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Resumo: Este estudo objetivou avaliar o bloqueio da meiose em ovdcitos usando a cilostamida, um inibidor da
fosfodiesterase do tipo 3, no meio de maturacéo utilizado para a producéo in vitro de embrides (PIV). Para isso, 908
ovdcitos bovinos foram submetidos @ maturacéo in vitro por 8 e 24 horas. Os tratamentos foram: 1) Controle (C),
cultivo no meio de maturacédo; 2) Inibicdo sem horménio (ISH), meio de maturagdo sem FSH e com cilostamida; 3)
Inibicdo com hormdnio (ICH), meio de maturagcdo com FSH e cilostamida; 4) Inibicdo com o dobro de hormdnio
(IC2H), meio de maturacdo com dobro de FSH e cilostamida. Ap6s o periodo de cultivo, os ovécitos foram corados
para avaliagdo do estagio da meiose. Os dados foram analisados pelo teste do y°. A cilostamida inibiu totalmente a
retomada da meiose na presenca e auséncia de FSH por 8 horas, entretanto 0 aumento na concentra¢do de FSH
(IC2H) superou esse efeito inibitorio e a maioria dos ovécitos retomou a meiose. As 24 horas de cultivo 95,1 % dos
ovécitos do grupo C estavam maturos (MII), ja os cultivados na presenca de cilostamida permaneciam bloqueados
(VG). Os ovdcitos do grupo IC2H que haviam retomado a meiose, &s 24 horas apresentaram um atraso na
progressdo com 79,3% em MII. Os resultados sugerem que a retengdo da meiose pode ser feita com sucesso usando
a cilostamida no meio de maturacdo por 24 horas, podendo ser utilizado como uma alternativa para melhorar a
competéncia de ovécitos utilizados para a PIV.
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Abstract: This study aimed to evaluate the meiotic arrest in oocytes using cilostamide, a potent inhibitor of
phosphodiesterase type 3, in the maturation medium used for the in vitro embryos production (IVP). For that, 908
bovine oocytes recovered from slaughter house ovaries, were submitted to in vitro maturation for 8 and 24 h.
Treatments were: 1) Control (C), culture in maturation medium; 2) Inhibition no hormone (INH), maturation
medium no FSH plus cilostamide; 3) Inhibition with hormone (IWH), maturation medium with hormones plus
cilostamide; 4) Inhibition with double hormone (IW2H), maturation medium with double of hormone concentration
plus cilostamide. After each culture period, oocytes were stained to assess the stage of meiosis. Data were analyzed
by y? test. Cilostamide completely inhibited resumption of meiosis in the presence or absence of FSH for 8 h,
however an increase in FSH concentration (IW2H), overcame its inhibitory effect and the majority of the oocytes
resumed meiosis. After 24 h of culture, 95.1% of the oocytes from the C group were mature (MIl), while those
cultured in presence of cilostamide remained blocked (VG). However, oocytes from IW2H group that had resumed
meiosis, at 24 h, showed a delay in meiosis progression with only 79.3% in MII. These results suggest that the
meiotic arrest can be successfully attained with cilostamide in maturation medium for 24 hours and can be used as
an alternative to improve the competence of oocyte used for the IVP.
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Introducéo

A produgdo in vitro de embrides (PIV) envolve trés processos interdependentes que sdo a maturagdo
(nuclear e citoplasmatica), fecundacdo e cultivo embriondrio. Embora os indices de maturacdo nuclear e de
fecundagdo in vitro sejam elevados (80%), apenas 35-40% dos ovdcitos bovinos maturados (MIV), fecundados
(FIV) e cultivados in vitro (CIV) desenvolvem-se até o estagio de blastocisto. Esses dados demonstram que a
maturagdo ainda € um dos problemas na PIV. Provavelmente deve-se ao fato de que, na MIV trabalha-se com uma
populacdo heterogénea de ovocitos coletados de foliculos em diferentes estdgios de desenvolvimento e, portanto,
com diferentes graus de competéncia (Jee et al., 2009). Considerando que quando os ovocitos sdo retirados dos
foliculos, eles automaticamente retomam a meiose e aqueles que ndo atingiram a competéncia, ou seja, ainda nao
completaram a maquinaria citoplasmatica para suportar o desenvolvimento (Gilchrist & Thompson, 2007), ndo
serdo capazes de se tornar embrides viaveis.
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Uma possivel estratégia para melhorar os resultados da MIV seria inibir a retomada da meiose que ocorre
logo apds serem retirados do ambiente folicular (Vanhoute et al., 2008), proporcionando aos ovocitos um tempo
adicional para que os mesmos possam adquirir a competéncia para desenvolvimento. Varios métodos fisiologicos e
farmacoldgicos podem ser utilizados para inibir a retomada da meiose, sendo que os fisiologicos, em geral, sdo de
duracdo mais curta e menos eficientes do que os farmacologicos. As fosfodiesterases do tipo 3 (PDE-3) sdo
conhecidas por sua alta expressdo dentro do ovdcito e ser responsavel pela hidrélise da adenosina monofosfato
ciclico — AMPc, que esta envolvida na regulagdo da maturagdo do ovocito (Jee et al. 2009). A inibi¢do da meiose
com agentes especificos da PDE-3 mantém os niveis de AMPc altos e faz com que o ovocito fique retido em
vesicula germinativa. Entretanto, na maioria dos estudos essas substancias s3o utilizadas inicialmente em um meio
de inibicdo e posteriormente transferidas para o meio de maturagdo, que possui hormonios e demais componentes
benéficos ao ovocito que estimula a maturagdo. Se a retengcdo pudesse ser realizada no proprio meio de maturacio,
as condicdes oferecidas ao ovdcito seriam mais adequadas para que esse pudesse se preparar para a maturacao
completa. Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar o efeito da cilostamida, um potente inibidor da
fosfodiesterase do tipo 3, como bloqueador da meiose por diferentes momentos durante a maturacdo in vitro de
ovocitos bovinos.

Material e Métodos

Ovérios de fémeas bovinas mesticas (Bos indicus X Bos taurus) foram coletados em abatedouro local e o0s
Complexos Cumulus Ovdcito (COC) foram aspirados de foliculos entre 3-8 mm de didmetro. Somente os COCs
gue apresentavam citoplasma homogéneo e pelo menos trés camadas de células do cumulus foram utilizados, sendo
um total de 908. O meio de maturacdo basico utilizado foi TCM-199 com sais de Earl’s, suplementado com 10% de
soro fetal bovino, L-glutamina, amicacina e FSH (0,01Ul/mL). Nos tratamentos com inibidor foi adicionado ao
meio a cilostamida em uma concentracdo de 20uM. Uma vez selecionados, os COC foram lavados para a retirada
do excesso de liquido folicular e em seguida, alocados para os diferentes tratamentos: Controle (C), ovécitos
cultivados no meio de maturacdo; 2) Inibigdo sem hormdnio (ISH), ovocitos cultivados no meio de maturagdo em
que foi suprimida a adicdo de FSH e adicionada a cilostamida; 3) Inibi¢do com horménio (ICH), ovocitos
cultivados em meio de maturacdo suplementado com cilostamida; 4) Inibicdo com o dobro de horménio (IC2H),
ovécitos cultivados em meio de maturacdo suplementado com 0,02Ul/mL de FSH e cilostamida. Para avaliar a
eficiéncia e duragdo do blogueio os ovdcitos foram cultivados por 0, 8 e 24 horas. Em cada um desses momentos
ovécitos foram retirados do meio de maturacdo e desnudados por sucessivas pipetagens. Os ovdcitos desnudos
foram fixados em solucéo de fixacao (etanol e acido acético 3:1) por 48 horas. Apos este periodo os ovécitos foram
corados com lacmdide (1% em &cido acético glacial) e observados em microscépio de contraste de fase para a
determinag&o do estagio da meiose. Os ovdcitos foram classificados de acordo com a configura¢do da cromatina em
vesicula germinativa (VG), vesicula germinativa rompida (VGBD), metafase | (MI), anafase | (Al), telofase | (T1) e
metafase Il (MII) e degenerados/anormais. Foram considerados imaturos os que estavam em VG, maturos 0s em
MII, os intermediarios aqueles que se apresentavam em outros estagios e 0s que apresentavam qualquer tipo de
alteracio em degenerados/anormais. Os dados foram analisados utilizando o teste do 3°.

Resultados e Discusséo

A avaliagd@o de ovdcitos a 0 hora de maturagdo, ou seja, antes de serem colocados para maturar, mostrou
que 97,5% apresentavam-se em estagio de vesicula germinativa (VG), que é o estagio que se encontram dentro do
foliculo ovariano antes de serem estimulados para retomar a meiose. Apos 8 horas de maturagdo, no grupo controle
a maioria dos ovocitos tinha retomado a meiose ¢ apresentavam vesicula germinativa rompida. A presenga de
cilostamida, independente de ter ou ndo FSH no meio, inibiu (P>0,05) a retomada da meiose (Tabela 1). Esses
resultados evidenciam que o inibidor da fosfodiesterase do tipo 3 mantém os altos niveis intracelulares de AMPc,
essenciais para o bloqueio da meiose (Ozawa et al. 2008; Thomas et al., 2004). Quando a quantidade de FSH foi
aumentada os ovocitos sofreram a quebra da vesicula germinativa (VGBD) sendo semelhante ao grupo controle
(Tabela 1). Isso mostra que uma dose elevada de FSH foi capaz de superar o efeito inibitorio da cilostamida e
induzir uma diminui¢do do AMPc. Em relagdo aos tratamentos de 24 horas, no grupo controle 93,1% dos ovocitos
atingiram o estagio de metafase II. Os tratamentos com e sem FSH, ndo diferem entre si em relagdo a retengdo dos
ovocitos em VG as 8 horas e em 24 horas, a percentagem de ovocitos imaturos foi semelhante (P>0,05) ao grupo C
a 0 hora. O tratamento com o dobro da concentracdo de FSH no meio apresentou a maioria dos ovocitos em MII,
entretanto a taxa de maturagdo foi inferior a do grupo controle sendo que em torno de 20% dos ovocitos ainda nao
tinha completado a meiose. Esses resultados sugerem que ao utilizar o dobro da dose de FSH, este ¢ capaz de
estimular a maturagdo do ovoécito, mas de alguma forma atrasa o término da meiose 1. Esta é uma informagao
importante se a cilostamida for mantida no meio de maturacdo a ser utilizado apoés o bloqueio, pois um
prolongamento no tempo de maturagdo devera ser utilizado. Apesar da taxa de ovocitos anormais ou degenerados
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terem sido estatisticamente diferente entre alguns grupos, a percentagem foi baixa em todos e pode ser considerada
dentro do esperado em qualquer sistema de maturacao in vitro.

Tabela 1: Avaliacdo da maturacdo nuclear de ovécitos bovinos cultivados no meio de maturacdo (MIV)
suplementado com cilostamida (I), com e sem horménio (H) e o dobro da concentracdo de horménio (2H),
por 0, 8 e 24 horas (h).

N° total de
Tratamento ovacitos Estagio da meiose
VG VGBD MI, ALLTI, M, Anormal/degenerado
N(%) N (%) N(%) N (%) N (%)
Controle Oh 82 80 (97,5  1(1,21)*¢ 0 (0)° 0 (0)° 1(1,21)*°
Controle 8h 101 3(2,97)°° 94 (93,06)° 4 (3,96)*° 0 (0)? 0 (0)?
MIV+I 8h 104 102(98,0)? 0 (0)* 0 (0)® 0 (0)® 2 (1,92)*°
MIV+I+H 8h 110 103 (93,63)* 7 (6,36)° 0 (0)® 0 (0)® 0 (0)®
MIV+I+2H 8h 105 9(857)"  92(87,61)° 4 (3,80)*" 0 (0)? 0 (0)®
Controle 24h 102 0 (0)° 0 (0)* 6(5,88)" 95 (93,13)° 1 (0,98)*"
MIV+I 24h 100 98 (98)° 0 (0)* 0 (0)° 0 (0)® 2 (2)*°
MIV+I+H 24h 101 92 (91,08)*  6(5,88)° 0 (0)® 0 (0)® 3(2,97)*°
MIV+1+2H 24h 103 0 (0)° 0 (0)* 22 (21,35)° 77 (79,31)° 4 (3,88)°

b€ Diferentes letras na mesma coluna indicam diferengas significativas por y* . (P<0,05).
VG: vesicula germinativa; VGBD: rompimento da vesicula germinativa; MI, Al e TI: metafase I, anafase I e
telofase I; MII: metafase II.

Conclusoes
O presente estudo mostrou que a cilostamida bloqueou a meiose em ovdcitos cultivados no meio de
maturacdo in vitro por um periodo de até 24 horas, e pode ser utilizada para melhorar a competéncia dos ovécitos a
serem utilizados na PIV. Entretanto, se a mesma for mantida para a maturacéo ap6s o bloqueio a adi¢éo do dobro de
FSH em combinagdo com periodo mais prolongado de cultivo deve ser utilizada.
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