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Inibigio da HSP90 durante maturagiio interfere na abundincia relativa de transcritos especificos no oécito bovino
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A proteina de choque térmico 90kDa (HSP90) ¢ uma das mais abundantes chaperonas ¢ essencial 4 sobrevivéncia da célula.
Sua inibicdo pelo 17-alilamino-1 7-demetoxigeldanamicina (17AAG; Sigma.St. Louis, USA) durante a MIV reduz a
competéncia oocitiria com consequente diminuigdio na taxa de produgdo de embrides (Souza et al., 2013. AnimReprod,
10:515). Em camundongos, a redugdo ou a inibigio da HSP90, causa uma série de anomalias que impedem a progressio
da meiose em odcitos (Metchat et al., 2009). O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da inibigdo da HSP90 pelo
17AAG durante a maturagdo in vitro de odcitos bovinos na quantidade relativa de transcritos especificos associada ao
desenvolvimento ¢ maturagio. Odcitos imaturos aspirados de ovarios de abatedouro foram selecionados € distribuidos
aleatoriamente em trés grupos: 0 (controle), 1 ¢ 2pM de 17AAG nas 12h iniciais da MTV (24h) a 38°C, 5%C02 e umidade
saturada. Trés pools de dez o6citos para cada grupo foram desnudados em hialuronidase 0,1% e congelados em nitrogénio
liquido. Para a extragdo do RNA total dos odcitos foi utilizado RNeasy micro Kit® (Qiagen, Sio Paulo, Brasil) e para a
transerigio reversa o kit SuperScript® TTT Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). A
quantificagdo relativa dos wranscritos MAPK, ¢-MOS, MATER, ZAR, ¢ HSP90 foi realizada por Real-TimePCR pelo
método do Ct comparativo, utilizando o gene GAPDH como referéncia enddgena e o grupo controle como calibrador. Os
resultados foram analisados pelo software REST®, que usa o modelo estatistico Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation TEST®. Os valores sdo mostrados como média+EP. Nio houve diferenca (P>0,05) entre o grupo IpMeo
grupo controle na quantidade de transcritos dos genes MAPK (0,85%0,17), c-MOS ( 0,86+0,13), MATER (0,93+0,14), ZAR
(0,97+0,15) ¢ HSP90 (0,70+0,11). Entretanto, 0 grupo com 2uM do inibidor da HSP90 apresentou menor quantidade de
transcritos dos genes MAPK, 7ZAR e HSP90 (P<0,05; 0,63+0,10; 0,68+0,10; 0,60+0,08, respectivamente) que o grupo
controle. Conclui-se que a inibigio da HSP90 utilizando 2pM de 17AAG por 12h durante a MIV interfere na abundancia
de tanscritos de genes importantes para a maturagio ¢ posterior desenvolvimento embriondrio, o que ressalta a importincia
da HSP90 nos processos de maturagdo oocitdria.
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A raga Gir ¢é a principal representante Bos indicus nos sistemas leiteiros na América do Sul, especialmente no Brasil, tendo
apresentado melhora significativa na produgao de leite, além da resisténcia as condigdes de clima tropical e ectoparasitas,
sendo, portanto, uma importante raga doadora de odcitos para PIVE. A criopreservagio de embrides ¢ uma ferramenta
vantajosa na PIVE, apresentando, as subespécies Bos taurus © Bos indicus desempenhos diferentes nessa biotécnica. Apesar
da importancia da raca Gir no Brasil, pouco se sabe sobre seus parametros de tolerdncia a criopreservagdo. Sendo assim, 0
objetivo do estudo foi verificar a taxa de apoptose associada a criotolerdncia de embrides Gir puros produzidos in vitro.
Para obtenciio dos CCOs, doadoras Gir foram submetidas  aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia transvaginal.
Os obcitos vidveis foram maturados, fertilizados com sémen sexado de touro Gir, e os proviveis zigotos foram cultivados
durante 7 dias. Foi utilizado sistema de incubagio a 38.5° C, 594C0O2 em ar atmosférico ¢ alta umidade, e meios de MIV,
FIV e CIV da Bioklone® (Jaboticabal, Brasil). No 7° dia de cultivo 0s embrides foram vitrificados utilizando o protocolo
proposto por Vajta (Vajta, Mol Reprod Dev, 51,53-58, 1998) com pequenas modificagdes. Os embrides vitrificados foram
reaquecidos e cultivados por mais 3 horas, quando foi avaliada a re-expansio da blastocele. Os embrides
vitrificados/reaquecidos que apresentaram re-expansio da blastocele (V+) e que ndo apresentaram (V-) foram corados para
avaliagio do nimero total de células (NTC) com Hoechst e apoptose com detec¢do de imunofluorescéncia da caspase-3.
A comparagio entre as meédias do NTC e taxa de apoptose entre 08 grupos foi feita através do Teste de Mann Whitney. As
analises estatisticas foram realizadas no software Instat GraphPad, com nivel de significincia de 5%. Um total de 38
embrides vitrificados/reaquecidos foi obtido em 3 repeti¢des (V+n= 10; V- n=28). Ndo houve diferenca (p>0,05) entre 0§
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grupos, tanto na média do NTC (V + 82,4a + 27,1; V-2 79,5a + 26), quanto na taxa de apoptose (V+: 5,9%a: V-: | 5,4%a).
Vale ressa_ltar que, embora, esse ef?ntu ndo tenho sido significativo, foi observado, no grupo de embrides que nio apresentou
re-expansio da blastocele, um maior mimero de embrites apresentando mais de 20% de células apoptoticas. No entanto, a

taxa df apoptose 950 parece ser a causa da ndo re-expansdo da blastocele de embrides da raga Gir vitrificados, ¢ por tanto
que ndo sio selecionados para transferéncia.
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Estudos indicam gue a Predigio do Valor Molecular (MVP) para caracteristicas reprodutivas, como Probabilidade de Parto
Precoce (PPP) e 1dade ao Primeiro Parto (IPP), pode ser utilizada como ferramenta para predizer o desempenho reprodutivo
futuro de fémeas bovinas (Evans et al., 1999; Doyle et al., 2000; Donoghue et al., 2004). O objetivo deste estudo foi avaliar
correlagdes entre MVP (PPP e IPP) e indices reprodutivos de novilhas Nelore precoces. Utilizaram-se 908 novilhas Nelore
(263,0 + 27,4 Kg; 17,6 + 1,0 meses de idade), manejadas em pasto de Brachiaria decumbens com suplementagio proteica
(0,1% PV) e avaliadas genomicamente (CLARIFIDE Nelore, Zoetis). Todas as novilhas foram submetidas a protocolo de
indugdio de ciclicidade, seguido por sincronizagio de ovulacido e TATF. As novilhas que ndo emprenharam a TATF foram
ressincronizadas e, em seguida, expostas 2 monta natural por 90 dias. Avaliagdes ultrassonograficas avaliaram a resposta
ao protocolo de indugdo de ciclicidade (presenga de CL no dia do inicio do protocolo de IATF) ¢ a taxa de prenhez ao final
da estagio de monta. As andlises estatisticas foram realizadas no SAS 9.3 (SAS Instituto, Cary-NC, EUA), utilizando o
PROC LOGISTIC para avaliar as varidveis binomiais € o PROC GLM para avaliar as varidveis continuas. Houve efeito
do MVP para PPP na taxa de indugdo de ciclicidade (P = 0,005), de forma que cada ponto percentual de aumento no MVP
incrementou em 5% a probabilidade de resposta ao protocolo de indugdo. Novilhas com menor valor para IPP tenderam (P
= 0,1) a apresentar melhor prenhez ao final da estacio de monta. Os MVP para PPP e IPP fornecidos pela ferramenta
gendmica CLARIFIDE Nelore permitiram identificar novilhas que responderam melhor ao protocolo de indugdo de
ciclicidade ¢ que tenderam a apresentar maior probabilidade de prenhez ao final da estagio de monta.
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A criopreservagio de odcitos € embrides é uma das dificuldades encontradas na produgiio in vitro de embrides bovinos
(PTV). Oécitos e blastocistos de bovinos PIV apresentam actimulo de lipidios mais elevados em relagéo aos produzidos in
vivo. Essa caracteristica tem sido associada com a qualidade inferior do embrido PIV e, por consequéncia, sua maior
sensibilidade a criopreservagio. Foi observado em adipécitos humanos que além da via cléssica mediada pelo AMPc sobre
a lip6lise celular, a via GMPe também ativa enzimas importantes nesse processo, através da proteina cinase dependente de
GMPc (PKG). O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da via GMPc na lipolise oocitaria. Pools de 25 CCOs foram
maturados in vitro (MIV) em TCM199 suplementado com 10% SFB ¢ diferentes moduladores da via GMPc. A sintese de
GMPc foi estimulada por 10-5M Protoporfirina [X e 10-6 M NPPA (peptideo natriurético atrial) e bloqueada por 10-4 ™M
ODQ. A degradagio do GMPc pela PDES foi inibida por sildenafil (SDF - 10-5 M) associado a 10-5 M KT5823 (inibidor
da PKG). Apos 24h, os odcitos foram desnudados e corados com Hoechst 33342 e Nile Red, para anilise, por microscopia
de epifluprescéncia, do estigio de maturagio nuclear e teor lipidico, respectivamente (emissao 445-450nm e excitagio 475-
490nm e emissdo 590nm e excitagio 516-560nm, respectivamente). As imagens obtidas tiveram suas intensidades de
fluorescéncia (IF) mensuradas pelo programa Image). Os dados referentes a 5 replicatas/grupo foram submetidos a andlise
estatistica por ANOVA seguida pelo teste Tukey com nivel de significancia de 5% (software GraphPad Prism). A
maturagio nuclear (%MII) ndo foi influenciada por nenhum dos moduladores da via GMPc (77,6%, P>0,05). A via GMPc
estimulada pela Protoporfirina IX (21.5+0,94 TF) ou por SDF associado ao KT5823 (29.2+1,15 IF) resultou em o6citos
com menor teor de lipidios em relagao aos demais tratamentos € ao grupo controle (36.912.12 TF,P<0.05). No entanto, 0
estimulo gerado pelo NPPA nio foi suficiente para reduzir o conteudo lipidico (34.1+1.43 IF) que foi similar ao tratamento
com ODQ (32.6%1,71 IF) e ao controle (P>0.05). Nossos resultados sugerem a interferéncia da via GMPc sobre a lipolise
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