 0,1 a 1,2 equivalente cel (1
ul a 12 ul) de cDNA das amostras de células bovinas do cumulus ou 1 pg (1pg/ul) de
cDNA da amostra de alfa-globina de coelho; e agua ultra-pura livre de DNase em
quantidade suficiente para completar um volume final de 20 ul. A mistura foi coberta
com 6leo mineral e os tubos acondicionados no termociclador para a realizacdo da
PCR.

Os tubos contendo as amostras foram submetidos a uma desnaturacéo
inicial de 94°C por 2 minutos, seguida de 33 ou 38 ciclos de amplificacdo de 94°C
por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por 90 segundos, e um ciclo de extensao
final de 72°C por 3 minutos. Foram utilizados 38 ciclos de amplificacdo para link
protein 1 e 33 ciclos para os demais fragmentos.

4.4.4 Andlise dos transcritos amplificados

O volume de 20 ul da amostra contendo o DNA amplificado por PCR foi
submetido & eletroforese em gel de agarose a 2% (GIBCO BRL®) em tamp&o TBE
0,5X (Sambrook et al., 1989) contendo 0,5 ug/ml de brometo de etidio (Sigma). Apos
a realizacdo da eletroforese o gel foi fotografado com camera digital (DC40 camera,
Kodak, EUA) e analisado com o programa Scion Image (Scion Corporation,
Frederick, MD, USA). O programa também foi utilizado para analisar a densidade
Optica das bandas obtidas no gel, comparando-se a quantidade de pixels de cada

gene.
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4.4.5 Analise estatistica

Os resultados de viabilidade embrionaria obtidos foram analisados utilizando
o teste de Qui-quadrado e teste exato de Fisher. Os resultados de abundancia
relativa dos transcritos de HAPLN1, HAS2, conexina 43 e HSP70-1 foram analisados
usando o pacote de programa SPSS (Inc., Chicago, IL., USA), pelo teste ANOVA
complementado pelo teste de Tukey. Os resultados foram considerados
estatisticamentre diferentes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Viabilidade embrionaria

5.1.1 Exposicéo as solucdes crioprotetoras

Os dados de viabilidade embrionéria obtidos no experimento de exposi¢ao
dos CCOs as solucdes crioprotetoras estdo agrupados na Tabela 2. Houve diferenca
significativa (p=0,0016) entre as taxas de clivagem observadas no grupo controle em
relacdo as obtidas nos grupos expostos as solucdes de vitrificacdo SV1 (EG + PRO)
e SV2 (EG + DMSO).

Em relacdo as taxas de blastocitos obtidos, o grupo exposto a SV1
apresentou resultado de viabilidade embrionaria semelhante ao grupo controle e
significativamente superior as taxas de blastocisto obtidas no grupo exposto a SV2,
tanto no D7 (p=0,0013) como D7 + D8 (p=0,0008).

Tabela 2. Taxa de clivagem e de desenvolvimento até o estadio de blastocisto de
o0citos bovinos expostos as solucdes crioprotetoras SV1 (EG + PRO) e
SV2 (EG + DMSO).

Grupos  Numero Clivagem Blastocistos
de D7 D7 + D8
o0citos N (%) N (%) N (%) %)
Controle 118 96% (81,3) 45% (38,1) 51% (43,2)
sv1 116 79" (68,1) 352 (30,1) 38* (32,7)
SV2 118 71° (60,1) 20° (16,9) 24° (20,3)

a, b, c: ndmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente pelo teste do Qui-
quadrado (p<0,01).

5.1.2 Vitrificacdo dos odcitos imaturos

Os dados referentes ao numero de odcitos utilizados, taxas de clivagem e
de blastocistos obtidos no experimento de vitrificagcdo, sédo apresentados na Tabela
3. Verificou-se que houve diferenca significativa (p<0,0001) entre o grupo controle e
0s grupos vitrificados nas solugdes SV1 e SV2, tanto na taxa de clivagem quanto no

desenvolvimento até o estadio de blastocisto no D7 e no D7 + DS.
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Tabela 3. Taxa de clivagem e de desenvolvimento até o estadio de blastocisto de
o0citos bovinos submetidos a vitrificacdo nas solucdes crioprotetoras SV1
(EG + PRO) e SV2 (EG + DMSO).

Grupos  Numero Clivagem Blastocistos
de D7 D7 + D8
o0citos N (%) N (%) N (%) %)
Controle 241 1912 (79,2) 86% (35,6) 94% (39,0)
svi 212 47° (22,1) 0° (0) 1° (0,4)
SV2 217 94° (43,3) 9 (4,1) 10° (4,6)

a, b, c: ndmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente pelo teste de Fisher
(p<0,0001).

5.2 Expresséao dos Transcritos

Durante a realizacdo dos experimentos, foi necessaria a otimizacdo das
condicOes do ensaio de PCR. As quantidades de cDNA, temperatura de anelamento
e numero de ciclos tiveram que ser ajustados para se chegar a condi¢cdes que
permitissem uma avaliagdo da abundancia relativa dos transcritos.

A Figura 1 é representativa desse processo de otimizacado necessario para
adequar as condi¢cdes de PCR. As condicfes inicialmente testadas no experimento
para a reacao de amplificacdo sdo mostradas na Figura 1A, onde foi utilizada uma
desnaturacao inicial de 94°C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de amplificacao
de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por 90 segundos, e um ciclo de
extensado final de 72°C por 3 minutos, para os transcritos de HAS2, HSP70-1 e
conexina 43, e 35 ciclos para HAPLN1. A Figura 1B mostra a modificagcdo na
intensidade de amplificacdo dos transcritos apos a alteracdo no numero de ciclos
utilizados na amplificacédo (38 ciclos para link protein 1 e 33 ciclos para os demais
transcritos).

Com as condic¢des do ensaio de PCR estabelecidas, foi possivel executar os
experimentos com a obtencdo de resultados que permitissem a visualizacdo dos
fragmentos amplificados de forma satisfatoria.

A andlise das fotografias realizadas dos géis apés a eletroforese, através da
medicdo da densidade Optica de cada fragmento medida em pixels, permitiu

estabelecer um valor de intensidade para cada amostra, relacionada com a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=88319926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=gene&Cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=281717&log$=databasead&logdbfrom=nuccore

38

expressdo dos transcritos. A abundancia relativa de cada amostra foi obtida pela
razdo do valor da densidade Optica de cada transcrito bovino pelo valor da
densidade éptica do transcrito de alfa-globina de coelho correspondente.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24

2000pb
1200pb
800pb 516pb
488pb
403pb
232pb

400pb
200pb

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24

2000pb

1200pb

800pb 516pb
488pb

400pb 403pb

200pb 232pb
B

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (0,5pug/ml),
mostrando os produtos de amplificacdo do cDNA de células bovinas de 5 complexos odcito-
cumulus oophorus (CCOs) obtidas a partir dos diferentes grupos experimentais: AOC - CCOs
imaturos (amostras 1, 7, 13 e 19); AMC - CCOs submetidos & maturagéo in vitro (amostras 2, 8,
14 e 20); BLEC - CCOs maturados ap0s exposi¢éo a solugdo de vitrificagdo 1 (amostras 3, 9, 15
e 21); B2EC - CCOs maturados apés exposicao a solucéo de vitrificacdo 2 (amostras 4, 10, 16 e
22); A1VC - CCOs maturados apos a vitrificagdo na solugdo 1 (amostras 5, 11, 17 e 23); A2VC -
CCOs maturados ap6s a vitrificagédo na solucdo 2 (amostras 6, 12, 18 e 24). M - Padrdo de peso
molecular (470 ng, Low DNA Mass Ladder, Invitrogen™); Amostras 1 a 6 - amplificacdo dos
transcritos de HAPLN1 (232pb); Amostras 7 a 12 - amplificacdo dos transcritos de HAS2
(403pb); Amostras 13 a 18 — amplificac@o dos transcritos de conexina 43 (516pb); Amostras 19 a
24 — amplificacdo dos transcritos de HSP70-1 (488pb). A - PCR utilizando de 30 ciclos de
amplificagdo para os transcritos de HAS2, HSP70-1 e conexina 43, e 35 ciclos para HAPLN1. B -
PCR utilizando de 33 ciclos de amplificacdo para os transcritos de HAS2, HSP70-1 e conexina
43, e 38 ciclos para HAPLNL1.

A média e o desvio padrdo dos valores de abundancia relativa dos
transcritos obtidos a partir das células do cumulus oophorus de 5 CCOs bovinos em
cada um dos seis grupos experimentais, apos trés repeticdes, sdo apresentados na
Figura 2. Entre os diferentes grupos de CCOs testados né&o foi observada diferenca
significativa na abundancia relativa dos transcritos de link protein (p=0,738), HAS2
(p=0,772), conexina 43 (p=0,130) e HSP70-1 (p=0,333).
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Figura 2: Abundancia relativa dos transcritos de HAPLN1 (link protein), HAS2, conexina 43 e
HSP70-1 nos diferentes grupos. AOC (CCOs imaturos); AMC (CCOs submetidos a maturacao in
vitro); BLEC (CCOs maturados apds exposicdo a solucdo de vitrificacdo 1); B2ZEC (CCOs
maturados apds exposicdo a solugdo de vitrificagdo 2); A1VC (CCOs maturados apds a
vitrificagdo na solugéo 1); A2VC (CCOs maturados apds a vitrificagdo na solugéo 2).

Para uma visualizacdo mais individualizada dos resultados obtidos nos
diferentes grupos, sdo apresentados, a seguir, graficos parciais com os valores da
média e desvio padrdo da abundancia relativa dos transcritos de link protein
(HAPLN1), HAS2, conexina 43 e HSP70-1, obtidos a partir das células do cumulus
oophorus de 5 CCOs bovinos em cada um dos seis grupos experimentais, apos trés
repeticdes.

A Figura 3 mostra a média e desvio padrdo da abundancia relativa dos
transcritos testados no grupo de CCOs imaturos e dos CCOs submetidos a
maturacao in vitro sem tratamento prévio com crioprotetores. Nao houve diferenca
significativa na abundancia relativa dos transcritos de link protein (HAPLN1), HAS2,
conexina 43 e HSP70-1 — respectivamente, p=0,449; p=0,387; p=0,186; e p=0,315 —,
quando comparados estes dois grupos.

A Figura 4 apresenta a média e desvio padrdo da abundéancia relativa dos

transcritos observados nos grupos de CCOs expostos as solugdes de vitrificacdo e
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submetidos a maturagéo in vitro.
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Figura 3: Abundancia relativa dos transcritos de HAPLNL1 (link protein), HAS2, conexina 43 e
HSP70-1 nos grupos AOC (CCOs imaturos) e AMC (CCOs submetidos a maturagao in vitro).
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Figura 4: Abundancia relativa dos transcritos de HAPLN1 (link protein), HAS2, conexina 43 e
HSP70-1 nos grupos AMC (CCOs submetidos & maturagéo in vitro), BLEC (CCOs maturados
apo6s exposicao a solucéo de vitrificagdo 1) e B2EC (CCOs maturados apds exposi¢éo a solugédo
de vitrificagcéo 2).
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A Figura 5 mostra os valores de abundancia relativa dos transcritos quando
comparados os grupos de CCOs vitrificados com as solucdes de vitrificacdo SV1 e

SV2 e submetidos a maturacao in vitro.
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Figura 5: Abundancia relativa dos transcritos de HAPLN21 (link protein), HAS2, conexina 43 e
HSP70-1 nos grupos AMC (CCOs submetidos a maturagédo in vitro), AlVC (CCOs maturados
apos a vitrificagao na solugdo 1) e A2VC (CCOs maturados ap0s a vitrificagdo na solugéo 2).

Ndo foi observada diferenga significativa na abundéncia relativa dos
transcritos de link protein (HAPLN1), HAS2, conexina 43 e HSP70-1, quando foram
comparados 0os CCOs frescos maturados in vitro com os grupos de CCOs expostos
as solucdes de vitrificacdo (respectivamente, p=0,971; p=0,720; p=0,863; e p=0,865)
ou agueles vitrificados nestas solucbes (respectivamente, p=0,655; p=0,738;
p=0,926; e p=0,713).
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6 DISCUSSAO

Segundo Wrenzycki et al. (2007), uma avaliagdo precisa da viabilidade
embrionaria € crucial para o estabelecimento e manutencdo da prenhez apoés
transferéncia embrionaria. Entretanto, o sucesso desse processo € obtido, em ultima
etapa, quando se obtém uma prole saudavel. Dessa forma, seria importante
desenvolver um sistema de avaliacdo dos embrides durante a produgao in vitro
(PIV), ao longo das etapas de maturacao (MIV), fecundacéo (FIV) e cultivo in vitro
(CIV).

O critério utilizado para a avaliacao da viabilidade, tanto de embrifes quanto
de CCOs, é baseado na morfologia das estruturas consideradas de boa qualidade
para a PIV. Em relacdo aos embrides, a utilizagdo da morfologia como critério de
selecéo esta diretamente relacionado com a viabilidade embrionaria in vivo e in vitro.
No entanto, esta relacdo da morfologia com a viabilidade pos MIV, FIV e CIV ainda
nao esta totalmente estabelecida. A utilizacdo de técnicas de biologia molecular para
avaliacdo da qualidade dos CCOs, baseada na andlise da expressdo de genes
relacionados ao processo de maturacao in vitro, pode ajudar a compreender melhor
0 que acontece durante a producdo in vitro, especialmente nesta fase inicial
(SAGIRKAYA et al., 2007).

Uma forma pratica para a execug¢do dos experimentos com PIV é a coleta
de CCOs ou odcitos a partir de ovarios de abatedouro e sua preservacdo a baixas
temperaturas através de técnicas de criopreservacao (CETIN & BASTAN, 2006). De
acordo com Diez et al. (2005), apesar dos avangos e da importancia da
criopreservacao de ovérios e odcitos, um dos mais dificeis tipos celulares de serem
criopreservados ainda € o odcito. Apos a criopreservacdo, na qual a vitrificacao
aparece como o0 método com melhores resultados, o o06cito apresenta
comprometimento da sua capacidade de desenvolvimento. Estudos que avaliam a
estrutura dos CCOs criopreservados submetidos a maturacéo in vitro sdo escassos
e ndo examinam a influéncia da vitrificacdo sobre as células da granulosa
(MARTINS et al., 2005; CETIN & BASTAN, 2006).

A vitrificacdo procura evitar a formagéo de cristais de gelo dentro da célula
atraves do grande aumento da viscosidade da solucédo utilizada. Porém, tanto a alta
concentracdo dos crioprotetores, que pode tornar-se toxica para as ceélulas quando

utiizadas em temperatura inadequada, como o resfriamento, provocam danos
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celulares (VAJTA & KUWAYAMA, 2006; CETIN & BASTAN, 2006).

No presente trabalho, foram testadas solugdes crioprotetoras de etileno
glicol (EG) combinado ao propanediol (PRO) ou ao dimetil sulfoxido (DMSO) +
sacarose. Embora a taxa de clivagem obtida apés a exposicdo dos CCOs as
solucdes crioprotetoras ndo tenha mostrado diferenca significativa entre elas (Tabela
2), ambas mostraram resultados de clivagem inferiores ao grupo controle.
Provavelmente, a exposicdo aos crioprotetores causou danos ao odécito e as células
da granulosa, interferindo na taxa de maturacao, fecundacgéao e clivagem. Entretanto,
os resultados de desenvolvimento até o estadio de blastocisto mostraram que a
solucédo contendo DMSO (SV2) foi mais tdxica aos odécitos que a solucdo contendo
PRO (SV1), que se comportou de forma semelhante ao grupo controle.

Apesar da grande aplicacdo do DMSO para a vitrificagdo, Wusteman et al.
(2002) chegaram a resultados onde a toxicidade desse crioprotetor foi muito mais
elevada que solu¢des contendo butanediol ou propanediol, na vitrificacdo de células
de endotélio vascular. Os autores mencionam o propanediol como um crioprotetor
promissor, sob aspectos fisicos e biolégicos, para experimentos com vitrificacéao.

Chang et al. (2009) também indicam o PRO como um bom crioprotetor para
a criopreservacao. Em seu trabalho verificaram a acao de 1,5 M de propanediol com
0,5 M de sacarose no congelamento de odcitos imaturos de camundongo. Os
autores relatam que o crioprotetor mantém a organizacado do fuso mitético de Ml a
temperaturas abaixo de zero, porém o fuso se desorganiza gradativamente ao longo
do processo de reaquecimento pds-congelacdo com ou sem PRO.

Martins et al. (2005) indicam o PRO como um bom crioprotetor, penetrando
através da membrana celular mais rapido que o glicerol. Os autores afirmam que
uma solucdo crioprotetora contendo crioprotetores permeaveis (como o etileno
glicol) e ndo permeaveis (como a sacarose) oferece maior vantagem que uma
solucdo com apenas um crioprotetor permeével.

Entretanto, ao avaliar os resultados de vitrificacdo obtidos no presente
trabalho (Tabela 3), percebece-se uma inversao nos resultados obtidos com as duas
solucbes crioprotetoras. Tanto a taxa de clivagem, quanto a taxa de blastocistos,
obtidas com a solugdo contendo DMSO (43,3% e 4,6%, respectivamente) foram
superiores as obtidas com a solugdo contendo PRO (22,1% e 0,4%,
respectivamente). Observa-se que, apesar da solucdo contendo DMSO ser mais

toxica as células durante a etapa de exposicao, esta foi mais eficiente que a solucéo
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contendo PRO na etapa de vitrificacao.

Odcitos e embrides sofrem consideraveis danos na sua estrutura e fungdes
durante a criopreservacao e provavelmente as células da granulosa também sofram
algum tipo de dano. Entretanto, de alguma forma, parte destas estruturas possui a
capacidade de reparar parcial ou completamente os danos, prosseguindo seu
desenvolvimento normal (VAJTA & KUWAYAMA, 2006).

O EG é bastante utilizado para vitrificacdo de odcitos imaturos humanos e
bovinos por possuir alta permeabilidade e baixa toxicidade. J& o DMSO tem uma
acdo toxica que provoca desarranjo dos microtubulos no odécito. Cetin & Bastan
(2006), ao avaliarem trés solucdes contendo 40% EG, 40% DMSO ou 20% EG +
20% DMSO + 1M sacarose, como crioprotetores para o0citos bovinos imaturos,
chegaram a resultados de maturacdo (medida pela percentagem de o0citos em
metafase Il) de 34,1%, 14,9% e 20,7%, respectivamente, inferiores a taxa obtida no
grupo controle (79,6%). As solucdes contendo 40% de EG e 40% de DMSO
mostraram resultados de maturagéo significativamente diferentes entre si, porém, a
solucdo combinada de EG + DMSO néao diferiu de nenhuma delas. Desta forma, a
utiizacdo de DMSO em solucbes combinadas de crioprotetores parece ter boa
capacidade de vitrificacdo apesar da maior toxicidade do DMSO isoladamente,
corroborando de certa forma os dados apresentados no presente trabalho.

A vitificagdo de odcitos bovinos imaturos em solucdo contendo 20% de EG,
9% de Ficol e 0,15M de sacarose, realizada por Abe et al. (2005), resultou em 37,7
10,5% de taxa embrides de 2-células e 8,0 + 4,5% de blastocistos, comparadas,
respectivamente, as taxas de 66,9 + 2,7% e 16,6 £ 3,2%, no grupo controle néo
criopreservado. Os autores observaram que alguns dos odcitos vitrificados nao
realizavam a extrusdo normal do corpusculo polar mesmo apés a separacdo dos
cromossomos, indicando que tinham a capacidade de maturar normalmente
atingindo o estagio de teléfase |, mas, apresentavam dano em algum fator regulador
chave envolvido na extrusdo. Apontam uma provavel diferenca na atividade
metabolica das mitocondrias dos odcitos vitrificados em relagdo aos do grupo
controle.

Kim et al. (2001) relataram alteragbes no conteudo de fosfolipidios e
composicao de acidos graxos em odcitos bovinos imaturos congelados. Alteracées
nas mitocondrias e lipidios apés a criopreservacao poderiam afetar a fecundacéo e o

processo de desenvolvimento posterior. A distribuicdo das mitocondrias esta
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relacionada com a taxa de metabolismo, proliferacdo e diferenciacdo celular, por
gerar energia necessaria em periodos cruciais do ciclo celular (MATSUMOTO et al.,
1998).

Kim et al. (2007) obtiveram taxa de 2,3% de blastocistos com a vitrificacao
de odcitos bovinos imaturos, utilizando uma solucdo de DMSO e EG como
crioprotetores. Os autores sugerem que o dano causado pela criopreservagdo esta
associado com a destruicdo do contato intercelular entre as células do cumulus e o
odcito, principalmente através das jun¢des comunicantes.

Os eventos que ocorrem durante a maturagao in vitro de odcitos bovinos
influenciam sua capacidade de desenvolvimento até o estagio de blastocisto. Porém,
ndo ha consenso sobre a influéncia da composicdo do meio e das condi¢bes de
maturacdo sobre o desenvolvimento (HOLM et al., 1999; ALI & SIRARD, 2002) e
expressdo génica dos embrides (WATSON et al., 2000; KNIJN et al., 2002).
Portanto, a avaliacdo da capacidade de desenvolvimento (taxa de clivagem e de
formacgao de blastocistos) combinada com medidas qualitativas como a abundancia
relativa de mRNA pode gerar mais informagdes sobre as consequéncias da
maturacao ou da vitrificacdo pré-maturacao sobre a viabilidade embrionaria.

No que se refere a andlise da expressdo de genes relacionados ao
processo de maturacdo in vitro, a literatura da maior énfase a expressdo de
transcritos do o0cito, ndo avaliando, geralmente, a expressdo em células da
granulosa. As células da granulosa sdo importantes para o processo de maturacao
oocitaria; além disso, in vivo, o desenvolvimento folicular, maturacdo e ovulacédo s6
ocorrem de forma bem sucedida se h4 uma comunicacdo entre as células da
granulosa e o odcito (TANGHE et al., 2002; VAN SOOM et al., 2002). Buscar um
padrdo de expressdo dos genes no o06cito e na células da granulosa associado ao
processo de maturacdo in vitro é de grande valia para aperfeicoar os sistemas de
PIV (WRENZYCKI et al., 2007; SAGIRKAYA et al, 2007).

Antes da ativagdo do genoma embrionario, os mMRNAs e proteinas
sintetizados durante a maturacdo contribuem para o desenvolvimento inicial do
oocito. Os genes associados a esse periodo estdo envolvidos na regulacao do ciclo
celular, foliculogénese, estresse celular, sinalizagcdo por jun¢des comunicantes,
componentes de degradacdo de matriz extracelular e transporte. As informagdes
sobre expressao génica das células da granulosa apoés a vitrificacdo sdo escassas

na literatura consultada. Ndo ha ainda uma padronizacédo do processo de RT-PCR
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para avaliacdo da abundancia de mRNA em diferentes amostras de odcitos e células
da granulosa (NEMCOVA et al., 2006; WRENZYCKI et al.,, 2007). Os trabalhos
basicamente discutem a participacdo das células da granulosa no desenvolvimento
do odcito e os processos envolvidos na interacao entre as duas estruturas (YOKOO
et al., 2002b; IRVING-RODGERS & RODGERS, 2005; TIRELLI et al.,, 2005;
SAGIRKAYA et al., 2007; VIREQUE et al., 2009).

Em nosso experimento a andlise da abundéancia relativa dos diferentes
transcritos ndo mostrou diferenca estatistica significativa na expressao dos genes
entre os diferentes grupos de CCOs (Figura 2). Ndo se observou diferenca quando
foi comparada a expressdo dos diferentes genes entre CCOs imaturos e apos a
maturacéo in vitro (Figura 3), ou entre CCOs maturados apés a exposicao (Figura 4)
ou vitrificag&o (Figura 5) nas diferentes solug¢des crioprotetoras.

Durante a maturacdo, ocorre secrecdo de grandes quantidades de éacido
hialurénico (HA) e outras proteinas, que originam uma matriz extracelular gelatinosa
envolvida na expansdo do complexo cumulus oophorus-oécito (SALUSTRI et al.,
1999; KIMURA et al., 2002). Quando o HA é adicionado ao meio de maturacdo e
cultivo ha um aumento do potencial de desenvolvimento de oécitos (MARQUANT-LE
GUIENE et al., 2002) e embrides (FURNUS et al., 1998; STOJKOVIC et al., 1999)
bovinos. A expressao da proteina acido hialurdnico sintase 2 (HAS2), envolvida com
a sintese de HA pelas células do cumulus, tem sido relacionada ao desenvolvimento
da competéncia do odcito (DUNNING et al., 2007). A funcdo da HAS2 no processo
de expanséo das células do cumulus em suinos (YOKOO et al., 2002a) e bovinos
(SCHOENFELDER & EINSPANIER, 2003) foi relatada, sendo que a maior
intensidade de expressdo da proteina foi observada na etapa final do processo de
maturacdo in vitro. Irving-Rodgers & Rodgers (2005) também relacionam a
importancia da HAS com o processo de expansdo da matriz. O agregado protéico
formado entre o HA e as proteoglicanas, responsavel por manter a integridade e dar
suporte as fungbes da matriz extracelular, € dependente da link protein (HAPLN1),
proteina produzida pelas células do cumulus (KOBAYASHI et al., 1999; SUN et al.,
1999) e envolvida também na expanséo do CCO (SPICER et al., 2003; WRENZYCKI
et al.,, 2007). A importancia dos genes HAS2 e link protein durante a maturacao
sugere uma possivel diferenca na abundéancia relativa do mRNA de ambos quando
comparados CCOs antes e ap0s a maturacdo. Entretanto, esta diferenca néo foi

demonstrada, apesar das médias de abundancia relativa apdés a maturacdo serem
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mais altas (Figura 2). Da mesma forma, a expectativa de que a exposicdo ao
crioprotetor e a vitrificacdo levassem a alteracdo no perfil de expressédo destes
genes, por interferir na viabilidade de sintese das células do cumulus, ndo pdde ser
observada, pois houve uma variabilidade muito grande no perfil de abundancia de
MRNA entre as diferentes repeticdes para os grupos de CCOs (Figuras 4 e 5).

A familia de genes conexina expressa proteinas que formam juncdes
comunicantes importantes para comunicagdo célula-célula e resposta coordenada.
O mRNA e a proteina do gene conexina 43 esta presente nos CCOs bovinos
durante a maturacao in vitro (WRENZYCKI et al., 1999; CALDER et al., 2003). As
juncdes comunicantes tém uma funcdo importante durante a maturacao in vitro do
oocito bovino, uma vez que o0 bloqueio da sinalizacdo através das juncgdes
comunicantes ou a reducdo da proteina conexina 43 resulta em diminuicdo das
taxas de maturacdo (VOZZI et al., 2001). Além disso, a expansdo das ceélulas do
cumulus, evento importante relacionado com a maturacdo, é acompanhada de
modificagdes nos canais transmembrana formados pela conexina 43 (DELL'’AQUILA
et al., 2004). No presente trabalho, ndo se observou diferenca estatistica na
abundancia relativa do mRNA de conexina 43 entre os grupos de CCOs imaturos e
ap0s a maturacao in vitro, apesar das médias de abundancia relativa de todos os
grupos de CCOs poés-maturacdo serem mais altas (Figura 2), principalmente no
grupo de CCOs maturados sem tratamento com crioprotetor (Figura 3). O processo
de vitrificacdo expde as células a substancias que apresentam algum grau de
toxicidade e que, por sua vez, causam certo tipo de lesdo ou morte celular. Seria
esperado que a exposicao dos CCOs aos crioprotetores ou a vitrificagdo causassem
alguma interferéncia na viabilidade das células do cumulus e no arranjo protéico
intercelular, afetando a expressdo da conexina 43. Este efeito ndo foi observado
quando comparada a abundancia de mRNA de conexina 43 entre 0s grupos de
CCOs maturados (Figuras 4 e 5). Provavelmente, exista uma grande variagdo entre
0s CCOs selecionados para os experimentos e na resposta destes aos diferentes
tratamentos, pois os resultados mostram uma variabilidade muito grande no perfil de
abundancia de mRNA entre as diferentes repeticbes para os grupos de CCOs
(Figuras 2 a 5). Tsai et al. (2003) relatam grande variacdo nos niveis de mRNA de
conexina 43 nas células da granulosa de foliculos humanos e supfem que esta
resposta variavel ocorra, provavelmente, em funcdo da grande quantidade de

células da granulosa utilizadas no experimento.
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A influéncia da composicdo do meio sobre a maturacao € outro ponto a ser
levado em consideracdo. O soro tem efeito supressor na expressdo do mRNA de
conexina 43 em blastocistos bovinos (WRENZYCKI et al., 1999). Calder et al. (2005)
relatam que a abundancia de mRNA de conexina 43 em CCOs bovinos maturados in
vitro foi maior com o meio suplementado com concentracdes mais altas de soro, no
qual foi observado aumento da expansdo das células do cumulus; os autores
sugerem que se ocorre reducao de mRNA de conexina 43 durante a maturacao, isto
¢é afetado mais pelo soro do que pela expansédo do cumulus.

Os genes HSP tém varios papéis nas funcbes celulares, incluindo
modulacao de atividade protéica, regulacdo da degradacéo de proteinas e transporte
através de organelas, além de garantirem o correto dobramento das proteinas
(TAKAYAMA et al.,, 2003). As HSPs estdo envolvidas na regulacdo da apoptose
celular e a HSP70 previne tanto a morte celular dependente como a independente
de caspase (RAVAGNAN et al., 2001). Park et al. (2006) mostraram um aumento da
abundancia dos transcritos de HSP70 em embrides bovinos vitrificados, comparados
com embrides ndo criopreservados; para 0os autores este aumento € indicativo de
uma resposta ao estresse e da diminuicdo da qualidade dos embrides, em funcéo
dos danos causados pela vitrificacdo. O acumulo de transcritos durante o periodo de
crescimento do odcito é fundamental para o desenvolvimento inicial até a ativacao
do genoma embrionario. Entretanto, durante a MIV, os odcitos e as células da
granulosa sao expostos uma série de suplementos, como soro ou BSA, que podem
afetar a transcricdo dos genes. Sagirkaya et al. (2007) e Vireque et al. (2009)
sugerem que o aumento da abundancia relativa de HSP70 em blastocistos bovinos
produzidos in vitro estd associado com a suplementacdo do meio com BSA ou soro
durante a maturacéo dos odcitos. Ao contrario, trabalhos anteriores (LAZZARI et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2006) mostam que a suplementacao protéica com BSA ou
soro no meio de maturagéo ou cultivo ndo alteram o perfil de abundancia do mRNA
de HSP70 dos embrides. No presente trabalho, a resposta ao estresse da exposi¢cao
dos CCOs imaturos aos crioprotetores e ao processo de vitrificacdo ndo causou
diferenca significativa na abundancia relativa dos transcritos de HSP70 (Figuras 4 e
5).

Possivelmente, a abundancia relatva do mRNA de HSP70 esteja
relacionada com a quantidade das células do cumulus presentes nas amostras e no

efeito que a criopreservacdo tem sobre a viabilidade destas células; talvez mesmo
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com a perda de muitas células durante o processo de criopreservacao, as células
restantes aumentariam o padrdo de expressdo de HSP70 na tentativa de evitar a
morte celular. Entretanto, mesmo entre os CCOs n&o Vvitrificados ndo houve
significancia estatistica, apesar da média na abundancia relativa dos transcritos de
HSP70 apds a maturacdo ser mais alta do que nos CCOs imaturos (Figura 3). Como
ja mencionado anteriormente, € provavel que exista uma grande variagdo entre 0s
CCOs selecionados para os experimentos e na resposta destes aos diferentes
tratamentos, levando a grande variabilidade observada no perfil de abundancia de
MRNA entre as diferentes repeticoes para os grupos de CCOs.

As mesmas condi¢cdes de maturacao e cultivo in vitro foram utilizadas para
todos os grupos de CCOs para observar o possivel efeito da vitrificacdo na
abundancia dos transcritos apés a maturacdo e sobre o desenvolvimento
embrionario. Diferentes genes expostos as mesmas condi¢cdes experimentais podem
ser induzidos diferencialmente dependendo de qual processo fisico € afetado.
Entretanto, foram observadas grandes variagdes no perfil de abundancia de mRNA
entre as diferentes repeticbes para os grupos de CCOs expostos a0 mesmo
tratamento. Isto sugere que a falta de significancia estatistica para a abundancia
relativa de mRNA entre os tratamentos pode ser devida a grande variacdo entre as
amostras de CCOs, como é relatado em trabalhos com embrides bovinos
(BILODEAU-GOESEELS & PANICH, 2002; OLIVEIRA et al., 2006). Outra
possibilidade para esta variagcdo no perfil de abundancia relativa entre os grupos
pode estar relacionada como sistema de MIV utilizado para os experimentos; a
suplementacdo do meio com soro tem sido relacionada a variabilidade de resposta
de embrides (KNIJN et al., 2002) e de CCOs bovinos in vitro (CALDER et al., 2005).

Apesar dos resultados obtidos ndo mostrarem solucdes diretas para
melhorar as condi¢cdes de maturacéo in vitro ou formas de avaliar, através da técnica
de PCR, o impacto que o processo causa as células do cumulus, pode-se inferir que,
nas condicbes de maturacdo utilizadas, os genes escolhidos talvez ndo sejam bons
marcadores de avaliagdo para esta fase da PIV. Ha necessidade de avaliar outros
genes como marcadores, buscando elucidar melhor o efeito que a vitrificacdo causa
sobre as células do cumulus. Embora tenha sido observada uma grande
variabilidade de resposta dos CCOs na expressdo dos transcritos, a expressao nos
oocitos e nos embrides produzidos a partir destes néo foi avaliada, e talvez pudesse

trazer esclarecimentos e novos questionamentos em relacdo ao processo de



maturacao.
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7 CONCLUSOES

Considerando-se os resultados observados, pode-se concluir que:

- a exposicao dos complexos cumulus oophorus-oécito (CCOs) bovinos as
solucdes crioprotetoras e a vitrificacdo diminuiram a viabilidade dos odcitos e sua

capacidade de desenvolvimento embrionario in vitro;

- apesar da maior toxicidade, o DMSO foi mais eficiente que o PRO no
processo de vitrificacdo dos CCOs bovinos, permitindo maior desenvolvimento in

vitro até o estadio de blastocisto;

- as condi¢cdes de maturacéo in vitro, a exposicao as solugdes crioprotetoras
e a vitrificacdo ndo afetaram a expressdo dos transcritos nas células do cumulus

oophorus bovinos;

- 0S genes utilizados ndo se mostraram bons marcadores para a avaliacao
do processo maturacédo e vitrificagdo de CCOs no que se refere ao comportamento
das células do cumulus oophorus bovinos, nas condi¢cdes em que foram realizados

0S experimentos.
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