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Resumo: A maturagdo molecular € um processo importante na maturagéo in vitro (MIV). Proteinas e
RNAmM acumulados influenciam a competéncia do odcito enquanto microRNAs (miRNA) possuem
papel na regulacdo de RNAm. Este estudo preliminar objetivou avaliar o efeito da MIV na
abundancia de miRNA alvos em odcitos bovinos. Odcitos imaturos coletados de ovarios obtidos de
frigorifico foram maturados in vitro por 24h em incubadora com 5% CO, e 38°C. Amostras de odcitos
imaturos e maturados in vifro foram congelados. Apos extracdo de RNA e transcricdo reversa,
abundancia relativa de miRNA especificos foram analisados por PCR em tempo real e comparados
entre odcitos imaturos e maturados in vitro usando software REST. Maior quantidade (P<0,05) de
mi21 foi encontrada em odcitos maturados in vitro enquanto a quantidade de mir130a e mir103 foi
maior nos odcitos imaturos(P<0,05). Este resultado sugere que a abundancia de alguns miRNas em
odcitos bovinos pode ser influenciada pela MIV.
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Influence of in vitro maturation on relative abundance of microRNAs in bovine oocytes:
preliminary data

Abstract: Molecular maturation is an important process of in vitro maturation (IVM). Accumulated
proteins and mRNAs influence the competence of the oocyte while microRNAs (miRNA) play a role in
the regulation of mRNA. This preliminary study aimed to evaluate the effect of IVM on the abundance
of specific miRNA in bovine oocytes. Immature oocytes collected from ovaries obtained from
slaugthterhouse were in vitro matured for 24 h in an incubator with 5% CO, and 38°C. Immature and
in vitro matured oocytes were frozen. After RNA extraction and reverse transcription, relative
abundance of specific miRNA was analyzed by RT-PCR and compared between immature and in
vitro matured oocytes using REST software. Greater amount (p <0.05) of mi21 was found in oocytes
matured in vitro while the amount of mir130a and mir103 was higher in immature oocytes (P <0.05).
This result suggests that the abundance of some miRNAs in bovine oocytes can be influenced by
VM.
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Introducgao

A produgéo in vitro de embrides (PIVE) é uma tecnologia que permite a produgdo de
embrides bovinos em escala sendo adotada por diversos produtores de corte e leite. Devido a alta
demanda, o Brasil é o pais que mais produz embrides bovinos via PIVE (Bueno e Beltran, 2008). A
maturacéo in vitro (MIV) é uma etapa essencial na PIVE, mas considerada sub-6tima (Souza et al.,
1998). Um dos processos importantes durante a MIV é a maturagdo molecular, que envolve a
adequagao de proteinas e RNAm estocados no citoplasma e que serdo necessarios para o
desenvolvimento embrionario inicial, logo apds a fecundacao (Bueno e Beltran, 2008).

Estudos tem mostrado que a quantidade de RNAm estocado no citoplasma pode ser alterada
durante a maturacgéo in vitro (Tang et al., 2007), o que pode afetar a competéncia do odcito. Contudo,
a funcao dos RNAm codificantes é regulado por microRNAs (miRNA) (Mondou et al., 2012). Assim a
presenca de miRNAs é critica na manutengdo da homeostase celular reforcando programas
transcricionais e atenuando transcri¢des aberrantes (Ramachandra et al., 2008).

Dentre os miRNA existentes destacam-se os miR-21 e miR-130a. Eles apresentam
expressdo crescente nos estagios iniciais e mostram estar envolvidos na regulagéo de genes durante
o periodo critico de desenvolvimento inicial (Mondou et al., 2012). Outros miRNAs candidatos a



terem papel importante na maturagéo sdo miR-130b e miR-148a. Em um estudo recente, Sinha et al.
(2017) demonstraram a expressao abundante de miR-130b nos odcitos imaturos e maduros. O
estudo destacou a importancia dos miRNA-130b durante a maturagdo dos odcitos, por este estar
relacionado a extrusdo do primeiro corpusculo polar, maturagdo nuclear, regulagdo dos niveis de
expressao de dois genes alvo (SMAD5 e MSK1) e regulagédo da atividade mitocondrial no odcitos. Ja
0 miR-148a tem expresséo abundante e estavel nos trés estagios de desenvolvimento embrionario e
sua expressao esta relacionada com a repressédo dos muitos fatores de transcrigdo contribuindo para
o baixo nivel de atividade transcricional geral no odcito maturado (Gilchrist et al., 2016). O objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito da MIV na quantidade relativa de miRNA especificos no citoplasma
de odcitos bovinos.

Material e Métodos

Ovarios obtidos em um matadouro local foram utilizados para a obtencdo dos odécitos. Os
ovarios foram transportados ao Laboratério de Reprodugcdo Animal em solucgéo fisiolégica, acrescida
de antibidtico a temperatura de 35 °C. No laboratério os ovarios foram lavados e colocados em
banho-maria (35 °C). Em seguida os odcitos de 3 a 8 mm de didmetro foram aspirados foliculos com
auxilio de uma seringa de 10 mL e agulha de 25 x 8 mm de e o conteudo aspirado foi depositado
tubo de fundo cénico. Apos 15 minutos de decantagdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado em meio TALP-Hepes e vertido em placa de Petri descartavel.

Complexo-cumulus-oécitos (COCs) viaveis foram selecionados segundo os critérios de
classificagédo, baseados principalmente na homogeneidade do citoplasma e no numero de camadas
de células do cumulos. A MIV dos COCs foi realizada em meio TCM 199 suplementado com 10% de
soro de vaca em cio, piruvato de sddio e antibidticos, por 22h em incubadora a 38,5 °C com 5% de
CO,. Apds 22h de MIV os COCs foram recolhidos e as células do cumulus removidas em vortex, em
solugdo com 1 mL de hialuronidase (1000 U/mL em 1 mL de meio Hepes-TALP durante 5 min). Em
seguida, os odcitos foram congelados para a extracdo de RNA total.

A extracao de RNA total foi realizada com o kit miRNeasy Micro (Qiagen, Hilden, Alemanha)
seguindo a recomendagéao do fabricante. A transcrigdo reversa foi realizada com o kit miScript 1l RT
(Qiagen) e o qPCR foi realizado usando o kit miScrip SYBR Green PCR (Qiagen) usando oligos
forward desenhados para cada miRNA alvo e oligo reverse universal. As condigbes de PCR
seguiram o protocolo da Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Califérnia, EUA), com o primer para
miRNA let7a e conduzidos em duplicata em equipamento Real Time PCR System 7300 (Applied
Biosystem, EUA). A eficiéncia dos oligos foram analisados pelo software LinRegPCR e a
quantificagdo foi realizada pelo calculo 27%"%"CT ysando o software REST utilizando odcitos
imaturos como grupo calibrador. Foi usado conjunto de 80 odcitos obtidos de trés coletas de ovarios.
Diferencas com valores de P menores de 0,05 foram considerados significativas.

Resultados e Discussao

Os oligos desenhados para os miRNA mir21, mir130b, mir148a, mir130a, mir34c, mir98,
mir103 e let7a apresentaram eficiéncia média de 1,93, 1,94, 1,93, 1,91, 1,91, 2,0, 1,92 e 1,99,
analisados pelo software LinRegPCR. O oligo que apresentou menor coeficiente de variagéo entre as
amostras dos diferentes tratamentos foi o do miRNA codificante do let7a (3,72%) e por esse motivo
foi usado como enddgeno de referencia para calculo da quantificagéo relativa.
A quantificagcao relativa por tempo real comparou a abundancia de miRNA entre odécitos imaturos e
maturados in vitro. Maior quantidade de mir21 foi encontrada em od6citos maturados in vitro do que
nos imaturos (P<0.05). Para mir130a e mir103 foi encontrado menor quantidade nos odcitos
maturados in vitro (P<0.05). N&o houve diferenga (P>0,05) na abundancia nos demais miRNA
analisados (Figura 1).
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Figura 1. Quantificacédo relativa por PCR tempo real de microRNAs em odcitos bovinos maturados in vitro.
Grupo calibrador comparativo: odcitos imaturos (n=1). Dados de uma repeticdo de PCR conduzida em duplicata.
Asteriscos (*) indicam diferenca entre odcitos imaturos e maturados in vitro (P<0,05).

O miR-21 esta envolvido na ativagdo do genoma embrionario, com niveis de expressao mais
altos antes da ativagdo genémica. Este miRNA desempenha um papel importante na degradacéo de
mRNAs herdados pela mé&e, o que representa um passo essencial para o desenvolvimento
embrionario normal (Ramachandra et al., 2008). Ja o miRNA-130a esta envolvido na regulagédo de
genes durante o desenvolvimento inicial, sendo consideravelmente expresso no estagio de
blastocisto (Mondou et al., 2012). O miRNA-130a tem como suposto alvo TPT1, gene que codifica
proteina reguladora do crescimento e proliferagéo celular. (Gaken et al., 2012). O TPT1 desempenha
papéis em muitos processos celulares, como progressao do ciclo celular, apoptose e carcinogénese
(Bommer e Thiele, 2004). A expressdo de TPT1 é altamente regulada tanto no nivel transcricional
quanto na traducional (Kues et al., 2008). Esse € um dos genes mais abundantemente expressos
em blastocistos humanos e bovinos e seu papel na iniciagdo da ativagdo do genoma embrionario
parece ser conservada evolutivamente (Adjaye et al., 2007). Em condi¢gdes de maturagéo in vitro e in
vivo a expressdo do TPT1 ndo é observada em odcitos (Adona et al.,, 2016) e isto pode estar
relacionada a repressdo da sua expressdo mediada por miRNA-130a até que seja cessada no
momento adequado.

Conclusées
A maturagéo in vitro de pode influenciar a quantidade de miRNAs especificos em odcitos
bovinos. Mais amostras devem ser analisadas para confirmar o achado.
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