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 Introducao

Brasil

v'Lider mundial em PIVE

v'Animais de alto mérito genético
v'Animais comerciais com SAM direcionada
v'In vivo — 60-80% de competéncia oocitaria

v'In vitro — 20-40% de compténcia oocitaria

IL-
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 Introducao

Competéncia Oocitaria

Capacidade do odcito passar pela maturacao, ser fecundado,
se desenvolver até o estagio de blastocisto e ter a capacidade de

induzir uma gestacao




 Introducao

Maturacao Oocitaria

=Aquisicao de competéncia meidtica
*Maturacao meidtica ou nuclear
*Maturacgao citoplasmatica

=Vetafase Il

=0 desenvolvimento da competéncia oocitaria in vitro é determinado
pelas condicdes do meio de MIV
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 Introducao

Suplementos para melhora da MIV

mAdicao de cAMP ao meio de MIV
="Adicao de PON ao meio de MIV - NUPEEC
=Adicao de Butafosfan ao meio de MIV — NUPEEC

»Acido lisofosfatidico




 Introducao

Acido Lisofosfatidico

mFosfolipidio transmembrana
=|mportante sinalizador molecular
mRegulacao da funcao reprodutiva em

mulheres, roedores e ruminantes




 Introducao

Acido Lisofosfatidico

=Producao local
mAcao autocrina e paracrina

=Qvario, utero, células da granulosa . —
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J Objetivo

Avaliar o efeito da adicao de acido lisofosfatidico no meio de MIV na maturacao
oocitaria, apoptose, expressao de genes envolvidos na apoptose e aquisicao de
competéncia, expansao do cumulus, metabolismo da glicose e expressao de
genes relacionados com a sua utilizacao, taxa de clivagem e desenvolvimento

embrionario.



1 Metodologia

"Qvarios coletados de abatedouro
"Grupos de 25 odcitos por poco
=400uL de TCM por poco

=400ulL de 6leo mineral para cobertura

239°C, 5% de CO,, 24h
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1 Metodologia

FIV

=Lavagem dos COCs em meio de FIV
=Descongelamento do sémen

"Incubado em meio de capacitacao por 1h
=Recuperacao dos espermatozoides moveis
através de swim-up

=Centrifugacao do recuperado

"Diluicao do pellet para a IA

"Incubados por 48h

=Avaliacao da clivagem



(1 Metodologia

Figura 1. Diferentes estadios do desenvolvimento embrionario durante o periodo de pré-implantacao: (A)
Embriao de 2 células; (B) Embriao de 4 células; (C) Embriao de 8 células; (D) Mérula compacta;
(E) Blastocisto inicial, com um pequeno fluido dentro da cavidade blastocistica; (F) Blastocisto
expandido (HARDY & SPANOS, 2002).



1 Metodologia

CIv

=Desnudamento dos zigotos em vortex
=l avagem em meio

"Pocos com 400ul de meio de CIV
=400ulL de 6leo mineral para cobertura

"Incubados por 7 dias

=

L =

L1
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1 Metodologia

Tratamentos

=Controle — somente meio de MIV
*Tratamento (LPA) — meio de MIV
suplementado com 10°M de LPA

="Apds a MIV:

Analise da expansao das céls. do cumulus
5 odcitos de cada grupo para analise de
apoptose

3 COCs para isolamento de RNA

5 odcitos para avaliacao da maturacao



1 Metodologia

Definicao da maturacao

=" Microscopio invertido de contraste
Extrusao do primeiro corpusculo polar sem
presenca de vesicula germinativa — MlI
Com vesicula germinativa ou sem vesicula
germinativa e sem extrusao do primeiro

corpusculo polar - Imaturo



1 Metodologia

Definicao da maturacao

(A) (B)

Figura 2. Coloragdo com Hoechst para avalia¢do da maturacdo e do namero de células dos embrides (A).
Odcito em vesicula germinativa (a). estadio intermediario (b), metafase Il (¢). liberacdo do 1° corpusculo
polar (d), embrido com £110 células (¢) ¢ embrido com £360 células (f). Intensidade de fluorescéncia do
nivel GSH intracelular em oocitos avaliados com Cell Tracker Blue (B). Odcitos VG/H,0, (a) VG (b)
MIV/H,0; (¢) MIV (d) quercetina (e) e cisteamina (f).



1 Metodologia

=Avaliacao do numero e morfologia dos
blastocistos

=Coleta de blastocistos para obtencao de
RNA

=Taxa de desenvolvimento calculada com

base ho numero de odcitos maturados

=

L =

L1
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(1 Metodologia




1 Metodologia

Analises moleculares

»Extracdo de RNA

mExtracao de RNA por KIT (Applied Biosystems)
mEstocagem no -80°C

="Transcriptase reversa — cDNA

=Diluido

mEstocado no -20°C até o real time

nupeec,
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1 Metodologia

Analises moleculares

> Real-time PCR

sApplied Biosystems
"GAPDH - controle interno

"Genes:

OCT4 PLAC8 EREG ADAM17 PTGS2 GLUT4
SOX2 BCL2 BTC HAS2 GFPT1 LDHA
IGF1R BAX EGFR PTX3 GFPT2  PFKP
IGF2R AREG ADAM10 TNFAIP6 GLUT1



1 Metodologia

Analises moleculares

»Detecgao de apoptose

=Teste TUNEL
"Fluorescéncia diferente para DNA integro e

nao integro



(1 Metodologia

Analises moleculares

> Detecgdo de apoptose



(1 Metodologia

Analise da expansao das células do cumulus

=] — nao expandido

=2 — parcialmente expandido

=3 — totalmente ou quase totalmente expandido




1 Metodologia

Analise do metabolismo da glicose

=Coleta do meio antes e apds a MIV
" Mensuracao da concentracao de glicose e lactato
=\ia glicolitica anaerdbica — lactato

sSubstrato para o odcito



1 Metodologia

Anadlise estatistica

mApoptose, concentracao de glicose e lactato — Teste T
mExpansao do cumulus - ANOVA - TUKEY
="Maturagao oocitaria e blastocisto — Fisher

sGraphPad PRISM 6.0
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Fig. 5 The effect of LPA (10 °M) supplementation of cocyte maturation medium on cumulus expansion. Panel a depicts representative images of
bovine COCs exhibiting three degrees of cumulus expansion: a grade 1 (non-expanded), b grade 2 (partially expanded) and ¢ grade 3 (fully expanded).
Original magnification x 50. Panel b depicts quantitative analysis of LPA effect on cumulus expansion. The values are presented as percentage of COCs
and expressed as mean + SEM. Capital letters indicate statistical significance (P > 005) between two treatments whilst different small letters indicate
significant differences (P < 0.05) within each treatment, as determined by two-way ANOVA followed by the Tukey multiple comparison test
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] Resultados e Discussao

Expansao das células do cumulus

=Diferenca na transcricao de genes envolvidos com a

expansao das céls. do cumulus
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] Resultados e Discussao

Expansao das células do cumulus

"AREG — Amphiregulin

"EREG — Epiregulin

=Familia do fator de crescimento epidermal
mComponentes da cascata de sinalizacao intracelular

=Ativados por LH

nupeec,



] Resultados e Discussao

Expansao das células do cumulus

=Criticos para a expansao do cumulus

mRetomada da meiose, maturacao do odcito e expansao
do cumulus

= Mediadores da acao do LH

"AREG estimula glicdlise, consumo de glicose e producao
de lactato

=| PA estimula AREG e EREG mas nao altera a expansao

VISUALMENTE, mas melhora o metabolismo do odcito



] Resultados e Discussao

Efeito na maturacao oocitdria

Table 2 The effect of LPA supplementation of in vitro oocyte maturation medium on maturation of bovine oocytes

Supplement Number of oocytes Immature oocytes, n Mature (MI) oocytes, n -~ Maturation rate, % P value of maturation rate
Control (PRS) 114 4 4 649 00242

LPA(10°M) 106 2 qub 707

Proportion of mature oocytes relative to the total number of oocytes
Different letters indicate significant differences (P= 0,0242), as determined by Fisher's exact test
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OCT4 (Arbitrary Units)

] Resultados e Discussao

Expressao de genes relacionados a aquisicao de competéncia

P=0.0019
0.5- b
0.4+
0.34
Control LI;‘A

vy

S0OX2 (Arbitrary Units)

nupeec
P =0.0089
0.15- b
0.104
a
0.05-
ﬂﬂﬂ-i .
Control LPA

="0OCT4 — fator de transcricao ligante de octamero

#SOX2 —regiao determinante de sexo Y-box 2



] Resultados e Discussao

Expressao de genes relacionados a aquisicao de competéncia

="OCT4 — fator de transcricao ligante de octamero
sSOX2 — regiao determinante de sexo Y-box 2
"Pluripoténcia

=Diferenciacao celular

=Regulacao do desenvolvimento embrionario inicial



] Resultados e Discussao

Expressao de genes relacionados a aquisicao de competéncia

0.04- P = 0.0483
= b
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="|GF2R — Receptor 2 do fator de crescimento semelhante a insulina

=Arranjo morfoldgico e crescimento (o6cito e embriao)
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] Resultados e Discussao

Expressao de genes relacionados a aquisicao de competéncia

E
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=PLAC8 — placenta especifico 8

"Aumenta conforme o crescimento do embriao



] Resultados e Discussao

Expressao de genes relacionados a aquisicao de competéncia

="PLAC8 — placenta especifico 8

="|mportante no estagio de pré-implantacao embrionaria
=Comunicacao embrio-materna

=Expressao relacionada a gestacdao de sucesso (embrides in vivo e in

vitro)
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] Resultados e Discussao

Apoptose do COCs

mCélulas TUNEL positivas — apoptoticas — verde

mCéluas TUNEL negativas — vivas — azul
i P = 0.0002

Apoptotic cells (% of total cells)

Control LPA
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] Resultados e Discussao

Glicose e Lactato

=| PA estimulou a captacao de glicose e a producao de lactato

A Glucose uptake B Lactate production
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Fig. 7 The effect of LPA (10—M) supplementation of oocyte maturation medium on (a) glucose uptake and (b) lactate production by COCs.
Glucose uptake and lactate production are expressed as mean = 5EM and presented as mg/dL per COC and mmol/L per COC, respectively.
Different letters indicate significant differences (F < 0.05), as determined by Student's t-test
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(] Resultados e Discussao
Glicose e Lactato
= PA estimulou GLUT1 (transporte passivo de glicose)
= AP estimulou PFKP (enzima de regulacdo da glicdlise) — mais
ativa no cumulus do que no odcito
A E
- P =0.0181 =
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] Resultados e Discussao

Glicose e Lactato

=Glicose X maturacao, expansao, competéncia, blastocisto
="Cumulus — juncdes GAP — odcito
=*Cumulus — lactato — juncdes GAP — odcito

=|actato — Substrato de eleicdao do odcito



Desenvolvimento embrionario e qualidade
morfoldgica do blastocisto

=Clivagem
=mTaxa de blastocisto

"Qualidade dos blastocistos em D7 Nao foi diferente



J Conclusao

Em resumo...

= acido lisofosfatidico:

v'"Melhorou a qualidade da expansdo do cumulus;

v'Melhorou a utilizacdo de glicose via GLUT1 pelo cumulus e
suprimento de lactato via PFKP para o odcito

v'Com isso, reduziu a apoptose

v'Estimulou rotas de pluripoténcia e aquisicdo de competéncia
v'Estimulou a producdo de fatores de crescimento

v’ Aumentou a maturac3o

v'Aumentou a capacidade de sinalizacdo embrio-materna

v"Modulador metabdlico e de vias de expressdo génica na PIVE
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