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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar as agdes do
fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF;
P), da insulina (I), do retinol (R) e de suas
associagoes (PI, PIR, IR e PR) na maturagao nuclear



(MN) de odcitos bovinos e suas conseqliéncias no
desenvolvimento embrionario (DE). O meio basico
para maturacao dos odcitos nos diferentes
tratamentos foi o TCM-199 modificado acrescido de
PVA (controle). No DE, foram utilizados os grupos R,
PIR, IR, um controle negativo (PVA) e um controle
positivo, contendo soro fetal bovino e gonadotrofinas
(SFBHOR). Os fatores P, I, R e suas associacdoes nao
aceleraram a MN em 7h mas sim apo6s 18h
(P<0,001), com excecao dos tratamentos R e PR, nos
guais as percentagens de metafase II foram,
respectivamente, de 4,7% e 8,3%, similares a obtida
no grupo-controle (0,0%). Considerando um nivel de
significancia de P<0,0001 em comparacdo ao grupo-
controle, os maiores indices de metafase II foram
obtidos na presenca das associagoes IR (19,0%) e
PIR (21,3%). No DE, R (18,3%), PIR (13,9%) e IR
(10,6%) incrementaram os indices de clivagem,
comparados ao PVA (0,0%; P<0,001), porém nao
atingiram os indices do grupo SFBHOR (53,8%;
P<0,001). Conclui-se que insulina e PDGF aceleram a
MN e suas acdes sao potencializadas pelo retinol. Os
indices de clivagem de odcitos maturados na
presenca de R, IR e PIR sdo superiores aos do PVA,
mas significativamente inferiores aos maturados em
SFBHOR.

Palavras-chave: Bovino, odcito, PDGF, insulina,
retinol, maturacao nuclear

ABSTRACT

The aim of the present study was to determine the
effect of platelet-derived growth factor (PDGF; P),
insulin (1) retinol, (R) and their interactions (PI, PIR,
IR and PR) on oocyte nuclear maturation (NM) and,
consequent, embryonic development (ED). The basic
medium for oocyte maturation in the treatments was
the modified TCM-199, supplemented with PVA
(control). To study the embryonic development, the
oocytes were divided in three treatments, R, PIR e
IR, a negative (PVA) and a positive control group
(containing calf fetal serum and gonadotrophic
hormones; FCSHOR). The PDGF, insulin, retinol and
their interactions did not change the kinetic of the
NM, in seven hours of culture (P=0.4492) but it



changed after 18 hours of maturation (P<0.001)
except in the treatments R and PR (P<0.001), in
which the percentages of metaphase II were,
respectively, 4.7% and 8.3%. These results were
similar to the control group (0.0%). Considering a
significant level of P<0.0001 in comparison to the
control group, the higher rates of metaphase II were
obtained in the presence of IR (19.0%) and PIR
(21.3%). The higher rates of MII were observed
when the oocytes were matured in the presence of
insulin and retinol. In the embryonic development, R
(18.3%), PIR (13.9%) and IR (10.6%) increased the
rate of cleavage when compared to PVA group
(0.0%,; P<0.001). However, the oocytes were not
competent enough to reach the rate obtained in the
FCSHOR group (53.8%, P<0.001). In conclusion,
insulin and PDGF accelerate NM and their effects are
enhanced by retinol. In the embryonic development,
oocytes matured in the presence of either R, IR or
PIR have higher cleavage rate than PVA group but
lower than those matured in the FCSHOR group.

Keywords: Bovine, oocyte, PDGF, insulin, retinol,
nuclear maturation.

INTRODUCAO

O processo de maturacao nuclear de odcito
compreende o término da primeira reducao meiodtica,
incluindo as fases desde a progressao do estadio de
dipléteno da primeira préfase meiotica até metafase
II (MII). In vivo, esse processo tem inicio
concomitantemente com o pico pré-ovulatério de LH
(Edwards, 1965; Tsafriri & Kraicer, 1972; Sun &
Moor, 1991) e, in vitro, com a retirada do odcito do
ambiente folicular (Edwards, 1965; Donahue, 1968;
Thibault, 1977). Para completar esse processo de
maturacdo nuclear de odcitos bovinos, é requerido
um periodo entre 18 a 24 horas tanto in vivo quanto
in vitro (Sirard et al., 1989).

Varios estudos tém demonstrado a importancia de
fatores de crescimento (FCs) produzidos pelo ovario
na maturacao nuclear nas diferentes espécies de



mamiferos. Entre os diversos FCs relacionados com
acdo na maturacao nuclear estdo o PDGF e IGF-I. Os
indices de blastocisto sao incrementados quando
PDGF estiver presente no periodo de maturacao
oocitaria (Harper & Brackett, 1993) ou de
desenvolvimento embrionario (Thibodeaux et al.,
1993; Yang et al., 1993). A adicao de IGF-I no meio
de cultivo estimula a maturacdo de odcitos na
presenca ou auséncia de células foliculares em
suinos. Além disso, células ovarianas de bovinos e
suinos produzem quantidades significativas desse FC
(Sirotkin et al., 1998). O IGF-I associado ao FSH
regulam a proliferacdo das células da granulosa,
expansao das células do cumulus oophorus e atuam
na inducao da atividade esteroidogénica na regulacao
folicular (Armstrong et al., 1996). Durante o
desenvolvimento in vitro de embrides bovinos,
insulina e IGF-I incrementam a percentagem de
moérulas (Matsui et al., 1995). No entanto, ndo é
conhecido como esses FCs atuam no odcito durante a
maturagao nuclear.

Os receptores para a insulina e IGF-I possuem
estruturas similares e afinidade cruzada (Heyner et
al., 1993). No entanto, a insulina possui um efeito
metabdlico mais potente do que o IGF-I (Hadley,
1988). Na foliculogénese, a insulina tem agao na
manutencao e crescimento dos foliculos primordiais e
primarios, e em baixas concentracdes pode aumentar
os indices de formacao de foliculos primarios (Yu &
Roy, 1999). Em ratos, a insulina tem agdao sobre as
células da granulosa estimulando a atividade
esteroidogénica (Yu & Roy, 1999). Além disso, a
insulina estimula o desenvolvimento de embrides
bovinos com oito células até o estadio de blastocisto
eclodido. A insulina nos estadios de morula e
blastocisto estimula a sintese de RNA e DNA (Paria &
Dey, 1990).

Ha evidéncias de que a vitamina A pode estar
envolvida na sintese de receptores de FCs (Wolf,
1984), podendo haver interacao entre FCs e retinol.
Além disso, o retinol desempenha papel auxiliar no
desenvolvimento embrionario, evitando a apoptose,
por reduzir a acao de radicais livres desenvolvidos
pelo proprio zigoto (Nonogaki et al., 1994). Com isso,
incrementa o numero de blastocistos expandidos
produzidos in vitro (Montagner et al., 1999;



Montagner, 1999). Apesar desses efeitos positivos no
desenvolvimento embrionario, o efeito do retinol na
maturacdo de odcitos bovinos nao foi ainda testado.
O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo
de verificar os efeitos do PDGF, do retinol, da insulina
e de suas interagdes na maturacao nuclear de odcitos
bovinos e suas conseqgiéncias no desenvolvimento
embrionario in vitro.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 1.260 ovarios de fémeas bovinas,
obtidos em matadouro e transportados em solugao de
cloreto de sdédio a 0,9% acrescido de penicilina (100
UI/ml) e estreptomicina (50ug/ml) a temperatura de
30°C. No laboratério, os ovarios foram lavados trés
vezes com solucdo de cloreto de sddio a 0,9% e, logo
apos, os foliculos entre 2 e 8mm de diametro foram
puncionados, com auxilio de uma agulha acoplada em
uma bomba de vacuo. Para o primeiro experimento,
foram utilizados 1.360 complexos cumulus-oécito
(CCOs) com pelo menos trés camadas de células do
cumulus oophorus, ooplasma de coloragao marrom e
homogéneo.

Os oocitos foram mantidos em liquido folicular ndo
filtrado por um periodo de 10 a 15 minutos, até o
momento da selecdo. Apds selecionados, um total
médio de 272 odcitos, em cada replicacdo, foram
distribuidos aleatoriamente em oito grupos,
totalizando cinco repeticdes. Os odcitos foram
cultivados por periodos de 7 ou 18 horas. O meio de
maturagdo utilizado teve como base o TCM-199
modificado (Nutricell) acrescido de 1mg/ml de alcool
polivinilico (Sigma, P-8136) (PVA). Os sete grupos de
tratamentos foram formados pela adigao ao meio
base de: (1) 0,1ng de PDGF (Sigma, P-8147)/ml de
meio (P); (2) 0,28ug de retinol solivel em
agua(Sigma, R-0635)/ml (R); (3) 0,12UI insulina
(Sigma, 1I-6634) /ml (I); (4) 0,1ng de PDGF/mlI
acrescido de 0,28ug retinol/ml (PR); (5) 0,1ng de
PDGF/mI acrescido de 0,12UI insulina/ml (PI); (6)
0,12UI insulina/ml acrescido de 0,28ug retinol/ml
(IR); (7) 0,1ng de PDGF/mlI acrescido de 0,12UI
insulina/ml e 0,28ug retinol/ml (PIR). O grupo-
controle foi constituido pelo meio basico (PVA). Apds



alocados em cada grupo, os odcitos foram maturados
em gotas com 200ul de meio, sob 6leo de silicone 50
ctks (Agripec) e incubados em atmosfera contendo
5% de CO,, umidade saturada e temperatura de
390C.

Apds cada periodo de incubacdo, os odcitos foram
retirados de seus grupos com micropipeta de vidro e
depositados em tubo de ensaio contendo 2ml de
TCM-199 modificado. Em seguida, as células do
cumulus foram retiradas com o auxilio de vortex, e
agitados por trés minutos. Para parar a maturacao as
7 e 18 horas, os odcitos foram fixados em placas
contendo 3ml de acido acético:metanol (1:3) por 12
horas. Apds esse periodo, os odcitos foram colocados
em laminas e corados com lacmdide a 1% em 45%
de acido acético em PBS (Vignola et al., 1994). As
avaliacOes dos estadios nucleares foram realizadas
utilizando microscépio equipado com contraste de
fase, em aumento de 1000x.

Para a realizacao do segundo experimento, foram
utilizados um total de 505 CCOs com pelo menos trés
camadas de células do cumulus oophorus, ooplasma
de coloracao marrom e homogénea. A metodologia
para a coleta, selecao e maturacdo dos odcitos foi a
mesma do primeiro experimento. Para a maturacao,
os odcitos foram distribuidos em trés grupos de
tratamentos (R, PIR e IR), um grupo-controle
negativo (PVA) e um grupo-controle positivo no qual
estavam presentes soro fetal bovino e hormoénios
gonadotroficos (FSH, 0,5 pg/ml e LH, 5,0 ug/ml).
Foram realizadas seis replicagdes. O periodo de
maturacao foi de 24 horas (Suss et al., 1988).

No final do periodo de maturacao foi preparado um
pool de sémen congelado proveniente de touros de
racas européias, utilizando uma Unica partida de
sémen durante todo o experimento. A recuperagao
espermatica foi realizada com a passagem do sémen
em diferentes gradientes de percol (Rosenkrans et
al., 1993; Schweitzer, 1996). Para isso, foram
colocados 2,7ml de percol em frasco de vidro estéril
com capacidade para 5ml. A esse volume foram
adicionados 300ul de meio Sperm-TALP 10x, obtendo
uma concentracao de 90% de percol. A seguir, foi
transferido para outro frasco um volume de 1ml de
percol 90% e, a esse, adicionado 1ml de Sperm-TALP



1x, fazendo o percol a 45%. Em um tubo de
centrifuga foram colocados 2ml de percol a 90% e,
em seguida, lentamente adicionados 2ml de percol a
45%, de forma a ndo haver mistura entre as duas
solugdes, formando uma coluna de percol com
diferentes gradientes. Apds preparada a coluna de
percol, foram colocados 500ul de sémen sobre a
coluna de percol e centrifugado por 30 minutos a
700G. Apds o periodo de centrifugacdo, o pellet de
espermatozodides foi ressuspendido com 500ul de
Fert-TALP sem heparina, ajustando a concentracao
espermatica.

A inseminacao (dia 0) dos odcitos maturados foi
realizada pela adicdao de 50ul de espermatozodides as
gotas de 200ul de meio Fert-TALP contendo 10ug de
heparina/ml (Parrish et al., 1986; Schweitzer, 1996).
A concentragao final de espermatozoéides foi de
2x10%/ml. O tempo de co-cultivo foi de 18 a 22
horas. A temperatura e a atmosfera de incubacao
foram as mesmas utilizadas para a maturagao in
vitro. Apds a inseminacao, as células do cumulus
foram retiradas com uma micropipeta de vidro e os
odcitos lavados trés vezes e transferidos para as
gotas de 200ul de TCM-Light (Romero et al., 1991)
para o desenvolvimento embrionario. Apds 48 horas
do momento da inseminacao, foram avaliadas as
taxas de clivagem.

O delineamento experimental foi em blocos
inteiramente ao acaso. Os diferentes tratamentos
foram realizados simultaneamente e cada replicacao
considerada um bloco. Os resultados em
percentagens foram transformados pelo PROC RANK
no pacote estatistico SAS (SAS, 1988), com a
finalidade de aplicacdo de testes paramétricos para a
analise estatistica. O modelo utilizado foi: Y = p +q;
+B; +0ij, em que Yj; € a variavel dependente [no
experimento 1, é a percentagem de odcitos que
atingiram os estadios de rompimento da vesicula
germinativa (RVG) ou MII e no experimento 2, é a
percentagem de clivagem], p é a constante comum
para todas observacdes, a; é o efeito dos
tratamentos, B; € o efeito dos blocos e [ € o efeito
do residuo.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao interromper a maturacao as 7 e 18 horas,
periodos minimos para os odcitos atingirem,
respectivamente, as fases de RVG e MII, foi possivel
determinar a velocidade de reinicio da meiose e
completa maturagao nuclear, utilizando como
referéncia o grupo-controle. PDGF, retinol e insulina
nao alteraram a velocidade de reinicio da meiose nas
primeiras 7 horas de maturacao (P=0,4492). Da
mesma forma, nao houve interacdo entre essas trés
substancias nessa fase da maturagdao nuclear
(P>0,05; Fig. 1). No entanto, foi observada variagao
significativa entre blocos (P=0,0001).
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Figura 1. Efeito do fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF; P), retinol (R}, insulina (1)
£ suas associagoes no reinicio da meiose de odcitos bovinos cultivados in vitre. No grupo-
controle (0) esses fatores nao estavam presentes. O indice de rompimento da vesicula germinativa
(RVG) foi determinado sete horas apos o inicio da maturacao. As concentragoes de retinol, PDGF
e insulina foram 0.28ug/ml, 0,Ing/ml e 0,12UL respectivamente. O resultado de cada grupo estd
representado em média e erro-padrao da média de cinco replicagtes. Nao houve diferenga entre os
tratamentos (P=0.05).

Em contrapartida, quando os odcitos foram
maturados em meio quimicamente definido por 18
horas e avaliados quanto ao estadio de MII em
diferentes associacoes de PDGF, insulina e retinol na
maturacgao nuclear, foi observada aceleracao da
meiose nos diferentes tratamentos (Fig. 2), com
excecao daqueles maturados na presenca de retinol
(P=0,3014) e da associacao PDGF-retinol
(P=0,0882). O meio quimicamente definido para
maturacdo nuclear dos odcitos permite uma avaliacao
especifica da acdo dos FCs e retinol, minimizando a
possibilidade de outros componentes estarem



interferindo nos resultados, como pode ocorrer
guando o soro esta presente no meio de cultivo.
Nesse sistema, a presenca de insulina (P=0,0313) e
PDGF (P=0,0381) aceleraram a maturagao de odcitos
isoladamente ou associados entre si (PDGF-insulina;
P=0,0020). A presenca do retinol, em meios
contendo insulina ou PDGF nao resultou em
incremento significativo dos indices de MII. No
entanto, ao considerar o nivel de significancia de
P<0,0001 em comparagao ao grupo-controle, os
maiores indices de MII foram obtidos na presenca das
associacoes IR (19,0%) e PIR (21,3%).
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Figura 2. Efeito do fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF; P), retinol (R), insulina ()
e suas associagfes na maturagio nuclear de odcitos bovinos. O indice de metafase 11 (MII) foi
determinado 18 horas apds o inicio da maturacio. As concentrages de retinol, PDGF e insu-
lina foram de 0.28ug/ml, 0,1ng/ml e 0,12UL respectivamente. O resultado de cada grupo esta re-
presentado em média e erro-padrio da média de cinco replicacoes. Letras diferentes, acima
de cada barra, representam diferencas significativas entre grupos (P<0.05).

O &cido retindico, por ativar a transcricao, quando
ligado aos seus receptores nucleares a, B e yem
seqliéncias especificas de nucleotideos nos genes-
alvo (de Luca, 1991; Soprano et al., 1993), por atuar
na diferenciacao celular (Morriss-Kay & Sokolova,
1996) e por regular genes que codificam para a
sintese de diversos reguladores bioquimicos,
incluindo os FCs, € um candidato potencial para
mediar a acdo do PDGF e da insulina na maturagao
de odcitos bovinos. Por esse motivo, a acao esperada
do PDGF, da insulina, do retinol e de suas interagoes
seria uma mudanca no reinicio da meiose e na



cinética da maturacdo nuclear até MII, o que poderia
afetar o subseqliente desenvolvimento embrionario.
O odcito possui receptores para PDGF, EGF, insulina
(Sirotkin et al., 1998) e o retinol desempenha papel
importante no desenvolvimento embrionario precoce
(Montagner et al., 1999; Montagner, 1999). A acao
do retinol, fundamentalmente, € marcada pelo efeito
antioxidante, evitando dessa forma a peroxidagao
lipidica da membrana celular (Dobreanu & Mody,
1997). Além disso, ja foi determinada uma relagao
positiva entre o numero de blastocistos obtidos e a
suplementacao do meio de maturagcao com PDGF
associado a hormoénios gonadotroficos (Harper &
Brackett, 1993). Esse fator, na concentragao de 0,1
ng/ml associado com FSH e LH nos meios de
maturagao, incrementa significativamente a producgao
de blastocisto (Harper & Brackett, 1993; Yang et al.,
1993). Considerando esses dados como um todo, ha
evidéncias de efeito positivo do PDGF, insulina e
retinol na maturagao citoplasmatica e conseqiiente
desenvolvimento embrionario, sem alterar a dindmica
do reinicio da meiose.

Na auséncia de soro e gonadotrofinas, o retinol e as
associagoes PDGF-insulina-retinol e insulina-retinol,
utilizados in vitro durante a maturacgao nuclear de
odcitos bovinos, foram capazes de incrementar os
indices de clivagem, quando comparados com o
grupo-controle negativo (PVA; P<0,001). No entanto,
os odcitos nao foram maturados adequadamente
para atingirem niveis de clivagem semelhantes aos
odcitos maturados na presenca de soro fetal bovino,
FSH e LH (P<0,001; Fig. 3). Tendo em vista os
indices de clivagem nos tratamentos nao
ultrapassarem os 20%, os embridoes nao foram
cultivados até o estadio de blastocisto. Os FCs
presentes no soro contribuem significativamente para
o processo de maturacdo de odcitos (Lonergan et al.,
1996). O IGF-I é um dos componentes do SFB com
efeito estimulante no crescimento e na proliferagao
de células da granulosa in vitro (Singh et al., 1997),
incrementando a expansao do cumulus oophorus,
maturacdo citoplasmatica e desenvolvimento
embrionario bovino in vitro (Armstrong et al., 1996;
Funston et al., 1996; Yoshimura et al., 1996). Outro
fator presente no soro € o EGF que estimula a
maturacdo de odcitos em humanos, camundongos,
bovinos e suinos. EGF e IGF-I, entre outros fatores



contidos no soro, afetam significativamente a
maturagao in vitro de odcitos bovinos, incrementando
os indices de fecundacao (Lorenzo et al., 1993) e
desenvolvimento embrionario in vitro (Palma et al.,
1997). PDGF, insulina e retinol, apesar de terem
participacdo na maturacao de odcitos in vitro e
conseqliente desenvolvimento embrionario, ndo sao
os Unicos fatores presentes no soro; também
participam desses processos hormonios de
crescimento, esterdides e gonadotrofinas (Liu &
Foote, 1995) com acgdo positiva na maturacao nuclear
e citoplasmatica de odcitos bovinos.
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Figura 3. Efeito do retinol (R) e associagdes fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF),
insulina e retinol (PIR) e insulina e retinol (IR) durante a maturacio de odcitos bovinos e suas
conseqléncias no indice de clivagem in vitro. As concentragbes usadas de retinol, PDGF e insu-
lina foram de 0,28ug/ml, 0,1 ng/ml e 0,12 UI, respectivamente. Nos grupos-controle positivo e
negativo, os odcitos foram maturados, respectivamente, na presenca de soro fetal bovino e
gonadotrofinas (SFBHOR) ou no meio bédsico contendo dleool polivinilico (PVA). O resultado
de cada grupo esta representado em média e erro-padrao da média de seis replicacdes. Letras di-
ferentes, acima de cada barra, representam diferencas significativas entre grupos (F<0,05).

CONCLUSOES

Em odcitos bovinos, o reinicio da meiose nao é
afetado pela acdao do PDGF, da insulina, do retinol e
de suas interacdes. No entanto, a cinética da
maturacdo nuclear é incrementada por acdo da
insulina e do PDGF. No inicio do desenvolvimento
embrionario, a clivagem em meio quimicamente
definido é afetada positivamente pelo retinol,
insulina-retinol e PDGF-insulina-retinol, mas nao
atinge indices similares aos de odcitos maturados na
presenca de soro fetal bovino e hormoénios
gonadotroficos.
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