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Avaliacdo da maturacéo nuclear e citoplasmatica de odcitos bovinos em sistemas de cultura
definidos.

RESUMO

O objetivo foi avaliar o efeito de sistemas de cultura definidos na maturacdo nuclear e
citoplasmatica de odcitos bovinos utilizando um procedimento em duas etapas: inibicdo e a
subsequente retomada do bloqueio meiotico. Na primeira etapa os CCOs foram cultivados em
meio controle, MIV-B ou MIV-C por 24h. Na segunda etapa, o cultivo continuou até 32, 40 ou
48 horas para os CCOs cultivados em MIV-B ou MIV-C para avaliacdo tempo-dependente do
estagio da meiose dos odcitos. O meio controle utilizado foi TCM-199 suplementado com SFB e
FSH. J& MIV-C foi constituido por meio Alpha -MEM suplementado com PVA, insulina, IGF-I,
androstenediona, aminoacidos ndo essenciais, trasnferrina e selénio, e a constituicdo de MIV-B
foi semelhante a de MIV-C, porém sem a adicdo dos horménios e fator de crescimento. A
maturacdo citoplasmatica foi avaliada por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) nos
tempos de 0, 24 e 48h de cultivo e também pela expressdo dos genes HSP70.1, PRDX1, GDF9 e
IFF1R. Os resultados mostraram que tanto MIV-C quanto MIV-B inibiram a meiose em cerca de
70% dos CCOs cultivados por 24h. Nas 24h de cultivo subsequentes, apenas 30% dos CCOs
cultivados em MIV-C alcangaram o estagio maduro (MII). J& MIV-B apresentou cerca de 50%
dos CCOs em MII ap6s 32h de cultivo. Ao microscdpio eletrbnico o grupo controle apresentou
caracteristicas de maturacdo tais como a presenca de espaco perivitelinico (PvS) desenvolvido,
microvilosidades (Mv) eretas, granulos corticais (GC) alinhados a membrana plasmatica e
mitocondrias despersas pelo citoplasma. O grupo Oh apresentou caracteristicas de imaturidade
como pequeno PvS, Mv deitadas, GC em grumos e mitocondrias no cortex do odcito. Os
sistemas de cultura definidos proporcionaram, no entanto a presenca de caracteristicas
intermediarias entre o grupo Oh e o grupo controle, como as Mv eretas em 83,3% dos CCOs,
presenca de mitocondrias ligeiramente dispersas pelo citoplasma e GC se alinhando a membrana
plasmatica em 50% dos CCOs cultivados em MIV-C, apesar do bloqueio da meiose. Apds 24h de
cultivo em MIV-B foram observadas algumas caracteristicas de maturacdo semelhantes ao
controle maduro, como o alinhamento dos GC e a dispersdo das mitocéndrias (p<0,05). As Mv
ficaram num estagio intermediario e o PvS seguiu o padrdo imaturo (p<0,05). Com 48h de cultivo
nenhum outro avanco foi observado para os CCOs cultivados em MIV-B. O cultivo por 48h com
MIV-C, no entanto promoveu a dispersdo das mitocondrias e o alinhamento dos GC como no
controle maduro (p<0,05). Para a quantificacdo da expressdo génica por real-time-PCR, 0s
odcitos cultivados nos meios descritos acima foram separados ap6s 24 ou 48h de cultivo em

odcitos com (CP) e sem corpusculo polar (SCP), ou maduros e imaturos respectivamente. Odcitos
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frescos (Oh) foram usados como controle imaturo. O resultado da quantificacdo da expressdo dos
genes em geral mostrou que tanto o cultivo com MIV-C, quanto o cultivo com MIV-B apresentou
0s 00citos imaturos com maior abundancia relativa que os o6citos maduros, sendo que a
quantificacdo dos oocitos maduros foi igual ao controle maduro (TCM-199) e a quantificacdo dos
odcitos imaturos foi semelhante ao controle imaturo (Oh). As exce¢des a essa regra foram: O
grupo C48SCP (odcitos sem CP cultivados por 48h em MIV-C) para o gene PRDX1, apresentou-
se semelhante ao controle maduro (p<0,05); o grupo B24CP (od6citos com CP cultivados por 24h
em MIV-B) apresentou maior abundancia relativa que o controle maduro para os genes PRDX1 e
HSP70.1. Com relacdo ao gene GDF9, o cultivo dos CCOs por 24h tanto em MIV-B, quanto em
MIV-C promoveu maior abundancia relativa nos grupos maduros cultivados por 24h (B24CP e
C24CP), quando comparados ao controle maduro (p<0,05). A abundancia relativa do gene IGFIR
ndo apresentou diferenca significativa ap6s o cultivo em MIV-C. No entanto, na comparacdo da
quantificacdo desse gene ap6s o cultivo em MIV-B por 24h foi observado que o controle maduro
apresentou menor abundancia relativa do que os demais grupos (p<0,05). No presente estudo,
concluiu-se que o cultivo de CCOs em MIV-B ou MIV-C, por se tratar de dois meios
estritamente definidos e que, portanto permitem a obtencéo de respostas consistentes, constituem
bons modelos para o estudo dos eventos que ocorrem durante a maturacdo oocitaria sem
necessidade do uso de inibidores da meiose. A manutencdo dos CCOs em estagio imaturo in vitro
sem qualquer efeito prejudicial pode ser usada para fornecer tempo adicional para estudar o

processo de sincronizacgdo entre a maturacédo citoplasmatica e nuclear durante a MIV.

Palavras-chave: bovinos, o00citos, maturacdo citoplasmatica, maturacdo nuclear, meio

guimicamente definido.
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Evaluation of nuclear and cytoplasmic maturation of bovine oocytes in defined culture
systems.

ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of defined culture systems on nuclear and cytoplasmic
maturation of bovine oocytes using a two-step procedure: inhibition and the subsequent
resumption of meiotic arrest. In the first step the CCOs were cultured in control medium, MIV-B
or MIV-C for 24h. In the second step, the culture continued until 32, 40 or 48 hours for the CCOs
cultivated in MIV-B or MIV-C for the time-dependent evaluation of oocytes meiosis stage. The
control medium used was TCM-199 supplemented with FCS and FSH. The MIV-C constitution
was MEM-Alpha Medium supplemented with PVA, insulin, IGF-I, androstenedione, non-
essential amino acids, transferrin and selenium, and the MIV-B constitution was similar to MIV-
C, but without the addition of hormones and growth factor. The cytoplasmic maturation was
evaluated by transmission electron microscopy (TEM) at 0, 24 and 48 h of cultivation, and by
gene expression (HSP70.1, PRDX1, GDF9 and IFF1R). The results showed that MIV-C and
MIV-B inhibited the meiosis in about 70% of the CCOs cultivated by 24h. In the subsequent 24h
of culture, only 30% of MIV-C CCOs reached the mature stage (MII). MIV-B already has filed
about 50% of the CCOs in MII after 32 h of culture. The control group presented ultaestructural
characteristics of maturation such as the presence of conspicuous perivitelline space (PvS), erect
microvilli (Mv), aligned cortical granules (CG) and spread mitochondria through the cytoplasm.
The Oh group has shown characteristics of immaturity as small PvS, bent Mv, clusters of CG and
cortical mitochondria. Defined culture systems provided, however the presence of intermediate
characteristics between the Oh group and the control group, as the erect Mv in 83.3% of CCOs,
the presence of mitochondria cortical/evenly distributed by cytoplasm and aligned/cluster GC in
50% of CCOs cultivated in MIV-C, despite the meiosis arrest. After MIV-B culture for 24h were
observed some maturation characteristics similar to control group, as the alignment of the CG and
the spread mitochondria (p < 0.05). The Mv were in an intermediate stage and the PvS followed
the immature pattern (p < 0.05). With 48h of culture no other advance was observed for the
CCOs cultivated in MIV-B. The culture for 48 h with MIV-C, however promoted the dispersion
of mitochondria and the alignment of the GC as in mature control (p < 0.05). For the
quantification of gene expression by real-time-PCR, the oocytes cultured in the media described
above were separated after 24 or 48h of culture in oocytes with (PB) and without polar body
(WPB), or mature and immature respectively. Fresh oocytes were used as immature control. The
result of the quantification of gene expression in general showed that MIV-C and MIV-B culture

presented the immature oocytes with greatest relative abundance that the mature oocytes, and the
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quantification of mature oocytes was equal to the mature control (TCM-199) and the
quantification of immature oocytes was similar to the immature control. The exceptions to this
rule were: the C48WPB Group (oocytes without PB cultured for 48 hours MIV-C) for PRDX1
gene appeared similar to mature control (p < 0.05); the B24PB Group (oocytes with PB cultivated
in MIV-B for 24h) showed higher relative abundance for PRDX1 and HSP 70.1.genes than the
mature control. With respect to GDF9, 24h of culture in MIV-B or MIV-C promoted greater
relative abundance in mature groups (B24PB and C24PB), than the mature control (p < 0.05).
The relative abundance of IGFIR gene showed no significant difference after cultivation in MIV-
C. However, the quantification of this gene after 24h of culture in MIV-B showed lower relative
abundance in mature control group than the other groups (p < 0.05). In the present study, it was
concluded that MIV-B and MIV-C, can be used in lieu of meiosis inhibitors and furthermore, can

provide extra time to study nuclear and cytoplasmic maturation synchrony of IVM.

Key words: bovine, oocytes, cytoplasmic maturation, nuclear maturation, chemically defined

medium.
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1. INTRODUCAO

As condicBes de cultivo no que diz respeito as biotecnologias da reproducdo ainda nao
chegaram ao patamar de mimetizar em laboratério as condi¢Ges encontradas in vivo e acabam por
gerar situacdes indesejaveis como, por exemplo, a perda da sincronizacdo entre a maturacdo
nuclear e citoplasmatica dos odcitos, alteracbes epigenéticas nos embrides e com isso diminuicao
da taxa de sucesso na PIVE (MACHALKOVA et al, 2004; BLANCO et al, 2011).

A maturacdo oocitaria € um dos gargalos para o sucesso da reproducdo, ou seja, a
formacdo de um novo ser vivo, pois é através dela que o odcito se torna competente para ser
fertilizado, e suportar o desenvolvimento embrionario inicial (BREVINI-GANDOLFI &
GANDOLFI, 2001). No entanto a maturagdo é um processo complexo que envolve a maturacao
do nucleo, a maturacdo do citoplasma do odcito e o perfeito sincronismo entre elas (SANCHEZ
& SMITZ, 2012).

Merecem destaque, portanto, estudos que focalizam esse processo tdo importante para a
geracdo de embrides viaveis de forma a promover a geracdo de nascimentos a termo no final do
processo reprodutivo. O conhecimento das principais etapas desse processo e dos seus complexos
mecanismos levard a uma producdo animal a menor custo, a prevencdo da extingdo de vérias
especies, alem de possibilitar a perpetuacao de genes de alto valor comercial ou bioldgico.

A maturacdo in vitro (MIV) tem a capacidade de aumentar o potencial reprodutivo uma

vez que os ovarios de um animal em idade reprodutiva a cada ciclo estral/menstrual estdo repletos



de foliculos imaturos que ndo serdo ovulados por ndo se tratarem do foliculo dominante, e que
entdo irdo entrar em atresia apds a ovulacdo. A MIV permite também a reducdo de custos nas
pesquisas de biotecnologias reprodutivas por podermos recorrer a ovarios de abatedouro para
obtencdo de odcitos. Além disso, a MIV em humanos permite que pacientes que ndo podem
passar pelo processo de estimulacdo hormonal ovariana tenham uma chance de recorrer a
reproducéo assistida.

Devido a obtencdo de odcitos de foliculos imaturos, e que, portanto ainda ndo séo
competentes para suportar o desenvolvimento inicial até que haja a ativacdo do genoma
embrionario, torna-se necessario que o processo de maturacdo in vitro dé condicbes para a
obtencdo de competéncia oocitaria (BREVINI-GANDOLFI & GANDOLFI, 2001).

A remocdo do odcito do foliculo ovariano resulta na retomada espontanea da meiose pelo
odcito, ou seja, 0 00cito se torna maduro do ponto de vista nuclear (PINCUS & ENZMANN,
1935). No entanto, esse fato leva a inibicdo da maturacdo citoplasmatica uma vez que esta sO
ocorre quando o odcito estd em GV (vesicula germinativa, do inglés- germinal vesicle), devido ao
estadgio descondensado dos cromossomos. Observa-se entdo, uma perda na sincronia entre
maturacdo citoplasmatica e nuclear, o que influencia negativamente a aquisi¢cdo de competéncia
oocitéria e provavelmente promove a reduzida taxa de producgdo de embrides in vitro (SANCHEZ
& SMITZ, 2012).

Para tentar resolver este problema, varias modificacbes nas condi¢cBes de maturacdo
utilizadas atualmente tém sido propostas, tais como o estabelecimento de dois passos de cultivo,
incluindo uma pré-maturacdo do odcito na presenca de um inibidor de maturacdo nuclear, para
que possa haver uma melhor sincronizagdo entre os processos de maturacdo nuclear e
citoplasmatica (FRANZ et al, 2002; LE BEAUX et al, 2003; MACHALKOVA et al, 2004;
SIRARD et al, 1993; 1992).

No presente trabalho, na tentativa de melhorar as condi¢cbes de maturagédo in vitro de
odcitos bovinos, meios de cultivo totalmente definidos, ou seja, com todos 0s componentes
conhecidos devido a auséncia de soro em sua constituicdo, foram utilizados para o cultivo de
complexos cumulus oophorus (CCOs) bovinos por até 48h e entdo avaliados em relagdo a sua

atuacdo na promocdo da maturacdo nuclear e citoplasmatica dos odcitos.



2. OBJETIVOS

GERAL

Analise da maturacdo in vitro de CCOs bovinos cultivados em sistema de cultura definido
(MIV-B e MIV-C).

ESPECIFICOS

1- Anélise tempo-dependente da maturacdo nuclear de CCOs bovinos cultivados por 48
horas nos meios MIV-C e MIV-B;
2- Analise da maturacdo citoplasmatica, por meio de microscopia eletronica, dos CCOs apés
24 e 48 horas de cultivo em MIV-C e MIV-B;
3- Andlise da expressdo de genes relacionados ao estresse térmico (HSP70.1) e oxidativo
(PRDX1) e genes relacionados a competéncia oocitaria (GDF9, IGF1R), dos CCOs ap0s o
cultivo em MIV-C e MIV-B.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Maturacao oocitéria
3.1.1. Maturag&o in vivo x in vitro

A producdo in vitro de embrides (PIVE) envolve trés etapas distintas: a maturacdo (MIV),
a fertilizacdo (FIV) e o cultivo (CIV) in vitro, sendo que a selecdo de gametas de qualidade é um
dos principais eventos para 0 sucesso reprodutivo.

No procedimento in vitro, a auséncia de uma selecdo rigorosa associada a condicdes
subdtimas de cultivo promove um decréscimo na qualidade dos embrides produzidos (BLANCO
et al; 2011). Apesar dos esforcos para se melhorar os resultados da PIVE, sua taxa ainda é baixa.
Somente 30-40% dos odcitos maturados in vitro chegam ao estagio de blastocisto (SIRARD et al,
2006), o que mostra a reducdo na aquisicdo de competéncia apds o cultivo in vitro. J& na
producéo de embrides in vivo, aproximadamente 81% dos odcitos ovulados se desenvolvem em
embrido até o 13° dia da fecundacdo quando avaliados pela taxa de concepgédo (PETERS, 1996).

Na PIVE, trabalha-se com uma populacdo heterogénea de o0citos, uma vez que estes sao
obtidos de foliculos imaturos. Portanto, os oocitos utilizados encontram-se em estagios diferentes
de maturacdo, o que leva a diferencas importantes nos resultados da PIVE (DODE et al, 1996;
HENDRIKSEN et al, 2000; MACHALKOVA et al, 2004; PAVLOK et al, 1992).

Estudos indicam que foliculos menores que 8 mm possuem mRNA para receptores de
horménio foliculo estimulante (FSH) nas células da granulosa murais e mRNA para receptores de
horménio luteinizante (LH) somente nas células da teca (XU et al, 1995). Ent&o, fica claro que a
regulacdo da maturacdo in vivo difere da regulacdo da maturacéo in vitro, uma vez que foliculos
pré-ovulatérios (> 8 mm), com receptores de LH nas células da granulosa respondem ndo sé ao

pico de LH, mas também a secrecdo pulsatil deste, que antecede o pico ovulatério. Assey et al



(1994) concluiram que as alteracBes nucleares e citoplasméaticas promovidas no odcito,
denominadas de modificagcBes pré-maturacionais, sdo devidas a responsividade do foliculo a
pulsatilidade do LH antes do pico ovulatorio, sendo estas modificacdes pré-requisitos para o
odcito alcancar a competéncia.

Um dos pontos-chave da producdo de embrides tanto in vivo, quanto in vitro é o processo
de maturacdo oocitéria, pois € nesta etapa que 0 od4cito adquire competéncia, ou seja, ele se torna
capaz de completar a maturacéo, ser fertilizado e suportar o desenvolvimento embrionario inicial,
até que haja a transicdo materno-zigotica (HYTTEL et al,1997).

Estudos demonstram que a capacidade para o desenvolvimento embrionario de odcitos
bovinos maturados in vivo é superior aqueles maturados in vitro (SIRARD e BLONDIN, 1996).
Esta hipotese é suportada pelo fato que odcitos coletados para a PIVE que provém de foliculos
dominantes antes do pico de LH geram uma taxa de 50% de blastocistos, enquanto que odcitos
recuperados de foliculos entre 2-6 mm de didmetro geram cerca de 30% (HYTTEL et al, 1997).
Como a obtencédo de ovarios de abatedouro € economicamente viavel, a técnica de maturagdo in
vitro tornou possivel a producdo de embrides in vitro em larga escala.

A maturacdo nuclear normalmente € induzida in vivo pelo pico de LH. In vitro, no
entanto, esta ocorre espontaneamente quando os o6citos sdao removidos do foliculo e cultivados
em meio de maturacdo (PINCUS e ENZMANN, 1935). Isto ocorre porque quando o complexo
cumulus oophorus (CCO) é removido do ambiente folicular, ele perde o contato com as células
da granulosa murais do foliculo com as quais estabelecia uma rede de comunicacao por meio de
juncbes Gap (BYSKOV et al, 1997; DOWNS, 1995). O rompimento desta barreira fisico-
quimica promove a condensacdo da cromatina e quebra da membrana nuclear (vesicula
germinativa) fazendo com que a maturacao nuclear que estava bloqueada em profase | da meiose,
progrida até metafase Il (EDWARDS, 1965). Para explicar este fendbmeno ha a hipotese de que as
células foliculares produzem um fator inibidor que mantém o odcito com a meiose bloqueada
(WASSERMAN, 1994).

No entanto, odcitos ndo sofrem apenas maturacdo nuclear, mas também maturacéo
citoplasmatica e molecular, nas quais mudancas como rearranjo de organelas (FAIR et al, 1997) e
sintese de proteinas e mMRNA (WU et al, 1996; SANCHEZ et al, 2012) sdo cruciais para a
fertilizacdo e posterior desenvolvimento embrionario.

Os oocitos adquirem a maturacao nuclear e citoplasmatica durante a foliculogénese. Em
humanos, a capacidade de terminar a meiose coincide com a formacgdo do antro, quando o odcito
alcanca cerca de 80% do seu tamanho final (DURINZI et al, 1995). O desenvolvimento da

competéncia, no que diz respeito a maturidade citoplasmatica, é adquirido depois que o od6cito ja



se tornou meioticamente competente. Assim, um odcito competente é aquele capaz de terminar a
meiose, e assim ser fertilizado e gerar um embriédo capaz de chegar a termo.

O enriquecimento dos meios de maturacdo in vitro (MIV) com soro inativado, embora
contribua para o desenvolvimento, pois este € fonte de varios hormonios e fatores de crescimento,
possui a desvantagem da impossibilidade de padronizagcdo de um protocolo, uma vez que a
composi¢do do soro é desconhecida, além da possibilidade de contaminacdo com elementos
patogénicos. Portanto, o estudo detalhado dos fatores que realmente influenciam para que o
processo de maturacdo fica prejudicado com a utilizacdo de soro no meio de MIV (CHIAN et al,
2003). As alternativas a este aditivo sdo as macromoléculas sintéticas como, por exemplo, o0 PVA
(Alcool Polivinilico), o qual foi utilizado neste estudo.

3.1.2. Maturacao Nuclear

A oogénese em mamiferos é iniciada ainda na vida embrionaria e s6 termina na idade
reprodutiva. Esta se inicia com a formag&o das células germinativas primordiais, as quais migram
para o epiblasto embrionério, na crista genital. Uma vez estabelecidas no ovéario em
desenvolvimento, estas células perdem sua mobilidade e sdo chamadas de oogbnias. As oogbnias
sofrem varias mitoses antes de iniciarem a meiose (maturacdo nuclear), quando entdo sdo
chamadas de o6citos (PINCTON, 1998; SANCHEZ et al, 2012). Os odcitos iniciam 0 processo
de maturacdo oocitéria, ainda na vida embrionéaria, mas este sé ird ser concluido com a
fertilizagdo do gameta.

O objetivo central da maturacdo nuclear é a producdo de um gameta hapldide (n
cromossomos). Portanto, trata-se da divisdo reducional dos cromossomos. A meiose entédo
consiste de dois ciclos de divisao celular sem nova sintese de DNA. A primeira divisao separa 0s
cromossomos homologos e a segunda divisdo separa as cromatides irméas, formando os gametas
haploides. Na prética, trata-se da progressao do nucleo oocitario do estagio de Préfase | (PI), até
0 estagio de metéafase Il (MII) da meiose, ou estagio maduro.

Odcitos de mamiferos ficam bloqueados no estagio de dictioteno da Préfase I, também
conhecido como vesicula germinativa até terem completado seu desenvolvimento. A retomada da
meiose é induzida in vivo pelo pico de LH, mas também pode ser induzida ao retirar o o6cito do
foliculo para cultiva-lo in vitro (PINCUS e ENZMANN, 1935). Portanto, a meiose bloqueada se
refere ao estagio nuclear dos oocitos dentro dos foliculos, sendo que a retomada da meiose ocorre
quando os oocitos sdo isolados do ambiente folicular e colocados em meio de maturacéo
(HYTTEL et al, 1997).



Ap0s a retomada da meiose, também chamada quebra da vesicula germinativa (GVBD-
do inglés germinal vesicle breakdown), a maturacdo nuclear progride até metéfase 1l, estagio no
qual a meiose é blogueada novamente e sé serd retomada apos fertilizagdo (KUBELKA et al,
1988). Os eventos nucleares e citoplasmaticos que ocorrem durante este processo sao chamados
de maturacdo oocitaria e sdo pré-requisitos para a formagdo de um oocito competente (ASSEY et
al, 1994).

A habilidade de o odcito completar a meiose também é chamada de competéncia
meidtica, a qual é adquirida gradualmente durante a foliculogénese. Os odcitos primeiro
adquirem capacidade para sofrer a quebra da vesicula germinativa e condensagdo cromossdmica,
depois, mais adiante no desenvolvimento folicular, é requerida a capacidade para progredir até a
metafase | (MI) (TSAFRIRI e CHANNING, 1975), e finalmente ele adquire habilidade para
alcancar o estagio de metéfase I (M11) e ser fertilizado (SANCHEZ et al, 2012).

Varios estudos tém buscado a compreensdo da regulagdo do ciclo celular em od6citos de
mamiferos para elucidar o que mantém a meiose blogqueada em GV desde a vida fetal até a idade
reprodutiva, e o que faz com que ela progrida até Ml e seja bloqueada novamente.

Dekel & Beers (1978) identificaram o cAMP como bloqueador da meiose em o6citos de
ratas. A hipGtese é que o cAMP gerado pelas células somaticas do foliculo ovariano seja
transmitido para o o6cito via juncGes Gap. A retomada da meiose induzida pelo pico de LH,
portanto, envolve a quebra da comunicacdo odcito - células foliculares, fazendo com que haja a
diminuicdo da concentracdo intraoocitaria de CAMP, resultando na saida do bloqueio meiético
(DEKEL et al, 1981; NOGUEIRA et al, 2003). Também tem sido sugerido que a expressdo de
fosfodiesterase exerce funcdo no controle do nivel de CAMP e, portanto, na maturacdo nuclear
(TSAFRIRI et al, 1996).

Tem sido demonstrado que o blogqueio da meiose em 00citos € dependente de eventos de
fosforilagdo catalisados pela proteina quinase A (PKA). Esta quinase, dependente de cCAMP, faz
parte de uma via de transducdo de sinal que inclui as enzimas adenilato ciclase e fosfodiesterase.
Apbs ser produzido, o cAMP se liga a subunidade reguladora da PKA, que pode ser de tipo | ou
I (MOCHLY-ROSEN, 1995). A subunidade I, localizada nas células do cumulus, é encontrada
préxima a substratos protéicos, 0s quais sdo rapidamente fosforilados em resposta ao aumento da
concentracdo intracelular de cCAMP (nas céelulas do cumulus), induzindo a retomada da meiose. A
ativacdo da subunidade tipo I, presente dentro do odcito, mantém a meiose inibida (DOWNS e
HUNZICKER-DUNN, 1995). Portanto, a alta concentragdo de cAMP nas células do cumulus
leva & GVBD, enquanto que a alta concentragdo de cAMP no o06cito leva a ativagdo da PKA que

fosforila proteinas especificas do oocito, mantendo-o imaturo (BILODEAU et al, 1993). Dekel



(2005), diz ainda que a acdo inibitéria do cAMP ndo é gerada pelo odcito, mas transmitida pelas
celulas foliculares via juncdes gap.

A retomada da meiose e sua progressdo para Ml dependem da ativacdo do MPF (fator
promotor da maturacdo, do inglés- maturation promoting factor) pertencente a familia das
proteinas quinases. O MPF é um composto dimérico formado por uma subunidade catalitica, a
p34cdc2, e uma subunidade reguladora, a ciclina B. Em sua forma inativa, pré- MPF, o complexo
se apresenta fosforilado nos residuos Thrl4 e Tyr 15 da subunidade catalitica (GAUTIER et al,
1998). O MPF ¢ ativado pela desfosforilacdo desses residuos, cuja reacdo é catalisada pela
enzima cdc 25 fosfatase (DAI et al, 2000). Estudos indicam que o cAMP inibe a ativacdo do
MPF, por prevenir a sua desfosforilacdo, e também reprime a sintese de ciclina B, diminuindo a
quantidade disponivel de pré - MPF (JOSEFSBERG et al, 2003). O MPF ativo, ira fosforilar as
proteinas do envoltorio nuclear e aquelas envolvidas com a condensagdo da cromatina (histonas)
e reorganizacéo do citoesqueleto (VERDE et al, 1992).

O padrdo oscilatorio de ativacdo do MPF em odcitos de rata maturados espontaneamente
mostrou que a atividade quinase é elevada imediatamente ap0s a retomada da meiose, antes da
quebra da vesicula germinativa, e que esta atividade alcanca nivel maximo na (Ml), declina antes
da formacdo do primeiro corpusculo polar e aumenta de novo antes de entrar na meiose II.
(JOSEFSBERG et al, 2003).

A ativacdo do MPF € necessaria para a retomada da meiose, e sua atividade elevada é
requerida para progressdo até MI. Josefsberg et al (2000), demonstraram que o declinio da
atividade do MPF entre as divisdes | e 11 da meiose, se deve ao processo de degradacdo da ciclina
B.

As acdes diretas do MPF durante a quebra da vesicula germinativa envolvem a dissolucéo
do nucléolo, condensacdo cromossomica, reorganizagdo microtubular e dissolucéo do envoltorio
nuclear. Apos a GVBD, vem a MI, com a formacdo da placa metafésica. A primeira divisao
meidtica é completada com a segregacdo dos cromossomos homélogos entre o odcito e o
primeiro corpusculo polar. Ha a transicdo para a segunda divisdo meidtica, onde esta é bloqueada
em metafase Il (MIl) até o odcito ser fertilizado. Um periodo de 24 horas é necessario para o
o0cito bovino completar sua maturagdo nuclear (SIRARD et al, 1988).

Outra quinase envolvida na maturacdo oocitaria é pertencente a familia das proteinas
quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs). Estas respondem a estimulos extracelulares
regulando vérias atividades tais como a expressao génica, divisdo, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular (PEARSON et al, 2001).



Para sua ativacdo, as MAPKSs precisam ser duplamente fosforiladas nos residuos de
tirosina e treonina (POSADA e COOPER, 1992). Odcitos de mamiferos expressam duas
isoformas de MAPKs, ERK 1 e ERK2 (DEDIEU et al, 1996).

Os principais alvos destas enzimas sdo as proteinas do citoesqueleto, regulando a
organizacdo microtubular e da cromatina embora elas também possuam outros alvos citossolicos
e nucleares (VERLHAC et al, 1993).

A ativacdo das MAPKs em bovinos ocorre ao mesmo tempo que a ativacdo do MPF,
pouco antes da GVBD, sendo que a atividade das MAPKSs aumenta progressivamente durante as
24 horas de maturacdo in vitro (GORDO et al, 2001; WEHREND e MEINECKE, 2001).

Odcitos de bovinos, ndo necessitam de MAPKs para que ocorra a quebra da vesicula
germinativa, poréem, quando estas enzimas ndo estdo presentes a meiose é reiniciada e esta ndo é
bloqueada novamente no estagio de MlI, levando a conclusao de que estas enzimas tém um papel
critico no blogqueio da meiose através de sua acdo de manter alto e estavel o nivel de MPF neste
estagio (GORDO et al, 2001).

O boqueio da meiose em MII é mantido por um componente denominado fator citostatico
(SHIBUYA e MASSUI, 1989). Este € um produto do oncogene mos, que é expresso no inicio da
maturacdo e desaparece imediatamente apds a fertilizacdo (WATANABE et al, 1989). O CSF
estabiliza direta, ou indiretamente a atividade do MPF durante a MIl. (SAGATA et al, 1989).

Foi observado que todos os componentes da cascata mos — MEK —MAPK, sdo membros
do fator citostatico. O mos ativa a MEK (uma quinase especifica da MAPK), que por sua vez
ativa a MAPK (FISSORE et al, 1996; SAGATA, 1997). Gordo et al (2001) mostraram que a
MAPK promove a estabilidade do MPF, e que esta também é responsavel pela organizacao
microtubular que ira fazer a configuracdo cromossémica correta no estagio de Mil.

Os esquemas a seguir ilustram o que foi dito anteriormente.
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Esquema 1. Mecanismo de regulacdo da maturacdo nuclear.
Material reproduzido com modificacbes. Adaptado de Dekel (2005).

A acdo inibitoria do cAMP mediada pela proteina quinase A (PKA) é conferida em dois niveis:
na prevencado da ativagdo do pré- MPF e repressdo da sintese de-novo da ciclina B1. Em resposta
ao pico de LH, ou ao retirar o o6cito do foliculo, a concentracéo intraocitaria de CAMP diminui e
a ativacdo do MPF ¢é catalizada pela enzima cdc25fosfatase. A ativagdo do MPF induz a retomada
da meiose, GVBD, condensacdo cromossomica e formacdo do fuso. O MPF também estimula a
poliadenilagdo de mos mMRNA, que leva a sintese de Mos e ativacdo da MAPK. A inativacdo do
MPF em MI é necessaria para que a primeira divisao da meiose seja completada e haja a extrusao
do primeiro corpusculo polar (PBI), enquanto que sua reativacdo impede que haja uma fase de
intérfase entre as duas divisbes da meiose, garantindo a transi¢do para MIl. O blogueio em MII
permanece ate a fertilizacéo pela ativacdo da MAPK.
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Esquema 2. Regulacdo do didlogo entre as células do cumulus e o odcito.

Material reproduzido com modificacbes.Adaptado de Edry et al (2006).

A fosforilacdo da conexina 43 (Cx43) pela MAPK leva a diminui¢do da concentracao
intraoocitaria de cCAMP possibilitando a retomada da meiose. A inibicdo da traducdo de Cx43 e a
“downregulation” de seu mRNA, representam a resposta tardia do pico de LH. Esta resposta que
também é mediada pela MAPK e leva a eliminacgdo das juncbes Gap.

Odcitos em desenvolvimento podem ser classificados como competentes, ou
incompetentes para retomar a meiose (ARLOTTO et al, 1996). Competéncia meidtica esta
associada com o acimulo de p34 no fim do desenvolvimento oocitério (DE VANTERY et al,
1996) e quantidade suficiente de ciclina B (LEVESQUE e SIRARD, 1996) para haver matéria-
prima para o pré — MPF. O efeito da deficiéncia na quantidade / atividade de MAPK na aquisi¢do
de competéncia meiotica ndo sdo conhecidos, porém niveis inadequados desta proteina podem
afetar alguns eventos de ativacdo oocitaria o que ird gerar baixas taxas de clivagem (GORDO et
al, 2001).

A aquisicdo da plena competéncia meidtica, também coincide com a reducgéo da atividade
transcricional de odcitos bovinos (HYTTEL et al, 1997) e com o diametro folicular e oocitario.
Odcitos bovinos adquirem habilidade de retomar a meiose em foliculos antrais de 2-3 mm e o
didmetro necessario para que o o0cito retome a divisdo celular e este seja competente para
termina-la é de 110 um (FAIR et al, 1995).

Existem evidéncias crescentes que demonstram que a qualidade e competéncia do odcito
dependem de eventos que ocorrem antes da retomada da meiose, sugerindo que o odcito acumula
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informacOes apropriadas para se tornar competente antes que ocorra a condensagao
cromossomica. (SIRARD et al, 2007).

3.1.3. Maturacéo citoplasmatica

Os métodos baseados na morfologia dos o6citos para selecdo de gametas competentes
para a fertilizacdo e posterior desenvolvimento embrionario, sdo bastante subjetivos e podem nédo
refletir a realidade, o que explicaria o fato de que através de tal metodologia ndo ter sido
observado o aumento nas taxas de PIVE, que continuam sendo de 30 — 40 % (DE LOOQOS et al,
1989; VAN BLERKON et al, 1990). Inumeras modificacdes ultraestruturais e moleculares
ocorrem durante a oogénese, e sdo altamente relacionadas com o desenvolvimento da
competéncia oocitaria (HYTTEL et al, 1997).

Durante seu desenvolvimento, o oocito aumenta o didmetro de < 30 um (foliculo
primordial) para mais de 120 pm (foliculo terciario). Este aumento em tamanho ¢ acompanhado
por acimulo de mRNA, proteinas, substratos e nutrientes, 0s quais sdo pré-requisitos para o
odcito se tornar competente (SIRARD et al, 2006).

Competéncia oocitaria, portanto, inclui todos os eventos que introduzem ao odcito
proximo a ovulagdo, a capacidade de completar a maturagdo nuclear, ser fertilizado e iniciar a
embriogénese para um desenvolvimento fetal normal até o termo (GANDOLFI e GANDOLFI,
2001; SIRARD et al, 2006).

A primeira evidéncia de competéncia citoplasmatica ocorre quando o o6cito para a sintese
de RNA e proteinas, por modificagdes na maquinaria transcricional e traducional (SIRARD et al,
2006). A atividade transcricional é refletida pela ultraestrutura do nucléolo, componente fibrilo-
granular, que no periodo de crescimento oocitario exibe sua maior atividade. Quando o odcito
atinge o didmetro de 110 um, a fun¢do do nucléolo ¢ inativada, refletindo uma mudanca
ultraestrutural, que € a marginalizagdo dos centros fibrilares. Entdo, o nucléolo se torna inativo,
sendo ultraestruturalmente observado como uma esfera com fibrilas empacotadas (FAIR et al,
1996).

A segunda serie de mudangas ocorre proximo ao pico de LH, que resulta na re-
distribuicdo das organelas (maturacdo citoplasmatica) e acumulo de moléculas especificas
(maturacdo molecular) para preparar o 00cito para os eventos pos-fertilizacdo (SIRARD et al,
2006).
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3.1.3.1. Modificacdes ultraestruturais no odcito durante a foliculogénese

As modificacbes ultraestruturais que ocorrem durante o processo de maturacdo sdo de
extrema importancia para o odcito assegurar sua competéncia para o desenvolvimento.

No foliculo primordial, o o6cito possui um nucleo central com cromatina descondensada
e, geralmente, um ou dois nucléolos inativos. As mitocondrias sdo dispostas centralmente e séo
arredondadas. O cortex oocitario € repleto de “coated pits” (vesiculas recobertas por membrana),
através das quais o odcito se comunica com as células da granulosa por endocitose (HYTTEL et
al, 1997; KACINSKIS et al, 2005).

No foliculo priméario, o odcito apresenta microvilosidades, as mitocondrias comecam a
ficar alongadas e o nucleo se localiza perifericamente (HYTTEL et al, 1997; KACINSKIS et al,
2005).

No foliculo secundéario, o complexo de Golgi é responsavel pela producdo de granulos
corticais e pela deposicdo da zona peltcida (ZP). Devido ao desenvolvimento da ZP, ocorre a
perda da proximidade entre o odcito e as células da granulosa. Sendo assim, a comunicacao
intercelular deixa de ser via endocitose, e sdo desenvolvidas as juncdes Gap. S&o observados
também pequenos grumos de granulos corticais em vesiculas delimitadas por membranas e 0
nucléolo adquire uma estrutura fibrilo-granular com atividade transcricional (CROZET et
al,1986, HYTTEL et al, 1997; KACINSKIS et al, 2005).

No foliculo terciario inicial, as organelas se distribuem pelo ooplasma, as mitocéndrias se
multiplicam, goticulas de lipideos se tornam comuns e o tamanho e 0 ndmero dos grumos de
granulos corticais e vesiculas aumentam com o aumento do didmetro do odcito. No foliculo
terciario tardio, as organelas se deslocam para a periferia, 0 nimero de goticulas de lipideos e
vesiculas aumenta, assim como o tamanho do complexo de Golgi. O nucléolo € inativado, se
tornando uma esfera de fibrilas empacotadas (FAIR, 1996; HYTTEL et al, 1997; KACINSKIS et
al, 2005).

No foliculo de Graaf ou dominante, a quantidade das goticulas de lipideos e os grumos de
granulos corticais aumentam e se deslocam para uma regido mais superficial (CRAN, 1989). A
localizagdo dos granulos corticais € a mudanca ultraestrutural mais aparente do processo de
maturacdo citoplasmatica. O envoltério nuclear comeca a se ondular e o nucléolo se torna
morfologicamente parecido a um anel (ASSEY et al, 1994; HYTTEL et al, 1997).

Apbs o pico de LH, ha a quebra da vesicula germinativa, o o6cito em MII apresenta 0s
granulos corticais alinhados com a membrana plasmatica, as gotas de lipideos e as mitocondrias

adquirem uma posicdo mais central no ooplasma, deixando uma zona periférica sem organelas,
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na qual a principal caracteristica € a presenga de grumos de reticulo endoplasmaético liso. O
espaco perivitelinico se desenvolve para evitar a poliespermia, e o complexo de Golgi
praticamente desaparece (ASSEY et al, 1994; DIEZ et al, 2005; HYTTEL et al, 1997).

Outro parametro morfolégico que avalia a maturacdo citoplasmatica ¢ a expansao das
células do cumulus (KRUIP et al, 1983).

A analise microscopica de odcitos maturados in vitro mostra que as células do cumulus se
expandem, o citoplasma é morfologicamente normal, e uma grande quantidade de vesiculas
digestivas é observada (DIEZ et al, 2005). A auséncia, ou 0 numero reduzido de células do
cumulus mostra um efeito negativo na producao de embriées (BLONDIN e SIRARD, 1995), uma
vez que estas células provéem ao o6cito componentes indispensaveis para o desenvolvimento de
sua competéncia. Odcitos desnudos sdo capazes de alcancar o estagio de MII, mas sdo incapazes

de sofrer os processos de fertilizacdo e desenvolvimento normais (ZHANG et al, 1995).

3.1.3.2. Maturacao Molecular

Os processos de maturacdo, fertilizacdo e desenvolvimento embrionério inicial sdo
caracterizados por etapas distintas tais como a ativacao do odcito, primeira clivagem, ativacéo do
genoma embrionario (transicdo materno-zigotica — TMZ), compactacdo ou formacdo do
blastocisto. Mudancas tais que exigem uma expressao de genes de origem materna (00cito) e do

préprio embrido (apds a TMZ) muito bem orquestrada (KIDDER, 1992).

Os genes associados com o desenvolvimento da competéncia oocitaria sdo conhecidos por
estarem envolvidos na regulacdo da transcrigdo, traducdo e modificacdes pds-traducionais de
proteinas, regulacdo do ciclo celular, foliculogénese, estresse oxidativo, composi¢do de histonas,
sinalizac&o via jungdes gap, metabolismo e sistemas de transporte (WRENZYCKI et al, 2005). O
estudo das caracteristicas moleculares de odcitos de alta e baixa competéncia para o
desenvolvimento é critico para o estabelecimento de um critério mais seguro de selecdo de

odcitos de alta capacidade de gerar embrides viaveis.

Portanto, para determinacdo da base molecular da maturacdo oocitaria e do
desenvolvimento inicial embrionario séo utilizadas técnicas que avaliam a expressdo diferencial
de genes de interesse (WRENZYCKI et al, 2007).
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3.1.3.2.1 Genes escolhidos para avaliacdo da base molecular da maturacdo de CCOs cultivados
em meio complexo e definido.

O gene HSP-70 (Heat Shock Protein 70) é um modulador da resposta celular ao estresse
térmico e 0 gene PRDX-1 (Peroxirredoxina 1) apresenta acdo antioxidativa (LEYENS et al.,
2004; VIREQUE et al, 2009). Ambos desempenham um papel de protecdo celular, impedindo a
apoptose (EDWARDS et al, 2001; NEUMANN et al, 2003).

As proteinas de choque térmico (HSPs) sdo pertencentes a familia das chaperonas, as
quais sdo responsaveis por auxiliar no processo de reparacdo de erros que podem ocorrer no
processo de montagem da estrutura terciaria de outras proteinas. Atuam também estabilizando
proteinas danificadas, previnem a agregacdo, o que permite uma oportunidade para a reparacdo
de danos no enovelamento e também inibem a apoptose (WELCH, 1992; HARTL et al, 2002;
PAULA-LOPES et al, 2002).

As HSPs estdo intimamente associadas com respostas celulares ao estresse causado por
condig¢Bes ambientais e da cultura inadequados, incluindo calor, baixo pH e anoxia (CANDOLIA
et al, 1999).

Desde que a expressdo de genes relacionados a resposta da célula ao estresse, tais como
HSP-70.1 e PRDX-1 pode ser alterada durante o cultivo de o6citos e embrides, a expressdo
desses genes pode ser considerada como marcador das condigdes de cultura utilizada
(NEUMANN et al, 2003; WRENZYCKI et al, 2005).

O sistema IGF (insulin-like growth factor) esta envolvido no controle do desenvolvimento
folicular em mamiferos, atuando na proliferacdo das células foliculares e esteroidogénese
(LUCY, 2000). E sabido que o IGF afeta a competéncia e a maturacio oocitaria. Em eqiinos, a
adicdo de IGF-1 a0 meio de maturacdo in vitro ndo alterou a taxa de maturacdo nuclear, mas
exerceu um efeito positivo na maturacdo citoplasméatica (CARNEIRO et al, 2001). Alem disso,
exerce acdo como fator anti-apoptético durante a maturagdo de oocitos (WASIELAK e
BOGACKI, 2007).

Pelo fato de o sistema MIV-C conter IGF-1 em sua constituicdo, a quantificacdo da
expressdo do receptor IGF1R se torna interessante.

O fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF9) pertence a superfamilia TGF-B e esta
envolvido na regulagdo da foliculogénese (SHIMIZU et al, 2004). O GDF9 também inibe a

apoptose de células da granulosa e a atresia folicular (ORISAKA et al, 2006) e tem sido
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relacionado a comunicacao entre as células do cumulus e o odcito (GILCHRIST e THOMPSON,
2007).

Altos niveis da forma madura de GDF9 no fluido folicular de humanos foram
significativamente correlacionados com odcitos maduros e qualidade embrionéria, ou seja, a
competéncia oocitaria (GODE et al, 2011).

O GDF9, por ser um fator de fundamental importancia para o crescimento folicular,
incluindo a maturacdo oocitaria, trata-se de um bom marcador de competéncia para o

desenvolvimento.

3.2. Condic0es de cultivo

As células foliculares possuem um importante papel fisiolégico na formacgéo dos foliculos
ovarianos, bem como na maturacdo do odcito. Antes de a ovulagdo acontecer, as células da
granulosa dos foliculos pré-antrais e foliculos antrais pequenos sofrem um intenso periodo de

proliferacdo e diferenciacdo e subsequente mudanca na secrecdo hormonal (RICHARDS, 1979).

Estes eventos sdo finamente regulados por acdes autdcrinas, paracrinas e endécrinas. Os
mecanismos enddcrinos do desenvolvimento folicular ja estdo bem estabelecidos, no entanto, as

acOes que envolvem regulacdo intraovariana necessitam ainda de muito estudo.

Este tipo de investigacdo € feito, principalmente, através de cultivos in vitro de células
foliculares, devido ao alto custo dos estudos in vivo e também por causa de limitacbes
metodoldgicas. Por este motivo, as descobertas nesta area somente devem ser consideradas
relevantes se as caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e moleculares das células cultivadas
forem mantidas durante a cultura (CAMPBELL et al, 1996; ROBERTS et al, 1994).

Modelos de cultura de células da granulosa tém sido amplamente descritos, onde 0s
autores sempre utilizam soro em sua constituicdo. O papel do soro € interessante até certo ponto.
Ele promove a proliferagdo celular, é rico em hormonios, lipideos, sais minerais, fatores de
crescimento, sendo por isto amplamente utilizado. No entanto, o soro possui fatores cuja natureza
e quantidade sdo desconhecidas, o que afeta a fidelidade da atividade celular. Além do mais
apresenta muita variacdo entre os lotes utilizados, o que leva a necessidade de alto controle de
qualidade e dificulta a padronizagéo de protocolos experimentais (FRESHNEY, 2000).

Estudos que utilizam a adicdo de soro ao cultivo de células da granulosa de ovelha,
(CAMPBELL, 1989; WEBB ¢ MCBRIDGE, 1990) e de vaca (LANGHOUT et al, 1991), relatam

que essas sofrem luteinizacdo espontanea, resultando numa répida queda da concentracdo de
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estradiol e aumento da secrecdo de progesterona (CAMPBELL, 1989; GONG et al, 1994,
LANGHOUT et al, 1991) na cultura.

Observa-se, entdo, a necessidade do desenvolvimento de um sistema de cultura que seja
capaz de manter a atividade estrogénica, uma vez que num foliculo em desenvolvimento a
relagdo estradiol : progesterona é alta.

Modelos que ndo utilizam soro em sua constitui¢cdo sdo entdo necessarios porque, embora
0 soro possua Vvarios fatores essenciais para o desenvolvimento celular, como horménios, fatores
de crescimento e de proliferacao celular, é impossivel controlar ou identificar os constituintes que
afetam o processo de diferenciacdo celular (GUTIERREZ et al, 1997).

Um sistema de cultura livre de soro foi desenvolvido, no qual o soro foi substituido por
albumina sérica bovina (BSA). Neste sistema, as células foliculares de ovinos (CAMPBELL et
al, 1996) e bovinos (GUTIERREZ et al, 1997) mantiveram a secrec3o de estradiol aumentada por
todo o tempo da cultura.

Gutiérrez et al (1997) descreveu pela primeira vez um sistema de cultura para células da
granulosa bovinas, na qual a secrecdo de estradiol foi induzida e mantida por 6 dias em resposta a
concentracgdes fisioldgicas de FSH, IGF-1 e insulina, o que proporcionou a diferenciacéo celular
semelhante a situacdo in vivo, ou seja, foi criado um modelo que possibilita o estudo dos fatores
fisioldgicos que regulam a proliferagdo e diferenciacéo celular.

Mingotti e colaboradores (2002), no entanto, encontrou contaminagdo de progesterona no
BSA, sendo este modelo considerado entdo um sistema semi-definido.

Ali e Sirard (2002) utilizaram PVP (polivinil pirrolidone) e PVA, macromoléculas
sintéticas na maturacao in vitro de o0citos bovinos em substitui¢cdo ao soro e ao BSA, chegando a
conclusédo de que CCOs bovinos podem ser maturados in vitro na auséncia de soro, ou BSA, sem
nenhum efeito negativo no desenvolvimento embrionario. Acharam, ainda, que a suplementagéo
do meio de maturacdo com PVP-40 promove maior desenvolvimento embrionério até o estagio
de blastocisto, do que quando o meio de cultivo é suplementado com soro ou BSA (34,6%,
20,6% e 17,4% respectivamente).

A substituicdo do soro por alcool polivinilico (PVA) tem
se mostrado adequada para a maturac&o in vitro (ABEYDEERA et al, 1998). Alcool polivinilico
é um polimero sintético, com um peso molecular de 30.000-70.000. E usado nos meios de
cultura para estabilizacdo da pressdo osmotica e como surfactante e quelante de metais pesados
(HIRAO et al, 2004). Ha evidéncias de que o PVA pode substituir as proteinas (ALI et al, 2002)
na MIV de odcitos bovinos sem prejudicar seu posterior desenvolvimento (DOWNS et al, 1991;



18

LONERGAN et al, 1992; MONAGHAN et al, 1993; KESKINTEPE et al, 1996; WATSON et
al, 2000; MIZUSHIMA et al, 2001).

Montrezor (2002) descreveu pela primeira vez um sistema de cultura de células da
granulosa totalmente definido, a-MEM + PVA, no qual o BSA foi substituido por PVA. Nesse
sistema, a producdo de estradiol foi elevada até 48 horas de cultura e se manteve até 144 horas,
além da morfologia das células ter sido preservada. Portanto, foi desenvolvido um sistema
estritamente definido que permite o estudo dos fatores fisiologicos que regulam a proliferacéo e
diferenciacéo celular.

As células da granulosa cultivadas sob tais condi¢cBes mostraram in vitro atividade
funcional de CG da fase folicular do ciclo estral, mantendo a sinalizagéo odcito — CG que inclui a
secrecdo de diferentes fatores, incluindo o OMI (inibidor da maturacdo oocitaria). Conclui-se,
entdo, que o desenvolvimento de um sistema de cultura definido de CG bovinas produtoras de
estradiol mimetiza um foliculo em desenvolvimento, permitindo a avaliacdo detalhada do
desenvolvimento e esteroidogénese folicular e maturacdo oocitaria (COLLARES e ROSA e
SILVA, 2003; PICCINATO et al,2002; ROSA e SILVA et al, 2002; VIREQUE et al, 2003).

O pequeno entendimento que temos a respeito da limitada aquisicdo de competéncia pelos
odcitos durante a maturacao in vitro pode ser esclarecido através do cultivo destes em um sistema
definido (Mc KIERNAN e BAVISTER, 1992).

O estabelecimento de sistemas de cultura que podem mimetizar as condi¢Oes de
maturacdo de odcitos in vivo pode prevenir ou minimizar a interferéncia das condi¢des de cultura
sobre 0s 00citos, uma vez que sabemos que as condicGes de cultura e fatores intrinsecos do oécito

séo determinantes para a competéncia oocitaria (SIRARD et al, 2007).

3.3. Mecanismos de inibi¢cdo da retomada da meiose

Como observado por Pincus e Enzmann (1935), quando o odcito é retirado do ambiente
folicular, ocorre a retomada da divisdo nuclear. Tal fato resulta na condensacdo cromossémica,
levando ao blogueio da atividade transcricional e € acompanhado por profundas modificaces no
padrdo de sintese proteica, que leva a modificagdes importantes do padrdo de maturacdo
citoplasmatica (DE SOUZA et al, 1998; LONERGAN et al, 1994; WU et al, 1996). Observa-se
entdo, uma perda na sincronia entre maturacdo citoplasmatica e nuclear, o que influencia
negativamente a aquisi¢do de competéncia oocitéria.

Para tentar resolver este problema, varias modificacbes nas condi¢cBes de maturacdo
utilizadas atualmente tém sido propostas, tais como o estabelecimento de dois passos de cultivo

incluindo uma pré-maturacdo na presenca de um inibidor sintético de maturacdo nuclear, ou co-
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cultivo com células, ou tecidos foliculares (FRANZ et al, 2002; LE BEAUX et al, 2003;
MACHALKOVA et al, 2004; SIRARD et al, 1993; 1992).

A inibicdo da retomada da meiose tem sido sugerida como meio através do qual os odcitos
adquirem um tempo adicional para sofrer as modificacBes necessarias para aquisicdo de
competéncia (LONERGAN et al, 2000). Portanto, este tempo adicional possibilitaria uma melhor
sincronizacdo entre 0s processos de maturacdo nuclear e citoplasméatica com objetivo de
maximizar a producdo de embrides (FRANZ et al, 2002; LE BEAUX et al, 2003;
MACHALKOVA et al, 2004; SIRARD et al, 1993; 1992). Para este fim, e para o estudo dos
pontos de controle do processo maturacional, inibidores farmacoldgicos e fisiologicos da
maturagdo nuclear tém sido amplamente testados. (LE BEAUX et al, 2003).

Inibidores de transcricdo

Embora seja pequeno o nivel de atividade transcricional que o odcito mantém apos estar
plenamente desenvolvido, este pode ser necessario para ativagdo de genes relacionados a
aquisicdo de competéncia, bem como de genes que sinalizam para a retomada da meiose. O
cultivo de CCOs bovinos na presenca de inibidores de transcricdo, pode levar a inibicdo da
sintese de mMRNASs necessarios para estas importantes funcdes fisiologicas ( RODRIGUEZ e
FARIN, 2004). Para o estudo da importancia da sintese de mMRNA durante a maturagdo de o0citos
bovinos, tem sido adicionado ao meio de maturagéo, inibidores da enzima RNA polimerase II,
como o-amanitin e 5,6-dicloro-1-B-D-ribofuranosylbenzimidazole (DRB).

A oa-amanitin, composto isolado do cogumelo Amanita phalloides, € um inibidor de
transcricdo que se liga irreversivelmente a enzima RNA polimerase Il (WIT e KRUIP, 2001). A
adicdo deste inibidor no inicio do cultivo reduz a taxa de GVBD em CCOs para 75%
(TATEMOTO e TERADA,1995). No entanto, foi demonstrado que este composto ndo exerce seu
efeito na quebra da vesicula germinativa de odcitos desnudos, nem na auséncia de FSH
(KASTRORP et al, 1991b; TATEMOTO e TERADA,1995; WIT e KRUIP, 2001). A explicacdo
fisioldgica para o primeiro fato € que o seu sinal € transmitido via juncdes Gap, das células do
cumulus para o oocito e como seu efeito é cumulativo, a sensibilidade dos CCOs a este inibidor é
determinada pelo numero de células do cumulus que cercam o odcito. A sensibilidade dos CCOs
a o-amanitin também diminui com o aumento da atresia, uma vez que as células do cumulus véo
perdendo a comunicacdo que mantinham a medida que o nivel de atresia aumenta (WIT e
KRUIP, 2001). Ja a necessidade da gonadotrofina para a inibicdo da maturagdo nuclear mediada
pela a-amanitin se deve ao fato que o FSH gera um pico de cAMP intraoocitario (DOWNS et al,
1989), que sozinho, ndo é suficiente para manter o o6cito em vesicula germinativa, mas se unindo

ao efeito da a-amanitin leva ao bloqueio da retomada da meiose (WIT e KRUIP, 2001).
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A meiose bloqueada pela a-amanitin é parcialmente reversivel ap6s a retirada do inibidor
do meio de cultivo (MEINECKE e MEINECKE-TILLMAN, 1993), e o desenvolvimento
embrionario posterior ndo acontece, mostrando a necessidade da sintese de MRNA para 0 o6cito
adquirir competéncia (WIT e KRUIP, 2001). Altas taxas de degeneracdo oocitaria também séo
encontradas ap6s cultivo com a-amanitin (HUNTER e MOOR, 1987).

O DRB é utilizado para manter a meiose bloqueada em odcitos bovinos, de maneira
especifica e reversivel. O tratamento com DRB diminui a transcricdo de RNA total para apenas
57%, e blogueia a transcricdo de MRNA em aproximadamente 90%, sem demonstrar efeito sobre
a sintese proteica (FARIN e YANG, 1994). Quando adicionado ao meio de maturacdo a
intervalos de 4 horas por um periodo de 20 horas, é capaz de manter 80% dos odcitos em GV e
apos cultivo em meio sem DRB, aproximadamente 96% dos odcitos tém a meiose retomada e
alcancaram MIl (RODRIGUEZ e FARIN, 2004). Matus e Farin (1994), no entanto, concluiram
que o resultado da adicdo de DRB ao meio em intervalos de 8 horas no bloqueio da meiose nédo é
estatisticamente diferente de quando este é adicionado em intervalos de 3 horas, 61 e 72% de
vesicula germinativa respectivamente.

A inibicdo da GVBD mediada pelo DRB ¢é claramente mais efetiva na presenca de
suplementacdo com gonadotrofinas (LH/FSH), talvez pelo fato de que as gonadotrofinas inibam
um pouco a atividade transcricional, tornando o o6cito mais sensivel ao DRB. Foi observado
também que a inibicdo da atividade transcricional € acompanhada por inibicdo da expansdo das
células do cumulus, e que a habilidade do DRB manter os o6citos em GV € completamente
dependente da presenca destas células (FARIN e YANG, 1994).

Rodriguez e Farin (2004) mostram que a inibicdo da transcrigdo com DRB durante o
periodo de maturacdo, ndo compromete a subseqliente progressdo para MIl, ou o
desenvolvimento de blastocistos, representando um modelo de estudo para identificagcdo fatores
que regulam o inicio da quebra da vesicula germinativa.

Inibidores de sintese proteica

Wau et al, (1996) concluiram que uma quantidade significativa de proteinas é sintetizada
nas primeiras horas da maturagdo, com um pico de producéo entre 8 e 12h, sendo estas essenciais
para que ocorra a retomada da meiose. Portanto, inibidores de traducdo, ou de sintese proteica,
sdo considerados os mais potentes inibidores da maturacdo espontanea de o00citos bovinos
(FULKA et al,1986; TATEMOTO et al, 1994).

A ciclohexamida é uma tetraciclina, que inibe a sintese proteica por reter a proteina na
subunidade 80S do ribossomo, interferindo com a enzima peptidil transferase (VASQUEZ, 1974
apud SIRARD et al, 1998).



21

O tratamento de CCOs com ciclohexamida é capaz de prevenir a condensagdo
cromossémica em 80-90% dos odcitos, no entanto, quando se trata de odcitos desnudos, foi
observada uma alta taxa de condensacao cromossémica (40-57%), mostrando que além da sintese
protéica ser um pré-requisito para a GVBD, as celulas do cumulus também sdo responsaveis por
esta regulacdo (TATEMOTO et al, 1994).

A sintese de proteinas nas células do cumulus, ao contrério dos odcitos, continua
constante até 44 h de maturacdo, porém, existe uma consideravel diferenca entre as proteinas
sintetizadas pelas células foliculares e as sintetizadas pelo o6cito, que é refletido pelas diferentes
funcbes, metabolismo e morfologia dos dois tipos celulares. Para que ocorra a maturacéo
oocitéaria, o préprio odcito sintetiza as proteinas especificas que irdo regular a progressao do
evento, enquanto que as proteinas sintetizadas pelas células do cumulus irdo estimular, ou
modular este processo (WU et al,1996).

A adicdo de ciclohexamida 6,7 e 8 h depois do inicio da cultura resultou em 27, 74 e 87%
de retomada da meiose, respectivamente, corroborando com o fato de que a sintese de novas
proteinas é necessaria para que haja a GVBD. A adicdo do inibidor ap6s 11 h do inicio do cultivo,
no entanto, permitiu a GVBD, porém, apenas 13% dos odcitos chegaram ao estagio de MI,
indicando que a sintese proteica continua é requerida para a progressdo da maturacdo
(TATEMOTO e TERADA, 1995).

O efeito inibitorio da ciclohexamida é reversivel. O cultivo dos CCOs em meio sem
inibidor gera uma taxa de aproximadamente 80% de MII, sendo que a cinética da maturacao
nuclear em od6citos pré-cultivados com ciclohexamida é duas vezes mais rapida que em ovocitos
néo tratados (TATEMOTO et al, 1994).

Odcitos tratados com ciclohexamida por um periodo maior que 12 horas tém uma
diminuicdo na taxa de producéo de blastocistos. (LONERGAN et al, 1997).

Inibidores de atividade quinase

A ativagdo do MPF é o ponto chave da retomada da meiose em o0citos bovinos. Sabendo
que esta ativacdo envolve eventos de desfosforilagdo dos residuos de treonina e tirosina da
subunidade catalitica (p34) (DAI et al, 2000; GAUTIER et al, 1998), conclui-se que tal atividade
requer tanto sintese proteica, quanto eventos em cascata de desfosforilacdo/fosforilacdo. Portanto,
a prevencao da atividade do MPF nestes dois pontos de controle leva ao blogueio da progresséo
da meiose (LONERGAN et al, 1997).

Estudos com derivados de purinas, especificamente direcionados para inibigdo da

atividade do MPF, tém sido determinados e utilizados de forma bem sucedida para prevenir a
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meiose em pequenos organismos. Dentre estes inibidores, a roscovitina e o butirolactona,
possuem 0 mesmo mecanismo de acdo, que é a competicdo por sitios de ligacdo de ATP,
impedindo a ligacdo do ATP necessaria para as atividades de fosforilagdo, o que impede a
ativacdo do MPF (MEIJER, 1996).

Mermillod et al (2000), avaliaram pela primeira vez a utilizagdo de roscovitina em o06citos
de bovinos, e seus resultados mostram que este inibidor foi capaz de manter aproximadamente
80% dos oocitos em GVBD por 24 h de cultivo, quando utilizado em doses de 25, 50 e 100 uM,
sendo que este efeito inibitdrio foi revertido em 89% dos o00citos pré-maturados na presenca de
roscovitina e maturados na presenca de fator de crescimento epidermal (EGF).Nenhuma
diferenca significativa foi observada com relacdo a taxa de clivagem e desenvolvimento
embrionario até o estagio de blastocisto entre os CCOs maturados diretamente, ou submetidos ao
tratamento com roscovitina para o bloqueio da meiose.

Altas doses de roscovitina também sdo capazes de inibir a atividade de MAPKs, como a
erk 1 e erk 2 (MEIER et al, 1996). Este fato pode explicar porque uma pequena dose de
roscovitina, 12,5 pM, permite a quebra da vesicula germinativa, mas os oocitos que retomam a
meiose nao ultrapassam o estagio de MI (MERMILLOD et al,2000).

Foi observado que odcitos cultivados na presenca de roscovitina tém o padrao de sintese
protéica mantida e que esta pré-maturacdo também impede a queda da quantidade de mRNA de
ciclina B1 e CDK1 (ciclina dependente de quinase), o que geralmente ocorre durante 0 processo
de maturacdo in vitro (VIGNERON et al, 2004)

A pré-maturacdo com butirolactona, impede a ativacdo do MPF e da MAPK de maneira
reversivel. Ap6s 24 h de cultivo na presenca de 100 uM deste inibidor, 100% dos odcitos
permaneceram em GV, apresentando, apos 24 h de maturacdo em condi¢Ges padronizadas, 95%
de MII (ADONA et al, 2007a).

Adona et al (2007b), testaram vérias concentracdes para o bloqueio da meiose com
butirolactona, e perceberam que seu efeito € dose-dependente, varia de 65 — 97% de GV para
doses de 25 — 100 uM do inibidor, quando o cultivo ¢ feito na presenca de albumina sérica bovina
(BSA) ou soro. No entanto, se este for realizado em condi¢Oes definidas, concentragdes de 25 —
10 uM sao igualmente efetivas no bloqueio da meiose, gerando 95 — 99% de GV. Também foi
observado que a dindmica microtubular ndo foi afetada durante a MIV, fato de extrema
importancia, uma vez que o citoesqueleto é responsavel ndo so pela translocacdo de organelas
dentro da célula, mas também de mMRNAs e proteinas envolvidas, ou ndo com o ciclo celular, para
locais especificos (ADONA et al, 2007b; BREVINI et al, 2007).
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A pré-maturacdo com butirolactona ndo mostrou diferencas significativas em relagdo ao
grupo controle, com relacdo as taxas de clivagem e producdo de blastocistos (ADONA et al,
2007b).

O tratamento associado de pequenas doses de butirolactona e roscovitina € menos efetivo
no blogqueio da GVBD, cerca de 89% dos odcitos cultivados neste sistema apresentaram-se em
GV apo6s 24 h de cultivo (ADONA et al, 2007a).

A cinética da maturacdo em o0citos pre-maturados com pequenas doses de roscovitina
associada com butirolactona € acelerada, em comparacao ao grupo controle, ou seja, com 0 grupo
que ndo passou pelo tratamento de pré-maturacdo. A razdo para esta aceleracdo pode ser devida
ao fato que durante o bloqueio mei6tico, o odcito acumula fatores relacionados a progressao do
ciclo celular, e que nem todos os eventos relativos a maturacdo sdo bloqueados (ADONA et al,
2007a; VIGNERON et al, 2004).

Outro inibidor de atividade quinase é o N-6 dimetilaminopurina (6-DMAP), analogo do
antibidtico puromicina. Este inibe a desfosforilacdo dos residuos de tirosina do MPF, mantendo-o
inativo, pouco antes da GVBD (JESSUS et al, 1991).

Sem apresentar nenhum efeito sobre a sintese protéica, 0 6-DMAP é capaz de inibir
reversivelmente a GVBD (DODE e ADONA, 2001; NEANT e GERRIER, 1988). No entanto,
odcitos bovinos s6 permanecem com a meiose bloqueada se forem tratados nas primeiras 4 horas
de cultivo (FULKA et al, 1991).

Apesar de ndo alterar a taxa de odcitos maturados e a taxa de clivagem, apos o tratamento
com 6-DMAP a taxa de producdo de blastocistos cai consideravelmente em relagdo ao controle -
15,2 - 26,1% respectivamente (DODE e ADONA, 2001). Alguns autores sugerem que este
inibidor apresenta efeito toxico que pode levar a aberragbes cromossémicas (SIMILI et al,
1997).Cerca de 60-80% dos odcitos pré-maturados na presenca de 6-DMAP apresentam placa

metafasica anormal em relacdo ao controle (AVERY et al, 1998).

Inibidores fisioldgicos

Pincus e Enzman (1935), observaram pela primeira vez que ao ser retirado do ambiente
folicular o odcito reinicia a meiose, chegando a conclusdo que existem fatores foliculares que
atingem o odcito e inibem a retomada da maturacdo nuclear. Por este motivo e para que haja o
pleno entendimento do dialogo entre as células somaticas do foliculo ovariano e o odcito, além da
tentativa de se produzir um sistema de cultivo in vitro que mimetiza o ambiente folicular, varios
pesquisadores tém estudado o efeito do co-cultivo de porc¢des da parede folicular (HS), células da

teca, células da granulosa, e do fluido folicular na maturacdo do oocitaria.
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A utilizacdo de fluido folicular (FF) no meio de maturacdo tem o objetivo de melhorar as
condi¢cbes de MIV, devido ao fato deste ser o meio natural onde ocorrem 0S Processos
maturacionais in vivo, além deste ser responsavel pela nutricdo do odcito durante sua fase de
crescimento e ainda possuir fatores que inibem a maturagéo oocitaria (SIRARD e FIRST, 1988).

O efeito do fluido folicular na maturagdo oocitéria, no entanto, depende do tamanho do
foliculo do qual foi retirado (ALI et al, 2004; LONERGAN et al, 1994), do estégio do ciclo estral
(SIRARD et al, 1995) e da quantidade de fluido utilizada (ALI et al, 2004).

Fluido folicular derivado de foliculos grandes possui menor poder inibitorio do que FF
derivado de foliculos pequenos e médios (AYOUB e HUNTER, 1993; DOSTAL e PAVLOK,
1996) além de que este possui um efeito dose-dependente na inibicdo da meiose (SIRARD et al,
1992).

Fatores isolados do FF demonstram um efeito parcial sobre a inibicdo da meiose de
o6citos bovinos. O inibidor da maturacéo do o6cito (OMI- do inglés oocyte maturation inhibitor)
é um fator isolado do fluido folicular de porcas (SIRARD et al, 1998). Estudos demonstram que
a presenca de fluido folicular no meio de maturacdo reduz a taxa de GVBD nas primeiras 6 horas
de cultivo para 22 — 56% em comparacdo ao controle — 74%, mas ap0s 21 horas de cultivo, cerca
de 91% dos odcitos retomam a meiose mesmo na presenca do FF (SIRARD et al, 1992; SIRARD
e FIRST, 1988). De acordo com Coleman et al (2007) apds 24 horas de cultivo na presenca de
100% de FF, 1,9% dos odcitos estavam em vesicula germinativa, mas apenas 44,5% destes
alcancaram os estagio de teléfase | ou metafase Il, indicando, que este efeito inibitério é
associado com a finalizacdo, e ndo com a retomada da meiose.

Ali et al (2004), concluiram que a presenca de fluido folicular de foliculos competentes
como fonte proteica no meio de maturagdo em um sistema de cultivo suplementado com estradiol
e r-hFSH (FSH recombinante humano), aumenta a taxa de producdo de blastocistos e melhora a
qualidade dos embrides a niveis proximos a producéo in vivo de embrides. E sugerido que o FF
derivado de foliculos grandes contém algumas proteinas responsaveis por melhorar a
competéncia oocitaria, fazendo com que haja um aumento na taxa de produgdo embrionaria (ITO
et al, 2007).

A utilizagdo de células foliculares e até mesmo de hemi-sec¢bes de foliculos no meio de
maturacdo, tenta reconstituir in vitro o ambiente folicular com intuito de entender como os
mecanismos de retomada da meiose, ja que os eventos de maturagdo espontanea e luteinizacao
das células da granulosa ocorrem com a retirada do odcito do ambiente folicular.

Tais eventos ocorrem pela perda da comunicagdo odcito-células da granulosa, realizada
via juncdes Gap (LANUZA et al, 1998; TSAFRIRI e POMERANTZ, 1984). Cada juncéo gap é
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um canal composto por 6 subunidades chamadas conexinas, as quais sdo arranjadas de maneira a
formar um poro central (UNGER et al, 1999), que permite a transferéncia de metabdlitos tais
como nucleotideos, aminoacidos, acucares e sinais que regulam a maturacdo meidtica (EPPIG,
1991). Cheryl et al (2001), demonstraram que na auséncia da conexina CX43, a foliculogénese ¢é
interrompida antes dos foliculos se tornarem multilaminares, causando graves consequiéncias para
o0 desenvolvimento dos odcitos. Quando a rede de comunicacdo o00cito-CG, via junces Gap €
desconectada através da retirada do odcito do ambiente folicular, ocorre a retomada da meiose e
luteinizacdo das células da granulosa. (DE SOUZA et al, 1998; LONERGAN et al, 1994). Estes
resultados sugerem que a comunicacdo odcito- celulas foliculares est4 altamente correlacionada
com o controle da maturagédo nuclear.

Foote e Thibault (1969) citado por Sirard et al (1992), desenvolveram pela primeira vez a
co-cultura de hemi-secc@es foliculares e o0citos para a analise do estagio de maturagédo nuclear, e
concluiram que o contato entre as células da granulosa e as células do cumulus é essencial para a
manutencdo da GV e prevencdo da expansdo do cumulus. No entanto, Sirard et al (1992)
contradizem esta idéia, concluindo que a acdo inibitdria das hemi-sec¢des foliculares na GVBD é
diretamente relacionada com a quantidade de tecido presente na co-cultura e ndo com o contato
fisico direto entre o odcito e a parede folicular. O co-cultivo de uma HS em 50 pL de meio de
cultivo leva a uma taxa de inibicdo da GVBD de aproximadamente 50%, enquanto que 0 co-
cultivo de cinco HS no mesmo volume de meio leva a 70% de inibicdo da GVBD. Portanto, a
diferenca entre os resultados encontrados pode ser devida ao fato de que o volume de meio de
cultura do primeiro experimento ndo permitiu o acimulo de quantidade suficiente do inibidor,
concluindo que o efeito inibitorio da parede folicular é dose dependente, assim como o potencial
de reversibilidade do blogueio meidtico.

Para determinar qual o elemento da parede folicular tem o poder inibitério e se este efeito
é mediado via células do cumulus, Richard e Sirard (1996), cultivaram CCOs e o6citos desnudos
na presenca de células da teca (CT) e células da granulosa (CG) separadamente. Os resultados
demonstram que as células da teca mantém cerca de 66% dos odcitos em GV, enquanto que as
células da granulosa ndo foram efetivas no bloqueio da maturacdo, apenas 10% dos oocitos
cultivados na presenca destas permaneceram em GV. Quando odcitos desnudos foram co-
cultivados com células da teca, apenas 3 % destes tiveram a meiose inibida, demonstrando que o
fator inibidor é produzido pelas CT e atuam através das células do cumulus. No entanto, quando o
odcito € cultivado na presenca de uma alta concentracdo de células da granulosa, 10-100 milhdes/
mL, a meiose € inibida (SIRARD e BILODEAU, 1990). Sirard et al (1992) ainda concluem que o

efeito inibitdrio das CG é amplificado pela presenca de fluido folicular no cultivo.
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Se tanto células da granulosa quanto células da teca possuem a capacidade de bloqueio da
meiose in vivo, é possivel que as CG percam o potencial de inibicdo da GVBD mais facilmente
devido ao fato de possuirem uma maior capacidade de diferenciacdo ou luteinizacdo in vitro
quando cultivadas na presenca de soro (SKINNER e OSTEEN, 1988).

Quando CCOs séo cultivados na presenca de monocamada de células da teca e células da
granulosa oriundas de foliculos grandes ao mesmo tempo, a presenca das CG na cultura é capaz
de anular o efeito inibitorio das CT, no entanto, quando este co-cultivo é feito na presenca de um
ativador da proteina quinase A (PKA), o efeito inibitorio das células da teca ndo é anulado pelas
células da granulosa, levando a uma taxa de 53,4% de GV, mostrando que a ativacdo da PKA nas
CG leva ao bloqueio meidtico por ndo reverter a inibicdo causada pelas CT. Giometti et al
(2005), observaram que a presenca de angiotensina Il (10" M) foi responsavel por anular o
efeito inibitorio das células da teca quando estas foram cultivadas com o6citos bovinos, no
entanto, quando o cultivo ocorre na auséncia de células foliculares, a angiotensina Il ndo exerce
nenhuma influéncia.

Cultivos heterdlogos tém sido realizados para saber se o efeito inibitério das células
foliculares sobre a maturacédo é espécie-especifico. Tem sido demonstrado que fatores inibitorios
produzidos por células da granulosa de foliculos de porca séo ativos na inibicdo da meiose de
oocitos bovinos de maneira reversivel (KALOUS et al, 1993).

No entanto, existe uma hipétese que propde que a meiose € reiniciada apds a producado de
fatores estimulatérios pelas células foliculares. Sirotkin et al (1998) mostra que o co-cultivo de
CCOs bovinos com hemi-sec¢des foliculares de foliculos de porca aumenta significativamente a
taxa de oocitos maturados, indicando que as células foliculares secretam um fator promotor da
maturacdo que ndo é espécie-especifico. Foi demonstrado ainda que uma grande quantidade de
IGF-1 é produzida pelas células foliculares de porcinos e bovinos e estas atuam de modo a
estimular a maturagéo nuclear.

E muito provavel que o foliculo ovariano utilize reguladores tanto inibitorio, quanto
estimulatorios para garantir que no momento da ovulagédo o 00cito esteja no estagio de maturacéo
correto para ser fertilizado (SIRARD et al, 1998).

3.4. Justificativa

Uma das principais causas do baixo desempenho de o6citos maturados in vitro € o fato de
estes serem retirados de foliculos imaturos, e por isto, ainda ndo ter passado pelo processo de
aquisicdo de competéncia que ocorre no final do desenvolvimento folicular, logo apds o pico de
LH (BREVINI et al, 2007; SIRARD et al, 2006). Portanto, torna-se necessario o0 melhoramento
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da técnica de maturagdo in vitro (MIV) para permitir ao odcito se desenvolver in vitro de forma
mimética a situacao in vivo.

Por esta razdo, tem sido pesquisados sistemas de cultura que retardam a maturacao
nuclear. Com isso, sera obtido um tempo adicional para que as modificacGes citoplasmaticas e
moleculares acontecam e assim seja alcancada uma maior sincronia do processo maturacional
oocitario como um todo e a competéncia seja atingida.

Estudos propdem que duas etapas sejam realizadas antes da fertilizacdo in vitro, uma
etapa de pré-maturacdo, onde o odcito tem a meiose bloqueada, seguida da etapa que é a
maturacdo in vitro propriamente dita, onde ocorre a reversdo do bloqueio meidtico (FRANZ et al,
2002; LE BEAUX et al, 2003; MACHALKOVA et al, 2004).

Um sistema de cultura completamente definido desenvolvido por nosso grupo (MIV- C),
foi capaz de promover a inibicdo da retomada da meiose na auséncia de drogas que bloqueiam
estruturas celulares, mas na presenca de horménios e substratos metabdlicos (OLIVEIRA E
SILVA et al, 2011 - anexo A).

Com este sistema, foi obtida uma alta taxa de bloqueio, mais de 70% de inibi¢do da
meiose por um periodo de 24 horas sem causar danos ao aparato celular oocitario que impedisse
o0s odcitos cultivados de retomarem a divisdo celular quando colocados em meio de maturacdo
controle, ou seja, conseguimos uma alta taxa de inibicdo da meiose, porém totalmente reversivel.

Considera-se, portanto, o sistema MIV-C como um bom modelo para o estudo dos
eventos que ocorrem durante a pré-maturacdo do oocito sem a necessidade do uso de inibidores
de meiose, ja que fornece um tempo adicional para o estudo da sincronia entre maturacao
citoplasmatica e nuclear (OLIVEIRA E SILVA et al, 2011 — anexo B).

A pré-maturacdo em meio definido (MIV-C) ainda propiciou aos CCOs cultivados um
ambiente hormonal semelhante ao observado in vivo, pois as células do cumulus dos CCOs
mantiveram-se viaveis e com potencial esteroidogénico semelhante ao de um foliculo dominante,
ou seja, com alta producéo de estradiol durante todo o cultivo (OLIVEIRA E SILVA, 2008).

Com o desenvolvimento de um sistema de pré-maturacéo totalmente definido, o pequeno
entendimento que temos a respeito da limitada aquisicdo de competéncia pelos oocitos durante a
maturacdo in vitro, podera ser esclarecido (Mc KIERNAN e BAVISTER, 1992).

Ocorre que os testes realizados até entdo com esse sistema de cultura foram feitos com
CCOs cultivados por 24 horas em meio definido (MIV-C), seguidas de mais 24 horas de cultivo
em meio de maturagdo controle, ou seja, ndo é sabido ainda se o cultivo adicional de 24 horas no

proprio meio definido é capaz de reverter a inibicdo da maturagdo nuclear promovida



28

previamente, nem qual é o comportamento das organelas (maturacdo citoplasmatica), ou a
constituicdo molecular dos CCOs nesse cultivo adicional.

Os estudos foram portanto estendidos de maneira a analisar a maturacdo nuclear,
citoplasmatica e molecular de CCOs cultivados por 24 e 48 horas no sistema MIV-C e em uma
variacdo deste, MIV-B, que se trata de uma formulagdo mais simples de MIV-C, sem hormonios

e fatores de crescimento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta e manipulacédo dos ovarios

Foram utilizados ovarios de vacas abatidas nos abatedouros Friboi ®, localizados em
Formosa - GO, e Planaltina — DF, situados a aproximadamente uma hora e meia e uma hora,
respectivamente, do Laboratério para Estudo da Reproducdo —UnB, onde foram processados.
Imediatamente apds o abate, os ovarios foram imersos em solucdo fisioldgica a 30-35° C,
acrescida de antibidtico (SIRARD e BILODEAU, 1990). Ao chegar ao laboratério, estes foram
lavados em solugdo fisioldgica pré-aquecida, acrescida de antibiético e mantidos nesta mesma

solucdo em banho-maria a 35°C durante o processo de aspiracdo folicular.

4.2. Recuperacao dos odcitos

Os complexos cumulus oophorus (CCOs) foram aspirados de foliculos entre 2 e 8 mm de
didmetro, com boa vascularizagdo e coloragdo do fluido folicular. A aspiracdo foi feita com
seringas de 10 mililitros de volume acopladas a agulhas de 25 x 8. O fluido folicular foi
depositado em calice conico mantido em banho-maria a 35° C. Quinze minutos ap6s o término da
aspiracdo foi esperado para que houvesse a decantacdo dos CCOs e células da granulosa. Apos 15
minutos, o sobrenadante foi descartado e, o sedimento, ressuspendido em PBS e transferido para
placa de Petri mantida em placa aquecedora, na temperatura de 38°C. Com o auxilio de
microscopio estereoscopio, 0s CCOs foram selecionados. Os critérios para selecdo seguiram o0s
parametros de Blondin e Sirard, (1995). Foram cultivados CCOs que apresentaram citoplasma
escuro e homogéneo, podendo apresentar pequenas irregularidades e com no minimo trés
camadas de células do cumulus compactas, uniformes e sem pigmentagdes. Os CCOs
selecionados foram transferidos para uma placa escavada, onde foram lavados duas vezes em

meio PBS e uma vez no meio de cultivo do respectivo tratamento. Os cultivos foram realizados
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em placas Nunc de quatro pogos, em estufa com 95% de umidade, 5% de CO,, a 38,5° C, 48
horas.

Foram cultivados de 20-25 CCOs, por grupo experimental, por 24, 32, 40 ou 48 horas em
400 uL de meio definido (MIV-C ou MIV-B) ou por 24 horas em 400 uL. de meio de maturacao
controle (TCM-199+SFB). O meio de cultura ndo foi substituido ou reposto durante todo o tempo
de cultivo, e em todos 0s grupos.

4.3. Composicao dos meios de maturacao in vitro

Trés meios de MIV foram utilizados: um meio de maturacdo (controle) e dois meios
definidos.

O meio controle constituiu-se de TCM-199 suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), 49,9 ug/mL piruvato, 20ug/mL FSH e 50 1U/mL penicilina e estreptomicina.

A composi¢cdo dos meios definidos (MIV-B e MIV-C) estd relatada em uma patente
depositada pela Universidade de Brasilia (ROSA e SILVA et al, 2008). O MIV-C é composto de
meio alpha-MEM suplementado com PVA, 100ng/mL insulina bovina, 10ng/mL IGF-I,
androstenediona, aminoacidos ndo essenciais, 5ug/mL transferrina, 1,4ng/mL selénio,
bicarbonato, hepes e antibidticos. Ja 0 MIV-B possui a mesma composi¢do do MIV-C, porém nao

possui adi¢do dos hormonios insulina, IGF-I e androstenediona.

4.4. Avaliacdo da maturacao nuclear

Apbs o cultivo, os CCOs, foram retirados dos respectivos tratamentos, deshudados
mecanicamente e fixados em solucdo de etanol:&cido acético (3:1) por 48h para entdo serem
transferidos para ldminas de vidro, corados com lacmoide 1% e avaliados quanto ao estagio da
meiose em microscopio optico de contraste de fase, nos aumentos de 40 e 100X (SIRARD &
COENEN,1993).

Os CCOs foram classificados em: Imaturos (CCOs em vesicula germinativa, quebra da
vesicula germinativa e condensacdo cromossomica); Intermediarios (CCOs em metéafase |,

anafase | e telofase 1) ou Maduros (CCOs em metafase I1) (Fig.1).
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Fig.1. Configuracdes cromossdmicas da meiose. a; odcito em vesicula germinativa. b; o6cito em
quebra da vesicula germinativa. ¢; oécito em metafase I. d; odcito em anafase I. e; o6cito em
telofase I. f; odcito em metafase II.

4.5. Avaliacdo da maturacao citoplasmatica por microscopia eletronica de transmisséo

Os CCOs de cada grupo e do tempo zero foram processados para analise a0 microscopio
eletronico de transmissdo (n=42). Os CCOs foram fixados em solucdo contendo glutaraldeido
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2%, paraformaldeido 2%, sacarose 3% e CaCl2 5mM em tamp&o cacodilato de sédio 0,1M,
pH7,2 a temperatura ambiente por 1h e pds-fixados por mais 1h em tetroxido de 6smio 1%,
ferricianeto de potassio 0,8% e CaCl2 5mM em tampéo cacodilato de sédio 0,1M, pH7,2. Em
seguida os CCOs foram contrastados por 2h com acetato de uranila 0,5%, desidratados em
concentragdes crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) e emblocados em resina epoxy
Spurr. Secgdes semifinas foram coradas com azul de toluidina e examinadas ao microscépio
optico. Secgdes ultrafinas (70nm) foram contrastadas com acetato de uranila 3% e citrato de
chumbo 1%. Observacdes ultraestruturais foram realizadas com o microscépio JEOL-JEM 1011.
As imagens foram obtidas com a cdmera GATAN BioScan, modelo 792.

A maturacdo citoplasmatica foi avaliada de acordo com Hyttel et al, (1997) que
considerou como caracteristicas de imaturidade: pequeno espaco perivitelinico (PvS),
microvilosidades deitadas, mitocondrias presentes na regido cortical do odcito e a presenca de
grumos de granulos corticais. As caracteristicas de maturidade consideradas foram: PvS bem
desenvolvido, microvilosidade eretas, mitocondrias dispersas pelo citoplasma e granulos corticais
alinhados. As seguintes caracteristicas de transicdo: microvilosidades deitadas/eretas,
mitocondrias iniciando a dispersdo e granulos corticais se alinhando foram consideradas como em
processo de maturacdo ou maduras, ja que também foram observadas no nosso grupo controle

(maduro).
4.6. Avaliacdo da expressao génica em CCOs cultivados em MIV-C OU MIV-B
4.6.1. Extracdo do RNA total e transcricéo reversa

O RNA total foi extraido de trés pools de 10 odcitos por tratamento, previamente
desnudados mecanicamente e congelados em eppendorff em freezer a temperatura de -80°C até a
extracdo. A extracdo seguiu as recomendacdes do fabricante do kit RNeasy Micro Kit® (Qiagen,
Hilden, Alemanha). A lise das células foi feita com tampdo RLT acrescido de 10% de j-
Mercaptoetanol (B-ME; Gibco Brl Life Technologies, Nova York, EUA). O lisado foi
homogeneizado, acrescido de etanol a 70% e transferido para uma coluna de obtencdo do RNA.
Para lavagem foi adicionado tampdo RW1, e posteriormente foi realizada a incubagdo com
solucdo de DNAse por 15 minutos. Apds este periodo ocorreu novamente a lavagem com o
tampdo RW1 e com o tampdo RPE. Em seguida, foi feita a adi¢éo de etanol a 80% na coluna e
centrifugacdo para secar a membrana onde estava contido o RNA. Para eluicdo, foram utilizados
12 uL de agua RNAse-free, gerando um volume final de aproximadamente 11 pL (~55 ng).

A transcricéo reversa foi obtida com o kit comercial SuperScript 111 First-Strand
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Synthesis Supermix® (Invitrogen, California, EUA). Brevemente, 6 puL (~30ng) de RNA foram
utilizados em cada reacdo de sintese de cDNA. Uma reacdo contendo RNA, primer oligo dT,
tampdo de pareamento e agua livre de RNAse/DNAse foi incubada por 5 minutos a 65°C. Em
seguida, 12 pL de um mix (2X First-Strand reaction mix e SuperScript 11l RNaseOUT Enzyme
mix) foi adicionado a reacdo e esta foi incubada a 50°C por 50 minutos, seguido de 85°C por 5
minutos. O volume final foi de 20 uL (~14.000 ng) de cDNA por reacdo. Apés a extragdo e
transcricdo reversa, 1 pL do RNA e cDNA de cada amostra foram avaliados em
espectrofotdbmetro (Nanodrop ND-1000, Wilmington, EUA), para andlise da concentracdo e
pureza do material. O cDNA de cada grupo experimental permaneceu estocado em freezer a -
80°C ate posterior utilizagao.

4.6.2. PCR em tempo real

Para maior eficiéncia nas reacfes de PCR em tempo real, as quantidades dos primers
(IGF1R, GDF9, PRDX1, HSP70.1, GAPDH ¢ B-Actina) e de cDNA foram previamente
padronizadas. Apds padronizacdo, foram feitas reacbes com o kit comercial Power SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A reacdo contendo cDNA,
par de primers, Master Mix (dNTPs, referéncia passiva-ROX, SYBER Green) e 0,1 U de Taq
DNA Polimerase, em um volume final de 25 pL, foi incubada a 95°C por 10 minutos, seguido de
45 ciclos de 95°C por 15 segundos, temperatura de pareamento especifica para cada primer
(Tabela 1) por 30 segundos e extensdo a 60°C por 30 segundos. Controles negativos foram
preparados em que o cDNA foi omitido durante a reacdo. Foram feitas reacGes em triplicata para
cada amostra (de todos 0s grupos) das respectivas repeticdes em placas dpticas de reacdo de 96
pocos (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

A quantificacéo relativa foi realizada utilizando-se o método do CT comparativo, com 0S
resultados expressos em relacdo a genes de referéncia endogena e um grupo calibrador (grupo
controle). Os genes de referéncia endogena foram GAPDH e B-Actina, pois estes genes sao
utilizados em varios trabalhos de expressdo génica em odcitos bovinos (Mourot et al, 2006;
Sagirkaya et al, 2007) e tém fornecido bons resultados por apresentar pouca variagdo nos niveis
de mRNA durante a MIV (Bettegowda et al, 2006). Como grupos calibradores foram utilizados

odcitos do tempo zero (imaturos) e o sistema de maturacdo controle (Tratamento T24).
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Tabelal. Sequéncia dos primers especificos, temperaturas de pareamento, tamanho dos produtos

e fonte de acesso as sequéncias no GeneBank

Produto Sequéncia do primer Temp. Tamanho do N° de acesso
pareamento produto GeneBank/Ref
IGFIR F5 -CGCTGGATGTCCCCTGAGT - 3' 53°C 180pb (Bertolini et al., 2002)
R5 -GTTGTCCGGCTTGTCCAGAA- 3'
GDF9 F 5°GACCCCTAAATCCAACAGAA3’ 53°C 120pb NM_174681
R 5’AGCAGATCCACTGATGGAA3
PRDX1 F 5’ATGCCAGATGGTCAGTTCAAG3’ 53°C 224pb (Mourot et al., 2006)
R 5’CCTTGTTTCTTGGGTGTGTTG3
HSP70.1 F 5’AACAAGATCACCATCACCAACG3’ 59°C 275pb NM 174550
R 5’TCCTTCTCCGCCAAGGTGTTG3’
B-Actina F 5’GACATCCGCAAGGACCTCTA3’ 53°C 205pb NM_173979
R 5’ ACATCTGCTGGAAGGTGGAC3’
GAPDH F 5°CCAACGTGTCTGTTGTGGATCTGA3’ 53°C 237pb (Mourot et al., 2006)

R 5’GAGCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG3’

4.7. Delineamento experimental

Como a inibicdo da maturacdo nuclear foi observada em CCOs cultivados por 24h em
MIV-C, um periodo adicional de cultivo (24h) nesse mesmo meio foi realizado para avaliar a
capacidade de reversdao do bloqueio meidtico. Além disso, a cinética da maturacdo foi analisada
em outro meio desenvolvido pelo laboratério, o0 MIV-B. Para isso foi realizada uma avaliacéo
tempo-dependente da maturacdo nuclear oocitaria onde os CCOs foram cultivados em meio
definido (MIV-B ou MIV-C) por 24, 32, 40 e 48h.

Os tratamentos foram nomeados da seguinte maneira:
e T24: CCOs cultivados por 24 horas em meio de maturagao controle;

e B24, B32, B40 e B48: CCOs cultivados por 24, 32, 40 e 48 horas respectivamente, em
MIV-B;

e (C24, C32, C40 e C48: CCOs cultivados por 24, 32, 40 e 48 horas respectivamente, em
MIV-C.

Para andlise da maturacdo citoplasmética, tanto por microscopia eletrdnica, quanto por
expressao génica, o grupo Oh, constituido por CCOs recém-aspirados dos foliculos, ou seja, sem

passar por nenhum tratamento, foi considerado o controle imaturo.
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Experimento 1: Avaliacdo tempo-dependente da maturagdo nuclear:

Os CCOs (n= 774) recuperados e selecionados como descrito anteriormente foram cultivados
nos tratamentos citados anteriormente e apds o tempo de cultivo foram analisados quanto a
maturacdo nuclear. Para avaliar o efeito dos diferentes tratamentos e tempos de cultivo na

cinética da maturacdo nuclear, quatro replicatas de cada grupo experimetal foram realizadas.

Experimento 2: Avaliacdo tempo-dependente da maturacdo citoplasmatica por microscopia

eletronica de transmissdo (MET):

Para esta analise, apenas os tempos de cultivo de 24 e 48h foram utilizados, além do
grupo Oh (controle imaturo). Quantidades diferentes de CCOs foram utilizadas devido a
dificuldades no processamento. Amostras com fixacdo ou contrastacdo inadequadas que

resultaram na impossibilidade da analise foram descartadas.

Grupos
Imaturo/Oh T24 B24 C24 B48 C48

4CCOs | 9CCOs | 10CCOs | 6 CCOs | 9CCOs | 4 CCOs

Experimento 3a: Avaliacdo da expressdo génica de odcitos cultivados por 24 ou 48h em MIV-C:

Os grupos experimentais foram: cada aliquota = 10 odcitos
e Imaturo: odcitos do tempo Oh (controle imaturo);

e T24 CP: odcitos com corpusculo polar (CP) cultivados por 24h em meio de maturacgao

controle (controle maduro);
e (C24-CP: odbcitos com CP cultivados por 24h em MIV-C;
e (C24-SCP: odcitos sem CP cultivados por 24h em MIV-C;
e (C48-CP: odcitos com CP cultivados por 48h em MIV-C;

e (C48-SCP: odcitos sem CP cultivados por 48h em MIV-C.
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Experimento 3b: Avaliacdo da expressdo génica de odcitos cultivados por 24h em MIV-B:

Os grupos experimentais foram: cada aliquota = 10 o6citos

Imaturo: o6citos do tempo Oh (controle imaturo);

e T24 CP: odcitos com corpusculo polar (CP) cultivados por 24h em meio de maturacao

controle (controle maduro);
e B24-CP: o6citos com CP cultivados por 24h em MIV-B;

e B24-SCP: odcitos sem CP cultivados por 24h em MIV-B.

4.8. Analise estatistica

Os resultados da andlise da maturacdo nuclear, bem como da analise da maturacédo
citoplasmatica por microscopia eletrénica de transmissdo foram expressos em porcentagem. As
diferencas foram comparadas pelo teste do qui-quadrado e consideradas significativas quando 0s
valores de probabilidade eram iguais ou menores que 0,05 (P<0,05).

Para a andlise da quantificacdo relativa dos genes foi utilizado o programa Relative
Expression Software Tool(REST®) que possui 0 modelo estatistico Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation TEST® (versdo 384 - Beta, 2005) (PFAFFL, 2001) o qual foi utilizado para
analisar os dados obtidos da quantificacdo relativa da PCR em tempo real. Esse modelo foi
desenvolvido com base em testes de permutacdo, que sdo uma alternativa a ser utilizada quando
testes paramétricos ndo podem ser usados. Esses testes obtém resultados a partir de permutagdes
aleatdrias dos dados do experimento. Para analise da quantificacdo relativa utilizou-se como
referéncia endogena o gene da -Actina, cujo coeficiente de variagdo entre as amostras foi menor

guando comparado com 0 GAPDH.
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5. RESULTADOS

Apbs 24h de cultivo em meio de maturacdo controle (T24) cerca de 80% dos CCOs
completaram a maturacao nuclear, enquanto que aproximadamente 70% dos CCOs cultivados em
meios de cultura definidos (MIV-B e MIV-C) permaneceram imaturos (Figs. 2 e 3). Com o
objetivo de verificar a reversibilidade desta inibicdo da maturagdo nuclear, uma avalia¢do tempo-
dependente foi realizada, onde os CCOs foram cultivados por mais 24h em MIV-B (B32, B40 e
B48) ou MIV-C (C32, C40 e C48).

Durante as 24h adicionais de cultivo em MIV-C (C32, C40 e C48) o bloqueio meidtico foi
mantido, e somente 30% dos CCOs apresentaram-se maduros (Fig. 2B).

A taxa de CCOs maduros, em metafase Il, cultivados em MIV-B por 48h (B48) foi o
dobro da observada apds as primeiras 24h de cultivo (Fig. 2A). O grupo B32 apresentou a maior
taxa de oocitos em metafase Il das 48h de cultivo neste meio, aproximadamente 50%, sendo
significativamente diferente do grupo C32 (Fig. 3B). A taxa de CCOs imaturos encontrada em
B32, B40 e B48 variou entre 50 e 60% (Fig 2A).

Na comparacdo do estagio da meiose encontrado quando os odcitos foram cultivados em

MIV-B ou MIV-C, ndo foram observadas diferencgas significativas nos tempos de 24, 40 e 48h
(Fig.3).
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Fig. 2. A) Estagio da maturagdo nuclear de CCOs bovinos (n=536) cultivados em meio de maturagdo controle por
24h, ou em MIV-B por 24, 32, 40 e 48h. Porcentagem de odcitos imaturos, intermediarios e maduros. B) Estagio da
maturagdo nuclear de CCOs bovinos (n=525) cultivados em meio de maturacdo controle por 24h, ou em MIV-C por
24, 32, 40 e 48h. Porcentagem de odcitos imaturos, intermediarios e maduros.

Letras mindsculas: diferenca entre estagio da meiose dentro do mesmo grupo (p<0,001). Letras mailsculas: diferenca
entre grupos dentro do mesmo estagio de maturacéo (p<0,05).



39

80 - 60 |
*
60 50 1
40 |
10 mE24 a0 mB32
Oc3z2
C24 g
20 | ] 20
10 4 *
Imaturo Intermedmrlo Maduro Imaturo  Intermediario  Maduro
(B)
70 - 20 -
60 - 70
50 - 60 -
40 | 20 1
WB40 ] mEB48
30 | 40
0cao 30 0c4a8
20 20 -
10 -
3l BN =
0 - T -_‘ T 1 0 A T T
Imaturo  Intermedidrio  Maduro (C) Imaturo  Intermediario  Maduro (D)

Fig. 3. A-D: Estégio da maturacéo nuclear de CCOs bovinos (n=483) cultivados por 24h (A), 32 (B), 40 (C) e 48h
(D) em MIV-B ou MIV-C. No eixo Y, os dados estdo expressos em porcentagem de o6citos imaturos, intermediarios
e maduros.

* diferencas entre grupos dentro do mesmo estagio de maturacéo (p<0.05).

As caracteristicas citoplasmaticas foram expressas em porcentagem de CCOs analisados
(Tabela 2). Complexos cumulus od6citos imaturos (Oh) apresentaram caracteristicas de
imaturidade de acordo com Hyttel et al (1997). Estas foram: mitocondrias na regido do cértex do
odcito (Figs. 4a, 4e), granulos corticais (GC) em grumos no citoplasma (Fig. 4c), a presenca de
microvilosidades (Mv) deitadas entre a zona pelicida e a membrana plasmatica (Fig. 4b) e as

ceélulas do cumulus (CC) compactas (Fig. 4d).

Depois de 24h de cultivo em meio de maturacdo controle (T24), a maior parte dos CCOs
alcancou o estagio de MII da meiose e o citoplasma destes também apresentou caracteristicas de
maturacdo. Estas foram espaco perivitelinico (PvS) bem desenvolvido e mitocéndrias dispersas
pelo citoplasma (Fig. 4f), bem como GC alinhados & membrana plasmatica e Mv eretas (Fig. 4Q).

A expansdo das CC também foi observada nesse grupo e caracteriza um odécito maduro (Fig. 4f).

No decorrer das 48h de cultivo em MIV-B (B24 e B48), os CCOs apresentaram CC sem
expansdo (compactas) (Fig. 6a) e pequeno PvS (Figs. 5a, 5b, 6d), sendo semelhante ao grupo Oh
(Tabela 2). Microvilosidades eretas (Figs. 5a, 6d) e mitocondrias dispersas (Figs. 5d, 6¢) pelo
citoplasma foram observadas em pelo menos 45% dos CCOs analisados em todo o periodo (48h),

sendo que essa Ultima caracteristica se apresentou semelhante ao controle maduro no grupo
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cultivado por 24h (B24). Com relagdo aos GC, menos de 20% dos CCOs analisados apresentou
grumos durante as 48h de cultivo (Fig. 5b), sendo que mais de 80% destes apresentou GC
alinhados ou se alinhando (Fig. 6d), o que torna esse ponto semelhante ao controle maduro.
Notam-se entdo caracteristicas tanto de imaturidade quanto de maturacdo ou em processo de

maturacgdo citoplasmatica (Tabela 2) .

No cultivo com MIV-C, depois de 24h (C24), os CCOs exibiram como caracteristicas de
imaturidade: auséncia de expansao das CC (Fig. 6b), pequeno PvS (Fig. 7d) e GC em grumos em
50% dos CCOs analisados (Fig. 7e). A caracteristica de maturacdo observada semelhante ao
controle maduro (T24) foi a presenca de microvilosidades eretas em mais de 80% dos CCOs
(Fig.7c). As mitocondrias ligeiramente dispersas pelo citoplasma (Figs. 7a, 7b, 7c), e presenca de
GC alinhados em 50% dos CCOs analisados (Fig. 7d) foram consideradas como caracteristicas de

maturacao intermediarias, ou de odcitos em processo de maturacdo (Tabela 2).

Ao término das 48h de cultivo (C48), as CC continuaram compactas em todos os CCOs
analisados, o pequeno PvS (Fig. 8a) foi observado em metade dos CCOs e as Mv deitadas foram
vistas somente em 1 CCO (Fig. 8c). As caracteristicas de maturacdo ou em processo de
maturacdo consideradas foram PvS desenvolvido (Figs. 8b, 8d), mitocéndrias ligeiramente
dispersas (Fig. 8a) ou dispersas pelo citoplasma (Fig. 8b), GC se alinhando (Fig. 8c) e
microvilosidades eretas (Figs. 8d) em 50% dos CCOs analisados (Tabela 2).

Na comparagdo com o0s controles: imaturo (Oh) e maduro (T24), observa-se que os CCOs
cultivados nos meios definidos (MIV-B e MIV-C) estdo em uma fase de transi¢do, ou seja, 0S
CCOs estdo em processo de maturagcdo. Ressalta-se, no entanto o fato de que MIV-B apresentou
apos 24h de cultivo o padrao de dispersdao das mitocondrias e dos granulos corticais semelhantes
ao controle maduro, e MIV-C apresentou as microvilosidades eretas em taxa semelhante ao
controle T24.

Quando se compara MIV-B com MIV-C, nota-se que com relagdo ao PvS, tanto com 24
quanto com 48h de incubacdo, CCOs cultivados em MIV-B apresentam maior porcentagem de
PvS pequeno em relagdo aos CCOs cultivados em MIV-C (Tabela 2). O mesmo acontece quando
as microvilosidades sdo analisadas. Entretanto, quando o comportamento das mitocéndrias é
analisado, o cultivo de 24h em MIV-B proporciona uma maior dispersdo dessas organelas do que
0 cultivo pelo mesmo periodo em MIV-C. Com 48h de cultivo ndo ha diferenca entre os

tratamentos nesse quesito.
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A andlise dos granulos corticais mostra um adiantamento do processo de maturagdo dos

CCOs cultivados por 24h em MIV-B em comparacdo com os CCOs cultivados por 24h em MIV-

C (Tabela 2). No entanto, com 48h de cultivo tudo se iguala novamente.

cultivados por até 48h (Tabela 2).

Tanto MIV-B quanto MIV-C ndo promovem a expansdo das CC quando os CCOs sao

Tabela 2. Caracteristicas ultra-estruturais de CCOs bovinos imaturos e CCOs cultivados por 24h

em meio de maturacao controle (T24) ou por 24 ou 48h em MIV-B ou MIV-C.

Imaturo/Oh  T24 C24 C48 B24 B48
(n=4) (n=9) (n=6) (n=4) (n=10) (n=9)
CC Compactas 100 (4)* 0% 100 (6)** 100 (4)* 100 (10)* 100 (9)**
Expandidas 0" 100 (9)™® o™ 0°A 0" 04
PvS  Pequeno 100 (4)*  22.23(2)*® 66.67 (4)* 50 (2)* 100 (10)* 100 (9)*
Desenvolvido 0°* 77.77 (7)"® 33.33(2) 50(2)% 0°A oA
Mv  Deitadas 100 (4)* 0% 16.7 (1)*  25(1)* 30 (3)*° 44.44 (4)%°
Deitadas/ oA 22.23(2)*® o™ 25 (1) 20 (2)® 11.11 (1)"™®
Eretas
Eretas (1 7777 (7)®® 833(5)® 50(2) 50 (5)*© 44.44 (4)*°
Mit  Cortex 100 (H* 0% 0%® 0% 20 (2)*° 33.33(3)*
Ligeiramente 0" 22.23(2)"® 100(6)* 50 (2)"° 20 (2)® 22.22 (2)*®
dispersas
Dispersas (1 7777 (1) 0* 50 (2)*© 60 (6) *® 44.44 (4)°P
GC  Grumos 100 (4)*  11.12(1)*® 50(3)* 0% 20 (2)*® 11.11 (1)*®
Alinhando (0 33.33(3)"® 50(3)*® 50 (2)*® 40 (4)"® 44.44 (4)"®
Alinhados 0" 55.55 (5)®® 0™ 50 (2)*® 40 (4)"® 44.44 (4)"®

CC,células do cumulus; PvS, espaco perivitelinico; Mv, microvilosidades; Mit, mitocondrias; GC, granulos corticais.

Os dados estdo expressos em porcentagem de CCOs analisados e 0 nimero esta descrito entre parénteses.
2P | etras minGsculas indicam diferencas entre as caracteristicas de maturagéo citoplasméatica dentro do mesmo grupo

experimental (P<0,0001)

ABCD | etras maitsculas indicam diferencas dentro da mesma caracteristica de maturagdo citoplasmética e entre os

diferentes grupos experimentais (P<0.05)
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Fig. 4. Ultra-estrutura de CCOs bovinos imaturos (0h)- Fig. a-e; e cultivados em meio de maturacdo padréo por 24h
(T24)- Fig. feqg.

a) Observe as mitocéndrias (M) no cortex do o6cito e as gotas de lipideos (L). 2000x.

b) Observe as microvilosidades deitadas (setas). 50000x

c) Observe o grumo de granulos corticais (circulo). 15000x.

d) Observe as células do cumulus (CC) compactas. 2500x.

e) Observe as mitocondrias (detalhe da fig. a). 5000x.

f) Observe a distribuicdo das mitocondrias (M) pelo citoplasma, o espago perivitelinico (PvS) desenvolvido e as
células do cumulus (CC) expandidas. 3000x.

g) Observe os granulos corticais alinhados (setas) e as microvilosidades (Mv) eretas. 10000x.
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Fig. 5. Ultra-estrutura de CCOs bovinos cultivados em MIV-B por 24h (B24).

a) Observe a disposi¢do das mitocondrias (M) na regido cortical do o6cito, o pequeno espaco perivitelinico (PvS), as
microvilosidades (Mv) eretas e o ndcleo (N). 3000x.

b) Note o grumo de granulos corticais (GC) (seta), 0 pequeno PvS e as Mv eretas.10000x.

¢) Observe os GC alinhados (setas) e as Mv deitadas/eretas (Mv). 10000x.

d) Observe o inicio da distribuicdo das mitocondrias pelo citoplasma (M). 4000x.



Fig. 6. Ultra-estrutura de CCOs bovinos cultivados em MIV-B por 48h (B48).

a) Observe que as mitocondrias (M) estdo localizadas na regido cortical do odcito e as células do cumulus estéo
compactas. 2000x.

b) Observe as mitocondrias (M) no cortex do odcito e as microvilosidades (Mv) deitadas. 8000x.

c) Observe que as células do cumulus estdo compactas (CC) e as mitocondrias estdo dispersas pelo citoplasma.
2500x.

d) Observe os granulos corticais alinhados (setas) e as microvilosidades (Mv) eretas. 20000x.

44



45

Fig. 7. Ultra-estrutura de CCOs bovinos cultivados em MIV-C por 24h (C24).

a) Observe as mitocdndrias dispersas por todo o citoplasma (pontos escuros-M) e as células do cumulus compactas
(CC). 1500x.

b) Observe o nicleo (N), as mitocondrias ligeiramente dispersas pelo citoplasma (M), o pequeno espaco
perivitelinico (PvS) e as células do cumulus compactas. 2000x.

c) Observe as microvilosidades eretas (setas) e as mitocéndrias (M). 5000x.

d) Observe os granulos corticais alinhados (circulos), as microvilosidades (Mv) deitadas/eretas e 0 pequeno PvS.
10000x.

e) Observe o grumo de granulos corticais (circulos e as microvilosidades (Mv) eretas.10000x.
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Fig. 8. Ultra-estrutura de CCOs bovinos cultivados em MIV-C por 48h (C48).

a) Observe as mitocondrias (M) ligeiramente dispersas (pontos escuros), as células do cumulus compactas e 0
pequeno PvS. 2500x.

b) Observe as mitocondrias (M) dispersas pelo citoplasma e o0 espaco perivitelinico (PvS) desenvolvido. 2500x.

c) Observe os granulos corticais se alinhando (circulo e setas) e as microvilosidades (Mv) deitadas. 8000x.

d) Observe o PvS desenvolvido e as microvilosidades eretas. 6000x.



47

Os resultados a seguir sdo da quantificacdo da expressdo génica dos CCOs cultivados em
meio de maturagdo controle (T24 com CP), ou cultivados por 24 ou 48h em MIV-C e estéo
mostrados nas figuras 9 - 12. Odcitos imaturos (tempo Oh) ou maduros (T24 CP, C24 CP e B24

CP) foram usados como grupos normalizadores (valor = 1).

Foi observado que na andlise do gene relacionado ao estresse térmico, HSP70.1, o0citos
imaturos (sem CP) apresentaram maior abundancia relativa do que o6citos maduros tanto quando
comparados ao normalizador imaturo (tempo Oh), quanto quando comparados ao normalizador
maduro (T24 CP) (Figs. 9a e 9b). Os odcitos imaturos cultivados por 24 ou 48h em MIV-C foram
semelhantes aos odcitos imaturos do tempo zero (Fig. 9a). Os odcitos maduros cultivados em
MIV-C por 24h ou 48h foram semelhantes aos odcitos maduros cultivados por 24h em meio de
maturacdo controle (T24CP) (Fig.9b).

Quando os grupos imaturos C24 SCP e C48 SCP foram comparados aos normalizadores
maduros C24 CP e C48 CP respectivamente, foi observada uma maior abundancia relativa por

parte dos imaturos, tanto com o cultivo de 24 quanto com o cultivo de 48 horas (Figs. 9c e 9d).

Na andlise do gene relacionado ao estresse oxidativo, PRDX1, os odcitos maduros (com
CP) de todos os tratamentos também apresentaram menor abundéancia relativa em relacdo aos
imaturos (Fig. 10a). Dos odcitos imaturos (C24 SCP e C48 SCP), o grupo cultivado por 24h
apresentou expressdo semelhante a observada no grupo imaturo controle, porém os odcitos
cultivados por 48h apresentaram menor abundéncia relativa em relagdo ao normalizador imaturo
(Fig. 10a), sendo semelhante ao normalizador maduro. (Fig. 10b). Quando todos os grupos foram
comparados ao normalizador maduro, observou-se que somente o grupo C24 SCP apresentou
maior abundancia relativa do gene PRDX1 (Fig. 10b). Na comparagéo entre os grupos cultivados
em meio definido (C24CP X C24SCP e C48CP X C48SCP), os odcitos imaturos do grupo
cultivado por 24 horas (C24SCP) apresentaram maior abundancia relativa (Fig. 10c). J& o grupo

cultivado por 48 horas ndo apresentou diferenca na abundancia de mRNA (Fig. 10d).

A expressao do gene do receptor de IGF1 (IGF1R) foi semelhante em todos os grupos
analisados quando comparados aos normalizadores imaturo (tempo Oh) e maduro (T24 CP, C24
CP e B24 CP) (Figs. 11a - 11d).

A quantificagdo do gene GDF9 mostrou que o grupo imaturo C24SCP apresentou-se
semelhante ao normalizador imaturo (Fig. 12a), enquanto que C48SCP, também imaturo,

apresentou-se semelhante ao normalizador maduro (Fig. 12b).
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Quando comparados ao normalizador maduro, os odcitos cultivados por 24 em MIV-C,
tanto maduros (C24 CP) quanto imaturos (C24 SCP), apresentaram expressdao aumentada em
relacdo ao controle maduro. Na comparacao entre os grupos cultivados em meio definido por 24
ou 48h (Figs. 12c e 12d), uma maior abundancia relativa foi encontrada somente para o tempo de
24h no grupo imaturo (C24SCP) em relagéo ao maduro (C24CP).
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a) O grupo imaturo (0h) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).

b) O grupo T24 CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).
¢) O grupo C24CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).
d) O grupo C48CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).
Resultados demonstrados como média + erro padréo.

* Indica diferenga na comparac¢do com o normalizador (p<0,05).
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Fig. 10. Abundancia relativa do gene PRDX1 em odcitos bovinos cultivados em MIV-C.
a) O grupo imaturo (0h) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).

b) O grupo T24 CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).

¢) O grupo C24CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).

d) O grupo C48CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).
Resultados demonstrados como média + erro padrao.

* Indica diferenga na comparagdo com o normalizador (p<0,05).
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Fig. 11. Abundancia relativa do gene IGF1R em odcitos bovinos cultivados em MIV-C.
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a) O grupo imaturo (0h) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).

b) O grupo T24 CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).
¢) O grupo C24CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).
d) O grupo C48CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).
Resultados demonstrados como média + erro padrao.

* Indica diferenga na comparagdo com o normalizador (p<0,05).
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a) O grupo imaturo (0h) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).

b) O grupo T24 CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).
¢) O grupo C24CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).
d) O grupo C48CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).
Resultados demonstrados como média + erro padrao.

* Indica diferenga na comparagdo com o normalizador (p<0,05).
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Os resultados da quantificacdo da expresséo génica dos CCOs cultivados por 24h em
MIV-B estdo mostrados nas figuras 13-16. Odcitos imaturos (tempo Oh) e maduros (T24 CP ou

B24 CP) foram usados como grupos normalizadores (valor = 1).

Para os genes relacionados ao estresse (HSP70.1 e PRDX1) o resultado da quantificacédo
foi bem parecido (Figs. 13 e 14). Em ambos 0s casos odcitos imaturos (tempo Oh e B24SCP)
apresentaram maior abundéncia relativa do que odcitos maduros (T24CP e B24CP), sendo que
B24SCP foi semelhante ao normalizador imaturo (Figs. 13a e 14a). Os odcitos cultivados em
MIV-B, tanto os maduros (B24CP) quanto os imaturos (B24SCP), apresentaram maior
abundéancia relativa quando comparados ao normalizador maduro (T24CP) (Figs.13b e 14b). Na
comparacao entre os dois grupos cultivados em meio definido (B24CP e B24SCP), os o00citos

imaturos apresentaram maior abundéancia relativa (Figs.13c e 14c).

Na analise do gene IGF1R foi observado que os odcitos cultivados por 24h em MIV-B
(B24CP e B24SCP) apresentaram maior abundancia relativa do que os odcitos cultivados em
meio de maturacdo controle (T24CP) (Fig. 15b). No entanto, o resultado encontrado para o
cultivo em meio definido foi semelhante ao encontrado para o normalizador imaturo (Fig. 15a).
Na comparacéo entre os dois grupos cultivados em meio definido (B24CP e B24SCP), os o6citos

imaturos apresentaram maior abundancia relativa (Fig.15c).

O resultado da expressdo do gene GDF9 (Fig. 16) mostrou que todos 0s grupos
apresentaram menor abundancia relativa em relagdo ao normalizador imaturo (Fig.16a). No
entanto, em relacdo ao normalizador maduro, os odcitos cultivados em MIV-B (B24CP e
B24SCP) apresentaram maior expressdo (Fig.16b). Na comparagdo entre os dois grupos
cultivados em meio definido (B24CP e B24SCP), os odcitos imaturos apresentaram maior

abundéancia relativa (Figs. 16c¢, 16d).
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Fig. 16. Abundancia relativa do gene GDF9 em o6citos bovinos cultivados em MIV-B.

a) O grupo imaturo (0h) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).

b) O grupo T24 CP (maduro) foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1).

¢) O grupo B24CP foi utilizado como grupo normalizador (valor igual a 1). Resultados demonstrados como média +
erro padrao.

* Indica diferenga na comparagdo com o normalizador (p<0,05).
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6. DISCUSSAO
6.1. Maturacao Nuclear

Baseado no presente estudo foi concluido que o cultivo in vitro de CCOs bovinos
imaturos em meio estritamente definido (MIV-B e MIV-C) por 24 horas bloqueou a maturacao
nuclear (meiose) em uma taxa aproximada de 70%.

De acordo com um estudo previamente realizado (Anexo B), a reverséo dessa inibigéo foi
alcancada pelo cultivo adicional dos CCOs em meio de maturacdo controle (TCM-199) por um
periodo de 24h (OLIVEIRA e SILVA et al, 2011). No entanto, 0 mesmo resultado néo foi obtido
com o cultivo adicional no meio MIV-C (Fig.2b).

Uma variagdo do meio MIV-C, o MIV-B, foi testada e também promoveu a inibicdo da
meiose em cerca de 70% dos CCOs cultivados por 24h. O cultivo adicional de 24h no meio MIV-
B mostrou que a taxa de odcitos maduros apds 32h de cultura ficou em torno de 50%, ou seja,
mais que dobrou em relacdo as primeiras 24 horas de cultivo.

A remocdo do oocito do ambiente folicular e consequentemente da presenca dos fatores
inibitdrios 14 presentes faz com que o odcito tenha a meiose retomada (SIRARD et al, 1998).

Talvez a manutencdo do bloqueio meiotico induzido pelas condi¢bes de cultivo possa
promover um tempo adicional para que os oocitos sofram modificagbes ultraestruturais e
moleculares necessarias para a aquisicdo de competéncia (MACHATKOVA et al, 2004). Muitos
moduladores quimicos da progressdo meiotica tém sido testados para esse proposito, como
inibidores de sintese proteica e inibidores da atividade quinase. No entanto foi observado que a
taxa de producdo de blastocistos diminui com a utilizagdo desses moduladores (DODE et al,
2001; LONERGAN et al,1997).

No presente estudo, o blogueio da meiose foi promovido por meios de cultivo
estritamente definidos (MIV-B e MIV-C) sem o uso de moduladores da divisdo celular. No caso
do MIV-C, pode-se dizer que o blogueio promovido ndo causou nenhum dano no processo

maturacional, uma vez que a inibicdo foi completamente revertida apds o cultivo adicional em
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TCM-199 (OLIVEIRA e SILVA et a,1 2011). Ja com o MIV-B, o bloqueio foi parcialmente
revertido apds cultivo adicional nele mesmo. No entanto, o cultivo adicional em TCM-199 apds
24h de cultivo em MIV-B néo foi realizado neste estudo.

A aquisicdo de competéncia por parte dos odcitos é influenciada pelo meio de maturagéo
e seus suplementos (LONERGAN et al, 2003). Existe uma grande variacdo em relacdo a
composicdo dos meios de cultura entre os grupos de pesquisa. Embora o soro fetal bovino (SFB)
seja comumente adicionado ao meio de MIV, ele contém muitos componentes desconhecidos que
podem introduzir uma enorme variabilidade fisiologica ao sistema de MIV, o que impede a
padronizacdo necessaria para obtencdo de uma resposta consistente (CHIAN et al, 2003).

A busca pelo desenvolvimento de um meio de maturacdo in vitro de odcitos que seja
quimicamente definido e promova uma comparacdo valida entre maturagdo in vivo e in vitro e
assim a producéo de embrides in vitro nas mesmas taxas e qualidade das obtidas in vivo, foi o0 que
motivou esse trabalho.

O cultivo de células da granulosa em MIV-C, meio quimicamente definido que possui
horménios, anti-oxidantes e fatores de crescimento em sua constituicdo, apresentou por um
periodo prolongado, a secrecdo de estradiol, mimetizando um foliculo em crescimento
(MONTREZOR et al, 2002). Collares et al, (2003) ainda observou que a ultraestrutura das
células da granulosa cultivadas em MIV-C é semelhante a de células com potencial estrogénico
preservado, ao contrario do observado nas células cultivadas em meio controle as quais se
apresentaram luteinizadas.

Em um estudo prévio (SILVA, 2008), a dosagem dos horménios estradiol (E2) e
progesterona (P4) presente no meio apos 24h de cultivo de CCOs em TCM-199+SFB (controle)
ou em MIV-C foi realizada. O resultado mostrou que a secre¢do de E2 foi significativamente
maior no grupo cultivado em MIV-C, onde as células do cumulus secretaram durante as 24 horas
de cultura 2444,24 pg/mL enquanto o grupo controle secretou apenas 40,99 pg/mL desse
horménio. Ja a secrecdo de P4 foi maior no grupo controle (19,3 ng/mL) em comparagdo ao
grupo cultivado em MIV-C (3,4 ng/mL).

Sugere-se, portanto que o ambiente proporcionado pelo cultivo dos CCOs em MIV-C seja
mais parecido com o ambiente de um foliculo em crescimento in vivo do que aquele promovido
pelo cultivo dos CCOs em meio controle.

Sugere-se que o cultivo de CCOs (células do cumulus e odcitos) em MIV-C tenha
promovido a inibicdo da maturacdo nuclear até que o pico de gonadotrofinas, representado pelo
cultivo em TCM-199+SFB, o qual possui soro e FSH em sua constitui¢cdo, promovesse a reversao

do bloqueio meidtico, mimetizando uma ovulagéo.
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O desbloqueio da inibicdo meidtica que ndo foi alcancado apds as 48h de cultivo em
MIV-C pode sugerir que esse sistema de cultivo mimetiza um foliculo em crescimento, onde as
células do cumulus que se encontram compactadas durante todo o cultivo produzem o fator
inibidor da meiose, mantendo a meiose bloqueada até que haja o pico de LH (OLIVEIRA e
SILVA et al, 2011).

O cultivo de CCOs em um meio de cultura quimicamente definido, suplementado apenas
com PVA, aminoacidos ndo essenciais e antioxidantes, sem a adi¢cdo de hormonios e fatores de
crescimento (MIV-B) também foi capaz de induzir a inibicdo da meiose. Tal fato pode decorrer
de o meio MIV-B conseguir manter a viabilidade e a atividade das células foliculares em produzir
o fator inibidor da meiose por um tempo. O posterior desbloqueio parcial da inibicdo meiotica
pode ser devido ao consumo desse fator inibitério com o tempo de cultivo, sem que esse fosse
reposto, uma vez que essa formulacdo (MIV-B) ndo contém os “aditivos” que seriam
responsaveis por sustentar a atividade celular mimética a de um foliculo em crescimento.

A composi¢cdo basica dos meios de cultura é: &gua ultra-pura, ions em concentragao
préxima a encontrada no sangue, substratos energéticos e proteicos.

A formulacdo comercial do meio Alpha-MEM (Anexo C) possui uma alta concentracao
de aminodcidos, além dele ainda ter sido suplementado com uma solucdo de aminoacidos ndo
essenciais que contém 100X a concentracdo de aminoacidos ndo essenciais encontrada no meio
Alpha-MEM.

O fluido folicular apresenta concentracdes de aminoacidos semelhantes as presentes no
plasma (GUERIN et al, 1995). Altas concentracbes de aminoécidos presentes nos meios de
maturacao, no entanto, séo benéficas por regular o metabolismo (LANE & GARDNER, 1998) e a
sintese proteica (KURAN et al, 2002) e por conferir protecdo contra o estresse oxidativo
(LINDENBAUM, 1973). Essa alta concentragdo também resulta na producdo de amdnia como
resultado da degradacdo esponténea e catabolismo, embora seja pouco provavel que esta se
acumule em nivel toxico num periodo de 24h de maturagédo (ORSI & LEESE, 2004; HAMMON
et al, 2000 a,b). Entretanto, por um periodo prolongado talvez possa ser prejudicial.

Glicose, lactato, piruvato e aminoacidos sdo pré-requisitos para maturacdo e fertilizacéo
in vitro de odcitos bovinos. O metabolismo oxidativo do piruvato e dos aminoacidos € a principal
via de geracdo de energia em odcitos bovinos para esses processos, sendo que piruvato e glicose
suportam a demanda da maturacdo e os aminoacidos a formacdo pronuclear dos odcitos
fertilizados (Rieger & Loskutoff 1994; Lim et al. 1999).

Tem sido proposto que os aminoacidos estdo entre os mais importantes reguladores do

desenvolvimento embrionério inicial e, portanto constituintes chaves dos meios de cultura
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(GARDNER et al, 1996). Estudos demonstram que eles mantém a funcgéo celular, estimulam o
desenvolvimento e diferenciagdo embrionaria in vitro e aumentam o potencial de
desenvolvimento embrionario in vivo. Os mecanismos de acdo propostos indicam que séo
precursores anabdlicos das proteinas atuando como reguladores do metabolismo energético, da
osmolaridade e do pH, atuando como tampédo (GARDNER et al, 2012).

Foram encontradas no fluido uterino humano concentragdes de varios aminoacidos mais
elevadas do que as encontradas no plasma. Tal fato pode resultar da secrecdo endometrial ativa
regulada por esterdides ovarianos e exemplifica a importancia desses constituintes para o
desenvolvimento embrionario inicial. Um estudo mostra que a exposicdo de zigotos de
camundongo por cerca de 5 minutos em meio sem amino&cidos prejudica significativamente o
subsequente potencial de desenvolvimento embrionario (GARDNER et al, 1996).

Similarmente, outro grupo de pesquisa demonstrou que a expressdo génica em embrides
de camundongo cultivados na presenca de aminodcidos foi comparavel a de embrides
desenvolvidos in vivo. (HO et al, 1995). Ao contrério, o cultivo embrionéario na auséncia de
aminoéacidos exibiu expressao génica aberrante (DOHERTY et al, 2000).

Ainda existem muitas controvérsias a respeito dos efeitos dos aminoacidos no periodo
pré-implantacdo. 1sso porque a mensuracgao dos niveis desses compostos in vivo é muito dificil de

ser realizada ao contrario do que acontece nos estudos in vitro.

6.2. Maturacao Citoplasmatica

6.2.1. Rearranjo de organelas citoplasmatica

A maturagdo in vitro de oo6citos bovinos frequentemente promove uma maturagao
citoplasmatica anormal, ou incompleta que leva a falhas na aquisicdo de competéncia oocitéria.
Tal fato se deve em parte ao meio nutricional ndo fisioldgico ao qual os odcitos sdo expostos
durante o cultivo.

O rearranjo das organelas citoplasmaticas inclui uma sucessdo de transformagdes
necessarias a progressdo da maturacdo e ao bloqueio da polispermia, e esta altamente relacionado
ao estagio da meiose no qual o oocito se encontra.

Alguns parametros como o padrdo de distribuicdo das mitocondrias e dos granulos
corticais estdo bem estabelecidos em relagcdo ao grau de maturagéo nuclear (HYTTEL et al, 1997,
TORNER et al, 2004).
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O presente estudo mostrou que embora 0s meios MIV-B e MIV-C promovam a inibigéo
da meiose nas primeiras 24h de cultivo em cerca de 70% dos odcitos analisados, a distribui¢do de
algumas organelas, observada na ultraestrutura dos CCOs, ficou em um estagio intermediario
entre os padrdes imaturo, representado por CCOs fixados logo apos a aspiracao folicular (Oh) e o
padrdo maduro, representado por CCOs cultivados em meio de maturagéo controle (T24).

Foi observado o padrdo de distribuicdo mitocondrial ligeiramente disperso com 24h de
cultivo em MIV-C. As 48h de cultivo, embora a meiose ainda se encontrasse bloqueada, 50% dos
CCOs analisados apresentaram mitocondrias dispersas pelo citoplasma. Apds 24h de cultivo em
MIV-B, o padrdo observado foi semelhante ao grupo T24 (controle maduro), embora a meiose
estivesse blogueada (Tabela 2).

As mitocéndrias desempenham um papel vital na maquinaria que prové ATP para a
fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario. Estudos indicam que o nivel de ATP e a
distribuicdo mitocondrial no odcito durante a maturacdo estdo altamente correlacionados com a
morfologia e a capacidade de desenvolvimento apds a fertilizagdo in vitro (STOJKOVIC et al,
2001).

Os odcitos de mamiferos contém cerca de 100.000 mitocondrias (JANSEN et al, 1998). E
um fato bem estabelecido que as mitocdndrias constituem o centro de energia das células pelo
fornecimento de ATP. Além disso, sdo também responsaveis por varios processos intracelulares
importantes, como a homeostase do Ca®* que atua na sinalizacdo celular, produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), reduzindo a formacdo de metabdlitos intracelulares, e do controle da
apoptose (DUMOLLARD et al, 2007).

Na investigacdo da atividade mitocondrial de odcitos e embrides até o estagio de
blastocisto foi observado que o consumo de oxigénio acompanha eventos fisioldgicos
importantes tais como o desenvolvimento, a resposta aos metabélitos do meio e a morte celular
(TRIMARCHI, et al, 2000) e sugere que a atividade mitocondrial é crucial para a ativagdo do
desenvolvimento e para a sobrevivéncia embrionaria (DUMOLLARD et al, 2007).

O DNA mitocondrial € responsavel por codificar componentes essenciais da maquinaria
da fosforilagdo oxidativa (TAANMAN, 1999). Rearranjos no DNA mitocondrial comuns com 0
aumento da idade podem se acumular nos odcitos o que leva & disfuncdo do processo de
fosforilacdo oxidativa e consequentemente a incapacidade de producdo de energia.

Sabendo que as cerca de 100.000 mitocondrias presentes no odcito ndo se replicam no
periodo pré-implantacional, sdo apenas distribuidas entre as células do blastocisto
(DUMOLLARD et al, 2006) e que séo responsaveis pela producéo de energia requerida desde a
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retomada da meiose, fertilizacdo até o desenvolvimento embrionério inicial, percebe-se a
importancia dessas organelas no processo reprodutivo como um todo (BARRIT et al, 1999).

A dispersdo das mitocondrias a partir do cortex para o interior do odcito € uma das
principais caracteristicas de maturacdo citoplasmatica. 1sso ocorre in vivo apés o pico de LH.

O movimento das mitocdndrias para areas de alta demanda de energia é extremamente
importante uma vez que sdo responsaveis pelo fornecimento da energia que é consumida durante
0 processo de maturacdo (FERREIRA et al, 2009).

Torner e colaboradores, 2003 mostraram que a atividade mitocondrial estd associada a sua
distribuicdo, a progressdo da meiose e expansao das células do cumulus, no entanto o presente
trabalho demonstrou algumas diferencas, ja que foi observado com meiose bloqueada, o padréo
intermediario (C24) ou maduro (B24) de distribuicdo mitocondrial e em ambos os casos células
do cumulus compactas. Esse padrdo de distribuicdo mitocondrial mais adiantado sugere um
avanco na maturacdo citoplasmatica dos CCOs cultivados em meio definido.

Além dessa migracdo das mitocondrias, outra caracteristica citoplasmética de relevancia é
o alinhamento dos granulos corticais a membrana plasmatica, que no o0cito imaturo estdo
distribuidos em grumos por todo o citoplasma. O movimento estratégico de granulos corticais no
fim do periodo de maturacdo é importante para evitar a polispermia, uma vez que a liberacdo do
seu conteudo apds a ativacdo do odcito promove uma modificagdo na matriz extracelular
impedindo a entrada de novos espermatozoides (FERREIRA et al, 2009).

Os resultados apresentados aqui mostram que os grupos C48, B24 e B48 proporcionam o
alinhamento dos GC, como no controle maduro, ou o inicio desse processo em C24. O mesmo foi
observado por Fouladi-Nashta et al (2006), onde o cultivo de foliculos intactos na presenca de
insulina resultou em o6citos com o nucleo imaturo, porém com caracteristicas citoplasmaticas de
maturagdo como o a distribuicdo periférica dos GC.

Insulina, bem como transferrina e selénio que também estdo presentes em MIV-C, (os dois
altimos itens também presentes em MIV-B) melhoraram a maturacdo citoplasmatica e a
competéncia para o desenvolvimento de embrides quando foram adicionados ao meio de MIV
(JEONG et al, 2008).

Outro fator que afeta a competéncia do odcito e sua maturacdo é o IGF-I. Ele estimula a
retomada da meiose em odcitos de porcas e de coelhas (SIROTKIN et al, 2000; YOSHIMURA et
al, 1996). Em éguas, a adi¢cdo de IGF-1 no meio de MIV ndo aumentou a taxa de odcitos em M|,
mas exerceu um efeito positivo na maturagdo citoplasmatica (CARNEIRO et al, 2001). Além
disso, o IGF-1 tem um papel regulador na fungdo ovariana, ovulagdo, maturacéo citoplasmatica do

odcito, bem como na producéo de esteroides (LI et al, 2004), além de sua acdo como um fator de
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anti-apoptdtico durante a maturacdo oocitaria (WASIELAK, et al, 2007). No presente estudo,
MIV-C foi suplementado com uma concentracdo fisiologica do IGF-I e modificacbes
ultraestruturais relacionadas a maturacédo citoplasmatica, foram observadas nos CCOs cultivados
nesse meio.

No entanto, uma vez que os CCOs cultivados em MIV-B, o qual ndo foi suplementado
com hormdnios, nem fatores de crescimento, também apresentaram um adiantamento no rearranjo
de organelas, o que indicaria um padrdo de maturacao citoplasmatica mais evoluido em relacédo ao
controle imaturo, nota-se que o responsavel por tal evento ndo foi a suplementacdo presente em
MIV-C.

A sugestdo, novamente, é que MIV-B foi capaz de manter a integridade fisiol6gica das
células do cumulus como se ainda fossem de um foliculo em crescimento. Assim, a progressao da
maturacao citoplasmatica no que diz respeito ao rearranjo das organelas aconteceu até certo ponto,
porém ndo foi finalizada, ou seja, ndo apresentou um padrao totalmente maduro porque ndo houve
o0 pico de LH. O que corrobora com essa argumentacao é o fato de que o grupo T3 do artigo
publicado, ter apresentado ao final das 24h adicionais de cultivo em TCM-199+SFB (“pico de
LH”) todas as caracteristicas de maturidade, exceto pelo desenvolvimento do PvS (Anexo B -
Table 1).

A presenca de microvilosidades eretas e um espaco perivitelinico desenvolvido também
contribuem para evitar a entrada de mais de um espermatoz6ide no odcito e assim formacédo de
um individuo polipléide e inviavel. As microvilosidades erteas foram observadas em pelo menos

50% dos CCOs cultivados em meio definido.

6.2.2. Expressao de genes de interesse

Os resultados da quantificacdo da expressdo dos genes relacionados ao estresse (HSP70.1
e PRDX1) revelaram que no cultivo com MIV-C, 0s o0citos imaturos apresentaram maior
abundancia relativa que os odcitos maduros, sendo que a quantificagdo dos oo6citos maduros (com
CP) foi igual ao controle maduro e a quantificagdo dos odcitos imaturos (sem corpusculo) foi
semelhante ao controle imaturo, exceto no grupo C48SCP para o gene PRDX1, o qual se

apresentou semelhante ao controle maduro.

No cultivo com MIV-B o resultado da quantificagdo dos dois genes seguiu padrdes
semelhantes. Também foi observada maior abundéncia relativa dos oocitos imaturos em relacéo
aos maduros. No entanto, nesse caso o grupo B24CP (maduro) apresentou maior abundancia

relativa que o controle maduro.
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Embora as proteinas de choque térmico tenham sido descobertas como produtos de genes
cuja expressdo é induzida pelo calor e outros tipos de estresse, atualmente novas fungdes para
essas proteinas tém sido demonstradas inclusive em células ndo estressadas (FEDER &
HOFMANN 1999).

Anadlises utilizando a microscopia confocal para localizar a proteina hsp70 em odcitos e
embrides revelaram que a distribuicdo de hsp70 no ooplasma de odcitos imaturos e maduros esta
intimamente relacionada com o fuso meidtico, indicando o seu possivel papel na estabilizacdo
desta estrutura (KAWARSKI & KING, 2001).

Lanska et al (2006) mostrou que o6citos em crescimento sintetizam HSP70 sob condi¢oes
fisiologicas sem que esses passem por estresse, 0 que suporta a hipétese de que HSP70 é
importante para o crescimento e maturacdo. Outro estudo sugere que essa sintese pode estar
relacionada a alta atividade transcricional e a necessidade de protecdo a proteinas recém
sintetizadas (HYTTEL et al, 2001).

Odcitos de camundongos no estagio de vesicula germinativa apresentam uma maior
concentracdo de proteinas hsp70 do que o6citos em metéfase 11 e embrides antes da implantacao.
Estudos demonstram que ap0s a maturacdo 0s o0citos de bovinos perdem a capacidade de
sintetizar essas proteinas mesmo passando pelo estresse térmico (EDWARDS & HANSEN,
1996), nesses caso s6 ocorre a deplecdo do estoque acumulado antes da maturacéo.

Outro estudo diz que odcitos em crescimento sdo capazes de sintetizar HSP70 apds o
estresse, mas que essa capacidade € perdida com o fim do crescimento oocitario (LANSKA et al,
2006). Isso porque apOs 0 crescimento oocitario e inicio da meiose, os odcitos se tornam
transcricionalmente inativos (SCHULTZ & HEYNER, 1992).

As peroxiredoxinas (PRDXs) formam uma familia de enzimas antioxidantes que é
composta por seis membros, PRDX1 a PRDX6 (LEYENS et al., 2003). As PRDXs sdo proteinas
implicadas ndo s6 na defesa antioxidante, mas também na proliferacdo celular, diferenciacéo,

resposta imune e controle da apoptose (RHEE et al, 2001).

E bem sabido que o metabolismo aerdbio por si s leva a producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Além disso, as técnicas de PIVE também expdem odcitos e embribes, a
condicBes que estimulam a producdo de ROS, como o nivel de oxigénio atmosférico (20% de
oxigénio em vez de cerca de 7% no oviduto), luz visivel e tragos de metais pesados nos meios de
cultura. Todos esses fatores sdo responsaveis por uma maior geracdo de ROS que podem

prejudicar a producdo de embrides in vitro (GUERIN et al., 2001).
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De acordo com Pereira et al, (2010), odcitos maturados em meio contendo PVA em
substituicdo ao soro, e na presenca de 20% de oxigénio exibiram niveis de tanscritos relacionados
ao estresse oxidativo (HSP 70.1 e PRDX1) elevados com o objetivo de minimizar o estresse
ocasionado pelas condicdes de cultivo. Outro efeito observado na maturacéo do odcitos com PVA
e 20% de oxigénio foi um aumento no indice de apoptose dos blastocistos comparado com
blastocistos provindos de odcitos amadurecidos na presenca de 5% de oxigénio ou soro.

Os resultados apresentados aqui, ap6s o cultivo em MIV-C mostraram que o cultivo nesse
meio, na presenca de 20% de oxigénio e possuindo PVA em sua constituicdo, ndo promoveu
estresse adicional aos odcitos, uma vez que a quantificacdo do gene PRDX1 ndo se apresentou

elevada em relacédo aos controles.

Apds o cultivo com MIV-B, no entanto, embora ndo tenham sido observados valores
superiores em relacdo ao do controle imaturo, o grupo B24CP (maduro) apresentou maior
abundancia relativa para esse gene (PRDX1) do que o controle maduro, podendo sugerir a

intencdo de minimizar algum estresse promovido pelo cultivo.

Com relacdo ao gene GDF9, o cultivo dos CCOs por 24h em MIV-C promoveu maior
abundancia relativa tanto no grupo maduro (C24CP), quanto no imaturo (C24SCP), quando
comparados ao controle maduro (T24CP). No entanto, a quantificacdo ndo foi maior do que a
vista no controle imaturo. Ja nas 24h subsequentes de cultivo em MIV-C, a quantificacdo desse
gene foi semelhante ao do controle maduro.

No cultivo com MIV-B, todos 0s grupos apresentaram menor abundancia relativa do que

0 controle imaturo e maior quantificacdo em relagdo ao contole maduro.

Em um estudo que analisou a expressdo de GDF-9 durante a maturacdo de oocitos de
porcas, foi observado que esse gene se mostrou altamente expresso em o00citos imaturos, no
entanto essa expressdo foi diminuindo com o processo de maturacdo (LI et al, 2008), o que
corrobora com os resultados encontrados aqui. Pennetier et al, (2004) demonstrou que em
bovinos a expressdo de GDF9 é continua desde oocitos imaturos, até o estagio embrionario de 8
células, passando pela M1V, e sugere seu papel importante nesses processos. A maior abundancia
relativa de GDF9 em odcitos maduros cultivados por 24h em MIV-C, ou MIV-B, comparado ao
controle maduro pode ser indicativo de uma melhor qualidade do o6cito uma vez que esse é um

fator relacionado a competéncia.

Este fator de crescimento também induz a expanséo das células do cumulus por permiti-

las responder ao FSH e assim produzirem acido hialurdnico (Eppig, 2001). No entanto, devido a
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auséncia de FSH, ou soro nos meios propostos (MIV-B e MIV-C), a expansdo das células do
cumulus néo foi observada.

A abundancia relativa do gene IGFIR nao apresentou diferenca significativa apos o cultivo
por 24 ou 48h em MIV-C em relacéo aos controles imaturo e maduro. No entanto, na comparagéo
da quantificacdo desse gene ap6s o cultivo em MIV-B por 24h em relagdo aos mesmos controles,
foi observado que o controle maduro apresentou menor abundéancia relativa do que os demais
grupos.

Wasielak e Bogacki (2007) sugeriram que a quantidade de IGF-I produzido pelas células
do cumulus durante o cultivo in vitro era insuficiente para a maturacdo, e, portanto, eles
concluiram que sua suplementacéo seria necessaria para a maturagao.

Com o presente resultado, sugere-se que devido ao fato de MIV-B nédo possuir IGF-I em
sua composi¢do, aconteceu uma “up regulation” dos receptores de IGF-I com o intuito de
aumentar a capacidade de captagdo desse fator de crescimento no meio, o que também corrobora

com a conclusao citada acima.

A maioria dos casos acima descritos, a maior abundancia relativa em odcitos imaturos
pode ser atribuida ao fato de que quando os o6citos amadurecem, ou seja, retomam a meiose, eles

tém a cromatina condensada e consequentemente ocorre uma diminuigdo na transcricao.
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7. CONCLUSAO

A inibicdo da meiose obtida no cultivo dos CCOs em MIV-C néo foi revertida apos as
24h adicinais de cultivo no préoprio MIV-C. No entanto, o sistema de cultivo que proporcionou a
inibicdo da meiose dos CCOs cultivados em MIV-C por 24h e seu posterior desblogueio obtido
apos cultivo adicional em TCM-199+SFB por mais 24h, segue os padrfes observados in vivo de
um foliculo em crescimento.

Em relacdo a maturacdo citoplasmatica, no que diz respeito ao rearranjo de organelas,
apos cultivo dos CCOs em MIV-C por 24h foram observadas caracteristicas intermediaras entre
um citoplasma considerado maduro e outro considerado imaturo. As 48h de cultivo em MIV-C,
embora a meiose (ndcleo) continuasse blogueada, alguns avangos foram observados na maturacédo
citoplasmatica, como a presenca de mitocondrias dispersas pelo citoplasma e GC alinhados a
membrana como no controle maduro.

O cultivo em MIV-B, o qual ndo possui horménios e fatores de crescimento em sua
constituicdo, também foi capaz de bloquear a meiose e mostrar caracteristicas de um avango na
maturacgdo citoplasmatica no que diz respeito ao rearranjo de organelas citoplasmaticas ap6s 24h
de cultivo. O desbloqueio parcial da meiose (em 50% dos CCOs) foi alcancado com 32h de
cultivo nesse mesmo meio.

A quantificacdo de genes relacionados ao estresse e a competéncia de forma geral mostrou
que os sistemas de cultivo propostos sédo adequados e que os CCOs cultivados nesses sistemas se
comportam de maneira semelhante aos controles, onde odcitos maduros se assemelham ao
controle maduro e odcitos imaturos se assemelham ao controle imaturo.

Concluiu-se ainda que o cultivo de CCOs em MIV-B ou MIV-C, por se tratar de dois
meios estritamente definidos e que, portanto permitem a obtencdo de respostas consistentes,
constituem bons modelos para o estudo dos eventos que ocorrem durante a maturacdo oocitéria

sem necessidade do uso de inibidores da meiose. A manutencdo dos CCOs em estagio imaturo in
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vitro sem qualquer efeito prejudicial pode ser usada para fornecer tempo adicional para estudar o
processo de sincronizacdo entre a maturagdo citoplasmatica e nuclear durante a MIV.
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Abstract

The ohjective was to study the effect of a defined culture system, on nuclear and cytoplasmic maturation of bovine oocytes,
using the two-step procedure of [VM to detect possible inhibition and subsequent resumption of meiosis amest. In the first step,
called the prematuration period (PMP), COCs were cultured in T1—non-defined medium (NDM), or T2—defined medium (DM),
both for 24 b In step 2, called the resumption period (RP), COCs were cultured in: NDM (T1); DM + NDM (T3); or DM+ DM
{T4) for 24 h in each medium. The NDM was composed of TCM-199 supplemented with FCS and FSH. The DM was composed
of alpha-MEM supplemented with PVA, insulin, IGF-1, androstenedione, nonessential amine acids, transfemin, and sodium
selenium. Oocytes from T2 had a lower (P -2 (L05) rate of nuclear matoration (19.8%) than T1 oocytes (83.2%). Also, T2 O0Cs
appeared to be in the process of cyvtoplasmic maturation, according to the distribution of organelles assessed by transmission
electron microscopy (MET). These OOCs had characteristics previously descrbed as mature: erect microvilli on the plasmem-
brane, presence of corticalfevenly distributed mitochondria throughout the ooplasm, and presence of 50% aligned/cluster cortical
granules. Immature characteristics such as small PvS, compact cumulus cells, and presence of 50% cortical granule clusters were
also ohserved. The T1 COCs had only characteristics of materation (P - 0005 In step 2 (RP), meiosis arest induced by DM was
resumed after an additional 24 h of culture in NDM (T3) with 79.2% matore COCs, whereas in T4, meiosis amest was maintained,
resulting in almost 70% immature COCs (P - (005). At the end of RP, T3 COCs had the mature characteristics of mitochondria
spread throughout the cytoplasm (P - 0.05), cumulus expansion, and alignment of cortical granules, whereas the T4 group had
both immature and mature charactenstics. We inferred that DM can be used in licu of meiosis inhibitors and furthermore, it can
provide extra ime o study nuclear and cytoplasmic maturation syachrony of [VM.

& 2010 Elsevier Inc. All nights reserved.

Keywords: Bovine; Oocytes; Cvioplasmic mataration; Muclear maturation; Chemically defined medium

1. Introduction hormone (LH) surge, or by transfering the oocytes
from their surrounding somatic follicle cells into suit-
able culture conditions [1]. fa vive COC maturation

occurs when nuclens and cvtoplasm are ready o be

Mammalian oocytes are arrested at the dictvate stage
until they have completed their growth. Meiosis is

resumed by inducing an in vive preovalatory luteinizing

* Corresponding suthor: Tel.: +35 (61) 3107-2014; fax: +55 (41)
3107-2924.
E-mail gddress: aamresil @anb.com (A A M. Rosa e Silva)

0093-691X% — see Front matter & 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi- 10. 1016/ theriogenology 2010.1 1.021

fertilized and are able to initiate early embryonic de-
velopment [2]. However, oocyies for in vitro matura-
tion (IVM) derived from immature follicles may be
competent to reach nuclear maturation but, according to
the literature, do not have enough time © undergo all
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the necessary changes (o acquire a complete competent
cytoplasm [3.4]. This lack of synchrony betwesn nu-
clear and cytoplasmic competence during in vilre mat-
uration may explain the limited embryo production
obtained with in vitro fertilization

In an effort o solve this asynchrony, many studies
have modified the culture conditions of I'VM in which
oocyte culture takes place in a two-step procedure. In
this procedure, a pre-maturation period in which a mei-
osis inhibitor is added to the culture medium is fol-
lowed by a maturation period that occurs in the absence
of inhibitors. This approach aims to provide extra time
for mammalian cocytes (o undergo the necessary cvio-
plasmic changes they reguire to become fully compe-
tent [3,5-8].

It is known that culture conditions and intrinsic
quality are determinants for oocyte competence [9). For
instance, serum is added in most culture media for
oocyle maturation. However, the addition of serum can
induce spontanecus luteinization of follicle cells and
increase progesterong concentration in the maturation
medium, creating an in vitro environment not compat-
ible with the in vive environment found in follicles
containing cocvites undergoing maturation [10]. Addi-
ticnally. serum may contain compounds to which oo-
cvies are not exposed o in vive: these may introduce
physiological variability to an I'VM system [11]. Thus,
serum replacement is impontant to address the exact
effect of any supplement on cocyvie maturation or em-
bryo development [12].

Serum replacement by polyvinyl alcohol (PVA) has
bean shown (o be suitable as a chemically defined I'vVM
medium [13]. Polyvinyl alcohol is a synthetic polymer,
with a molecular weight of 3000070000, used in cell
culture media for stabilization of csmotic pressure and
a5 a surfactant and heavy metal chelating agent [14].
There is evidence that PV A can replace proteins [15] in
IVM of bovine oocytes without impairing subseguent
development [16-21].

A chemically defined medium (DM supplementad
with P¥ A but without gonadotrophins, was developed
by our team, with the intention to develop a serum-free
bovine granulosa cell culture system in which estradiol
production could be maintained wsing PV A, and thus
mimic a growing follicle. This approach resulted in a
significant increase in estradiol and decrease in proges-
terone production by the cells cultured in DM, when
compared with cells cultured in medium supplemented
with BSA [22]. The establishment of culiure systems
that can mimic the conditions of in vive cocyle matu-

ration can prevent or minimize the interference of cul-
ture conditions on oocvie and embryo development.

The objective of this research was to study the effect
of this defined culture system on nuclear and cytoplas-
mic maturation of bovine oocyies using the two-step
procedurs of oocyte maturation.

2. Material and methods

All chemicals used were from Sigma Chemical Co.
(5t. Louis, MO, USA), unless stated otherwise.

2.1. Recovery of oocvies

Bovine ovaries were obtained from a local abbatoir
and transported (o the laboratory in saline solution
containing 100 pe/ml streptomycin sulphate, at 30-35
“C. Follicles 2 to 8 mm in diameter were aspirated with
an 1E-gauge needle to obtain COCs with a compact
cumulus and evenly granulated cvtoplasm, as described
by Blondin and Sirard [23].

2.2, Owocyie culture medium composifion

Two culture media werg evaluated: a non-defined
medivm (NDM) and a defined medium (DM). The
NDM (control medium) was composed of TCM-199
with Earl’s salts (Invitrogen-Gibeo/BRL, Grand Island,
NY, USA) supplemented with 0% fetal calf serum
(FCS). 499 pe/mL pyruvic acid, 20 pe'ml. FSH, and
50 IU/mL penicillin and streptomycin (Invitrogen-
Giboo/BRL).

The composition of DM was reported in a patent
[24] filed by Fundacio Universidade de Brasflia. It was
composed of minimum essential medium alpha (alpha-
MEM:; Invitrogen-Gibco/BRL), supplemented with
PVA, 100 ng/fmL bovine insulin, 10 ng/mL recombi-
nant IGF-1 {Invitrogen Life Technologies, Grand Is-
land, NY, USA), androstenedione, nonessential amino
acids (Invitrogen-Gibeo/BRL), 5 pg/mL transferrin,
1.4 ng/mL sodivm selenium, sodium bicarbonate (In-
vitrogen-Giboo/BEL), Hepes, and antibiotics (penicil-
lin and straptomycin).

2.3, Experimental design

In this study, we analyzed the DM effect on the
oocyle maturation process in two steps. In the first step
{Experiment 1), called the prematuration period {PMP),
a total of 232 COCs were randomly distributed in T1
(NDM) or T2 (DM) and cultured for 24 h at 385 °C,
5% 0, 95% air atmosphers with 953% humidity. After
this culture period, nuclear and cytoplasmic maturation
were assessed.
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Table 1

Ubtrastructural characteristics of bovine fresh C0Cs, O0Cs cultured for 24 hoin NDM (T, or DM (T2), and COCs cultared for an addsticnal

24 hin NDM (DM 4+ NDM-T3), or DM (DM-+DM-T4).

Fresh COCs Tl T2 T3 Td
(n = 4} n="Th in = ) (n = 3) (m = 4}

Cumalus cells Ciompact 10} {4 100 () 10 (g

FExpanded 1007 100 3
w3 Small 1003 {4y 1857 (Zyh= 6667 (4)8= IO S 50 (2=

Conspicumas 7143 (5= 33.33 2 502~
Microvilli Benl 1000 44y 167 {1~ 25 (1=

FractBent IE 6T 251

Fract TLA 5™ g33 (5" 1003~ 50 (™
Mitoc hondria locaticn Cortical 1000 44y

Cortical/Evenly 1420 (1y~= 100 ™ 50 (2~

distributad

Spread B5.71ig™= 100 3™ 50 2=
Cortical granule Cluster 106 {43 14.3 (1j~= kLR

Aligned/Cluster R.6 (" S03°= S0 (2=

Aligned 571 idph= T 3 50 2y~

PvA. Perivitelline space.

Data is expressad in percentapes of COCs analyzed and the number of COCs used are expressed in the table.
A1 Within cytoplasmic maturation characteristics, columns without a common superscript indicate differences among T1, T2, T3 and T4 (P =

0.05).

=t Within each group, columns withoat a common saperscript indicate a difference in cytoplasmic maturation charsctedstics (P < 005

As inhibition of meiosis was observed in the T2
pre-matured COOCs, a second step (Experiment 2) of
culture, namely the resumption period (RP) was
performed to evaluate the ability of the COCs to
reverse meiosis inhibition. For that, a total of 257
COCs were randomly distributed in T1 (NDM), T3
(DM + NDM), or T4 (DM +DM). The T1 group was
cultivated in NDM for 24 h, the T3 group in DM for
24 h followed by cultivation in NDM for an addi-
tional 24 h, and the T4 group in DM for 48 h. All
batches were cultured at 38.5 °C, 5% CO, 95% air
atmosphere with 93% homidity. Nuclear and cyto-
plasmic maturation were assessed at the end of each
culture period.

The COC cultures (20 to 25) were grown in four-
well plates in 400 pwl per well without oil. To evaluate
the effect of different trestments on nuclear oocyte
maturation, 10 and nine replicates from Experiments |
and 2 respectively were performed, except the group T4
in which four replicates were performed. For cytoplas-
mic evaluation, different numbers of COCs (shown in
parentheses in Table 1) were used.

24, Oocyte nuclear maturation evaluation

Al the end of the culture period, 489 COCs from
prematuration and resumplion pericd (Experiments |
and 2 were denuded and fixed in a solution of ethanol;
acetic acid, 3:1 for 48 h. After this, they were trans-
ferred to glass slides in small drops. Vaseline and

paraffin were used to maintain the coverslip in contact
with the ococyies. Slides were stained with 1% lacmoid
for analysis of oocyte nuclear maturation, using a phase
contrast microscope at 400x and 1000x magnification
[7]. Oocytes were classified according to the immature
{germinal vesicle and germinal vesicle breakdown),
intermediary (metaphase [ to telophase I}, and maturs
{ metaphase II) stages.

2.5 Oucyle cytoplasmic maturalion evaluation

The COCs of each group (T1, T2, T3, and T4) and
fresh COCs (0 h) were prepared o assess the oocyle
ultrastructure by transmission electron microscopy
in = 24). The COCs were fixed in solution containing
2% plutaraldehyde, 2% paraformaldehyde, 3% sucrose,
and 5 mM CaCl,, in 0.1 M sodium cacodylate buffer,
pH 7.2, at room temperature for lh. Subsequently.
COCs were postfixed for 1 hin 1% osmium tetroxide,
0.8% potassium ferricianide, and 5 mM CaCl, in 0.1 M
sodium cacodylate buffer, pH7.2. Then, COCs wers
stained for 2 h with wranyl acetate 0.3% and then
dehydrated in ascending concentrations of acelone
{30-100%), and impregnated and embadded in Spurr’s
epoxy resin. Oocyle sections were stained with uranyl
acetate 3% and lead citrate 1%. The semi-thin sections
were stained with Toluidine blue and examined using
an optical microscope. The sections presenting the mid-
section of the oocyte were ultrathin (70nm)-sectioned.
Ultrastructural observations were made using a JEOL-
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Fig. 1. Muclear staius of bovine COCs (n = 232) cultured for 24 b
{prematuration period—Experiment 1) in NDM (T1) or DM (T2
A8 Within each nuclear maturation stage, columns without a com-
min superscript indicate a difference between T1 and T2 (P = (U050
== Within each grouwp. cofumns without o common superscript indi-
cate o difference in nuclkear maturation stage (P = Q.05

JEM 1011 transmission electron microscope (Jeol, To-
kyo, Japan). Images were acguired with a GATAN
BioScan Camera, model 792 (Gatan, Warrendale, IL.
USA) We analyzed the cytoplasmic maturation in ac-
cordance to Hyttel et al [25] who considered as imma-
ture characteristics the small perivitelline space (PvS),
bent microvilli, cortical mitochondria location, and the
presence of cortical granules clusters. Mature charac-
teristics were considered to be conspicuous Pvs, erect
microvilli, spread mitochondria, and aligned cortical
granules. The characteristics bent/erect microvilli, cor-
ticalfevenly distributed mitochondria, and aligned/clus-
ter cortical granules were considered to be mature of in
process of maturation, because they were observed in

A
[
\ .
] A
b | | b
T T3

Nuclear maturation (%)
=2 HEESE 2 EE

Groups

<
B
A
B
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A
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the control (mature) group of our experiment (T1). In
addition to the cytoplasmic organelles analyzed by
MET. cumulus expansion was also observed, consider-
ing compact: immature or expanded; mature.

2.6, Swavistical analvsis

Differences in oocyvie nuclear maturation, as well as
ultra structural characteristics, were compared by Chi-
square, with the level of significance set at P < 0.05.

3. Results

After the prematuration period (Experiment 13, more
than 80r% of T1 oocytes had complete nuclear matura-
tion, whereas T2 oocyles had more than 7% immature
oocytes (Fig. 1), indicating that DM induced meiosis
arrest. To evaluate whether this inhibition of nuclear
maturation was reversible, O0Cs were cultured in
NDM (T3) or DM (T4) for an additional 24 h (Exper-
iment 2). Afier this second pericd of culturing, T3
(DM + NDM) oocytes had more than B0% mature
COCs, which indicated a reversibility of meiotic arrest.
The meiotic arrest of the T2 ococyies was not reversible
after additional 24 h culture in DM. Approximately
T0% of the T4 cocytes (DM + DM) maintained at the
immature stage {Fig. 2).

Cytoplasmic characteristics were expressed in
percentage of COCs studied (Table 1). Analvsis of
cytoplasmic maturation is presented in fresh COCs
{0 h) with ultrastructural characteristics of immature
oocvies according to Hyttel et al [25]. These were
presence of cortical mitochondria (Figs. 3a and 3e),

O lematune
O Intermediarny

B Mature

T4

Fig. 2. MNuclear status (%) of bovine O0Cs (o = 2570 cultured for 24 h in NDM (T1), caltured for 24 b in DM, followed by 24 b in NDM (T3,

or cultured for 48 b in DM (T4; Experiment 2).

% Within a noclesr maturation stage, columns without a common superscript differed (P = 0.05).
== Within each group, colames without a common superscript indscate a difference in nuclear maturation stage (P = 0,05
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Fig. 3. Electron micrograph showing past of an immature fresh bovine COC (Dh)—Fig. a-e; and electron micrograph of an én vitre matured controd
(T COC—Fg. f and g. (2) Note the cortical mitochondria (M) and lipid droplets (L). 2000x. (b) Note the bent microvilli (arrows). 50000x. (c)
Note the cluster of cortical granules {circle). 15000x. (d) Note the compact cumulus cells (CC). 2500x. (e) Note the cortical mitochondria from
Fig. 32 5000x. (f) Noke the redistribution of the mitochoadria (M) throughout the cytoplasm. the perivitelline space (PvS). and the cumulus (CC)
expansion. 3000x. (g) Note the alignment of cortical granules (arrows) and the erect microvilli (Mv). 10000x.

cortical granule clusters in the ooplasm (Fig. 3¢), and
presence of bent microvilli (microvilli packed be-
tween the zona pelucida and plasmembrane, which
were oriented parallel to the oocyte surface forming
a stack). The cumulus cells around the oocytes were
compact (Fig. 3d).

After IVM, most Tl COCs were at the MII stage
and their cytoplasm displayed characteristics of ma-
ture oocyte. There were conspicuous PvS (P < 0.03)
and mitochondria spread throughout the ooplasm
(P < 0.05; Fig. 3f), as well as aligned cortical gran-
ules and oocyte surface with erect microvilli (P <
0.05; Fig. 3g). Complete cumulus expansion (P <
0.05: Fig. 3f) was also observed, which characterizes
a mature oocyte.

After 24 h of culture in DM (PMP), T2 COCs had
both immature and mature characteristics of cytoplas-
mic maturation. The immature characteristics exhibited
by these COCs were absence of cumulus expansion
(Figs. 4a and 4b). small PvS, and presence of ooplasm

granule clusters in 50% of analyzed COCs (Fig. 4e).
The mature characteristics were the presence of erect
and bent/erect microvilli on the plasmembrane (Figs.
4c, 4d, and 4e), cortical/evenly distributed mitochon-
dria throughout the ocoplasm (Figs. 4a, 4b, and 4¢), and
the presence of aligned cortical granules in 50% of
analyzed COCs (Fig. 4d).

At the end of RP, T3 COCs had mature character-
istics, as mitochondria spread throughout the cytoplasm
(P = 0.05), cumulus expansion, and alignment of cor-
tical granules (Fig. 4f and 4g).

The T4 group had both immature and mature char-
acteristics. Immature characteristics included compact
cumulus cells in all COCs analyzed (Fig. 5a), the small
PvS in half of the observed COCs, and bent microvilli
(Fig. 5¢) in one COC. The mature or in-process-of-
maturation characteristics considered were conspicuous
PvS (5b and 5d). cortical/eventually distributed (Fig.
5a) or spread (Fig. 5b) mitochondria, and erect mi-
crovilli (Fig. 5d).
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Fig. 4. Electron mécrograph of an in vitro prematured bovine COC in T2 (DM) (a-e);
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and electron micrograph of an in vt mataed COC in T3

4

(DM-+NDM) (£, g). (2) Note the distribution of mitochondria (dark points—M) throughout the cytoplasm, and the compact aumlus cells (CC). 1500x.
(b) Note the nucleus (N), the corticalfevendy distributed mitochondsia throughout the cytoplasm (M), the small perivitelline space (PvS), and the compact
cumlis cells. 2000w, (c) Note the erect microvilli (arows ) and the mitochondna (M). 5000x. (d) Note the aligned cortical granubes (circles) and the
erectbent microvilli. 10000x. (e} Note the cluster of cortical granules (cirle) and the erect microvilli (Mv). 10000x. () Note the distribution of
mitochoadna throaghout the cytoplasm (dack points—M) and the camulies (OC) expansion. () Node the alignment of cortical granules (arrows).

4. Discussion

Based on the present study, we concluded that in
vitro culture of immature bovine COCs for 24 h in
strictly defined medium (DM) arrested nuclear matura-
tion. Furthermore, this inhibition was completely re-
versed by an additional 24 h of culture in non-defined
medium (NDM), but not in DM. Therefore, meiosis
arrest was prolonged by the DM, whereas reversibility
was obtained by culturing COCs for an additional 24 h
in NDM (Fig. 1 and 2).

It is well known that follicular cells produce inhib-
itors necessary to maintain the oocyte in meiotic arrest.
However, the removal of the oocyte from its follicular
environment deprives the oocyte of these inhibitory
factors [26]. Perhaps in vitro culture conditions which
maintained meiosis arrest provided additional time for
oocytes undergoing ultrastructural and molecular
changes, which are fundamental for acquisition of de-
velopmental competence [3]. Many chemical modula-
tors of meiosis progress have been tested for this pur-
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Fig. 5. Electron micrograph of an in vitro matared bovine COC in T4 (DM+DM) (a-d).

(2) Note the cortical /feventually distributed mitochondrnia (dask points), and the compact cumulus cells. 2500x. (b) Note the mitochondria (dark
points) spread throughout the cytoplasm, and a conspicucas PvS. 2500x. (c) Note the cortical granule cluster (circle), the aligned cortical granule
{arrows), and the bent microvilli (Mv). 8000x. (d) Note the conspicaous PvS and the erect microvilli. 6000x.

pose, including inhibitors of Kinase activity or protein
synthesis. However. it was noteworthy that some of
these decreased the rate of blastocyst production
[27.28]. In the present study, the meiosis arrest pro-
vided by DM allowed oocytes to maintain meiotic com-
petence without any detrimental effect on subsequent
nuclear and cytoplasmic maturation, since arrest was
completely reversed after an additional 24 h of culture
in NDM (T3).

The ability of oocytes to achieve competence is
influenced by the maturation media and its supplements
[29]. There were substantial differences among re-
search groups in the composition of IVM medium.
Although fetal calf serum (FCS) is commonly added to
IVM media, it contains many unknown components
which may introduce physiological variability to an
IVM system. Furthermore, since there may be differ-
ences among serum batches in the success rate of IVM,
strict quality control is needed to obtain consistent
responses [ 11]. Thus, there was considerable impetus to

develop a chemically defined medium for cocyte mat-
uration.

To have a valid comparison of in vive and in vifro
oocyte maturation environments, and to obtain in vitro
embryo production at the same rate and quality of
embryos produced in vivo, COCs should be cultured in
media which mimics in vivo ococyte maturation. This
provided the impetus for us to develop a defined me-
dium in which hormones, growth and antioxidant fac-
tors were present and stimulated granulosa cells to
sustain prolonged estradiol secretion [22]. thereby
mimicking a growing follicle. In the present study, with
the culture of COCs (cumulus cells and oocyte) in DM,
inhibition of nuclear oocyte maturation until the gona-
dotrophin peak was achieved by the additional culture
of COCs in NDM (T3). Supplementing NDM with FSH
[9] mimicked ovulation and thus complete nuclear mat-
uration was quickly obtained.

In addition to LH and FSH [9], which have funda-
mental roles in follicular growth and oocyte maturation,
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other hormones have similar effects, e.g., insulin. Fou-
ladi-Nashta et al. [30] described a system for in vitro
culture of bovine intact antral follicles supplemented
with insulin in which oocytes recovered from follicles
cultured for 24 h remained at the germinal vesicle (GV)
stage and provided greater frequency of development
when compared to oocytes aspirated from fresh folli-
cles. In the present study, the use of DM (which con-
tained insulin) resulted in a peripheral distribution of
cortical granules in 50% of COCs (T2 and T4, Table 1.
Furthermore, intact follicles cultured with insulin con-
tained nuclear immature oocytes, associated with ulira-
structural features, such as peripheral distribution of
coftical granules [30], which are usually characteristic
of mature oocyies, Insulin, as well as transferrin and
selenium that were also present in DM, medium, im-
proved cytoplasmic maturation and developmental
competence of embryvos when they were added to IVM
[31].

It is well known that IGF affects cocyte competence
and maturation; it may stimulate resumption of meiosis
of porcine and rabbit COCs [32.33]. In horses, the
addition of IGE-1 to an IVM medium did not increase
the rate of nuclear maturation to the MII stage, but
exerted a positive effect on cytoplasmic maturation
[24]. Furthermore, IGF-1 has a regulatory role in ovar-
ian function, ovulation, cocyte cytoplasmic maturation,
as well as steroid production [35], in addition to iis
action as an anti-apoptotic factor during oocyte matu-
ration [36]. Wasielak and Bogacki [36] suggested that
the amount of IGF-1 produced by cumulus cells during
in vitro culture was insufficient for maturation, and
therefore they concluded that IGF-1 supplementation
necessary for maturation. In the present study, the DM
was supplemented with a physiological concentration
of IGF-1, and provided ultrastructural modifications re-
lated to cytoplasmic maturation, such as the beginning
of mitochondria distribution throughout the cytoplasm
(Table | and Fig. 5a, 5hj).

The main characteristic of cytoplasmic maturation
was the shifting of the mitochondria from a peripheral
position o a more dispersed arrangement (distributed
throughout the cvtoplasm). This occurs in wive after the
LH surges. Furthermore, it is accompanied by the dis-
tribution of cortical granulezs, which in the GV stage are
distributed in clusters throughout the cytoplasm,
whereas at the end of the maturation period. they are
distributed throughout the inner surface, close to the
plasma membrane [37].

The movement of mitochondria to areas of high
demand of energy is extremely important, since they

are responsible for the supply of energy that is con-
sumed during the maturation process [37]. Further-
more, the strategic movement of cortical granules in
the end of the maturation period is important to
prevent polyspermy, since the release of their con-
tents to the outer surface after oocyte activation
promotes a rapid modification of the oocyte exira-
cellular matrix that prevents the entry of additional
sperm [37].

In a recent study by our team [3E], the rate of
blastocyst production was similar for oocyles ma-
tured in modified DM, and for oocytes matured in
medium containing serum. In the present study, we
concluded that the DM was a good model to study
the events that occur during oocyle prematuration,
with no need (o use meiosis inhibitors. Furthermore,
maintenance of COCs al immature stage in vilro
without any detrimental effect can be used to provide
additional time to study nuclear and cytoplasmic
maturation synchrony of IVM. Therefore, allowing
oocyvie maturation to occur in a two-step procedurs
using the DM should be investigated as a strategy to
improve the rate of viable embryos obtained with in
vitro fertilization.
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Anexo B. Formulacao comercial do meio Minimum Essential Medium (MEM) Alpha
Medium

Technical Resources - Media Formulations

Minimum Essential Medium (MEM) Alpha Medium (1X) liquid
Contains L-glutamine, ribonucleosides and deoxyribonucleosides.

Minimum Essential Medium was developed when Basal Media Eagle was not sufficient to
support Hela cells. It was discovered that with certain media supplements, BME could be made to
grow a wider variety of cells. MEM incorporates these modifications, such as higher
concentrations of amino acids into its formulation. Additional supplementation to MEM has
broadened the applications for this medium. Alpha modification of the medium includes the
addition of the non-essential amino acids, sodium pyruvate, lipoic acid, ascorbic acid, biotin and
vitamin B12.

One useful application for alpha MEM is as a selection media. Dihydrofolate Reductase (DHFR)
is an enzyme which is necessary for purine synthesis. In the absence of exogenous purines, this
enzyme is required for growth. Alpha MEM minus does not contain the ribonucleosides or the
deoxyribonucleosides, and will not support the growth of cells that do not contain the gene to
produce DHFR.

Catalog Number: 12571048, 12571063, 12571071,

Molec| Concentr

COMPONENTS (mg/L)| (mM)
Glycine 75 50 0.667
L-Alanine 89 25 0.281
L-Arginine 211 105 0.498
L-Asparagine-H20 150 50 0.333
L-Aspartic acid 133 30 0.226
L-Cysteine hydrochloride-H20 176 100 0.568
L-Cystine 2HCI 313 31 0.099

0
L-Glutamic Acid 147 75 0.510
L-Glutamine 146 292 2.00
L-Histidine 155 31 0.200
L-Isoleucine 131 52.4 0.400
L-Leucine 131 52 0.397
L-Lysine 183 73 0.399
L-Methionine 149 15 0.101
L-Phenylalanine 165 32 0.194
L-Proline 115 40 0.348

L-Serine 105 25 0.238


http://www.invitrogen.com/content.cfm?pageID=8012&sku=12571048
http://www.invitrogen.com/content.cfm?pageID=8012&sku=12571063
http://www.invitrogen.com/content.cfm?pageID=8012&sku=12571071
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L-Threonine 119 48 0.403
L-Tryptophan 204 10 0.049
0
L-Tyrosine disodium salt 225 52 0.231
L-Valine 117 46 0.393
Ascorbic Acid 176 50 0.284
Biotin 244 0.1 0.000
410
Choline chloride 140 1 0.007
14
D-Calcium pantothenate 477 1 0.002
10
Folic Acid 441 1 0.002
27
i-Inositol 180 2 0.011
1
Niacinamide 122 1 0.008
20
Pyridoxal hydrochloride 204 1 0.004
90
Riboflavin 376 0.1 0.000
266
Thiamine hydrochloride 337 1 0.002
97
Vitamin B12 1355 1.36 0.001
00
Inorganic Salts
Calcium Chloride (CaCl2) (anhyd.) 111 200 1.80
Magnesium Sulfate (MgSO4) (anhyd.) 120 97.67 0.814
Potassium Chloride (KCI) 75 400 5.33
Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 84 2200 26.19
Sodium Chloride (NaCl) 58 6800 117.2
4
Sodium Phosphate monobasic (NaH2PO4-H20) 138 140 1.01
Ribonucleosides
Adenosine 267 10 0.037
5
Cytidine 243 10 0.041

2
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Guanosine 283 10 0.035
3
Uridine 244 10 0.041

ﬂ

Deoxyribonucleosides

2'Deoxyadenosine 251 10 0.033
2'Deoxycytidine HCI 264 11 0.04%
2'Deoxyguanosine 267 10 0.03!73
Thymidine 242 10 0.041

ﬂ

Other Components

D-Glucose (Dextrose) 180 1000 5.56
Lipoic Acid 206 0.2 0.000
971

Phenol Red 376.4 10 0.026
6

Sodium Pyruvate 110 110 1.000



