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RESUMO

Introdugdo: A maturagdo do complexo cumulus-ovécito (CCO) in vitro depende do
meio de cultivo no qual se encontra e € uma biotécnica bastante difundida para a
geracdo de embrides bovinos para a produgdo de gado. A biologia do
desenvolvimento do ovdécito tem como indicadores a maturacdo nuclear,
esteroidogénese, apoptose e nutricdo dos CCOs, tendo as células do cumulus papel
central nesses aspectos. A via fosfatidilinositol 3-cinase (PI3-K) tem acgdes
comprovadas nos parametros citados, tornando-a ponto relevante no estudo da
biologia dos CCOs bovinos. O presente trabalho visa estudar esses parametros para
esclarecer algumas fungdes biolégicas do meio definido e patenteado MIV B e da
adicdo de 10 ng/mL de FSH. Para inferir a importancia da PI3-K foi utilizado o
inibidor dessa via (LY294002) durante o cultivo de CCOs.

Métodos: Ovario bovinos foram coletados em abatedouros e os CCOs aspirados
para cultivo por 22—-24 horas. Os seguintes meios-teste foram utilizados, tendo o
meio MIV B como base: OFSH; OFSH 10LY (+10 yM LY294002); OFSH 100LY (+100
MM LY294002); 10FSH; 10FSH 10LY ou 10FSH 100LY. Posteriormente, a dose de
10 pM foi excluida, pois ndo apresentou nenhum efeito. A androstenediona foi
suplementada para sustentar a esteroidogénese. Apos o cultivo, os CCOs foram
desnudos e as células do cumulus isoladas para as afericbes subsequentes.

Foram avaliadas a retomada e progressao da maturagdo nuclear, a expulsdo do
corpusculo polar e a produgdo de horménios 17 beta-estradiol (E2) e progesterona
(P4). As células do cumulus foram analisadas para determinar a expressdo de
genes, por PCR real time, referentes a esteroidogénese (LHR, FSHR, CYP11A1,
CYP19A1 e HSD17B1), apoptose (Bax), sobrevida celular (Bcl-2) e nutrigao do CCO
(GLUT1, GLUT4, PDH, G6PDH e SNAP25).

Resultados: No meio OFSH foi encontrado imaturidade nuclear e baixa taxa de
expulsdo do corpusculo polar. Porém, manteve a producdo de E2 e P4 e a
expressdo dos receptores de FSH e LH e das enzimas da esteroidogénese,
mimetizando a condi¢gao de foliculo ovariano em crescimento. O meio OFSH ainda
apresenta baixa expressdo de Bax, Bcl-2 e GLUT1 e aumento da expressao de
G6PDH e SNAP25.

A adigao do inibidor (meio OFSH 100LY) causou a progressao da meiose, inibicdo da

expulsdo do corpusculo polar, diminuigdo de E2 e aumento de P4. O meio inibiu a



expressao de LHR, FSHR, CYP11A1, CYP19A1 e HSD17B1. Também houve
diminuicao da expressao de GLUT4 e G6PDH.

No meio 10FSH ha retomada e progressao da meiose e expulsdo do corpusculo
polar, manutencio da produgao de E2 e P4. Houve baixa expressao de LHR, FSHR,
CYP19A1 e HSD17B1. Além disso, houve aumento da expressdao de GLUTT,
G6PDH, Bcl-2 e Bax e baixa expressao de GLUT4 e SNAP25, em relagdo ao meio
OFSH.

A suplementagao do inibidor (meio 10FSH 100LY) causou inibicdo da expulsdo do
corpusculo polar e diminuicdo de E2. Houve aumento da expressao de LHR e
CYP19A1, além da diminui¢gdo da G6PDH e Bax.

O gene PDH nao sofreu modificagdo em nenhum dos tratamentos. SNAP25, GLUT1
e Bcl-2 nado foram afetadas pelo LY294002.

Conclusées: O meio MIVB OFSH é capaz de manter a esteroidogénese e a nutricdo
do CCOs, baseando-se na expressao génica. A adicdo de FSH causa diminui¢ao da
expressao de genes importantes da esteroidogénese, mas aumenta os de sobrevida
e de metabolismo (GLUT1 e G6PDH).

Além disso, a via PI3-K tem acdes diferentes no meio com e sem FSH. No meio sem
FSH, a via mantém a expressao dos genes esteroidogénese e metabolismo (GLUT4
e G6PDH). No meio com FSH, inibe LHR e CYP19A1 e mantém G6PDH e Bax.

PALAVRAS-CHAVE:
Complexo cumulus ovaocito, MIV B, FSH, PI3-K, meiose, esteroidogénese, nutricao
do CCO, viabilidade celular.
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ABSTRACT

Introduction: The maturation of cumulus oocyte complex (COC) in vitro depends on
culture medium environment and it is a widely used biotechnology to produce bovine
embryos for livestock production. The developmental biology of oocyte involves
nuclear maturation, steroidogenesis, apoptosis and nutrition of COC, with central role
of cumulus cells. The phosphatidylinositol 3-kinase (PI13-K) pathway controls the
parameters cited previously, making PI3-K pathway relevant for the COC biology.
The aim of the present work was to study those parameters to elucidate biology
functions of a defined medium MIV B (patent medium of the lab) and the addition of
10 ng/mL of FSH. To infer the PI3-K role, its inhibitor (LY294002) was used in COC
culture.

Methods: Bovine ovaries were obtained at abattoirs and COC were aspirated for 22—
24 hours of culture. The CCOs were allocated in the following experimental groups,
using the MIV B: OFSH; OFSH 10LY (+10 uM LY294002); OFSH 100LY (+100 uM
LY294002); 10FSH; 10FSH 10LY or 10FSH 100LY. After preliminary results the 10
MM of LY294002 were excluded because did not show effect. Androstenedione was
supplemented to sustain steroidogenesis. After culture, COC were denuded and
cumulus cells were isolated to subsequent evaluations.

Resumption and progression of nuclear maturation, polar body extrusion, and steroid
hormones final concentration 17 beta-estradiol (E2) and progesterone (P4) were
evaluated. The cumulus cells were analyzed to determine gene expression, for PCR
real time, of proteins involved in steroidogenesis (LHR, FSHR, CYP11A1, CYP19A1
and HSD17B1), apoptosis (Bax), cell survival (Bcl-2), and nutrition of CCO (GLUTT,
GLUT4, PDH, G6PDH and SNAP25).

Results: MIV B OFSH leads to immature nuclear status and low rates of polar body
extrusion. However, the medium maintained the E2 and P4 values in culture media
and expression of receptor of FSH and LH and of steroidogenic enzymes, mimetizing
a growing ovarian follicle. OFSH group presented low expression of Bax, Bcl-2 and
GLUT1 and high levels of GGPDH and SNAP25.

The addition of inhibitor (OFSH 100LY group) caused the meiosis progression,
inhibition of polar body extrusion, decrease of E2 and enhance of P4 levels. The
medium also decreased the LHR, FSHR, CYP11A1, CYP19A1 and HSD17B1 gene

expression. GLUT4 and G6PDH expression were also inhibited by the medium.
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In the 10FSH medium the levels of resumption and progression of meiosis and polar
body extrusion were higher, and E2 and P4 levels were maintained. LHR, FSHR,
CYP19A1 and HSD17B1 expression were inhibited. In addition, the expression of
GLUT1, G6PDH, Bcl-2 and Bax were stimulated and GLUT4 and SNAP25 were
inhibited in comparison to OFSH.

The supplementation of inhibitor (10FSH 100LY group) prevented polar body
extrusion and decreased E2 values. There was an increase of LHR and CYP19A1,
and decrease of G6PDH and Bax expression.

PDH gene expression did not change after culture treatments. SNAP25, GLUT1 and
Bcl-2 expression were not affected by the LY294002.

Conclusion: In conclusion, the MIV B OFSH was able to maintain steroidogenesis and
the nutrition of COC, based on gene expression. The addition of FSH caused a
diminishing of gene expression of steroidogenesis, however improves those related
to cell survival and metabolism (GLUT1 and G6PDH).

Furthermore, PI3-K pathway demonstrates different action in the medium with and
without FSH. The medium without FSH, the pathway maintains steroidogenesis and
metabolism (GLUT4 and G6PDH). The medium with FSH inhibits LHR and CYP19A1
and maintains G6PDH and Bax.

KEY WORDS:
Cumulus oocyte complex, MIV B, FSH, PI3-K, meiosis, steroidogenesis, COC

nutrition, cell viability.
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1. INTRODUGAO

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 8,9 milhdes
de cabecgas de gado bovino foram abatidos no Brasil e 326.543 toneladas de carne
in natura foram exportadas entre julho e setembro de 2013 (IBGE, 2013). Ainda
segundo esse mesmo relatério de avaliagdo da produgao pecuaria no Brasil, houve
aumento do abate de bovinos entre 2008 e 2013.

Com relacdo a producao de leite, o Brasil produziu 5,989 bilhdes de litros no
3° trimestre de 2013 (IBGE, 2013). Ainda, segundo o Ministério da Agricultura
(2013), o Brasil lidera o ranking como maior exportador de carne bovina do planeta.
Portanto, nota-se a enorme importancia social e econémica da produc¢do de gado
para o Brasil o que explica a crescente busca por biotecnologias nas areas de
producao e reproducao animal.

As biotecnologias relacionadas a reprodugdo de bovinos mais utilizadas no
Brasil sdo a inseminagao artificial (IA), aliada a protocolos de superestimulagao
ovariana, e a producéo in vitro de embrides (PIVE) a partir de ovdcitos coletados de
fémeas doadoras, aliada a transferéncia desses embrides para vacas receptoras
também hormonalmente tratadas. A PIVE responde por 70% do total de
transferéncias de embrides bovinos e permitiu ao Brasil atingir a cifra de mais de
250.000 embrides transferidos em 2006 (VIANA e CAMARGO, 2007). A expanséao
da atividade resultou no aumento na participagdo relativa do pais no total de
transferéncias realizadas no mundo. O Brasil responde por aproximadamente 25%
do total global, o que o tornou referéncia e lider nessa area (THIBIER, 2007).

A PIVE pode ser a primeira opgéo de escolha para a geragédo de embrides de
interesse comercial pecuario. No Brasil, ha o predominio do gado Nelore nos
rebanhos e nessa raga gera-se maior numero de embrides por procedimento de
PIVE (SENEDA et al., 2007; NONATO JUNIOR et al, 2004). Entretanto, ha
limitagbes como a baixa eficiéncia relativa da PIVE, considerando-se as taxas
médias de embrides (20 a 50%) e gestagdes (30 a 40%) obtidas (CAMARGO et al.,
2006). Portanto, podemos partir da premissa de que ovadcitos, espermatozdides e
embrides n&o conseguem expressar sua maxima competéncia fora de seus
respectivos ambientes in vivo.

Tém-se varios pontos-chave no melhoramento das biotecnologias
reprodutivas: a nutricdo e o perfil endécrino dos animais doadores; o

desenvolvimento folicular e o perfil maturacional do ovécito ai contido; o
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desenvolvimento e amadurecimento dos espermatozdides; o processo de
fecundacgédo e a finalizagdo da segunda meiose; o processo de desenvolvimento
embrionario, bem como sua nutri¢ao in vitro ou in vivo; a transferéncia do embriao e
sua implantagéo uterina; e a gestagcéo e o nascimento de um animal saudavel.

Com relagdo ao desenvolvimento do ovécito e do embrido, esses processos
podem ser, parcialmente, mimetizados ou adaptados as condi¢des in vitro através
da manipulacdo da composi¢ao dos meios de cultivo nos quais esses tipos celulares
se desenvolverdo. Meios de cultivo adequados também permitem o estudo de
fatores determinantes da aquisicao de competéncia dessas células.

A presencga de soro, muito comumente usado em meios de cultura comerciais,
€ um fator determinante para alteragbes de fungdes fisioldgicas in vitro, como a
luteinizagdo das células foliculares (CHANNING, 1970). Meios definidos e sem de
soro sao alternativas viaveis para preservar a fisiologia das células, além de diminuir
a interferéncia de fatores ndo conhecidos presentes no soro fetal bovino (SFB).

Partindo das premissas de que o amadurecimento do ovécito e os meios de
cultura s&o essenciais aos melhoramentos biotécnicos, o Laboratério de
Biotecnologia da Reprodugdo patenteou meios de maturagédo in vitro (MIV) de
complexo cumulus—ovocito (CCO), denominados de MIV C e MIV B [numero de IP
0803140-1, em nome da Fundagao Universidade de Brasilia]. O MIV B obteve
resultados promissores pois obtém-se as mesmas taxas de produgdo de embrido
quando comparado a um meio comercialmente utilizado para MIV de bovinos
(GULART, 2009). O MIV B é considerado um meio definido, pois as concentragdes
de todos os componentes sdo conhecidas e nao ha a presenga de soro nem de
albumina sérica bovina (BSA).

O meio MIV B também é capaz de permitir a progressdo da maturagcdo do
ovocito em termos de modificacbes do citoplasma, que sdo importantes para a
fertilizacdo e a geragdo de embrido, enquanto impede a maturagdo do nucleo, ou
seja, a finalizagdo da meiose (OLIVEIRA e SILVA, 2013).

Assim, o estudo dos CCOs in vitro auxiliara no entendimento dos processos
fisiologicos relacionados a competéncia ovocitaria e na determinagao dos efeitos dos
componentes do meio definido desenvolvido e patenteado pelo nosso laboratério.

Quanto a biologia do amadurecimento do ovoécito como fator limitante para a
producdo de embrides de boa qualidade, sabe-se que alguns parédmetros para a
determinagcdo da competéncia do ovocito sdo as taxas de finalizagdo da meiose,
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esteroidogénese e perfil metabdlico dos CCOs. Esses parametros s&o fortemente
influenciados pelo horménio foliculo estimulante (FSH) e pela via de sinalizagao
intracelular fosfatidilinositol 3-cinase (PI3-K). O entendimento da agdo dos
componentes do meio na modulagdo das vias intracelulares relacionados aos
parametros anteriormente mencionados também é crucial.

O presente trabalho visa contribuir significativamente na busca de biotécnicas
para melhorar as técnicas de maturacido e, consequentemente, melhorar as taxas e

a qualidade dos embrides bovinos gerados in vitro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A reprodugédo € uma das etapas fundamentais que permite a passagem de
caracteristicas genéticas aos descendentes, visando a variabilidade da populagéo e
a perpetuacédo da espécie. Os gametas feminino e masculino s&o parte essencial
nesse processo e a manutengdo de sua viabilidade depende do ganho e
amadurecimento de sua capacidade biolégica. O ovocito, célula germinativa
feminina, passa por um periodo de maturacdo nos foliculos ovarianos no qual
adquire competéncia, ou seja, capacidade de fertilizagcdo, de gerar embrido e
permitir o nascimento de um filhote saudavel.

O foliculo ovariano, unidade funcional e fundamental do ovario de mamiferos,
possui fungdo gametogénica e esteroidogénica. O foliculo € composto por trés tipos
celulares: o ovaocito, célula germinativa, envolto por células somaticas, denominadas
de células da granulosa e da teca. As células somaticas sdo responsaveis pela
producdo de esterdides sexuais, maturagdo e nutricido do ovadcito. O ovdcito esta
firmemente aderido as células da granulosa que o circundam e sdo chamadas de
células do cumulus, compondo assim o complexo cumulus-ovécito (CCO) (McGEE
et al., 2000).

In vivo, a meiose ovocitaria permanece parada no inicio da primeira meiose
até a puberdade (TRIPATHI et al., 2010). A partir da maturagcédo sexual, a agdo das
gonadotrofinas [hormonio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH)],
bem como da agao de outros horménios e fatores de crescimento de agao endocrina
e paracrina, recruta e seleciona foliculos ovarianos, o que leva a maturacdo e
ovulagdo de um ovdcito competente por ciclo (ORISAKA et al., 2009).

Em bovinos, ha 2 ou 3 ciclos de crescimento, induzidos pelo FSH, de um pool
de foliculos ovarianos que se desenvolvem dando origem a varios foliculos antrais,
sendo que, nos primeiros 1 a 2 ciclos, respectivamente, ha atresia dos foliculos e
nao ha ovulagdo. Apenas no ultimo ciclo ocorre crescimento de foliculos antrais até
a emergéncia de um foliculo dominante e varios subordinados, sendo o foliculo
dominante ovulado (FORTUNE et al., 2001).

Diversos horménios estdo envolvidos nesse processo bem como sinais
paracrinos intraovarianos, incluindo fatores produzidos pelo proprio ovocito. Uma
das caracteristicas marcantes € o perfil esteroidogénico do foliculo dominante
(FORTUNE et al., 2001), pois ha marcadores moleculares da esteroidogénese que

sao utilizados para determinar e diferenciar foliculos em crescimento dos em atresia.
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Por exemplo, a presenca do mRNA do receptor de LH e FSH, bem como das
enzimas CYP11A1, CYP17 e CYP19 aumenta com o aumento do tamanho e o
estagio de desenvolvimento do foliculo ovariano (BAO et al., 1997).

A maturagao nuclear, que corresponde a finalizagdo da meiose, in vivo é
induzida pelo pico de LH. Porém, in vitro esta ocorre espontaneamente quando os
ovocitos sdo removidos do foliculo e colocados em meio de cultivo. Isto ocorre
quando os CCOs s&o removidos do ambiente folicular e ha a perda do contato com
as células da granulosa do foliculo com as quais estabelecia comunicagéo atraves
de jungdes comunicantes (BYSKOV et al, 1997). O rompimento desta barreira leva a
maturagao nuclear, permitindo que a meiose que estava bloqueada em proéfase |
progrida até metafase || (EDWARDS, 1965). Esse processo de maturagdo nuclear
acelerada causada pela retirada do CCO do foliculo impede a correta maturagcao
citoplasmatica e molecular. Isso significa que o ovdécito ndo realizara mudangas
como rearranjo de organelas (FAIR et al, 1997) e sintese e acumulo de proteinas e
acido ribonucléico mensageiro (MRNA) (WU et al, 1996) que sao cruciais para sua
competéncia.

A maturacdo do ovécito, portanto, corresponde a dois passos inter-
relacionados e integrados: a maturagdo nuclear e a citoplasmatica. A primeira
corresponde a finalizagdo da meiose (TRIPATHI et al., 2010) e a ultima envolve a
redistribuicdo das organelas citoplasmaticas, rearranjo do citoesqueleto e maturagao
molecular (FERREIRA et al., 2009). A maturagdo molecular é caracterizada pela
transcricdo de genes e a traducéo de proteinas necessarias aos processos celulares
do ovécito e ao desenvolvimento embrionario inicial. Portanto, técnicas que avaliem
a expressao diferencial dos genes das mais variadas fung¢des celulares podem ser
utilizadas para determinagdo da base molecular da maturagdo ovocitaria
(WRENZYCKI et al., 2007).

A maturacéo in vitro de ovocitos € uma biotécnica usualmente empregada
para PIVE de bovinos e para posterior transferéncia para fémeas receptoras.
Baseando-se nessa premissa, visa-se o melhoramento da maturagao in vitro de
ovdécitos para o melhoramento de rebanhos bovinos, cuja importancia econémica é
indiscutivel. Assim, a elaboragdo de meios de MIV que melhorem as biotécnicas
reprodutivas para alcangar maior qualidade ovocitaria € de fundamental importancia
na produgédo de embrides capazes de se implantar e gerar fetos saudaveis (SIRARD
et al., 2006).
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Em boa parte dos meios de cultura utilizados nos estudos supracitados ha a
suplementacdo de soro fetal, que contém uma série de componentes néo
conhecidos e/ou ndo quantificados que impedem o entendimento da agdo de cada
item a ser suplementado e que, também, podem trazer alterac¢des fisioldgicas ao
CCO, como por exemplo, alteracdo dos padrdes de expressao génica (CALDER et
al., 2005). Logo, meios definidos e ausentes de soro sdo fundamentais para o
desenvolvimento de biotecnologias que melhorem a qualidade dos CCOs in vitro.

2.1 A via de sinalizagao da proteina PI3-K e sua relagdo com os processos
biolégicos do CCOs

As proteinas da familia fosfatidilinositol 3-cinases (PI3-K, sigla em inglés para
a expressao phosphatidylinositol 3-kinase) sdo um conjunto de proteinas cinases
que sao capazes de fosforilar o grupo 3’-hidroxil do grupo inositol presente em
moléculas lipidicas como fosfatidilinositois, usualmente localizados em membranas
celulares (HAWKINS et al., 2006; VANHAESEBROECK et al., 2010; ENGELMAN,
LUO e CANTLEY, 2006). Esse tipo de fosforilagdo aproxima da membrana uma
série de proteinas que possuem afinidade por essa estrutura, que sao as proteinas
que contém dominios especificos denominados pleckstrin homology (PH) ou
dominios PH; phox (PX) homology ou dominios PX; e dominios FYVE, que
correspondem a regides especificas de proteinas de sinalizagdo celular que
possuem afinidade por ligagdes do tipo 3’-fosfoinositideo (VANHAESEBROECK et
al., 2010).

O recrutamento de proteinas que contém os dominios protéicos supracitados
estimula diversas outras, até entdo inativas, a ancorarem-se e desencadear uma
sinalizagao celular bastante complexa e parcialmente compreendida que modula
metabolismo intermediario, crescimento e sobrevida celular, migragao celular, trafico
intracelular de vesiculas e ciclo celular (VANHAESEBROECK et al., 2010;
ENGELMAN, LUO e CANTLEY, 2006). Assim, os lipidios 3’'-fosforilados funcionam
como um ponto de ancoramento para proteinas de sinalizacdo intracelular
(CANTLEY, 2002) (Figura 1) ligados a hormonios, fatores de crescimento, fatores
inflamatorios, neurotransmissores e antigenos (HAWKINS et al., 2006).

A familia da proteina PI3-K €& dividida em trés classes de acordo com seu
substrato de fosforilagado preferencial e homologia de sequéncias (HAWKINS et al.,
2006; ENGELMAN, LUO e CANTLEY, 2006). A classe | é ligada a receptores de
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membrana; a classe Il parece estar ligada a internalizagdo de receptores, migragao
celular, controle do metabolismo da glicose, exocitose, contracdo de células
musculares lisas e apoptose; e a classe lll parece ligada a transporte intracelular do
aparato de Golgi, controle de crescimento celular e autofagia. Entretanto as classes
Il e lll ainda s&o pouco compreendidas, nao excluindo a possibilidade de também
estarem associadas a receptores de membrana (VANHAESEBROECK et al., 2010;
ENGELMAN, LUO e CANTLEY, 2006).

A classe | € a classe cuja fungdo € associada mais claramente a receptores
de membrana e € dividida em duas subfamilias: a classe IA, que esta ligada a
receptores relacionados a fatores de crescimento, como por exemplo, os receptores
tirosina cinase; e a classe IB, ligada a receptores acoplados a proteina G (HAWKINS
et al., 2006; ENGELMAN, LUO e CANTLEY, 2006) (Figura 1). Porém, também nao
se exclui a possibilidade de que a PI3-K de classe |IA também seja ativada por
receptores acoplados a proteina G por meio da proteina de sinalizacdo denominada
Ras (VANHAESEBROECK et al., 2010).

A classe |A da PI3-K utiliza como subunidade regulatoria, ou seja, proteina
regulatéria capaz de estabilizar, inibir a atividade em estado basal e recrutar outras
proteinas adaptadoras, a proteina p85, enquanto a classe IB néo
(VANHAESEBROECK et al.,, 2010). As subunidades cataliticas, denominadas de
p110a, p110B, p110y e p110d, promovem a ativagdo de proteinas de sinalizagao
intracelular que modulam as fung¢des celulares supracitadas (VANHAESEBROECK
et al., 2010; ENGELMAN, LUO e CANTLEY, 2006).

Deve-se salientar que existem inumeras outras formas de ativagao da via PI13-
K por parte dos receptores de membrana e nem todas serdo descritas no presente
trabalho, visto que, muitas descobertas de possiveis interagdes ainda continuam a
ser publicadas na literatura (VANHAESEBROECK et al., 2010).

A PI3-K esta envolvida em uma série de vias metabdlicas de anabolismo
(lipogénese, sintese de proteinas e de glicogénio) e modula a expressao génica de
proteinas relacionadas ao crescimento e a replicagdo celular, diferenciagao,
rearranjo do citoesqueleto, inibicdo da apoptose, metabolismo celular, além da
finalizagdo da meiose de CCOs em cultivo (ROBERTS et al., 2004; SALTIEL &
KAHN, 2001; HOSHINO et al., 2004; PROCHAZKA, BLAHA e NEMCOVA, 2012)
(Figura 2).
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A acao do FSH da-se através de receptores acoplados a proteina G, ativando
varias vias intracelulares ligadas a rota da proteina cinase ativada por AMP ciclico
(PKA) e também ativando a via da proteina fosfatidilinositol-3 cinase (PI3-K)
(ENGELMAN, LUO e CANTLEY, 2006; ROBERTS et al., 2004; ZHENG et al., 2012;
PROCHAZKA, BLAHA e NEMCOVA, 2012; SUN, MIAO e SCHATTEN, 2009).

Classe 1A Classe IB

GPCRs

[i777777

/\" [\

Figura 1: Via de sinalizagao da proteina Pl 3-K classe IA e classe IB.

Na figura observa-se um receptor da familia tirosina cinase (RTKs) e um ligado a proteina G
(GPCRs). Nos receptores RTKs, observa-se a auto-fosforilagdo do receptor (indicado pela
letra P) seguido do ancoramento e ativagdo da proteina PI3-K através da subunidade
regulatéria p85 e da subunidade catalitica p110, ou da presenca de proteinas adaptadoras
(ndo mostradas na figura, como a proteina IRS1) seguido do ancoramento da PI3-K
(proteinas p85 e p110). Ja nos receptores GPCRs observa-se que a subunidade beta-gama-
proteina G (GBy) é responsavel por ancorar e ativar a subunidade regulatéria p87 (néo
mostrada) ou p101e a subunidade catalitica p110f (ndo mostrada) ou p110y. Algumas
evidéncias também apontam a interagdo com as proteinas Ras que seria responsavel pela
possivel ativagdo das PI3-K de classe |IA (informagdo ndo demonstrada na figura). A
proteina Ras é responsavel pela ativagado da via MAPK.

A PI3-K fosforila lipidios de membrana (converte PIP2 em PIP3, por exemplo) o que leva a
atracao de varias proteinas, ndo mostradas na figura, que fazem parte da sinalizagdo, como
a proteina Akt/PKB. Modificado de ENGELMAN, LUO e CANTLEY, 2006; ANDREWS,
STEPHENS e HAWKINS, 2007; VANHAESEBROECK et al., 2010.
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Figura 2: Via de sinalizagdo da PI3-K/Akt, suas proteinas-alvo e fung¢oes
intracelulares.

Na figura indica-se as vias principais das PI3-K da classe | e Il e sua interrelagdo com a
proteina Akt. Ndo estd mostrado na figura, mas ha outras proteinas, como a via MAPK, que
pode ser controlada pela via PI3-K, por meio da proteina Ras.

A proteina Akt controla: 1. A sobrevida celular por inibir vias que levam a apoptose
(exemplo: BCL-K|, BAD, FasL e Bim); 2. Promove a transi¢cao do ciclo celular do estagio G1
para S através da inibicdo de proteinas que inibem esse processo; 3. Controla o
metabolismo intermediario, pois desinibe a sintese de glicogénio — mediada pela enzima
glicogénio sintase — , bloqueia a gliconeogénese — mediada pelas enzimas glicose 6-
fosfatase (G6Pase) e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) — e permite a translocacéo
do transportador de glicose GLUT4 e ativa a enzima que sintetiza acidos graxos ATP citrato
liase (ATPC).

1
1 Indica via de inibigao; ¢ indica via de estimulacdo; 1 indica que ha outros passos

intermediarios.
Modificado de ENGELMAN, LUO e CANTLEY, 2006
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Apesar da acdo mais estudada do FSH ser sobre a via da proteina cinase
dependente de cAMP (PKA), a relevéancia fisiologica da via P13-K é inegavel, pois ela
controla uma série de eventos fisiologicos relevantes aos processos de maturagéo
ovocitaria e geracdo de embrido. Portanto, o entendimento das agdes intracelulares
da PI3-K, e sua interrelagdo com as acdes do FSH, é de fundamental importancia no
entendimento dos processos reprodutivos in vitro envolvendo CCOs bovinos em
cultivo.

A via PI3-K ja foi descrita como menos importante do que moléculas como o
cAMP para a finalizagdo da meiose em mamiferos (ZHENG et al., 2012), porém o
uso de doses crescentes de inibidores dessa proteina em meio de maturagao de
CCO, tais como o LY294002 e de wortamina, indica que essa via de sinalizagao é
indispensavel para a finalizagdo da primeira meiose em ovocitos bovinos (ANAS et
al., 1998; HOSHINO et al., 2004; PROCHAZKA et al., 2012). Além disso, esta
associada ao rearranjo de microtubulos do citoesqueleto e formacdo do fuso
meiotico, levando a divisdo e a segregagao dos cromossomos (WANG et al., 2003).

CCOs cultivados na presencga do inibidor da via cAMP/PKA séo inibidos de
progredir a meiose até metafase |l, mesmo na presenga de FSH. Ja o cultivo com o
inibidor LY294002 permitiu a progressdo da meiose até metafase |, porém uma
porcentagem pequena atingiu metafase Il (menos de 20%) (PROCHAZKA, BLAHA e
NEMCOVA, 2012). Alguns dos efeitos obtidos em termos de maturacdo nuclear
devem-se a agao da MAPK, que é ativada pelo FSH, e pode ter relagdo tanto com a
via PKA quanto com a via PI3-K, pois a inibicdo da MAPK impede a progresséo da
meiose na presenca de FSH (PROCHAZKA, BLAHA e NEMCOVA, 2012).

Outra questdo importante em termos de maturagao nuclear € a expulsdo do
corpusculo polar. A expulsdo do corpusculo depende da produgdo de
fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato (PIP3), produzido por proteinas cinases de
fosfolipideos, como a PI3-K. A inibicdo da producdo desses componentes, causado
pela acéo dos inibidores da PI3-K, LY294002 ou wortmanina, causa desorganizagao
da actina filamentosa (F-actina) citoplasmatica, mas n&o altera a F-actina do cortex
do ovocito (ZHENG et al.,, 2013). Também ha alteragdo da translocagdo do fuso
meiodtico para o cortex do ovadcito, local onde ocorre a divisdo celular e extrusao do
primeiro corpusculo polar. Em torno de 43,3% dos ovocitos possuiam fuso meiotico
no coértex do ovdcito enquanto 39,4% apresentaram fuso central apds cultivo com
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inibidor da PI3-K (ZHENG et al., 2013). Logo, conclui-se que a importancia da via
P13-K para a translocagao do fuso para o local correto da membrana.

O uso de inibidores da via PI3-K, como o0 LY294002 e a wortmanina, sao uteis
na inferéncia da agdo dessa via sobre 0s processos biologicos em questao.
Entretanto, os inibidores como a wortmanina e o LY294002 inibem todas as trés
classes da proteina PI3-K, bem como outras proteinas similares a PI3-K, portanto
deve-se ter cautela ao analisar os efeitos in vifro desses inibidores (ENGELMAN,
LUO e CANTLEY, 2006).

Pode-se concluir que, apesar dos avangos na compreensdo da via PI3-K
sobre a maturagdo do CCO, pouco foi investigado em relagdo a essa via e o controle
de fungdes celulares relevantes, como a nutricio do ovdcito, apoptose e
esteroidogénese. Logo, o presente trabalho visa o estudo da ac&o da referida via
sobre parametros nada ou pouco estudados na literatura de CCOs.

Como a via PI3-K possui agdes sobre a expressédo génica, ja que regula a
acao de fatores de transcricdo, o presente trabalho enfocara, em grande parte, a
relevadncia dessa via sobre a expressdo génica. Assim, busca-se entender a

importancia desses parametros sobre a biologia dos CCOs.

2.2 Meios patenteados de maturacgao in vitro de CCOs MIV C e MIV B

A variabilidade de competéncia de ovécitos até pode ser considerada um
processo de selecdo natural produzindo apenas seres capazes de sobreviver a
presséo bioldgica, porém isso ndo é o suficiente e ndo pode ser um limitante para as
biotécnicas reprodutivas. E de suma importancia conhecer as variaveis que levam a
esse processo de selegdo para melhorar a capacidade dos sistemas de geragéo de
embrides in vitro de bovinos.

Nosso laboratério desenvolveu um meio de cultura semi-definido
suplementado com BSA no qual observou-se taxa de fertilizagdo com menor indice
de anomalias (poliploidias) e um desenvolvimento embrionario pré-implantagéo
semelhante em porcentagem ao meio padrdo utilizado na literatura (dados n&o
publicados).

Posteriormente, ao substituir o BSA por alcool polivinilico (PVA) obteve-se um
meio totalmente definido, o MIV C [meio patenteado sob o numero de IP08031140-1,
também denominado de MEM C], que € capaz de retardar a maturagdo nuclear do
ovdcito, permitindo que a maturacdo citoplasmatica avance in vitro (OLIVEIRA e
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SILVA, 2008; OLIVEIRA e SILVA et al., 2011). A produgao de embrides no MIV C é
menor quando comparado ao meio comercial e apenas a adicdo de FSH é capaz de
elevar a produgado de taxas semelhante de embrides (blastocistos) in vitro ao meio
comercial (GULART, 2009).

Entretanto, Vireque e colaboradores (2009), obteve as mesmas taxas de
producdo de embrides no meio comercial comparado a meio similar ao meio
patenteado e sem FSH, além de n&o apresentar diferengcas na expressao de HSP-70
e Bax (VIREQUE et al., 2009), que sdo marcadores de inviabilidade embrionaria. Os
resultados divergentes podem demonstrar a importancia dos meios de cultivo de
embrides sobre a viabilidade dessas células in vitro.

O meio MIV C também foi testado em modelo de cultura de hemissecgdes da
parede de foliculo antral (4—-5 mm). Nesse modelo de co-cultivo, o meio MIV C
causou o aumento da expressao das enzimas da esteroidogénese e do receptor de
FSH, além de manter a produgédo de progesterona e 17 beta-estradiol, a morfologia
das células e a presencga de conexina—43 (VASCONCELOS, 2008; VASCONCELOS
et al., 2013). Esses dados demonstram que os foliculos foram resgatados de uma
possivel atresia e mantidos como foliculos saudaveis em cultura.

Diversos efeitos benéficos foram demonstrados com o MIV C, porém
trabalhos descritos na literatura indicam que embrides metabolicamente menos
ativos seriam mais viaveis (LEESE, 2012), o que levou ao teste de meios de cultivo
de CCOs contendo menos aditivos hormonais. A auséncia de fatores de crescimento
e horménios no meio, que nesse ponto da pesquisa originou o meio MIV B [meio
patenteado e reserva de dominio da patente IP08031140-1, também denominado de
MEM B], também ¢é capaz de inibir a progressdo da meiose (MOTA et al., 2014,
OLIVEIRA e SILVA, 2013). A auséncia de horménios no meio de cultivo de CCOs foi
suficiente para produzir a mesma quantidade de embrides que o controle contendo
soro, independentemente da presencga ou auséncia de FSH (GULART, 2009).

Todas as evidéncias encontradas suscitaram novos questionamentos de
como se da o processo de desenvolvimento biolégico do ovécito até a formagéo do
blastocisto in vitro. Portanto, a maturagdo do CCO in vitro é um dos objetos mais
importantes e mais estudados pela nossa linha de pesquisa e o presente trabalho
pretende elucidar como o meio pode modular a expressdo génica de proteinas

importantes para o desenvolvimento ovocitario.
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A via PI3-K nunca foi investigada utilizando os meios patenteados, logo
tornou-se um foco de estudo importante por sua relagcdo com eventos metabdlicos e
anti-apoptoticos (SALTIEL & KAHN, 2001; ENGELMAN, LUO e CANTLEY, 2006).
Como os melhores resultados obtidos em termos de produgao de embrido in vitro
foram alcangados com o MIV B, esse meio foi o escolhido para os testes aqui
apresentados.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a participagdo da via PI3-K, inferida através do uso do inibidor
LY294002, tanto no meio MIV B quanto no meio MIV B suplementado com 10 ng/mL

de FSH na maturacdo do CCOs bovinos in vitro.

3.2 Objetivos especificos
Avaliar os efeitos da via PI3-K no meio MIV B, com e sem a presenca do FSH,
no cultivo de CCOs in vitro. Alguns parametros de competéncia dos CCOs foram
realizados para:
1) Avaliar a expansao das células do cumulus dos CCOs cultivados;
2) Determinar a retomada e progressdo do estagio de maturagdo nuclear
(estagio da meiose) de ovacitos isolados do CCOs cultivados in vitro;
3) Estabelecer a proporgdo de ovocitos que expulsaram o corpusculo polar
apos o cultivo in vitro;
4) Determinar a concentracgéo final dos horménios esteroides 17 beta-estradiol
e progesterona no meio de cultivo apdés maturagao in vitro dos CCOs, bem
como o calculo da razéo 17 beta-estradiol / progesterona;
5) Determinar, em células do cumulus isoladas dos CCOs cultivados, a
expressao génica de proteinas relacionados a:
(a) Esteroidogénese das células do cumulus,
(b) Nutricdo do CCO,
(c) E viabilidade celular (apoptose e sobrevida celular).
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4. METODOS

Ovarios de vacas pré-puberes e adultas Bos taurus foram obtidos em
matadouros da regido periférica do Distrito Federal (Planaltina e Luziania) e
transportados ao laboratério em solugédo fisiolégica (0,9% NaCl) aquecida a
aproximadamente 35 — 37°C (SIRARD & BILODEAU, 1990). Todas as coletas foram
realizadas entre os periodos de dezembro e maio.

Os ovarios trazidos ao laboratério eram pressionados e lavados em nova
solugéo fisioldgica aquecida para a retirada do excesso de sangue dos tecidos. Logo
a seguir eram colocados em béquer, contendo solugdo fisiologica (0,9% NaCl),
localizado dentro do banho—maria, com temperatura estabilizada a 36 — 37°C.

Os foliculos antrais foram aspirados utilizando agulhas 21G (25 mm X 0,8
mm) e seringas descartaveis e o fluido coletado foi colocado em tubos falcon de 15
mL que estavam parcialmente submersos no banho—maria, cuja agua estava entre
36 e 37°C. Os CCOs foram aspirados de foliculos entre 2 e 8 mm de didametro, com
aparéncia e fluido translucido e vascularizacdo aparente, indicando tratar-se de
foliculos saudaveis. Ovarios contendo ou n&o corpo luteo foram utilizados para o
procedimento de aspiracdo folicular dos CCOs.

O fluido folicular contido no tubo falcon foi deixado por 15 minutos no banho-
maria para decantar os CCOs (Figura 3). Em seguida, o pellet contendo os CCOs foi
retirado com a ajuda de uma pipeta Pasteur estéril. Os CCOs foram ressuspensos
em placas de petri contendo uma mistura de fluido folicular (Figura 3) e solugéo
PBS/BSA, composta de tampéo fosfato 10X (PBS) (GIBCO) diluido em agua milliq
(1:9); 0,003% de albumina sérica bovina (BSA) fragdo V (Sigma); 0,022 pg/mL de
piruvato de sédio (Sigma); e 50 Ul/mL de penicilina (Sigma) e estreptomicina
(Sigma) para a selegdo dos CCOs. Antes de ser utilizada a solugdo PBS/BSA era
esterilizada em filtros estéreis e descartaveis contendo membrana especifica para
filtracdo (Millex®, 33 mm, Millipore).

Todo o procedimento de selecdo de ovdcitos foi realizado dentro de fluxo
laminar esterilizado previamente (limpeza com alcool 70% e radiagdo UV por 15
minutos) e utilizando o microscopio estereoscopio com apoio de uma placa
aquecedora, mantendo a temperatura entre 36,5 e 37°C de todas as solucdes
utilizadas.

Os CCOs foram lavados uma vez em gotas de 200 a 300 pyL da solugao
PBS/BSA e lavados trés vezes no meio de cultivo no qual seria posteriormente
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alocado, para a retirada completa de residuos de tecidos e células foliculares que
poderiam influenciar o cultivo dos CCOs. Os CCOs eram entdo transferidos para
placas de quatro pogos que continham os respectivos meios de tratamento.

Entre 35 a 40 CCOs foram cultivados conjuntamente por 22 a 25 horas em
400 yL de um dos meios de maturagao, pré-incubados por no minimo 2 horas em
estufa, com ambiente controlado em 95% de umidade (umidade saturada), 5% de
CO, e a 38,5°C, para equilibrar o pH dos meios de cultivo. O tempo de cultivo entre
22 e 25 horas foi estabelecido com base em experimentos piloto que demonstraram
que os ovacitos adquiriram aspecto escurecido e as células do cumulus passavam a
se desprender facilmente, denotando degeneracgdo, apos mais de 24 a 25 horas de

cultura (dados observados experimentalmente e ndo mostrados).

y _—

Kl

Fluido folicular

[\ Pellet

Figura 3: Tubo falcon contendo fluido folicular e pellet contendo os CCOs
aspirados de foliculos entre 2 e 8 mm.

Na figura observa-se o pellet formado pela decantacdo de CCOs e restos de células
foliculares provenientes da aspiracao de foliculos ovarianos. O fluido folicular é parcialmente
usado para a ressuspensdo do pellet, juntamente com a solugdo tamp&o PBS/BSA, para a

selecdo morfolégica dos CCOs viaveis para MIV.

4.1 Selegao morfolégica dos CCOs viaveis para cultura
A selecdo morfologica dos CCOs foi feita em microscépio estereoscopio e
apenas os classificados em grau | (Figura 4) e |l foram selecionados para o cultivo. A
classificagdo morfoldgica segue os critérios a seguir (VIANA et al., 2004):
e Grau | = células do cumulus compacto, contendo no minimo trés camadas de

células e ovdcito com citoplasma homogéneo;
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e Grau Il = células do cumulus compacto, com menos de trés camadas de
células do cumulus e citoplasma ovocitario levemente heterogéneo;

e Parcialmente desnudo: remog¢ao completa das células do cumulus em, pelo
menos, 1/3 de sua superficie;

* E completamente desnudo, degenerado ou completamente expandido.

A B -
S *

Figura 4: Complexo cumulus ovécito (CCO) imaturo (A) e grau | (B).

Na figura observa-se o ovdcito (esfera mais escura ao centro), zona peliucida (halo claro em
volta do ovdcito) e varias camadas de células do cumulus circundando a zona peldcida. A.
Ovacito imaturo, onde se observa nido haver expansdo das células do cumulus. B. A
presencga das células do cumulus torna a visualizagao do ovécito desfocada, porém observa-
se que se trata de um CCO grau |, pois possui varias camadas integras. A foto foi tirada
apos cultivo em meio MIV B na presenca de 10 ng/mL de FSH, por isso as células do

cumulus encontram-se totalmente expandidas.

4.2 Meios de cultura de maturagao in vitro (MIV) de CCOs

O meio definido MIV B é composto de um meio diluente Alpha-MEM (GIBCO)
suplementado com hepes (Sigma), bicarbonato (Sigma), alcool polivinilico (PVA)
(Sigma), transferrina (GIBCO), aminoacidos nao essenciais (Sigma),
androstenediona (Sigma), e 50 Ul/mL de penicilina (Sigma) e estreptomicina
(Sigma). Antes de ser utilizado, o meio era esterilizado por filtragdo em filtros
estéreis e descartaveis contendo membrana especifica (Millex®, 33 mm, Millipore).

O meio foi suplementado ou ndo com 10 ng/mL de FSH (Sigma) e/ou com
concentragdes de 10 ou 100 uM do inibidor LY294002 (Sigma). Apos a preparagao,
0s meios permaneciam em estufa de CO; por 2 horas, no minino, para estabilizagao
do pH. Os meios de maturacdo eram coletados antes e apds o cultivo para posterior
dosagem de hormoénios esterdides.
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Todos os itens do meio foram mantidos ao longo do experimento, logo um
unico lote, para cada item, foi utilizado durante todos os experimentos.

O meio MIV B de maturacdo de ovocitos é patente do Laboratorio de
Biotecnologia da Reprodugédo, por isso sua féormula completa ndo pode ser

divulgada, porém encontra-se disponivel para parceria cientifica.

4.3 Diluicao da molécula LY294002, o inibidor da proteina PI3-K

O LY294002 hidrocloridro [2-(4-morpholinil)-8-fenil-1(4H)-benzopiran-4-one
hidrocloridro] (Figura 5) foi diluido em solugdo de 5 mg/dL de dimetil-sulfoxido
(DMSO) (Sigma) e agua milliq. As concentracgdes finais utilizadas nos meios de
cultura foram 0, 10 ou 100 uM, pois Hoshino e colaboradores (2004) observaram

efeito dessas doses do inibidor sobre a maturagao nuclear de ovocitos.

Figura 5: Férmula quimica do inibidor da proteina Pl 3-K, a molécula LY294002.
Formula quimica do LY294002 hidrocloridro [2-(4-morpholinil)-8-fenil-1(4H)-benzopiran-4-
one hidrocloridro]. Retirado do site da Sigma-Aldrich http://www.sigmaaldrich.com/

catalog/product/sigma/l9908?lang=pt&region=BR.

4.4 Avaliacao da expansao das células do cumulus dos CCOs apds o cultivo

O aspecto de expansao das células do cumulus também foi observado e
analisado em todos os experimentos de MIV. A expansao das células sera descrita
como: sem expansao (—), com leve expansao (+) e expansdo completa (++) das

células do cumulus, segundo descrito previamente por Sirard (1990).

A expansdo do cumulus n&o foi avaliada estatisticamente, apenas

morfologicamente.
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4.5 Avaliacao da taxa de maturagao nuclear dos ovécitos apés a MIV

Apos o cultivo, os CCOs foram retirados dos respectivos tratamentos, lavados
uma vez na solugdo PBS/BSA estéril e desnudados mecanicamente por pipetagens
sucessivas, até o desprendimento total das células do cumulus (RICHARD &
SIRARD, 1996). Apos o desnudamento, os ovocitos isolados de cada tratamento
foram fixados em 1,5 mL de solugao de etanol: acido acético glacial (3:1) (Dinamica)

por, no minimo, 48 horas.

ApOs esse periodo, os ovocitos mantidos na solugao de etanol: acido acético
glacial (3:1) foram pipetados sobre a lamina e, em seguida, foi colocada a laminula.
A laminula foi fixada utilizando parafina diluida em vaselina. A seguir, foi adicionado
o corante lacmoide (Sigma) diluido a 1% utilizando solugao de 44% de acido acético
glacial. Apdés a verificagdo da coloracdo do ovdcito, a laminula, ja fixada, foi
completamente vedada para evitar evaporagao das solugdes até o momento da
avaliacdo do estagio da meiose (SIRARD, 1990; OLIVEIRA E SILVA, 2008;
OLIVEIRA E SILVA et al., 2011).

A avaliagdo do estagio de maturagao ovocitaria foi feita utilizando microscopio
de contraste de fase utilizando os aumentos de 400x e 1000x (SIRARD, 1990;
OLIVEIRA E SILVA, 2008; OLIVEIRA E SILVA et al., 2011) e de acordo com as
caracteristicas nucleares de cada fase da meiose (Tabela 1 e Figura 6). Dois

observadores treinados fizeram as analises.

O numero de ovacitos analisados por grupo foi: OFSH OLY (n=51); OFSH 10LY
(n=51); OFSH 100LY (n=42); 10FSH OLY (n=44); 10FSH 10LY (n=32); 10FSH 100LY
(n=73), totalizando 293 ovdcitos provenientes de trés experimentos de MIV
diferentes.

Tabela 1: Caracteristicas que permitem a classificagao dos ovécitos segundo o

seu estagio de maturagao nuclear.

Fase da )
] Caracteristica da fase da meiose
meiose
Préfase | Fase mais longa da meiose. Dividida em leptoteno, zigoteno, paquiteno,

(VG/ VGBG) | dipléteno e diacinese. O ovdcito inicia a meiose na fase de dipléteno, pois

esta é inibida desde o periodo embrionario.
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-Dipléteno (ou dictiéteno): ja houve duplicagdo do material genético e
crossing over. Os cromossomos estdo mais condensados e visiveis e ainda
estdo ligados entre si através dos quiasmas, mas ja inicia-se a separacéo
dos cromossomos homologos.

Caracteristicas observadas': grande nucleo central e envoltério
nuclear visivel.

-Diacinese: separacdo dos cromossomos homoélogos; ruptura do envelope
nuclear e migragdo dos cromossomos para a placa (local) onde ocorrera a
metafase I.

Caracteristicas observadas’: nucleo migra para regiao préxima a
membrana do ovécito e ha desaparecimento do envoltério nuclear. Ha

possibilidade de visualizagdo dos cromossomos.

Metafase |

Cromossomos duplos, maxima condensagado cromossOmica e presencga de
quiasmas.

Nucléolo e envoltdrio nuclear ndo estido presentes.

Microtubulos, partindo dos centriolos, se tornam evidentes formando o fuso
meiatico.

Caracteristicas observadas’: cromossomos muito condensados e

placa metafasica aparente.

Anafase |

Microtubulos aparentes.

Divisdo dos cromossomos homodlogos. Inicia-se a migracdo das cromatides-
irmas para onde serao os respectivos nucleos.

Caracteristicas observadas': microtiubulos aparentes e cromossomos

migrando para as extremidades.

Tel6fase |

Desaparecimento dos microtubulos aparentes.

Cromossomos descondensam e tem-se o inicio da reorganizagdo dos
nucleos recém formados.

Caracteristicas observadas’: Dois grupos de nucleos separados,

porém sem divisao da membrana citoplasmatica.

Profase Il *

Fase muito rapida e n&o visualizavel.
Cromossomos reiniciam a condensacgao, forma-se 2 fusos e ha quebra do

envoltério nuclear novamente.

Metafase Il

Cromossomos com 2 cromatides-irmas.
1° Corpusculo polar presente ou ausente.
Caracteristicas observadas®: 1° Corpusculo polar pode estar visivel na

lamina ou nao. Cromossomos condensados e menores
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comparativamente a metafase I. Placa metafasica aparente.

VG (vesicula germinativa); VGBD (quebra da vesicula germinativa).

'Caracteristicas observadas nos ovécitos analisados e que permitiram a classificagdo do
estagio de maturidade nuclear (fase da meiose). Modificado de JUNQUEIRA e CARNEIRO,
1997 e RECCO-PIMENTEL e AGUIAR JUNIOR, 2007.

*Fase ndo analisada nos resultados.

Figura 6: Estagios da maturagdao nuclear de ovécitos bovinos corados com

orceina.

(a) Vesicula Germinativa, (b) Quebra de Vesicula Germinativa, (c) Metafase |, (d) Anafase |,

(e) Telofase | e (f) Metafase 2.

4.6 Dosagem de hormoénios esteréides apoés cultivo dos CCOs in vitro
Os meios de maturacédo de ovdcitos foram coletados apds o cultivo in vitro e
congelados em freezer —20°C. Os horménios esterdides 17 beta-estradiol e

progesterona foram dosados pelo método de quimioluminescéncia por meio de uma
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parceria cientifica para fins de pesquisa entre o Laboratério de Biotecnologia da
Reproduc¢ao da UnB e o laboratoério Sabin®©.

A razdo 17 beta-estradiol/ progesterona (razdo E2/P4) também foi calculada
dividindo-se os valores obtidos de estradiol e progesterona para cada amostra.

Os valores de 17 beta-estradiol e progesterona sdo expressos em ng/mL.

Foram utilizadas de 3 a 10 replicatas bioldgicas para as dosagens em cada meio.

4.7 Isolamento e armazenamento das células do cumulus para PCR real time

Os ovacitos foram desnudados mecanicamente em tampdo PBS/BSA estéril
por sucessivas pipetagens até o desprendimento completo das células do cumulus.
As células do cumulus isoladas foram transferidas para um tubo eppendorf de 1,5
mL e centrifugada 1 vez por 5 minutos a 6.000 rpm para decantagcédo das células e
retirada do tamp&o PBS/BSA. Em seguida, era adicionado tamp&o PBS puro, as
células eram ressuspensas e mais uma vez centrifugadas por 5 minutos a 6.000 rpm
para decantacgao das células isoladas.

O sobrenadante foi retirado e o pellet foi congelado em freezer —80°C na
presenga de 50 ou 100 pL Trizol Plus (Ambion, Life Technology) até o momento da
extragdo do RNA total. Todas as analises de expressdo génica foram feitas pela
técnica de PCR real time.

4.8 Isolamento do transcrito (RNA) total
Todo o procedimento foi realizado em locais cuja bancada era previamente
esterilizada com agua destilada e alcool 70% e tratada com a solugdo para
eliminacdo de RNAses RNAse Zap (Applied Biosystem). Apos o procedimento de
limpeza, as células do cumulus foram utilizadas para extracdo do RNA total e
sintese de cDNA para verificagdo da expresséo génica dos genes de interesse.
O isolamento do RNA total seguiu o protocolo do Trizol Plus, com as
seguintes alteragdes:
1. Iniciava-se com a homogeneizagao da amostra em 300uL de Trizol Plus;
2. Adicionou-se 60 yL de cloroférmio (VETEC) e homogeneizou-se a amostra
vigorosamente;
3. Apo6s 3 minutos de incubagdo em temperatura ambiente, centrifugou-se a
12.000 xg por 15 minutos a 4°C;
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4. A fase aquosa (superior) foi retirada com pipeta automatica, pois continha
o RNA total. Houve o cuidado de evitar contaminagdo com a fase organica
do centrifugado;

5. Logo a seguir, pipetava-se o RNA total em 150 uL de isopropanol (VETEC)
e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos;

6. Centrifugava-se novamente por 12.000 xg por 10 minutos a 4°C;

7. Todo o sobrenadante foi retirado e adicionou-se 300 uL de etanol 75%
(VETEC) ao pellet formado;

8. Centrifugava-se por 7.500 xg por 5 minutos a 4°C;

9. O sobrenadante era descartado e o pellet continha o RNA total isolado. Os
tubos eppendorf eram deixados em fluxo laminar para evaporacao
completa do etanaol,

10.0 RNA total foi ressuspenso em agua destilada ultra pura, livre de RNAse,
DNAse e pirogénio (Invitrogen), para posterior mensuragdo da
concentracéo e qualidade do RNA.

A concentracdo e a qualidade do RNA eram verificadas utilizando 2 yL do

RNA ressuspenso de cada amostra por meio do aparelho NanoDrop 2000/2000c
(Thermo Fisher Scientific). O RNA utilizado para a sintese de cDNA deveria ter valor
de absorbancia Agzso/Azso entre 1,8 e 2,0, indicando a qualidade da amostra. Se a
amostra ndo alcangasse esse valor, seria descartada.

Trés amostras de RNA total também foram utilizadas para a analise no
aparelho 2100 Bioanalyzer (Agilent Techonologies©) onde foi identificada a
qualidade da amostra. O numero de integridade do RNA (RIN) das amostras estava
entre 6,80 e 7,10, portanto, caracterizadas como amostras de alta qualidade.

Os tubos contendo RNA foram estocados em freezer —80°C até o momento
da sintese de cDNA.

4.9 Sintese do DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada utilizado o kit QuantiTect® Reverse
Transcription (Qiagen) em tubos de 0,2 mL. Todos os passos indicados pelo
fabricante foram seguidos.

O protocolo consistia em duas fases: inicialmente calculava-se o volume
necessario da amostra de RNA previamente isolada para alcangar o valor de 2 ug de
RNA total a cada 40 uL de reacgéo de sintese de cDNA. Em seguida, adicionava-se
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ao tubo gDNA wipeout buffer, que contém enzima para eliminacido de qualquer
contaminagao por DNA gendémico. Logo apds, incubava-se o tubo em termociclador
por 2 minutos a 42°C.

A segunda fase consistia, seguindo as propor¢des propostas pelo fabricante,
em adicionar:

1. Quanti Reverse Transcriptase que contém enzimas com alta afinidade

para o RNA e melhora a sintese de cDNA, além de inibidores de RNAses;

2. Quantiscript RT buffer que contém Mg2+ e dNTPs;

3. E RT primer mix que é uma mistura de oligoDT e primers randémicos.

Logo em seguida, a reagao englobava 30 minutos a 42°C e 3 minutos a 95°C.
O ultimo ciclo inibe a Quanti Reverse transcriptase. Apés a finalizagado de todas as
etapas o tubo contendo cDNA era colocado no gelo e, em seguida, estocado em
freezer —20°C até o momento da avaliagdo de expressao génica por PCR real time.

4.10 Padronizacao das condigoes de PCR real time (QPCR) para detecgcao dos
genes de interesse

Os genes contidos na Tabela 2 foram testados para avaliagdo da expressao
génica de células do cumulus pela reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
(PCR real time ou gPCR). A partir das primeiras fitas de cDNA o gene de interesse é
amplificado pela presenca de um sistema enzimatico especifico e pela presenca de
primers especificos para a sequéncia do gene (KUBISTA et al., 2006).

Os primers para cada gene de interesse foram desenhados baseados nos
cédigos do GenBank (Tabela 2) utilizando o site da empresa Integrated DNA
Technologies®. A ferramenta IDTSciTools® checa as caracteristicas de cada
sequéncia para determinar se satisfaziam as necessidades técnicas do PCR real
time, como a geragcdo de dimeros de primer ou a formagédo de estruturas
secundarias que os impediriam proporcionar a amplificacdo da sequéncia de cDNA
de interesse. Todos os primers obtiveram 100% de homologia com as referidas
sequéncias gendmicas de Bos taurus.

Apo6s o desenho dos primers, foram feitos diversos testes para validar os
primers, utilizando concentragdes diferentes de primers e cDNA. Os primers foram
testados na presenca do cDNA de amostras de células do cumulus para verificagao

das temperaturas de melting, multiplos picos na curva de melting, contaminagoes e



44

outros possiveis erros. Apds a padronizacdo das condi¢des ideais de trabalho, as
analises dos experimentos foram realizadas para geracéo dos resultados finais.

Para o PCR real time trabalhou-se com mixes de componentes para diminuir
o erro de pipetagem. Portanto, trabalhou-se com um cDNA mix e um primer mix. No
cDNA mix eram colocados o cDNA (50 a 100ng/puL de cDNA por pogo de reagdo),
agua destilada ultra pura livre de RNAse, DNAse e pirogénio e o SybrGreen Fast
(Applied Biosystem). Ja o primer mix correspondia a mistura do primers Forward e
Reverse diluidos em agua, sendo que a concentragéo final de primer para o PCR
real time era de 100 nM de Forward e 100 nM de Reverse por poco. Todo esse
procedimento era feito em fluxo laminar previamente esterilizado com UV e RNAse
Zap.

As reagdes de PCR foram preparadas em placas de 96 pocgos (Applied
Biosystem) com volume de reacdo de cada pogo igual a 20 pL, sendo esse
composto por 18,4 uL de cDNA mix e 1,6 yL de primer mix. As rea¢des de PCR
foram feitas utilizando quadruplicatas idénticas, ou seja, em um poco da placa de
PCR era pipetado o volume total das replicatas e, em seguida, 20 yL eram
distribuidos nos demais outros pogos, diminuindo os erros de pipetagem, e
constituindo as replicatas idénticas. A preparacao da placa de 96 pocos de PCR era
feita em fluxo laminar previamente esterilizado com UV e RNAse Zap e, em seguida,
centrifugada para ser levada a maquina de PCR.

Os ciclos de PCR foram 95°C por 20 segundos, para ativagdo da enzima;
95°C por 3 segundos, para desnaturagao; e 60°C por 30 segundos para anelamento
e extens&o do cDNA (Sybr Green Fast; Applied Biosystem).

O PCR real time foi feito em sistema Step One Plus (Applied Biosystem) e o
acumulo dos produtos da amplificacdo do DNA de interesse foi mensurado pelo
aumento da fluorescéncia de SybrGreen Fast (Applied Biosystem) a cada ciclo. Os
dados foram analisados no Software do Step One Plus (Applied Biosystem).

Para calculo da quantificacéo relativa de expressédo génica de cada gene foi
utilizado o método AACT. Todos os valores de expressao foram padronizados pelo
gene controle ciclofilina A (CYC) e o grupo VG foi utilizado como calibrador. A
ciclofilina foi escolhida como gene de referencia, pois teve valores de expresséo

génica muito préximos entre 0s grupos experimentais.
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Para os experimentos de expressao génica foram utilizadas duplicata a
quadruplicata biolégicas, ou seja, duas a quatro amostras (pool de células do
cumulus isoladas) de experimentos de MIV diferentes foram analisadas por qPCR.

Tabela 2: Desenhos dos primers e o codigo GenBank para cada transcrito da

espécie Bos taurus.

Cégido do
Gene Sequéncia dos primers GenBank ou
referéncia

Controle interno (genes de referéncia)

F: TGGCAAGTCCATCTATGGCGAGAA
CcYC NM_178320
R: ATCCAACCACTCAGTCTTGGCAGT

Esteroidogénese

F: AGAAGAAAGCAGGTGGATGG
FSHR NM_174061
R: GTTAGAGCAGTGACAGAGTCG -

F: TGAAAGCACAGCAAGGAGAC
LHR U20504
R: GGAGTGTCTTGGGTAAGCAG

F: GCTCCAGAGGCAATAAAGAAC
CYP11A1 NM_176644
R: GATGTCCCCTACAAACTTTCCG

F: CTTGGGCTATGTGGACGTG
CYP19A1 u18447
R: CCCCTGGATGTTAACCACG

F: CCGTCCCAGAGCTTCAAAG
HSD17B1 NM_001102365
R: GAATCTGCATCCCTCACGTC

Metabolismo intermediario

F: CCAAGGATCTCTCAGAGCACAG Sagirkaya et al.,

GLUT1
R: TTCTTCTGGACATCACTGCTGG 2007

F: CTCCCTGCAGTTTGGCTAC
GLUT4 NM_174604
R: CCACGTCTGGTTGTAGAACTC

F: TGTTTCCTGAACCTGGAAGCTCCT
PDH NM_174507
R: AGCACTTCCACTTGTCTGGGATGT -

F: AGGCCGTGTACACCAAGATGATGA
G6PDH NM_001244135
R: ATCGGTTGCCATAGGTCAGGTCAA

Apoptose celular

F: GTTGTCGCCCTTTTCTACTTTG
BAX NM_173894
R: AAGGAAGTCCAATGTCCAGC
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F: CCCTGT TTGATTTCTCCTGGCTGT
BCL-2 NM_001166486
R: TGGGCTTCACTTATGGCCCAG ATA

Exocitose

F: TTGATACACAGAACCGCCAG
SNAP25 NM_001076246
R: TTTAACCACTCCCCAGCATC

GLUT1: transportador facilitado de glicose 1; GLUT4: transportador facilitado de glicose 4;
PDH: piruvato desidrogenase; G6PDH: glicose 6-fosfato desidrogenase; FSHR: receptor de
FSH; LHR: receptor de LH; CYP11A1: enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol
A1; CYP19A1: aromatase; HSD17B1: hidroxiesteréide desidrogenase 17 beta 1; SNAP25:
proteina associada a sinaptossoma 25; BAX: proteina X associada a familia Bcl-2; BCL-2: B-
cell CLL/lymphoma-2; CYC: ciclofilina A.

4.11 Grupos experimentais utilizados no cultivo dos CCOs in vitro

Os grupos experimentais correspondem aos meios de maturagédo de CCOs in
vitro utilizados no presente trabalho, e a nomenclatura utilizada nos resultados é
apresentada entre parénteses, a seguir:

1) MIV B, sem FSH, sem LY294002 (OFSH OLY ou OFSH);
2) MIV B, sem FSH + 10 uM do inibidor LY294002 (OFSH 10LY);
3) MIV B, sem FSH + 100 uM do LY294002 (OFSH 100LY);
4) MIV B + 10 ng de FSH/mL, sem LY294002 (10FSH OLY ou 10FSH);
5) MIV B + 10 ng de FSH/mL + 10 uM do LY294002 (10FSH 10LY);

6) MIV B + 10 ng de FSH/mL + 100 uM do LY294002 (10FSH 100LY).

Em alguns experimentos também foram utilizados CCOs imaturos (antes do
cultivo) ou também denominados de vesicula germinativa (VG), bem como os
cultivados em meio contendo soro e 200 ng/mL de FSH (TCM-199), a titulo de

comparagao. Esses grupos serdo mencionados posteriormente, quando necessario.

4.12 Delineamento experimental

Os CCOs cultivados nos meios-teste de MIV, anteriormente descritos, foram
utilizados para as seguintes afericées experimentais:

1) Avaliagdo da expansao das células do cumulus dos CCOs apds o cultivo
em cada um dos meios;

2) Ap0s o cultivo, os CCOs foram desnudados e os ovdcitos isolados (Figura

7) para determinagdo do estagio da meiose em que se encontravam e 0s meios
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eram coletados para dosagem dos horménios esterdides 17 beta-estradiol e
progesterona. O calculo da razdo 17 beta-estradiol e progesterona (E2/P4), para
verificagcdo do perfil esteroidogénico das células do cumulus isolados dos CCOs
cultivados in vitro, era feito para cada amostra.

Apos esses experimentos iniciais, optou-se por trabalhar apenas com a dose
de 100 uM de LY294002, excluindo-se a dose de 10 yM por nao apresentar
significancia estatistica nas mensuracgdes realizadas.

A seguir, foram feitos os seguintes experimentos:

3) Apo6s o cultivo, os ovocitos desnudos foram separados, em microscopio
estereoscopio, de acordo com o grau de maturagdo, ou seja, a presenga Ou
auséncia de corpusculo polar (Figura 8). No minimo, quatro experimentos de MIV
(quadruplicata biolégica) foram feitos para determinacdo da taxa de expulsdo do
corpusculo polar;

4) Correlacionou-se os valores de 17 beta-estradiol e progesterona com a
expulsdo do corpusculo polar;

5) As células do cumulus também foram utilizadas para a verificagdo do perfil
de transcricdo génica das enzimas da esteroidogénese. Nesse experimento células
do cumulus de ovdcitos antes do cultivo (ovocitos imaturos) foram coletados para
servir de controle;

6) As células do cumulus isoladas foram utilizadas para avaliacdo da
expressdo génica de enzimas relacionadas a nutrigdo do CCO e apoptose. Nesse
experimento células do cumulus de ovécitos antes do cultivo (VG) foram coletados
para servir de controle.

7) Com relagdo aos genes de apoptose celular, os valores obtidos para Bcl-2
e Bax foram utilizados para calcular a razado Bcl-2/Bax, o que corresponde a divisao
das médias de expressao relativa de mRNA de Bcl-2 pela média de expressao Bax.
Essa relacdo aponta a proporcdo de fatores pro-apoptoticos/ anti-apoptéticos nas
células do cumulus isoladas dos CCOs cultivados.

Deve-se salientar que diversos experimentos de MIV e de PCR real time
foram feitos para padronizagdo das condi¢des ideais de PCR, o que ndo sera
demonstrado nos resultados.

Os resultados foram grupados em capitulos para facilitar o entendimento dos
dados obtidos.
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Figura 7: Ovocitos antes e apos o desnudamento (retirada total das células do
cumulus).

Na Figura A demonstra-se o ovdcito (circunferéncia escura ao centro), zona peldcida (halo
claro em volta do ovdcito) e células do cumulus aderidas a zona pelucida. Na Figura B
observa-se o desnudamento completo do ovdcito, ou seja, retirada de todas as células do

cumulus, restando apenas o ovdcito e a zona pelucida.

12 Corpusculo

polar

Figura 8: Ovécitos desnudos evidenciando a presenca (A) ou auséncia (B) de
corpusculo polar.

A. A presenga do 1° corpusculo polar, mostrado pela seta, evidencia o fim da primeira e o
inicio da segunda meiose ovocitaria, sendo um indicativo de maturidade nuclear (metafase
II) do ovdcito. B. A auséncia do corpusculo evidencia a imaturidade nuclear ovocitaria. Foto

tirada em microscoépio estereoscopio com contraste de fases.

4.13 Analise estatistica

Dados da maturagdo nuclear de trés replicatas (3 experimentos de MIV
diferentes) de cada grupo foram utilizadas para a analise estatistica utilizando o
teste qui ao quadrado (avaliagdo qualitativa). Foi aplicado o teste qui ao quadrado de
particdo entre as trés concentragdes do inibidor LY294002 dentro dos grupos OFSH
ou 10FSH para identificar os resultados significativamente diferentes, quando

houvesse.
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Para as dosagens de hormdnios esterdides foi utilizado a ANOVA de duas
vias para verificar a existéncia de diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos OFSH e 10FSH e suas respectivas doses do inibidor. A seguir, foi aplicada a
ANOVA de uma via, seguido do teste de Bonferroni, para comparagéo entre todos
os grupos, OFSH, OFSH 10LY e OFSH 100LY ou 10FSH, 10FSH 10LY e 10FSH
100LY, relativos a dosagens hormonais. O teste t de Student foi utilizado para
comparar os grupos OFSH e 10FSH em cada dose do inibidor LY294002.

A maturagao nuclear, seguindo a classificagdo de presenga ou auséncia de
corpusculo polar, foi analisada utilizando ANOVA de duas vias para verificar a
existéncia de diferenca estatisticamente significativa entre os perfis dos grupos
OFSH e 10FSH e suas respectivas doses de inibidor. A ANOVA de uma via foi
utilizada entre todos os grupos experimentais com corpusculo ou sem corpusculo. O
teste t de Student foi aplicado para comparar com versus sem corpusculo em cada
meio-teste.

Para as analises de correlagdo linear entre dosagem hormonal e a
porcentagem de expulsdo do corpusculo polar foi utilizada a regresséo linear de
Pearson, bem como calculado o R? da correlagao.

Para a analise de PCR real time foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Student-Newman-Keuls, pois o perfil das variaveis foi
considerado nao paramétrico pela avaliagao estatistica realizada.

O programa estatistico usado foi o BioEstat 5.0 e as diferengas encontradas
foram consideradas significativas quando os valores de probabilidade fossem iguais
ou menores do que 0,05.

4.14 Aprovacgao pelo comité de ética

O projeto de pesquisa referente a presente tese de doutorado foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia (numero do protocolo 123248/2011).

4.15 Conflito de interesses
Os pesquisadores e alunos envolvidos no presente trabalho declaram que
nao ha conflito de interesses com os temas expostos e avaliados na presente tese

de doutorado.



50

CAPITULO |

MATURACAO NUCLEAR DO OVOCITO E VIABILIDADE
DAS CELULAS DO CUMULUS

Acao da via PI3-K em meio definido patenteado suplementado ou

nao com FSH
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INTRODUCAO

A progressdo da meiose € caracterizada pela quebra da vesicula germinativa,
que corresponde a passagem do estagio estacionario em diploteno da préfase | para
dar continuidade a meiose, depende de uma série de proteinas intracelulares e leva
a extrus&o do primeiro corpusculo polar. O ovdcito progride até a metafase Il, porém
apenas finalizara a segunda meiose se for fertilizado pelo espermatozoide, liberando
o segundo corpusculo polar (TRIPATHI et al., 2010).

A imaturidade nuclear do ovadcito, ou seja, o estado estacionario em dipléteno
da profase da primeira meiose, € mantido pelas elevadas concentracbes de
adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e guanosina monofosfato ciclico (cGMP) que
passam das células do cumulus para o ovdcito através das jungdes comunicantes
existentes entre esses tipos celulares, bem como das hipoxantinas e outros fatores
liberados pelas células somaticas do foliculo ovariano (TRIPATHI et al., 2010;
ORISAKA et al., 2009). Ha evidéncias de que o cAMP produzido pelo proprio ovocito
também seja relevante no bloqueio da meiose (TRIPATHI et al., 2010).

As altas concentragdes intra-ovocitarias de cAMP mantém o estado
estacionario da meiose, pois mantém o fator promotor de maturagdo (maturation
promoting factor — MPF) inativo (TRIPATHI et al., 2010). O MPF & composto por
duas subunidades: a ciclina B, subunidade regulatoria, e a cinase dependente de
ciclina | (CDKI), que corresponde a subunidade catalitica (TATEMOTO e TERADA,
1996). A ativagdo do MPF envolve a desfosforilagdo da subunidade CDK1 e sua
associagao a ciclina B (TRIPATHI et al., 2010).

O estado estacionario meiético do ovdcito € interrompido in vivo pelo pico de
LH, que promove um aumento de cAMP e cGMP nas células foliculares levando a
producdo de fatores semelhantes ao fator de crescimento epidermal, como a
amfiregulina e a epirugulina, que induzem a atividade da proteina cinase ativadora
de mitdégenos (Mitogen-activated protein kinase — MAPK). A MAPK promove a
quebra da comunicagdo entre cumulus e ovocito que ocorre através das jungdes
comunicantes. A auséncia dessa comunicagcdo, causa diminuigdo dos niveis de
cAMP e cGMP e a leva a retomada da meiose (TRIPATHI et al., 2010; SHIMADA,
MAEDA e TERADA, 2001). Ha evidéncias da importancia da via P13-K/MAPK sobre
a regulacdo da maturacdo ovocitaria por meio das jungdes comunicantes
(SHIMADA, MAEDA e TERADA, 2001).
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O ovaocito permanece estacionado na meiose | até o fuso meiotico estar
corretamente organizado. Ha uma série de proteinas SAC (do inglés, spindle
assembly checkpoints) envolvidas nesse processo. As proteinas SAC permitem o
correto segregamento dos cromossomos homoélogos. A ativagdo da proteina MAPK
esta relacionada a reorganizacdo dos microtubulos para o posicionamento do fuso
metafasico proximo a membrana ovocitaria (TRIPATHI et al., 2010).

A remocao do ovocito do ambiente folicular interrompe a inibicdo da
maturagao nuclear causada pelas células somaticas do foliculo podendo levar a
finalizagdo da meiose sem que o citoplasma tenha atingido a maturagdo adequada
(BEVERS e IZADYAR, 2002). Assim, mesmo que o ovocito seja fertilizado, a
assincronia entre a maturacédo nuclear e a citoplasmatica pode ser um dos fatores
responsaveis pela diminuicdo das taxas de PIVE. Os resultados obtidos
anteriormente em nosso laboratorio indicam que a inibicdo da progressdo da meiose
causada pelos meios patenteados sugere um avango importante da biotécnica de
MIV, pois permite a progressdo da maturagao citoplasmatica (GULART, 2009;
OLIVEIRA e SILVA, 2008).

O cultivo de CCOs in vitro sob agao do FSH causa a finalizacdo da meiose e
expansao das células do cumulus, sendo que a presenca de concentracdes
elevadas desse horménio no meio de MIV aumenta significativamente as taxas de
maturacdo nuclear (ROBERTS et al, 2004). A PI3-K é uma das enzimas
intracelulares ligadas a agdo do FSH, da insulina e de fatores de crescimento, como
o IGF-1, e participa da rota de inibigdo da enzima glicogénio sintase cinase-3 (GSK-
3), outra proteina fundamental para a sinalizagdo celular (ROBERTS et al., 2004;
NELSON & COX, 2005; SALTIEL & KAHN, 2001). Por exemplo, o IGF-1 tem agéo
reconhecida sobre a competéncia ovocitaria, pois inibe a apoptose, aumenta a
producdo de androstenediona pelas células da teca e elevando a produgcao de
estradiol pelos foliculos ovarianos, atua na expansdo do cumulus e melhora a
maturacgao nuclear (VELAZQUEZ et al., 2009).

A morte celular causada por apoptose envolve estimulo, sinalizagao celular,
proteinas regulatorias e proteinas efetoras do processo (MORITA e TILLY, 1999). O
primeiro passo € o estimulo, externo ou interno, seguido do recrutamento de
proteinas de sinalizagdo celular que interferem na agao das proteinas regulatorias,
como as proteinas da familia Bcl-2. As proteinas regulatorias sdo capazes de ativar
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ou inativaras proteinas efetoras, como por exemplo, as caspases € nucleases
(MORITA e TILLY, 1999).

A enzima GSK-3 tem capacidade fosforilativa e inumeras funcdes, porém,
inicialmente, foi descrita como molécula inibidora da enzima glicogénio sintase,
assim estimulando a sintese de glicogénio (NELSON & COX, 2005). Porém, sua
acao mais estudada e, provavelmente a mais importante, € na apoptose celular,
sendo considerada, inclusive, o sensor intracelular fundamental da regulagdo desse
evento. A GSK-3 é fortemente regulada, pois ha convergéncia de varias cascatas de
sinalizagdo para a sua regulagéo, incluindo a PI13-K (BEUREL & JOPE, 2006).

A apoptose celular possui duas vias descritas: a via intrinseca e a extrinseca.
A via intrinseca é a via intracelular, ou seja, € proveniente de sinais mitocondriais
referentes a danos por estresse oxidativo, dano ao DNA, toxinas, hipdxia, estresse
hipertdnico, dentre outros estresses celulares. A via extrinseca € mediada por
receptores de morte celular e por fatores hormonais que levam a célula a morte
programada (BEUREL & JOPE, 2006).

A GSK-3 ativa a expressao de proteinas da familia Bcl-2 (B cell lymphoma/
leukaemia-2) que séo pro-apoptoéticos (Bax e Bim), além de inibir os que s&o anti-
apoptoticos (Bcl-2 e MCL-1). Também inibe o fator de transcrigdo das proteinas de
choque térmico (HSP), atua na desestabilizagdo das proteinas do citoesqueleto,
contribuindo para seus efeitos pro-apoptéticos e inibe a sintese proteica celular
(BEUREL & JOPE, 2006).

As proteinas da familia Bcl-2 sdo estudadas como marcadores de viabilidade
ou inviabilidade ovocitaria e embrionaria. As duas mais estudadas sao Bcl-2 e Bax.
A proteina Bcl-2 localiza-se na membrana nuclear, mitocondrial e do reticulo
endoplasmatico tendo efeito anti-apoptético; e ao contrario, a proteina Bax € pro-
apoptdtico. Bcl-2 e Bax podem formar homodimeros e heterodimeros e uma das
formas de Bcl-2 atuar de forma anti-apoptética € justamente ligando-se ao Bax
(BROWN, 1996).

Ja sobre a via extrinseca, a GSK-3 possui efeitos inibidores, impedindo a
cascata de sinalizacdo mediada pelos receptores de morte celular e, por
consequéncia, inibe a via das caspases responsaveis pela apoptose mediada por
esses receptores (BEUREL & JOPE, 2006).

Esse efeito demonstra que a GSK-3 atua como facilitador (ndo como
iniciador) da apoptose celular mediada por eventos intracelulares e extracelulares,
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tornando-se assim um forte regulador do meio interno celular. Além disso, € inibido
por fatores de crescimento, fortalecendo essa viséo de sensor interno (NELSON &
COX, 2005; BEUREL & JOPE, 2006). Além disso, em ovécitos imaturos localiza-se
no nucleo e nos maduros localiza-se no citoplasma. Adicionalmente, a deficiéncia da
expressao de GSK-3 causa inibicdo da divisdo meidtica, impedindo a separacéo e
segregacao dos cromossomos homologos (WANG et al., 2003).

A sobrevivéncia celular e os genes Bax e Bcl-2 s&o potenciais marcadores de
viabilidade celular dos CCOs in vitro e via PI3-K controla esse processo, pois trata-
se de uma via que estimula a sobrevida. Portanto, no presente capitulo visa-se
estudar a ac&o da via PI3-K sobre a maturacéo nuclear e sobre os marcadores de
viabilidade celular. Os testes foram feitos no meio definido patenteado MIV B, com
ou sem FSH, para estabelecer a importancia da via sobre os parametros
supracitados.
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RESULTADOS

A avaliagdo morfologica foi feita em todos os experimentos de MIV e o perfil
encontra-se na Tabela 3, seguindo os critérios de Sirard (1990), e é apresentado
visualmente na Figura 9.

Na Figura 9 observa-se o perfil morfolégico das células do cumulus em
microscopio estereoscopio. A Figura 9A mostra o perfil de um CCO imaturo (antes
do cultivo), que ndo apresenta expansao das ceélulas do cumulus. Ja as Figuras 9B e
C mostram o perfil de expansdo das células do cumulus observadas no meio
comercial, TCM-199 suplementado com soro e 200 ng/mL de FSH, nos quais se
observa grande expansé&o.

O perfil mostrado pelos CCOs imaturos € semelhante aos CCOs cultivados no
meio OFSH OLY (Figura 9D), OFSH 10LY (Figura 9E) e OFSH 100LY (Figura 9F).

O perfil dos CCOs cultivados nos meios 10FSH OLY (Figura 9G), 10FSH
10LY(Figura 9H) e 10FSH 100LY(Figura 9l) mostra grande expansao do cumulus,
comparando-se a expansao dos CCOs cultivados no meio comercial TCM-199.

A Tabela 3 mostra o perfil morfolégico de expanséo das células do cumulus.
Nota-se que o meio MIV B sem FSH equipara-se ao ovdcito imaturo, enquanto o
meio contendo 10 ng/mL de FSH é semelhante ao meio contendo soro e altas doses
de FSH, porém nenhum efeito do inibidor LY294002 é observado.

Vale ressaltar que o desnudamento mecanico dos CCOs cultivados no meio
comercial era mais dificil do que o meio contendo apenas 10 ng/mL de FSH (dado
nao mostrado). Isso mostra diferengas na composicdo da matriz extracelular das

células do cumulus entre os meios mencionados.
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Figura 9: Expansao das células do cumulus de CCOs antes do cultivo e

apos exposicao a diferentes meios de MIV.

As diferengas de tonalidade das figuras correspondem a diferengas de intensidade

luminosa no momento da foto. Fotos tiradas em microscopio estereoscéopio. Aumento de

2,5 no microscoépio esteroscoépio.

A. CCO imaturo (antes do cultivo): ndo mostra expanséo das células do cumulus.

B. e C. CCOs cultivado em meio comercial (TCM-199) contendo soro fetal bovino e

200ng/mL de FSH demonstrando a expansdo do cumulus de forma bastante

pronunciada.
D. OFSH OLY;
E. OFSH 10LY;
F. OFSH 100LY;
G: 10FSH OLY;
H: 10FSH 10LY;
I: 10FSH 100LY
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Tabela 3: Expansao das células do cumulus em cada grupo experimental

testado comparado ao CCO imaturo e ao cultivado na presenga de soro.

Tratamento Expansao das células do
cumulus dos CCOs
Imaturo -
TCM-199 ++
OFSH OLY -
OFSH 10LY -
OFSH 100LY -
10FSH OLY ++
10FSH 10LY ++
10FSH 100LY ++

TCM-199: suplementado com soro fetal bovino e 200 ng/mL de FSH.

Nota-se que a auséncia da expansdo das células do cumulus dos meios OFSH,
independente da presenca do inibidor LY294002, comparam-se ao CCO imaturo. Ja os
meios contendo 10FSH comparam-se ao meio comercial (TCM-199 + soro + 200ng/mL

FSH), independentemente da presenca do inibidor.

Os efeitos do MIV B, da adicdo de FSH e da interrelacdo com a via PI3-K
sobre a retomada e progressdo da meiose foram analisados utilizando a coloragéo
por lacmdide e independentemente da presenga do corpusculo polar.

Na auséncia de FSH observa-se maior porcentagem de ovdcitos imaturos, ou
seja, nas fases de VG/VGBD e metafase I. A presenca de 10 ng/mL de FSH no meio
MIV B aumentou significativamente as taxas de ovocitos maduros (metafase Il)
(Figura 10).

O efeito do inibidor LY294002 sobre a maturagao nuclear foi feita utilizando as
doses de 0, 10 e 100 yM, para determinar a dose a ser utilizada nos experimentos
subsequentes (Figura 11). Na auséncia de FSH a dose de 100 pM de LY294002
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aumentou a porcentagem de ovécitos em metafase |, anafase | e metafase Il. Na
presenca de 10 ng/mL de FSH, a dose de 100 uM de LY294002 elevou as taxas de

anafase | (Figura 11).
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A dose de 10 uM n&o teve efeito sobre a maturagéo nuclear (Figura 11).
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Figura 10: Efeito in vitro do FSH (10 ng/mL) na maturagcado nuclear de ovécitos

bovinos em meio definido MIV B.

Préfase I: VG: vesicula germinativa; VGBD: quebra da vesicula germinativa.

Valores estdo expressos em porcentagem de ovdcitos que alcangaram o referido estagio de

maturagao nuclear (estagio da meiose).

*Indica diferengas estatisticas entre os grupos OFSH e 10FSH dentro de cada estagio de

maturacao nuclear (Teste qui ao quadrado de particao; p=0,0032).
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Figura 11: Taxa de maturacdo nuclear de ovocitos cultivados em crescentes
doses do inibidor LY294002, na auséncia de FSH (A) ou na presencga de 10
ng/mL de FSH (B).

Profase |: VG: vesicula germinativa; VGBD: quebra da vesicula germinativa.

Letras diferentes indicam diferencas entre os grupos 0, 10 e 100uM LY294002 em cada
estagio da meiose. Figura A (p<0,0001); Figura B (p=0,0032).

Valores estdo expressos em porcentagem de ovécitos que alcangaram o referido estagio de
maturagao nuclear (estagio da meiose).

Teste estatistico: qui ao quadrado de parti¢ao.
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Ao comparar apenas a dose de 10uM do inibidor LY294002 no meio OFSH e
10FSH (Figura 12A), observa-se que os resultados obtidos se assemelham aos
resultados representados na Figura 10. Ja na dose de 100 yM de LY294002 (Figura
12B), nota-se a clara retomada e progressao da meiose no meio sem FSH (OFSH),
com maior porcentagem de ovécitos em metafase |l.

Ao comparar os resultados dos grupos OFHS 100LY e 10FSH observa-se que
nao ha diferencga, pois a dose de 100 uM LY294002 causou significativa progressao
da meiose no meio OFSH (Figura 13). Isso indica que o inibidor da PI3-K causou a
progressdo da meiose no meio OFSH elevando as taxas de maturagdo do ovdcito
para valores semelhantes ao meio 10FSH.

ApoOs os experimentos preliminares citados, optou-se por utilizar apenas a
concentragdo de 100 pyM do inibidor LY294002 nos experimentos subsequentes.
Nesses experimentos, todos os ovocitos foram separados em dois grupos: ovocitos
com e sem corpusculo polar. Ovécitos com corpusculo polar correspondem aos
ovaocitos que finalizaram a metafase |l até a expulsdo completa do corpusculo polar.
Ja ovdcitos sem corpusculo polar correspondem aos ovocitos nas demais fases ou
que ainda ndo completaram a metafase Il com a completa expulsao do corpusculo.

O meio OFSH inibe e o meio 10FSH estimula a expulsdo completa do
corpusculo (Figura 14). Entretanto, a presenga de LY294002 nesse meio diminuiu
significativamente a porcentagem de ovocitos que expulsam o corpusculo polar tanto
no meio OFSH quanto no 10FSH (Figura 14).

Assim, demonstra-se que o inibidor LY294002 permite a progressdo da
maturagdo nuclear até metafase Il no meio OFSH e para anafase | no meio 10FSH,

porém impediu significativamente a expuls&o do corpusculo polar.
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Figura 12: Efeito do inibidor LY294002 10 pM (A) ou 100 uM (B) sobre a taxa de

maturagao nuclear no meio definido MIV B sem ou com 10 ng/mL de FSH.

Préfase I: VG: vesicula germinativa; VGBD: quebra da vesicula germinativa.

Valores estdo expressos em porcentagem de ovdcitos que alcangaram o referido estagio de

maturagao nuclear (estagio da meiose).

Figura A: Taxa de maturacdo nuclear na presenca de 10uM de LY294002.
Figura B: Taxa de maturacdo nuclear na presenca de 100 yuM de LY294002

*Indica diferencgas estatisticas entre os grupos OFSH e 10FSH dentro de cada estagio de

maturag¢ao nuclear (Teste qui ao quadrado de particao, p=0,0032).
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Figura 13: Taxa de maturagdo nuclear no meio contendo FSH versus meio
OFSH 100LY.

Préfase I: VG: vesicula germinativa; VGBD: quebra da vesicula germinativa.

Valores estdo expressos em porcentagem de ovécitos que alcangaram o referido estagio de

maturagao nuclear (estagio da meiose).

Nao ha diferenca estatistica entre o grupo 10FSHOLY e o grupo OFSH100LY (Teste qui ao

quadrado de particao, p=0,4562).
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Figura 14: Efeito do LY294002 100 uM sobre a expulsdo do corpusculo polar de

ovocitos cultivados no meio MIV B na auséncia ou na presenga 10 ng/mL de
FSH.

* Indica diferengas entre os grupos com e sem corpusculo dentro do mesmo tratamento
(teste t, p<0.05).

A,B,C: Letras maiusculas indicam diferengas entre os tratamentos experimentais dentro dos
grupos com corpusulo (p<0,05; ANOVA de uma via seguido do teste de Bonferroni).

D,E,F: Letras maiusculas indicam diferengas entre os tratamentos experimentais dentro dos
grupos sem corpusulo (p<0,05; ANOVA de uma via seguido do teste de Bonferroni).

ANOVA de duas vias indica diferenca estatisticamente significante entre os grupos com e
sem FSH (p<0,001).

Valores sdo expressos como média e desvio-padrdo da porcentagem de ovdécitos com ou

sem corpusculo polar obtidos em cada experimento de MIV realizado.
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Em termos de acdo da via PI3-K sobre a viabilidade das células do cumulus,
estudou-se a expressao do gene Bcl-2, proteina anti-apoptética, e de Bax, proé-
apoptética. A adicao de FSH (10FSH) ao meio MIV B estimulou significativamente a
expressdo génica do Bcl-2 e do Bax comparado ao meio OFSH (Figura 15). A
relagdo Bcl-2/Bax também é maior no meio 10FSH quando comparado ao meio
OFSH (Figura 16).

Nos meios OFSH e OFSH 100LY os valores de Bcl-2 foram significativamente
menores quando comparados ao VG (Figura 15A). Alta expressdo de Bcl-2 nos
meios 10FSH e 10FSH 100LY (Figura 15A) foi observada. Nao ha acgéao do inibidor
sobre a expresséao de Bcl-2.

Com relacao a expressao de Bax, tem-se baixos valores nos meios OFSH e
OFSH 100LY e elevagédo no meio 10FSH (Figura 15B). O meio 10FSH 100LY causa
diminuicdo da expressao para valores proximos aos demais grupos (Figura 15B).

A razao entre a expressdo de Bcl-2/Bax demonstra que, no meio OFSH ha
maior proporgdo de Bcl-2 comparado ao meio OFSH 100LY (Figura 16). Ja nos
meios contendo FSH, a propor¢ao de Bcl-2 € maior no meio 10FSH 100LY quando
comparado ao meio 10FSH (Figura 16).
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Figura 15: Expressao génica relativas as proteinas Bcl-2 e Bax de células do
cumulus provenientes de CCOs cultivados com e sem FSH e sob a presencga
ou auséncia do inibidor da PI-3K (LY294002).

Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.

O detalhe da Figura A corresponde a expressao de Bcl-2 nos grupos OFSH e OFSH 100LY,
apenas para melhor visualizagcdo dos valores de quantificagao relativa de mRNA. Todos os
valores de expressao sao padronizados pelo gene controle, CYC, e o grupo VG é utilizado

como calibrador.
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Figura 16: Razdo Bcl-2/Bax de células do cumulus provenientes de CCOs

cultivados com e sem FSH e sob a presencga ou auséncia do inibidor da PI-3K

(LY294002).

A razao Bcl-2/Bax foi obtida pela divisdo da média do valor de quantificacdo relativa de

mRNA de Bcl-2 dividida pela média obtida de Bax, em cada um dos meios-teste.

Nenhuma avaliagao estatistica foi realizada.

O detalhe da figura mostra os valores dos grupos OFSH e OFSH 100LY.
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DISCUSSAO

O meio sem FSH leva a imaturidade nuclear do ovocito, enquanto a presencga
de 10 ng/mL de FSH eleva esse valor significativamente. A inibicdo da via PI3-K
causa a retomada da meiose até metafase Il no meio OFSH e no meio 10FSH houve
aumento da proporcado de ovocitos em anafase |. Entretanto, mesmo alcangando
valores maiores de maturacédo nuclear, a expulsdo do corpusculo polar ndo condiz
com esse perfil. Na referida dose de LY294002, a taxa de expulsao do corpusculo
polar é muito baixa nos meios OFSH e 10FSH, indicando inibigdo significativa desse
processo.

Em termos de marcadores de apoptose celular, os resultados indicam uma
baixa expressao de Bcl-2 e Bax nos meios OFSH e a presenca do inibidor da PI3-K
nao causou efeito. Interessantemente, a presenca de FSH estimulou a expressao de
Bcl-2 e Bax, enquanto no meio 10FSH 100LY diminuiu apenas a expressao de Bax.

Os efeitos do meio MIV B sobre a maturagdo ovocitaria e a producdo de
embrido ja haviam sido descritos previamente e resultados positivos foram
demonstrados, como por exemplo, a capacidade de gerar a mesma proporgao de
embrides (blastocistos) comparativamente ao meio comercialmente utilizado e a
adicdo de FSH a esse meio, nas doses de 1 ou 10 ng/mL, ndo modificam essa
proporgcao (GULART, 2009). Portanto, em termos de biotécnicas na area reprodutiva
de bovinos, temos um grande avancgo ja que se trata de um meio mais barato que o
comercial, pois ndo contém hormdnios.

A importancia da via PI13-K para diversas fases do desenvolvimento folicular ja
foi bem descrita na literatura (revisado por ZHENG et al., 2012 e SOBINOFF et al.,
2013), entretanto pouca relevancia foi atribuida a maturagdo nuclear in vivo e in
vitro, o que nao foi corroborado pelo presente trabalho. Estamos apresentando
resultados usando um meio de cultivo sem grande quantidade de aditivos hormonais
e observou-se o efeito relevante dessa via na maturagcdo de ovocitos no meio sem e
com FSH.

Com relagdo ao perfil morfolégico, € bem descrito o efeito do FSH na
expanséo das células do cumulus de CCOs (SIRARD, DESROSIER e ASSIDI, 2007;
CALDER et al., 2003; CHEN et al., 1990; ARMSTRONG et al., 1996) e que o meio
MIV B isoladamente n&o é capaz de estimular esse processo, mesmo na presenca
de androstenediona e outros horménios (OLIVEIRA e SILVA, 2008; OLIVEIRA e
SILVA et al., 2011; GULART, 2009).
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In vivo a expansao do cumulus é induzida pelo LH enquanto que in vitro o
FSH pode exercer esse papel por elevar a concentragao intracelular de cAMP
(DEKEL e KRAICER,1978; SALUSTRI et al., 1989). A expansédo das células do
cumulus in vivo ja foi mostrado como um bom preditor para a geragdo de embrides
apos a fertilizacdo in vitro (AARDEMA et al.,, 2013). A composigdo da matriz
extracelular secretada por acdo do FSH contém grandes quantidades de acido
hialurénico (SALUSTRI et al., 1989) e a presenga desse ultimo componente esta
envolvido na maturagcdo nuclear e no desenvolvimento embrionario in vitro (MAREI
et al., 2012).

O perfil da expansédo das células do cumulus dos resultados apresentados
denota a grande influéncia do hormoénio gonadotrofico FSH, porém nenhuma
influéncia da via PI3-K sobre esse parametro. Ja foi demonstrado que o LY294002
inibiu a expansao das células do cumulus causada pela presenca do FSH de CCOs
suinos (PROCHAZKA, BLAHA e NEMCOVA, 2012) e de camundongo (HOSHINO et
al., 2004) cultivados in vitro. Doses elevadas podem até causar degeneragao das
células do cumulus apos 24 horas de cultivo (PROCHAZKA, BLAHA e NEMCOVA,
2012).

Entretanto, Anas e colaboradores (1998) descreveram que ndo ha efeito dos
inibidores da PI3-K sobre a expansao das células do cumulus de CCOs bovinos. Os
resultados de Anas e colaboradores corroboram com os resultados ora
apresentados e demonstram também que ha clara diferencga entre espécies.

Em relacdo a maturagcdo nuclear baseada nas caracteristicas das fases da
meiose e na expulsdo do corpusculo polar, observa-se claramente que o meio
ausente de FSH inibe a progressdo da meiose, enquanto a presenca de 10 ng/mL
de FSH estimula significativamente. O meio MIV B é reconhecidamente inibitorio
sobre a maturagcdo nuclear e que o FSH desbloqueia esse processo de maturagcao
(MOTA et al., 2014; OLIVEIRA e SILVA, 2008; OLIVEIRA e SILVA et al., 2011).
Como descrito anteriormente, o FSH in vitro € capaz de estimular a finalizagdo da
meiose de forma dose-dependente (LU et al., 2014; MITO et al., 2013; ROBERTS et
al., 2004).

O bloqueio da maturacéo nuclear causado pelo MIV B é, em parte, explicado
pela acdo da PI3-K, pois no meio OFSH 100LY houve aumento das taxas de
metafase |, anafase | e metafase Il. Ja no meio 10FSH 100LY houve aumento da
proporgdo de ovocitos em anafase |. Entretanto, houve inibigdo significativa da
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expulsdo do corpusculo polar em ambos 0s meios € em comparagao com 0S meios
ausentes de LY294002.

Hoshino e colaboradores (2004) obtiveram resultado diferente, em parte, dos
resultados obtidos no presente trabalho: o LY294002 inibiu a quebra da vesicula
germinativa (VGBD) e a expulsdo do corpusculo polar (metafase Il) de CCOs de
camundongo in vitro. O mesmo resultado foi obtido em ovdécitos desnudos, ou seja,
cultivados isoladamente, logo demonstra-se que a via PI3-K do ovdcito também esta
relacionada ao resultado encontrado. Os resultados descritos pelos autores
supracitados corroboram parcialmente com os nossos, pois ha clara inibicdo da
extrusdo do corpusculo nos ovadcitos cultivados na presenca do LY294002.

Prochazka, Blaha e Nemcova (2012) demonstraram que o inibidor LY294002
nao bloqueou completamente a progressdo da meiose na presenga de FSH, porém
poucos chegaram até o estagio de metafase Il em CCOs suinos. Baixas doses (5—
10 pM) desse inibidor bloquearam a progressdo da meiose enquanto altas
concentragbes (15 — 50 pM) os ovaocitos ultrapassaram a fase de VGBD e
estacionaram na primeira meiose. A inibicdo da MAPK impede a maturagao nuclear
(EBELING, TOPFER e MEINECKE, 2011), sendo essa via também regulada pela
proteina PI13-K.

Com relagao a progresséo da meiose observada nos resultados da presente
tese, Carnero e Lacal (1998) ja havia demonstrado um efeito dose dependente sobre
a maturacao nuclear causada pela wortmanina e pelo LY294002, porém doses de
100 pM foram tidas como inibitorias sobre o processo de meiose.

Os resultados também se assemelham aos dados de Anas e colaboradores
(1998) também utilizando CCOs bovinos em cultura. O uso de dois inibidores da via
P13-K na presenga de FSH, a wortmanina e o LY294004, estimulou a retomada e a
progressao da meiose para as etapas de metafase | e, no caso da wortmanina, até
anafase | e teldfase |. Entretanto, houve inibigdo da progressédo da meiose até
metafase Il (ANAS et al.,, 1998). O cultivo do ovdécito desnudo em ambos os
inibidores ndo mudou o perfil dos resultados obtidos (ANAS et al., 1998).

O cultivo de CCOs suinos por 28 horas em meio contendo LY294002 elevou
as taxas de ovocitos em VG e metafase | e um resultado semelhante foi obtido ao
inibir-se a MAPK. Apds o cultivo por 44 horas, observaram-se maiores taxas de
metafase Il comparativamente as 28 horas de cultivo, porém inferior as taxas obtidas
apos cultivo no meio controle (SHIMADA, ZENG e TERADA, 2001). A atividade da
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MAPK também foi significativamente diminuida pela presenga do inibidor da PI3-K
em cultivo de CCOs, indicando que a via controla a progressdao da meiose até
metafase | na presenca de FSH (SHIMADA, ZENG e TERADA, 2001).

Nesse mesmo experimento, apds 20 horas de cultivo de CCOs na presencga
de LY294002, a atividade da CDK1, proteina responsavel pela progressdo da
meiose, € baixa, mas apds 22 até 44 horas de cultivo a atividade da CDK1 aumenta
novamente indicando o desbloqueio da meiose (SHIMADA, ZENG e TERADA,
2001). Foi demonstrado também que a regulagdo da progressdo da meiose por
parte da via PI3-K/MAPK das células do cumulus pode ser independente da via
encontrada no ovocito (SHIMADA e TERADA, 2001).

Uma das possiveis acdes da PI3-K sobre a maturacdo nuclear € atuando
sobre a proteina Akt/PKB (HOSHINO et al., 2004). A Akt induzida pela presenga de
FSH é encontrada no fuso meidtico e o uso do inibidor da PI3-K diminui
significativamente a presenca e expressao da Akt fosforilada (forma ativa) no fuso
responsavel pela divisao celular.

Logo, observa-se uma gama de resultados que podem demonstrar os efeitos
da via PI3-K sobre ovécitos de espécies diferentes e condigbes experimentais
diferentes. Observa-se nos resultados da presente tese uma forte influéncia do FSH
sobre a maturagdo nuclear comparativamente ao meio sem FSH. Na auséncia de
FSH a relevancia da via PI3-K € mais pronunciada, pois houve uma desinibi¢cao da
meiose, porém no meio contendo FSH esse perfil foi menos pronunciado.

Com relagao a expulsao do corpusculo polar, que foi significativamente inibida
pela presenga do LY294002, sabe-se que a organizagao do citoesqueleto (F-actina)
e do fuso meidtico € dependente da produgao de fosfatidilinositois fosfatados, que
podem ser derivados da via PI3-K. A inibicdo da sintese desses compostos pelo uso
do LY294002 altera a F-actina e a migragao do fuso mei6tico para a regido periférica
do ovocito, portanto pode-se atribuir os resultados obtidos no presente trabalho a
esse fato (ZHENG et al., 2013).

Em termos de apoptose celular, os genes Bcl-2 e Bax podem ser usados
como marcadores de viabilidade celular, pois a expressédo de Bcl-2 esta relacionada
a sobrevida e Bax a apoptose. Dados demonstram que a expressao de Bax e Bcl-2
nao tem relag&o direta com o aspecto morfolégico de CCOs ap6s o cultivo (LEON et
al., 2013), pois a expressao de ambos em CCOs se mantém relativamente constante
no periodo de cultivo in vitro (LEON et al., 2013; SALHAB et al., 2011). Porém, ha
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aumento da expressdo de Bax em células do cumulus de CCOs com morfologia
degenerada antes do cultivo e o meio de cultura foi capaz de resgatar esses
possiveis CCOs em degeneracao (LEON et al., 2013).

A via PI3-K/Akt/GSK3 controla o processo de apoptose celular (ENGELMAN,
LUO e CANTLEY, 2006; BEUREL e JOPE, 2006) e o cultivo com o inibidor
LY294002 causa aumento no numero de células do cumulus apoptdoticas apos
cultivo de CCOs de suinos in vitro, mesmo na presenca de FSH (SHIMADA et al.,
2003). As vias PI3-K/Akt e MAPK estdo envolvidas na regulagdo da expresséo
génica e na tradugédo da proteina de Bcl-2 e Bax (XIE et al., 2014).

No presente trabalho os valores de expressdo génica de Bcl-2 e Bax dos
meios OFSH foram muito baixos comparativamente aos meios 10FSH e a acédo do
inibidor da PI3-K, o LY294002, n&o € significativa. Entretanto, diferencas
pronunciadas apareceram na presenca de FSH. A expressdo de Bcl-2 é alta nos
meios contendo FSH, independente da presenca de LY294002, mas a expressao de
Bax € aumentada no meio contendo 10FSH comparativamente ao meio 10FSH
100LY, indicando, nesse caso, o efeito da via PI13-K.

A auséncia de FSH ndo modifica o padrdo de expressao de Bax, porém
quando comparado ao VG (CCO imaturo), observa-se menores valores de Bcl-2,
mostrando a importancia do FSH em termos de expressao génica desse relevante
gene anti-apoptotico. Ja foi relatado que o FSH em cultivo mantém o nivel de
expressao génica do Bcl-2 em células da granulosa (MANI et al., 2010).

Com relagédo a regulagdo da expressado dos genes de apoptose celular por
parte do FSH, tem-se que os niveis de Bcl-2 n&o foram alterados pelo cultivo de
células da granulosa na presenca de FSH, porém os valores de expressédo de Bax
s6 foram reduzidos na maior concentragdo de FSH (50 ng/mL) (MANI et al., 2010),
indicando que o FSH mantém a expressdao de Bax elevada em comparagao a
concentracdes menores de FSH. A presenca de IGF1 e FSH os valores Bax tendem
a aumentar significativamente quando comparados ao cultivo com FSH
isoladamente, indicando que os dois horménios potencializam a expressao de Bax
por meio da via PI13-K/Akt, enquanto Bcl-2 ndo sofre alteracdo (MANI et al., 2010).

A presenca de hormdnios esterdides também pode estar relacionado ao perfil
de viabilidade celular. A adicdo de 17 beta-estradiol, por exemplo, reduz estresse
oxidativo e diminui a presenga de proteina Bax em cultura de células nervosas e a

via PI3-K tem papel essencial no efeito protetor exercido pelo estradiol e na
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supresséo do efeito apoptodtico de Bax, além de aumentar a expressao de Bcl-2 (LI
et al., 2013a; LI et al. 2013b).

Conclui-se que a agdo da via PI3-K controla a progressdo da meiose e a
expulsdo do corpusculo polar diferentemente, porém ndo possui controle sobre a
expressao de Bcl-2 em células do cumulus de CCOs apds cultivo. Apenas Bax sofre

controle da agéo da via PI13-K na presenca de FSH.
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CAPITULO I

ESTEROIDOGENESE DAS CELULAS DO CUMULUS E
EXPULSAO DO CORPUSCULO POLAR

Acao da via PI3-K em meio definido patenteado suplementado ou

nao com FSH
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INTRODUCAO

A esteroidogénese (Figura 17A) é uma das fungdes gonadais mais
importantes do foliculo ovariano e do corpo luteo e o FSH e o LH tem papéis
fundamentais na esteroidogénese ovariana. Classicamente, o FSH tem ac¢do sobre
as células da granulosa e o LH sobre as células da teca, correspondendo a teoria
das duas células, duas gonadotrofinas (Figura 17B) (GRIFFIN e OJEDA, 2004).

Assim, o LH estimula as células da teca a produzirem androstenediona,
enquanto as células da granulosa, sob estimulo do FSH, convertem
androstenediona a 17 beta-estradiol. As células da teca também sdo capazes de
secretar progesterona (Figura 17B). O estimulo de ambos os horménios sobre a
producdo de esterdides leva a expressdao do gene e atividade das enzimas
presentes em cada tipo celular, sendo que a expressdo ja foi descrita como
marcador para foliculos ovarianos em crescimento (BAO et al., 1997).

Ovacitos provenientes de foliculos contendo menos que 100 pg/mL de 17
beta-estradiol possuem menor taxa de clivagem e menor proporgéo de formagao de
blastocistos (embrido na fase pré-implantacdo) quando comparados aos ovocitos
provenientes de foliculos contendo maiores concentragcdes de 17 beta-estradiol
(ARAKI et al., 1998), demonstrando a relevancia da esteroidogénese para os
procedimentos de geragao de embrides in vitro.

O FSH, que é utilizado em diversos procedimentos de maturacio in vitro e in
vivo de CCOs, atua sobre as vias de sinalizagao PI-3K/Akt e cAMP/PKA (STOCCO,
2008) para induzir a expressdo de aromatase (CYP19), enzima-chave para a
producdo de estrégenos. Os estrégenos potencializam a agdo do FSH sobre as
células do cumulus, levando o foliculo ovariano a se tornar pré-ovulatério (STOCCO,
2008). Sinais intra-ovarianos produzidos pelo ovocito, como os mediadores
paracrinos GDF9 e o BMP15, diminuem a acdo do FSH sobre as células da
granulosa antral e do cumulus e diminuem a transcricdo génica da enzima
aromatase, que é responsavel por sintetizar o 17 beta-estradiol (OTSUKA et al.,
2001; SPICER et al., 2006; VITT et al., 2000).

Ha diferentes subtipos de células da granulosa: mural, antral e do cumulus,
que possuem capacidades esteroidogénicas diferenciadas. Sob acdo do FSH in
vitro, as células do cumulus produzem mais progesterona comparativamente as

células da granulosa murais, por exemplo (ARMSTRONG et al., 1996).
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A capacidade esteroidogénica das células do cumulus é pouco compreendida,
porém, sabe-se que o perfil esteroidogénico dos CCOs in vitro modifica-se de acordo
com o precursor utilizado para cultivo e com a adi¢do de hormdnios. Mingoti, Garcia
e Rosa e Silva (2002) descreveram que a suplementagao de progesterona influencia
claramente a producdo de 17 beta-estradiol e vice-versa. Por exemplo, a
suplementacdo de 1 uyg/mL de progesterona aumenta significativamente a produgéo
de estradiol apos 24 horas de cultivo na presenga de FSH e hCG (MINGOTI,
GARCIA e ROSA E SILVA, 2002).

Com relagdo a influéncia dos horménios esterdides sobre a maturagao
nuclear de ovacitos in vitro, Wang e colaboradores (2006) descreveram o uso do
inibidor aminoglutetimida (AGT), que bloqueia a produgcé&o de diversos hormdnios
esterdides e entre eles se encontram a progesterona e o 17 beta-estradiol. Esse
processo causa a diminui¢ao significativa da maturagao nuclear dos CCOs (ao redor
de 10% na concentragdo de 10 mM de AGT) e da expanséao das células do cumulus
in vitro, mesmo na presenga de FSH, indicando a agéo fisioldégica dos horménios
esterdides na maturagao ovocitaria.

Porém, ao cultivar os CCOs em meio basico de acondicionamento, e mesmo
na presenca do AGT, ndo ha diferenga na proporgao de ovécitos que maturam, logo
conclui-se que ha outros fatores além dos horménios esterdides que também
influenciam na maturagéo do ovécito in vitro (WANG et al., 2006).

Outro dado importante obtido por Wang e colaboradores (2006) € que a
adicdo de concentragdes crescentes de progesterona ou 17 beta-estradiol no meio
de cultivo de CCOs, na presenca do inibidor AGT, ndo altera a taxa de maturagédo do
ovocito e nem da expansado das células do cumulus. Novamente, indica-se a
importancia de outros elementos no meio de cultura e produzidos pelos préprios
CCOs que contribuem de forma sinérgica para o amadurecimento do ovdcito in vitro.

A agdo do FSH sobre a esteroidogénese e a transcricdo de enzimas
relacionadas a esteroidogénese € bem documentada, entretanto a acdo desse
horménio in vitro sobre a esteroidogénese das células do cumulus ainda precisa ser
melhor elucidada, pois a maioria dos trabalhos publicados utiliza células da
granulosa isoladas de foliculos ovarianos (GUTIERREZ et al., 1997; SILVA e PRICE,
2002; SAHMI et al., 2006).
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Ao inibir a via PI3-K com o uso do inibidor LY294002 ha queda na produgéao
de progesterona por parte de células do cumulus de CCOs (SHIMADA et al., 2003) e
de células da granulosa (CHENG et al., 2007) in vitro, mesmo na presenca de FSH.

Inibindo a via MAPK, que também pode ser controlada pelo FSH e pela via
PI3-K, ha aumento na secre¢cdo de estradiol e diminuicdo na secregcdo de
progesterona em células do cumulus e da granulosa em cultivo (EBELING, TOPFER
e MEINECKE, 2011; SU et al., 2006; MOORE, OTSUKA e SHIMASAKI, 2001; YU et
al., 2005). Logo, tem-se varias evidéncias de que a via PI3-K/MAPK tenham o
controle da esteroidogénese.

A concentragéo local de hormdnios esterdides € controlada pelas enzimas
que os sintetizam. A enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol (CYP11A1)
€ responsavel pelo passo inicial para a sintese dos esterdides sexuais. A enzima 33-
hidroxiesteroide desidrogenase (HSD3B) € a enzima responsavel pela sintese de
progesterona (ISOBE et al., 2003) (Figura 17A).

A enzima aromatase (CYP19A1) converte androgenos em estrogenos
(SIMPSON et al, 1994). Ja a enzima 17B-hidroxiesteroide desidrogenase 1
(HSD17B1) converte estrona em 17B-estradiol (Figura 17A) e a 17B-hidroxiesterodide
desidrogenase 2 converte 173-estradiol em estrona (LABRIE et al., 2000).

Diversos trabalhos ja demonstraram o efeito da via PI3-K sobre a
esteroidogénese (CHENG et al., 2007; MOORE, OTSUKA e SHIMASAKI, 2001;
EBELING, TOPFER e MEINECKE, 2011; MANI et al., 2010). Portanto, os genes dos
receptores de FSH (FSHR) e LH (LHR), das enzimas CYP11A1, CYP19A1 e
HSD17B1 serao investigados nas ceélulas do cumulus isoladas de CCOs, bem como
a concentragao final de progesterona e 17 beta-estradiol no meio de cultivo para
determinar os efeitos sobre a esteroidogénese de CCOs bovinos e sua relagdo com
a maturagdo do ovécito. Além disso, descreveremos pela primeira vez a
esteroidogénese de células do cumulus de CCOs cultivados no meio MIV B e a agao
do FSH nessas condicoes.
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Figura 17: Via de sintese e enzimas-chave de horménios esterdides sexuais e a

teoria das duas células, duas gonadotrofinas.

Enzimas mitocondriais: CYP11A1 (enzima que cliva a cadeia lateral do colesterol); CYP17
(catalisa a reacao de 17-hidroxilagédo) e CYP19A1 (aromatase). Enzimas n&o-mitocondriais:
HSD17B (17 beta-hidroxiesteréide desidrogenase), HSD3B (3 beta-hidroxiesterdide
desidrogenase) e 5alfa-R (5 alfa-redutase). Modificado de Griffin e Ojeda, 2004.
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RESULTADOS

O cultivo dos CCOs nos meios MIV B OFSH e 10FSH demonstra que a
concentragéao final de 17 beta-estradiol e progesterona nos meios contendo 10 ng de
FSH/mL é significativamente maior quando comparados aos meios sem FSH (Figura
18). Nao houve diferenca entre a relagdo E2/P4 entre os meios com e sem FSH,
mantendo-se, aproximadamente, uma relagdo de 1:1 entre os valores de estradiol e
progesterona (Figura 18).

Com relacéo a agao da via PI3-K, a dose de 100 pM de LY294002 foi capaz
de diminuir a produgao de estradiol em ambas as situag¢des, ou seja, com ou sem
FSH no meio (p<0,05). O inibidor LY294002 n&o demonstrou efeito sobre a
producdo de progesterona nos meios 10FSH (p>0,05), entretanto, aumentou
significativamente a produgédo de progesterona no meio OFSH 100LY (Figura 20).
Nao houve efeito da dose de 10 uM de LY294002.
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Figura 18: Efeito da presencga de 10 ng/mL de FSH sobre a concentragao final

de 17 beta-estradiol (A), progesterona (B) e relagao E2/P4 (C) apés cultivo de

CCOs bovinos em MIV B.

* Indica diferenca estatistica entre os meios OFSH e 10FSH (teste t de Student, p<0,05).

Valores expressos em média + desvio padrao.
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Figura 19: Concentracao de 17 beta-estradiol nos meios de cultura de CCOs
bovinos na presenga ou auséncia de FSH e sob diferentes doses do inibidor

LY294002.

* Indica diferenca estatistica versus OFSH OLY (ANOVA de uma via, p<0,05).

# Indica diferenca estatistica versus 10FSH OLY e 10FSH 10LY (ANOVA de uma via,
p<0,05)

§ Indica diferenca significativa entre os grupos OFSH e 10FSH em cada uma das doses do
inibidor LY294002 (teste t de Student, p<0,05).

ANOVA de duas vias indica que ha diferenca entre os perfis dos grupos OFSH e 10FSH e

suas respectivas doses do inibidor (p=0,0007).
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Figura 20: Concentragcao de progesterona nos meios de cultura de CCOs
bovinos na presenga ou auséncia de FSH e sob diferentes doses do inibidor
LY294002.

* Indica diferenca estatistica versus OFSH OLY (ANOVA de uma via, p<0,05).

Nao ha diferenga entre os trés grupos contendo 10FSH.

§ Indica diferenca significativa entre os grupos OFSH e 10FSH em cada uma das doses do
inibidor LY294002 (teste t de Student, p<0,05).

ANOVA de duas vias indica que ha diferenca entre os perfis dos grupos OFSH e 10FSH e

suas respectivas doses do inibidor (p<0,0001).
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Analisando-se a razdo E2/P4, observa-se que a dose de 100 pM de
LY294002 reduziu significativamente os valores da razdo tanto na presenga quanto
na auséncia de FSH (Figura 21) quando comparado ao meio ausente de LY294002.

Ao relacionar-se a producgao de 17 beta-estradiol e a expulsdo do corpusculo
polar, ou seja, a maturagdo final do ovocito obtém-se uma correlagao
estatisticamente significativa (Figura 22A; R?=0,564, p=0,0020). Entretanto a mesma
relacdo ndo é observada em relagéo a progesterona (Figura 22B; R?=0,009, p=0,73)
nos meios apos o cultivo dos CCOs.

Com os resultados prévios, excluiu-se a dose de 10uM.
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0,50 % |J_‘ #
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Relacdo E2/P4

Figura 21: Razao E2/P4 nos meios de cultura de CCOs bovinos na presencga ou
auséncia de FSH e sob diferentes doses do inibidor LY294002.

A razdo E2/P4 provém da divisdo dos valores de 17 beta-estradiol (ng/mL) pelo valor de
progesterona (ng/mL) de cada amostra isoladamente.

* Indica diferenca estatistica versus OFSH OLY (ANOVA de uma via, p<0,05).

# Indica diferenca estatistica versus 10FSH OLY (ANOVA de uma via, p<0,05).

Nao ha diferenca quando se compara o perfil dos grupos OFSH e 10FSH e suas respectivas
doses do inibidor (ANOVA de duas vias, p>0,05).
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Figura 22: Correlagao entre produgao de 17 beta-estradiol ou progesterona e
expulsao do corpusculo polar dos ovécitos apés cultivo de CCOs in vitro.
Todos os grupos sdo plotados conjuntamente para a correlacdo entre concentragdo de
17beta-estradiol (A) ou progesterona (B) e expulsdo do corpusculo polar. A correlagdo de
Pearson identificou significAncia estatistica entre 17beta-estradiol e a expulsdo do
corpusculo polar (R?=0,564; p=0,0020), enquanto ndo houve significAncia em relagdo a
concentracao de progesterona (R?=0,009; p=0,73).
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Com relacédo a expressao génica das proteinas da esteroidogénese, tem-se
que a adicdo de FSH ao meio MIV B inibiu significativamente a expresséo génica do
FSHR, LHR, CYP19A1 e HSD17B1 (Figura 23 e 24) indicando algum tipo de
mecanismo de dessensibilizacdo pela presenca de FSH. A uUnica enzima que nao
sofreu esse efeito foi a CYP11A71 (Figura 24).

A expressao de receptor de LR (LHR) e do receptor de FSH (FSHR) é
significativamente aumentada no meio OFSH e nota-se claramente que o meio OFSH
100LY inibiu a expressao de ambos os receptores (Figura 23). Nota-se também que
no meio 10FSH a presenca do inibidor LY294002 inibiu a expressdo do FSHR
(Figura 23B) enquanto aumentou do LHR (Figura 23A).

Com relacdo a expressao das enzimas da esteroidogénese, a expressao de
CYP11A1 é estimulada, em relagdo ao VG, em todos os grupos, com excec¢éo do
grupo OFSH 100LY (Figura 24A). Quando compara-se os quatro meios de MIV
testados, observa-se que todos mantiveram constante a expressdo de CYP11A1,
exceto o meio OFSH 100LY, onde ocorre uma inibig&o significativa (Figura 24A).

A expresséo de CYP19A1 é estimulada, em relagdo ao VG, significativamente
pelo meio OFSH e, em menor intensidade, OFSH 100LY, 10FSH e 10FSH 100LY
(Figura 24B). Quando se compara os meios OFSH e OFSH 100LY observa-se o
efeito inibitorio do LY294002 (p<0,05). Ndo ha diferengca entre os grupos OFSH
100LY e 10FSH, porém o meio 10FSH 100LY estimula a expressdo de CYP19A1
em relacdo aos dois primeiros (Figura 24B).

O meio OFSH manteve a mesma expressdo de HSD17B1 do grupo VG,
porém, houve decaimento da expressdo nos meios OFSH 100LY, 10FSH e 10FSH
100LY (Figura 24C).

Portanto, a partir dos presentes resultados observa-se que no meio ausente
de FSH, o inibidor LY294002 € capaz de inibir a expressdao do LHR, FSHR,
CYP11A1, CYP19A1 e HSD17B1 indicando a relevéancia fisiolégica dessa via no
meio MIV B. No meio contendo 10 ng/mL de FSH o inibidor LY294002 teve efeito
apenas sobre os genes LHR e CYP19A1, estimulando a expressdo de ambos. Isso
indica que o controle da expressao das proteinas da esteroidogénese esta sob
controle de outra via de sinalizacédo, que nao a PI3-K, porém essa mesma via parece
exercer papel inibitério sobre a expressao de LHR e CYP19A1 na presenca de FSH.
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Figura 23: Expressao génica dos receptores de LH e FSH de células do
cumulus provenientes de CCOs cultivados com e sem FSH e sob a presencga
ou auséncia do inibidor da PI1-3K (LY294002).

Letras diferentes indicam diferengas significantes entre os grupos (p<0,05).

Os detalhes da Figura A e B correspondem ao perfil de expressédo génica dos meios OFSH
100LY, 10FSH e 10FSH 100LY.Todos os valores de expressao sao padronizados pelo gene

controle, CYC, e o grupo VG é utilizado como calibrador.
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Figura 24: Expressao génica das enzimas CYP11A1, CYP19A1 e HSD17B1 de
células do cumulus provenientes de CCOs cultivados com e sem FSH e sob a
presenca ou auséncia do inibidor da PI-3K (LY294002).

Letras diferentes indicam diferengas significantes entre os grupos(p<0,05).

Todos os valores de expressao sdo padronizados pelo gene controle, CYC, e o grupo VG é

utilizado como calibrador.
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DISCUSSAO

O MIV B foi capaz de estimular a esteroidogénese e a presengca de FSH
potencializou esse efeito. Nota-se claramente a relacdo entre a producédo do
horménio esterdide 17 beta-estradiol e a maturacdo do ovdcito ai contido. O meio
MIV B estimula a expressao dos genes relativos a esteroidogénese e a producéo de
horménios esterdides, 17 beta-estradiol e progesterona. A agdo da via PI3-K foi
crucial para a sintese desses horménios, bem como para a expressao génica das
enzimas.

O perfil esteroidogénico se relaciona ao que foi anteriormente descrito por
Vasconcelos e colaboradores (2013) utilizando o meio MIV C para cultivar a parede
de foliculos ovarianos de bovinos. Nesse experimento o efeito do MIV C, sem FSH,
foi comparado ao TCM-199, meio contendo alta concentragdo de FSH e soro, e
obteve melhores resultados em termos de esteroidogénese, maiores niveis de
expressdo génica de proteinas da via da formagdo de horménios esteroides e
melhor morfologia da parede do foliculo (VASCONCELOS et al., 2013).

Estudos prévios utilizando um meio de composicdo similar para cultivo de
células da granulosa também é capaz de manter a morfologia e a produgdo de
horménios esterdides de células isoladas de foliculos saudaveis e altamente
estrogénicos por até 144 horas de cultivo (PICCINATO et al., 2012).

A substituicdo de BSA por PVA causa, dentro de um menor tempo de cultivo,
o0 aumento na producédo de hormdnios utilizando o mesmo tipo de cultivo de células
da granulosa (MONTREZOR, PICCINATO e SILVA, 2002), o que torna o meio de
cultivo definido e potencialmente livre de contaminantes biolégicos presentes no
soro e na albumina sérica isolada.

O meio MIV C continha outros horménios e fatores de crescimento
comparativamente ao MIV B, porém ambos podem conter o horménio
androstenediona (VASCONCELOS, 2008; VASCONCELOS et al.,, 2013). Ja foi
relatado que o cultivo entre 4 e 12 dias de foliculos de camundongos nas
concentragdes 10°, 10° e 10"'M de androstenediona causa diminuicdo da
viabilidade com alteragdo da morfologia, perda de células do cumulus e da
granulosa e alteragdo do formato do ovécito (TARUMI et al., 2012), e estudos
prévios no cultivo de CCOs no meio MIV C sem FSH, que continha diversos
hormonios, indica perda da viabilidade quando utiliza-se o parametro de producéo
de embrides in vitro (GULART, 2009). O meio MIV B, sem androstenediona, indicou
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melhores taxas de produg¢do de embrides comparativamente ao MIV C, indicando
melhor viabilidade de CCOs (GULART, 2009). Experimentos de fertilizagéo in vitro
no meio MIV B contendo androstenediona estdo em andamento como indicador de
viabilidade ovocitaria.

Entdo, pode-se sugerir que os resultados relativos a esteroidogénese na
presente tese estdo relacionados a presenca da androstenediona no meio de
cultura, que sera utilizado como precursor para a sintese de horménios esterdides.
O meio MIV B torna-se, portanto, uma alternativa viavel e barata para a maturacao
de CCOs in vitro.

No presente trabalho os resultados demonstram que ha produg¢ao de 17 beta-
estradiol e progesterona tanto na auséncia como na presenga de FSH, porém no
meio contendo 10 ng/mL de FSH tem-se sempre maiores valores desses hormdnios
ao final do periodo de cultivo dos CCOs. Nao ha diferenga entre a razao E2/P4 entre
os dois meios, indicando perfis esteroidogénicos similares, o que pode denotar que
nao ha obrigatoriedade de suplementagdo de FSH no meio de maturagao in vitro de
ovoécitos. Em relagdo a maturagédo nuclear do ovdcito contido nos CCOs cultivados,
os valores de 17 beta-estradiol se correlacionam com a expulsdo do corpusculo
polar. Os valores de progesterona ndo possuem tendéncia a se associarem a essa
mesma taxa.

A adicdo de FSH estimula a produ¢ado de hormdnios esterdides em células da
granulosa e, comparativamente, as células do cumulus s&do um tipo especializado de
células da granulosa. Em cultivo de células da granulosa isoladas a suplementagéo
de 1 ou 10 ng/mL de FSH, apdés 6 dias, os valores de progesterona ndo foram
alterados e os de 17 beta-estradiol aumentaram significativamente na dose de 10
ng/mL de FSH (ZHENG et al., 2008). Artigos prévios demonstram a agdo do FSH
sobre a produgdo de progesterona e 17 beta-estradiol (SILVA et al., 2006;
GUTIERREZ et al., 1997), sendo que as células do cumulus sob agédo de 100 — 200
ng/mL de FSH produz mais progesterona que as células da granulosa murais
(ARMSTRONG et al., 1996).

Varios efeitos da progesterona e do 17 beta-estradiol ja foram apontados para
a maturacao in vitro de CCOs (WANG et al., 2006; FAIR e LONERGAN, 2012; LI,
NIWA e HUNTER , 2004). Com relag&o a influéncia dos hormonios esteroides sobre
a maturagao nuclear de ovécitos in vitro, Wang e colaboradores (2006) descreveram
o uso do AGT que inibe a producédo de diversos hormdnios esterdides sexuais, a
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maturagdo nuclear dos CCOs (ao redor de 10% na concentragdo de 10 mM de AGT)
e da expansao do cumulus, mesmo na presenca de FSH. Porém, mesmo na
presenca de AGT, a suplementagdo com concentragdes crescentes de progesterona
ou 17 beta-estradiol, ndo alterou os parametros citados, denotando outros fatores
importantes a serem considerados além dos produzidos pelos proprios ovocitos ou
que estao presentes no meio (WANG et al., 20006).

Entretanto, salienta-se que a mensuragao de 17 beta-estradiol e progesterona
do fluido folicular ja foram identificadas como bons marcadores para a geragéo e
desenvolvimento embrionario in vitro apds fertilizagdo, sendo que, in vivo, elevados
valores de progesterona e baixos de estradiol se correlacionam com boas taxas de
embrido in vitro (AARDEMA et al.,, 2013). Porém, salienta-se que os elevados
valores de progesterona se relacionam ao efeito do LH in vivo sobre o foliculo
ovariano (AARDEMA et al., 2013), logo, supde-se melhor viabilidade e competéncia
dos CCOs.

Em relagdo a via PI13-K, a agdo do FSH e a regulacéo da esteroidogénese de
células do cumulus, pode-se dizer que sédo pouco investigadas em termos de CCOs
bovinos, porém varios autores ja relataram que a alteragédo da atividade da via PI13-K
e da atividade das proteinas da familia da MAPK pode alterar o perfil
esteroidogénico de células do cumulus de CCOs e células de foliculo ovariano em
cultivo (MANI et al., 2010; EBELING, TOPFER e MEINECKE, 2011; SU et al., 2006;
YU et al., 2005), sendo que a via da MAPK pode ser controlada também pela via
P13-K e influenciar os resultados encontrados (GUO, 2014).

Sabe-se que o inibidor LY294002 diminui significativamente a producao de
progesterona por parte de células do cumulus de CCOs (SHIMADA et al., 2003) e de
células da granulosa (CHENG et al., 2007) de roedores cultivados in vitro na
presenca de FSH. O uso do inibidor da via MAPK inibiu a produgéo de progesterona,
porém aumentou a produgao de estradiol em células do cumulus e granulosa em
cultivo (EBELING, TOPFER e MEINECKE, 2011; SU et al., 2006; MOORE, OTSUKA
e SHIMASAKI, 2001; YU et al., 2005).

Esses resultados comparativos apontam para uma regulagédo da produgao de
hormonios esterdides por parte das vias supracitadas, porém a presente tese indica
a diminuic&do da producao de estradiol, na presenca ou auséncia de FSH, e aumento
de progesterona, na auséncia de FSH, pela acédo do inibidor LY294002. O FSH é
componente essencial nos trabalhos publicados citados (EBELING, TOPFER e
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MEINECKE, 2011; SU et al., 2006; MOORE, OTSUKA e SHIMASAKI, 2001; YU et
al., 2005; SHIMADA et al., 2003), sendo que o teste na auséncia de FSH é novo em
termos de dados cientificos para CCOs. Demonstra-se, portanto, que a interagao da
composi¢cdo do meio e da via PI3-K trouxe a tona resultados inovadores, pois aqui
contextualiza-se a importancia do meio de cultivo e da presenca de androstenediona
no meio MIV B OFSH.

Em parte, a produgdo de hormdnios esteroides esta relacionada a expressao
génica das enzimas de sintese, CYP11A1, CYP19A1 e HSD17B1, e dos receptores
de gonadotrofinas, FSHR e LHR. Em termos de express&o génica, observou-se uma
clara diferengca entre o cultivo no MIV B com e sem FSH. O meio OFSH possuiu
valores de expressao maiores de todos os genes em questdo, enquanto o cultivo por
22-24 horas na presencga de FSH provocou a diminuigao significativa da expresséao,
sendo a unica excegao o gene da enzima CYP11A1.

Ja foi demonstrada a agcao do FSH sobre a expresséo das enzimas CYP11A1,
CYP19A1 e HSD17B1 e dos receptores de gonadotrofinas tanto em CCOs como em
células da granulosa (CALDER et al., 2003; SILVA e PRICE, 2002; SAHMI, NICOLA
e PRICE, 2006), na presenga ou nao de outros horménios.

O time course de cultivo de CCOs bovinos in vitro demonstra que houve
diminuicdo significativa da expressdo do receptor de FSH, porém os valores de
expressao do receptor apdés 3—6 horas de cultivo eram similares aos valores do
tempo zero. Ja o LHR tende a aumentar apos o mesmo periodo de cultivo (CALDER
et al., 2003; SALHAB et al., 2011).

A expressédo da CYP11A1 e CYP19A1 também decai com o tempo de cultivo
(SALHAB et al., 2011). Ja o perfil de expressdao da HSD17B1 & pouco ou nada
explorado na literatura referente a CCOs bovinos. Deve-se salientar que o perfil de
expressao sera alterado pela composicdo do meio de cultura do CCO e o tipo de
horm&nio suplementado in vitro.

Os resultados de expressao génica encontrados na presenga de FSH no meio
de cultivo in vitro pode ser explicado pela down regulation dos receptores de FSH
(HOUDE et al., 1994), em virtude da exposigao por longos periodos a concentragdes
constantes de horménio, ao contrario do que se observa in vivo, quando as
gonadotrofinas tem perfil de secregao pulsatil, ou pela estabilidade do RNA ao longo
do periodo de cultivo (SAHMI, NICOLA e PRICE, 2006). Em célula da granulosa de
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bovino cultivadas in vitro a meia-vida do mRNA da CYP79A1 é ao redor de 3 horas e
da CYP11A1 e HSD17B1 é de 12 horas (SAHMI, NICOLA e PRICE, 2006).

Deve-se salientar que o perfil de expressdo génica das enzimas CYP11A1,
CYP19A1 e HSD17B1 sao diferentes quando compara-se células do cumulus e da
granulosa em cultivo, pois nas células da granulosa ha aumento da expresséo
dessas enzimas apos suplementacdo com 10 ng/mL de FSH (ZHENG et al., 2008),
enquanto em células do cumulus ha decaimento da expressdo (SALHAB et al,
2011).

Observou-se também uma clara diferenca entre a relevancia da via na
presenca e na auséncia de FSH nos nossos resultados. Na auséncia dessa
gonadotrofina, a inibigdo da via PI3-K teve forte agdo sobre a expresséo de todos os
genes, indicando que componentes do meio, produzidos pelo préprio ovocito e/ou a
androstenediona podem ser responsaveis pelo perfil apresentado.

No meio com FSH, a inibigdo da via PI3-K causou aumento da expressao do
LHR e da CYP19A1, indicando que essa via, quando ativa, suprime a expressao de
ambos os genes. Deve-se lembrar que nos experimentos de time course no cultivo
de CCOs in vitro, os valores de expressdo do gene LHR e CYP19A1 decaem
significativamente apds 22 horas de cultivo (CALDER et al., 2003; SALHAB et al.,
2011). Logo, a acéo da via PI13-K também pode ser tempo-dependente, o que nao foi
objeto de teste da presente tese.

Alguns dados prévios corroboram os presentes resultados. A inibigdo da via
PI13-K pelo uso da wortamina, por exemplo, ndo modifica a presenca da proteina
CYP11A1 em células da granulosa in vitro de ratos (CHENG et al., 2007).

Em CCOs de camundongo a inibicdo da via MAPK (controlada pela PI3-K)
inibiu a transcricdo génica da CYP11A1 e estimulou a enzima CYP19A1 (SU et al.,
2006). Em células do cumulus do ovario de rato, a inibicdo da MAPK n&o causou
efeito sobre a CYP11A1, porém estimulou a expressdo da CYP19A71 (MOORE,
OTSUKA e SHIMASAKI, 2001). Yu e colaboradores (2005) indicaram que a inibigdo
da MAPK inibe a expressao de CYP19A7 em células da granulosa de ratos em
cultivo. Em CCOs suinos os valores de CYP11A1 foram os mesmos ao longo do
tempo de cultivo e a expressdo de CYP19A7 aumentou independentemente da
inibigdo da MAPK (EBELING, TOPFER e MEINECKE, 2011).

Logo, tem-se uma divergéncia de resultados, porém alguns dados indicam
que a via MAPK suprime a expressdo de CYP719A1 e nao altera a CYP11AT1,
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portanto corrobora com os resultados aqui encontrados no meio 10FSH. Porém, o
perfil da expressao do FSHR, LHR e HSD17B1 sado pouco explorados na literatura
em células do cumulus em relagdo a via PI3-K, logo a presente tese descreve
resultados muito relevantes.

Interagdes com outros horménios como IGF-1, além do FSH, também s&o
responsaveis pelo perfil esteroidogénico de células da granulosa in vitro, apontando
assim, futuras perspectivas para o estudo da via PI3-K/Akt e MAPK em CCOs
bovinos (MANI et al., 2010).

Conclui-se que os dados provenientes da esteroidogénese das células do
cumulus de CCOs bovinos indicam efeito benéfico do meio patenteado sobre o perfil
in vitro das células e relaciona-se com a maturacdo nuclear do ovdcito. Ha,
potencialmente, chances de aumentar a competéncia do ovécito em gerar embrides
viaveis, porém mais estudos s&o necessarios sobre o controle da expressido génica
das proteinas-chave da esteroidogénese. Novos experimentos também s&o
requeridos para determinar os efeitos do 17 beta-estradiol sobre a maturagdo do

CCO bovino em cultivo.
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CAPITULO Il

EXPRESSAO DE PROTEINAS-CHAVE DA NUTRICAO DO
CCO EM CELULAS DO CUMULUS

Acao da via PI3-K em meio definido patenteado suplementado ou

nao com FSH
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INTRODUCAO

Nos ovdcitos, as vias anabolicas, como a sintese de proteinas, de DNA e
RNA e a sintese de reservas energéticas na forma de triglicerideos e glicogénio,
estdo ativas para suprimento ndo apenas das necessidades dessa célula como
também do embrido no periodo pré-implantagcdo. Nas fases iniciais de clivagem a
transcricdo dos genes do embrido € limitada e ha dependéncia do ambiente in vivo
ou in vitro e das reservas energéticas que sdo acumuladas durante o periodo de
maturagdo do ovocito (GARDNER et al., 2001; BRINSTER, 1974; FERGUSON &
LEESE, 1999).

Todas as células precisam de substratos para sintese de adenosina trifosfato
(ATP) e de moléculas celulares fundamentais a manutencao da vida. A geragao de
energia pode ocorrer de duas formas: via glicolitica (anaerdbia) e via oxidativa
(aerdbia). A via glicolitica ocorre no citosol, ndo necessita de oxigénio e culmina com
a producgao de lactato e duas moléculas de ATP. Ja a oxidativa (aerdbia) ocorre
dentro da mitocéndria, precisa de oxigénio e promove a oxidagdo completa do
piruvato a dioxido de carbono e agua com a formacéo de 30 a 32 moléculas de ATP
através do ciclo do acido citrico e da fosforilagdo oxidativa. O piruvato provém da
metabolizagao da glicose pela via glicolitica e é o substrato essencial para o ciclo de
Krebs. Logo, sdo duas vias metabdlicas interdependentes (NELSON e COX, 2005).

A atividade metabdlica ovocitaria, muito dependente de glicose, também esta
correlacionada com a competéncia do ovdcito, pois o nivel dos substratos
energéticos afeta profundamente a maturacdo nuclear e citoplasmatica. Ao
aumentar a concentragao de glicose no meio de cultivo, por exemplo, induz-se maior
taxa de maturagdo nuclear e citoplasmatica (SUTTON-McDOWALL, GILCHRIST e
THOMPSON, 2010).

As células do cumulus e o ovécito (CCO) constituem uma unidade metabdlica
bidirecional através de sinalizagdo paracrina e/ou através de jungbes comunicantes,
sendo que todo esse aparato celular é fundamental para a viabilidade ovocitaria.
Boa parte da glicose captada pelo CCO é, na realidade, captada pelas células do
cumulus, nas quais esta pode seguir varias vias: via glicolitica, ciclo pentose fosfato,
via das hexosaminas, via oxidativa, entre outras, podendo transmitir diferentes
metabolitos da glicose para o ovécito (SUTTON-McDOWALL, GILCHRIST e
THOMPSON, 2010) (Figura 25).
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Uma das confirmagdes experimentais para a teoria do metabolismo integrado
do CCO deve-se ao fato de que a atividade da enzima da via glicolitica
fosfofrutocinase é baixa em ovocitos e elevada em células do cumulus, indicando
alta taxa de metabolismo glicolitico nas células do cumulus (CETICA et al., 2002).
Deve-se lembrar que nesse contexto, as células do cumulus consomem 23 vezes
mais glicose do que o ovocito e este, por sua vez, consome 3 vezes mais oxigénio
do que as células do cumulus (THOMPSON, 2006), demonstrando que boa parte do
metabolismo aerdbio é realizado pelas enzimas ovocitarias.

A captagao de glicose pelos CCOs se da através do GLUT1 e do GLUT4,
sendo que este ultimo é o transportador facilitado dependente da ligagédo da insulina
ao seu receptor e da via PI3-K (SALTIEL & KAHN, 2001). O GLUT4 esta presente,
inicialmente, apenas nas células do cumulus e também responde a via PI3-K e ao
FSH, elevando a captagao de glicose dos CCOs (ROBERTS et al., 2004; SUTTON-
McDOWALL, GILCHRIST e THOMPSON, 2010).

A via de sinalizagdo da PI3-K esta fortemente associada ao metabolismo,
crescimento e sobrevida celular (ENGELMAN, LUO e CANTLEY, 2006), além de
estimular a transcricdo de uma série de genes das enzimas da glicolise (hexocinase,
fosfofrutocinase e piruvato cinase), do ciclo de Krebs (piruvato desidrogenase) e da
sintese de acidos graxos (acetil CoA carboxilase e acido graxo sintase) (SALTIEL &
KAHN, 2001).

Assim, para aprofundar os conhecimentos a respeito da influéncia do
metabolismo celular sobre a MIV é fundamental avaliar a transcricdo de genes do
metabolismo intermediario de células do cumulus. Além disso, ha pouco ou nenhum
relato na literatura atual a respeito da expressao génica dessas enzimas em CCOs
bovinos, bem como das influéncias do FSH e da via PI3-K.

Alguns pontos chave s&o importantes para a utilizagdo da glicose: a captagéo
através de transportadores de membrana e sua metabolizagéo intracelular. As vias
metabolicas preferenciais de metabolizagdo serdo diferentes em cada tecido e
situacgéo fisioldgica.

Os transportadores de glicose GLUT1 e GLUT4 estdo presentes em células
foliculares (NISHIMOTO et al., 2006), incluindo o ovécito e as cumulus (HAN et al.,
2012). A presenga de GLUT4 nas células do cumulus ja foi relacionado a agao do
FSH e da via PI3-K (ROBERTS et al., 2004), enquanto o GLUT1 pode estar sob
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controle da progesterona em células endometriais em cultivo (CARRUTHERS et al.,
2009; FROLOVA et al., 2009).

Em relagdo as enzimas do metabolismo intermediario, tem-se duas enzimas-
chave importantes que sdo a piruvato desidrogenase (PDH) e a glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) (Figura 25).

O CCO possui metabolismo predominantemente aerdbico e ha envolvimento
de enzimas do ciclo de Krebs e rotas oxidativas em seu desenvolvimento e
amadurecimento (CETICA et al., 2003; SUTTON-McDOWALL, GILCHRIST e
THOMPSON, 2010; THOMPSON, 2006). O complexo multienzimatico PDH converte
piruvato em acetil-CoA na matriz da mitocéndria e € composta de 7 subunidades,
porém pouco se sabe sobre o perfil de expressado génica dessa enzima em CCOs
(NELSON e COX, 2005; TAKAKUBO e DAHL, 1992). O estudo da expressao da
enzima PDH n&o foi objeto de estudos prévios, fazendo-se necessario essa
investigacao.

As células do cumulus e ovécito possuem elevada atividade da enzima
glicose-6 fosfato desidrogenase (G6PDH) relacionada a detoxificagdo de radicais
livres e formacdo de purinas (adenina e guanina) essenciais a sintese de DNA e
replicagéo celular (SUTTON-McDOWALL, GILCHRIST e THOMPSON, 2010). A
metabolizagcdo da glicose pela via pentose fosfato leva a produgédo de purinas que,
ao serem transportadas ao ovdcito através das jungbes comunicantes, levaria a
retomada e finalizagdo da meiose (SUTTON-McDOWALL, GILCHRIST e
THOMPSON, 2010). Menos de 3% da glicose entra nessa via no ovocito (URNER e
SAKKAS, 1999).

A expressdao da enzima G6PDH pode ser regulada pela concentragdo de
oxigénio no cultivo de CCOs (KANG et al., 2012) e sua atividade mais baixa em
ovaocitos bovinos, inferida pela técnica de azul de cresil, esta relacionada a maiores
taxas de ovécitos que alcangam a metafase Il, ou seja, a maturagdo nuclear, e de
geracao de blastocistos in vifro (ALM et al., 2005), sugerindo envolvimento na
competéncia ovocitaria que repercute sobre a viabilidade embrionaria.

Uma parte dessa glicose também é usada para a sintese de acido hialurénico,
que corresponde a uma das moléculas mais importantes para a expansao das
células do cumulus (via das hexosaminas) (SUTTON-McDOWALL, GILCHRIST e
THOMPSON, 2010; THOMPSON, 2006; SUTTON-McDOWALL, GILCHRIST e
THOMPSON, 2004). A via das hexosaminas corresponde ao uso de 25% da glicose
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pelos CCOs e isso explica a elevada taxa de captacdo de glicose pelas células do
cumulus durante a maturagéo nuclear (THOMPSON, 2006).

Do ponto de vista fisioldgico, as gonadotrofinas, hormdnios que agem sobre
os ovarios durante a fase de maturagao e ovulagao, atuam sobre o foliculo levando a
maturagdo dos ovécitos, desenvolvimento das células de sustentagdo (células da
granulosa e da teca) e alterando o perfil metabolico dos CCOs. O LH aumenta o
consumo de oxigénio de ovocitos isolados e a produgdo de lactato, sugerindo
aumento da atividade nas vias aerdbia e anaerobia in vitro (WILDING et al., 2005).

O FHS regula o crescimento do foliculo e a expansdo do cumulus e, além
disso, a suplementagdo com um analogo inativo de glicose, a 2-deoxi-glicose (2-
DG), suprimiu a expansao das células do cumulus mediada pelo FSH além de inibir
a maturagao nuclear do ovocito (HAN et al., 2012), indicando a relevancia do FSH
na regulagdo do metabolismo da glicose. In vitro, o FSH aumenta a captagao de
glicose e a producdo de piruvato e lactato em CCOs cujos ovécitos estédo
amadurecendo até a fase de metafase Il (ROBERTS et al., 2004). Os ovdcitos que
nao completaram a maturagdo nuclear captam menos glicose, produzem menos
piruvato e lactato, ndo sofrendo, portanto, qualquer alteracdo metabdlica mediada
pelo FSH (ROBERTS et al., 2004).

O inibidor da PI3-K (LY294002) diminui a captagao de glicose estimulada por
FSH em CCO maduros (ROBERTS et al., 2004), demonstrando a relevancia dessa
via sobre a taxa metabdlica. Uma das explicagdes deve-se ao fato do FSH aumentar
a metabolizagdo da glicose e aumentar a atividade da enzima hexocinase (primeira
enzima da rota glicolitica), sendo esse um dos possiveis mecanismos pelos quais o
FSH aumenta a taxa de maturacao nuclear in vitro (ROBERTS et al., 2004; DOWNS
et al., 1996; HAN et al., 2012). Portanto, as agbes metabdlicas do FSH podem ser,
ao menos em parte, associadas a agao da PI13-K.

Em termos de trafego de componentes na célula, ha o transporte de
componentes, como proteinas e outros metabdlitos, dentro de vesiculas. O
transporte de vesicula pressupbe contato entre membranas e envolve o
citoesqueleto da célula. Proteinas especificas que encontram-se nessas vesiculas e
compartimentos celulares permitem o reconhecimento entre membranas, levando,
por exemplo, a exocitose ou endocitose (ZYLBERSZTEJN e GALLI, 2011; WU et al.,
2014). A endocitose, por exemplo, pode ser usada como forma de nutricdo de
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blastocistos in vitro, por meio da endocitose de albumina sérica (THOMPSON et al.,
1998).

Ha dois tipos de proteinas de trafego de membranas: as v-SNARES
(proteinas de membrana associadas a vesiculas, também chamadas de VAMPs) e
as t-SNARES (proteinas-alvo), localizadas no compartimento celular receptor
(ZYLBERSZTEJN e GALLI, 2011). A SNAP-25 é um tipo de t-SNARE envolvida no
processo de exocitose e endocitose (KASAI, TAKAHASHI e TOKUMARU, 2012; WU
et al., 2014).

Ovacitos, células foliculares e luteas de humanos e de roedores apresentam a
proteina SNAP25 (GROSSE et al., 2000). As células da granulosa possuem imuno-
marcagao mais pronunciada em foliculos em crescimento. Foi identificada SNAP25
também em células da teca de roedores, mas ndo em humanos (GROSSE et al.,
2000).

O expressédo da SNAP25 é controlada pelo LH/hCG, FSH, estrogénio e
progesterona (GROSSE et al., 2000; SHIMADA et al. 2007; JACOBSSON et al.,
1998). Um estudos em roedores usando administragdo de hCG in vivo demonstra
que a expressao e a presenca da proteina SNPA25 é tempo dependente, com pico
entre 8 e 12 horas de cultivo para ambos os parametros (SHIMADA et al. 2007).

A expressao de SNAP25 ja foi relacionada a via PKA, envolvendo o cAMP, e
ha uma série de evidéncias sobre a relagdo da via PI3-K com o processo de trafego
de membranas e a agdo da SNAP25 em outros modelos experimentais (OSBORNE,
WEN e MEUNIER, 2006).
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Figura 25: Metabolismo intermediario da glicose e a integracao entre as células
do cumulus e ovécito.

Figura 4A: As células do cumulus possuem as maiores taxas de uso de glicose e, sob acdo
de varios horménios (entre eles estda o FSH), metaboliza a glicose em diversas vias
metabdlicas, porém apenas trés possibilidades s&o ilustradas. A glicose, captada pelos
transportadores de glicose GLUT1 e GLUT4, entram na célula e podem ser metabolizadas a

piruvato através da via glicolitica (ocorre tanto na célula do cumulus quanto no ovécito, mas
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a figura ilustra apenas a célula do cumulus). O piruvato produzido na célula do cumulus
pode ser consumido pela célula ou transportado para o ovdcito para geracdo de ATP
através de via oxidativa. Uma das enzimas-chave da via oxidativa € o complexo piruvato
desidrogenase (PDH). PDH é encontrada tanto nas células do cumulus quanto no ovdcito,
mas na figura € mostrada apenas no ovacito.

A glicose também pode ser captada diretamente pelo ovécito através dos transportadores
de glicose, porém n&o ha evidéncias da presenga de GLUT4 no ovdcito.

A glicose pode seu usada pelas células do cumulus para a sintese de acido hialurénico,
através da via das hexosaminas, e € um componente essencial da matriz extracelular e
responsaveis pela expansao das células do cumulus.

A via pentose fosfato metaboliza glicose, cuja enzima-chave & a glicose 6 fosfato
desidrogenase (G6PDH), € demonstrada na figura tanto em ovécitos quanto em células do
cumulus para sintese de purinas que controlam a meiose.

Figura 4B: Via metabdlica ligada a glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PDH). Na figura é
ilustrada as principais etapas do metabolismo celular nas quais a G6PDH esta envolvida. A
primeira etapa corresponde a formacgéo de D-ribose 5 fosfato através da via pentose fosfato
essencial para sintese de purinas (adenina e guanina) do DNA e RNA. Na segunda etapa
demonstra-se o efeito da G6PDH na geracdo de NADPH que é obrigatoriamente usado para
manter o estado oxirredutivo da célula e permitir a regeneragdo de glutationa reduzida
(GSH) para detoxificagao de radicais livres. A GSSG corresponde a glutationa oxidada.
Modificado de Roberts e colaboradores, 2004; Nelson e Cox, 2005 e Sutton-McDowall,
Gilchrist e Thompson, 2010.

Portanto, observa-se que a nutricdo do CCO influencia o ovécito e esta
relacionado a maturagdo nuclear e citoplasmatica. Logo, tem-se como objeto de
estudo pontos-chave da nutricdo do complexo cumulus-ovocito por meio de
transportadores de glicose, enzimas metabdlicas e proteinas de endocitose-
exocitose em células do cumulus de CCOs cultivados em meio patenteado com e
sem FSH. Utilizou-se o inibidor da via PI3-K para identificar uma possivel agao
dessa via de sinalizagao sobre a expressao dos genes-alvo, o que nunca foi descrito

na literatura.
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RESULTADOS

Com relagcédo a expressao génica no meio patenteado, a adicdo de FSH ao
meio MIV B n&o causou diferenga significativa na expressdo de GLUT1 e PDH
comparado ao meio OFSH (Figura 26A e 27B). A presengca de FSH inibiu a
expressao de GLUT4 e G6PDH (Figura 26B e 27A).

Em termos, de agdo da via PI3-K, o cultivo no meio OFSH e OFSH 100LY
diminui significativamente a expressdo de GLUT1, entretanto observa-se que o
cultivo no meio 10FSH e 10FSH 100LY iguala os valores de expressdao em relagéo
ao VG (Figura 26A). Dentre os quatro meios testados, o meio OFSH 100LY obteve
menor nivel de expressao de GLUT1 (Figura 26A).

O GLUT4 mantém sua expressao quando cultivado no meio OFSH, em
relacdo ao VG, porém todos os outros meios de cultivo causam a inibicdo de sua
expresséo (Figura 26B). A acao do inibidor LY294002 é observado no meio sem
FSH.

Com relagdo a expressdo do gene G6PDH, o meio OFSH obteve niveis de
expressao maiores que o meio OFSH 100LY, que por sua vez teve niveis
comparados ao grupo 10FSH (Figura 27A). O meio 10FSH 100LY causou os
menores niveis de expressao de G6PDH quando comparado a todos os outros
meios (Figura 27A).

A enzima PDH tem sua expressdo diminuida por todos os meios de cultura
em comparagao ao VG (Figura 27B), ndo havendo diferenga de expressao génica
nas células do cumulus de CCOs nos meios testados.

Ao plotar os valores de expulsdo do corpusculo polar e da expressao de
GLUT1, GLUT4 ou G6PDH, observa-se que o padrao de expressao de G6PDH ¢é o
unico que aproxima-se do perfil de maturagdo nuclear ovocitaria (taxa de expulsao

do corpusculo polar) nos grupos estudados (Figura 28).
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Figura 26: Expressao génica dos transportadores de glicose GLUT1 e GLUT4
de células do cumulus provenientes de CCOs cultivados com e sem FSH e sob
a presenca ou auséncia do inibidor da PI1-3K (LY294002).

Legenda a Figura A:

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05).
Nao ha diferencga estatistica entre os grupos OFSH, 10FSH e 10FSH 100LY (p>0,05).
Legenda a Figura B:

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05).
Todos os valores de expressao sdo padronizados pelo gene controle, CYC, e o grupo VG é

utilizado como calibrador.
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Figura 27: Expressao génica das enzimas G6PDH e PDH de células do cumulus
provenientes de CCOs cultivados com e sem FSH e sob a presen¢ca ou
auséncia do inibidor da PI1-3K (LY294002).

Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos (p<0,05).

Todos os valores de expressao sdo padronizados pelo gene controle, CYC, e o grupo VG é

utilizado como calibrador.
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Figura 28: Perfil da taxa de expulsdo do corpusculo em comparagcao a
expressao génica do GLUT1, GLUT4 e G6PDH de células do cumulus de CCOs

cultivados com e sem FSH e sob a presencga ou auséncia do inibidor da PI-3K

(LY294002).

* Indica diferenca entre os meios sem e com LY294002 (expresséo génica)
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Com relagao a proteina de endocitose e exocitose SNAP25, o meio OFSH
estimula e a adicdo de FSH inibe sua expressdo (Figura 29). Os valores de
expressao no meio 10FSH se equiparam aos valores do VG.

Com relacdo a via PI3-K, ndo se observa efeito tanto no meio com quanto no

meio sem FSH (Figura 29).
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Figura 29: Expressao génica relativas a proteina SNAP25 em células do
cumulus provenientes de CCOs cultivados com e sem FSH e sob a presencga
ou auséncia do inibidor da P1-3K (LY294002).

Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos (p<0,05).

Todos os valores de expressao sdo padronizados pelo gene controle, CYC, e o grupo VG é

utilizado como calibrador.
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DISCUSSAO

Os presentes resultados apontam para a atuagao do FSH sobre o controle da
expresséo génica do GLUT1, GLUT4, G6PDH e SNAP25 e a relevancia da via PI3-K
para o GLUT4 e G6PDH em células do cumulus de CCOs bovinos.

O metabolismo da glicose em CCOs é de extrema importéncia, pois € o
substrato energético necessario para diversas fungdes fisiologicas relacionadas ao
amadurecimento do ovdcito in vitro e in vivo. Dentre elas, pode-se destacar a
necessidade de glicose para sintetizar os componentes extracelulares responsaveis
pela expansao das células do cumulus; para a glicdlise e ciclo de Krebs, necessarios
para a geracao de ATP; e para a sintese de purinas que controlam a maturagao
nuclear (SUTTON-McDOWALL, GILCHRIST e THOMPSON, 2010). Os aspectos
metabolicos do ovocito pode influenciar a geracdo de embrides in vitro
(THOMPSON, 2006).

O ovécito por si s6 tem baixa capacidade de metabolizar glicose por
apresentar baixa atividade da enzima fosfofrutocinase (CETICA et al., 2002), além
de baixa atividade da enzima do ciclo de Krebs isocitrato desidrogenase (CETICA et
al., 2003), assim é extremamente dependente da atividade das enzimas das células
do cumulus. Evidéncias mostram que as células do cumulus s&o capazes de captar
e metabolizar a glicose e transportar seus metabdlitos ao ovocito, constituindo assim
uma unidade metabdlica interdependente, como ja demonstrado por Sutton-
McDowall, Gilchrist e Thompson (2010).

Assim, observa-se a grande importancia de avaliar o perfil de expresséo
génica de enzimas-chave, de transportadores de glicose e de proteinas relacionadas
a endocitose/exocitose nas células do cumulus, visto que sao aspectos pouco
explorados. Soma-se a esses objetivos o fato de ser a primeira descricdo metabdlica
de CCOs cultivados no meio MIV B com ou sem FSH.

No presente trabalho os valores de expressdo génica de GLUT1 foram
afetados pelo meio sem FSH, decaindo significativamente. O GLUT4 tem seus
valores aumentados no meio patenteado OFSH e o acréscimo de FSH nao consegue
manter esses valores proximos aos obtidos no meio sem FSH, decaindo
significativamente.

Com relacdo a acéo da via PI3-K sobre esses genes, o GLUT1 n&o sofre a
acao do inibidor LY294002. No meio OFSH o GLUT4 decai em niveis de expressao
pela acdo do LY294002 e no meio 10FSH nao se observa o efeito do LY294002.
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Os transportadores de glicose GLUT1 e GLUT4 ja foram descritos em
foliculos ovarianos, corpo luteo (NISHIMOTO et al., 2006) e nas células do cumulus
(HAN et al., 2012). A presenca de GLUT4 nas células do cumulus ja foi relacionada
a acéo do FSH e da via PI13-K em CCOs de camundongo, bem como a interrelagéo
de ambos com a captagédo e uso da glicose como substrato energético (ROBERTS
et al., 2004). O uso do inibidor LY294002 também ja foi testado em células do
cumulus de camundongo e humanos na presenga de insulina e ha diminuicdo da
captacédo de glicose por meio da inativagdo da via PI3-K/Akt (PURCELL, CHI e
MOLEY, 2012).

O consumo de glicose em CCOs de camundongo é estimulado pelo FSH de
forma dose-dependente in vitro e 0 LY294002 inibe esse consumo (ROBERTS et al.,
2004). Com relagao ao FSH, ja foi demonstrado em CCOs de camundongo que a
suplementagdo com um analogo inativo de glicose, 2-DG, suprimiu a expansao das
células do cumulus mediada pelo FSH além de inibir a maturagdo nuclear do ovécito
(HAN et al., 2012), demonstrando que um dos efeitos do FSH sobre a maturagéo
ovocitaria se da pelo metabolismo intermediario da glicose.

Em termos de regulacédo, a expressdo génica do GLUT1 é controlada de
forma diferente em cada tecido (CARRUTHERS et al., 2009). As células
endometriais, por exemplo, sob acdo da progesterona aumentam a expresséo
enquanto a exposicdo ao estradiol ou progesterona e estradiol diminuem a
expressao de GLUT1 (FROLOVA et al., 2009).

Em CCOs de camundongo, a suplementacdo de glicose no meio de cultivo
aumenta a presenga da proteina (HAN et al., 2012) e em CCOs suinos a
concentragdo de 5% de oxigénio aumenta a expressado de GLUT1 (KANG et al.,
2012). Na presente tese o GLUT1 foi estimulado pela agdo do FSH sobre as células
do cumulus, porém nao ha controle por parte da via PI3-K.

O gene referente ao transportador GLUT4 tem sua expressao génica bastante
estudada, por exemplo, em tecido adiposo e musculo (IM et al., 2007), e a ligagcéo da
via PI3-K com o GLUT4 tanto em termos de expressdo como de translocagao para a
membrana é bem conhecida (McGOWAN, LONG e PEKALA, 1995; GUO, 2014).

Nossos resultados demonstram a regulagdo do GLUT4 no meio OFSH pela
via PI3-K. Porém, no meio 10FSH os valores de expressao sao mais baixos e nao
ha alteracdo do padrao de expresséo génica pelo inibidor LY294002, indicando um

controle diferencial entre o meio sem e com FSH. Possivelmente outras vias de
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sinalizacdo estejam envolvidas no presente resultado ou o efeito da via PI3-K no
meio contendo FSH seja tempo-dependente. Logo, apds 22 horas de cultivo pode-se
ter atingido um platd de resposta fisiologica, onde n&o se encontrara nenhuma
alteragao.

Estudos envolvendo Dibutirii cAMP, um analogo do cAMP, demonstra a
inibicdo sobre o transporte de glicose mediado por GLUT4, porém nao afeta o
mediado por GLUT1, em células ovarianas, o que também pode explicar a regulagao
diferente do GLUT4 no meio ausente e presente de FSH (PIPER et al., 1993), ja que
o FSH tem agdo sobre vias ligadas a sintese intracelular de cAMP (SIRARD,
DESROSIER e ASSIDI, 2007).

Em relagédo as enzimas do metabolismo intermediario, a enzima-chave da via
oxidativa de geracao de ATP, piruvato desidrogenase (PDH), e a enzima-chave do
ciclo das pentoses, glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foram investigadas
nas células do cumulus de CCOs. Apos o cultivo a expressdao de PDH diminuiu e os
tratamentos ndo modificaram seu padrao de expressdo. Ja a enzima G6PDH foi
aumentada pela agdo do MIV B OFSH e o inibidor LY294002 diminuiu os valores de
expressédo. No meio 10FSH foram obtidos valores maiores de expressdo de G6PDH
do que no meio 10FSH 100LY indicando acdo da via PI3-K, porém os valores de
expressédo no meio 10FSH sao sempre inferiores aos meios OFSH.

A expressdao da enzima G6PDH pode ser regulada pela concentragdo de
oxigénio no cultivo de CCOs (KANG et al., 2012) e sua atividade mais baixa em
ovacitos bovinos, inferida pela técnica de azul de cresil, esta relacionada a melhores
taxas de maturagao e de produgao de embrido in vitro (ALM et al., 2005).

Ja foi demonstrado que a atividade da enzima G6PDH (em termos de
unidades enzimaticas em um pool de células do cumulus) &€ 14 vezes maior nas
células do cumulus do que no ovocito (CETICA et al., 2002). A inibicdo da via
pentose fosfato, da qual a G6PDH faz parte, inibe consideravelmente a maturagao
nuclear do ovécito bem como a quantidade de glutationa (HERRICK, BRAD e
KRISHER, 2006). Portanto, indica-se aqui a grande importéncia funcional do gene
G6PDH, visto que ele é expresso em maior quantidade do que os demais genes do
metabolismo da glicose testados.

A insulina é capaz de controlar a expressdao de G6PDH em hepatdcitos em
cultivo por meio da via PI3-K, mas nao através da via MAPK (WAGLE et al., 1998),
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indicando uma forte relacdo da via PI3-K com a expressa de G6PDH, corroborando
os dados ora apresentados.

Deve-se salientar que no meio com 10 ng/mL de FSH ha grande expanséao
das células do cumulus comparativamente ao meio OFSH. Portanto, esse
redirecionamento da glicose para a expansdo pode ser uma possivel explicagao
para os valores de expressao de G6PDH mais baixos no meio 10FSH.

Com relagdo a enzima PDH, trata-se de uma das mais importantes enzimas
da via oxidativa ligada ao ciclo de Krebs e cadeia fosforilativa, entretanto outros
artigos utilizando cultura de células adiposas de rato demonstra que a inibi¢do da via
PI13-K n&o causa alteracdo na atividade da PDH na presenga de insulina, que é o
estimulador classico da enzima. Apenas com o inibidor da MAPK é que atinge-se
niveis significativos de inibicdo da enzima (JOHNSON e DENTON, 2003). Essa
informacdo € semelhante aos dados encontrados na presente tese e,
comparativamente, indica que ha outras vias de regulagao da expressao do gene da
PDH.

Relacionando os dados da expressao das enzimas metabdlicas e a expulséo
do corpusculo polar, tem-se que a expressao de G6PDH acompanha o perfil
encontrado, ou seja, a expressao da enzima diminui quando caem os valores de
maturagao do ovécito com a expulsdo do corpusculo polar.

A enzima G6PDH esta relacionada a retomada e finalizagdo da meiose de
ovaocitos, portanto ha uma relagdo direta entre esses dois parametros, pois 0s
substratos energéticos necessarios para a meiose provém da via pentose fosfato
(SUTTON-McDOWALL, GILCHRIST e THOMPSON, 2010).

Apesar da taxa de maturagdo nuclear no meio 10FSH e os valores de
expressdo de G6PDH menores comparativamente ao meio sem FSH, salienta-se
que a glicose tem outras vias de metabolizagdo. No com FSH a glicose é importante
para expansao do cumulus, como supracitado, logo tem-se uma possivel explicagao
para as diferencas encontradas.

O meio de cultura foi suplementado com androstenediona e a
esteroidogénese pode influenciar o metabolismo. Estudos com tecido uterino de
ratas submetidas a suplementacdo de hormoénios esterdides indica que o 17 beta-
estradiol causa aumento da atividade (MALINI e VANITHAKUMARI, 1992) e da
expressdo de G6PDH (FRASOR et al., 2003). Portanto, encontra-se uma relagéo
entre a enzima G6PDH e a producdo de horménios esterdides, porém nenhuma
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relagcdo com a agdo da progesterona foi encontrada em pesquisas prévias (MALINI e
VANITHAKUMARI, 1992).

O cultivo de tecido mamario com 17 beta-estradiol e o inibidor LY294002,
indica que o horménio provoca translocagao do GLUT4 para a membrana por meio
da via PI3-K/Akt, indicando uma relagao fisioldégica entre os dois parémetros
(GARRIDO et al., 2013). Entretanto, ndo houve relagdo com a ag&o do transportador
GLUT1 no mesmo experimento (GARRIDO et al., 2013).

Portanto, dados na literatura corroboram para a regulagdo do metabolismo e
sua interrelagdo com os horménios esterdides sexuais, bem como a importancia de
ambos para o processo de amadurecimento do CCO.

Em relagcdo a SNAP25, proteina relacionada a endocitose e exocitose, 0s
dados aqui apresentados demonstram que ha maior expressdo de SNAP25 no meio
OFSH comparado ao meio 10FSH, porém ser relagdo com a via PI13-K.

Sabe-se que a expressao génica de SNAP25 é estimulada por gonadotrofinas
e é tempo-dependente. Apds estimulagao in vivo por hCG o pico de expressao do
gene é as 8 horas e apos as 24 horas os valores sdo minimos (SHIMADA et al.,
2007). Ha indicios de regulagdo da expressao de SNAP25 pelo receptor de
progesterona (SHIMADA et al., 2007) e pela presenga de estradiol (JACOBSSON et
al., 1998).

Portanto, conclui-se que a expresséo génica de pontos-chave da nutrigdo do
CCO podem ser usados como indicadores do status metabodlico, uma vez que a
expressao da enzima G6PDH estava relacionada a maturagdo nuclear do ovécito.
Mais estudos sdo necessarios para medir efetivamente o metabolismo do CCO e
das células do cumulus e ovdcito isoladamente. Também ha dados inovadores a
respeito da expressdo de SNAP25, mas novos estudos sao necessarios para
elucidar os efeitos do FSH sobre a expressdo de SNAP25 em tempos de cultivo
menores, bem como a relagdo dessa proteina com a nutricdo dos CCOs de bovinos
in vitro.

A analise do perfil de expressdo génica dos ovocitos cultivados esta em
andamento para complementagdo do conceito de unidade metabdlica cumulus-

ovocito nos meios testados.
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CONCLUSOES

O meio MIV B sem FSH tem papel no desenvolvimento do CCO in vitro
bastante evidente e determinado por estudos prévios (GULART, 2009; OLIVEIRA e
SILVA, 2013). O perfil esteroidogénico do CCO cultivado no MIV B foi descrito no
presente trabalho e indica a capacidade de manter elevada concentracido de
estradiol, razdo E2/P4 e expressao dos receptores de FSH e LH e das enzimas da
esteroidogénese, mimetizando uma condigdo de um foliculo ovariano em
crescimento. A imaturidade nuclear apresentada, ou seja, a nado finalizagdo da
meiose, ja foi apontada como um ponto benéfico para a progressdo da maturagao
citoplasmatica (OLIVEIRA e SILVA, 2008; OLIVEIRA e SILVA, 2013), logo temos
dados para apontar a importancia biotecnolégica do meio MIV B para a PIVE de
bovinos.

A adicdo de FSH ao meio MIV B ndo havia demonstrado efeito nas taxas de
producdo de embrido in vitro, visto que as taxas se assemelham ao sem FSH
(GULART, 2009). O presente trabalho indica que ha pronunciada progressédo da
meiose e elevada producdo de estradiol, porém baixa expressao dos receptores de
FSH e LH e das enzimas da esteroidogénese e elevada produgéo de progesterona
apods 22-24 horas de cultivo. Nesse contexto, a adicdo de FSH aumenta a expressao
de Bcl-2 e de Bax, enquanto no meio OFSH ha baixa expressdao de ambos nas
células do cumulus.

No caso da expressdo dos genes relacionados a esteroidogénese, tem-se a
limitacdo de que, na presencga de FSH, a presenga do mRNA €& tempo-dependente e
decai progressivamente ao longo do tempo de cultivo (CALDER et al., 2003). Logo,
futuros trabalhos devem ser feitos para determinar esse mesmo efeito tempo-
dependente do FSH no cultivo de CCOs.

Em termos de metabolismo, a expressdo dos genes relacionados ao
metabolismo da glicose demonstram bem a diferenga entre o meio MIV B sem e com
FSH. O unico gene que nado sofreu alteracdo foi o referente a enzima PDH. Os
genes GLUT4 e o G6PDH foram inibidos na presenga de FSH, enquanto o GLUT1
foi estimulado. Logo, tem-se uma clara diferengca entre a presenca e auséncia de
FSH que é, classicamente, um horménio que estimula a captagédo e uso da glicose
por CCOs (ROBERTS et al., 2004). Nota-se também uma pronunciada expanséo do
cumulus no meio 10FSH, levando a inferéncia de que a glicose sera direcionada

para a producdo de acido hialurénico.
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Em termos de SNAP25, o meio OFSH estimulou e o 10FSH inibiu sua
expressao e sua importancia para a nutricido do CCO ainda precisa ser elucidada em
experimentos futuros.

Com relagéo a importancia da via PI13-K para a biologia do CCO, nota-se que
a importancia de uma via de sinalizagao celular durante o cultivo depende muito do
meio de cultivo usado para a maturacdo in vitro, bem como da suplementacao
hormonal utilizada.

Em termos de maturagcdo do ovdcito, o inibidor da via PI3-K, o LY294002,
causou a progressdo da meiose no meio OFSH até metafase Il e no meio 10FSH até
anafase |, porém suprimiu significativamente a expulsdo do corpusculo polar no meio
OFSH e 10FSH. Isso denota um controle diferencial entre a progressdo da meiose e
expulsdo do corpusculo polar. A via PI13-K n&o teve efeito sobre a expresséo de Bcl-
2 no meio com e sem FSH, porém em relagdo a expressdo de Bax apenas o meio
10FSH respondeu com decaimento dos niveis de expressao.

Em relacdo a esteroidogénese, observa-se que o inibidor da via PI3-K foi
capaz de inibir a producao de estradiol e a razao E2/P4 tanto na auséncia quanto na
presenca de FSH. Além disso, no meio OFSH foi capaz de inibir a expressdo dos
receptores de LH e FSH e a das enzimas CYP11A1, CYP19A1 e HSD17B1.
Entretanto, na presenca de FSH o inibidor da via PI3-K estimulou a expresséo do
receptor de LH e da enzima CYP19A1. Logo, na presenga de FSH a via PI3-K
suprime a expressao de LHR e CYP19A1 apds 22 — 24 horas de cultivo.

Em termos de metabolismo, os genes PDH e SNAP25 ndo responderam a
inibicdo da via PI13-K. No meio OFSH GLUT1, GLUT4 e G6PDH foram inibidos, mas
na presenga de FSH apenas o gene da G6PDH foi suprimido.

N&o se exclui a possibilidade de que no meio contendo FSH, a glicose seja
direcionada para outras vias metabdlicas, como a via de sintese de acido
hialurénico, podendo ser uma explicacéo para as diferencas observadas.

Deve-se lembrar que o precursor de hormoénios esterdides utilizado no
trabalho foi a androstenediona, logo parte do efeito observado pode se dever a sua
presenca. Os efeitos do FSH sobre os pardmetros mensurados também podem ser
tempo-dependente, logo torna-se objeto de investigagdes futuras para elucidar tanto
o efeito do FSH quanto a importéncia da via PI3-K na maturagao in vitro de CCOs
em cultivo no meio patenteado MIV B.
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