Resumps da XXXIT Semana de Bivlagla, XV Mostra de Produgdo Cientifica - UFJF /7

PROQ.RESSAO DA MEIOSE, VIABILIDADE DAS CELULAS DO CUMULUS E
ABUNDANCIA DO TRANSCRITO GDF-9 EM OOCITOS BOVINOS SUBMETIDOS A
DIFERENTES AMBIENTES DE MATURACAO IN VITRO

Michele Munk Pereira '; Raquel Varella Serapido *; Paulo Henrique Campos Junior % Marco Antonio
Machado * ; Jodo Henrique Moreira Viana * Luiz Sérgio Almeida Camargo b

! Estudante de Pés-Graduagio da UFJF, 2 Estudante de Ciéncias Biolégicas do CES/JF; *Bolsista de Pds-
doutorado da Embrapa Gado de Leite; * Pesquisador da Embrapa Gado de Leite.
E-mail: mimunckjf@yahoo.com.br

Palavras-chave: atmosfera gasosa, dlcool polivinilico, soro.

INTRODUCAO

A produgio in vitro de embrides (PIVE) € uma biotecnologia que pode ser aplicada no tratamento de
infertilidade, preservagio de espécies ameagadas de extingdo, transferéncia nuclear, produgdo de animais
transgénicos e multiplicagiio de rebanhos bovinos geneticamente superiores (ANDRABI e MAXWELL, 2007;
GILCHRIST ¢ THOMPSON, 2007). Dentre as diversas etapas envolvidas na PIVE, a maturagdo in vitro (MIV)
merece destaque, visto que a qualidade dos complexos cumulus oécitos (COCs) € fundamental para a produgio
de embrides (SIRARD et al., 2006). A maturagio dos COCs inclui modificagdes nucleares, citoplasmiticas e a
expansdo das células do cumulus. Estas etapas sao influenciadas pela suplementagdo dos meios de maturagéo e
atmosfera gasosa (WATSON et al., 2000; BANWELL et al., 2007).

O soro de vaca em cio (SVC) & rotineiramente utilizado como suplementagio proteica na MIV, pois
contem hormdnios e fatores de crescimento (ALI, BILODEAU e SIRARD, 2003). Todavia, o soro contém
compostos indefinidos (esterdides, colesterol e peptideos) que alteram o metabolismo, a criotolerincia e a
abundincia de transcritos (RIZOS et al., 2003). Uma alternativa pode ser a substitui¢gdo do soro por
macromoléculas sintéticas como o 4lcool polivinilico (PVA), possibilitando o estabelecimento de um sistema de
maturagio definido (LIM et al., 2007).

A atmosfera gasosa geralmente utilizada na MIV é de 5% de CO,, e 20% de O, em ar (BAVISTER,
1995). Contudo, a tensido de O, no fluido folicular e na tuba uterina é menor (1,5 a 8,5%) quando comparado ao
ar atmosférico (20%) (BANWELL et al., 2007). A alta tensdo de O, pode prejudicar o desenvolvimento dos
COCs pelo aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que causam danos celulares (UEDA et
al., 2002). Estes danos incluem alteragio no fuso mitético que podem diminuir a taxa de odcitos que atingem a
metifase I (ZUELKE et al, 1997), além de alterar a abundincia de transcritos importantes para o
desenvolvimento do odcito e das células do cumulus (KATZ-JAFFE et al., 2009). Assim, a quantificagio do
transcrito (fator de crescimento e diferenciagio 9 — GDF9), relacionado com a expansio do cumulus (EPPIG,
2001) pode ser utilizada para monitoramento dos sistemas de MIV.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes sistemas de maturagio na maturagdo nuclear,
viabilidade do cumulus e na abundancia do transcrito GDF9 em oécitos bovinos maturados in vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Reprodugdo Animal da Embrapa Gado de Leite. Os
o6citos foram obtidos de ovérios bovinos oriundos do matadouro de Juiz de Fora. Foliculos com didmetro entre
2-8 mm foram aspirados. Os COCs (n= 996) recuperados foram separados em quatro grupos para a MIV: Gl
(0,1% PVA em 20% de O,; n =257); G2 (10% SVC em 20% de 0, n=251), G3 (0,1% PVA em 5% de Os; n =
243) e G4 (10% SVC em 5% de Oy; n = 245). A MIV foi realizada em meio TCM-199 (Gibco), em estufa com
5% CO, a 38.5°C por 24 horas. Apés a MIV, alguns oécitos dos Gl (n=42), G2(n=36), G3(n=38), G4(n=35)
foram desnudados por agitagdo em vértex, fixados em lamina em solugdo de metanol e dcido acético (3:1) por 12
horas e, posteriormente corados com orceina acética a 1%. Os odcitos foram observados sob microscopia éptica
de imersdo (1000x), imediatamente apés a coloragio e classificados como: metdfase II (MII) - cromossomos
hapléides condensados, com a presenga do corpiisculo polar; metifase I (MI) — cromossomos bivalentes
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condensados; nio identificados (NI) - odcitos nio identificados na fase da meiose devido a presenga de células
do cumulus; Degenerado (DG) - o6citos vacuolizados, ndo sendo possivel a visualizacdo dos cromossomos.

O restante dos o6citos teve suas células do cumulus removidas com 1% de hialuronidase, em meio Talp
Hepes. Posteriormente, as células do cumulus foram submetidas a coloragdo com o Azul de Tripan que avalia a
integridade da membrana celular (JEWGENOW et al., 1998). O niimero de células coradas em azul representou
o niimero de células invidveis da amostra. Essas células coradas foram visualizadas e mensuradas com auxilio de
microscépio dptico. Para a quantificagio em PCR em tempo real foi utilizado trés pools de 10 odcitos para cada
grupo. Os primers GDF9 e B-actina (controle endégeno) foram desenhados a partir de sequéncias disponiveis no
banco de dados do GenBank e estéo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia dos primers especificos, temperaturas de parecamento, tamanho dos produtos e fonte de acesso as
sequéncias no GenBank

Produto Sequéncia do primer Temperatura de Tamanho do N° de acesso no
pareamento produto GenBank/
(pb) Referéncia
F 5'GACCCCTAAATCCAACAGAATY'
g o 3
cnEs R 5 AGCAGATCCACTGATGGAA3' s 12 N1 7081
B-ACTINA F 5'GACATCCGCAAGGACCTCTA3Z' 53¢ 205

(endégeno) R 5'ACATCTGCTGGAAGGTGGACS’ - NM_173979

A extragio do RNA total foi realizada utilizando-se o kit comercial RNeasy MicroKit (Qiagen). A
produgio dos cDNAs foi realizada por transcrigdo reversa utilizando o kit comercial SuperScript III First-Strand
Synthesis Supermix (Invitrogen, Califérnia, USA). A quantificagio do c¢DNA foi realizada utilizando a
metodologia de PCR em tempo real. As reagdes foram feitas utilizando-se o kit comercial Power SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems). As taxas de maturagio nuclear e viabilidade das células do cumulus
foram analisadas pela ANOVA, com as médias comparadas por SNK. O software REST® (versio 384) foi
utilizado para analisar os dados obtidos da quantifica¢do relativa do PCR em tempo real.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No G1, 72,53% dos oécitos corados apresentaram-se em MII (Figura 1), 11,86% em MI, 6,98% NI e
8,62% Degenerados. No G2, 74,89% dos obcitos estavam em MII, 7,20% em MI, 8,14% NI e 9,76% DG,
enquanto que no G3 72,39% dos obeitos encontrava-se em MIL, 6,73% em MI, 3,70% Nl e 17,7% DG, e no G4
72.22% dos obcitos encontravam-se em MIIL, 12,22% em MI, 10,00% NI e 5,56% DG. Nio houve diferenga
entre os grupos (P>0,05) quanto as taxas de metafase IT e metéfase I (Tabela 2). De forma similar, Mizushima e
Fukui (2000) nido observaram diferenca na maturagdo nuclear entre oécitos maturados com ou sem soro. A
habilidade dos o6citos em reassumir a meiose influencia diretamente no potencial de desenvolvimento do odcito
(SIRARD et al., 2006). Todavia, no presente experimento a tensiio de oxigénio e a suplementagdo com SVC ou
PVA nio alteraram a meiose dos odcitos maturados in vitro.

Tabela 2: Efeito da suplementagiio e tensdio atmosférica nas taxas de maturagao nuclear de
o6citos maturados in vitro.

Tratamentos’ N MII MI Nao Identificados Degenerados
(%) (%) (%) (%)
Gl 42 72,5340,12 11,86+0,22 6,98+0,91 8,62+0,86
G2 36 74,89+0,20 7,20+0,73 8,14+0,93 9,76+0,77
G3 38 72,39+0,06 6,73£0,72 3,70+1,41 17,740,27
G4 35 72,22+0,08 12,22+0,46 10,00+0,86 5,56+0,75

' Valores nao diferem entre os tratamentos (Anova; P>0,05). Os resultados estdo demonstrados em média
e + erro padriio. G1 (0,1% PVA em 20% de O;); G2 (10% SVC em 20% de 0,), G3 (0,1% PVA em 5% de
0,) e G4 (10% SVC em 5% de O,). PVA (dlcool polivinilico) e SVC (soro de vaca no cio). As andlises
foram realizadas apos 3 repeti¢des.
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Figura 3 Abundincia Relativa do transcrito relacionado a expansiio do cumulus (GDF9) em o6citos maturados in vitro
suplementados com SVC (soro de vaca no cio) ou PVA (dlcool polivinilico) em 20% ou 5% de 0,. A: SVC-20%0,xPVA-
20%0,; B: SVC-20%0,x8VC-5%0,, C: SVC-20%0,xPVA-5%0,, D: PVA-20%0,xSVC-5%0,; E: PVA-20%0,xPVA-
500y F: PVA-5%0,xSVC-5%0,. Os resultados estdo demonstrados em média e + erro padrdo. Diferengas significativas
entre os grupos sdo indicados por * P<0,05. As andlises foram realizadas com 9 replicatas.

No entanto, outros estudos devem ser realizados para comprovar essa hipétese.
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Observou-se, mediante avaliagio morfolégica, que apés MIV os oécitos maturados com SVC em alta
(20%) ou em baixa (5%) tensdo de O, apresentaram uma maior expansio das células do cumulus do que os
o6citos suplementados com PVA (Figura 1). A maior expansdo das células no cumulus de oéeitos maturados
com soro pode ser explicada pelos fatores de crescimento que existem nesse composto e podem estimular a
expansio dessas células in vitro (SENBON et al., 2004). Deste modo, observou-se que a adig¢do de soro estimula
a expansio dessas células e este fato ndo estd relacionado com a tenséo de O,.

Figura 1. Expansdo das células do cumulus apés maturagio in vitro de odcitos previamente selecionados com
mais de trés camadas de células e citoplasma homogéneo. Tratamentos — A: G1 (0,1% PVA em 20% de Oy);
B: G3 (0,1% PVA em 5% de 0,); C: G2 (10% SVC em 20% de 0;), e D: G4 (10% SVC em 5% de O;). PYA
(dlcool polivinilico) e SVC (soro de vaca no cio) Aumento: 40X.

No entanto, quando as células do cumulus foram submetidas a coloragdo com o corante Azul de Tripan
nio foram encontradas diferengas significativas (P>0,05) na viabilidade das células entre os diferentes
tratamentos (Figura 2). Ali e Sirard, (2002) observaram que a expansio do cumulus nio € fundamental para a
melhora da competéncia de desenvolvimento de oé6citos bovinos. Provavelmente, isto ocorre, pois mesmo com
pouca expansio as células continuam vidveis, nio prejudicando o desenvolvimento do odcito.

Viabilidade das células do cvnnidies

W viaveis

B ndo viavais

Gl G2 G3 Ga

Figura 2. Viabilidade das células do cumulus pela técnica de coloragio com Azul de
tripan. G1 (0,1% PVA em 20% de 0,); G2 (10% SVC em 20% de 0y), G3 (0,1% PVA
em 5% de 0,) e G4 (10% SVC em 5% de O,). PVA (dlcool polivinilico) e SVC (soro de
vaca no cio). Nio houve diferenga significativa entre os tralamentos (Anova; P>0,05).
As andlises foram realizadas apds 5 repetigoes.

Quando foi avaliada a abundincia relativa do transcrito de GDF9, os o6citos maturados com PVA e em
20% de O,, apresentou uma maior abundéncia (P<0,05) do que o SVC (Figura 3A). Nao houve diferenca
(P>0,05) na abundancia desse transcrito nas outras comparagdes realizadas (Figura 3B, 3C, 3D, 3E, 3F).

Deste modo, em alta tensdo de O, o transcrito de GDF9 foi mais abundante no tratamento suplementado
com PVA do que com SVC, que teve maior expansdao do cumulus. Fatores presentes no soro estimulam a
expansio das células do cumulus in vitro (SENBON et al., 2004) assim como a proteina de GDF9 secretada pelo
o6cito no ambiente de maturagio, por indugdo da sintese de dcido hialurbnico (EPPIG, 2001). Os resultados
sugerem que na auséncia de soro e presenga de alta tensdo de oxigénio seja necessdrio de maior produgio de
GDF9 por parte do odcito visando a expansao, mesmo que parcial, das células do cumulus, em parte para suprir
a deficiéncia de fatores que seriam fornecidos pelo soro.
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