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RESUMO

Ovdcitos utilizados para a produgdo in vitro de embrides (PIVE) sdo imaturos e, quando
removidos dos foliculos, retomam automaticamente a meiose, o que leva a uma maturacgao
nuclear precoce. Isso afeta a qualidade do ovdcito e a sua capacidade de gerar embrido,
reduzindo a eficiéncia da PIVE. O presente trabalho de iniciagdo cientifica teve como objetivo
avaliar o efeito do uso dos moduladores de AMPc, IBMX e NPPC, como inibidores de
maturagao nuclear de ovdcitos bovinos na pré-maturagdo in vitro, visando aumentar a
producdo de embrides. Complexos cumulus-ovécito (CCO’s) obtidos de ovarios de abatedouro
foram distribuidos em 3 tratamentos nos quais permaneceram por 6 e 22 horas: MIV
(controle); pré-maturacdo com IBMX (IBMX) e pré-maturacdo com NPPC (NPPC). A retencdo
da maturacdo foi determinada as 6 e 22 horas (h) pelo estdgio da meiose por coloracdo com
lacmoide. Posteriormente, os grupos foram submetidos a fecundacao e ao cultivo in vitro. O
desenvolvimento embrionario foi avaliado pela taxa de clivagem em D2, de blastocisto em D6
e D7 e de eclosdao em D8. A mensuracado dos CCO’s submetidos aos tratamentos foi feita em
Oh, 6h e 22h. Os dados foram analisados pelo Qui-quadrado. A Oh, todos os ovdcitos
encontraram-se em estagio de vesicula germinativa (VG), e as 6h o maior indice de retengdo
(P <0,05) foi observada no grupo NPPC, que apresentou 96,9% dos ovdcitos em VG. Ja as 22h
0s grupos submetidos a retengdao por IBMX e por NPPC apresentaram taxa de maturagao
nuclear menor (P < 0,05) do que o grupos controle, sendo de 67,2%, 65,6% e 83,8%,
respectivamente. Para avaliagdo da produgdo de embrides, somente a pré-maturagao por 6
horas foi utilizada. N3o foi observada diferenga (P > 0,05) entre os grupos para nenhum dos
parametros embriondrios. Quanto a avaliagdo da expansao das células do cumulus (CC’s), ndo
houve diferenga (P < 0,05) entre os grupos IBMX e NPPC. Concluiu-se que o uso de NPPC por
6 h durante a pré-maturagao é capaz de inibir a retomada da meiose, mas o uso desse
modulador na pré-maturagao nao afeta a produgdo in vitro de embrides bovinos. Por fim,
nota-se a potencialidade, para pesquisas cientificas, dessa ferramenta como melhoria na
técnica de produgdo in vitro de embriGes (PIVE) e a necessidade de mais estudos e
experimentos nesse sentido.

Palavras-chave: produgdo in vitro de embrides bovinos; agentes moduladores de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc); pré-maturagao.
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1. INTRODUCAO

A produgdo in vitro de embrides bovinos (PIVE) esta entre as biotecnologias de maior
destaque na pecuaria nacional, uma vez que possibilita melhor proveito das fémeas bovinas
de alto valor genético e, dessa forma, permite, de forma mais célere, maior producdo e
disseminagdo de animais geneticamente superiores (BARRETA et. al, 2021).

O processo de maturagao do ovdcito esta intimamente relacionada a sua competéncia
em ser fecundado, se desenvolver e ser capaz de alcangar uma gestagao a termo. Porém,
qguando esses ovocitos sao removidos artificialmente, que é o que ocorre na PIVE, sofrem uma
maturagdo nuclear antecipada que impede a maturagdo citoplasmatica adequada, e,
consequentemente, prejudica a evolugdao desses gametas e seu eventual desenvolvimento
embrionario (ARMSTRONG et. al, 2004).

Diante dessa precocidade e dessa dessincronizacdo entre a maturacao nuclear e a
citoplasmatca, estudos sobre técnicas que permitam a sincronizagdo entre essas duas
maturagdes sdo necessarios, a fim de se potencializar a taxa embriondria na PIVE
(ARMSTRONG et. al, 2004; LE BEAUX, RICHARD E SIRARD, 2003).

Em altos niveis, a adenosina monofosfato ciclica (AMPc) bloqueia a divisdao meidtica
por suprimir o fator promotor de maturagao (MPF). De forma contréria, quando em baixas
concentragoes, ativa o MPF, que leva a retomada da divisao meidtica. Dessa forma, o AMPc
desempenha importante fungao na regulagdo da maturagdo ovocitaria em mamiferos
(BILODEAU-GOESEELS, 2011; ANDERSEN et. al, 1998).

Pesquisas apontam que o uso de moduladores artificiais de AMPc intraovocitdrio leva
aretengdo meidtica, que possibilita a retengdo em vesicula germinativa (VG) e, assim, permite
que o ovdcito tenha oportunidade de realizar sua maturagao citoplasmatica antes da nuclear,
com a devida produ¢do de RNA’s mensageiros (RNAm’s) e de proteinas importantes no seu
desenvolvimento (CHAUBE et. al, 2010; GUIMARAES, 2013).

Dessa forma, a utilizacdo de moduladores de AMPc (inibidores da retomada da meiose)
surge como forma de permitir a sincronizagdo entre a maturagdo citoplasmatica e a nuclear
dos ovdcitos utilizados na PIVE, sendo uma possivel forma de melhoria na maturagao
ovocitaria e, portanto, nas taxas de producdo embriondria da PIVE (GUIMARAES, 2013).

Nesse sentido, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar o efeito dos moduladores de

AMPc na pré-maturagao de ovécitos bovinos in vitro no que tange a retengdo meidtica, a



integridade das jungdes GAP e a produgdo embrionaria in vitro.
2. FUNDAM ENTACAO TEORICA

2.1. Ovogénese e foliculogénese

A evolugdao do ovécito se da desde a formagdo das células germinativas primordiais
(CGP’s) até o estagio de ovécito maduro, em que esta preparado para ser fecundado (VAN
DEN HURK E ZHAO, 2005). As CGP’s, que sdo indiferenciadas, sdo as antecessoras dos ovdcitos
no processo de formacdao desses gametas. Tais estruturas sdo de origem extragonadal e
durante o desenvolvimento embrionario, migram do saco vitelinico as cristas genitais, em que
ocorre a colonizagao das gbnadas mediante divisdes mitdticas. Nas cristas genitais se diferem
em ovogonias e continuam a se dividir por meio de mitose. Depois, ha a formagao de corddes
sexuais, nos quais as ovogonias replicam seu material genético e ocorre o desenvolvimento
dos ovdcitos primarios (DAVIDSON E STABENFELDT, 2021; LANDIM-ALVARENGA, 2017).

O ovdcito primdrio é armazenado no foliculo ovariano, uma estrutura funcional, que
promove um ambiente apropriado para o crescimento e a maturagdo desses gametas. Essa
estrutura também é responsavel pela sintese de hormonios, como a inibina e o estrégeno
(LANDIM-ALVARENGA, 2017).

De acordo com a presenca ou nao de antro, os foliculos sao classificados em foliculos
pré-antrais e foliculos antrais, respectivamente em que ndo ha e em que ha antro. Ha a
subclassificagdo dos pré-antrais em primordiais, primarios e secundarios. Quanto aos foliculos
antrais, ha os tercidrios e os pré-ovulatdrios (LANDIM-ALVARENGA, 2017).

As jungdes comunicantes (jungdes GAP) sdo formadas no decorrer da propagagdo e
acoplamento das células da granulosa. Essas juncdes proporcionam a comunicacdo e
transferéncia de precursores metabdlicos, de nutrientes, de sinais meiéticos — inibitérios ou
ndo —, de moléculas entre as células do cumulus (CC’s) e o ovécito (VAN DEN HURK E ZHAO,
2005).

Os foliculos pré-ovulatérios sdo formados por um ovdcito secunddrio préximo a

ovulacdo e caracteriza o ultimo estagio da foliculogénese (LANDIM-ALVARENGA, 2017).
2.2. Maturagao ovocitaria

In vivo, os ovdcitos primarios permanecem estacionados na fase de dipléteno da



préfase | (meiose 1) nos foliculos antrais até o momento do pico pré-ovulatério de LH em
ovdcitos completamente crescidos, encontrados nos foliculos pré-ovulatdrios, e com aptidao
meidtica. Entre esse pico de LH e a ovulagdo, ocorrem varios eventos no nucleo e no
citoplasma do ovdcito, eventos esses que determinam o processo de maturagao ovocitdria
(VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).

A maturagdo nuclear é a continuidade de eventos que ocorrem do estagio de VG do
ovécito primdrio até o estagio de metafase Il (meiose Il), mediada por diversos fatores, como
substancias extracelulares das células dos foliculos, gonadotrofinas e horménios esteroides
(BLANCO et. al, 2011; LANDIM-ALVARENGA, 2017).

O processo de retomada da meiose ocorre nas seguintes etapas: i) inicio da
condensacdo cromossOmica; ii) rompimento da VG, que permite o iii) alinhamento da placa
metafdsica da metafase I. Ao final da primeira divisdo meidtica, ocorre a iv) reducdo do
numero de cromossomos a metade, bem como ha v) formagdo do primeiro corpusculo polar.
Entra-se na segunda divisdo meidtica, em que ocorre a vi) formagdo da placa metafasica Il,
gue caracteriza o ovécito secunddrio, em que permanece estacionado nesse estagio (LANDIM-
ALVARENGA, 2017). A retomada e a conclusdo da segunda divisdao meidtica acontecem no
caso de o ovdcito ser fecundado ou de haver ativagdo partenogenética (KUBELKA et. al, 2000).

A maturagao citoplasmatica corresponde a reorganizagdo de organelas e o
armazenamento de RNAm’s e de fatores de transcrigdo. Esses constituintes citoplasmaticos
atuam no mecanismo geral de maturagao, de fecundagdo e de desenvolvimento embrionario.
Dessa maneira, esses elementos citoplasmaticos estdao relacionados com a competéncia
meidtica do ovdcito e com a sua capacidade de ser fecundado (ADONA et. al, 2008; LANDIM-
ALVARENGA, 2017).

Na retomada da divisdo meidtica nos ovécitos bovinos, é observada uma complexa
cascata de fosforilagdo e desfosforilagdo. Ha aumento dos niveis de calcio, degradagdo de
AMPc e aumento no desempenho de proteinas quinases, em especial a proteina conhecida
como fator de promog3o da matura¢do (MPF) (GUIMARAES, 2013; VAN DEN HURK E ZHAO,
2005).

No que diz respeito ao AMPc, diversas anadlises apontam que, nos ovdcitos bovinos,
seus niveis intraovocitarios estdo relacionados com a modulacdo da retomada da divisdo
meidtica (BILODEAU E SIRARD, 1990; VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).

O MPF esta diretamente envolvido no inicio da maturagao nuclear ovocitaria. Uma vez



ativado, tem a capacidade de fosforilar proteinas envolvidas no envelope nuclear, assim como
na condensacdo de cromatina e na reorganizacdo do citoesqueleto (VAN DEN HURK E ZHAO,

2005).
2.3. Competéncia ovocitaria

A competéncia ovocitdria é definida como a potencialidade de um ovdcito completar
sua maturacdo (tanto nuclear quanto citoplasmatica), ser fecundado, alcancar o estagio de
blastocisto e o estagio de prole viva (DONNISON et. al, 2007).

Assim, a competéncia esta relacionada ao crescimento folicular e as alteragdes
ocorridas no nucleo e no citoplasma do gameta na fase final do desenvolvimento folicular e
da maturagao, em que ocorre uma cadeia de alteragdes estruturais e funcionais no ovécito e
nas suas células do cumulus (CHAMBERS et. al, 2008; GUIMARAES, 2013).

Durante a foliculogénese, em especial a etapa dos foliculos pré-antrais, ha também
diferenciacdes no crescimento do ovdcito (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005), bem como
diferenciagdes citoplasmaticas, como, por exemplo: expressivo aumento no numero de
ribossomos e de mitocOndrias, dentre outras organelas celulares, e na sintese de proteinas e
de RNAm’s (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005). Essas diferenciacbes sustentam o
desenvolvimento embrionario inicial, uma vez que as proteinas maternas sao traduzidas de
RNAmM’s gerados nesse momento (SANDRI, 2007).

Dessa forma, a qualidade e a competéncia ovocitdria sdo determinadas conforme a
sua capacidade de armazenar RNAm’s, bem como com a sua eficiéncia na reativacdo dessas
moléculas, que, ao longo da maturagdo, continuam quiescentes entre suas sinteses e o seu
emprego no desenvolvimento embriondrio antes da ativagdo do genoma embrionario
(SANDRI, 2007).

Durante a ovogénese, os elementos sintetizados no citoplasma sao de fundamental
importancia para a competéncia meidtica, fecundagdo e desenvolvimento embrionario. Se
nao houver uma correta sincronia entre a maturagao nuclear e a maturagdo citoplasmatica,
podera acarretar prejuizo na fecundacao e, também, no desenvolvimento embriondrio inicial

(SANDRI, 2007).
2.4. Retengdo meidtica

Assim que é aspirado do seu foliculo, como ocorre em uma das etapas da PIVE, o
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ovdcito retoma sua divisdo meidtica espontaneamente, ocorrendo a condensag¢do dos
cromossomos, que, por sua vez, resulta no imediato bloqueio da atividade de transcricao e
em alteragdes nos padrdes de novas sinteses proteicas. Como consequéncia, esse ovécito nao
sofre as diferenciacdes citoplasmaticas e sua competéncia é afetada (MARCHAL, et. al, 2000).

A fim de mimetizar a fase de diferenciagao ovocitaria que ocorre in vivo na técnica in
vitro, pesquisam buscam formas de reter os ovdcitos no estdgio de VG, para permitir que
ocorra a adequada maturagao citoplasmatica. Uma das alternativas é o uso de farmacos que
interferem nos niveis de AMPc intracelular (MARCHAL, et. al, 2000), dado que esse segundo
mensageiro, em alta concentragao intraovocitaria, exerce relevante fun¢gao na manutengao
da retengdo meidtica em estagio de vesicula germinativa (dipldteno da préfase I) (CHAUBE et.
al, 2010).

Essa concentragdo intraovocitaria acontece a partir da transferéncia continua de AMPc
das CC's para o ovécito pelas jungdes GAP (CHAUBE et. al, 2010). O controle dessa
concentracdo é acontece pela acdo das enzimas Adenil ciclase (AC) e fosfodiesterase (PDE),
que sintetiza e degrada o AMPc respectivamente (ANDERSEN et. al, 1998).

Os altos niveis de AMPc intraovocitario sao regulados, in vivo, pela atividade da
guanosina monofosfato ciclica (GMPc) e pela ativacdo de receptores de proteina G
estimulatdria. E possivel que ocorra essa mesma regula¢do in vitro a partir da inativagdo das

enzimas fosfodiesterases que degradam o AMPc (CHAUBE et. al, 2010).
2.4.1. Mecanismos da retomada da meiose

Os altos niveis de AMPc intraovocitario leva ao acionamento da proteina quinase A
(PKA), que atua na fosforilacdo das subunidades do pré-MPF (MPF inativado), mantendo-o
inativado e, consequentemente, mantendo a retencdo meidtica (CHAUBE et. al, 2010). Se
desfosforilado, o MPF promove a condensagao da cromatina, que leva a quebra da vesicula
germinativa e a reorganizacdo do citoplasma ovocitario, ocorrendo a retomada da divisdao
meidtica. Apenas com a queda na concentragdo intraovocitaria de AMPc que essa
desfosforilagdo ocorre (CHAUBE et. al, 2010; GUIMARAES, 2013).

Assim, a retomada da meiose ocorre ou pela estimulagdo por parte das
gonadotrofinas, em especial do hormdnio luteinizante, ou pela retirada do gameta do seu

ambiente folicular (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).
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2.5. Moduladores de AMPc e Pré-maturagao

A maturacdo in vitro (MIV) de ovdcitos corresponde a aspiracdo de complexos
cumulus-ovécitos (CCO’s) dos foliculos antrais e, depois, o seu cultivo em condi¢Ges ideais,
para que atinjam a metafase Il. Porém, de acordo com Gilchrist e Thompson (2007), poucos
desses ovdcitos apresentam potencial de desenvolvimento a termo.

Também segundo Gilchrist e Thompson (2007), dois pontos da MIV devem ser
ressaltados: (i) os CCO’s sdo aspirados de forma mecanica e perdem seu ambiente folicular,
ambiente o qual age na inibigao meidtica, consequentemente, retomam a divisao meidtica de
forma espontanea; e (ii) comumente os CCO's sdo retirados de foliculos antrais médios, que
nao puderam completar seu desenvolvimento, bem como seu respectivo ovécito, que
também ndo sofreu a devida capacitagao e que ndo apresenta todos os elementos necessarios
para sustentar o inicio da embriogénese.

Esses pontos explicam a dificuldade de desenvolvimento de embrides e fetos criados
em laboratério quando comparados aqueles gerados de ovécitos maturados in vivo, o que
demonstra a necessidade de mais estudos relacionados a melhoras na técnica de MIV
(GILCHRIST E THOMPSON, 2007).

Dessa forma, a indugdo da retengao meidtica surge como estratégia de melhoria da
competéncia dos ovécitos oriundos de aspiracdo, em que se disponibiliza um tempo para que
essas estruturas sofram as diferenciagdes citoplasmaticas necessarias para a aquisi¢ao de
competéncia. Ou seja, a retengao em VG permitira uma melhor sincronizagao entre a
maturagao nuclear e a maturagao citoplasmatica e, assim, uma adequada sintese de RNAm
mensageiro materno e sintese proteica especifica. Dado isso que a indugdao da retengao
meidtica in vitro do ovdcito em VG é uma plausivel estratégia de melhoria do processo de MIV
(LE BEAUX, RICHARD E SIRARD, 2003).

A retengao meidtica pode ocorrer a partir do uso de métodos fisioldgicos, como a
utilizacdo de fluido folicular, monocamadas de células da granulosa ou da teca e hemisseccdes
de foliculos (BILODEAU-GOESEELS, 2012), ou a partir do uso de moléculas que agem sobre o
pré-MPF ou que inibam a a¢do de fosfodiesterases (CAIXETA, 2016; GUIMARAES, 2013).

Dentre as moléculas que podem ser utilizadas para a modulagao de AMPc e, assim,
para a retengdao meidtica, pode-se mencionar o uso de Peptideo Natriurético do tipo C (NPPC),

3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) e de cilostamida.
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O NPPC é um agente natural sintetizado em especial pelas células da granulosa mural,
que estimula a liberacdo de GMPc, pela sua atividade nas células do cumulus, que
desencadeia, dessa forma, o blogueio da fosfodiesterase do tipo 3 (PD3) intraovocitario, e
assume um papel na retencdo meidtica (ALBERTINI et. al, 2014).

O IBMX age de forma transitéria a partir da inibicao, ndo especifica, da fosfodiesterase.
A cilostamida funciona inibindo de forma especifica a PDE3. De qualquer forma, ambas
moléculas impossibiliram a degradagao de AMPc e, consequentemente, a retomada da divisao
meidtica (ALBUZ et. al, 2010; ALVES et. al, 2019; GUIMARAES, 2013; FIRST E SIRARD, 1988).

Junto ao método da retengdo meidtica, hd o uso de cultura de pré-maturagdo (PM),
ou, também chamada de maturacdo em duas fases. Na primeira fase, PM, faz-se a
suplementag¢ao do meio com inibidores da meiose e proporciona um tempo adicional para
gue o ovdcito aspirado possa alcancar sua competéncia de desenvolvimento (ALBERTINI et.
al, 2014; GUIMARAES, 2013).

Dessa forma, a combinacdo dessas estratégias visa estimular o aumento dos niveis de
AMPc intraovocitarios, bem como nas CC’s, simulando o que acontece nos CCQO's in vivo

(CAIXETA, 2016; GUIMARAES, 2013).

3. METODO

3.1. Delineamento experimental

O presente estudo avaliou a acdo do NPPC e do IBMX, ambos moduladores de AMPc,
na retencdo meidtica de ovdrios bovinos. Dessa forma, objetivou permitir uma melhor
maturagao citoplasmatica e, assim, uma melhor maturagao ovocitaria, visando melhorar a
producao in vitro de embrides bovinos.

Para tanto, foram realizados dois experimentos. O experimento 1 avaliou a retengdo
meidtica: (i) em Oh (grupo controle), (ii) submetidos a MIV padrdo (grupo MIV), e a pré-
maturacdo suplementada com (iii) IBMX (grupo IBMX) e com (iv) NPPC (grupo NPPC) por 6
horas. Nesse primeiro momento também foi analisada a expansdo das células do cumulus e a
integridade das jungdes GAP. Apds a coleta de dados acerca da eficacia dos moduladores de
AMPc, procedeu-se ao experimento 2, que consistiu na avaliagao da taxa embrionaria dos

ovdcitos tratados, pelo mesmo periodo, com moduladores de AMPc submetidos a PIVE.
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3.1.1. Experimento 1. Efeito do tempo de PMIV e do inibidor na maturagdo nuclear de

ovdcitos bovinos

O objetivo desse primeiro experimento foi avaliar a retengao meidtica, a expansao das
células do cumulus e a integridade das jungdes GAP de ovdcitos submetidos a pré-maturagao

com IBMX e com NPPC.

3.1.1.1. Avaliagao da retengdo meidtica

Foram avaliados quatro grupos: grupo controle, grupo MIV, grupo IBMX e grupo NPPC.
Com excecdo do grupo controle, todos foram submetidos aos seus respectivos meios em gotas
cobertas com éleo mineral em placa de Petri, e cultivados em estufa (atmosfera 5% de CO2
com umidade saturada e temperatura de 38,8°C) por 6 e 22 horas. Posteriormente, os
respectivos ovécitos foram desnudados e fixados; e, apds 48h, avaliados quanto ao estagio da

meiose.
3.1.1.2. Avaliagao da expansdo das células do cumulus

Os grupos IBMX e NPPC foram avaliados quanto a expansao das células do cumulus,

em que foram fotografados em Oh, 6h e 28h (6h de pré-MIV mais 22h de MIV).
3.1.1.3. Avaliagdo da integridade das jungdes GAP

Para tanto, foram avaliados grupos de Oh e grupos MIV, IBMX e NPPC apds 6h

cultivados em estufa nas mesmas condi¢des das outras etapas.

3.1.2. Experimento 2. Efeito da PMIV com IBMX e NPPC na produgao in vitro de embrides

bovinos.

A fim de se avaliar a acdo dos moduladores de AMPc no resultado da producao in vitro
de embrides bovinos, os CCO’s aspirados e selecionados foram submetidos a trés tratamentos,
dos quais: i) Tratamento MIV (grupo controle): meio de maturagdo padrdo do laboratério de
reproducdo animal (LRA); ii) Tratamento IBMX (grupo IBMX): meio de pré-maturacdo
suplementado com 500uM de IBMYX; iii) Tratamento NPPC (grupo NPPC): meio de pré-
maturagao suplementado com 100uM de NPPC.

Todos os grupos seguiram o protocolo de PIVE DO LRA e foram avaliados quanto a taxa
de clivagem em D2, de blastocisto em D6 e D7 e de eclosdao em D8. Para avaliacao da producao

de embrides, somente a pré-maturagao por 6 horas foi utilizada.
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3.2. Recuperagdo e selegdo dos ovdcitos

Ovarios de vacas mesticas foram coletados em abatedouro e foram transportados até
o laboratorio a temperatura de 30 a 352C. Os CCO's foram aspirados de foliculos de 3-8 mm
de diametro com auxilio de bomba a vacuo, acoplada com escalpe de calibre 18 — G. O
conteudo folicular foi depositado em tubos de plastico e, apds dez minutos, o sedimento foi
colocado em placa de Petry contendo liquido folicular previamente centrifugado. Os CCO’s
foram selecionados conforme sua aparéncia, seu nimero de camadas de células do cumulus
(CC’s) e a homogeneidade do seu citoplasma, sendo que aqueles de grau 1 e de grau 2 foram
selecionados. Os CCO’s de grau 1 correspondem aqueles com varias camadas de CC’s, com
citoplasma homogéneo e com finas granulagdes. Ja os de grau 2 correspondem aqueles com,
no minimo, cinco camadas completas de CC’s, com citoplasma homogéneo, mas com

pigmentagdes irregulares em pequenas areas.
3.3. Pré-maturagao

ApOs a selegdao, os CCO’s foram transferidos para o meio de pré-maturagao e foram
cultivados por um periodo de 6 ou 24 horas, quando entao foram transferidos para o meio de

maturagao.

A pré-maturacao foi realizada em gotas de 150uL, cobertas com éleo mineral
siliconado (360 Medical Fluid 350 CST- DOW CORNING ®), em estufa com atmosfera a 5% de
CO2, umidade saturada e temperatura de 38,5°C. A base do meio de pré-maturacdo consistia
em: TCM-199 com sais de Earle’s suplementado com 0,075mg/mL de amicacina, 0,2% de
albumina sérica bovina livre de acidos graxos (BSA-FAF), 0,68mM de L-glutamina, 1uM de
piruvato de sédio, 0,1uM de cisteamina e 10 Ul/mL de FSH recombinante. O meio de pré-

maturagao foi suplementado com 500uM de IBMX ou com 100uM de NPPC.

3.4. Maturacgao in vitro

Imediatamente apds a pré-maturagao, os CCO’s foram transferidos para o meio de
maturagdo que consistia em: TCM-199 com sais de Earl’s suplementado com 0, 075 mg/ml de
amicacina, 10% de SFB, 1 ug/mL de L-glutamina e 0,1 Ul/ml de Hormoénio Foliculo Estimulante
— (FSH), em gotas de150 pl com até 30 estruturas, cobertas com déleo mineral siliconado (360
Medical Fluid 350 CST- DOW CORNING®) e, maturados por 22h em estufa com atmosfera a

5% de CO2, umidade saturada e temperatura de 38,8°C.
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3.5. Avaliag¢dao da Maturagao Nuclear

Para avaliacdo de maturacdo nuclear e de estagio de meiose, os ovdcitos foram
analisados em Oh e apds as 6h e 22h de pré-maturacao e de maturacdo, e, depois da retirada
das células do cumulus, foram submetidos a solucdo de fixacdo (etanol e acido acético na
proporg¢do de trés para um) por, no minimo, 48h.

Nos grupos de Oh e de 6h, as células do cumulus foram retiradas por constantes
pipetagens utilizando-se o préprio liquido folicular (Oh) ou o meio de pré-miv (6h). Para
realizar o mesmo processo com o grupo de 22h, utilizou-se a solugdo de hialuronidase antes
das sucessivas pipetagens.

Apos as 48h, foi realizada a avaliagdo com a coloragao lacmoide utilizando-se o
microscopio Nikon Eclipse E200 (microscdpio de contraste de fase).

O corante lacmoide foi preparado a partir da receita de 1 (um) grama de Lacmoide, 45
(quarenta e cinco) mililitros de acido acético e 55 (cinquenta e cinco) mililitros de agua
destilada, resultando, apds sua filtragem, em aproximadamente 100mL da solugdo do corante
lacmoide.

Com o uso de uma pipeta de vidro acoplada ao bulbo e com o auxilio de uma lupa, os
ovacitos fixados foram transferidos para uma lamina, com o minimo de liquido. Para serem
vedados e lavados, foi usado uma laminula com vaselina em duas extremidades opostas, a fim
de protegé-los e de formar um sistema “corrente” posteriormente.

A primeira etapa para o processo de coloragao foi a lavagem dos ovdcitos fixados com
a solugao lacmoide: primeiro posicionou-se um papel absorvente em uma das extremidades,
e, na outra, depositou a solucdo lacmoide, que formou o sistema “corrente” e todos os
ovocitos foram banhados pelo corante. Apds a agao do corante, os ovécitos foram lavados,
utilizando-se a mesma técnica, com a solucdo de fixacao.

As extremidades da lamina foram secadas com o papel absorvente e as extremidades
sem vaselina foram vedadas com esmalte. Por fim, as |laminas foram avaliadas no
microscopicos e os estagios da meiose foram avaliados.

Os estdgios da meiose foram classificados em vesicula germinativa (VG), vesicula
germinativa rompida (VGBD), outros estagios (metdfase |, anafase | ou teldfase |) e em

metafase Il (MIl).
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3.6. Avaliagdo da atividade das jungdes gap

Depois de 6h de pré-maturagdo e de maturagao, os ovocitos foram corados com
calceina-AM (1uM), para avaliagdo da integridade das jun¢bes GAP. Antes da coloragdo, as
estruturas foram lavadas em solugdo de polivinilpirrolidona (PVP), para a retirada do excesso
de meio pré-MIV e MIV.

Com o uso de placa de 6 pocos, pipeta de vidro acoplada ao bulbo e lupa, os ovécitos
foram transferidos para uma gota de 100uL de calceina-AM (1pL de calceina-AM em 99pL de
PVP) coberta com éleo mineral, onde permaneceram por 15 minutos. Apds esse periodo,
foram transferidos para uma gota de 100uL de PVP, também coberta por éleo mineral, onde
permaneceram por 25 minutos. Depois, por sucessivas pipetagens, as estruturas foram
desnudadas e lavadas em trés gotas de banho de PVP. Por fim, foram transferidas para as
laminas e vedadas com laminula e vaselina, para avaliagdo no microscépio Axiophoto e no

programa Axiovision.
3.7. Avaliagdo da expansdo das células do cumulus

Durante o processo de pré-maturacdo e de maturacgao, dos grupos IBMX e NPPC, para
a produgdo in vitro de embrides bovinos, foram tiradas fotos dos CCO’s em 0h, 6h (pré-
maturacdo) e 22h (maturacdo) com a Nikon (Nikon Digital Sight DS-L3), e suas expansdes
foram mensuradas no programa Imagel.

Para a determinagao da média da expansdo das células do cumulus, foi realizada a
diferenca entre as médias da mencionada expansdo antes e depois da pré-maturacdo, bem

como antes e depois da MIV.
3.8. Selegdo espermatica e fecundagao in vitro

Antes de se iniciar o processo de selecdo espermatica, o meio FEC final foi preparado,
o qual é composto por meio FEC, heparina e PHE (penicilanima, hipotaurina e epinefrina), e o
foi estabilizado em estufa.

Para selecdo espermatica foi utilizado o gradiente de Percoll de 45% e de 90% e o meio
de capacitagdo (CAP), ambos preparados e mantidos em estufa a 38,80C, 5% de CO2 até o
momento do uso.

Quanto ao preparo do sémen, primeiro descongelou-se a palheta de sémen no

descongelador de sémen e de embrides trivolt — WTA®, a 36°C por 30 a 60 segundos.
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Uma vez descongelado, depositou-se uma gota do sémen na lamina e, com um
microscopio, avaliou-se motilidade e vigor (0-100 e 0-5). Nos casos em que os resultados
foram de no minimo, respectivamente, 30 e 2, prosseguiu-se com o protocolo. Nos casos em
gue os resultados foram menores, descongelou-se outra palheta de sémen e repetiu-se a
avaliagdo.

Posteriormente, depositou-se lentamente o sémen descongelado sobre a coluna de
Percoll e o centrifugou a 9.000 rpm por 5 minutos. Findada a centrifugacdo, o pellet formado
foi retirado com cuidado e ressuspendido em 1mL de CAP e novamente centrifugado nas
mesmas condicdes.

Retirou-se o sobrenadante e, a depender do tamanho do pellete formado, adicionou-
se aproximadamente 100uL de FEC final (para mais ou para menos).

Para contagem da concentracdo espermatica na camara de Newbauer, e assim para o
calculo da dose inseminante, utilizou-se um micro tubo Eppendorff® para diluicdo de 5uL do
sémen ressuspendido em meio FEC final em 95puL de agua.

Também apds o processo de preparagao do sémen, avaliou-se novamente a motilidade
e o vigor do sémen. Para alcangar 100% de motilidade a partir dessa ultima avaliagao,
acrescentou-se a diferenga ao volume da dose inseminante.

Assim, a dose inseminante foi dada como o volume da gota de fecundagao sobre a
concentragdo espermatica mais a soma da porcentagem faltante para 100% de motilidade.

Os ovdcitos foram transferidos para suas respectivas gotas de meio de fecundacao,
cobertas com 6leo mineral, e, com a dose inseminante calculada, realizou-se a fecundacao
dessas gotas. Depois foram co-cultivados (ovdcitos e espermatozoides) em estufa (atmosfera
5% de CO, com umidade saturada e temperatura de 38,8°C) por 18 a 20 horas.

O dia da inseminagao das gotas foi considerado como DO.
3.9. Cultivo embrionario e avaliagdao dos embrides

Ap0ds as 18-20 horas, os provaveis zigotos foram levemente pipetados, a fim de se
remover eventuais espermatozoides ali presentes, e transferidos para o meio de “synthetic
oviductal fluid” (SOF), meio este de cultivo composto por fluido sintético de oviduto, soro fetal
bovino (5%), myo-inositol (2,77mM), sodium tri citrato (0,34mM) e aminodacidos nao
essenciais e essenciais. Todas as estruturas permaneceram sob as mesmas condi¢des de

ambiente das outras etapas.
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Ap0ds 48 horas do momento da FIV (D2), avaliou-se a clivagem e, no D6, D7 e D8 (pds

FIV), avaliou-se o desenvolvimento e a taxa de blastocistos.
3.10. Andlise estatistica

Os dados de cada grupo referentes a retengdao meidtica, a expansao das células do
cumulus e a produgao embrionaria foram analisado pelo teste de Chi-quadrado, com 5% de

significancia (p = 0,05).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como se observa na tabela 1, foi realizada a avaliagdo, a partir da coloragao com
lacmoide, da retencdo da maturacdo nuclear dos ovdcitos submetidos a moduladores de
AMPc. Os grupos foram submetidos a trés tratamentos, nos quais permaneceram, para tal
avaliacdo, por 6 e 22 horas: MIV (controle); pré-maturacdao com IBMX (IBMX) e pré-maturacao
com NPPC (NPPC).

Na maturagao in vitro, o completo rompimento da vesicula germinativa ocorre
aproximadamente apos 6 horas e o estagio de metafase Il é alcangado, em média, apds 19 a
21 horas (BORGES et. al, 2022; DONAHUE, 1968; HUANG et. al, 2021).

Todos os ovécitos avaliados a 0 hora encontraram-se em estdgio de vesicula
germinativa (VG), e, as 6 horas, o maior indice de retencdo (P < 0,05) foi observada no grupo
NPPC, que apresentou 96,9% dos ovdcitos em VG. Esse resultado foi compativel com os
estudos de Caixeta (2016) e de Paramio, Soto-Heras e Thompson (2019), que observaram, em

média, 80% dos ovdcitos retidos em VG nos grupos tratados com NPPC por 6 horas na PMIV.
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As 22 horas, 0s grupos submetidos a reten¢io por IBMX e por NPPC apresentaram taxa
de maturacdo nuclear menor (P < 0,05) do que o grupo controle, sendo de 67,2%, 65,6% e
83,8%, respectivamente. Tal dado foi compativel ao dado observado por Guimaraes (2013) ao
avaliar maturacdo nuclear de ovécitos bovinos cultivados em PMIV com cilostamida, diferente

de Caixeta (2016), que nao observou diferenca entre o grupo PMIV e o grupo controle.

Tabela 1. Avaliagdo dos estagios da meiose em ovdcitos bovinos pré-maturados (PM) ou ndo
(MIV) submetidos a 100uM de NPPC e a 500puM de IBMX por 6 e 22 horas.

VGBD e outros

Tratamentos Numero ovdcitos VG (%) estagios (%) Ml (%)

Oh 60 60 (100)° 0(0)° 0(0)°

6h MIV 67 54 (80,60)" 13 (19,40)° 0(0)°

6h IBMX 64 57 (89,06)™ 7 (10,94)" 0(0)°

6h NPPC 64 62 (96,88) 2(3,13)* 0 (0)°
22h MIV 62 0 (0)° 10 (16,13)" 52 (83,87)"
22h IBMX 64 0 (0)° 21(32,81)° 43 (67,19)°
22h NPPC 61 0 (0)* 21 (34,43)° 40 (65,57)°

a, b, ¢, d, e Diferentes letras na mesma coluna indicam diferengas significativas (P < 0,05).
Dados analisados pelo teste chi-quadrado. VG = vesicula germinativa, VGBD = vesicula
germinativa rompida, outros estdgios = metafase |, anafase | ou teléfase I, Mll = metafase Il.

Posteriormente, os grupos foram avaliados no que tange a produgdo in vitro
embrionaria (Tabela 2), submetidos a fecundacdo e ao cultivo in vitro, em que os parametros
de avaliacdo foram a taxa de clivagem em D2, de blastocisto em D6 e D7 e de eclosdo em D8.

Para avaliacdo da producdo de embrides, somente a pré-maturagao por 6 horas foi
utilizada. Nao foi observada diferenga (P > 0,05) entre os grupos para nenhum dos parametros
embrionarios, observacdo compativel aos estudos realizados por Caixeta (2016), Paramio,
Soto-Heras e Thompson (2019) e Huang et. al (2014).

Em ambas as avaliagdes, o grupo controle foi o MIV, meio de maturagao in vitro,

Tabela 2. Produgdo embrionaria de ovdcitos bovinos pré-maturados (PM) submetidos a 100uM de
NPPC e a 500uM de IBMX por 6 horas.

Grupo Numero  Clivagem D2 Blastocistos D6 Blastocistos D7 Blastocistos D8

ovocitos (%) (%) (%) (%)
Controle 144 109 (75,7) 18 (12,5) 45 (31,3) 44 (30,6)
IBMX 134 102 (76,1) 15 (11,2) 37 (27,6) 42 (31,3)
NPPC 140 111 (79,3) 22 (15,7) 44 (31,4) 51 (36,4)

Dados analisados pelo teste chi-quadrado (P < 0,05).
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uma vez que é o tratamento padrdo de rotina utilizado no Laboratdério de Reprodugao Animal
da Embrapa Cenargen (LRA), em que uma manipulagdo tem, em média, a porcentagem de

producao de embrides de 35%.

Para avaliacdo da expansdo das células do cumulus (Tabela 3), os grupos IBMX e NPPC
foram avaliados em Oh, antes de serem submetidos aos modulares de AMPc, em 6h de pré-
maturacao em seus respectivos tratamentos e, por fim, em 22h no meio de maturacao padrao

do LRA.

Tabela 3. Mensurac¢do da area das CCOs em Oh (sem tratamento), em 6h de
pré-maturacdao com IBMX e NPPC e em 22h de maturagao in vitro.

Ndmero Média da drea Média da area Média da area

Grupo L.
ovocitos CCOs em Oh CCOs em 6h  CCOs em 22h
IBMX 188 0,157 0,143 0,411
NPPC 187 0,150 0,140 0,314

Dados analisados pelo teste chi-quadrado (P <0,05).

N3o houve alteracao antes e apds a pré-maturacao, o que ja era esperado, uma vez
que o uso dos moduladores de AMPc visa inibir a retomada da divisao meidtica e permitir uma
melhor sincronizagdo entre a maturacdo citoplamastica e a nuclear (LE BEAUX, RICHARD E
SIRARD, 2003).

Quanto a avaliacdo antes e depois da MIV, ndo foi observada diferenca significativa (P
> 0,05) na média da expansdo das células do cumulus entre os grupos pré-maturados. Apesar
de ser possivel replicar in vitro o processo de expansdo das CC's, a avaliagdo por si sé da
expansdo nao é suficiente para definir o status da maturagao ovocitaria e sua competéncia
(CAIXETA E DODE, 2010). Nao foi utilizado o grupo MIV padrdo para controle.

Por fim, a comunicacdo, via JG, entre o ovdcito e as células do cumulus influencia
diretamente o processo de retomada da meiose. Era previsto nesse estudo avaliar a
integridade das jungdes GAP, em associagao com a expansdo das células do cumulus, dos
grupos tratados com IBMX e com NPPC, o que nao foi possivel, uma vez que os dados obtidos
em relacdo a avaliacdo dessas juncdes pela coloracdo com calceina-AM nao foram suficientes
para publicacdo. Além do atraso da entrega do reagente, ocorreram problemas operacionais
com o microscépio Axiophoto que impossibilitaram a realizagdo adequada dessa etapa do

experimento.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Concluiu-se que o uso de NPPC por 6 horas durante a pré-maturagao in vitro é capaz
de inibir a retomada da meiose, o que nao foi observado no uso do IBMX. Apesar de o NPPC
ter capacidade de retengdao meiédtica, o uso desse modulador e do IBMX na pré-maturagdo
nao afeta a produgao in vitro de embrides bovinos. Dessa forma, observa-se que o uso de
moduladores de AMPc é uma técnica que necessita de mais estudos para a andlise da sua

funcionalidade e viabilidade na PIVE.
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