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Resumo

KAEFER, Cristian. Expressdo do gene HSP70 relacionado ao processo de
estresse oxidativo durante a maturacdo in vitro de oocitos equinos. 2009. 53f.
Trabalho de Concluséo de Curso. Instituto de Biologia. Curso de Ciéncias Bioldgicas
- Bacharelado. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

As biotécnicas reprodutivas de maturacédo in vitro (MIV) e fertilizacdo in vitro (FIV)
tem apresentado baixa eficiéncia para a espécie equina. As taxas de MIV de odcitos
equinos sao baixas quando comparadas com outras espécies, obtendo-se entre 40 e
60% de odcitos atingindo o estagio de metafase Il. As razbes para a falha dos
odcitos equinos em completar a meiose durante a MIV sdo desconhecidas. A alta
tensdo de oxigénio prejudica gravemente o desenvolvimento de embriées in vitro,
estimulando a producédo de radicais livres de oxigénio e aumentando o grau de
lesbes no DNA. O gene Hsp 70 desempenha um papel importante na resposta
adaptativa protegendo células contra a apoptose induzida por estresse oxidativo.
Este estudo teve como objetivo avaliar a expressédo do gene HSP70 em células do
cumulus e odcitos equinos imaturos e maturados in vitro através da reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR). Os complexos cumulus oécito
foram obtidos através de aspiracdo folicular de ovéarios oriundos de abatedouro. Os
oocitos foram divididos em dois grupos (Grau 1 e Grau 2), de acordo com
caracteristicas morfolégicas, em pools de 62 odcitos. Os CCOs foram maturados
durante de 40h em estufa a 20% de O,, 38,7°C e 5% de CO,. Através da gRT-PCR
para a avaliagdo da transcricao de HSP70, foi encontrada uma maior expressao em
células do cumulus e 6écitos imaturos de Grau 2 do que em Grau 1. Nao houve
variacdo na expressao do gene HSP70 entre os grupos imaturos e maturados in
vitro, tanto em odcitos como em células do cumulus, demonstrando uma estabilidade
génica durante o processo de maturacdo in vitro de odcitos equinos em fluido
folicular.

Palavras chave: Expresséo génica. gRT-PCR. Células do cumulus. Odcitos. PCR em
tempo real.



Abstract

KAEFER, Cristian. Expressdo do gene HSP70 relacionado ao processo de
estresse oxidativo durante a maturac¢do in vitro de oocitos equinos. 2009. 53f.
Trabalho de Concluséo de Curso. Instituto de Biologia. Curso de Ciéncias Bioldgicas
- Bacharelado. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The reproductive biotechniques for in vitro maturation (IVM) and in vitro fertilization
(IVF) has a low efficiency for the equine species. The rates of IVM equine oocytes
are low compared with other species, ranging from 40 to 60% of oocytes reaching
the metaphase Il stage. The reasons for the failure of equine oocytes to complete
meiosis during IVM are still unknown. The high oxygen tension impairs the in vitro
development of embryos, by stimulating production of oxygen free radicals and
increasing the degree of lesions in DNA. The HSP70 gene plays an important role in
adaptive response to protect cells against apoptosis induced by oxidative stress. This
study aims to evaluate the expression of HSP70 gene in cumulus cells and immature
and in vitro matured equine oocytes by the Real-Time quantitative PCR (QRT-PCR).
The Cumulus Oocyte Complexes were obtained by follicular aspiration from ovaries
derived from slaughterhouse. The oocytes were divided into two groups (Grade 1
and Grade 2), according to morphological characteristics, in pools of 62 oocytes. The
CCOs were matured for 40h in an incubator at 20% O,, 38.7°C and 5% COa,.
Evaluation of HSP70 transcription by gRT-PCR showed a higher expression in
cumulus cells and immature oocytes Grade 2 than Grade 1. There was no change in
HSP70 gene expression between groups immature and in vitro matured, both in
oocytes and in cumulus cells, demonstrating a genetic stability during the process of
in vitro maturation of equine oocytes in follicular fluid.

Keywords: Gene expression. gRT-PCR. Cumulus cells. Oocytes. Real-Time PCR.
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1 Introducéo

O Brasil um plantel de 5,5 milhdes de equinos segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2008). Embora o potencial econdmico seja pouco
conhecido, a equinocultura forma hoje uma importante interacdo com setores ligados
ao lazer, cultura e turismo, sendo uma das cadeias produtivas que oferece mais
oportunidades de trabalho, conquistando posicdo de destague na economia
nacional, empregando diretamente mais de 600mil pessoas. (CNA, 2003).

A inseminacdo artificial e a coleta e transferéncia de embrides sao
comumente utilizadas na equinocultura, porém técnicas como a superovulacédo de
éguas, congelamento de embrides, fertilizacdo in vitro (FIV), transferéncia de
o0citos, transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT) e congelamento de odcitos,
ainda ndo sdo comercialmente disponiveis sendo consideradas emergentes.
Contudo, sao técnicas ideais para a utilizacdo em éguas de performance (hipismo,
pélo, adestramento, provas de rédeas, entre outras) e, éguas senis de alto valor, que
nao possuam bons historicos reprodutivos e capacidade de levar uma gestacdo a
termo (SQUIRES, 2003).

Estudos cientificos na producédo in vitro (PIV) de embrides, utilizando o
equino como modelo experimental permitem elucidar a fisiologia embrionaria de
animais de interesse comercial e até mesmo do homem. Além de permitir a
producdo de embrides em larga escala, pois, com aumento da popularidade de
esportes equestres no Brasil, torna-se oportuna a utilizacdo de biotécnicas
reprodutivas pelos criatérios, possibilitando acelerar a selecdo animal e o
melhoramento genético, como também facilitando a comercializagdo nacional e

internacional de equinos.
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Apesar da maturacdo in vitro (MIV) e FIV serem biotécnicas usuais na
espécie humana e em diversas espécies domésticas, pouco sucesso tem sido
alcancado na espécie equina (CARNEIRO, 2002) havendo o registro de apenas dois
potros produzidos por FIV convencional, ambos resultado da fertilizacdo de odcitos
maturados in vivo (SQUIRES et al., 2003). O escasso numero de abatedouros
equinos proximos aos laboratérios que realizam pesquisas na area e dificuldades na
recuperacédo dos odcitos dos foliculos sao os principais entraves no desenvolvimento
das Técnicas de Reproducdo Assistida (ARTs — Assisted Reproductive
Technologies) nesta espécie.

As taxas de MIV de odcitos equinos sdo baixas, quando comparadas com
outras espécies domésticas, como bovinos e suinos, obtendo-se entre 40 e 60% de
o0citos atingindo o estagio de metafase Il (DELL'AQUILA et al., 1997; CARNEIRO et
al., 2001; PEREIRA et al., 2006). As razdes para a falha dos oocitos equinos em
completar a meiose durante a MIV sdo desconhecidas, podendo estar ligadas a
alteracbes na cascata bioquimica envolvida na meiose (GOUDET et al.,, 1998;
FERNANDES, 2004).

Varios fatores podem influenciar o ambiente de maturacdo de odcitos, tais
como: composicdo do meio, presenca de soro fetal, a quantidade de embrides por
volume de meio e a atmosfera gasosa (KHURANA; NIEMANN, 2000). Dentre esses
fatores o estresse oxidativo causado pela alta tenséo de oxigénio utilizada durante a
PIV tem recebido especial atencdo nos ultimos anos (ALI et al., 2003, BEDAIWY et
al., 2004, FATEHI et al., 2005).

Uma das grandes diferengas entre o ambiente in vivo e o in vitro é a tenséo
de oxigénio, visto que no oviduto e no Utero a tensédo de oxigénio é menor do que a
utilizada nos sistemas de cultivo embrionario in vitro (VAN SOOM et al., 2002).
Recentes evidéncias demonstram que na PIV de bovinos a alta tensdo de oxigénio
prejudica gravemente o desenvolvimento dos embrides, estimulando o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) no citoplasma das células dos embribes
(GUERIN et al., 2001) e aumentando o grau de lesdes no Acido Desoxirribonucleico
(DNA) (TAKAHASHI et al., 2000, YUAN et al., 2003); um melhor conhecimento dos
efeitos moleculares do estresse ambiental poderia melhorar significativamente o

éxito final do cultivo de embrides.
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As ROS sédo importantes moléculas resultantes do metabolismo normal da
célula que podem ser tanto prejudiciais quanto benéficas para os organismos vivos.
Em concentracbes baixas ou moderadas elas sdo importantes para muitos
processos fisioldgicos, mas em condicbes de estresse oxidativo, ROS podem
danificar lipideos celulares, proteinas ou DNA, afetando a sua funcdo normal
(VALKO et al,2007). O estado de estresse oxidativo ocorre quando existem muitas
ROS em relacdo aos antioxidantes disponiveis (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Odcitos equinos tém como caracteristica grande quantidade de gotas de
lipideo em seu citoplasma em associagdo com mitocondrias formando unidades
metabdlicas que tendem a se acumular no coértex do oocito (AMBRUOSI et al, 2009).
Essas observacdes sugerem que 0s o06citos e os embrides desta espécie sejam
mais sensiveis ao estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A proximidade das células do cumulus com o odcito indica uma interacao
continua entre eles e, de fato, existem evidéncias de que as células do cumulus
agem como uma ferramenta de sinais adicionais para o oécito (MATOS et al, 2009).
Elas ddo suporte & maturagao citoplasmatica do odcito através de uma extensa rede
de juncdes gap entre células do cumulus e entre as células do cumulus e odcito
(TANGHE et al, 2002). Além disso, estas células protegem os odécitos de entrarem
em apoptose induzida pelo estresse oxidativo (TATEMOTO, 2000).

A resposta ao estresse no nivel celular tem sido observada em quase todos
0S organismos, e sua principal caracteristica € a indug¢do de proteinas do choque
térmico (Heat Shock Proteins - HSPs) (BASU et al., 2001). Entre essas, a proteina
do choque térmico 70 (HSP70) atua como uma chaperona molecular, mediando a
configuragdo e localizagdo correta de outras proteinas. Desta forma, ela
desempenha um importante papel na resposta adaptativa através da protecdo das
células contra a apoptose induzida por estresse térmico, estresse oxidativo, radiacéo
e toxinas quimicas. A HSP70 pode interferir diretamente com a maquinaria
apoptética de uma variedade de formas, mas 0s mecanismos responsaveis pelos
efeitos protetores da HSP70 na injuria produzida por estresse permanecem
desconhecidos (ZAO et al., 2007).

A andlise da expressao de genes, que estdo envolvidos no desenvolvimento
inicial embrionario, fornece uma ferramenta importante na evolucdo de

biotecnologias da reproducédo assistida. O estudo do RNA mensageiro (mMRNA) é


http://molehr.oxfordjournals.org/cgi/content/full/15/7/411#GAP034C18
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emergente na embriologia, os produtos de genes relacionados a varios processos
biolégicos necessitam ser estudados quanto as diferencas apresentadas ha
expressdo dos genes in vivo e in vitro, e sob diferentes meios de cultivo
(WRENZYCKI et al.,, 2005; RIZOS et al.,, 2008). Neste sentido, a andlise da
expressdo génica de odcitos e de embrides equinos é de fundamental importancia
para avaliar os processos de desenvolvimento embrionario in vitro.

O desenvolvimento do presente trabalho é estratégico pelo aproveitamento
das potencialidades locais; devido a presenca do abatedouro de equinos na cidade
de Pelotas e a proximidade da regido da campanha, sede de varios haras

importantes com material genético de elite na espécie equina.



2 Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Este estudo teve como objetivo avaliar a expressédo do gene relacionado ao
processo de estresse oxidativo, HSP-70, em células do cumulus e 00citos equinos
imaturos e maturados in vitro através da biotécnica molecular de reacdo em cadeia

da polimerase em tempo real (QRT-PCR).

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar se os niveis de expressdo do gene HSP70 sdo maiores em
odcitos maturos, quando comparados aos odcitos imaturos;

e avaliar se ocorre alteracdo nos niveis de transcricdo de HSP70 nos
grupos morfolégicos de odécitos e células do cumulus apés a maturacao in vitro;

e avaliar se existe diferenca de expressdo do gene HSP70 nos grupos

morfologicos de odcitos e células do cumulus em estado imaturo.



3 Revisao de literatura

3.1 Manuseio e o transporte dos ovarios de abatedouros

Os meios utilizados para o transporte de ovarios do abatedouro até o
laboratério sdo cristaléides complementados com antibiéticos, solucdo de fosfato
tamponada (PBS), meio de cultivo de tecidos 199 (TCM-199) ou soluc¢des comerciais
de lavagem de embriées (FRANZ et al., 2003; PREIS et al., 2004).

Os periodos de armazenamento para transporte variando de 1 a 24 h foram
estudados e tem sido demonstrado que o armazenamento de até 15 h ndo afeta a
competéncia meiotica de odécitos (GUIGNOT et al. , 1999). No entanto, as altas taxas
de maturacdo relatadas por laboratérios onde o tempo de transporte era minimo
sugerem que tempo de transporte dos ovarios do abatedouro até o laboratorio pode
influenciar a qualidade dos oécitos e sua posterior retomada da meiose (LOVE et al.,
2003; HINRICHS et al., 2005).

A temperatura de transporte também foi pesquisada. Baseada em estudos
morfolégicos das células do cumulus e a apoptose dessas, tem sido sugerido que os
ovarios transportados entre 20°C - 30°C e 35°C - 37°C, deveriam idealmente ser
processada dentro de 3 h e 2 h, respectivamente (PEDERSEN et al., 2004). Outro
estudo mostrou que as taxas de maturacdo (Metafase | + Il) apds 24 h foram
maiores em odcitos coletados imediatamente do que para aqueles recuperados ap0s
0 armazenamento adicional dos ovarios por 15 a 18 h a 4°C ou em temperatura
ambiente (LOVE et al. 2003). Este estudo também sugere que 4°C é provavelmente
uma temperatura muito baixa para um ideal de armazenamento de ovarios, exceto

quando um longo tempo entre a coleta dos ovarios e recuperacdo dos od6citos ndo
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pode ser evitado. Entretanto, a temperatura mais apropriada para 0 armazenamento
de ovarios nédo foi determinada.

Uma alternativa ao transporte dos ovarios é o transporte dos odcitos
isolados em uma incubadora portatil na qual os od6citos podem ser colocados em
condicbes de maturacdo e passam pela MIV durante o seu transporte para o
laboratorio (LOVE et al., 2003). Devido as suas dificuldades técnicas (instrumentos
de coleta no abatedouro, transporte sob temperatura e atmosfera controlada), esse

método ndo é muito difundido, mas poderia otimizar as taxas de maturacdo de

odcitos provenientes de abatedouro (CAILLAUD et al., 2008).

3.2 Coleta dos o6citos

A coleta de odcitos pode ser tecnicamente desafiadora em equinos. A fim de
preservar a qualidade de odcitos, cada etapa requer uma preocupacgado constante
para as condi¢des de higiene, temperatura, pH e qualidade dos meios.

Os odcitos podem ser aspirados (SHABPAREH et al., 1993) com uma
agulha de calibre 18 e um sistema de aspira¢cdo ou uma bomba de vacuo (100-150
milimetros de mercurio). Alternativamente, os foliculos podem ser aspirados e
raspados simultaneamente com a ponta de uma agulha de injecdo. O ovario pode
ser cortado em pequenos pedacos para conseguir acesso a foliculos mais profundos
no estroma ovariano.

Na égua, o foliculo apresenta uma camada de células da teca logo abaixo da
juncdo do cumulus a parede folicular. Esta estrutura € caracterizada por processos
celulares emitidos pelas células da granulosa para o interior da camada de células
tecais. Desta forma, os processos das células da granulosa, bem como a posicéo da
camada de células tecais e a estrutura do componente polissacarideo desta
funcionam como uma ancora para o odcito na parede folicular (HAWLEY et al.,
1995). Os odcitos sao, portanto, dificeis de separar da parede folicular interferindo
na eficiéncia dos métodos de coleta. Consequentemente, a recuperacédo de odécitos
equinos requer incisdo dos foliculos, raspagem da parede do foliculo com o bisel da
agulha e lavagem para separar 0 o6cito e suas células vizinhas. Taxas de coleta
mais altas, aproximadamente 80%, foram alcancadas usando esta técnica (DEL
CAMPO et al., 1995). A maior parte dos odcitos intactos sdo envolvidos por
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camadas de células da granulosa, formando os complexos cumulus-odcitos (CCOs)
(HINRICHS et al.,, 1993). Inversamente, 0s 00citos aspirados muitas vezes sO
mantém as células que os envolvem imediatamente (HINRICHS, 1991).

Apesar da raspagem e lavagem, a recuperacdo de odcitos continua a ser
bastante baixa (3-5 odcitos/ovario), sendo 6 a média do numero de foliculos
presentes em um ovario equino (HINRICHS, 1991; DEL CAMPO et al., 1995). Isto
também se reflete em um aumento de dez vezes no tempo e equipe de trabalho
necessarios para a coleta de odcitos equinos versus a de bovinos (GALLI et al.,
2007). Todas essas dificuldades técnicas e a escassa disponibilidade de ovarios de
abatedouro representam grandes limitacbes para a investigacdo fundamental em
o0citos equinos e, consequentemente, para todas as tecnologias que dependem do

Seu SuUcCesso.

3.3 Avaliacdo morfolégica dos complexos cumulus-oécito

Os odcitos coletados podem ser desnudos, entretanto, eles geralmente séao
cercados por varias camadas de células do cumulus. Granulosa e células do
cumulus sdo semelhantes em textura. As células cumulus mais proximas tém
inimeras projecdes penetrando na zona pellcida e estabelecem contato estreito
com o citoplasma (Fig. 1) (GRONDAHL et al.,, 1995). Os CCOs podem ser
caracterizados com base no seu grau de expansdo (HINRICHS et al.,, 1993;
GOUDET et al., 1997a; HINRICHS; WILLIAMS, 1997), que esta correlacionada com
a maturacao nuclear do o6cito (GOUDET et al ., 1997a; GABLE; WOODS, 2001). Os
CCOs podem ser classificados de acordo com as células do cumulus como: (Grau 1)
compacto, camadas de células compactamente dispostas que envolvem
completamente o 04cito; (Grau 2) expandida, uma camada granular ou expandida de
células do cumulus que envolve completamente o oécito, ou (Grau 3) desnudos,
apenas uma parte do cumulus presente ou totalmente ausente (Fig. 2,3,4)
(HINRICHS, 1993). Esta bem estabelecido que os foliculos sdo responséaveis pela
interrupg&o meiodtica do odcito e isso também foi confirmado em equinos (HINRICHS
et al., 1995). Como eles sofrem atresia, os foliculos perdem sua capacidade de
manter essa interrupgcdo meidtica (BLONDIN; SIRARD, 1995).
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Figura. 1 — Projecdes das células do cumulus que se
estendem através da zona pelicida e
oqQcito.

Fonte: CARNEVALLE; MACLELLAN, 2006.

Figura 2 — OdQcitos coletados de ovarios provenientes
de abatedouro com células do cumulus
expandidas (Grau 1).

Fonte: Préprio autor, 2010.
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Figura 3 — Odcitos coletados de ovarios provenientes
de abatedouro com células do cumulus
compactas (Grau 2).

Fonte: Proprio autor, 2010.

Figura 4 — Odcitos desnudos coletados de ovarios
provenientes de abatedouro (Grau 3).

Fonte: Préprio autor, 2010.

As células cumulus diretamente ao redor do odécito sdo chamadas de corona
radiata; estas células sdo frequentemente as Gltimas a expandir resultando em uma
imagem tipica de um anel celular em volta do odcito (Fig. 5). As células do cumulus
desempenham um papel essencial na maturacdo dos odcitos e no desenvolvimento
embrionario inicial. Exceto para a injecdo intracitoplasmatica de espermatozéide

(ICSl), a sua presenca € necessaria para todas as técnicas que envolvem a
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transferéncia de odcitos, tornando a avaliagcdo morfolégica do odcito dificil de ser

executada.

Figura 5 — Odcito equino exibindo as células da
corona radiata (cr) expandidas.

Fonte: CARNEVALLE; MACLELLAN, 2006.

O odcito pode ter o seu potencial de maturacéo, fecundacao e capacidade
de desenvolvimento embrionario estimado pela aparéncia do CCO.
Morfologicamente, os o6citos com maior potencial de viabilidade devem apresentar
citoplasma homogéneo com granulacdes finas, de coloracdo marrom e
completamente envolvidos por varias camadas de células do cumulus dispostas de
forma compacta. Entretanto, ha grandes variagfes quanto aos padrdes morfolégicos
da qualidade de odécito entre as espécies. Por exemplo: odcitos viaveis de
camundongos apresentam citoplasma claro, quase sem granula¢des, enquanto que
em equinos, suinos e cédes, observa-se citoplasma escuro e as granulacdes podem
apresentar-se de forma heterogénea devido a quantidade e distribui¢cdo dos lipideos
citoplasmaticos (CARNEIRO et al., 2002a).

3.4 Maturacgéo de od6citos

A transicdo do odcito do estagio de vesicula germinal (VG) até metafase |l
(MI1) é referida como maturacgéo oocitaria. Este processo consiste em uma complexa
sequéncia de eventos nucleares e citoplasmaticos que preparam o o0cito para a

fertilizacdo e desenvolvimento embrionario inicial (FISSORE et al., 2002) e ocorre
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em duas fases. A primeira fase que confere ao o0cito a capacidade de reiniciar a
meiose € conhecida como fase de crescimento (CRAN; MOOR, 1990). O odcito é
ativado provavelmente pela transmissdo de sinais estimulatorios diretamente pelas
células do cumulus. A ativacdo oocitaria causa uma intensa atividade transcricional
de Acido Ribonucleico (RNA), excedendo a necessidade momentanea da célula.
Desta forma a maior parte deste RNA néo é traduzido e sim estocado no citoplasma
sob uma forma estavel, ou seja, sem a poliadenilacdo que €é requerida para
traducdo. A traducao das informacdes contidas no RNA ocorre imediatamente antes
e apos a fertilizagdo, dando suporte a finalizacdo da meiose e ao desenvolvimento
embrionario (PAYNTON; BACHVAROVA, 1990; CRAN; MOOR, 1990). Desta
maneira, durante esta fase de crescimento, a alta atividade de transcricdo acumula
macromoléculas e a pequena quantidade de RNA que é traduzida, suporta e regula
a sintese de proteinas e a formacdo de organelas, tais como: mitocéndrias,
ribossomos, granulos corticais e vesiculas contendo fontes energéticas,
diferenciando a célula em um gameta funcional (PAYNTON; BACHVAROVA, 1990;
EPPIG, 1991). Durante esta fase de crescimento a célula germinativa feminina
apresenta um aumento de cinco vezes em seu didametro (100 a 120um de didametro),
permanecendo no estagio meiotico de dipléteno ou vesicula germinativa na profase |
(CRAN; MOOR, 1990).

Caracterizada pelo reinicio da meiose, a segunda fase é normalmente
denominada de maturacdo final e ocorre ap6s a puberdade no foliculo pré-
ovulatorio. Esta fase envolve modificacfes nucleares e citoplasmaticas que irdo
resultar na formacdo de um gameta com capacidade de ser fertilizado
(SATHANANTHAN, 1994). Entende-se como maturacdo nuclear as mudangas que
ocorrem no nucleo do odcito, mais especificamente a duplicacao e divisdo do DNA,
e € iniciada pela condensacdo da cromatina e dissolucdo da membrana nuclear.
Este processo também € conhecido como quebra da vesicula germinativa (QVG).
Ocorre a duplicacdo dos centriolos e os cromossomos, em pares dipléides, que
encontravam-se livres no citoplasma, migram para regido equatorial (metafase 1). O
ovocito priméario sofre entdo duas divisbes meioticas. Na primeira divisdo, duas
células filhas sdo formadas, mas uma delas contém quase todo citoplasma e
constitui o o6cito propriamente dito. A outra, muito menor, é expulsa para o espago

perivitelino, sendo conhecida como corpusculo polar (CP), que além de
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cromossomos, contém uma variedade de organelas, incluindo mitocéndrias,
ribossomos e granulos corticais. Inicia-se, entdo, o segundo periodo de repouso da
divisdo meidtica que s6 serd completada com a penetracdo espermatica e extrusao
do segundo CP e finalizacdo da meiose (GORDON, 1994). A observacéo do CP sob
estereomicroscéopio € dificil, mas ocasionalmente pode ser visto no espaco
perivitelinico (Fig. 6). A coloracdo especifica de DNA, como com Hoechst 33258,
pode ser realizada permitindo o exame da cromatina (HINRICHS et al., 1993;
GOUDET et al., 1998b).

A fertilizagcdo de um o0cito exige tanto a sua maturacdo nuclear quanto
citoplasmatica. A maturacédo nuclear € alcancada quando estagio de metafase Il da
meiose € atingido e ela pode reiniciar espontaneamente quando odcitos sao
retirados do seu ambiente inibitorio folicular. O critério fundamental de competéncia
olcitéria € sua capacidade de ser fecundado e desenvolver um embridao viavel. A
falta de um sistema eficiente de producdao in vitro de embrides limitou a avaliacdo da
maturacdo nuclear de odcitos. Alguns estudos investigaram as alteracdes
citoplasmaticas observadas durante a maturacdo nuclear, como a migracdo de
granulos corticais ou mitocondrias (GRONDAHL et al., 1995; GOUDET et al., 19973;
AGUILAR et al., 2002; CARNEIRO et al., 2002), porém, eles ndo mediram a sua

significAncia para a competéncia de desenvolvimento do odcito.

Figura 6 — O corpusculo polar (pb) é visivel na
oocito na MIl. O citoplasma
adjacente ao corpusculo porlar é
achatado, e o0 espaco perivitelinico
(pvs) é visivel. Zona pelacida (zp).

Fonte: CARNEVALLE; MACLELLAN, 2006.
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A maturacdo citoplasmatica depende do acumulo de proteinas e mRNA
(GRONDAHL et al.,, 1993). Como ja mencionado, uma vez que 0S 00cCitos Sao
retirados do seu meio ambiente folicular ha a perda do efeito inibitério da meiose e
eles condensam sua cromatina. Isto para a transcricdo e subsequentemente a
producdo de proteina. Consequentemente, as proteinas e mRNA armazenados
devem obviamente estar completos antes do reinicio da meiose e que a quebra da
vesicula germinativa seja induzida (SIRARD, 2001). Com base nessa observacao,
odcitos bovinos foram cultivados sob condi¢cdes que mantém temporariamente a
inibicdo meidtica, mas que permitem a maturacdo citoplasmatica, o que se traduziu
em uma melhoria na competéncia de desenvolvimento (FOULADI NASHTA et al.,
1998, HASHIMOTO et al., 2002). Uma abordagem semelhante tem sido considerada
para equinos (FRANZ et al., 2003), mas o efeito sobre a maturacéo citoplasmatica
foi apenas estudado em pequeno numero (HINRICHS et al. 2006; HINRICHS et al.,
2007). Uma melhor compreensao dos mecanismos de controle da inibicdo meiotica
poderia certamente levar a novas estratégias de MIV baseada em uma melhor

sincronizacao dos eventos de maturac&o nuclear e citoplasmatica in vitro.

3.5 Maturacdo in vitro de o6citos equinos

Apesar da MIV e FIV serem biotécnicas usuais na espécie humana e em
diversas espécies domésticas, ha registro de apenas dois potros produzidos por FIV
convencional, ambos resultado da fertilizacdo de oécitos maturados in vivo
(PALMER et al., 1991). Considerando que odcitos equinos adquirem competéncia
para fertilizac&o in vitro apds maturados in vivo, o processo de maturacao parece ser
um ponto critico na producéo in vitro de embrides equinos.

A maioria dos meios utilizados para a MIV de odcitos equinos sdo derivados
daqueles utilizados na espécie bovina. Desde o primeiro od6cito equino maturado in
vitro, uma variedade de meios incluindo meios de cultura de tecidos sintéticos como
0 TCM-199 (GALLI et al. 2001), ou Ham’s F10 (SHABPAREH et al., 1993) foram
investigados. A maioria dos meios de MIV atuais sédo baseados no TCM-199, meio
de maturacdo equina | (EMMI) e na adicdo de soro fetal bovino e de varios
horménios como o estradiol, Horménio Luteinizante (LH) e Hormonio Foliculo
Estimulante (FSH) (CARNEVALE et al., 2004b) ou fator de crescimento epidérmico
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(EGF) (GOUDET et al. 1998a; LORENZO et al., 2002). Alguns estudos investigaram
os efeitos de coculturas na MIV (HINRICHS et al., 1995, LI et al., 2001, CHOI et al.,
2002b; TREMOLEDA et al., 2003) proporcionando uma melhor compreensdo dos
mecanismos de controle da inibicdo meidtica dentro do foliculo, mas né&o
conseguiram demonstrar uma melhora significativa na maturacdo dos odcitos.

No equino, como em outras espécies de mamiferos, uma nova sintese de
proteinas € necessaria para a passagem de metafase | a metafase Il. Isto inclui as
proteinas necessarias para completar a Metéfase | - extrusdo do corpusculo polar —
e 0 recomeco da meiose Il. (ALM; TORNER, 1994). A retomada da meiose envolve
além da sintese, a fosforilacdo de proteinas, e a cicloheximida, a qual inibe a peptidil
transferase e suprime reversivelmente a maturacao oocitaria por blogueio na sintese
de proteinas estagio especificas. Sdo poucos os trabalhos em equinos enfatizando o
efeito da supressao meidtica do odcito. Sabe-se que com a supressao, 0 00cito
permanece mais tempo na fase de crescimento, acumulando RNA para as fases
seguintes (HINRICHS et al., 1995).

As razbes para a falha dos o6citos equinos em completar a meiose durante
a maturacdo in vitro sdo desconhecidas, mas podem estar ligadas a uma alteracao

da cascata bioquimica envolvida na meiose (GOUDET et al., 1998a).

3.6 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ROS) séo formadas a partir das reacoes
de reducédo do oxigénio (O,) e constituem parte dos radicais livres. As principais
ROS sédo os radicais superoxido (O2) e hidroxil (OH), e o peroxido de hidrogénio
(H20,), que correspondem a reducdo por um, trés e dois elétrons, respectivamente
(GUERIN et al., 2001). A producéo de radicais livres faz parte da fisiologia da célula,
porém em excesso podem causar danos as mesmas, levando ao estresse oxidativo.

A producdo de ROS pode ter origem diretamente a partir de gametas e
embrides ou através do ambiente. Varios fatores podem contribuir para aumentar a
producdo das ROS, entre eles pode-se destacar a concentracdo de oxigénio, 0
contato com a luz, o excesso de manipulacdo e os espermatozdides (GUERIN,
2001).
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O oxigénio chega ao embrido por difusdo passiva, que é regulada
principalmente pela tensdo de oxigénio no ambiente. O oxigénio é um substrato para
a fosforilacdo oxidativa e & medida que mais oxigénio esta disponivel, a integridade
dos complexos da membrana mitocondrial é comprometida quando os elétrons de
alta energia sdo indevidamente transferidos para outras moléculas a medida que sé&o
canalizados ao longo da cadeia de transporte de elétrons, gerando ROS. Maiores
niveis de ROS sado expostos aos complexos da membrana causando estresse
oxidativo e danos ao DNA mitocondrial em niveis que podem estacionar o
desenvolvimento embrionario (CATT; HENMAN, 2001).

A tensdo de O, utilizada nos sistemas de cultivo pode ser até quatro vezes
maior que a do oviduto, elevando a atividade das oxidases, e consequentemente a
quantidade de radicais O,” no meio (GUERIN et al., 2001), o que pode afetar a
guantidade dos embriGes produzidos. Para avaliar o efeito da tenséo de oxigénio na
producdo de embrides suinos, Kitagawa et al. (2004) utilizaram 5 % e 20% de O, no
cultivo in vitro e encontraram maior taxa de produgcdo quando a tensdo foi menor.
Neste mesmo estudo, a producdo de ROS também foi avaliada nos dois ambientes
de cultivo através da quantificacdo de H,O, produzida no meio, que se apresentava
em menor concentracdo quando o cultivo foi feito sob 5% de O,. Yuan et al. (2003),
também avaliaram a producdo de embrides bovinos sob 5% e 20% de O, e seus
resultados mostraram maior taxa de producédo até a fase de moérula, sob alta tensao
de oxigénio, sendo que em D7 os resultados se inverteram, resultando numa maior
producdo de blastocistos sob baixa tensdo de O,, além disso, a quantidade de
células apoptdticas nos embrides produzidos sob 20% de O, foi maior.

Estudos mostram que o cultivo in vitro altera a expressdo de genes
imprintados em embrides de murinos (DOHERTY et al., 2000) e bovinos
(BERTOLINI et al., 2002). Calabrese et al. (2005) sugerem que os efeitos
epigenéticos e a perturbacdo do metabolismo mitocondrial podem influenciar os
fatores de transcricdo devido a geracdo de ROS e dano oxidativo. O ambiente de
cultivo in vitro pos-fertilizacdo no qual o embrido esta se desenvolvendo pode ter
sérios efeitos no desenvolvimento (FEIL et al., 2006), com a concentracdo de
oxigénio utilizada durante o cultivo in vitro de embrides citada como exercendo
grande influéncia sobre o desenvolvimento do embrido e da expressao genética
deste (HARVEY et al., 2004).
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O estresse oxidativo é responsavel por diferentes tipos de danos nas células
dos embrides e estes danos podem alterar véarias moléculas, como lipidios,
proteinas e acidos nucléicos. O aumento na producdo de ROS induz a peroxidacéo
lipidica (com efeito direto nas divisdes celulares, no transporte de metabdlitos e
disfuncdo mitocondrial), levando a oxidacdo de proteinas, e automaticamente a
inativacdo de enzimas, além de induzir a fragmentacdo do DNA nuclear. As
consequéncias desses danos oxidativos podem ser evidenciados no
desenvolvimento retardado dos embrides, nas disfun¢cdes metabdlicas e até mesmo
no aumento e aceleracdo da apoptose (GUERIN et al., 2001). Kitagawa et al. (2004),
avaliando a fragmentacdo do DNA de embrides suinos sob diferentes tensdes de O,
e na presenca de antioxidantes (B-mercaptoetanol e vitamina E), verificaram que
danos menores ocorreram nos embrides produzidos sob baixa tensdo de oxigénio.
Entretanto, a presenga dos antioxidantes no meio reduziu os danos oxidativos
guando os embrides foram cultivados em alta tenséo de O».

Substancias como o fluido folicular, fluido do oviduto ou enzimas podem ser
adicionados aos meios durante o processo de producdo dos embrides atuando como
defesas antioxidantes. Antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que,
gquando presentes em baixas concentracfes em relacdo ao substrato oxidavel,
retarda ou inibe a oxidacdo deste. Os antioxidantes podem ser divididos em
compostos ndo-enzimaticos (glutationa/GSH, taurina e hipotaurina e piruvato, entre
outros) e enzimaticos (superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase)
(GUERIN et al., 2001).

Os compostos tidis de baixo peso molecular, como a cisteamina e [3-
mercaptoetanol, quando presentes na MIV de odcitos bovinos e ovinos, estimulam a
sintese de glutationa (GSH), aumentando os indices de desenvolvimento
embrionario (DE MATOS et al.,, 1996, 2003). A GSH presente nas células de
mamiferos tem o importante papel de protecdo contra o dano produzido pelo
estresse oxidativo. Em trabalho realizado por Leon et al. (2007), a adicdo de
cisteamina, na concentragdo de 100uM, ao meio de MIV de odcitos equinos

aumentou a taxa de odcitos que atingiram o estagio de metafase Il.
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3.7 HSP70

A resposta ao estresse ao nivel celular tem sido observada em quase todos
0S organismos, e sua principal caracteristica € a indug¢do de proteinas do choque
térmico (Heat Shock Proteins - HSPs) (BASU et al., 2001). A proteina do choque
térmico 70 (HSP70) desempenha um papel importante na resposta adaptativa
protegendo células contra a apoptose induzida por estresse térmico, estresse
oxidativo, radiacdo e toxinas quimicas.

A sintese das HSPs ocorre rapidamente ap0s a exposi¢cao do organismo a
estresses externos, térmicos ou ndo, com o objetivo de manter a homeostase celular
e a conformacao das proteinas intracelulares, bem como evitar a desnaturacao e a
ma formacao de proteinas durante sua sintese, além de proverem a organizacao,
translocacdo e acdo de chaperonas acompanhantes de proteinas até seus sitios
definitivos (FEHRENBACH; NIESS, 1999).

As HSPs estdo entre as mais abundantes e conservadas proteinas na
natureza possuindo uma elevada conservacdo da sua sequéncia de aminoacidos.
Suas fun¢des em diferentes organismos séo geralmente similares, assim como suas
caracteristicas estruturais e seus pesos moleculares (QUEIROZ, 2001). Elas atuam
como chaperonas moleculares, mediando o correto dobramento, montagem,
reparacdo, translocacdo através da membrana celular e degradacdo de outras
proteinas (MAK, 1998).

As HSP70 contém dois dominios principais. O dominio N-terminal ATPase &
mais conservado (cerca de 64% entre HSP70 de eucariéticos) enquanto que a parte
C-terminal é ocupada por um dominio mais variavel que liga peptideos. As regides
sdo ligadas por sitios protease-sensivel (Fig. 7) (MAK, 1998).

As proteinas pertencentes a familia das HSP70 tanto auxiliam para garantir
um dobramento adequado de cadeias de polipeptideo quanto desempenham uma
funcdo essencial na importacédo de proteinas para as mitocéndrias e para o reticulo
endoplasmatico se ligando a proteina precursora, sem sua conformacdo nativa,
durante o transporte. A liberacdo de polipeptideos recentemente sintetizados da
familia HSP70 necessita de hidrolise de ATP, e justifica parcialmente a dependéncia
desse gasto de energia durante os estagios subsequentes de importacdo para a
mitocondria (MAK, 1998).
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Regido protease - sensivel

!

Dominio ATP ase

Dominio de ligagdo de
peptideo C
(~25kDa/~300a.a.)

N (~45kDa/~300a.a.)

Figura 7 — Diagrama esquematico do gene HSP70.

Fonte: MAK, 1998.

Pretheeban et al. (2009) verificaram uma expressdo do gene HSP70 mais
abundante em embrifes grau | de novilhas em compara¢édo a vacas maduras. Além
disso, uma expressdo mais baixa foi observada em embrides de grau Il de novilhas
do que em embrides grau | de novilhas. Isso indica uma possivel correlacdo entre
embrides de boa qualidade e aumento da expressédo de HSP70 em vacas leiteiras.

Em relacdo a expressdo de HSP70 em embribes bovinos produzidos in vivo
e in vitro, alguns resultados contrarios foram publicados. Knijn et AL. (2002) n&o
encontraram diferencas, enquanto que Wrenzycki et al. (2001) detectaram aumento
no nivel de transcricdo apds cultivo in vitro. Em adicéo, a variacdo na abundancia
relativa de HSP70 em embrides cultivados in vitro em diferentes meios de cultura
tanto como com diferentes suplementos foram descritos (WRENZYCKI et AL., 2001).

Quando a HSP70 € expressa sob varias condicbes de estresse, a sua
sintese aumenta a capacidade das células estressadas a enfrentar o aumento da
concentracdo de proteinas desdobradas ou desnaturadas. HSP70 também foi
mostrada inibindo a apoptose, aumentando assim a sobrevivéncia de células
expostas a uma ampla gama de estimulos letais por interagir diretamente com varios

elementos de morte celular programada (PARCELLIER et al., 2003).



4 Material e métodos

4.1 Coleta e selecdo dos odcitos

Os CCOs foram coletados de ovarios procedentes de abatedouro localizado
na cidade de Pelotas/RS. O tempo decorrente entre o abate e a coleta foi de
aproximadamente 1 hora. Os ovarios foram transportados em recipiente térmico com
solucéo 0,9% de NaCl estéril a 32 — 35°C, até o laboratorio de Embriologia Molecular
e Transgénese, localizado no Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da UFPel.

Foliculos com tamanhos entre 10 a 30mm de diametro foram aspirados com
auxilio de seringa de 20ml e agulha 40 x 1.2, e colocado em tubos falcon de 50ml

para decantagéo (Fig. 8).

Figura 8 — Aspiracdo dos foliculos ovarianos com
auxilio de seringa.

O material celular decantado foi colocado em placa de petri para procura dos
CCOs em lupa estereomicroscoépica sendo mantidos em fluido folicular. Logo ap6s a
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coleta, os odcitos foram avaliados quanto ao numero de camadas e grau de
compactacéo das células do cumulus, homogeneidade do citoplasma e integridade
da zona pelldcida, sendo divididos em dois grupos: Grau 1, considerados
morfologicamente saudaveis (06citos com cumulus compacto e mais de 3 camadas
de células, citoplasma homogéneo e zona pellcida integra) (Fig.3), e Grau 2,
considerados morfologicamente menos viaveis (00citos que apresentarem menos de
3 camadas de células do cumulus e/ou cumulus expandido, zona pellcida

fragmentada e/ou citoplasma heterogéneo) (Fig.4).

4.2 Grupos experimentais

Foram selecionados pools de 62 odcitos para cada grupo morfologico (Grau
1 e Grau 2), sendo cada pool considerado como uma unidade amostral. Os pools
foram divididos em dois grupos: imaturos, os quais foram submetidos aos processos
iniciais de extracdo de RNA logo apds a coleta; e maturos, os quais foram
submetidos a maturacéo in vitro seguida dos procedimentos iniciais de extracédo de
RNA (imersao em nitrogénio liquido).

De cada pool de odcitos foram coletadas células do cumulus, sendo
separadas dos odcitos através de pipetagem com solucao de 80Ul de hialuronidase
Tipo 1-S (Sigma®- Aldrich, Alemanha). Cada grupo de células (Grau 1, Grau 2,
imaturo e maturo) foi submetido as mesmas condi¢cdes de maturagdo in vitro e/ou

extracdo de RNA que os odécitos equinos correspondentes.

4.3 Maturagéo in vitro

A maturacgéao in vitro foi realizada em placa de petri 35 x 10mm tratadas com
polistireno (Nunc®, Dinamarca), contendo um ndmero maximo de 20 odcitos em
cada gota. Os CCOs foram maturados em gotas com 200ul de fluido folicular
submersas em oOleo mineral (BUGH et al.,, 2002). Os odcitos foram incubados
durante 40 horas em estufa a 38,7°C e 5% de CO, em atmosfera umidificada

(HealForce® HF160W, China). Apds este periodo de incubacdo, os CCOs tiveram
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suas células do cumulus retiradas por pipetagem em solucdo de 80Ul de

hialuronidase Tipo I-S (Sigma®- Aldrich, Alemanha).

4.4 Extracdo de RNA total e confeccdo de cDNA

Apoés o periodo de maturacéo in vitro, foi realizada a extracdo de RNA das
amostras de CCOs para avaliacdo da expressao do gene HSP70 por reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR). A extracdo do RNA total das
amostras foi realizada utilizando o Reagente de TRIzol® (Invitrogen, EUA) segundo
protocolo proposto por Kang et al. (2009), com modificacbes. Os pools de odcitos
foram submetidos ao congelamento em nitrogénio liquido com 100ul de reagente
TRIzol®. Apés o periodo de armazenamento, foram acrescidos a essa solucéo 500pl
de TRIzol® e 200ul de Cloroférmio (Sigma®- Aldrich, Alemanha) sendo logo apés
submetidos a centrifugacdo a 12.000g por 15 min a 4°C. Em seguida, a fase aquosa
contendo RNA foi coletada e precipitada com 250pl de Isopropanol (Sigma®- Aldrich,
Alemanha). Foi realizada nova centrigugacdo a 12.000g por 10 min a 4°C, apés a
qual o pellet foi lavado com etanol a 75% e novamente submetido a centrifugagéo
(7.500g por 5 min a 4°C). O excesso de etanol foi removido a temperatura ambiente
e o pellet foi ressuspendido em 25ul de agua DNAse e RNAse free. O RNA extraido
foi quantificado com o fluorémetro QuBIt™ (Invitrogen®, EUA).

As amostras de RNA foram, entdo, submetidas a reacédo de transcriptase
reversa (RT-PCR) para obtencédo de cDNA (&cido desoxirribonucléico complementar)
seguindo as instrucdo do manual do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription®
(Applied Biosystems, EUA). O cDNA sintetizado foi entéo utilizado como template na
reacao de qRT-PCR.

4.5 PCR em tempo real

Os primers HSP70 (ZHANG et al., 2009) e HSP70.1 (CAMARGO et al.,
2007) especificos para o gene HSP70 em bovinos foram selecionados. Porém, néo

houve amplificacdo para primer HSP70.1 em testes de padronizagdo através de
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PCR padréo com odcitos equinos, sendo usado no estudo o primer desenhado por
Zhang. et al. (2009).

A gRT-PCR foi realizada utilizando o termociclador 7300 Real-Time PCR
System® (Applied Biosystems, EUA) e protocolo de deteccdo baseado na
amplificacdo com SYBR® Green (Applied Biosystems, EUA). A reacéo foi otimizada
seguindo os seguintes parametros: 94° C por 10 minutos, seguidos de 45 ciclos de
94° C por 10 segundos, 61,5° C por 35 segundos e 72° C por 2 minutos. A
Quantificagcdo Relativa da reacdo foi feita utilizando-se o gene endbégeno
Gliceraldeido-3-Fosfato Dehidrogenase (GAPDH) (OPIELA et al.,, 2008) como
normalizador da reacdo (Tab. 1). Foi realizada Eletroforese em Gel de Agarose a 1%
para confirmacdo do tamanho dos produtos amplificados e deteccdo de
amplificacGes inespecificas e dimeros de primer. Para o gene HSP70 o tamanho
esperado para o produto de amplificacdo € de 425pb e de 150pb para o gene
GAPDH. Cada amostra de cDNA foi amplificada independentemente na mesma
placa e nas mesmas condi¢cdes experimentais, em duplicata. O nivel de expressao
do gene alvo normalizado pela referéncia foi calculado através do software REST
2008 v2.0.7 (Corbett Research, Australia).

Tabela 1 — Detalhes dos primers utilizados na reagéo de gRT-PCR

. . Tam. do N° de acesso ao
Primer Sequéncia

produto GeneBank
GAPDH F5-GCC GTAACT TCT GTG CTG TG-3 150 pb DQ403064.1
R 5-AAT GAA GGG GTC ATT GAT GG-3’
HSP70 F 5 -TACAAAGGGGAGACCAAGGC-3' 425 pb  XM_001492096.1
(ZHANG et al., 2009) R 5-TTCCTCTTGAACTCCTCCAC-3'
HSP70.1 F 5'-AACAAGATCACCATCACCAACG-3 275 pb  XM_001491883.1

(CAMARGO et al., 2007) R5-TCCTTC TCC GCC AAG GTG TTG-3'

4.6 Andlise estatistica

Os dados da expressdo génica foram analisados através do REST 2008
v2.0.7 (Corbett Research, Australia) a partir dos valores de Ct (threshold cycle)
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obtidos na reagédo de gRT-PCR. Valores de P < 0,05 foram considerados como
diferenca estatistica significante. Os calculos foram feitos para comparar a
abundancia de transcricdo do gene analisado em: (a) odcitos imaturos em relagcéo
aos maturos; (b) oécitos de Grau 1 em relagdo ao Grau 2; (c) odcitos imaturos de
Grau 1 com relacdo aos maturos de Grau 1; (d) odcitos imaturos de Grau 2 com
relacdo aos maturos de Grau 2; (e) odcitos imaturos de Grau 1 com relacdo aos
imaturos de Grau 2; e (f) odcitos maturos de Grau 1 com relacdo aos maturos de
Grau 2. O programa estatistico GraphPad Prism v5.01 (GraphPad, EUA) foi utilizado
para confeccao dos gréficos.



5 Resultados e discussao

5.1 Quantificagdo de RNA

Com o objetivo de padronizar a quantidade de odcitos em cada pool foi
realizada a quantificacdo de RNA buscando o nimero minimo de odcitos que
permitisse esta quantificacdo através do fluordmetro QuBit®. Os resultados das
concentracfes de RNA total para as amostras estdo demonstrados na Tab. 2. As
amostras de odcitos e células do cumulus do Grupo 1 possuem concentragdo maior
de RNA proporcional que seus correspondentes no Grupo 2, indicando que odcitos e
células do cumulus Grau 1 possuem maior numero de transcritos podendo estar

mais ativos.

Tabela 2 — Quantificacdo de RNA total presente nas amostras com 0 uso do
fluorometro QuBit®.

Amostra NUumero de oocitos ng/ml  pg/ml
Odcitos Maturados Grau 1 31 133 2,65
Odcitos Maturados Grau 2 53 123 2,47
Odcitos Imaturos Grau 1 25 157 3,15
Odcitos Imaturos Grau 2 39 87,4 1,79
Cumulus maturos Grau 1 provenientes de 31 CCOs 790 16

Cumulus maturos Grau 2 provenientes de 53 CCOs 309 6,18
Cumulus imaturos Grau 1 provenientes de 25 CCOs 27,2 0,545
Cumulus imaturos Grau2 provenientes de 39 CCOs <20 <0,5
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Em amostras com menos de 30 odcitos a baixa concentracdo de RNA né&o
pode ser realizada a quantificacdo de RNA. De acordo com grupos previamente
formados e com os valores de concentracdo de RNA que estdo demonstrados na

Tab. 2 determinou-se o numero de 62 o0citos para cada unidade amostral.

5.2 Expresséo do gene HSP70

Os niveis de transcricdo de genes importantes no desenvolvimento podem
ser ligados a qualidade oocitaria e consequentemente usados para a avaliagcdo das
condi¢cbes de cultivo (WRENZYCKI et al., 2005). Neste trabalho, o gene HSP70 foi
investigado em células do cumulus e odcitos equinos maturados in vitro em liquido
folicular.

A curva produzida pela reacdo do primer especifico para o gene HSP70 esta
exemplificada na Fig. 9.

Delta Rn vs Cycle
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Figura 9 — Curva de amplificacdo produzida por gRT-PCR para o primer HSP70
através do programa Sequence Detection Software® (Applied
Biosystems, EUA). A linha verde (threshold) indicada pela seta marca o
valor da intensidade de fluorescéncia durante a fase de amplificacéo
exponencial em que todas as amostras foram comparadas. O ciclo em
gue cada curva atravessa o limiar de fluorescéncia (Ct) serve como base
para a comparacao entre as amostras.
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A curva de dissociacdo para o primer GAPDH é mostrada na Fig. 10
evidenciando a presenca de apenas um pico resultante de uma amplificacdo

especifica.

Dissociation Curve
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0.04

Derivative

Temperature (C)

Figura 10 — Curva de dissociacdo produzida por gRT-PCR para o primer
GAPDH através do programa Sequence Detection Software®
(Applied Biosystems, EUA). Apenas um pico é evidenciado
resultante da amplificacdo especifica com este primer.

Os niveis de transcricdo de genes importantes no desenvolvimento podem
ser ligados a qualidade oocitaria e consequentemente usados para a avaliagdo das
condicBes de cultivo (WRENZYCKI et al., 2005). Neste trabalho, a expressao do
gene HSP70 foi analisada em células do cumulus e o00citos equinos imaturos e
maturados in vitro em liquido folicular.

Neste estudo foram utilizados 248 odcitos divididos nos grupos amostrais em
pools contendo 62 odécitos cada. Foram realizados dois experimentos em momentos
diferentes para avaliar o padréo de expressao do gene HSP 70.

A anadlise da expressao relativa do gene HSP 70 em odcitos equinos nao
demonstrou diferenca estatistica entre o grupo imaturo e aquele que foi maturado in
vitro (Fig. 11a), demonstrando uma estabilidade génica durante o processo de
maturagcdo em fluido folicular. Em trabalho realizado por Warzych et al (2007) com

maturacdo de od0citos bovinos em meio TCM199 foram encontrados niveis
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constantes dos transcritos de HSP70 em od0citos imaturos e maturados in vitro.
Porém, com oo0citos maturados em meio suplementado com soro fetal bovino um
aumento no nivel de mRNA em comparacdo com a suplementacdo com Poli Vinil
Alcool (PVA) foi observada (WRENZYCKI, 2005b).
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Figura 11 — Expressao relativa de HSP70 em odcitos equinos. (a) Expressdo do
gene HSP70 quanto ao estagio de maturagcdo do odcito. (b)
Expressao do gene HSP70 em odcitos Grau 1. (¢c) Expressédo do gene
HSP70 em odcitos Grau 2.

Nao houve diferenca significativa na expressdo de HSP70 entre odcitos
Grau 1 imaturos e maturados in vitro (Fig. 11b). Entretanto, nos odécitos Grau 2
verificou-se uma maior expressao em odcitos imaturos do que em od4citos maturados
in vitro (Fig. 11c). A maior expressdo nos odcitos Grau 2 pode ser devida a excesso
de forca mecéanica durante a aspiracao e lavagem dos foliculos, fazendo com que
odcitos competentes perdessem toda ou a maior parte das suas camadas de células
do cumulus. Estes CCOs lesados podem ter sido classificados como Grau 2,
aumentando os indices para este grupo quando poderia ndo haver diferenca nos
niveis de expressao entre os Grau 1 e Grau 2.

Atualmente, a avaliacdo da qualidade dos odcitos para a producéo in vitro
de embribes é baseada em critérios morfolégicos que sao substancialmente
subjetivos e sao, entdo, imprecisos (MATOS, 2009). Eles provavelmente participam
nos baixos resultados nas taxas de sucesso da maturacdo in vitro de odcitos
equinos, as quais alcancam em média 50% (BOGH et al, 2002; DELEUZE et al,
2009), sendo consideradas baixas quando comparadas com outras espécies como
bovinos, caprinos e suinos (= 90%) (GOUDET, 2000).
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Foi comprovado por Lanské et al (2006) que odcitos suinos ao fim da fase
de crescimento da maturacdo possuem uma grande quantidade de HSP70 e que
estes o0citos sao incapazes de induzir nova sintese de HSP70 devido a parada
meiotica. Isto sugerindo que a HSP70 é importante para a maturacdo meidtica, e
que odcitos em maturacdo quando expostos a condicbes de estresse, utilizam as
proteinas previamente sintetizadas para a protecao dos seus processos celulares.

Com relacdo a expressdao de HSP70 nas células do cumulus, ndo foi
observada diferenca na expressdo entre as células derivadas de odcitos imaturos e
aguelas que passaram pelo processo de maturacdo in vitro (Fig. 12a)
acompanhando o resultado obtido em odécitos. TESFAYE et al (2009) observaram
um aumento na expressdao de HSP70 e de HSP90, outra proteina também
relacionada com a resposta celular ao estresse, em células do cumulus de oécitos
bovinos que foram maturados in vitro comparando-se estas com a expressao em
células do cumulus provenientes de odcitos bovinos imaturos. Entretanto, neste

trabalho nado foi analisada a expresséo destes genes nos odcitos.
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Figura 12 — Expressao relativa de HSP70 em células do cumulus de odcitos
equinos. (a) Expressdo do gene HSP70 quanto ao estagio de
maturacdo dos odécitos dos quais as células do cumulus eram
provenientes. (b) Expressao do gene HSP70 em células do cumulus
derivadas de odcitos Grau 1. (c) Expressdo do gene HSP70 em
células do cumulus derivadas de odcitos Grau 2.

Nao foi observada diferenca na expressdo de HSP70 entre células do
cumulus provenientes de o00citos equinos imaturos e aquelas provenientes de
oocitos maturados in vitro (Fig. 12b). Porém, células do cumulus de odcitos equinos
Grau 2 imaturos apresentaram maior expressdo de HSP70 do que células do

cumulus de odcitos maturados in vitro (Fig. 12c).
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O proprio cultivo, junto com a remocéo das células do cumulus, representa
um alto estresse para odécitos e células do cumulus, que podem responder a iSso
com o esgotamento da proteina HSP70 intracelular e/ou inducdo da sintese de
HSP70 (LANSKA et al, 2006).

As células do cumulus cercam o od6cito e, junto com o fluido folicular,
fornecem um microambiente rico em proteinas e esterbides que modulam o
desenvolvimento do oocito (MENDOZA et al, 2002; SKINNER, 2005). Estudos com
estas células e o fluido folicular produzem conhecimentos importantes sobre salude
reprodutiva e informacdes Uteis sobre a qualidade dos odcitos durante os processos
de ART (MATOS, 2009).



6 Conclusodes

Os o6citos imaturos e células do cumulus de equinos do grupo
morfologicamente menos vidvel apresentaram uma maior expressdao do gene
HSP70.

A maturacéo in vitro de odcitos equinos em fluido folicular ndo interferiu na
expressdo do gene HSP70, demonstrando uma estabilidade génica durante o

processo de manipulacao in vitro.
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