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RESUMO

MOTA, Gustavo Bruno, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2008.
Desenvolvimento e expressao génica em oocitos bovinos imaturos selecionados
por Azul Cresil Brilhante. Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-orientadores:
Giovanni Ribeiro de Carvalho e Eduardo Paulino da Costa.

A eficiéncia da producgao in vitro de embrides (PIV) tem sido limitada pelas
condicbes de cultivo in vitro e baixa competéncia dos odcitos utilizados na
maturacgao in vitro. A utilizagdo do corante Azul Cresil Brilhante (ACB) associado a
selecdo morfolégica convencional, tem sido descrita como uma alternativa para
selecao de odcitos de melhor qualidade. Objetivou-se neste trabalho avaliar o uso
do ACB como método de selegao de odcitos imaturos bovinos, utilizando como
parametros de avaliagdo o desenvolvimento embrionario e a expressao de genes
envolvidos na transicdo do genoma materno-zigética. Na primeira etapa, um total
de 998 odcitos foram distribuidos em 4 grupos: G1-Controle: odcitos submetidos a
maturagado sem exposi¢cdo ao corante ; G2-Controle de incubagdo (mPBS): odcitos
mantidos em mPBS por 1h a temperatura de 38,5° C em ar atmosférico; G3-
ACB+: od6citos mantidos em mPBS adicionado de ACB, nas mesmas condi¢des de
G2, que apresentaram ao final da incubagao citoplasma corado; G4- ACB-: odcitos
mantidos em mPBS adicionado de ACB nas mesma condi¢des de G2, que ao final
da incubacido apresentaram citoplasma incolor. Os odcitos de cada tratamento
foram maturados, fertilizados e os possiveis zigotos cultivados in vitro por oito
dias. As taxas de clivagem foram obtidas 48h apds inicio do cultivo e as taxas de
blastocistos oito dias apos fecundacdo. As taxas de clivagem de G1 e G3 foram

semelhantes, no entanto foram maiores que G2 e G4, as quais semelhantes. Os
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oo6citos G3 apresentaram taxas de blastocisto semelhantes ao G1 e G2, mas
foram maiores do que o G4. Na segunda etapa, o RNA total foi extraido de trés
pools de 12 odcitos imaturos obtidos dos mesmos tratamentos acima descritos e
usados para gerar cDNA. A abundéancia relativa dos transcritos MATER e Zar-1 foi
analisada por Real Time-PCR. Nao foi encontrada diferenga na expressao relativa
dos transcritos MATER e Zar-1 entre os tratamentos. Em concluséo, a selecao
morfologica convencional associada a selegao pelo corante ACB pode ser usada
como método de selecdo de odcitos imaturos, distinguindo duas populagdes de
oo6citos com diferente competéncia de desenvolvimento, no entanto esta dupla
selecao nao selecionou oocitos mais competentes quando utilizado unicamente o
critério morfologico convencional de selegao. Além disso, o corante n&o foi capaz
de selecionar odcitos com diferente padrao na expressao dos transcritos MATER e
Zar-1.
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ABSTRACT

MOTA, Gustavo Bruno, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february 2008.
Development and gene expression of immature bovine oocytes selected by
Brilliant Cresyl Blue. Adviser: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-Advisers: Giovanni
Ribeiro de Carvalho and Eduardo Paulino da Costa.

The in vitro embryo production (IVP) efficiency has been limited by oocyte
developmental competence and in vitro culture conditions. The use of Brilliant
Cresyl Blue (BCB) dye has been described as an alternative method for selection
of better quality oocytes. The aim of this work was to evaluate the selection of
immature oocytes by BCB dye and the expression of transcripts involved in the
transition from genome-maternal. In the first step, a total of 998 immature oocytes
was distributed into: G1- Control: oocytes sent directly to in vitro maturation, not
exposed to the dye; G2- Control incubation (mPBS): oocytes exposed to mPBS
solution without BCB for 1h; G3- BCB+: oocytes exposed to mPBS added of BCB
and positively stained; G4- BCB-: oocytes exposed to mPBS with BCB and
colorless. Oocytes of each treatment were matured, fertilized and presumptive
zygotes were cultured in vitro for eight days. The rates of cleavage were obtained
at 48h after the beginning of the culture and the rates of blastocysts at eight days
post fertilization. The cleavage rates between G1 and G3 were similar, but higher
than G2 and G4, the ones which similar. The oocytes in G3 showed blastocyst rate
similar to the G1 and G2, but higher than G4. In another step, total RNA was
extracted from three pools of 12 immature oocytes obtained from each group and

used to generate cDNA. The relative abundance of MATER and Zar-1 transcripts

Xiii



was analyzed by Real Time PCR. No difference was found on relative expression
for MATER and Zar-1 among groups. In conclusion, the conventional morphologic
selection associated to the selection by BCB dye can be used as method of
selection of immature oocyte, distinguishing two oocytes populations with different
development competence, however this double selection did not select more
competent oocytes when used only the conventional morphologic assessment.
Moreover, the dye is not able to select oocytes with different patterns of expression
transcripts MATER and Zar-1.
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1-INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIV) € uma das biotécnicas reprodutivas
mais utilizadas em animais da espécie bovina. Dados divulgados pelo Data
Retrieval Committee, da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
(IETS), referentes ao ano de 2005, registram valores de mais de 265.000
embrides produzidos no mundo. Apesar do custo ainda elevado, a América do Sul
e, particularmente o Brasil, responde por aproximadamente 50% do total das
transferéncias de embrides produzidos in vitro no mundo (VIANA, 2006).
Inicialmente restrita aos meios académicos, grande impulso dessa biotecnologia
ocorreu a partir do final da década de 80, quando foi desenvolvida a técnica de
aspiracao folicular guiada por ultra-som, que permitiu a obtencdo de odcitos de
doadoras vivas. Técnica indispensavel nos programas de melhoramento genético
no pais, a PIV mostra atualmente um cenario positivo com um total de 196.663
embrides transferidos ao longo do ano de 2006. Desse montante,
aproximadamente 90% foram transferéncias de embrides zebuinos de corte, com
expressiva predominancia da raga Nelore (VIANA e CAMARGO, 2007).

Aumento do numero de produtos/vaca/ano, a possibilidade de utilizacdo de
fémeas em diferentes estagios fisioldgicos, como a pré-puberdade, inicio de
gestacdo, além do aproveitamento de vacas senis ou que nao respondem a
tratamentos superovulatérios sao alguns dos atrativos da PIV (DODE e RUMPF,
2002). Contudo, a proporgao reduzida de embrides obtidos em relagdo aos odcitos
selecionados e a qualidade dos embrides gerados tém limitado a difusdo da
técnica. Atualmente, esses valores variam de 20 a 40%, com indices de gestacao
em torno de 35% do total transferido, sendo o teste final do sucesso da técnica, o
nascimento de um animal saudavel. LONERGAN e FAIR (2008) destacam que o
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desconhecimento da origem dos odécitos utilizados (estadio do ciclo estral ou
estadio da onda folicular) e sua qualidade, a variabilidade de capacidade de
fecundacio entre touros e as condi¢gdes de cultivo in vitro pés-fecundagdo sao
alguns dos fatores que determinam a quantidade e a qualidade dos embrides
produzidos.

Comparativamente aqueles produzidos in vivo, os embrides produzidos in
vitro apresentam uma série de caracteristicas responsaveis por baixos resultados.
Aspectos morfologicos, metabdlicos (KRISHER et al.,, 1999), incidéncia de
apoptose (POMAR et al., 2005), padrao de expressao génica (LONERGAN et al.,
2006) e o cariotipo (HYTTEL et al., 2003) sdo algumas das caracteristicas
alteradas pelas condigdes de cultivo in vitro, e que podem comprometer, também,
a resisténcia desses embrides a criopreservagao. Evidéncias indicam que o
potencial de desenvolvimento de embrides PIV depende da qualidade dos odcitos
dos quais se originam (KHURANA et al., 1999), sendo que essa qualidade afeta o
estabelecimento da prenhez e o desenvolvimento embrionario e fetal.

A selecdo de odcitos realizada atualmente baseia-se em critérios
morfolégicos, mas apesar de mostrar resultados satisfatérios, pode néo
demonstrar a real qualidade do odcito quanto a competéncia nuclear,
citoplasmatica e molecular (DODE, 2006). Isso demanda busca constante por
métodos ndo-invasivos de selecdo de odcitos de maior competéncia, visando a
producado de embrides de melhor qualidade e maior potencial de desenvolvimento,
uma vez que as condicdes in vitro ainda estdo muito aquém daquelas in vivo.

Combinada a selecdo morfoldgica, a coloragao pelo Azul Cresil Brilhante
(ACB) tem sido utilizada como um método n&o-invasivo para selegdo de oocitos
imaturos em diversas espécies (ALM et al., 2005; PUJOL et al, 2004,
WONGSRIKEAO et al., 2006, WU et al., 2007), com resultados positivos em
relacdo ao método de selecdo morfologica quando utilizado unicamente. Este
corante é capaz de detectar a atividade da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH), presente em maior concentragdo em od6citos em
crescimento.

Paralelamente, a expressao de genes associados a competéncia de odcitos
e embrides tem sido extensivamente utilizada por diversos grupos de pesquisa na

busca por marcadores de viabilidade de gametas e embrides, e demonstra ser
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ferramenta util na busca por maior compreensao dos processos que ocorrem no
interior das células. Os transcritos de origem materna, MATER e Zar-1 estao
relacionados a transicdo do genoma materno-zigoto e tém sido avaliados em
oocitos imaturos (WU et al., 2003; BREVINI et al., 2004).

Dessa forma, o presente trabalho reuniu informacdes de desenvolvimento in
vitro e expressdao dos genes acima especificados em odcitos imaturos apés
selecao pelo referido método, a fim de se investigar a real eficiéncia da coloragao
por ACB.



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1.00génese e Foliculogénese

A transformacgédo das oogOnias em odcitos ou oogénese é completada em
todos os mamiferos domésticos durante a vida fetal ou logo apdés o nascimento.
Estima-se uma populagao de 120 a 150 mil odcitos primarios contidos em foliculos
primordiais em fémeas bovinas ao nascimento (YANG et al., 1998).

As células do epiblasto, durante a gastrulagdo, se tornam células
germinativas primordiais (CGPs). Estas por sua vez migram até as génadas em
formagao onde apresentam alta atividade mitotica e transcricional (PICTON et al.,
1998). As CGPs se tornam oogoénias e s&o circundadas por células somaticas
para formarem os corddes corticais. A partir de entdo, as odgonias entram em
meiose tornando-se odcitos. Os odcitos passam pelas fases de leptdteno, zigéteno
e paquiteno até ficarem “parados” na fase de dipléteno da profase |I.

Coincidente com a parada da primeira divisdo meidtica, tem-se a formacgao
dos foliculos primordiais, caracterizados por odcitos rodeados por uma camada de
células da granulosa (CGs) achatadas ou achatadas e cuboidais, posteriormente
foliculos primarios, rodeados por uma camada simples de CGs cuboidais e
foliculos secundarios circundados por duas ou mais CGs cuboidais (BASSO e
ESPER, 2002). Durante a fase de foliculo secundario, o odcito apresenta intenso
crescimento com marcante sintese de RNA e proteinas, aumento no niumero de
ribossomos, mitocéndrias e reorganizacdo das organelas existentes. E ainda
durante esta fase que se tem o surgimento dos granulos corticais e a formagéo da
zona pelucida (ZP) (HYTTEL et al., 1997).
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O desenvolvimento desses foliculos pré-antrais, € conduzido por fatores
locais que controlam a proliferacdo e diferenciacdo das células da granulosa,
promovendo o crescimento folicular e oocitario. Ao longo do crescimento oocitario,
jungdes comunicantes (gap junctions) sao formadas e possibilitam a comunicagéo
bidirecional entre o oolema e as CGs. Nutrientes, precursores metabdlicos, sinais
hormonais e sinais inibitérios ou estimulatérios da meiose sao transferidos por
essa via (van den HURK e ZAO 2005).

Durante o desenvolvimento folicular, sob provavel acdo conjunta do
horménio foliculo estimulante (FSH), hormdnio luteinizante (LH), activina, e Kkit-
ligante (KL), a cavidade antral (antro) é formada e se desenvolve até o foliculo
atingir seu didmetro proximo ao ovulatorio. Em foliculos de cerca de 3 mm de
didmetro, o odécito pode atingir seu didmetro final associado com quase completa
inatividade transcricional (FAIR et al., 1995).

Segundo Ginther (2000) quando os foliculos de fémeas bovinas atingem
aproximadamente 4 mm, entram na fase de recrutamento, posteriormente selecao
e finalmente dominancia folicular ao atingirem cerca de 8mm. Quando apresentam
de 7,7 a 8,0 mm, inicia-se a fase de desvio, o qual é caracterizado pelo continuo
crescimento do maior foliculo, e bloqueio do crescimento dos foliculos
subordinados. A fase de crescimento do foliculo dominante esta associada com
alta frequéncia de pulsos de LH. HYTTEL et al. (1997) destacaram que durante o
crescimento do foliculo dominante, diversas alteragdes ocorrem no interior do
o6cito como aumento nos niveis de lipideo e posicionamento mais superficial dos
granulos corticais. A etapa entre o final do crescimento e inicio da maturagao in
Vivo com o pico pré-ovulatorio de LH tem sido denominada capacitagao oocitaria.

Logo apdés o pico pré-ovulatério de LH os odcitos retomam a meiose
atingindo a maturagao nuclear e citoplasmatica. O objetivo da maturacgéao final do
oocito € que este se torne equipado com os componentes necessarios para o
sucesso da fertilizagdo e desenvolvimento inicial do embrido (HYTTEL et al.,
1997). Correto numero e disposi¢do de mitocondrias, granulos corticais e demais
organelas, além de estoques suficientes de RNAs e proteinas envolvidas na
complexidade de eventos que se passam no interior do gameta feminino irdo

conferir ao mesmo, competéncia molecular, citoplasmatica e nuclear.



Com relacdo ao processo de maturagdo nuclear, na profase | ocorre a
reversdao do primeiro bloqueio meidtico. Neste momento, o odcito apresenta
condensagao gradual da cromatina, desaparecimento do nucléolo e desintegragéo
da membrana nuclear. A meiose prossegue até o segundo bloqueio meiético, na
metafase Il, quando ocorre a expulsdo do primeiro corpusculo polar, sendo que
este permanece até a fecundacdo (MAYES e SIRARD, 2001). Credita-se ao LH a
perda de funcionalidade das gap-junctions entre as células do cumulus e o odcito,
tal evento levaria a uma diminuicdo da concentracdo de AMPc permitindo a
retomada da primeira parada da meiose. Entre outros eventos, € bem estabelecida
uma complexa cascata de fosforilagdo e desfosforilagdo do fator promotor de
maturacdo (MPF), responsavel pela retomada da meiose. O MPF € um complexo
formado por ciclina B, subunidade regulatéria, e p34 (cdc2) kinase, subunidade
catalitica. Este fator é capaz de fosforilar proteinas que formam o envelope
nuclear e aquelas envolvidas na condensagao da cromatina e reorganizagéo do
citoesqueleto (van den HURK e ZAO 2005).

2.2.Competéncia oocitéria

Os baixos resultados da PIV podem ser seguramente atribuidos a dois
principais fatores: as condigdes de cultivo in vitro (RUSSEL et al., 2006) e a
qualidade dos odcitos selecionados para a maturacéo in vitro (MIV) (CAMARGO et
al., 2006). Os odcitos coletados sao originados de foliculos antrais de tamanho
médio que ndo completaram sua capacitacdo e entdo ndo possuem estrutura
completa para suportar o inicio da embriogénese. Além do que a retirada de
complexos cumulus-odcito (CCOs) do interior de foliculos resulta da perda da
inibicdo natural da meiose, levando a uma maturagdo in vitro espontanea
(GILCHRIST e THOMPSON, 2007).

A maturacdo oocitaria envolve mudancgas nucleares, citoplasmaticas e
moleculares. Dessa forma a competéncia do odcito em estar apto a fecundacéao e
proporcionar o desenvolvimento embrionario esta associado a uma série de
eventos. De Loss et al. (1992) demonstraram que odcitos obtidos de foliculos

entre 3 a 8 mm de didmetro e maturados in vitro, apresentam praticamente o
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mesmo potencial de maturacido nuclear que oécitos maturados in vivo. Entretanto,
aqueles maturados in vitro mostram incompleta expansao das células do cumulus,
disposicdo incorreta dos granulos corticais e por vezes vacuolizagdo no
citoplasma.

Ali et al. (2004) observaram que a adigdo de fluido folicular de foliculos
maiores que 8 mm ao meio de maturacao foi capaz de aumentar a produgao de
embrides. Corroborando, Lequarre et al. (2005) observaram menor potencial de
producdo de blastocistos in vitro de odécitos oriundos de foliculos <4 mm que
aqueles > 6 mm. Isto demonstra que o didmetro folicular esta diretamente
relacionado a competéncia oocitaria.

Otoi et al. (1997) encontraram grande heterogeneidade no diametro de
o6citos aspirados de foliculos de 1 a 7 mm. Os autores concluiram que a
habilidade de atingir a metafase Il € maior em odcitos a partir de 115 ym, mas
aqueles 2120 ym apresentaram maiores taxas de producido de blastocistos. Da
mesma forma Lechniak et al. (2002) encontraram mais anormalidades
cromossomais em odcitos de menor didametro apés MIV. Neste estudo, odcitos
com diametro médio de 113,16 uym nao apresentaram o mesmo potencial para
alcancarem a configuracao hapléide que células com 116,83 ym ao término de
24h da MIV. Tais resultados podem ser justificados pela atividade do fator
promotor da maturagao ser maior em maiores oocitos apos MIV, pois os niveis de
expressado de RNA p34 (cdc2) s&do maiores também em odcitos maiores antes da
maturagao in vitro (ANGUITA et al., 2007). Consistente com esses estudos, Fair et
al. (1995) demonstraram que odcitos bovinos com didmetro abaixo dos 110um
mostraram maior grau de incorporagdo de H-uridina que aqueles maiores de
110um, sugerindo sintese de RNA e ainda crescimento da célula. Notando-se que
a competéncia oocitaria € adquirida ao longo do crescimento do odécito e que o
diametro dos foliculos aspirados para a PIV esta entre 3-8 mm, existe a
necessidade de um método de sele¢cdo que possibilite um grupo mais homogéneo
de odcitos.

Além dos od6citos utilizados na PIV nao apresentarem completa
competéncia molecular, por ainda nao terem atingido seu diametro completo, os
foliculos aspirados também podem estar em processo de atresia, 0 que pode

comprometer a qualidade oocitaria. Um estudo de Hagemann (1999) demonstrou
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que oodcitos obtidos de foliculos subordinados durante a fase de dominancia
folicular, apresentam menor potencial de producdo de embrides in vitro. Além
disso, independente do diametro folicular, maior porcentagem de células
apoptoticas foram observadas em CCOs obtidos dos foliculos durante a fase de
dominancia. Ghanem et al. (2007) compararam a expressao génica de oocitos
obtidos de foliculos nas fases de crescimento e dominancia. Cinquenta e um
genes foram diferentemente expressos entre as duas populagdes de odcitos.
Genes ligados a biossintese de proteinas, organizagdo do citoesqueleto e
cromossomos foram mais expressos em od0citos originados da fase de
crescimento. Por outro lado, genes associados ao processo de apoptose e a baixa
competéncia oocitaria, por exemplo, foram mais expressos em odcitos aspirados
na fase de dominancia.

Apesar do supracitado, Han et al. (2006) encontraram efeito benéfico da
atresia folicular inicial na competéncia de odcitos. Esses autores obtiveram
maiores taxas de desenvolvimento de estagios de morula e blastocisto, em
cabras, quando odcitos foram obtidos de foliculos apresentando entre 5-30% de
porcentagem de células apoptéticas. Mais que 50% de células foliculares
apoptéticas comprometeram a competéncia do odécito. De fato, estudos anteriores
demonstraram que a atresia inicial e moderada tende a melhorar a competéncia in
vitro de odcitos bovinos (BLONDIN e SIRARD, 1995; HENDRIKSEN et al., 2000).

Pode-se destacar entdo que, ao longo do desenvolvimento oocitario no
interior do foliculo, uma série de eventos inter-relacionados sao responsaveis pela
qualidade do odcito. Um estoque otimo de RNAm para a aquisicdo de
competéncia nuclear e citoplasmatica se faz necessario para o desenvolvimento
embrionario durante a pré-implantacdo. Neste sentindo, odcitos ainda em
crescimento ndao possuem completa habilidade de desenvolvimento, logo, a
heterogeneidade do pool de oécitos obtidos através de coletas guiadas por ultra-
som (OPU) ou aqueles aspirados de ovarios de animais abatidos, afeta de forma

importante os resultados da PIV.

2.3. Expressdao génica em odécitos



Os genes sao as regidoes do DNA cromossdmico que estdo envolvidas na
producao de proteinas pelas células. A informagao nos genes é usada pela célula
em duas etapas de transferéncia de informagao: o DNA é transcrito em RNAm,
que €& entdo traduzido na sequéncia de aminoacidos de um polipeptidio
(GRIFFITHS et al., 2006). Segundo Fair et al. (2007) no minimo 8000 genes sao
expressos em od0citos bovinos, destes foi demonstrado que 821 genes foram
diferentemente expressos entre odcitos imaturos e maturados in vitro.

Nos ultimos anos, genes de origem materna tém recebido forte atengao
devido a importancia destes para o desenvolvimento inicial do embrido. O estudo
da fungdo desses genes, e seus mecanismos regulatérios, € importante para o
melhor conhecimento das bases moleculares envolvidas no desenvolvimento
embrionario. A transicdo no desenvolvimento embrionario que ocorre apds a
fertilizacdo € denominada transicdo materno-zigética ou ativagdo do genoma
embrionario. Neste momento, o desenvolvimento embrionario inicialmente
determinado por proteinas e transcritos maternos, passa a ser comandado por
transcritos produzidos pelo embrido. Este periodo de transicio em embrides
bovinos ocorre por volta do estadio de quatro a oito células (SCHULTZ, 2002). Em
oocitos que alcangam seu didmetro final em foliculos de aproximadamente 3 mm,
a transcricao praticamente cessa e os RNAmM maternos e as proteinas sao
direcionados para os processos de maturagao, fertilizagao e clivagens iniciais até
a ativacado do genoma embrionario (WRENZYCKI et al., 2007). Por outro lado, até
atingir este estadio, genes conhecidos como genes de efeito materno sao de
extrema importancia para a precisa coordenagdo de processos que ocorrem
durante as primeiras divisdes celulares do embrido (FAIR et al., 2007). Donnison e
Pfeffer (2004 ) via analise quantitativa de transcritos por real-time PCR, verificaram
que o nivel de transcritos associados ao desenvolvimento pré-implantagao e ao
nascimento, apresentaram menores valores relativos em o006citos pouco
competentes.

Um estudo (TONG et al., 2000) usando camundongas nocauteadas para o
gene MATER (Maternal Antigen that Embryos Require ou NALP5), observou que
0s animais apresentaram fendtipo normal com relagao a foliculogénese, ovulagao
e fertilizagdo. Em contrapartida os embrides atingiam o estadio de duas células,

mas ndo seguiam adiante seu desenvolvimento. Os autores concluiram que
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MATER é um gene de heranga materna requerido para o desenvolvimento
embrionario a partir de duas células, periodo no qual ocorre a ativagao do genoma
embrionario nesta espécie. A proteina MATER foi predominantemente localizada
no citoplasma do oécito, mas sua presenca também foi detectada no nucleo,
mitocdndria e nucléolo (TONG et al., 2004).

Os genes MATER e Zygotic arrest 1(Zar-1) recentemente identificados
também em odcitos imaturos humanos (ZHANG et al.,, 2007) sdo exemplos de
genes que participam da ativagdo do genoma embrionario (WU et al., 2003). Ariu
et al. (2006) revelaram pela técnica de PCR em tempo real que odcitos ovinos
imaturos, em fase de vesicula germinativa (VG), apresentaram maior nivel de
transcritos Zar-1, com marcante queda nesses valores em embriées no estadio de
oito células e desaparecimento do transcrito em moérulas e blastocistos. Em
bovinos, os niveis de Zar-1 s&o relativamente constantes durante o
desenvolvimento embrionario, com excegao no estadio de quatro células, onde um
aumento significante é observado (BREVINI et al., 2004). Pennetier et al. (2004)
foram os primeiros a reportarem a expressao dos genes MATER e Zar-1 em
oocitos bovinos. Os autores observaram padréo de expressdo génica em odocitos
imaturos e persisténcia até embrides de cinco a oito células. No entanto, o padrao
de transcricdo nao foi reativado apdés o periodo de ativagdo do genoma
embrionario. Tecidos de outros érgéos foram avaliados e ndo foi detectada a
presenga dos referidos transcritos no utero, coragdo, bago, intestino, figado,
pulm&o, glandula mamaria e musculo.

Corroborando esses resultados Pennetier et al. (2006), mais tarde,
observaram que a proteina MATER é estocada no citoplasma ao longo do
crescimento dos odcitos e sua presenca foi detectada ja em foliculos primarios. E
apesar da queda de transcritos apds o estadio de cinco a oito células a proteina foi
fortemente degradada apenas apds a eclosao embrionaria, visto que, a partir
desta fase, o embrido sintetiza grande quantidade de RNAm e proteinas. Apesar
da precisa fungcdo da proteina MATER ainda ser desconhecida, os autores
sugerem capacidade de conferir estabilidade aos transcritos originados do nucleo
durante o estoque no citoplasma, até o momento em que sao recrutados para a

traducao no odcito ou embrido.
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Em odcitos humanos imaturos, 10.183 genes foram identificados, sendo
que 45% destes ainda permanecem sem fungao bioldgica conhecida (ZHANG et
al., 2007). O conhecimento mais preciso da expressédo de genes em odcitos e
embrides, nos diversos periodos de desenvolvimento, seria crucial para o melhor
entendimento dos processos moleculares e o refino das técnicas de reprodugao
assistida. Neste contexto, o padrédo dos transcritos MATER e Zar-1 podem
fornecer consistentes informagdes associadas a qualidade de oodcitos imaturos

visto a importancia desses transcritos para a fase de transicado genémica.

2.4. Selecao morfolégica de CCOs para PIV

Com relagcdo ao desenvolvimento pré-implantacdo, inUmeras evidéncias
demonstram que o potencial de desenvolvimento de embrides produzidos in vitro
depende da qualidade dos odcitos dos quais se originam, influenciando a
qualidade embrionaria (NEMCOVA et al.,, 2006; VANDAELE et al., 2007), o
estabelecimento da prenhez e o desenvolvimento fetal. O critério rotineiramente
utilizado pela quase totalidade dos laboratérios, para selecdo de odcitos, esta
relacionado a morfologia do complexo cumulus-od6cito (CCO) e aspecto do
citoplasma, classificados em quatro categorias (Grau | a 1V). Apesar da qualidade
do odcito estar diretamente relacionada ao numero de células do cumulus e ao
grau de compactagcdo destas (MADISON et al., 1992) os baixos resultados da
técnica podem ser justificados pela baixa qualidade dos odcitos que sao
selecionados para a MIV, visto que os critérios morfolégicos utilizados séo
subjetivos e podem apresentar relativa variagdo quanto a real capacidade de
desenvolvimento dessas células (DE LOOS et al., 1992).

Vassena et al. (2003) obtiveram melhores taxas de produgao de
blastocistos a partir de odcitos obtidos de foliculos coletados no 5° dia do ciclo
estral. Entretanto, apesar da qualidade morfolégica dos odcitos ser positivamente
ligada a bons resultados na PIV, esses autores observaram que a qualidade
morfolégica ndo mudou ao longo da onda folicular e que a porcentagem de CCOs

degenerados aumentou do dia 3 para os dias 5 e 7 do ciclo. Tal estudo serve
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como base para revisar os critérios morfolégicos de selegdo de odcitos nos
laboratérios de PIV.

Hawk e Wall, (1994) observaram que alguns odcitos classificados no amplo
grupo de qualidade “intermediaria-marginal” (células da granulosa compactas
eventualmente aderidas - poucas células cobrindo metade ou toda a zona
pelucida, com citoplasma demonstrando granulos finos de tamanhos moderados)
possuem potencial de desenvolvimento normal e alguns podem ter potencial
reduzido. Mas, dentro deste grupo, o subgrupo caracterizado por minima
quantidade de células do cumulus apresentou as menores taxas de blastocistos
expandidos. Segundo Pereira et al. (2007) odcitos classificados como grau Il (uma
a trés camada de células do cumulus) ndo apresentam diferenga quanto as taxas
de clivagem de odcitos grau | (mais de trés camadas de células compactas do
cumulus), e apesar do uso de odcitos de menor qualidade aumentar a produgéo
total de blastocistos, esta pratica diminui a porcentagem de blastocistos
comparada aos obtidos de odcitos grau |I.

Segundo Han et al. (2006) o potencial de desenvolvimento de odcitos
proveniente de foliculos de mesmo tamanho, CCOs de mesma morfologia e
mesmo grau de expansao de células do cumulus, diferem de acordo com o nivel
de apoptose das CGs. Por outro lado, em mesmo percentual de apoptose dessas
células, a capacidade de desenvolvimento de odcitos varia com o tamanho do
foliculo, morfologia dos CCOs e grau de expansao do cumulus. Isto sugere que o
potencial de desenvolvimento oocitario € determinado pela interacido de multiplos
fatores.

Somado a isto, apesar da origem e qualidade do animal ser desconhecida,
oo6citos recuperados de ovarios de matadouro sdo comumente utilizados em
estudos dos processos de maturacao, fertilizagcao, producao e criopreservagao de
embrides. Geralmente sdo obtidos CCOs por aspiracao de foliculos antrais de 3-8
mm. Entretanto muitas dessas células seguramente ainda ndo foram expostas a
concentragdes ideais de hormdnios e fatores de crescimento que resultariam no
acumulo de RNAmM maternos e proteinas importantes, ndo s6 para maturagao mas
para etapas de desenvolvimento que se seguem (DIELEMAN et al., 2002), sendo

importante para a competéncia molecular, que € determinada pela composicao e
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quantidade de transcritos e que sao estocados durante o crescimento e fase final
da foliculogénese (DODE, 2006).

2.5. Via das pentoses fosfato no oocito

Nos vegetais superiores e nos animais, a glicose tem trés destinos
principais: pode ser armazenada (como um polissacarideo ou como sacarose), ser
oxidada a compostos de trés atomos de carbono (piruvato) via glicolise; ou ser
oxidada a pentoses através da via das pentoses fosfato (PPP) ou via do
fosfogliconato. A primeira reagao da via das pentoses fosfato € a desidrogenagao
enzimatica da glicose-6-fosfato pela glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Ao
final da reagdo tem-se Nicotinamida adenosina dinucleotideo fosfato (NADPH) e
ribose-5-fosfato. O NADPH é um transportador de energia quimica na forma de
poder redutor. Uma segunda fungdo da via das pentoses € gerar pentoses
empregadas na biossintese dos acidos nucléicos (LEHNINGER et al., 1995). A
intensa comunicagao entre as células do cumulus e oécito ao longo da oogénese
e foliculogénese, limita o estudo mais preciso de metabolismo dos CCOs.
Numerosos substratos energéticos (glicose, piruvato, lactato, aminoacidos) sao
disponibilizados para os CCOs quando no interior do fluido folicular.

Segundo modelo proposto por Sutton et al. (2003) existe interagéo
metabdlica entre células do cumulus e odcitos. O FSH estimula o metabolismo de
glicose pelas células do cumulus. A glicdlise e a PPP nestas células, forneceriam
piruvato e NADPH ao odcito respectivamente. O piruvato serviria de substrato
para o ciclo de Krebs e o NADPH participaria na redu¢do da (GSH) substancia
importante que atua contra o estresse oxidativo.

Tsutsumi et al. (1992) destacaram que odcitos imaturos de roedores ainda
em estadio de VG e antes do estimulo de LH, apresentam alta atividade de
G6PDH em comparacao com diversos tipos de tecido, demonstrando que odcitos
possuem elevado potencial para atividade da PPP. Por outro lado a atividade da
hexoquinase (via glicolitica) € marcadamente baixa em oécitos, o que indica que a
utilizacao de glicose € limitada por esta fase da via glicolitica. Segundo Cetica et

al. (2002) a atividade da G6PDH em oocitos bovinos desnudos €
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aproximadamente quatro vezes maior do que a atividade observada de
fosfofrutoquinase (via glicolitica). Tais trabalhos demonstram que existe um maior
envolvimento relativo da via das pentoses do que enzimas envolvidas na glicdlise.
De outra forma, a atividade da G6PDH também observada nas células do cumulus
poderia disponibilizar NADPH para a sintese de lipideos estruturais nestas células,
ou para transferi-lo para o odcito. Ishida e Funahashi (2007) sugerem que
provavelmente odcitos de foliculos médios apresentem maior capacidade de
maturagcdo que aqueles originados de foliculos pequenos porque as células do
cumulus, € ndo o odcito, possuem maior atividade de G6PDH durante a MIV.
Outrossim, a atividade da G6PDH esta correlacionada a proliferacao celular e sua
inibicdo pode comprometer o crescimento celular (TIAN et al.,1998).

Existem poucos estudos relacionados a enzimas chaves que participam do
processo de metabolismo de glicose, e estes relatam diferengas entre espécies.
Mangia e Epstein (1975) demonstraram queda na atividade enzimatica da G6PDH
em oocitos em camundongos jovens, com didametro acima de 80-85 um. Alta
atividade da G6PDH é observada em odcitos quando caracterizados como
imaturos, e em contraste, a atividade da enzima decresce durante a maturacao
oocitaria (TSUTSUMI et al.,, 1992). O metabolismo de glicose no odcito é
importante durante a maturacado. Diferencas observadas nas taxas metabdlicas
entre odcitos de fémeas pré-puberes e adultas € fungcdo do pequeno tamanho de
oocitos vindos de ovarios pré-puberes. Assim, um atraso na geragédo de NADPH e
riboses pode contribuir para o pobre desenvolvimento de odcitos de animais pré-
puberes (STEEVES e GARDNER, 1999). Levesque e Sirard (1994) observaram
que odcitos oriundos de ovarios de vacas adultas que apresentaram parada de
desenvolvimento embrionario nas fases de morula e blastocisto, apresentavam o
mesmo perfil protéico de odcitos de fémeas pré-puberes.

Os trabalhos suportam a idéia de que atividade da enzima G6PDH pode
indicar se o0 odcito ja atingiu o término de seu crescimento e, como ja mencionado,
o tamanho do oécito é critico para a maturacdo, fecundacdo e subsequente

desenvolvimento embrionario.
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2.6. Selecao de oocitos por Azul Cresil Brilhante

No campo da producdo de animais domésticos, como também na medicina
humana e nos estudos ligados a preservacdo de espécies, biotecnologias
reprodutivas tais como a fertilizagao in vitro (FIV), transgenia e clonagem possuem
aplicagao limitada visto que nem todos os oocitos estdo realmente aptos para
desenvolverem in vitro. Somente métodos invasivos que causam a destruicdo do
o6cito sao capazes de predizer com relativa precisao a qualidade dos mesmos.
Neste sentido a busca por métodos nao invasivos de selecdo de odcitos mais
competentes para a PIV é crescente.

Recentemente tem se utilizado o corante Azul Cresil Brilhante (ACB) para
tal finalidade. Esta substadncia € capaz de determinar a atividade da enzima
Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em oécitos. O ACB permite determinar
a atividade intracelular de G6PDH, elevada em odcitos em crescimento, mas
diminuida em odcitos que atingem seu crescimento final (RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al., 2003). Apesar de ainda ndo ser completamente entendido de
que maneira a enzima G6PDH é capaz de degredar o corante no interior do
odcito, tornando seu citoplasma incolor, Alm et al. (2005) sugeriram que o ACB
funcionaria como um aceptor de elétrons durante a oxidacao da glicose-6-fostato e
reducdo de NADP+ na presenca de suficiente atividade de G6PDH durante via das
pentoses fosfato (PPP).

Alguns estudos tém demonstrado que odcitos imaturos que apresentam
maior diametro (e menor atividade enzimatica de G6PDH), em bovinos (ALM et al.,
2005; PUJOL et al., 2004) caprinos (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2003) e
suinos (SHOURBAGY et al., 2006) sao corados pelo ACB sem alterar a sua
competéncia de maturacao e fertilizagdo, constituindo uma ferramenta potencial
de selecdo de odcitos mais competentes. Segundo Alm et al. (2005) embrides
originados de odcitos corados (ACB+) apresentaram também maior niumero de
células que os nao corados (ACB-). Da mesma maneira, na sele¢do de odcitos
para técnica de transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) em bovinos, o
ACB test se mostrou efetivo e influenciou positivamente as taxas de blastocisto e
numero de células embrionarias (BHOJWANI et al., 2007). Em bufalas,
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Manjunatha et al. (2007) encontraram maior incidéncia de polispermia em odcitos
ACB-, demonstrando deficiente maturacao citoplasmatica dos mesmos.

Odcitos suinos ACB+ apresentam maior volume e maior numero de cépias
de DNAmt. Tal fato demonstra forte relagdo com a capacidade de fertilizacao e
desenvolvimento embrionario, visto que, nas primeiras clivagens existe forte
diluicdo do genoma mitocondrial devido ao aumento do numero de blastdbmeros e
auséncia de replicacdo de DNAmt (SHOURBAGY et al., 2006). WU et al. (2007)
confirmaram que oécitos de camundongas ACB+ apresentam maior maturagéo
citoplasmatica, determinada pelo nivel intracelular de GSH e padrdao de
distribuicdo de mitocéndrias. Em bovinos, Lee et al. (2008) corroboram tais
achados, pois também encontraram maior concentracdo de GSH em odcitos
imaturos ACB + do que ACB -.

O critério de selegcao pelo ACB é entdo relacionado indiretamente ao
diametro do odcito imaturo. Este teste facilita a selecdo dos odbcitos
completamente crescidos (corados em azul) daqueles em crescimento (ndo
corados) (ROCA et al., 1998). Os trabalhos permitem especular que oécitos ACB+
sao mais competentes quanto a abundancia de importantes transcritos e dessa
forma poderiam otimizar a PIV de embrides bovinos. Nesse contexto, a proposta
deste trabalho foi de avaliar a competéncia de odcitos obtidos de ovarios de
matadouro e selecionados pelo corante ACB, quanto ao desenvolvimento

embrionario in vitro e a expressao de genes ligados a transicdo materno-zigotica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local
O experimento foi realizado na Embrapa Gado de Leite, Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Leite em Juiz de Fora - MG. Os embrides foram produzidos

no laboratério de Reprodugao Animal e as analises de PCR em tempo real foram

feitas no laboratério Genética Molecular Dr. Mario Luiz Martinez.
O experimento foi dividido em duas etapas:

18: Desenvolvimento in vitro

Os embrides foram produzidos seguindo-se os procedimentos dos itens 3.2
a 3.8. Os resultados de desenvolvimento in vitro foram analisados a partir

de dados obtidos de oito repeti¢cdes.

2% Expressio génica

A analise de expressao génica foi realizada seguindo-se os itens 3.2; 3.3;
3.4; 3.5; 3.9; 3.10; e 3.11.

3.2. Coleta dos ovarios
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Os ovarios foram obtidos de vacas mesticas abatidas em matadouro local e
transportados ao laboratério em garrafas térmicas, contendo solugao fisiologica
(0,9% NaCl e 0,1g/L de sulfato de estreptomicina), a temperatura entre 30-32 °C.
No laboratério, os mesmos foram lavados em solugcdo salina e mantidos em
banho-maria a 37 °C até a aspiragcao dos odcitos. Os foliculos com didametro entre
3-8 mm tiveram seus odcitos aspirados com o auxilio de uma agulha calibre 21 G
acoplada a uma seringa de 10 mL. O periodo entre o abate e o inicio da aspiragéao
nao foi superior a 3 horas. Os odcitos recuperados foram selecionados sob

microscopio estereoscopio com aumento final de 50X .

3.3. Selecao dos CCOs

Como critério de selecdo dos odcitos foi utilizado o método descrito por
Viana et al. (2004) com adaptacgdes:

Grau | - CCOs compacto, mais de trés camadas de células do cumulus e
oocito com citoplasma homogéneo.

Grau Il - CCOs compacto com trés ou menos camadas de células do
cumulus ou odcito com citoplasma levemente heterogéneo.

Grau llI- odcitos parcialmente desnudos, mostrando remocgéo de células do
cumulus em menos de 1/3 da superficie da zona pelucida.

Grau IV- desnudo e/ou degenerado, odcitos sem células do cumulus na
maior parte da superficie da zona pelucida e/ ou vacuolizagdo e encolhimento do
citoplasma.

Cumulus expandido - CCOs mostrando expansao das células do cumulus.

Os odcitos foram selecionados, classificados e lavados 2 vezes em meio

TALP. Foi utilizado no trabalho apenas CCOs classificados como grau | e Il.

3.4. Coloracao dos CCOs por Azul Cresil Brilhante (ACB)

Imediatamente apds a coleta e classificagdo morfoldgica, do total de CCOs

obtidos graus | e IlI, 530 foram expostos ao ACB em condigbes de incubagao
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(26puM de ACB diluido em mPBS* por 60 min a 38,5 °C em ar atmosférico
umidificado). Outros 462 CCOs foram divididos entre controle (251) (sem
exposi¢cao ao corante e maturagéo direta) e expostos ao mPBS (WHITTINGHAM,
1971) apenas (211) (sem ACB por 60 min a 38,5 °C em ar atmosférico
umidificado). O corante ACB foi obtido da empresa Sigma-Aldrich™. O tempo de
incubacao dos odcitos em meio contendo o corante ACB de 60 min assim como a
concentracdo utilizada, de 26uM, estdo de acordo com Manjunatha et al (2007).

O numero de CCOs apresentado acima, sao referentes apenas a 12 etapa
do experimento (produgéo in vitro dos embrides).

* mPBS = DMPBS-FLUSH (Nutricell Nutrientes Celulares-Campinas-SP) +
0,4% de BSA.

3.5. Grupos Experimentais

G1 (MIV) - sem exposigédo ao ACB, prosseguindo para a maturagéo;

G2 (mPBS) - expostos ao mPBS sem ACB, mantidos em condi¢cbes de
incubacgao ja descritas;

G3 (ACB+) - expostos a solugdo de ACB diluido em mPBS, mantidos nas
mesmas condi¢des do G2 e classificados como corados;

G4 (ACB-)-submetidos as mesmas condigbes do G3, porem classificados
como nao corados.

Os grupos G3 e G4 foram formados em funcgao do resultado da coloragao

por ACB apos incubacéo.

3.6. Maturacgao in vitro dos CCOs

Os CCOs originados dos quatro grupos experimentais foram submetidos a

maturagao in vitro em TCM 199 acrescido de 10% de soro de vaca em estro e

20ug/mL de FSH em cada poco. A maturacao foi realizada em estufa incubadora a

38,5 °C, com 5% de CO2 em ar atmosférico e 95% de umidade, por 24 horas.
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3.7. Fecundacéo in vitro dos oocitos

Apos a maturacdo os odcitos foram fecundados in vitro com sémen
previamente selecionado. Para preparacdo dos espermatozoides foi utilizado o
método de gradiente de Percoll. A fecundacao foi realizada em gotas, sob 6leo
mineral, de 70 yL em meio FERT-TALP acrescido de 10 yL / mL de heparina e
com 2 x 10° espermatozoides/mL, por um periodo de no maximo 22 horas nas

mesmas condi¢cdes de maturacio.

3.8. Cultivo in vitro dos embrides

Os possiveis zigotos foram transferidos para o meio CR2aa (Wilkinson et
al., 1996) acrescido de 10% de soro fetal bovino em gotas de 50uL sob dleo
mineral, onde foram co-cultivados com células da granulosa nas mesmas
condigdes de fecundacédo. Apds 48 horas do inicio do cultivo, 50% do meio foi
renovado e a taxa de clivagem avaliada. No oitavo dia foi avaliada a taxa de
blastocisto. As taxas de clivagem e blastocisto foram avaliadas em fungao do total

de CCOs submetidos a maturagéo in vitro.

3.9. Congelagao para anélise

Na 22 etapa do experimento, os quatro grupos experimentais foram obtidos
seguindo-se os mesmos itens 3.2 a 3.5 da 12 etapa.

Pools de 12 oécitos desnudos (apds pipetagem em meio TALP) de cada
grupo experimental foram lavados trés vezes no meio citado (para completa
retirada de células do cumulus) e rapidamente congelados em criotubos por
imersdo em nitrogénio liquido para posterior extragcdo de RNA. As amostras foram

estocadas em freezer a temperatura de -80° C até extracdo de RNA.
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3.10. Extrac&o de RNA

A extragdo de RNA foi feita a partir do RNA total de 12 odcitos desnudos de
cada grupo experimental. A extragao foi realizada em trés repeti¢cdes. A extragao
foi realizada utilizando-se o kit comercial rneasy micro kit - QIAGEN™, seguindo-
se as recomendagdes do fabricante. Logo em seguida, foram produzidos cDNAs
por transcricdo reversa em aparelho termociclador (RT-PCR), utilizando-se o kit
de transcricdo reversa ImProm-Il Reverse Transcription System - PROMEGA™,
de acordo com recomendacdes do fabricante. Ao término desta etapa foram
obtidos 20ul de amostra de cDNA.

3.11. PCR em Tempo Real

Amostras de cDNA de odcitos imaturos dos quatro tratamentos, foram
analisadas via PCR em tempo real, utilizando o Sistema de PCR 7300 da Applied
Biosystems. A quantificacdo absoluta foi realizada em duplicata, sendo a mistura
da reacdo composta de iTag™ SYBR Green Supermix e cDNA equivalente a 0,9
oocitos (1,5ul) e primers especificos ( 3-Actina, MATER e Zar-1) pra cada gene,
em um volume final de 25uL por reacéo. Para os genes alvo foi realizado um total
de 35 ciclos térmicos. A sequUéncia dos oligonucleotideos, a temperatura de
anelamento, o tamanho do fragmento e o cddigo de acesso do GeneBank estao
apresentados na Tabela 1. O gene R-Actina foi utilizado como referéncia
endogena. As reagdes de PCR foram conduzidas a 95 °C por 3 minutos, seguido
de 35 ciclos a 95 °C por 15 segundos, temperatura de anelamento de 53 °C para
os trés primers por 30 segundos e elongacgao (extensao) a 60 °C por 30 segundos.
A curva produzida pela reagdo do primer especifico para o gene Zar-1 esta
exemplificada pela Figura 1.

O calculo da quantificacao relativa para MATER e Zar-1 foi realizado pelo
método do Ct Comparativo (Liviak et al., 2001), usando a amostra com o maior
valor encontrado no grupo G1 (MIV) como calibradora. Os valores sdo mostrados

como “xX” vezes a amostra calibradora.
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A eficiéncia dos primers para cada reacgéao foi calculada usando o programa
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003). A eficiéncia média dos primers para cada
gene foi calculada considerando-se todos os grupos, sendo de 1,86+0,07 para o
gene da R-actina (referéncia), 1,86+0,05 para o MATER e 1,91+0,09 para o Zar-1.
Na formula para o calculo de quantificagdao relativa pelo método do Ct
Comparativo usou-se os valores da eficiéncia dos primers dos genes MATER e
Zar-1. O tamanho dos fragmentos foi confirmado por eletroforese em gel de
agarose a 2%, corado com brometo de etideo (Figura 2). Controles negativos sem

acido nucléico também foram conduzidos simultaneamente.
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Tabela 1: Sequéncia de primers e temperatura de anelamento especificas para cada
gene alvo

Gene Sequéncia Temp. Tam. do N° acesso
anelamento  produto GeneBank
(pb)

R-actina 5" GACATCCGCAAGGACCTCTA 3
5 ACATCTGCTGGAAGGTGGAC & 53 °C 205 NM_173979

MATER 5 AATGACGACGCTGTGTTCTG 3’
5 GCGGTTCTCAGGTTCTTCAG 3’ 53 °C 206 NM_001007814

Zar-1 5 TGCCGAACATGCCAGAAG 3’
5 TCACAGGATAGGCGTTTGC 3 53 °C 188  NM_001076203
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Delta Rn

Delta Rn vs Cycle
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Figura 1: Curva de amplificagdo produzida em Real Time PCR. A reta
verde (threshold) indicada pela seta, marca o valor da intensidade de
fluorescéncia, durante a fase de amplificagdo exponencial, em que todas as
amostras foram comparadas. O ciclo em que cada curva de amplificagcao
atravessa o limiar de fluorescéncia (Ct) serve como base para a comparagao entre

as amostras.
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L R-Actina MATER Zar-1 L

200 pb

1234 1234 1234
Figura 2: Eletroforese dos fragmentos de cDNA amplificados por PCR em tempo
real a partir de primers especificos dos genes [3-Actina, Mater e Zar-1. A figura
mostra Ladder de 50 pb (L) e os genes [3-Actina, MATER e Zar-1 nas amostras
de odcitos dos grupos MIV (1), mPBS (2), ACB+ (3) e ACB-(4).
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Figura 3: Coloragdo dos odcitos por ACB apdés 60 min em condicbes de

incubacédo. Setas azuis indicam odcitos ACB+ e setas pretas odcitos ACB-.
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3.12. Andlise estatistica

As taxas de clivagem e blastocisto foram analisadas pelo teste Qui-
quadrado. As taxas de competéncia cinética dos zigotos (competéncia dos zigotos
em atingir o estadio embrionario de duas, quatro ou oito células no momento da
avaliagao da clivagem (48 horas pos fecundacéao - 48 hpf)) foram analisadas pelo
teste ndo paramétrico Kruskal Wallis. As analises foram realizadas a partir dos
resultados obtidos em 8 repeticoes.

Os valores de expressao génica relativa ao gene de referéncia foram
avaliados por analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste-t (Student).
Diferencas com valor de probabilidade de 0,05 ou menos foram consideradas

significativas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Taxa de corados e desenvolvimento in vitro

O presente estudo avaliou a competéncia e a expressao de genes em odcitos
bovinos corados com o corante ACB, visando a sua utilizagdo como método de
selecao de odcitos de maior qualidade. Esta substancia € capaz de determinar a
atividade da enzima Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em odcitos, a qual
se encontra elevada em odcitos em crescimento, mas com atividade diminuida em
odcitos que atingem seu crescimento final (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2003),
e que possuem maior competéncia de desenvolvimento pos-fertilizagao.

Do total de 530 odcitos submetidos a coloragédo, 292 (60,37+£18,8%) foram
classificados como ACB+ e 238 (39,63+18,8%) como ACB-, valores semelhantes
aos encontrados por AlIm e colaboradores (2005) que encontraram 57,9% ACB+ e
42,1% ACB-. Manjunatha et al. (2007) testaram trés concentragdes de ACB
(13uM, 26uM e 39uM) em odcitos de bufalas. Com a menor concentragcéo, apenas
10% dos oodcitos foram classificados como ACB+ ao passo que a concentragao
intermediaria de 26uM, este percentual atingiu 57,2% (sem diferir do percentual
em concentracdo de 39uM) dos odcitos submetidos a coloragdo. No presente
experimento, taxas de ACB+ variaram de 32,5% a 88,9% entre as oito repetigdes
analisadas, mostrando uma grande variabilidade entre populagdes de odcitos
oriundos de diferentes baterias quanto ao resultado apés o uso do corante.

Os dados referentes a taxa de clivagem e de blastocisto encontram-se
dispostos na Tabela 2. No presente experimento, quanto as taxas de clivagem, os
grupos controle (MIV) e ACB+ foram semelhantes (P>0,05), porém superiores aos

grupos controle de incubagdo (mPBS) e ACB-, os quais foram semelhantes entre
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si (P>0,05). Quanto a competéncia cinética dos zigotos apds 48h de fecundacao,

nao foi observada diferenga (P>0,05) entre os grupos (Tabela 3). Todos os grupos

mostraram semelhanga na competéncia dos zigotos em atingir o estadio

embrionario de duas, quatro ou oito células no momento da avaliagdo da clivagem

(48 hpf).

Tabela 2: Desenvolvimento embrionario de odcitos bovinos submetidos a selegao

por Azul Cresil Brilhante.

Grupos Odcitos Clivados Blastocisto em D8
n n (%) n (%)
Controle (MIV) 251 164 (65,34) ° 41(16,33) °
Controle (mMPBS) 211 105 (49,76) ° 30(14,22) 2P
ACB+ 292 188 (64,38) @ 54(18,49) 2
ACB- 238 122 (51,26) ° 20(8,40) °

b \/alores seguidos de letras diferentes na mesma coluna, diferem (P<0,05) entre

si pelo teste Qui-quadrado.
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Tabela 3: Médias e desvios-padrao das taxas de competéncia cinética dos zigotos
48h apods fecundacdo de odcitos imaturos selecionados por Azul Cresil Brilhante.

Grupos Odcitos Taxa de competéncia cinética (%)
clivados (n)
2 células 4-7 células 8 células
Controle (MIV) 164 19,631£18,19 61,15£11,65 19,20£12,50
Controle (mPBS) 105 31,91+£17,23 53,69+14,37 14,38+13,34
ACB+ 188 19,7419,60 62,08+12,50 18,171£13,69
ACB- 122 19,7419,60 62,08+12,50 18,17+13,69

Os valores nao diferem na mesma coluna (P>0,05) entre si pelo teste Kruskal-
Wallis.

Semelhante ao presente estudo, Rodriguez-Gonzalez et al. (2003)
encontraram maiores taxas de clivagem de oécitos de cabras pré-puberes ACB+
(45,3%) do que ACB- (34,9%). Da mesma forma, Bhojwani et al. (2007)
produzindo embrides bovinos por transferéncia nuclear, obtiveram taxas de
clivagem de 78% e 51% para odcitos ACB+ e ACB-, respectivamente. Todavia,
esses autores nao verificaram diferenga nas taxas de clivagem entre os grupos
ACB+ e controle, como neste estudo. Por outro lado, os resultados apresentados
nesse estudo diferem dos achados de Alm et al. (2005). Esses autores,
trabalhando com odcitos bovinos, verificaram que os grupos controle (MIV),
controle de incubagcdo (mPBS), ACB+ e ACB-, foram semelhantes apresentando
67,4; 79,4; 72,8 e 71,6% respectivamente, sugerindo que as estruturas coradas
por ACB néao tiveram melhor taxa de clivagem apos a fecundag&o in vitro. No
entanto, verificou-se neste trabalho, que o grupo mPBS foi semelhante ao grupo
ACB- e inferior a ACB+ e controle (MIV). Da mesma forma, odcitos de bufalas do
grupo controle de incubagdo apresentaram semelhantes taxas de clivagens
quando comparados ao grupo ACB- (MANJUNATHA et al., 2007). Provavelmente,

a manutencdo dos CCOs em mPBS sob condigcdes de incubacido por periodos
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prolongados (mais de 1h) seja capaz de comprometer a qualidade do odcito, visto
que, apesar de Alm et al. (2005) nao terem verificado diferenca na porcentagem
de odécitos mPBS que atingiram MII quando comparado a odcitos controle e ACB+,
do total de odcitos mantidos em mPBS antes da maturagao, 17,5% apresentaram-
se degenerados. Tais achados demonstram provavel influéncia negativa durante
as etapas iniciais de desenvolvimento, quando odcitos s&do mantidos por 60 min
em mPBS sob incubacdo. Neste sentido, oécitos ACB- sdo menos competentes
do que ACB+ por apresentarem menor didametro (PUJOL et al., 2005) somado a
incubagcao por 1h em mPBS. E, provavelmente, a maior competéncia de odcitos
ACB+ sobrepuja os efeitos negativos da incubacéo.

Tem-se sugerido que a coloragao por ACB seleciona odcitos imaturos de maior
competéncia (ALM et al., 2005) para a fecundacéo in vitro, o que poderia implicar
também em maior taxa de clivagem, contudo essa relagdo entre competéncia e
clivagem pode nao ser direta. Rizos et al. (2002) ndo encontraram diferenca na
taxa de clivagem entre odcitos com diferentes competéncias de desenvolvimento
(maturados in vitro ou in vivo), porém com diferentes taxas de blastocistos. Isso
sugere que a competéncia do odcito interfere na produgdo de embrides, mesmo
sem necessariamente interferir na clivagem. Segundo Orsi e Reischl (2007), os
sistemas de co-cultivo atuais, ndo levam em conta as mudangas de requerimento
dos embrides e células somaticas ao longo do desenvolvimento in vitro. Neste
sentido, alta taxa de clivagem ndo é necessariamente valor indicativo de elevadas
taxas de embrides em estadio de blastocisto.

Observou-se que os grupos controle e ACB+ produziram maiores taxas de
blastocistos baseado no numero de odcitos do que o grupo ACB-, enquanto o
grupo controle mPBS néo diferiu dos demais grupos (Tabela 1). Como esperado,
0 uso do corante detectou duas populacdes de odcitos com diferentes potenciais
de desenvolvimento até estadio de blastocisto. A maior atividade da enzima
G6PDH, encontrada em od6citos ainda em crescimento, degradou o corante
tornando-os incolores. Odcitos menores e incolores respondem por menores taxas
de blastocisto (ALM et al., 2005).

Os valores das taxas de blastocisto no presente experimento nao
apresentaram diferengca entre os grupos ACB+ e controle. Esses resultados

contradizem os de diversos autores que afirmaram haver maximizacido dos
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resultados da PIV de embrides quando do uso do corante, comparado aos odcitos
nao submetidos a coloracdo. Odcitos ACB+ de cabras pré-puberes, vacas,
novilhas, camundongas e bufalas apresentam maiores taxas de blastocisto que o
grupo controle (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2003; ALM et al., 2005; PUJOL et
al.,, 2004; WU et al., 2007; MANJUNATHA et al.,, 2007). Porém, Katska-
Ksiazkiewicz et al. (2007) ao testar o corante na sele¢cao de odcitos de cabras néo
observaram diferenga na produgdo de blastocistos entre o grupo ACB+ (13,3%) e
o controle (19,1%), ndo submetido a coloragdo, semelhante ao observado no
presente estudo. Verificaram que odcitos de ambos os grupos (ACB+ grau | e
controle) exibiram maior competéncia de desenvolvimento que aqueles ACB- grau
| e ACB+ e ACB-, ambos de grau Il. Outro resultado destacado por esses autores
€ que odcitos grau ll, independente da coloragéo, n&o apresentaram diferenca na
competéncia de desenvolvimento. Além disso, no estudo, 3,6% do pool de CCOs
grau | apresentaram sinais de degeneragdo do citoplasma apos coloragéo por
ACB. Provavelmente, alguns odcitos podem ser mais sensiveis ao corante e entdo
apresentarem sinais apoptoticos. O estudo de Katska-Ksiazkiewicz et al. (2007)
evidencia a importancia da avaliagdo morfolégica, mesmo para uso com o corante,
uma vez que oocitos corados classificados como grau | possuem maior
competéncia do que odcitos corados de grau Il. Isso significa que uma maior
presenca de oocitos de grau Il em populagdo de odcitos corados pode reduzir as
taxas de desenvolvimento dessa populacdo corada pelo ACB. No presente
experimento, foram submetidos ao corante oécitos graus | e Il, o que pode ter
contribuido para a inexisténcia de diferenga de resultado entre o grupo ACB+ e
grupo controle.

O resultado do presente experimento mostra que ambas as selecoes,
morfolégica combinada ao corante (grupo ACB+) e apenas pela morfologia (grupo
controle) podem ser utilizadas, gerando resultados semelhantes quanto a
producdo de embrides bovinos. Tais achados corroboram os de Opiela et al.
(2008), pois estes autores também nao obtiveram maiores taxas de blastocistos
para oocitos ACB+ do que o grupo controle. No entanto, odcitos ACB-
responderam pela menor taxa de blastocistos, assim como neste trabalho.

Outros fatores podem também influenciar a eficiéncia do corante. Wu et al.

(2007) destacaram que, apesar do corante ser um método eficiente na selegédo de
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oocitos competentes em camundongos, os resultados nesta espécie variaram em
funcdo do didmetro do odcito, maturidade sexual do animal e estimulo a
gonadotrofinas. No trabalho, 95% dos oodcitos pequenos (<60 pm) foram
classificados como ACB+. Mesmo sendo espécie distinta da utilizada neste
trabalho e ndo sendo conveniente a comparagao quanto ao diametro de odcitos,
tal achado levanta a hipétese de que a populagdo de odécitos ACB+ pode conter
oo6citos de pequeno diametro, ainda incompetentes para a PIV de embrides.
Levando-se em conta a maturidade sexual em bovinos, a coloragdo por ACB foi
avaliada por Tagawa et al. (2007). Odcitos obtidos por aspiragao folicular guiada
por ultra-som em novilhas pré-puberes nao apresentaram diferenca nas taxas de
clivagem e blastocisto entre os ditos ACB+ e ACB-. Os resultados evidenciaram
que a selecdo de odcitos imaturos pelo corante foi efetiva apenas em vacas, mas
nao em fémeas pré-puberes de 9 meses.

Ericsson et al. (1993) distinguiram trés intensidades de coloragcao por ACB.
Odcitos azul escuro, intermediario e claro apresentaram resultados diferentes em
relagcdo as taxas de maturagao, penetracao espermatica, polispermia e formacao
dos prénucleos. Odcitos classificados por coloragdo mais intensa, demonstraram
maiores taxas de maturagdo e desenvolvimento dos prénucleos femininos e
masculinos. Neste sentido, como o presente experimento classificou odcitos como
ACB+ aqueles que apresentaram qualquer intensidade de coloracio, € possivel
que os resultados tenham sido influenciados pela presenga de odcitos pouco
corados e que apresentam menor potencial de desenvolvimento.

Corroborando os achados em cabras (KATSKA-KSIAZKIEWICZ et al.,
2007) e bovinos (OPIELA et al, 2008), o presente trabalho nao verificou
otimizagado na selecdo morfolégica de odcitos imaturos combinada a selegao por
ACB quando comparada a selegdo morfolégica (quando utilizada unicamente). No
entanto foram diferenciadas duas populagdes de odcitos: ACB+ e ACB- de maior e
menor competéncia de produgcdo de embrides in vitro respectivamente. A
producdo de blastécitos no grupo ACB+ apresentou coeficiente de variagéo
(40,24%), inferior aos demais grupos (65,31%, 74,52%,e 89,97% para MIV, mPBS
e ACB- respectivamente), mostrando uma menor variabilidade entre as repeticoes
no grupo ACB+. Este achado abre possibilidades para que as causas biologicas

de variagao, neste caso o odcito, em trabalhos de pesquisa seja reduzida. Roca et
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al., (1998) buscando padronizar e otimizar o teste de habilidade de penetragao de
espermatozoides de varrdes, observaram que a variagdo entre testes de
penetracdo homologa pode ser reduzida quando os odcitos sao selecionados por
ACB.

A heterogeneidade de odcitos receptores para a técnica de transferéncia
nuclear de célula somatica (TNCS) pode responder por variacdo entre os
resultados obtidos, visto que, fatores fundamentais na interagdo nucleo-citoplasma
podem variar afetando a reprogramacao nuclear (CAMPBELL et al., 2005). Aston
et al. (2006) encontraram resultados inferiores na producédo de embrides e em
taxas de gestagao para embrides bovinos produzidos por TNCS a partir de odécitos
de novilhas comparados aos de vacas, relacionando assim o sucesso da técnica
com competéncia oocitaria. Testando o ACB, Bhojwani et al. (2007) verificaram
que oocitos ACB+ apresentaram maiores taxas de blastocisto por TNCS e
concluiram que a coloragdo dos CCOs pode ser usada para selecionar oécitos
mais competentes.

As baixas taxas evidenciadas no presente trabalho, podem ser explicadas
pelo baixo nivel nutricional dos animais. O periodo experimental se deu entre os
meses de agosto a outubro e o ano foi marcado por forte seca, comprometendo
atividade ovariana das fémeas abatidas que foram utilizadas para obtencado dos
ovarios. Costa et al. (2006) trabalhando em mesma regido e em semelhantes
condicbes de laboratério observaram variacdo sazonal na producdo de
blastocistos. Os meses de setembro e outubro responderam pelas menores taxas
de blastocisto ao longo do ano. O periodo entre os meses de junho a setembro é
marcado por forte estiagem em boa parte do Brasil, comprometendo o cultivo de
espécies forrageiras afetando a nutricdo de animais criados a pasto. Fernandes et
al. (2001) encontraram maior percentual de odécitos viaveis em fémeas Bos Indicus
na época chuvosa (35,6%) que na época seca do ano (19,6%). Diversos fatores
podem explicar tais resultados, dentre os quais, os baixos niveis de horménios
gonadotrépicos em periodos de restricdo alimentar. Rasby et al. (1992)
observaram correlagdo negativa entre a concentragdo de GnRH na eminéncia
meédia do hipotalamo com a condigao corporal, porcentagem e total de gordura na
carcaga de vacas Hereford. Concluiram entdo que a reducédo da secrec¢do de LH

associada a queda de gordura corporal em vacas pode ser devido a reduzida
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liberacdo de GnRH pelo hipotalamo. Neste contexto, baixos niveis de horménios
gonadotropicos (devido a periodo de restricdo alimentar) podem ter comprometido

a competéncia dos odcitos para a PIV.

4.2. Expressao génica

Os resultados referentes a expressao génica estdo dispostos na Tabela 4.
Apesar da primeira etapa do trabalho ter demonstrado que o corante é capaz de
selecionar duas populagdes de odcitos com diferente competéncia para a PIV
(ACB+ e ACB-), a analise de expressao relativa dos transcritos MATER e Zar-1
por PCR real time em odcitos imaturos apds coloracéo, ndo apresentou diferenca.

Genes de efeito materno produzem RNAm ou proteinas que se acumulam
no odcito ao longo da oogénese e sdo importantes para as primeiras clivagens até
que a ativacdo do genoma embrionario ocorra. Tong et al. (2000) demonstraram
que a proteina MATER, produzida a partir do genoma materno, é essencial para o
desenvolvimento embrionario além do estadio de duas células em ratas. Fémeas
que tiveram o gene MATER nocauteado apresentaram todos os estagios da
foliculogénese ovariana, ovularam normalmente apds estimulo exdgeno de
gonadotrofinas, foram fertilizadas in vivo normalmente e o numero e a morfologia
de zigotos e embrides de duas células, foram iguais aqueles oriundos de fémeas
normais. No entanto embrides coletados trés ou quatro dias apds cobertura,
apresentaram-se ainda no estadio de duas células e alguns demonstrando sinais
inicias de degeneragdo. Assim, a proteina MATER é requerida para o
desenvolvimento inicial de embrides nesta espécie. Por apresentar localizagédo em
diversas organelas, a MATER pode estar envolvida em diferentes atividades
celulares. Sua presenga em mitocdndrias, sugere envolvimento no metabolismo
citoplasmatico e disturbios na fungdo dessas organelas podem comprometer a
producdo de ATP e induzir alteragdes no desenvolvimento embrionario (TONG et
al., 2004).
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Tabela-4: Médias e desvios padrido de expressao relativa dos transcritos MATER e
Zar-1 em odcitos imaturos selecionados por Azul Cresil Brilhante.

Grupos Gene
MATER Zar-1
Controle 0,63%0,16 0,69+0,28
Controle mPBS 0,12+0,20 1,01+£0,28
ACB+ 0,25+0,16 0,58+0,28
ACB- 0,17+0,16 0,38+0,28

Os valores nao diferem na mesma coluna (p>0,05) entre si pelo Teste-t (Student).

Em bovinos, Pennetier et al. (2004) verificaram queda de 72% no nivel de
expressdo do gene MATER durante a maturagdo, ao passo que tais niveis
permaneceram constantes durante a fecundacao. A localizacdo da proteina por
imunohistoquimica foi observada em foliculos primarios sendo crescente seu
acumulo ao longo do desenvolvimento dos foliculos pré-antrais e antrais. Os
autores sugerem que a proteina pode ser sintetizada apesar de ndo ser requerida
ainda nestes estagios iniciais. Talvez a repressao desses genes fosse mais
complexa para a célula que suportar minima expressao.

O gene Zar-1 também possui importadncia na transicdo do genoma
embrionario. Wu et al. (2003) observaram que camundongas que tiveram este
gene nocauteado, apresentaram embrides estacionados na fase de zigoto e
alguns mostrando sinais de degeneracao. O transcrito Zar-1 em odécitos bovinos
persiste no inicio do desenvolvimento embrionario, mas seu padrao de expressao
nao é reativado apos transigdo do genoma materno-embrido (PENNETIER et al.,
2004).

Foi demonstrado por Fair et al. (1995) que odcitos bovinos apresentam
intensa sintese de RNA até atingirem seu crescimento final. Alguns autores

encontraram maior didmetro médio de odécitos ACB+ do que ACB- em bovinos
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(PUJOL et al., 2004) suinos (ROCA et al.,, 1998) assim como maior volume foi
verificado em odcitos ACB+ desta mesma espécie (SHOURBAGY et al., 2006).
Neste contexto, espera-se que o6citos ACB+ possam apresentar maior
abundancia de transcritos para diversas proteinas envolvidas na aquisicdo da
competéncia do gameta.

No presente experimento, ndo foi possivel também relacionar a coloragao
por ACB como marcador da abundancia de transcritos envolvidos da transicdo do
genoma embrionario (MATER e Zar-1). Ao avaliar a expressdo dos genes Hsp
70.1, envolvido em processos de resposta ao estresse celular (KAWARSKY e
KING 2001) Zar -1 e MATER, Adona et al. (2008) ndo encontraram diferengca na
quantificac&o relativa desses transcritos entre odcitos imaturos (em estadio de VG)
e em MIl. E possivel que o estoque de RNAm desses genes ja tenham se
estabelecido em odcitos a partir de foliculos de 3 mm, desta maneira a coloragao
por ACB nao seria capaz de distinguir diferenga no padrao dos transcritos.

Avaliando a expressdo de diversos genes entre oocitos ACB+ e ACB-,
Torner et al. (2008) verificaram que odcitos ACB+ apresentaram-se ricos em
genes reguladores de transcricdo (SMARCA 5), ciclo celular (NASP), biossintese
de proteinas (RPS247A e EEF1A1). Por outro lado, odcitos ACB- tiveram maior
nivel de genes envolvidos em sintese de ATP (ATP5A1), transportadores de
elétrons (FL405), ligadores de ions calcio (S100A10) e fator de crescimento (BMP-
15).

Talvez a presenca dos transcritos nos niveis verificados nao estaria
associada a pela diferengca observada no desenvolvimento in vitro. Como a
coloracédo por ACB distinguiu duas populagbes de oodcitos com diferentes
competéncias, sugere-se que a quantidade relativa de transcritos desses genes
presentes nos ooécitos imaturos tenha menor importancia no desenvolvimento de
embrides bovinos fecundados in vitro. Assim, quantidades reduzidas desses
transcritos podem ser suficientes para exercerem sua fungdo. Sabe-se hoje que
mais de 10000 genes s&o expressos em oocitos e embrides, e provavelmente
transcritos de outros genes podem ser tdo importantes quanto ZAR-1 e MATER
para o desenvolvimento posterior do odécito. Provavelmente outros fatores, ligados
mais diretamente a selegcao bioquimica respondem pela diferenca de potencial de

desenvolvimento entre o6citos ABC+ e ACB-.
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5. CONCLUSOES

A selecdo de odcitos imaturos pelo corante ACB foi capaz de selecionar

populagdes de odcitos com diferente potencial para a PIV.

A selecdo de odbcitos imaturos pelo corante ACB se assemelhou a selecéo

morfolégica convencional em termos de produgao embrionaria in vitro.
A coloracdo de odcitos imaturos por ACB nao possui relagdo direta com a

abundancia dos transcritos MATER e Zar-1, envolvidos na transicdo do genoma

embrionario.
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