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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

EXPRESSAO GENICA EM COMPLEXOS CUMULUS-OOCITO
BOVINOS SELECIONADOS PELA ATIVIDADE DA GLICOSE-6-
FOSFATO DESIDROGENASE

AUTOR: ELIANA FRANCO LOPES
ORIENTADOR: JOSE LUIZ RODRIGUES
CO-ORIENTADOR: RUI FERNANDO FELIX LOPES
Porto Alegre, janeiro de 2013.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a expressdo de genes envolvidos no
transporte de monocarboxilatos (Mct1, Mct2, Mct3 e Mct4) e de genes especificos
da oogénese (Bmpl5, Gdf9 e Has2) em complexos cumulus-oocito (CCOs)
selecionados pelo teste BCB. Apoés selecdo morfologica com base no grau de
compacta¢do das células do cumulus (CCs) e no grau de homogeneidade do
citoplasma, os CCOs foram corados com 26 uM BCB (azul cresil brilhante) por 90
min e divididos em dois grupos: BCB+, que apresentavam o ooplasma corado de
azul, e BCB-, com ooplasma nao corado. Foram utilizados dois grupos controles
nao expostos ao BCB: o grupo /olding foi submetido as mesmas condigdes que os
grupos corados e o outro grupo controle foi diretamente submetido a maturagao in
vitro (MIV), apds a selecao morfoldgica dos CCOs. A expressdao génica relativa
foi determinada por RT-PCR em CCOs coletados antes e ao final da maturacao. A
expressdo também foi avaliada, separadamente, em odcitos desnudos (ODs) e
células do cumulus (CCs) antes e apOs a maturagdo. A analise dos transcritos
demonstrou que houve aumento significativo (p < 0,05) na expressao relativa de
Gdf9 e Bmpl5 nos grupos BCB+, BCB- e holding antes da MIV, enquanto Has?2
teve aumento significativo (p < 0,01) apds a MIV apenas no grupo controle. Os
outros genes analisados (Mctl, Mct2 e Mct4) mantiveram-se estaveis durante a
maturagdo. O aumento na abundancia relativa de alguns transcritos durante a MIV
pode ser atribuido as condigdes de incubagdes durante o teste BCB. Nossos

resultados demonstraram, pela primeira vez, a expressao de Mctl, 2 e 4 em CCOs



bovinos. Enquanto o mRNA de Mctl e Mct4 estava presente em ODs e em CC, o
Mct2 foi detectado somente em CCs. Nao detectamos a expressao de transcritos
de Mct3 em CCOs. As diferengas na expressao dessas trés isoformas sugerem um

papel Unico para esses transportadores durante a maturagao.

Palavras-Chave: teste BCB, complexos cumulus-oocito, expressdo génica,

transportadores de monocarboxilatos, fatores secretados por oocitos.



ABSTRACT
Doctoral Thesis
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

GENETIC EXPRESSION IN BOVINE CUMULUS OOCYTE COMPLEXES
SELECTED BY ACTIVITY OF GLUCOSE-6-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE

AUTHOR: ELIANA FRANCO LOPES
ADVISER: JOSE LUIZ RODRIGUES
SUPERVISER: RUI FERNANDO FELIX LOPES
Porto Alegre, January, 2013

The aim of this study was to determine the relative expression of genes involved in
transport of monocarboxylates (Mctl, Mct2, Mct3 e Mct4) and oogenesis specific
genes (Bmpl5, Gdf9 and Has2) in immature and mature bovine cumulus-oocyte
complexes (COC) after selection by BCB. Immature COCs underwent
morphological selection and were stained with 26 mM BCB for 90 min. Based on
ooplasm staining, oocytes were distributed in two groups BCB+ (blue color) ¢
BCB- (non-stained). The holding control group was exposed to the sc
incubation conditions as stained COCs, but without BCB. Control group was
submitted to in vitro maturation (IVM) immediately after morphological selection.
mRNA expression was investigated by RT-PCR in COCs before and after [IVM. No
relationship was observed in the relative expression of Has2, Gdf9, Bmpl5 or
Mectl, 2 and 4 transcripts between BCB- and BCB+ COCs. Transcripts analysis
showed that Gdf9 and Bmpl5 in BCB+, BCB- and holding groups were up-
regulated (p < 0.05) before IVM, while Has2 was up-regulated (p < 0.01) after
IVM in the control group. Others genes remained stable during maturation (Mctl,
2 and 4). The increase in relative abundance of some transcripts during IVM may
be attributed to incubation conditions during the BCB test. Our results showed,
for the first time, Mctl, 2 and 4 expression in bovine COCs. Mctl and Mct4
transcripts were present in denuded oocytes and cumulus cell, while Mct2 was
detected only in cumulus cells. These differences between the three isoforms in
localization suggest unique roles for each in monocarboxylate transport during
maturation.

Key-words:  BCB  test, cumulus-oocyte complexes, gene expression,

monocarboxylate transporter, oocyte-secreted factors.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros trabalhos de embriologia bovina foram realizados na
metade do século XX por Winters et al. (1942) e Hamilton e Laig (1946). Seus
esforcos, para compreender e detalhar o desenvolvimento embrionario nos
estadios de pré-implantacdo, levaram as primeiras tentativas de manipulagdo da
producdo in vitro de embrides bovinos (PIV). Trabalhos posteriores geraram
esclarecimentos adicionais da fisiologia, da gametogénese, da fecundagdo e do
desenvolvimento embrionario, culminando com um grande conhecimento na area
da embriologia dentro da medicina veterinaria.

A primeira FIV de odcitos bovinos maturados artificialmente foi
realizada por Iritani e Niwa (1977). Brackett et al. (1982) obtiveram o nascimento
do primeiro terneiro de FIV utilizando odcito maturado in vivo. Hanada et al.
(1986), produziram o primeiro terneiro apés FIV de odbcitos maturados
artificialmente e cultivo em oviduto de coelha até blastocisto seguido de
transferéncia para receptoras. E somente com os resultados do trabalho de Fukuda
et al. (1990), houve o nascimento dos primeiros terneiros produtos do processo de
MIV, F1V e cultivo in vitro (CIV).

Os ganhos cientificos e econdmicos obtidos a partir das biotecnologias da
reproducao, indubitavelmente, foram e tém sido o impeto para revisdes adicionais
e para a busca de novos esclarecimentos nessa area. Contudo, embora atualmente
ja seja possivel o uso de técnicas que poderiam parecer futuristas ha poucas
décadas, como a sexagem de sémen e de embrides, a micromanipulacdo de
embrides, a injecdo intracitoplasmdtica de espermatozoide, a transferéncia nuclear
para a producdo de clones e transgénicos, ainda existem muitos fatores que
limitam o progresso dessas técnicas.

A PIV de embrides constitui a caixa de ferramenta basica para o dominio
da maioria das tecnologias relatadas, bem como para as pesquisas basicas sobre os
mecanismos envolvidos na maturagdo, fecundagdo, cultivo e desenvolvimento
embriondrio inicial. E, por sua vez, a qualidade intrinseca do odcito tem sido
considerada como o fator chave, ou condi¢do prévia para se determinar o sucesso

da PIV e de outras tecnologias.
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O critério que tem sido amplamente usado para a selecdo de oocitos
imaturos de bovinos e de outros mamiferos, em diferentes categorias, baseia-se
em caracteristicas morfologicas. O objetivo dessa selecao € eliminar, ja no inicio
da producdo, os possiveis odcitos com baixo potencial de desenvolvimento,
aumentando a eficiéncia do procedimento de PIV.

Cabe salientar que em trabalhos de PIV de embrides bovinos, geralmente
sdo utilizados ovdarios provenientes de animais de abatedouro, que por
apresentarem um ambiente ovariano diverso levam a uma heterogeneidade dos
gametas femininos. Essa heterogeneidade pode determinar diferencas no
desenvolvimento da competéncia oocitaria. Contudo, a selecdo morfoldgica ¢ uma
analise subjetiva e, embora razodvel para identificar a qualidade do odcito e a
capacidade de MIV, ndo ¢ suficiente para selecionar adequadamente os gametas
com potencial de alcangar o estadio de blastocisto.

Neste contexto, a coloragao com o azul cresil brilhante (BCB) tem sido
utilizada na selecdo de odcitos imaturos competentes para a maturagdo in vitro.
Com a utilizagdo deste corante, ¢ possivel diferenciar odcitos em diferentes
estadios de desenvolvimento, através da medi¢do indireta da enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH), que por sua vez, estd associada com a
competéncia oocitaria e seu desenvolvimento subseqiiente.

Entretanto, o conhecimento da possivel associagdo da atividade da
G6PDH e o perfil de expressao génica durante a oogénese ainda ¢ escasso e pouco
esclarecedor. Sabe-se que o desenvolvimento da competéncia oocitaria pode estar
relacionado com a presenca ou auséncia de transcritos especificos, uma vez que os
estadios iniciais da embriogénese sdo regulados por RNAs e proteinas maternas
armazenadas dentro do odcito. Esses RNAs sdo necessarios para garantir a sintese
de proteinas durante a fase de silenciamento transcricional do genoma embrionario,
que ocorre durante a maturacdo, fecundacao e primeiras divisdes embrionarias.

A utilizacdo de marcadores moleculares pode ser empregada na validacao
de outros testes realizados na tecnologia de PIV, a exemplo do teste BCB. Esses
marcadores podem ainda ser uteis para avaliar a competéncia do odcito e levar a
compreensdo de quando e como este adquire competéncia durante a

foliculogénese, de quais sd3o as cascatas metabolicas que ativam o
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desenvolvimento e quais sdo os principais genes que disparam e regulam essas
cascatas. Por sua vez, a elucidagdo desses mecanismos poderia melhorar a
viabilidade embrionaria, fator determinante para o estabelecimento de uma
prenhez, além de permitir que outras técnicas de reprodugdo assistida possam
avangar, abrindo novos horizontes para a pesquisa na area.

Considerando a importancia do transporte dos monocarboxilatos e da
comunicag¢do bi-direcional entre o odcito e as células do cumulus o objetivo desse
trabalho foi determinar a expressdo relativa antes e apds a maturacdo dos genes
Mectl, Mct2, Mct3, Mct4, Has2, Gdf9 e Bmpl5 em CCOs bovinos de acordo com a
atividade da enzima G6PDH.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Foliculogénese

A foliculogénese, definida como o crescimento de um foliculo através de
diferentes estadios de desenvolvimento, inicia ainda durante a gestag¢do, quando as
células germinais primordiais e somaticas sofrem proliferacdo mitotica. As células
germinais primordiais sdo derivadas da massa celular interna do blastocisto em
desenvolvimento e vao originar todo o repertdrio de odcitos presentes no ovario
adulto (PICTON, 2001).

No estadio inicial da embriogénese, as células germinais migram do
epitélio do saco vitelinico até a gonada indiferenciada. Aos 45 dias de gestagdo o
ovario apresenta um cortex bem definido, nesse momento, as células germinais
iniciam sua diferenciagdo em oogodnias. Os ciclos mitdticos se estendem até o
periodo préximo do nascimento, resultando em aproximadamente 2 milhdes por
animal, embora somente cerca de 5% desse nimero restara ao nascimento. Ao
final da proliferacdo mitotica, a oogdnia entra em préfase da meiose e se
diferencia em od6cito primario. O odcito primario progride através da primeira
profase meidtica (leptdteno, zigoéteno e paquiteno) e para no estadio de diploteno
ou de vesicula germinativa (VG) até que sejam induzidos a retomar a meiose sob
estimulo de gonadotrofinas, pouco antes da ovulagdo. Nesse momento, sdo
iniciadas as modificagdes celulares e nucleares necessarias para o estabelecimento
de uma célula hapléide (ERICKSON, 1966). Durante a parada em diploteno o
od6cito bovino pode aumentar de 30 uM para 120-125 uM de didmetro, sendo essa
modificacdo chamada de crescimento oocitdrio (HYTTEL et al., 2005). O
crescimento oocitario ¢ acompanhado pelo desenvolvimento folicular e continua
depois do nascimento. Embora aparentemente quiescentes durante a parada em
profase I, os odcitos contidos em foliculos primordiais apresentam altos indices de
sintese protéica. No entanto, pouco se conhece sobre os fatores de regulagdo que
estimulam alguns foliculos a crescer e outros a permanecer quiescentes por toda a

vida do animal (DEAN, 2002; FAIR, 2003).
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Os foliculos primordiais, retidos em fase de repouso desde o tempo de
seu desenvolvimento no ovario fetal, deixam o estadio de repouso e passam a ser
foliculos primarios (HYTTEL et al., 1997). O primeiro sinal que o oocito entrou
em fase de crescimento ¢ a modificagao morfoldgica das células da granulosa para
uma forma cuboide (MHAWI et al., 1991). Apos essa modificagdo, os foliculos
primdrios se desenvolvem por proliferagdo ativa das células da granulosa em
foliculos secundarios e depois em terciarios, estes caracterizados pelo
aparecimento da cavidade antral (HYTTEL et al., 1997).

Durante o crescimento oocitdrio, o 0o6cito primario inicia a diferencia¢do
das células somaticas que circundam o foliculo em células da teca (foliculo
secundario). A formag¢dao do antro no foliculo terciario desloca as células
foliculares em relagdo ao odcito primario, nesse momento pode-se visualizar um
aglomerado de células foliculares chamado de cumulus oophorus. Deste modo, o
foliculo vai se aproximando da superficie da gonada culminando com a ovulagdo
do complexo cumulus oophoprus-oécito (CCO). Esse conjunto de modificagdes ¢
chamado de capacitacdo oocitaria (HYTTEL et al., 1997) e ¢ essencial para o
desenvolvimento da competéncia do odcito.

A competéncia oocitaria, alcancada gradualmente durante a
foliculogénese e crescimento oocitario, ¢ definida como a habilidade de um od6cito
de completar meiose, tornando-se preparado para ser fecundado, se desenvolver
até o estadio de blastocisto e como resultado final, dar origem a um individuo
vivo e saudavel (KRISHER, 2004). De um modo geral, a competéncia ¢ adquirida
logo apos a formacdo do antro e quando os o6citos adquirem cerca de 80% do seu
diametro final (BEVERS e [IZADYAR, 2002).

Os o06citos ndo iniciam seu crescimento ao mesmo tempo dentro do
ovario. Somente uma pequena populagao nos foliculos primordiais entra na fase
de crescimento e atinge seu tamanho final antes da ovula¢do. Aproximadamente
100.000 foliculos primordiais estdo contidos num par de ovarios bovinos
(ERICKSON, 1966).

Além do desenvolvimento das células somaticas e germinais, evidéncias
sugerem que a cooperatividade metabodlica entre elas ¢ fundamental durante a

foliculogénese (GILCHRIST et al., 2004; EPPIG et al., 2005; SIRARD et al.,
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2006; GILBERT et al., 2012). Os oocitos secretam fatores que regulam as fungdes
das células da granulosa tais como proliferagdo, diferenciacdo e expansao do
cumulus, como mostrado em camundongos e bovinos (ELVIN et al., 1999,
HUSSEIN et al., 2006, OTSUKA et al., 2011).

A influéncia da sinalizacdo enddcrina e pardcrina sobre o crescimento e
diferenciagdo das células somaticas foliculares durante o desenvolvimento
folicular e durante a maturacdo oocitaria ndo ¢ ainda bem esclarecida
(GALLOWAY et al., 2000, PAULINE ¢ MELO, 2010). Os odcitos ¢ as c¢lulas
que o circundam mantém uma associagcdo proxima desde os estadios iniciais do
desenvolvimento folicular. Essa associagdo ¢ necessaria para manter a capacidade
de desenvolvimento, além de prover o o6cito com nutrientes e sinais regulatorios
necessarios para a maturagao nuclear e citoplasmatica (KRISHER, 2004). Estudos
recentes sobre a comunicacdo entre oocitos e células somaticas mostram que os
fatores de crescimento secretados pelos oo6citos (OSFs) influenciam o
desenvolvimento folicular através de um processo de sinalizagdo paracrina
(HUSSEIN et al.,, 2006; OTSUKA et al., 2011). Entre eles, o fator de
diferenciagdo 9 (Gdf9) e a proteina morfogenética 6ssea 15 (Bmpl5) mostraram
ser fundamentais durante a foliculogénese e maturaciao oocitaria (ELVIN et al.,
1999; HUSSEIN et al., 2006; OTSUKA et al., 2011).

Embora seja evidente a importancia da interagdo bidirecional entre o
odcito e as células do cumulus (CCs), ainda sdo escassos os esclarecimentos sobre
os eventos celulares e moleculares que influenciam esses mecanismos (MOTA et
al., 2009; PURCELL e MOLEY, 2009).

2.2 Maturacao oocitaria

Atualmente, a MIV de oocitos bovinos tem sido amplamente utilizada
como uma ferramenta de pesquisa dos processos envolvidos durante a maturagao,
fecundacdo e para o estudo de desenvolvimento embrionario no periodo pré-
implantacdo. O principal motivo para esta utilizacdo ¢ o fato de que os odcitos

sdo, em grande parte, obtidos de ovdrios retirados de vacas de abatedouro ou, por
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puncao folicular de animais vivos, representando, deste modo, uma origem
acessivel de material experimental (SIRARD et al., 2006).

Com o proposito de melhor esclarecer os niveis essenciais para que um
odcito torne-se competente para ser fecundado e se desenvolva até blastocisto,
Sirard et al. (2006) dividiram a maturagdo oocitaria em trés niveis principais: a
matura¢do nuclear que compreende a retomada e a finalizagdo da primeira divisao
meidtica; a maturagdo citoplasmatica comumente definida por modificacdes que
ocorrem no citoplasma de odcitos em desenvolvimento; e a maturacdo molecular

que resulta em modificagdes gendmicas que podem regular a expressao génica.

2.2.1  Maturagao nuclear

Os passos-chave que caracterizam a capacidade do odcito em
desenvolver competéncia podem ser enumerados em cinco niveis e envolvem as
habilidades de: (1) concluir a meiose, (2) clivar apos a fecundacdo, (3) se
desenvolver até blastocisto, (4) induzir prenhez e (5) de ter o nascimento de um
individuo a termo e saudavel (SIRARD et al., 2006). Mesmo que a habilidade de
retomar a meiose seja provavelmente a medida mais facil de ser realizada, com a
visualiza¢ao sob microscopio da extrusdo do primeiro corpusculo polar (CP) ou
através do uso de corantes (observagao de metéafase), ela estd no inicio de uma
sincronia molecular e celular necessdria para a obten¢do da competéncia
(SIRARD et al., 2006).

Os oocitos que estdo parados na profase I desde a fase fetal retomam seu
desenvolvimento na puberdade. A retomada da meiose ¢ manifestada pela
condensagdo dos cromossomos, desintegracdo do envelope nuclear (ou quebra da
VQG) e formagdo do primeiro fuso meidtico. A finalizacdo da primeira divisdo
meidtica se dd pela segregacdo dos cromossomos homoélogos e emissdo do
primeiro CP. Imediatamente, inicia a segunda divisdo meiotica, a qual para em
metafase II (MII) até que ocorra a fecundacdo. Nesse momento, havera
segregacdo das cromatides e extrusdo do segundo CP. Esse periodo compreendido
entre a retomada da meiose até o estadio MII ¢ definido como maturagdo nuclear

do oocito (BEVERS e IZADYAR, 2002).
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2.2.2  Maturagao citoplasmatica

Durante o processo de obtencdo de competéncia, o oocito vai sofrer
modificagdes ndo s6 em nivel nuclear, mas também completard sua maturagao
citoplasmadtica através de modificacdes estruturais (LONERGAN et al., 2003).
Segundo Hyttel ef al. (1997), as modificagdes que tornam o od6cito maduro, em
nivel citoplasmatico, capacitam e modulam a sua maquinaria celular para
sustentar a fecundac¢ao e o desenvolvimento embrionario inicial.

A descrigdo inicial da maturagdo citoplasmdtica ¢ baseada em
observagdes estruturais realizadas poucos dias antes do pico de LH (SIRARD et
al., 2006). Segundo Hyttel et al. (1997), a primeira evidéncia de competéncia
citoplasmatica ocorre quando o odcito para sua fase de preparacio de RNA e
sintese protéica, através de modificacdes da maquinaria de transcricao e traducao
(condensacdo do nucléolo e deplecdo de ribossomos). Uma segunda série de
modificagdes ocorre proximo do pico de LH resultando na redistribuicdo das
organelas citoplasmaticas tais como mitocondrias e granulos corticais (GC)
(SIRARD et al., 2006).

O movimento das mitocondrias para areas de alto consumo de energia ¢
crucial para o o6cito e para o embrido durante periodos criticos do ciclo celular
(FERREIRA et al., 2009). Andlises ultra-estruturais de oocitos bovinos
submetidos a MIV mostram que as mitocondrias movem-se a partir de uma
posi¢dao mais periférica para uma posi¢do mais dispersa na area central, apds um
periodo de MIV de 22-24 h (SILVA et al., 2011).

No final do periodo de maturagdo, quando os odcitos atingem MII,
também ocorrerd uma reorganizagdo dos GC. Os GC, que durante o estadio de
VG encontravam-se distribuidos em grupos no citoplasma, serdo agora
distribuidos ao longo da superficie interna da membrana plasmatica, um perfil
estratégico necessario para evitar a entrada de mais de um espermatozoide
(HOSOE et al., 1997). Os GC sao organelas exclusivamente encontradas em
odcitos e a sua exocitose (reacdo cortical) € 0 mecanismo mais comum usado pelo

odcito para evitar polispermia (HOSOE et al., 1997).
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2.2.3  Matura¢ao molecular

A maturagdo molecular ¢ a menos definida dos trés niveis de maturacao
oocitaria. A maioria dos odcitos totalmente crescidos sofre maturagdo meiotica e
citoplasmatica eficiente embora somente um grupo consiga se desenvolver até o
estadio de blastocisto. A diferenca entre um oocito capaz de se desenvolver e
outro incompetente pode estar relacionada ao estado de diferenciagcdo do foliculo
e das diferencas nem sempre visiveis no odcito num estudo ultra-estrutural
(SIRARD et al., 2006).

O processo de maturagdo molecular corresponde a fase de crescimento e
maturagdo do odcito e envolve a transcri¢do, armazenamento € processamento de
mRNAs transcritos e que podem ser posteriormente traduzidos em proteinas pelos
ribossomos (SIRARD, 2001). O mRNA transcrito durante a maturagdo molecular
sera acumulado de modo estavel embora inativo transitoriamente até que sinais
para sua tradugdo sejam produzidos durante a maturagdo, fecundacao e através do
desenvolvimento embrionario inicial (TOMEK et al., 2002).

A hipotese mais aceita para explicar a habilidade de um o6cito
desenvolver-se apds fecundagdo ¢ que ele armazena estoques de mRNA e
proteinas que contribuem para a fase de desenvolvimento antes da ativagao do
genoma embrionario (periodo de silenciamento) (MERMILLOD et al., 2008). De
acordo com Telford et al. (1990), em bovinos, a maior transcricdo de genes
embrionarios inicia no estadio de 8- para 16-células.

Os mRNAs maternos presentes no oocito podem ser armazenados dentro
do citoplasma de maneira estdvel por longos periodos através do seu
“empacotamento” por ribonucleoproteinas. Deste modo, o mRNA fica protegido
da agdo das enzimas nucleoliticas até que sinais especificos para o inicio da sua
traducdo sejam emitidos (FULKA et al., 1998). Esse processo difere do que
ocorre em tecidos somaticos, onde o conteido de mRNA reflete diretamente o
perfil protéico contemporaneo da célula. Brevine-Gandolfi et al. (1999)

apontaram o armazenamento inapropriado do mRNA e as diferengas da
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adenilacdo do mRNA como fatores que poderiam afetar a habilidade de um odcito
em sustentar as primeiras etapas do desenvolvimento embrionario.

O desenvolvimento de técnicas moleculares mais eficazes tem permitido
a identificacdo de varios genes expressos em CCOs. Além disso, a correlacao
desses resultados com a observacdo de outros parametros de qualidade tem
auxiliado na compreensdo do desenvolvimento da competéncia oocitaria.

A natureza exata e a diversidade de moléculas sinalizadoras de odcitos e
CCs sdo complexas e dinamicas e, ainda que ndo esclarecidas, sabe-se que tem

um profundo impacto na qualidade do odcito (ASSOU et al., 2010).

2.3 Critérios de seleciao de oocitos

O objetivo da sele¢do de odcitos € eliminar, j& no inicio da produgdo, os
odcitos com baixo potencial de desenvolvimento aumentando a eficacia e a
eficiéncia dos procedimentos de PIV. De um modo ideal, o método de selegao
deveria ser simples, rapido, barato, além de permitir o processamento de varios
CCOs, ser confiavel e ndo-invasivo. Infelizmente, nenhuma técnica cumpre todos
esses requisitos. Além disso, os critérios utilizados até o momento, embora
razoaveis para identificar a qualidade do odcito e a capacidade de MIV, nao sdo
suficientes para selecionar adequadamente os gametas capazes de originar um

zigoto com potencial de alcangar o estadio de blastocisto (OPIELA ef al., 2008).

2.3.1  Morfologia

Os obcitos imaturos exibem wuma variedade de caracteristicas
morfoldgicas visiveis por microscopia de luz, tais como o nimero de camadas e o
grau de compactacdo das células do CCs e a homogeneidade do citoplasma
(LEIBFRIED e FIRST, 1979). A possibilidade de usar critérios morfolodgicos para
identificar odcitos com o potencial de desenvolvimento até blastocisto apos a
fecundagdo pode ser vantajosa como uma ferramenta ndo-invasiva de sele¢do
(HAZELEGER et al., 1995). Atualmente, o critério que tem sido amplamente

utilizado para a selegdo de odcitos imaturos de bovinos e de outros mamiferos, em
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diferentes categorias, baseia-se em caracteristicas morfologicas. Contudo, os
o6citos bovinos apresentam um ooplasma escuro que pode prejudicar a selegao,
ao contrario do observado em oocitos humanos, onde a presenga de granulos e
vactolos ¢ facilmente identificada (BORINI et al., 2005). Além disso, a
visualiza¢ao do CP, da forma e do diametro do odcito ¢ prejudicada pela presenca
de uma massa de CCs escura (GOOVAERSTS et al., 2010).

As diferencas morfologicas demonstraram afetar a habilidade dos CCOs
bovinos de maturar in vitro (LEIBFRIED e FIRST, 1979). Apos a visualizagdo
dos CCOs sob microscopia, foi atribuido um escore numérico que varia de 1 a 3,
para o ooplasma, e de 1 a 4, para as CCs, baseando-se em caracteristicas
morfoldgicas. O ooplasma com escore 1 possuia poucas granulacdes, cor parda e
ocupava uniformemente a ZP; com escore 2, possuia granulos acumulados no
centro do odcito deixando a periferia clara ou distribuidos de maneira desigual e
ocupava uniformemente a ZP; e, com o escore 3, aqueles ooplasmas encolhidos e
afastados da ZP, degenerados, vacuolizados ou fragmentados. Quanto a presenca
de CCs, o escore 1 era atribuido aos CCOs que possuiam mais de trés camadas de
CCs compactas; o escore 2, aos CCOs com CCs presentes parcialmente, nao
circundando todo o oo6cito ou com menos de 3 camadas compactas; o escore 3,
para os CCOs com CCs expandidas ou aglomeradas; e o escore 4, para 0s 00citos
que nao continham nenhum envoltério além da ZP integra. Apos MIV, foi
possivel correlacionar os escores com a habilidade de um oocito de maturar in
vitro. Quando a porcentagem de maturacdo foi calculada dentro de cada categoria
de CCs e odcitos, taxas de maturagdo levemente mais altas foram observadas
naquelas categorias com escores numéricos mais baixos, permitindo uma
associacdo dos escores com as caracteristicas designadas como 6timas.

CCOs obtidos de foliculos antrais (4-8 mm) de ovarios provenientes de
vacas de abatedouro foram distinguidos em 4 categorias apds avaliagdo por
microscopia de luz (LOOS et al., 1989): 1) odcitos com ooplasma homogéneo,
claro e transparente, envolto por uma multicamada de CCs compactas, claras e
transparentes; 2) o6citos com ooplasma homogéneo, de ZP com aparéncia espessa
e escura envolto por uma multicamada de CCs compactas, CCO levemente escuro

e menos transparente quando comparado a categoria 1; 3) CCO mais escuro € com
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CCs menos compactas que as categorias 1 e 2, contendo ooplasma irregular com
grumos escuros; € 4) CCO escuro e irregular, CCs expandidas, escuras e
mucificadas, ooplasma irregular com manchas escuras. Apos selecao, essas quatro
categorias foram submetidas a uma avaliagdo morfologica ultra-estrutural e sua
capacidade de atingir MII foi observada apos MIV. Apesar de odcitos imaturos
das categorias 1, 2 e 3 demonstrarem uma grande variacdo na aparéncia a nivel
ultra-estrutural, isso ndo refletiu na capacidade de maturarem in vitro. Somente os
CCOs da categoria 4 tiveram uma diminui¢do significativa da habilidade de
atingir MII (34%), quando comparados com as categorias 1, 2 e 3
(respectivamente, 66, 78 € 76%).

Posteriormente, a correlagdo entre as caracteristicas morfologicas de
odcitos bovinos e o potencial de desenvolvimento in vitro foi observada
(HALEZEGER et al., 1995). Nove grupos morfologicos foram usados para
classificar os CCOs imaturos: 1) camada de CCs completa e compacta
circundando o o6cito, ooplasma homogéneo contendo fina granulagdo, conferindo
uma cor marrom; 2) camada de CCs completa e compacta, ooplasma levemente
mais escuro que o grupo 1, contendo uma ZP mais escura; 3) camada de CCs
completa mas comegando a se expandir, ooplasma com grumos escuros, de cor
marrom; 4) CCs totalmente irregulares, expandidas e mucificadas; 5) igual ao
grupo 1, mas tanto as CCs como o ooplasma apresentavam cor palida; 6)
exposicao das células da corona radiata, caracteristicas citoplasmaticas varidveis;
7) camada de CCs completa e compacta, ooplasma uniformemente escuro; 8) ZP
exposta, caracteristicas citoplasmaticas variaveis ¢ 9) similar ao grupo 1 mas com
diametro menor que 110 uM. Apds PIV, o potencial de desenvolvimento mostrou
estar correlacionado com a classificacdo morfologica utilizada. A taxa de
blastocisto foi superior nos grupos 1, 2 e 3 (respectivamente, 50, 45 e 46%)
quando comparado com o grupo 4, 5 e 8 (respectivamente, 10, 30 e 0%). Quando
os trés primeiros grupos foram cultivados juntos, houve 46% de blastocisto,
enquanto que o cultivo dos demais grupos resultou em 10% de blastocisto.

Atualmente, a selecdo morfologica de oocitos imaturos para a MIV
preconiza a rejeicao daqueles que possuem uma quantidade minima de CCs e/ ou

expandidas, e citoplasma ndo homogéneo, embora a exatiddo dessa caracteristica
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em predizer qualidade do odcitos ainda esteja em discussdo. Assim, a sele¢do dos
CCOs de melhor qualidade, com base em caracteristicas morfologicas, e 0s
avangos na PIV permite que os indices de blastocistos obtidos in vitro atingem
média de 30-40% sugerindo a necessidade de outros parametros de selecdo

(GOOVAERTS et al., 2010).

2.3.2  Avaliagao das células do cumulus

O odcito ¢ circundado por células somaticas denominadas de CG. A
camada mais interna, em contato com o gameta, ¢ denominada de corona radiata,
a qual esta envolvida por outras camadas celulares, nomeadas conjuntamente de
CCs (NOTTOLA et al., 1998). As CCs possuem um papel biologico importante na
maturagdo citoplasmatica do odcito, no mecanismo de controle da interagdo entre
0 odcito e o espermatozoide e na transferéncia de pequenas moléculas para os
o6citos. As CCs se comunicam umas com as outras € com o gameta através de
uma rede de jungdes comunicantes (gap junctions) (GILULA et al., 1978). Essas
juncdes sao importantes para a transferéncia de moléculas como a adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), que atua como fator inibidor da maturacao do
odcito, e outras substancias importantes no processo de crescimento/capacitacao e
de maturacdo oocitdria (MIYANO, 2005). Por outro lado, o odcito secreta
substancias que irdo estimular a proliferagdo e a diferenciagdo das CCs. Deste
modo, a0 mesmo tempo em que a maturagdo do gameta ¢ regulada através de
produtos secretados pelas CCs, o odcito regula as fun¢des das células que o
circundam, como a proliferacdo, a diferencia¢do e a apoptose (HUSSEIN et al.,
2006). Embora os mecanismos pelos quais as CCs influenciem a competéncia do
odcito ndo sejam totalmente conhecidos, as andlises da viabilidade e do
metabolismo das CCs podem ser uteis em predizer o potencial de
desenvolvimento do odcito.

Alguns grupos tém investigado marcadores moleculares de expressao nas
CCs, através de RT-PCR ou microarray, como um método de buscar
esclarecimentos sobre os genes envolvidos no crescimento folicular e no

desenvolvimento oocitario (ASSIDI et al, 2008; BETTEGOWDA et al., 2008).
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O perfil de expressao génica em oocitos € em CCs de pacientes humanos
submetidos a FIV foi observado através do uso da técnica de microarray,
utilizando oligonucleotideos capazes de cobrir a maioria dos genes identificados
em humanos (ASSOU et al., 2006). O perfil génico das CCs demonstrou um
aumento de 2600 genes e uma diminui¢ao de 1514 genes em relagdao aos odcitos,
entre eles o gene da hialuronidase sintase 2 (HAS2), principal enzima responsavel
pela produg¢ado do acido hialurdnico (HA) pelas CCs.

Com base em um estudo prévio (ALI e SIRARD, 2005), onde foi
demonstrado que o tratamento com FSH nas primeiras 6 horas de MIV de odcitos
bovinos poderia levar ao aumento da competéncia, produzindo uma taxa de
blastocisto de 45%, Assidi et al. (2008) avaliaram se esse aumento da
competéncia poderia ser mediado pela expressdo diferenciada de genes. Deste
modo, os autores observaram o perfil de expressdo génica das CCs nesses grupos
em relacdo as CCs do controle (sem adi¢do de hormonio) ap6s 6 horas de MIV.
Houve aumento na expressao do gene Has2 nas CCs dos grupos tratados quando
comparado ao controle sugerindo o uso desse gene como um bom candidato em
predizer competéncia oocitaria (ASSIDI et al., 2008).

A correlagdo na abundancia do mRNA das catepsinas B, S e Z foi
avaliada nas CCs de odcitos bovinos com o potencial de desenvolvimento até
blastocisto in vitro (BETTEGOWDA et al., 2008). De acordo com os resultados
da RT-PCR, que mostraram uma associa¢ao negativa entre a expressao do mRNA
dessas catepsinas nas CCs e a competéncia oocitaria, 0s autores sugerem seu uso
como ferramenta indireta em predizer a capacidade de odcitos bovinos de alcangar
o estadio de blastocisto apds fecundagao.

Embora essas correlagdes possam ser promissoras ainda ndo ¢ certo se
podem auxiliar em determinar a capacidade de desenvolvimento do oocito em
maturar e alcangar o estddio de blastocisto apds fecundagdo. Além disso, mesmo
que o procedimento possa nao prejudicar os CCOs, a obten¢do das CC, realizada
por biopsia, ¢ uma técnica laboriosa e de pouca aplicagdo na rotina de PIV de

embrides bovinos (GOOVAERTS et al., 2010)



27

2.3.3  Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

A selecdo de oocitos baseando-se na atividade da enzima G6PDH tem
sido utilizada com sucesso na diferenciacdo entre ooOcitos competentes e
incompetentes para sofrer maturagdo (WU et al., 2007; OPIELA et al., 2008;
MOTA et al., 2009; SILVA et al., 2011) e para alcancar o estadio de blastocisto,
apos fecundagdo (TORNER et al., 2008; OPIELA et al., 2008; MOTA et al.,
2009).

A G6PDH faz parte da via fosfato-pentose e tem papel importante na
suplementagdo de energia nas células por manter o nivel de NADPH. Ela esté
ativa em oo6citos em desenvolvimento, mas apresenta atividade reduzida em
odcitos que tiveram sua fase de crescimento concluida (MANGIA e EPSTEIN,
1975). O BCB ¢ um corante reduzido através da acdo da G6PDH para uma
substancia de cor mais clara. Deste modo, ¢ possivel medir indiretamente a
atividade intracelular dessa enzima ap6s a exposi¢ao e redug¢do do corante. Assim,
os oo6citos que completaram sua fase de crescimento, permanecem com o0
citoplasma azul (BCB+), enquanto aqueles em crescimento apresentam o
citoplasma claro (BCB-), devido a agdo enzimatica (GOOVAERTS et al., 2010).

O potencial de desenvolvimento de oo6citos de camundongos
selecionados pelo teste BCB+ foi correlacionado com a maturagdo citoplasmatica,
determinada pelo nivel intracelular de glutationa (GSH) e pelo perfil de
distribuicao mitocondrial (WU et al., 2007). Os autores observaram que houve
uma diferenca significativa (p < 0.05) na concentracdo de GSH entre odcitos
BCB+ e BCB- (7,44 e 3,57 pmol/odcito, respectivamente). O perfil de
distribuicdo mitocondrial apds coloracdo com rodamina 123 mostrou que nos
oocitos BCB+, a maioria das mitocOndrias estava agregada proximo ao fuso
meiotico (MII) do odcito.

A razdo entre duas proteinas relacionadas a apoptose (Bcl2/Bax) e a
tendéncia de um odbcito de sofrer apoptose ou se desenvolver foram
correlacionados com a coloragdo pelo BCB. Essa informagdo seria util para
sugerir que a atividade da G6PDH poderia ser utilizada como marcador para
determinar qualidade oocitéria, validando o teste BCB (OPIELA et al., 2008).
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Nao houve correlacao entre a coloracdo por BCB e a expressdao desses genes
apoptoticos em odcitos imaturos. No entanto, o numero de blastocistos
eclodidos/total de blastocisto foi significantemente maior no grupo BCB+ (21,5%)
quando comparado ao grupo BCB- (7,7%) ou ao grupo controle (19,6%).

As caracteristicas de odcitos bovinos com diferentes atividades de
G6PDH foi avaliada através da técnica de microarray (TORNER et al., 2008).
Foram identificados 185 genes diferentemente expressados entre odcitos BCB+ e
BCB-, sendo destes, 85 com regula¢do aumentada e 100 com regula¢do diminuida
em BCB+ quando comparados com BCB-. Em relacdo aos processos biologicos, o
perfil de expressdo de odcitos BCB+ foi marcadamente diferente dos BCB-. A
maioria dos genes com fun¢do conhecida expressa em oocitos BCB+ estava
relacionada a regulacdo do ciclo celular. Nos odcitos BCB- predominavam os
genes envolvidos no controle da sintese de ATP, transporte de elétron na
mitocondria e ligantes do ion célcio. Embora o gene Bmp15 tenha mostrado uma
tendéncia de ter maior expressao em BCB-, nao houve diferenga significativa em
relacdo aos odcitos BCB+.

Em nosso grupo de trabalho, Silva et al. (2011) correlacionaram a
atividade da G6PDH e a capacidade de CCOs bovinos em sofrer maturacao
nuclear e citoplasmatica. A maturacdo nuclear foi determinada através da
identificacdo da extrusdo do primeiro CP, enquanto a maturacdo citoplasmatica
foi realizada com base na migracao dos GC e na distribuicao das mitocondrias. A
presenca de CP, migragdao periférica dos GC e mitocondrias localizadas
centralmente foi significantemente maior em o6citos BCB+ quando comparados
com BCB- (presenca de CP: 65% x 20%; GC periféricos: 72% x 14%; e
mitocondrias centrais: 85% x 19%, respectivamente). A eficacia da selegdo pelo
teste BCB no desenvolvimento in vitro também foi avaliada. As taxas de
blastocisto (D7) foi significantemente maior em odcitos BCB+ (35%) quando
comparados com o6citos BCB- (10%). Deste modo, o teste BCB se mostrou
eficiente em selecionar adequadamente odcitos bovinos imaturos competentes
para sofrer maturagdo nuclear e citoplasmatica, o que foi corroborado com o

potencial de desenvolvimento in vitro.
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2.3.4  Ambiente folicular

A competéncia do desenvolvimento de um odcito ¢ obtida
progressivamente durante o crescimento folicular dentro do ovério. Por sua vez, o
ambiente folicular ¢ um reflexo do estado fisioldgico do animal e variagdes nesse
ambiente poderdo levar a efeitos significativos na atividade metabolica do odcito
(MERMILLOD et al., 2008). Uma vez que, o metabolismo inapropriado do o6cito
pode reduzir a qualidade do odcito e, posteriormente, o desenvolvimento
embriondrio, a relagdo entre o ambiente folicular (tamanho do foliculo, grau de
atresia, caracteristicas bioquimicas do fluido, etc.) e a competéncia de um odcito é
evidente (NANDI ef al., 2008; SPLINDER et al., 2000).

O fluido folicular ¢ derivado do sangue que irriga os capilares da teca e,
posteriormente, atravessa o intersticio da teca, a lamina basal do foliculo e a
camada de CGs. Enquanto o desenvolvimento folicular progride, o fluido se
acumula no antro banhando o oocito e fornecendo o ambiente que ele necessita
para maturar (RODGERS e IRVING-RODGERS, 2010). A composi¢ao do fluido
folicular consiste de wvarios nutrientes, fatores de crescimento hormonios,
eletrolitos e enzimas. Este ambiente protege o odcito de fatores que induziriam a
retomada da meiose prematura, do ataque de enzimas proteoliticas, facilita a
extrusao durante a ovulacdo ¢ aumenta a atragdo, motilidade e reacdo de
acrossoma do espermatozoide (AVERY et al., 2003). Alguns componentes do
fluido sdo produtos sintetizados pelas células foliculares e oocitos.

As concentragdes de glicose, lactato e piruvato no fluido folicular em
relacdo ao tamanho do foliculo em bufalas e ovelhas foram determinadas, além da
avaliacdo dos efeitos de concentragdes ndo fisioldgicas desses substratos no meio
de maturacdo (NANDI et al., 2008). Em ovelhas e bufalas, com o aumento do
tamanho dos foliculos, as concentragdes de glicose aumentaram e as de lactato
diminuiram significantemente, mas a concentracao de piruvato nao se alterou. Na
MIV, a maturagdo de odcitos e o crescimento das CCs e granulosas foram mais
altas em meio contendo somente altas concentragdes de glicose (5 mM), de
piruvato (10 mM) ou em meio contendo concentragdes fisiologicas e combinadas

de glicose, lactato e piruvato. Concentragdes fisiologicas ou subfisiologicas de



30

glicose, lactato ou piruvato sozinhas nao permitiram o crescimento de odcitos ou
de células foliculares. O efeito desses substratos energéticos no crescimento das
células foliculares demonstrou uma preferéncia por glicose e piruvato ao lactato,
como fontes energéticas. De acordo com os autores, o lactato poderia ter um papel
nao-metabolico na acidificagao no ambiente local.

Embora a conexdo entre ambiente folicular e odcito seja clara, essa
relacdo ¢ perdida nas producdes de embrides comerciais ou pesquisas, onde
geralmente se utilizam pools de o6citos obtidos a partir de foliculos em estadios

diferentes de crescimento ¢ nao sao feitas associagdes com o seu microambiente.

2.3.5  Outros parametros

Outros parametros intrinsecos de qualidade oocitaria podem ser medidos,
tais como atividade mitocondrial, nimero de coépias de DNA mitocondrial,
conteudo de calcio, atividade de fosfodiesterase, expressao de transcritos, entre
outros. Embora eles possam ser utilizados para avaliar a qualidade global de
odcitos provenientes de diferentes tratamentos in vitro ou in vivo, ndo podem ser
considerados como parametros preditivos de qualidade oodcitaria, ja que
necessitam a destruicao dos oocitos (MERMILLOD et al., 2008). Muitos autores
tém utilizado esses parametros na tentativa de validar outros métodos utilizados
na selecdo de oocitos (OPIELA et al., 2008; MOTA et al., 2009; OPIELA et al.,
2010).
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24 Metabolismo no complexo cumulus oocito

Oocitos maturados in vitro podem ter seu potencial de desenvolvimento
reduzido e seu metabolismo energético alterado como conseqiiéncia de uma
deficiéncia do meio de maturagdo ¢ ou de uma inabilidade intrinseca (KRISHER
et al., 2004). A regulagdao do metabolismo de nutrientes ¢ controlada em varios
niveis incluindo: a disponibilidade de substratos no ambiente, o sistema de
transporte através da membrana e a regulacdo e atividade enzimatica (LANE e
GARDNER et al., 2000). Esses mecanismos podem ser fundamentais para criar
um microambiente que permita a maturacdo do odcito. A suplementacdo
adequada de nutrientes ndo € somente essencial para os processos que antecedem
a implantacdo, mas também tem mostrado ser importante na programacao
metabdlica que influenciard o crescimento posterior e doencas em adultos
(PANTALEON et al., 2008).

A glicose, o lactato e o piruvato sdo os pré-requisitos necessarios para o
crescimento de odcitos e células foliculares in vitro (NANDI et al., 2008). No
entanto, outros compostos também sdo importantes nos estddios da maturacio
oocitaria, tais como: acidos graxos, aminoacidos, eletrdlitos, purinas e pirimidinas
(SUTTON-MCDOWALD et al., 2010).

A necessidade de glicose nos estadios iniciais de desenvolvimento tem se
mostrado um paradoxo (JANSEN et al., 2006). Mesmo que ndo seja necessaria
como substrato energético (BIGGERS et al. 1967; LEESE ¢ BARTON, 1984), a
exposicao a ela antes do estadio de 8-células foi fundamental para a formagao de
blastocistos em camundongos (CHATOT et al., 1989). Deste modo, a glicose tem
mostrado atuar como um importante sinalizador celular, facilitando a expressao de
proteinas transportadoras de glicose (PANTALEON et al, 2008) e de
monocarboxilados (JANSEN et al., 2006). Assim, as alteragdes no metabolismo
da glicose e em seus substratos sdo apontadas como causas da diminui¢do da
competéncia oocitéaria e da fertilidade (SUTTON-MCDOWALD et al., 2010).

E bem aceito que o ambiente em que os odcitos sdo cultivados durante a
MIV, desempenha um papel importante no desenvolvimento embrionario

subsequente. O tipo e as concentragdes de substratos energéticos adicionados ao
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meio podem alterar o perfil metabolico e a maturagao dos odcitos (SUTTON et
al., 2003). Dentro do CCO, a glicose tem varios destinos durante a MIV, sendo
utilizada principalmente por quatro vias: a glicolise levara a produgdo de ATP e
substratos; a via fosfato-pentose fornecera substratos que contribuirdo para a
integridade do ooplasma, além de atuar na regulagdo da maturagdo meiotica; a via
hexosamina (HPB) sera a responsavel por gerar substratos usados na produgdo da
matriz; e a via do poliol, que oxidara a glicose em sorbitol e frutose (SUTTON-
MCDOWALD et al., 2010).

Viarios autores tém descrito a importdncia das CCs na facilitagdo da
transferéncia de nutrientes e fatores essenciais para o desenvolvimento do odcito,
tais como metabolitos, aminoacidos e moléculas utilizadas na transdu¢ao de sinais
(BIGGERS et al., 1967; GILCHRIST et al., 2004; EPPIG ef al., 2005). Antes da
ovulacdo, o odcito ja estd intimamente ligado as CCs através de processos
transzonais, o que facilita a comunicagdo bi-direcional entre eles via jungdes
comunicantes ¢ sinais paracrinos (GILCHRIST et al., 2004).

O odcito bovino possui uma baixa capacidade de captar glicose associada
com uma baixa atividade da enzima fosfofrutoquinase (PFK), uma enzima que
limita a glicolise (AUGUSTIN et al., 2001). Como conseqiiéncia possui uma
baixa taxa glicolitica quando comparado com as CCs. Assim, varios autores t€ém
sugerido que o destino da glicose dentro das CCs ¢ primariamente a via glicolitica
(STEEVES e GARDNER, 1999; SUTTON et al., 2003). As CCs converteriam a
glicose em substratos que o odcito poderia facilmente utilizar tais como os
monocarboxilatos, piruvato e lactato (BIGGERS et al., 1967, DONAHUE e
STERN, 1968; LEESE e BARTON, 1984; SUTTON-MCDOWALD et al., 2010).

Os monocarboxilatos apresentam um papel importante no metabolismo
de todas as células, sendo o lactato, produto final da glicolise, de especial
importancia. Alguns tecidos como os musculos esqueléticos, hemacias e muitos
tumores, usam a glicolise para produzir ATP sob condig¢des fisioldgicas, enquanto
todos tecidos tornam-se dependentes dessa via durante situagdes de hipdxia ou
isquemia. A glicolise produz duas moléculas de acido lactico para cada molécula
de glicose consumida, que podem ser transportadas para fora da célula se altas

taxas de glicolise sdo mantidas. Se o efluxo do lactato ndo acompanhar a
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producdo, podera haver aumento de sua concentracdo intracelular causando a
diminui¢do do pH do citosol. Isto leva a uma inibi¢do da PFK e conseqiientemente
uma inibi¢do da glicolise (HALLESTRAP e PRICE, 1999).

Dentro do CCO, a via glicolitica responde por um grande consumo de
glicose e producdo de ATP, lactato e piruvato, sendo de grande importancia no
metabolismo oocitario. No oocito esses monocarboxilatos sdo metabolizados via
ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), seguido por fosforilagdo oxidativa para
producdo de energia na forma de ATP (STEEVES e GARDNER, 1999; CETICA
et al.,2003).

As CCs podem levar a progressdo da MIV a partir do estado de VG até
metafase Il em odcitos murinos cultivados em meio contendo somente glicose
como fonte energética (BIGGERS et al., 1967). Quando cultivados sem as CCs, ¢
necessaria a presenca de piruvato ou oxalacetato para que ocorra MIV. Donahue e
Stern (1968) mediram a quantidade de piruvato produzido pelas CCs e
observaram que sua formagdo somente era possivel quando havia a combinagao
de glicose e CCs, indicando que a maturagao do odcito poderia ser sustentada pelo
TCA (BIGGERS et al., 1967, DONAHUE e STERN,1968).

Resultados semelhantes foram observados para a maturagcdo de odcitos
bovinos em meio TCM 199 desprovido de soro fetal (GESHI ez al., 2000). A taxa
de maturacdo de odcitos desnudos (ODs) cultivados na presenga de piruvato
(71,9% + 5,7) foi semelhante a de CCOs maturados na auséncia (77,7% * 1,8) ou
presencga (78,5% + 2,8) de piruvato, enquanto foi significantemente maior que a
taxa de ODs cultivados sem adicdo de piruvato (19,6% =+ 6,6). As taxas de
fecundagdo seguiram o mesmo padrdo. ODs maturados na presenca de piruvato
(42,6% + 6,0) e de CCOs maturados na auséncia (53,3% £ 2,7) ou presenga

(58,1% * 4,3) de piruvato apresentaram taxas de fecundagdo superiores a dos ODs

cultivados sem piruvato (16% = 4,5). Contudo a suplementag¢do de piruvato nao
foi suficiente para que os ODs apresentassem a mesma taxa de formagdo de
blastocisto que CCOs. Esses resultados demonstram que embora a suplementacgao

de piruvato promova a matura¢do nuclear de ODs bovinos, a presenc¢a das CCs ¢
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importante para o desenvolvimento subseqiiente de zigotos até o estadio de
blastocisto (GESHI et al., 2000).

Associando-se o conhecimento de que a glicolise seja considerada a via
metabolica predominante para a utilizagdo da glicose pelas CCs; que os ODs
possuem baixa atividade glicolitica e que a maturagdo do odcito poderia ser
mantida pelo TCA, tem sido sugerido que as CCs metabolizam a glicose em
piruvato como substrato oxidativo preferido do oocito (CETICA et al., 2003).

O metabolismo oxidativo do piruvato, durante a maturagdo do odcito,
aumenta apos a quebra da VG (KRISCHER e BAVISTER, 1998) e ¢ maior que o
da glicose até que ocorra a compactacdo, momento onde a glicose torna-se a
principal origem de nutriente necessaria para o desenvolvimento até o estadio de
blastocisto (JANSEN et al., 2006).

O transporte de piruvato e lactato através da membrana plasmatica ocorre
via uma familia de proteinas transportadoras de monocarboxilatos (MCT, do
inglés, monocarboxylate transporter, ou SLC, solute carrier family). Assim, esses
transportadores podem estar envolvidos no aumento da captagdo de piruvato e
lactato em oocitos murinos (JANSEN et al., 2006).

Tecidos como o cérebro, coragdo ¢ musculatura esquelética vermelha,
facilmente oxidam o 4cido lactico, o qual pode se tornar o principal combustivel
sob algumas condigdes; nesses tecidos deve ser rapidamente transportado para
dentro da célula. Embora o lactato seja produzido e utilizado pelo metabolismo da
célula, seu pK ¢ 3,86, o que garante que ele seja quase totalmente dissociado para
o anion lactato em um pH fisioldgico. Esse ion ndo pode atravessar a membrana
plastica por difusdo livre, mas requer um mecanismo de transporte especifico
fornecido por transportadores de monocarboxilatos ligados a protons. Esses
transportadores catalisam a difusdo facilitada do lactato com um préton. Embora o
lactato seja o monocarboxilato de maior quantidade a ser transportado através da
membrana plastica, os MCTs s3o também essenciais para o transporte de outros
monocarboxilatos metabolicamente importantes como o piruvato, € 0S corpos
cetonicos acetoacetato, P-hidroxibutirato e acetato. Deste modo, os MCTs
possuem um papel central no metabolismo dos mamiferos sendo criticos para a

comunica¢do metabdlica entre as células (HALLESTRAP e PRICE, 1999).
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A detecgao de um sistema de transporte especifico para o piruvato e glicose
através da membrana plasmatica foi observado em diferentes estadios de
desenvolvimento em embrides de camundongos (GARDNER e LEESE, 1988).
Antes do estadio de 2-células, os autores ndao encontraram evidéncia de um
sistema de transporte ativo para a glicose em camundongos, contudo ao longo do
desenvolvimento embrionario (2-, 4-, 8-células e blastocisto) a captacdo de
piruvato mostrou ser mediada por um sistema de transporte.

Para avaliar se a expressdao do Mctl poderia ser afetada pela glicose
durante o desenvolvimento embrionario inicial, Jansen et al. (2006) cultivaram
zigotos de camundongos coletados 18 h apds a injecdo de gonadotrofina coridnica
humana (hCG). A detec¢do dos transcritos foi realizada por RT-PCR e da
proteina, por imunohistoquimica. O cultivo foi realizado em dois meios diferentes
conforme a presenca ou auséncia de glicose (KSOM livre ou contendo 0,6
mmol/L). Um terceiro grupo de embrides no estddio de 4-células foi exposto
brevemente a glicose (27 mmol/L por 3 h) e, ap6s esse “pulso”, retornaram para o
cultivo em meio livre de glicose. Nao houve deteccdo da expressdo do mRNA do
Mctl em morulas cultivadas na auséncia de glicose (até 90 h apos o hCG), mas a
expressao deste gene foi detectada em morulas expostas a glicose durante todo o
cultivo. Morulas que receberam apenas um “pulso” de glicose mantiveram sua
habilidade de expressar o Mct/ mesmo quando posteriormente cultivados num
ambiente livre de glicose. Contudo, houve intensidade similar das bandas de
proteina relativas a presenca de Mctl nos trés grupos. Essa discrepancia levou os
autores a seguirem o CIV até 112 h apdés o hCG para avaliar se a presenca da
proteina persistia na auséncia de glicose. A diminui¢do da imunoreatividade de
Mctl ocorreu entre 90 h e 98 h apds o hCG e foi fracamente visualizada as 105 e
112 h, coincidindo com a falha dos embrides em se desenvolverem até blastocisto.
Deste modo, a detec¢do continuada do mRNA do Mctl e de sua proteina
mostraram ser dependentes da exposi¢do prévia a glicose, sugerindo que a mesma
poderia atuar como um sinal, conforme relatado previamente por Leese e Barton
(1984).

Posteriormente, Jansen et al. (2008) observaram como a exposi¢do a

glicose no meio de CIV poderia afetar os transcritos de Mct2 e Mct4 em embrides
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de camundongos. Na auséncia de glicose nao foi possivel a visualizagao do
mRNA do Mct4 em morulas, mas aquelas submetidas a um “pulso” de glicose
mantiveram sua habilidade de expressar o Mct4, estando esse transcrito sob
influéncia da glicose de modo semelhante ao Mct/. Contudo, a intensidade das
bandas relativa a presenca das proteinas Mct2 e Mct4 ndo apresentou
comportamento semelhante & Mctl em embrides expostos ou ndo a glicose. A
proteina Mct4 ndo variou sua quantidade ou localizacio ao longo do
desenvolvimento embrionario de camundongos, nem apds um breve “pulso” por
glicose. J& o desenvolvimento na auséncia de glicose causou um aumento
significativo na quantidade da proteina Mct2. Os autores ndo citam se a glicose
influenciou os transcritos de Mct2, mas enfatizam a complexidade da regulacao e
da expressao dos transportadores de monocarboxilatos durante o desenvolvimento

embrionario inicial.

2.5 Transportadores de monocarboxilatos

E aceito que a glicose ndo pode manter o desenvolvimento inicial do
embrido (LEESE e BARTON, 1984), contudo atua na facilitagdo de proteinas
transportadores de glicose (PANTALEON et al., 2008) e monocarboxilatos
(JANSEN et al., 2006; JANSEN et al., 2008). Deste modo, tem sido de particular
importancia a compreensao de como ocorre a regulagdo no ambito metabolico em
obcitos e embrides durante as primeiras clivagens e de como ¢ regulada a
passagem de moléculas através da membrana pléstica.

Atualmente, sabe-se que o transporte de monocarboxilatos ¢ realizado
por uma familia de proteinas, os Mcts, ou Slc16, que medeiam o transporte de um
proton e um ion monocarboxilato. O transporte via Mct ¢ totalmente reversivel,
sendo a dire¢cdo de transporte guiada pelo gradiente do substrato e pelo proton co-
transportado (HARDING et al., 1999). Das 14 seqiiéncias identificadas até agora
em mamiferos, somente os MCTs de 1, 2, 3 ¢ 4 tém andalise detalhada de seus
substratos ¢ inibidores (HERUBEL et al., 2002). O MCT8 ¢ MCT10 mostraram
atuar no transporte dos hormoénios tireoidianos, sendo que este ultimo pertence

também ao sistema de transporte de aminodcidos aromadticos, enquanto que as
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substancias transportadas pelo MCTs 5-7, MCT9 e MCTs 11-14 ainda sao
desconhecidas (NAGAI et al., 2010). Deste modo, a expressdo dos quatro
primeiros transportadores tem sido estudada em oocitos e embrides de
camundongos € humanos. As unicas descri¢des da presenca do Mctl em embrides
bovinos foram realizadas no nosso grupo de trabalho, nos quais a expressao de
transcritos do Mct! foi identificada por RT-PCR semiquantitativo em morulas e
embrides bovinos produzidos in vitro (LINO et al., 2008; AREND et al., 2009).

A detec¢do de um sistema de transporte que controlava a captacdo de
piruvato foi observada em odcitos (LEESE e BARTON, 1984) e embrides de
camundongos (LEESE e BARTON, 1984; GARDNER e LEESE, 1988). Os
autores observaram que a captagdo variava em fun¢do da concentracio de piruvato
presente no meio e diminuia ao usar alfa-ciano-4-hidroxicindmico (CHC). Essa
substancia ¢ conhecida por impedir a difusdo facilitada de piruvato e lactato,
atuando como um bloqueador competitivo dos MCTs (GIBB et al., 1997,
MEREDITH et al., 2002; LAM et al., 2010). Ao utilizarem o CHC, Gibb et al.
(1997) demonstraram que o controle do pH em embrides murinos de 2-células era
influenciado por um sistema de co-transporte do lactato e H'. Através de testes
quimicos, estes autores observaram que o piruvato era transportado pelo mesmo
sistema do lactato. Os autores demonstraram que esse sistema de transporte era
compativel com o Mctl, ao investigarem a sensibilidade através do uso de
bloqueadores ndo competitivos € competitivos de Mctl.

A presenca dos mRNAs de MctlI-3 em oocitos e embrides de
camundongos ¢ a atividade desses transportadores foi analisada durante o
desenvolvimento pré-implantacdo em relagdo a regulagdo do pH e no transporte
de lactato e piruvato (HARDING et al., 1999). Subseqiientemente, Hérubel et al.
(2002) identificaram o mRNA do Mctl, Mct2 em odbcitos e em embrides pré-
implantacdo humanos e murinos, mas 0o mRNA do Mct4 somente estava presente
em od6citos e embrides de camundongos.

Os estudos iniciais sobre o transporte de lactato e piruvato através da
membrana plasmatica foram realizados usando hemacias, por serem células
facilmente obtidas, e permitirem a identificagdo das proteinas responsaveis por

esse transporte (POOLE e HALESTRAP, 1993). Dos Mcts caracterizados,
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somente 0 Mctl ou SIc16A1 ¢ expresso nessas células e mostrou um mecanismo
de transporte ordenado e seqiiencial. O transporte do lactato via Mct inicialmente
envolve a ligacdo de um proton ao transportador, seguido por um anion lactato,
que serdo translocados pela membrana e subsequentemente liberados. Esse
processo ¢ bidirecional, com o equilibrio sendo alcancado quando a razao entre as
concentragdes de lactato dentro e fora da célula ¢ igual a razdo entre as
concentragdes de ion hidrogénio fora e dentro da célula {[lactato]gentro /
[lactato]fora = [H+]f0ra / [H+]demm}. O ciclo de translocagdo termina quando o
carreador livre retorna para o outro lado da membrana (BRUIJNE et al., 1983).

O Mctl pode transportar uma ampla gama de monocarboxilatos de
cadeia curta, sendo que a afinidade aumenta quando o comprimento da cadeia
aumenta de dois para quatro 4&tomos de carbono. Muitos dos monocarboxilatos de
ocorréncia natural, como o piruvato, o lactato, o acetoacetato e o -hidroxibutirato
estao incluidos nessa categoria. Monocarboxilatos de cadeia longa também podem
se ligar aos Mcts, mas como ndo sdo facilmente liberados apds a translocacao
podem atuar como potentes inibidores, a exemplo do CHC (HALESTRAP e
PRICE, 1999).

O Mctl possui maior afinidade pelo piruvato do que pelo lactato
(HALESTRAP e PRICE, 1999). Como o piruvato ¢ necessario para as primeiras
clivagens em embrides de camundongos (BIGGERS et al., 1967, LEESE e
BARTON, 1984), Harding et al. (1999) e Jansen et al. (2006) sugeriram que 0
Mectl seria a isoforma predominante durante o desenvolvimento embrionario
inicial de camundongos. Além disso, atuaria na regulacdo intracelular do lactato,
do balango de nutrientes, do pH e estado redox (HARDING et al., 1999; JANSEN
et al., 2000).

O Mct2, ou Slc16A7, apresenta forte afinidade por monocarboxilatos,
sendo esta 10 vezes maior que a do MCT1 (HARDING et al., 1999). Sua
afinidade ¢ maior pelo piruvato do que pelo lactato, do mesmo modo que o Mctl
(HALESTRAP e PRICE, 1999). O Mct2 esta presente em células onde uma
captacao rapida, num ambiente com concentragdes baixas pode ser necessaria, tais
como os tubulos proximais dos rins, neuronios, midcitos cardiacos e cauda dos
espermatozoides (HARDING et al., 1999).
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A localizagao distinta dos transportadores Mctl e Mct2 em embrides de
camundongos sugeriu que esses transportadores possuam fungdes diferentes
(JANSEN et al., 2008). Em embrides murinos préoximos do momento da
clivagem, o Mct2 estava presente na membrana plasmatica, o que poderia ser
justificado pela necessidade do piruvato como fonte nutritiva neste periodo. Em
estadios mais tardios, esse transportador se encontrava na superficie apical de
blastdmeros em morulas e no trofoblasto apical de blastocistos. Sabe-se que os
blastocistos predominantemente utilizam glicose via glicolise, resultando no
acumulo do acido lactico nas células e na blastocele. A localizacdo do Mct2
observada nesse estddio do desenvolvimento poderia facilitar uma troca mais
rapida de monocarboxilatos e protons para a regulacdo do pH (JANSEN et al.,
2008).

Em trabalhos anteriores do mesmo grupo (JANSEN et al., 2006), os
autores haviam correlacionado a localizagdo da proteina Mctl na massa celular
interna  (MCI) de blastocistos de camundongos com a capacidade desse
transportador, no momento da implantagdo, em otimizar uma troca rapida de
piruvato/lactato com a circulagdo materno-fetal. A observacdo da presenga da
proteina Mctl na placenta de camundongos corroborou com a possivel fun¢ao do
Mctl na circulagdo fetal (NAGAI et al., 2010)

A proteina Mctl ¢ a isoforma predominante responsavel pela regulacao
do pH no desenvolvimento embriondrio inicial do camundongo (HARDING et al.
1999). A atividade da Mctl e da Mct2 foi distinguida com base em suas
sensibilidades quimicas diferenciais. Deste modo, foi observado que o transporte
de lactato nos embrides de 2- e 8-células, além de blastocistos, foi completamente
inibido, sugerindo que o transportador ativo era realizado pela Mctl, embora o
mRNA do Mct2 tenha sido detectado (HARDING et al. 1999).. O autor sugere
que as proteinas do Mct2 ndo sdo produzidas antes do estadio de blastocisto. Além
disso, em outros tecidos, onde 0o MCT1 e MCT2 sdo co-expressados (figado, rim,
cérebro, testiculo), eles mostram localizagdes distintas, sugerindo fungdes
diferentes (HALESTRAP e PRICE, 1999). Deste modo, sdo necessarias mais
informagdes para o esclarecimento das diferentes funcdes entre esses dois

transportadores durante o desenvolvimento embrionario inicial.
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A presenca do mRNA do MCTI e MCT2 em ocitos imaturos (VG) e
maturos (MII) de humanos e camundongos foi detectada através da técnica de RT-
nested PCR (HERUBEL et al., 2002). A expressdo dos transcritos dessas duas
isoformas também foi observada ao longo do desenvolvimento embrionario inicial
(2-, 4-, 8-¢ 16-células, morula e blastocisto). Os resultados para humanos estao de
acordo com a sugestdo feita por Butcher et al. (1998) sobre a presenca de
transportadores de monocarboxilatos em embrides humanos nos estddios iniciais
(2-, 4-, 6-, 8-células).

O MCT3, ou SLC16A8 nao ¢ amplamente distribuido como o MCT1,
sendo encontrado somente no epitélio pigmentar da retina e no plexo cordide
(PHILP et al., 1998; HALLESTRAP e PRICE, 1999; PHILP et al., 2001). Devido
a sua caracteristica de possuir maior afinidade no transporte do lactato que no do
piruvato, o MCT3 tem sido considerado importante no controle do pH e nutrientes
no epitélio pigmentar da retina (PHILP ef al., 1998) e na manutencdo das
concentragdes de lactato no fluido-cérebro-espinhal através de seu transporte para
fora do plexo cordide (PHILP et al., 2001). Essas propriedades do MCT3, mais o
fato de blastocistos metabolizarem glicose principalmente via glicolise, assim
como a retina, levou alguns autores a propor que essa isoforma poderia ter uma
fungio similar em embrides com aquela observada na retina (HERUBEL et al.,
2002; JANSEN et al., 2006).

A presenca de transcritos para o gene Mct3 em embrides de
camundongos gerou resultados conflitantes. Harding et al. (1999) demonstraram a
presenca dessa isoforma em oo6citos imaturos e durante o desenvolvimento
embriondrio inicial de camundongos por RT-PCR seguido da confirmagdo da
identidade de seus transcritos por seqiienciamento. Contudo, Hérubel et al. (2002)
ndo detectaram a presenga do mRNA do MCT3 por RT-PCR em odcitos ou
embrides de humanos ou camundongos. Esse ultimo resultado estd em acordo
com Jansen ef al. (2006) que ndo detectaram a presenga do mRNA por RT-PCR
ou da proteina Mct3 por western blotting durante o mesmo periodo do
desenvolvimento em camundongos. Outros trabalhos na tentativa de esclarecer
um possivel papel ou a simples presenca desse gene em odcitos ou embrides,

ainda nao foram descritos.
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Assim como o MCT3, o MCT4 (ou SLC16A3) ¢ um transportador com
baixa afinidade por piruvato, mas com alta afinidade e preferéncia por lactato,
contrastando com os MCT1 e MCT2. O MCT4 ¢ predominante em tecidos onde o
metabolismo glicolitico ¢ mais intenso, como a musculatura branca, células
tumorais e leucocitos (FOX et al., 2000). Segundo Hérubel et al. (2002) isso faz
desse transportador um forte candidato para a regulacdo da acidose durante o
desenvolvimento embriondrio, através do efluxo de protons associados com o
lactato.

Durante o desenvolvimento embriondrio inicial, a expressdo de
transcritos de MCT4 foi diferente entre camundongos e humanos (HERUBEL et
al., 2002). Enquanto presente em oocitos em estadio VG e MII, e em embrides (2-
, 4-, 8-, 16-células, moérula e blastocisto) de camundongos, ndo foi possivel a
identificacdo de transcritos de MCT4 em odcitos ou embrides pré-implantagcdo de
humanos, quando avaliados no mesmo estddio. A ndo expressdo desse gene
poderia justificar, em parte, a baixa capacidade desses embrides em regular a
acidose citosoélica, além de poder explicar porque o lactato ¢ importante no meio
de CIV de embrides de camundongos, mas ndo no de humanos. Embrides de
camundongos podem usar o lactato para a regulacdo intracelular do pH e para a
manuten¢cdo da razdo interna de NAD+/NADH, via transporte de MCT; em
humanos, sem o MCT4, o efluxo do lactato é certamente limitado € uma alta
concentragcdo no meio de cultura poderia levar ao seu acumulo no citoplasma com
conseqiiente acidificagdo intracelular e, assim, modificar a razao NAD+/NADH
do embrido (HERUBEL et al., 2002).

2.6 Fatores secretados por oocitos

Historicamente, o controle da foliculogénese foi atribuido somente a
fatores enddcrinos de atuacdo direta no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal.
Esse controle endocrino ¢ mediado por hormonios especificos: hormonios
esteroides, citocinas e prostanoides. Os eventos que ocorrem durante o ciclo estral
sdo regulados basicamente por uma interacdo hormonal do GnRH, FSH, LH,
estradiol, progesterona e prostaglandinas (PAULINE e MELO, 2010).
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Atualmente, novas pesquisas tém focado no controle realizado por sinais
intrafoliculares, os quais tém mostrado desempenhar papel decisivo no
desenvolvimento folicular € na coordenagao entre o oocito e as células foliculares
através de um processo de sinalizagdo paracrina (HUSSEIN et al, 2006;
OTSUKA et al., 2011).

Dentro do ovario, enquanto o foliculo cresce e o antro ¢ formado, o
odcito secreta fatores de crescimento que atuam na diferenciacdo das células da
granulosa em dois subtipos distintos, CCs e células da granulosa mural, as quais
se tornam fenotipicamente e funcionalmente distintas (EPPIG et al, 2005).
Segundo Sugiura et al. (2005), o o6cito promove a chave metabdlica necessaria
para a sua propria maturagdo meidtica.

Entre os fatores secretados pelo odcito, dois membros da superfamilia
dos fatores de transformagdo do crescimento beta (TGFB), o Gdf9 ¢ o Bmpl5,
mostraram ser fundamentais durante a foliculogénese e na maturacdo oocitaria
(ELVIN et al ., 1999; HUSSEIN et al., 2006; OTSUKA et al., 2011). O Gdf9 ¢
necessario para otimizar o microambiente oocitario, o crescimento folicular e
atresia, a ovulagdo, a fecundacdo e a reprodugdo normal, além de induzir a
expressao de genes da Has2, da ciclooxigenase 2 (Cox2) e da prostaglandina nas
CCs, que sao essenciais para a sua expansao durante a maturagao do odcito e
antes da ovulacao (ELVIN et al., 1999). O Bmpl5, também conhecido como
Gdf9B, tem papel fundamental na regulagdo do desenvolvimento folicular em
mamiferos (GALLOWAY et al., 2000). Esse fator estimula a proliferagdo das CG
e modula a expressdao de hormonios esterdides, havendo um pico na expressao da
Bmp15 no momento da expansdo das CCs, que ocorre apds a maturacao do oocito
(GALLOWAY et al., 2000). A manutengdo de niveis adequados de Bmpl5 e
GdfY em odcitos € essencial para o desenvolvimento folicular apropriado e,
conseqlientemente, uma eficiente fertilidade da fémea (ELVIN et al., 1999;
GALLOWAY et al., 2000).

A presenga de transcritos de Bmpl5 e GdfY foi demonstrada em odcitos
de roedores, suinos, ovinos, caprinos e bovinos (McNATTY et al., 2005;
HUSSEIN et al., 2006; HOSOE et al., 2011, CRAWFORD e MCNATTY, 2012),

contudo a expressao desses genes em CCs tem gerado resultados conflitantes.
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O perfil de expressao génica e das proteinas Bmp15 e Gdf9 em odcitos e
CCs de vacas adultas e terneiras foi detectado através de qPCR (HOSOE et al.,
2011). Houve menor expressao do Gdf9 e Bmpl5 nas CCs de terneiras quando
comparado a vacas adultas, e expressdao similar de transcritos de Bmpl5 em
odcitos. Entretanto, o Gdf9 mostrou maior expressao nos odcitos de terneiras
quando comparado com odcitos de vacas adultas. Os autores sugeriram que a
baixa competéncia de desenvolvimento de oocitos de terneiras em relagdo a
odcitos de vacas adultas poderia ser decorrente de uma deficiéncia da Bmp15 em
CCs, enquanto esclarecem que sdo necessarias mais investigagdes entre o Gdf9 e
a competéncia oocitdria em terneiras.

Ao realizar qPCR, Crawford e McNatty (2012), obtiveram resultados
diferentes dos obtidos por Hosoe et al. (2011) na expressdo do Gdf9 e Bmpl5 em
CCs de camundongos, ratos, suinos, ovelhas, vacas e veados. Os autores nao
observaram niveis detectaveis de mRNA desses dois fatores em CCs de nenhuma
das espécies testadas. Eles consideram que o ponto chave que determina a
detecgdo dessa expressdo ¢ a separacao cuidadosa das CCs a partir dos CCOs,
evitando a contaminagdo por material proveniente dos 06citos.

O papel da proteina recombinante Gdf9 na regulacdo de véarios genes
produzidos pelos ovarios de camundongos, fundamentais na foliculogénese e na
expansao das CCs foi analisado através de um sistema de cultura de células da
granulosa e RT-PCR semiquantitativo (ELVIN et al., 1999). Foi demonstrado que
o Gdf9 pode se ligar a receptores das células da granulosa e regular a expressao de
um grande numero de genes. Assim, o Gdf9 mostrou induzir a sintese de mRNA
da Has2, da Cox2 e da proteina reguladora aguda (Star) e suprimir a sintese do
mRNA do ativador de plasminogénio uroquinase (uPA). Deste modo, o Gdf9
atuou como um fator pardcrino na regulagdo de varias enzimas fundamentais das
células da granulosa envolvidas na expansdo das CCs e na manuten¢do de um
microambiente 6timo para o odcito, processos que sdo essenciais para a ovulagdo
normal, fecundag¢ao e reproducdo da fémea.

As proteinas Bmp15 e Gdf9 aumentaram a competéncia do desenvolvimento
embriondrio, fornecendo evidéncias que os OSF teriam uma influéncia direta no

desenvolvimento da competéncia durante a MIV de CCOs bovinos (HUSSEIN et
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Os CCOs foram co-cultivados com o6citos desnudos ou tratados com as proteinas
recombinantes Bmp15 e Gdf9. O co-cultivo com os o6citos desnudos nao afetou a
taxa de clivagem, mas aumentou a proporc¢ao de embrides clivados que atingiram
o estadio de blastocisto eclodido, de 39% para 51%, quando ndo co-cultivados. As
proteinas Bmp15 e Gdf9 sozinhas ou em combinagdo, aumentaram a propor¢ao de
odcitos que atingiram o estadio de blastocisto eclodido de 41% (controle) para
58% e de 50% (controle) para 55%, respectivamente.

Os OSF, Gdf9 e Bmp15 demonstraram cooperar de um modo sinérgico e
de uma maneira espécie-especifica para influenciar a proliferacdo das CG de
ovelhas e bovinos sob condi¢des in vitro (MCNATTY et al., 2005). Os autores
avaliaram os efeitos dessas proteinas separadamente ou juntas na fungdo das
células da granulosa. As proteinas recombinantes utilizadas foram construidas
com base na seqiiéncia de ovinos e camundongos. Os resultados indicam que os
efeitos dessas proteinas variam conforme a espécie de origem do fator de
crescimento. Entretanto, os efeitos do Gdf9 e Bmpl5 foram freqiientemente
cooperativos € nem sempre apresentavam a mesma fungdo quando juntos do que
aquela observada quando separados.

Com base na teoria que os genes GdfY e Bmpl5 poderiam ser co-
regulados, Crawford e McNatty (2012) questionaram se a razdo entre Gdf9 e
Bmpl5, em diferentes espécies, poderia estar relacionada com a capacidade de um
o6cito em maturar e ser ovulado. O numero de foliculos que ovula € criticamente
dependente do numero de células da granulosa que adquirem receptores para o LH
durante os ultimos estadios do crescimento folicular. O LH, por sua vez, atua na
expansdo das CCs levando a modificagcdes importantes para a ocorréncia de
maturacdo (LONERGAN et al., 2003). Segundo Crawford e McNatty (2012), a
compreensdo de como e se esses fatores cooperam entre si poderia ajudar a
esclarecer os mecanismos que regulam as diferengas no nimero de odcitos
ovulados por ciclo entre as espécies com diferentes tipos de ovulagdo. Enquanto
mamiferos como a vaca e o veado normalmente ovulam somente um odcito por
ciclo, outras espécies multi-ovulatorias, como camundongos, ratos e suinos,
podem ovular 10 ou mais oocitos por ciclo. Crawford e McNatty (2012)

observaram que os niveis de expressdo da razdo Gdf9/Bmpl5 em ODs estavam
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significantemente correlacionados dentro das espécies testadas (camundongo,
rato, suino, ovino, bovino e veado), indicando que esses genes sdo co-regulados.
Além disso, essa razao foi significativamente diferente entre cada espécie testada,
indicando um mecanismo que pode estar atuando na regulagdo da taxa de
ovulagdo. No entanto, como ndo houve relacdo entre essa razdo e o tipo de
ovulacdo (mono ou multi-ovulatorio), esse mecanismo precisa ser ainda melhor

compreendido (CRAWFORD e MCNATTY, 2012).

2.7 Acido hialurdnico sintase 2 (HAS2)

No foliculo pré-ovulatério bovino, o cumulus oophorus expande
consideravelmente quando as CCs sdo induzidas a sintetizar grandes quantidades
de 4cido hialurénico. O 4cido hialuronico (HA) interage com componentes
especificos da matriz, formando uma matriz extracelular altamente hidratada e
viscosa nos espacos intercelulares, resultando em um aumento de volume de 20 a
40 vezes do CCOs. Essa expansdo do CCOs pode facilitar a extrusdo do odcito no
momento da ovulagdo. Além disso, a matriz extracelular rica em acido hialurénico
pode facilitar a fecundagdo através da estabilizacdo da zona peltucida (TIRONE et
al., 1997).

O HA ¢ sintetizado pela enzima Has. Em mamiferos, a familia Has
consiste de trés isoenzimas, a Hasl, a Has2 e a Has3 (SCHOENFELDER e
EINSPANIER, 2003). Fulop ef al. (1997) sugeriu que a grande quantidade de HA
produzida pelas CCs durante a expansao ¢ controlada ao nivel de transcri¢ao pelo
mRNA da Has2. Esse mRNA, ausente inicialmente nas CCs no CCO durante a
fase pré-ovulatdria, aparece logo apds a administragdo do hCG, ou pico do LH, e
ndo estd mais presente no momento que termina a sintese do HA (SAITO et al.,
2000).

Em CCOs de camundongos, a expressdo do mRNA de Has2 demonstrou
estar sob influéncia da proteina recombinante Gdf9. Elvin et al. (1999), avaliaram
a relagdo entre a sintese do mRNA do Has2 pelas CCs murinas e a exposi¢do a

diferentes concentragdes de Gdf9 e demonstraram que o Gdf9Y atua como um fator
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paracrino na regulacao da expressao do Has2. Contudo, a proteina recombinante
Bmp15 nao estimulou ou suprimiu a expressao do Has2.

Em CCOs bovinos, o aumento da transcricao do Has2 parece ser um pré-
requisito importante para o inicio dos efeitos mediados pelo HA no final do
desenvolvimento  oocitario e nas  interagcdes  oocito-espermatozoide
(SCHOENFELDER e EINSPANIER, 2003). Em humanos, a expressdo do gene
HAS?2 foi maior em odcitos que se desenvolveram em embrides de alta qualidade,
demonstrado a existéncia de uma correlagdo da expressdo de HAS2 com as
caracteristicas morfologicas dos embrides em desenvolvimento (MCKENZIE et
al., 2004). Esses argumentos sugerem o Has2 como um potente marcador de

competéncia oocitaria (ASSIDI ef al., 2008).
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Oocyte selection based on brilliant cresyl blue (BCB) staining test has been
successfully used to differentiate between competent and incompetent bovine
oocytes. Here, the expression of genes involved in transport of monocarboxylates
(Mct1-4) and oogenesis specific genes (Bmpl5, Gdf9 and Has2) in BCB selected
immature and mature bovine cumulus-oocyte complexes (COC) was evaluated.
Immature COCs morphological appropriate were (1) stained with 26 mM BCB for
90 min before IVM, (2) exposed to same incubation conditions as stained COCs,
but without BCB (holding group) or (3) transferred into a maturation medium
immediately after morphological selection (control group). mRNA expression was
investigated by RT-PCR in COCs before and after IVM. No relationship was
observed in the relative expression of Has2, Gdf9, Bmpl5 or Mctl, 2 and 4
transcripts between BCB- and BCB+ COCs. Transcripts analysis showed that
Gdf9 and Bmpl5 in BCB+, BCB- and holding groups were up-regulated (p <
0.05) before IVM, while Has2 was up-regulated (p < 0.01) after IVM in the
control group. Others genes remained stable during maturation (Mctl, 2 and 4).
The increase in relative abundance of some transcripts during IVM may be
attributed to incubation conditions during the BCB test. Our results showed, for
the first time, Mctl, 2 and 4 expression in bovine COCs. Mctl and Mct4
transcripts were present in denuded oocytes and cumulus cell, while Mct2 was
detected only in cumulus cells. These differences between the three isoforms in
localization suggest unique roles for each in monocarboxylate transport during

maturation.
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Introduction

It has been shown that oocytes screened based on BCB staining differ in
their developmental potential to reach blastocyst stage (Torner et al. 2008; Silva et
al. 2011). Moreover, oocytes screened with BCB staining were reported to differ
in nuclear and cytoplasmic maturations markers like polar body identification and
organization of cortical granule and mitochondria (Silva et al. 2011). BCB is a
vital blue dye, which used to determine the intracellular activity of glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PDH), an enzyme synthesized in growing oocytes
whose activity nevertheless decreases in fully developed oocytes. The cytoplasm
of these oocytes is blue (BCB+), while growing oocytes exhibit a colorless
cytoplasm (BCB-). However, little is known about the molecular differences
between BCB + and BCB- oocytes (Torner et al. 2008).

Early research demonstrated that energy metabolism in cumulus-oocyte
complexes (COCs) is closely related to oocyte developmental competence and
subsequent embryonic development (Khurana et al. 2000). During
preimplantation development, pyruvate (but not glucose) can support the first
cleavage division of the embryo as the major energy substrate (Biggers et al.
1967; Geshi et al. 2000). However, there is an absolute requirement for exposure
to glucose prior to the eight-cell stage for blastocyst formation to occur (Chatot et
al. 1994). This glucose exposure facilitates the expression of monocarboxylate-
proton cotransporters (Mcts or Slc16) in mouse embryos (Jansen et al. 2006).

Transport of monocarboxylates across the plasma membrane is catalyzed by
MCTs, a family of proteins that mediate the diffusion of the monocarboxylate ion

with a proton. Although 14 Mct isoforms have so far been identified in mammals
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(Meredith and Christian, 2008), only Mctl (Slcl6al), Mct2 (Slcl6a7), Mct3
(Slc16a8) and Mct4 (Slcl6a3) have been analyzed in detail concerning substrate
affinities and inhibitors (Hérubel et al. 2002). The presence of Mctl, Mct2 and
Mct4 isoforms was detected in oocytes at the germinal vesicle (GV) and
metaphase II (MII) stages and throughout preimplantation development in mice
(Harding et al. 1999; Hérubel et al. 2002). In human oocytes and embryos MCT1
and MCT2 transcripts were shown to be present, but MCT4 was not detectable
(Hérubel et al. 2002). Subsequently, kinetic changes in monocarboxylate transport
activity in mouse embryos cultured with or without glucose were demonstrated
(Jansen et al. 2006). While mRNA expression for Mct3 was reported during pre-
implantation development in mice (Harding et al. 1999), other results confirm that
MCT3 is absent during this period of development in human and mouse (Hérubel
et al. 2002; Jansen et al. 2006). Mct3 has been detected only in the basal
membrane of the retinal pigment epithelium (RPE), consistent with a role in
regulating intracellular lactate levels and pH (Philp et al. 2001).

A long-established tenet of COC energy metabolism is that the oocyte itself
has a poor capacity to utilize glucose (Biggers et al. 1967), and that the cumulus
cells (CCs) metabolize the bulk of the glucose consumed by COCs to supply
metabolic intermediates to the oocyte (Cetica et al. 2003). Hence, it has become
clear that the oocyte is reliant on CCs to metabolize glucose to intermediates such
as pyruvate, the preferred substrate of the oocyte. Also, there is an important bi-
directional communication axis between the oocyte and somatic cells. Paracrine
factors secreted by oocytes (OSF), in particular growth differentiation factor 9

(GdfY) and bone morphogenetic protein 15 (Bmpl5) are the object of
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considerable research interest. GdfF9 and Bmpl5 regulates many fundamental
processes that contribute to oocyte developmental competence during in vitro
maturation such as CCs proliferation, mucification and expansion (Elvin et al.
1999). Importantly, it has been demonstrated that glycolysis and amino acid
uptake in CCs and transfer of these substrates to the oocyte are regulated by OSFs
(Eppig et al. 2005).

In vitro studies demonstrate that recombinant Gdf9 is the oocyte-derived
factor that induces Has2 synthesis in mouse CCs (Elvin et al. 1999). Has2 was
considered an important prerequisite for the triggering of HA-mediated effects
during maturation and as sperm-egg interactions (Schoenfelder and Einspanier
2003). In light of these observations, and the fact that HAS2 is differentially
expressed in the CCs of competent human COCs (McKenzie et al. 2004), it was
suggested that Has2 would likely be associated with molecular process of
acquisition of competence, becoming useful as a potential marker of oocyte
competence (Assidi et al. 2008).

Thus, the aim of this study was to determine the relative expression of
Bmpl5, Gdf9, Has2, Mctl, 2, 3 and 4 genes in immature or mature bovine oocytes

with different classification after BCB staining.

Materials and methods

Culture Media and Solutions

Unless otherwise stated, all plasticware and culture dishes used were

obtained from Nunc, Roskild, Denmark, and all chemicals and medium were
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purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. Ltd, which will be identified

according to their catalog numbers.

Oocyte recovery and BCB staining test

COCs were obtained by aspiration of follicles 3-8 mm in diameter of
slaughterhouse ovaries collected from a local abattoir. Only oocytes with a
compact cumulus and homogeneous cytoplasm were used. After selection, the
COCs were exposed to 26 uM of BCB (B-5388), diluted in mDPBS supplemented
with 0.4% BSA (A-7888) and incubated for 90 min at 38.5°C in humidified air.
Following BCB exposure, the COCs were then transferred to mPBS with 0.4%
BSA and classified into two groups: the oocytes with colored (blue) cytoplasm
(BCB+ group) and oocytes with colorless cytoplasm (BCB- group). A group of
the COCs exposed to the same conditions as stained COCs, but without BCB, was
used as holding group. Control COCs were washed in maturation medium and

placed in culture immediately after morphological selection.

In vitro maturation

All groups (BCB+, BCB-, control and holding group) were matured in 100
uL drops containing TCM 199 (M-2520) supplemented with 2.2 mg/mL of sodium
bicarbonate, 0.022 mg/mL of sodium pyruvate, 0.05 mg/mL of gentamicin sulfate,
0.03 IU/mL of luteinizing hormone (Chorulon®, Intervet Schering-Plough, SP,
Brazil), 0.5 pg/mL follicle-stimulating hormone (Folltropin®, Vetrepharm Inc.,

Ontario, Canada), 10 ng/mL of epidermal growth factor (EGF, E4127) and 10%

fetal bovine serum (Nutricell, Nutrientes Celulares, SP, Brazil). Groups with 10
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COCs were matured for 24 h in a humidified atmosphere at 38.5°C and 5% CO,
in air. Before and after IVM, COCs from each group were washed three times in
0.1% PVA in mPBS and immediately frozen in liquid nitrogen for subsequent

RNA extraction.

Oocyte denudation

Despite the results for the COC as a whole unit, expression levels for Mct1,
Mct2 and Mct4 in denuded oocytes (DOs) or CCs were observed. The surrounding
CCs were physically separated by gentle pipetting from the oocytes. Separation of
CCs was carefully checked under a stereomicroscope. Cumulus-free oocytes and
the corresponding CCs were washed ten times in mPBS to ensure no CCs would

be frozen with the oocytes.

Eye dissection

For control of Mctl and Mct3 mRNA expression in COCs, a positive control
was performed with mRNA from RPE. Eyes cups were obtained postmortem from
an abattoir and separated into anterior and posterior segments with a razor blade.
The posterior eye cup was placed in PBS and the RPE was peeled off the choroid

with fine forceps. RPE was stored in liquid nitrogen until use.

RNA extraction
mRNA isolation of immature COCs, matured COCs, DOs and CCs was
performed at four different points during the whole experiment. (1) A total of

eight pools, each containing 10-20 immature COCs from each group, (2) eight
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pools, each containing 8-20 matured COCs from each group, (3) three pools of ten
DO collected before and three pools of ten DO after IVM and (4) three pools of
ten CCs collected before and three pools of ten CCs after IVM were used for
mRNA isolation using Dynabeads mRNA DIRECT kit (Dynal, Oslo, Norway) as
described elsewhere (Oliveira et al. 2006) with modifications. Briefly, total RNA
from COCs or CCs was isolated using the TRIzol” reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA) according to the manufacturer’s instructions. Prior to RNA isolation, 0.1 pg
of rabbit globin RNA (BRL, Gaithersburg, MD, USA) per sample was added as
an internal standard. RNA from bovine RPE was prepared using TRIzol” reagent

and Dynabeads oligo (dT),s following the manufacturer’s instructions.

RT-PCR
Each sample was reverse transcribed in a total volume of 20 uL. containing
4 pL 5X First Strand Buffer (375 mM KCl, 15 mM MgCl,, 250 mM Tris-HCI1 pH
8.3, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 100 mM dithiothreitol (DTT, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), 0.5 pg Oligo (dT)12-18 primer (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), 1.25 mM of each dNTP (Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA), 20
IU RNaseOUT recombinant ribonuclease inhibitor (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), and 100 IU M-MLYV reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA,USA).
The thermal cycling conditions included initial sample incubation at 37°C for 60
min, followed by heating at 95°C for 10 min.
The PCR assay was performed with 0.1- 0.2 COCs or 0.1 CCs or 0.25 DO
equivalents (percentage of the volume from the RT reaction employing the

number of COCs in a defined volume) in a final volume of 20 puL of 1 x PCR
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buffer (50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI, pH 8.4, Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), 1.5
mM MgCl, (Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), 1.25 mM of each dNTP (Life
Technologies, Gaithersburg, MD, USA), 1 IU Platinum®Taq DNA polymerase
(Invitrogen, Sao Paulo, Brazil) and 200 pmol of each primer using a thermocycler
(PTC-100 MJ Research, Watertown, MA, USA). The primers to Mctl, Mct2,
Mect3, Mct4, Gdf9, Bmpl5 and Has?2 are listed in Table 1. Primers were modified
according to the GenBank database, and their specificity was tested using a
BLAST analysis against the genomic NCBI database. All primers were
commercially synthesized (Life Technologies, Rockville, MD, USA). After an
initial denaturation at 94 °C for 1 min, 35 cycles of amplification with a
thermocycler (PTC-100 MJ Research, Watertown, MA, USA) were performed
under the following conditions: 94 °C for 30 sec, 55 °C for 30 s and 72 °C for 1
min followed by a final extension at 72 °C for 2 min (an optimization was
previously carried out for each distinct gene product). The PCR products were
separated by electrophoresis and the final semiquantitative analysis was done as

described elsewhere (Oliveira et al. 2006).

Statistical analysis

Data of mRNAs relative abundance of Mcts (1-4), Gdf9, Bmpl5 and Has2
in the COCs, oocytes and cumulus cells were analyzed using the SPSS software
package (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). After testing for normality and equal
variance using the Levene median test, a multi-factor ANOVA analysis followed

by multiple comparisons (Tukey’s test) was performed. To analyze gene
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expression in each group of COCs, the factors were gene and maturation stage.

Differences with a probability of 0.05 or less were considered significant.

Table 1. Details of primers used in RT-PCR analysis.

Annealing Product Reference
Gene Sequence (5°- 3") and temperature (°C) size and Genbank
position in sequence and embryo (bp) accession no.
equivalent P
F: TGGCATCTTGTCAGGCAGTGG
Metl
(Slc‘;a y 472-492 55%02 300 Kirat et al, 2007
R:CCAGCCACACAGCAGTTTAATAG NM_001037319
771-749
F:CTCATGGACCTTGTTGGTGC
Met? 1373-1392
(Sle16a7) 55x0.2 292 Graham et al. 2007
R:CACTGGGACTTTGAGATGTCTTC
1664-1642 NM _001076336.2
F:TGGACGCGCTCAAGAACTACGAGAT
Met3 1196-1220 60 244 Ki 1. 2009
rat et al.
(Slc16a8) R:GGGCTTGGCACCTCCACG
1439-1422 XM _002687932.1
Mect4 F:GACTACGGTG GGCTGGTGG TC
(Slc16a3) 1149-1168 55 % 0.1 374 Meredith et al. 2002
R:GCCTTCAG GAA CTG CTC CAC CTC NM_001109980.1
1522-1502
GCTTGACCCAGC ATCATCTGTGG
Has2 Usui et al. 1999
1192-1214
55x0.1 403 NM_174079
CTGGTTTAACCATCTGAGATATT
1594-1572
F:AGAAGCTGCTGAGGGTGTAAGATT3
Gdf9 949-972 Hosoe et al. 2011
55x0.1 401
R:AAGCAATTGAGCCATCAGGC NM_174681.2
1349-1330
F:CAAGCAGGCAGTATTGCATCTGAA
Bmpls 808-831 55x0.1 378 Hosoe et al. 2011
R:TCACCTGCATGTGCAGGACTGGGC NM_001031752.1
1185-1162
Hba F:GCAGCCACGGTGGCGAGTAT
92-111 Ch t al. 1986
55x0.1 257 engeta

R:GTGGGACAGGAGCTTGAAAT
348-329

NM_001082389
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Results

Activity of G6PDH in immature bovine COCs
A total number of 716 immature COCs were subjected to the BCB test. The
mean rates of the oocytes with low (BCB+) and high (BCB-) activity of G6PDH

were 76.4% £ 3.30 and 23.6% + 3.30, respectively.

Mctl-4 expression in immature and matured COCs

Transcripts encoding for Mctl, Mct2 and Mct4 were detected in immature
(Fig. 1a) and matured COCs (Fig. 1b) of all groups, while Mct3 mRNA was not
detected in COCs using RT-PCR. No difference (p > 0.05) was verified in relative
expression of Mctl, Mct2 and Mct4 among groups (control, BCB-, BCB+ and
holding) before or after IVM. Similarly, no significant difference was found on
gene expression when comparing matured with immature groups. Figure 2 shows
the amplicons of Mctl, Mct2 and Mct4 with 300 bp, 292 bp and 374 bp,

respectively.

Expression of MctI and Mct3 mRNA in bovine RPE
mRNA from microdissected bovine RPE was subjected to RT-PCR using
primers for Mctl and Mct3. The 300 bp and 244 bp PCR products for Mctl and

Mect3 were detected in RPE, respectively (data not shown).
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Fig. 1. Relative abundance of Mctl, Mct2 and Mct4 mRNA (mean + SD) in bovine
COCs. (A) Immature COCs and (B) after 24 h of IVM. No significant difference (p >
0.05) was verified in relative expression for each gene among groups.
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400 bp -

Fig. 2. Representative agarose gel electrophoresis of RT-PCR amplicons for the
monocarboxylate transporter mRNA expression in bovine COCs. The bovine Mctl,
Mct2 and Mct4 products were 300 bp, 292 bp and 374 bp respectively. Lane 1, low
DNA mass ladder; lane 2, 3, 4 and 5, Mctl; lane 6, 7, 8 and 9, Mct2; lane 10, 11, 12
and 13, Mct4.
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Relative quantification of Gdf9, Bmpl5 and Has2 in immature and
matured COCs

A significant difference (p < 0.05) was observed for the Gdf9 transcript
between control and BCB+ groups of COCs and between control and BCB-
groups (Fig. 3a). The statistical difference was also observed in Bmpl5 relative
expression between holding and control (p < 0.05). However, this rise may have
been short-lived, since after the 24 h incubation period Gdf9 and Bmp15 transcript
expression in BCB-, BCB+ and holding groups did not differ significantly from
that in the control group (Fig. 3b).

Interestingly, RT-PCR analysis of Has2 revealed a different behavior when
compared to Gdf9 and Bmp15. There was no difference in the relative expression
of Has2 among groups of the immature COCs (Fig. 3a), but mRNA expression of
Has2 in matured COCs showed significant differences (p < 0.05) between holding
and control groups of COCs (Fig. 3b).

Gdf9, Bmpl5 and Has2 transcript levels in immature COCs were compared
with COCs collected after IVM, for each analyzed group. Gdf9 and Bmpl5 were
up-regulated in immature COC when compared with matured COC from holding
and BCB+ groups (Fig. 4a, b). Between immature and matured COCs from the
BCB- group, only Gdf9 was up-regulated before IVM (Fig. 4b). There were no
differences in relative expression of Bmpl5 and Gdf9 between immature and
mature COCs from the control group (Fig. 4a, b). A different behavior in the
relative expression of Has2 was observed (Fig. 4c). Has2 was up-regulated after

IVM (p < 0.01) in the control group, but these differences were not statistically
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significant between immature and matured COCs from BCB-, BCB+ and holding

groups (Fig. 4c).

The expression patterns in denuded oocyte and cumulus cells
In both DO and CC masses collected before and after IVM, Mctl and Mct4
were detected. In contrast, Mct2 mRNA was detected only in the CC masses (data

not shown).
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Fig. 3. Relative abundance of Has2, Bmpl5 and Gdf9 mRNA in bovine COCs
after selection by BCB (mean + SD). (A) Immature COCs and (B) after 24 h of
IVM. Columns with different superscript are significantly different (p < 0.05) via
multi-factor ANOVA analysis followed by Tukey’s test.
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multi-factor ANOVA analysis followed by Tukey’s test. ** =p = 0.076.
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Discussion

Transcript profiling of oocytes of different development competence levels
is a rich source of information on how competence is reached at molecular level.
Here, Mctl, Mct2 and Mct4 expression in bovine COCs is described, for the first
time, before and after a 24 h IVM period.

The careful sorting of CCs of oocytes afforded to identify Mctl and Mct4
mRNA expression, both in cumulus cells and denuded oocytes. However, Mct2
transcript expression was only detected in CCs before and after IVM, not in DO,
which indicates that this mRNA may not be present in oocytes or that it may be
underexpressed, when compared to CCs. Oppositely to the present results,
Harding et al. (1999) and Hérubel et al. (2002) showed that Mct2 was expressed in
mouse and human unfertilized oocytes collected after insemination. Therefore,
these oocytes probably presented a potential problem that may have caused this
failure in fertilization. Additionally, these authors used different primers, and
Hérubel et al. (2002) used the nested PCR technique to increase reaction
sensitivity, highlighting the discrepancy against the results reported herein. Given
that we did not observe Mct2 expression, we increased oocyte equivalent in RT-
PCR from 0.25 to 0.5 oocyte, but the result was not change. Hérubel et al. (2002)
used 0.5 oocyte per reaction, but Harding et al. (1999) did not reveal the amount
of material used in RT-PCR. Although Mct2 mRNA has been detected during
early mouse embryo development, Mctl and Mct2 activity in lactate transport
indicates that Mct2 was not produced before the blastocyst stage, and that lactate
transport was mediated by Mctl (Harding et al. 1999). Additionally, in organs like

the liver, kidneys, testis and brain, Mctl and Mct2 are distinctly localized in
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tissues, indicating that they play one single role (Halestrap and Price 1999).

The dependence of efficient maturation on the presence of CCs or on the
presence of pyruvate and the role of CCs in nutrient and metabolite transfer have
been clearly established (Biggers et al. 1967; Geshi et al. 2000; Eppig et al. 2005).
The affinity for monocarboxylates is 10 times as high as in Mct2 that in Mctl, and
Mct2 is detected in cells in low-concentration media, where fast lactate and
pyruvate absorption may be required (Harding et al. 1999). Mct2 may also be
more expressed under metabolic stress, as in the absence of glucose, during IMV
(Jansen et al. 2006). In this sense, this transporter may be involved in the fast
pyruvate and lactate absorption by CCs, which ultimately would be more easily
transported to the oocyte through these cells.

The expression of Mctl in bovine oocytes reported here has also been
observed for humans and mice (Harding et al. 1999; Hérubel et al. 2002; Jansen et
al. 2006), suggesting a similar role for this transporter in these species. The Mct1
transcript was also expressed in CCs.

Differently from Mctl and Mct2, Mct4 is a transporter with high affinity and
preference for lactate. Hérubel et al. (2002) detected the Mct4 transcripts
expression in mouse oocytes and embryos, suggesting that this transporter is
responsible for acidose regulation during early mouse embryo development.
Although we detected the expression of Mct4 in bovine oocytes and CCs, we
believe that this finding alone does not allow as to suggest that it plays identical
roles in mouse and bovine species. Comparisons between mouse and bovine
oocytes have shown that they differ significantly in pH regulation mechanisms, as

in the H+/cation antiporter system in in vitro matured bovine oocytes, which is
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absent in mouse oocytes (Lane and Bavister 1999).

Conflicting results were observed for Mct3 mRNA expression in oocytes
and embryos. While Harding et al. (1999) observed Mct3 expression using RT-
PCR in mouse oocytes and embryos, our results are similar to those obtained by
Hérubel et al. (2002) and Jansen et al. (2006), in studies that did not detect the
expression of this gene or of its protein in human and mouse oocytes and
embryos. Mct3 has been detected only in the RPE (Philp et al. 2001). The
specificity of our primers was confirmed by mRNA extracted from RPE,
validating the RT-PCR method used in the present study.

Although these are the first results for Mctl, Mct2 and Mct4 expression in
bovine COCs, no association between these genes and COCs selected based on
G6PDH was observed, which disallows these genes as potential candidates to
validate the test.

The present study also assessed Bmpl5, Gdf9 and Has2 expression in
bovine COCs selected using the BCB test. The proteins coded by these transcripts
are intimately linked with oocyte quality and subsequent embryo development.
No difference in expression of these transcripts was observed between BCB+ and
BCB- COCs. This indicates that low competence of BCB- COCs reported in a
previous study (Silva et al. 2011) may not be actually linked with any change in
Bmpl5, Gdf9 and Has2 expression in oocytes. Yet, the incubation COCs of
experimental groups (BCB-, BCB+ and holding) were submitted to prior to
maturation influenced expression of some transcripts (Bmpl5, Gdf9 and Has2),
while others remained stable during IVM (MctI, Mct2 and Mct3). The stability in

comparative abundance of Bmpl5 and Gdf9 in the control group is consistent with
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the findings by Payton et al. (2011). Nevertheless, little is known about degraded
transcripts or about those that remain stable during maturation, and about the
selective or random character of the degradation and stabilization of certain
transcripts (Su et al. 2007). In this sense, it seems that previous incubation
influenced the maturation process, even though these oocytes exhibited the same
transcript profile as the control group, after [IVM.

The relative increase in Has2 expression after IVM only occurred in the
control group. Has2 plays a role in the synthesis of hyaluronic acid by CCs, a
compound that is essential in the cumulus matrix expansion process; also, its
mRNA was proved to have a predictive value in oocyte maturation (McKenzie et
al. 2004). Therefore, it is possible to associate the increase in Has2 with COCs
competence in controls, showing once again the influence of the incubation
carried out prior to [IVM.

Mcts transcripts remained more stable after maturation, though a trend (p =
0.067) in Mct4 mRNA decrease was observed after IVM in BCB+ (data not
shown). Oocytes under maturation take up more pyruvate and, as a result, utilize
more energy than MII oocytes, which consume pyruvate efficiently during ATP
production (Biggers et al. 1967; Downs et al. 2002). Therefore, it is possible that
the expression of transcripts involved in energy production during maturation
were lower in MII oocytes, due to the low energy requirements at this stage. Su et
al. (2007) reported that 57% of transcripts whose expression decreases in mouse
MII oocytes were associated with ATP production pathway. Since energy
production and consumption are linked with the meiotic status of the oocyte, this

trend towards decreased Mct4 transcripts, observed only in BCB+ oocytes, may
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be associated with the end of the first meiotic division.

In conclusion, the results of the present experiments demonstrate, for the
first time, Mctl, Mct2 and Mct4 expression in bovine oocytes, before and after
maturation. Still, none of the transcripts observed exhibited any relationship with
the BCB test, though incubation time and/or medium prior to maturation

influenced Bmp15 and Gdf9 mRNAs.
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4 CONCLUSOES

Com base nos resultados observados podemos concluir que a exposi¢ao de
CCOs ao teste BCB, causou modificagdo na expressdao dos genes Bmpl5 e GdfY,
nao estando essas modificacdes correlacionadas com a atividade da enzima
G6PDH, tornando clara a necessidade de avaliar outros meios a serem utilizados
para essa selecdo. Além disso, nosso resultado pioneiro de expressdo de Mcts em
odcitos e células do cumulus abre um novo campo para o estudo dos mecanismos
envolvidos no transporte de piruvato e lactato durante a maturagdo e também no

desenvolvimento de embrides bovinos no estadio de pré-implantagao.
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5 PERSPECTIVAS

v Determinar o nivel de expressdo dos genes Mctl, Mct2 e Mct4 durante o

desenvolvimento embrionario inicial de bovinos.

v" Avaliar outros meios a ser utilizado na técnica de colora¢do com BCB ¢
observar a expressdo dos transcritos de Bmpl5 e Gdf9 em oocitos e

durante o desenvolvimento embriondrio posterior.
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