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RESUMO

A estimulacdo ovariana com horménio foliculo estimulante (FSH) exdgeno tem sido
utilizada para aumentar o numero de odcitos vidveis para a colheita de oocitos por
laparoscopia (COL) em cabras. O objetivo desse estudo foi determinar o efeito de dois
protocolos de estimulagdo ovariana sobre a expressdo do receptor de EGF (EGFR) em
complexos cumulus-o6cito (CCOs), recuperados por COL em caprinos. Apds andlise por
gRT-PCR em tempo real, o perfil de expressdo de CCOs classificados morfologicamente foi
comparado antes e apds a maturacdo in vitro (MIV), nos distintos protocolos de FSH. A
utilizacdo do protocolo com maior nimero de inje¢es de FSH a um curto intervalo de tempo
resultou em CCOs GI/GIl com um maior nivel de expressdo de EGFR nas células do
cumulus, mas ndo no odcito, que foi correlacionado com a maior competéncia meidtica apos
a MIV. Com base no perfil de maturacédo e padrdo de expressdo do EGFR observado entre 0s
grupos, a selecdo morfologica dos CCOs antes da MIV ndo foi um bom pardmetro para
prever a competéncia meidtica do odcito. Portanto, 0 EGFR pode ser um bom candidato a
marcador por mostrar indiretamente a qualidade oocitaria em caprinos. O processo de MIV
de CCOs caprinos aumentou a expressdo de EGFR em odcitos e células do cumulus, o que
pareceu estar associado com a retomada da meiose. Em resumo, a expressdo diferencial de
EGFR em células do cumulus de caprinos foi associada com o processo de pre-maturagdo in
vivo, e por sua vez, 0 aumento da regulacdo no CCO foi associado com a maturacdo. A
relacdo de causa e efeito entre o0s niveis de expressdo aumentados, particularmente no odcito,

e a competéncia do mesmo necessitam ainda ser investigados.

Palavras-chave: Receptor de EGF. gRT-PCR em tempo real. Caprino. O6cito. Células do

cumulus.



ABSTRACT

Ovarian stimulation with exogenous Follicle Stimulating Hormone (FSH) has been used to
increase the number of viable oocytes for laparoscopic oocyte recovery (LOR) in goats. The
aim of this study was to evaluate the effect of two FSH protocols for ovarian stimulation in
goats on the expression pattern of EGF receptor (EGFR) in cumulus-oocyte complexes
(COCs) recovered by LOR. After real-time qRT-PCR analysis, expression profiles of
morphologically graded COCs were compared prior to and after in vitro maturation (IVM) in
the different FSH protocols. The use of a protocol with higher number of FSH injections at a
shorter interval resulted in GI/GII COCs with a higher level of EGFR expression in cumulus
cells, but not in the oocyte, which was correlated with an elevated meiotic competence
following IVM. Based on the maturation profile and EGFR expression patterns observed
between groups, the morphological selection of COCs prior to IVM was not a good predictor
of oocyte meiotic competence. Therefore, EGFR may be a good candidate marker for
indirect prediction of goat oocyte quality. The IVM process of goat COCs increased the
EGFR expression in oocytes and cumulus cells, which seemed to be strongly associated with
the resumption of meiosis. In summary, differential EGFR expression in goat cumulus cells
was associated with the in vivo prematuration process, the up regulation in the entire COC
was associated with VM. Cause-and-effect relationships between such increased expression
levels, particularly in the oocyte, and oocyte competence itself still need to be further

investigated.

Keywords: EGF receptor. Real-time gRT-PCR. Goat. Oocyte. Cumulus cells.
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1 INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIV) em pequenos ruminantes é uma ferramenta para
a obtencdo de embrides a um baixo custo para pesquisas visando compreender 0S processos
fisiolégicos bem como para aplicacdes em biotecnologias emergentes como a transferéncia
nuclear e a transgénese (BALDASSARE et al., 2002). Além disso, a aplicacdo da PIV e da
transferéncia de embriGes inter-espécie tém sido propostas como uma estratégia para salvar
espécies ameacadas de extincdo (PTAK et al., 2002).

A técnica de PIV envolve as etapas de colheita de oocitos, maturacéo in vitro (MIV),
fecundacédo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV). Tais etapas ainda ndo se encontram
totalmente elucidadas em caprinos. Investigacbes sdo necessarias para se conhecer mais
profundamente quais os melhores meios e as condi¢cOes ideais para o sucesso das diferentes
etapas, a fim de se obter resultados satisfatorios com a referida técnica. Assim, diversos
fatores podem influenciar de forma direta ou indireta durante esse processo e interferir no
sucesso desta biotecnologia tornando-a pouco eficiente.

Desde o nascimento de cabritos a partir de embrides produzidos in vitro, avancos
foram obtidos no que concerne a maturacdo final dos gametas (MERMILLOD et al., 1999),
pesquisas sobre as condigdes de cultivo adequadas para a maturacdo do odcito (COGNIE et
al., 2003) e o desenvolvimento embrionario (THOMPSON, 2000) mostraram saldo positivo
na PIV de embries em caprinos.

Para obter melhorias na producdo de embrifes in vitro, torna-se necessario
compreender uma das etapas mais importantes do processo, a qual é denominada maturacdo
do odcito. Assim, elucidar os mecanismos que regem e influenciam esse processo é um
desafio para a reproducdo animal.

A maturacdo oocitaria € um longo processo durante o qual o o6cito adquire a
habilidade para a fecundagdo e suportar os estagios de desenvolvimento culminando com a
ativagdo do genoma embrionério. Diferentes fatores podem influenciar o sucesso da
maturacao, dentre eles destacam-se o processo de estimulacdo ovariana, a qualidade dos
o0citos bem como a composicao do meio utilizado nessa etapa. Assim, estudar os métodos de
estimulacdo ovariana e verificar a influéncia destes sobre a competéncia oocitaria a
maturacao in vitro bem como as alteracbes moleculares envolvidas nesse processo funciona
como uma ferramenta para desvendar como esse processo ocorre.

Os caprinos da raca Canindé estdo dentre as principais racas naturalizadas do
Nordeste do Brasil. Acredita-se sua origem tenha sido no vale do Canindé, no Estado do
Piaui e que em sua formacdo tenha a participacdo da raca Grisone Negra da Suica
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(MARIANTE et al., 2003). A raca Canindé destaca-se dentre outras racas pela sua superior
producdo leiteira, chegando a produzir aproximadamente 1,5 litros de leite por dia
(SANTANA et al., 2000). Em virtude do cruzamento com ragas exoticas visando a obtengédo
de animais com maior potencial leiteiro, houve uma reducdo do numero de animais dessa
raca. Nesse sentido, a utilizacdo de tecnologias e programas visando a recuperacdo dos
recursos genéticos naturais bem como o correto manejo do germoplasma a ser conservado é
considerada como uma medida necessaria para evitar possiveis perdas genéticas ou mesmo
extincdo de racas (EGITO et al., 2002). Desta forma, a utilizacdo de odcitos obtidos de
cabras Canindé ap6s estimulacdo ovariana pode funcionar como uma ferramenta para
desvendar os processos fisiologicos nesses animais tdo pouco estudados quanto aos aspectos
reprodutivos.

No que se refere aos estudos de biologia molecular, diversos trabalhos tem utilizado a
avaliacdo de expressao génica correlacionando com os processos fisioldgicos e patologicos
visando compreender como estes ocorrem. Nesse sentido, é conhecido que o fator de
crescimento epidermal (EGF) pode estar envolvido na regulacdo do crescimento folicular e
na maturacao de odcitos caprinos (GALL et al., 2004). Estudos anteriores mostraram que 0
estudo do receptor de EGF (EGFR) permitiu correlacionar como o EGF influencia no
desenvolvimento final do odcito (GALL et al., 2004; PROCHAZKA et al., 2003).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. PRODUCAO IN VITRO (PIV) DE EMBRIOES CAPRINOS

A PIV de embrides é uma biotécnica bastante utilizada atualmente em aplicagdes
comerciais na propagacdo de animais de alto valor genético bem como para a realizacdo de
estudos em biotecnologias emergentes como a transferéncia nuclear (SCHURMANN et al.,
2006) e a transgénese (FREITAS et al., 2007).

Essa biotecnologia envolve as etapas de colheita de odcitos, maturacdo, fecundacédo e
cultivo in vitro. Contudo, para a realizacdo destas faz-se necessario compreender e domina-
las a fim de se obter resultados satisfatérios. Diversos fatores podem influenciar no sucesso
da PIV, tais como a fonte e a qualidade do o6cito, 0 momento da realizacdo da FIV bem
como as condicdes de cultivo utilizadas (COGNIE et al., 2003). Estas variaveis apresentam

um papel importante para a obtencdo de embrides com qualidade e viabilidade desejéveis.

2.1.1 FONTE DE OOCITOS

A colheita de odcitos de boa qualidade é o primeiro passo para o sucesso da PIV. Em
mamiferos, o gameta feminino encontra-se no foliculo ovariano, a unidade basica funcional e
estrutural do ovario, podendo a colheita oocitaria ser realizada por diferentes métodos.

Em pequenos ruminantes, os métodos mais utilizados séo: aspiracdo de foliculos a
partir de ovarios colhidos post mortem ou por ovariectomia (BORMANN et al., 2003) ou
aspiracdo de foliculos apds exposicdo de ovarios por laparotomia ou por laparoscopia
(BALDASSARRE et al., 2002; GIBBONS et al., 2007).

Ovérios de abatedouro sdo uma fonte barata e abundante de odcitos que permite a
aspiracdo e obtencdo de um ndmero consideravel de foliculos por animal (KATSKA-
KSIAZKIEWICZ et al., 2007). O procedimento de aspiracdo é simples e rapido, e embora o
numero de odcitos obtidos apds aspiracdo in vivo seja reduzido, este método passou a ser 0
de eleicdo para a obtencdo de odcitos de fémeas apds o abate.

O método de colheita oocitaria por laparoscopia (COL) permite recuperar um maior
numero de estruturas para a PIV de embrides a partir de doadoras estimuladas com um
tratamento gonadotréfico para desenvolvimento folicular (BALDASSARRE et al., 2007).
Desta maneira, em programas de P1V, faz-se necessario desenvolver protocolos eficientes de
estimulacdo ovariana que possibilitem obter um maior nimero de odcitos vidveis para a

maturagdo in vitro.
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A COL é considerada uma ferramenta menos invasiva que permite utilizar uma fémea
como doadora por um periodo mais prolongado. A colheita laparoscopica permite utilizar
fémeas com estado sanitario controlado, o que torna vidvel sua utilizacdo na PIV de
embrides. A utilizacdo de técnicas e equipamentos apropriados para a aspiracao folicular
pode minimizar traumas no trato reprodutivo das fémeas evitando a formacdo de aderéncias
(BALDASSARE et al., 2003b).

Na tentativa de otimizar a COL, as fémeas tém o ciclo estral sincronizado através de
esponjas vaginais, impregnadas com progestdgeno, além de receberem uma injecdo
luteolitica e o tratamento subseqiiente de estimulacdo ovariana (BALDASSARRE et al.,
2004; BALDASSARRE, 2007; KOEMAN et al., 2003).

Estudos anteriores verificaram que as gonadotrofinas sdo criticamente importantes para
o crescimento folicular, sendo o horménio foliculo-estimulante (FSH) considerado um
horménio chave nesse processo. A estimulacdo ovariana com FSH resultou no crescimento e
diferenciacdo de foliculos a partir de 2,5 mm de didmetro (EVANS, 2003). Desta forma,
investigacOes sdo necessarias para relacionar 0os mecanismos pelos quais os hormonios
controlam o desenvolvimento nos estadios finais de desenvolvimento oocitério in vivo. Tais
estudos podem fornecer informagbes importantes que podem levar a melhorias nos
tratamentos hormonais e assim obtencdo de odcitos de melhor competéncia e
consequentemente melhorar a maturacdo in vitro de o6citos caprinos.

O FSH é geralmente administrado em doses fracionadas, duas vezes ao dia, durante 0s
altimos trés ou quatro dias do tratamento progestageno de 9 a 11 dias. Isto é necessario em
virtude da meia-vida curta desta gonadotrofina. Alguns protocolos de superestimulagédo
ovariana combinam FSH e gonadotrofina corinica eqiiina (eCG), administradas num mesmo
momento, produzindo desenvolvimento folicular e quantidade de odcitos colhidos similar
aqueles obtidos em resposta a maultiplas injecdes de FSH isoladamente (KATSKA-
KSIAZKIEWICZ et al., 2004). A alta dose de FSH é capaz de recrutar, mas ndo de sustentar
0 desenvolvimento de um grupo de foliculos FSH-responsivos (BALDASSARRE et al.,
2003b). Assim a associacdo de FHS e eCG parece afetar positivamente a estimulacdo
ovariana, uma vez que o eCG apresenta uma meia-vida longa (HAFEZ, & HAFEZ, 2004) e
possibilita a continuacgdo do crescimento folicular iniciado pelo FSH. A superestimulagdo em
dose Unica é preferivel ao tratamento de doses mdaltiplas pela praticidade e promove um
resultado final semelhante.

Estudos realizados por Baldassare et al., (2003b), verificaram que a estimulacdo
ovariana com FSH em cabras submetidas a diferentes sessdes de COL resultou na

disponibilidade de 15,7 + 9 foliculos por doadora e uma recuperacdo média de 13,4 + 8
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odcitos por animal. Em cabras tratadas com 180 mg de pFSH a intervalos de 12 horas foram
obtidos 24,5 + 8,6 odcitos disponiveis por doadora (KATSKA-KSIAZKIEWICZ et al.,
2004). Segundo Baldassarre et al., (2002), a estimulacdo ovariana associando eCG e FSH 36
horas antes da COL mostrou resultados semelhantes aos obtidos pela aplicacdo de FSH em
multiplas doses. Os resultados obtidos por Baldassarre et al., (2003b) mostraram que a COL
permite a melhor utilizacdo das fémeas doadoras de odcitos a partir da realizacdo de vérias
sessdes em um mesmo animal, mantendo um ndmero de foliculos e odcitos semelhante ao

passar sessdes de colheita.

2.1.2. MATURACAO IN VITRO

A MIV ¢ considerada uma das etapas mais importantes da producdo in vitro de
embrides. Durante essa fase, diversas alteracdes sdo observadas no oocito. Essa etapa
consiste em proporcionar, sob condi¢des artificiais, o desenvolvimento dos odcitos para a
fecundacdo e o subseqliente desenvolvimento embrionario. Contudo, mesmo apresentando
elevada heterogeneidade, os od6citos imaturos destinados a PIV sofrem influéncia das
condicbes de cultivo durante a MIV (COGNIE & POULIN, 2006). Assim, torna-se
necessario realizar a MIV em condi¢cbes favoraveis ao odécito uma vez que 0
desenvolvimento embrionario € influenciado por eventos que ocorrem durante o processo de
maturacao oocitaria.

A MIV é um conjunto de alteracdes sofridas pelo odcito que o torna apto a fecundacao.
Dois eventos definem o sucesso do processo, a maturagdo nuclear e citoplasmatica (TIBARY
et al., 2005). Somente uma pequena proporcao de odcitos maturados in vitro pode completar
a maturacdo citoplasmatica, conferindo a habilidade para suportar o desenvolvimento
embrionario inicial (CROZET et al., 1995). Nesse sentido, a qualidade oocitaria é
considerada o fator chave que influencia a PIV de embrides (KATSKA-KSIAZKIEWICZ et
al., 2007).

A competéncia ao desenvolvimento durante a MIV é determinada por fatores como
protocolos de estimulagdo ovariana, o foliculo de origem e das condi¢bes de maturagdo
utilizadas nesse processo.

No que se refere aos meios utilizados para a MIV, muitos protocolos ja foram
desenvolvidos com elevadas taxas de maturacio ao final do processo (COGNIE & POULIN,
2006; KATSKA-KSIAZKIEWICZ et al., 2007).

Os protocolos de MIV desenvolvidos utilizam soro no meio de maturagéo, pois este é

considerado uma fonte de hormdnios e fatores de crescimento. A proporc¢do desses fatores na
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composic¢ao no soro € desconhecida, o que dificulta a mimetizagdo completa do processo de
MIV (TAJIK & ESFANDABADI, 2003).

Rodriguez-Dorta et al. (2007) utilizaram para a espécie caprina 0 meio TCM 199
suplementado com 10 ng/mL de EGF, acrescido de 100 uM de cisteamina, obtendo sucesso
na PIV de embrides desta espécie. Além da composicdo do meio de maturacdo utilizado
fatores tais como, temperatura, atmosfera gasosa e periodo de incubagdo apresentam
importancia fundamental nos resultados finais do processo (COGNIE & POULIN, 2006).
Contudo, ha muito ainda a se elucidar sobre as condicdes ideais para a realizacdo da MIV na
espécie caprina, necessitando-se verificar o sistema de cultivo mais adequado para suportar a
maturagdo oocitéria.

O processo de maturagdo oocitaria envolve além da maturagcdo nuclear, a maturagao
citoplasmatica e molecular, nas quais ocorre rearranjo nas organelas (FAIR et al., 1995) e
sintese de RNA mensageiro (WU et al., 1996) pontos considerados igualmente importantes

para a posterior fecundacao e o subsequente desenvolvimento embrionario.

2.1.2.1. MATURACAO CITOPLASMATICA

A maturacdo citoplasmatica é um processo pelo qual diversas mudancgas ultra-
estruturais ocorrem em termos de morfologia e redistribuicdo de organelas no citoplasma do
oocito (FERREIRA et al., 2009). A primeira evidéncia da competéncia a maturacao
citoplasmatica encontra-se nas alteracGes ultra-estruturais, onde se observa o fim da fase de
preparacdo (sintese de RNA e proteinas), por modificagdes nos processos de transcri¢do e
traducdo (FAIR et al., 1995). Tais modificagdes ocorrem inicialmente durante a oogénese e
encontram-se altamente correlacionadas a competéncia oocitaria (HYTELL et al., 1997). O
processo de maturacdo citoplasmatica inclui ainda o acimulo de moléculas especificas
importantes que preparam 0 odécito para fecundacdo e subseqiiente desenvolvimento
embrionario (HUMBLOT et al., 2005).

Durante essa fase de desenvolvimento, o o6cito aumenta de tamanho, acompanhado do
acumulo de RNAm, proteinas, substratos e nutrientes, 0s quais sdo pré-requisitos para o
odcito tornar-se competente (SIRARD et al., 2006). Dentre as outras mudancas, durante a
fase de maturacdo citoplasmatica, observa-se a redistribuicdo das organelas celulares
(FERREIRA et al., 2009).

Segundo Hytell et al. (1997), inicialmente as mitocondrias ocupam regifes mais
periféricas do citoplasma e a medida que a maturag@o acontece e alcanca a metafase II, estas

organelas ocupam a posicéo central do oocito. Dentre as alteracGes dos granulos corticais,
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estes, anteriormente dispersos no citoplasma passam a ocupar a periferia do od6cito
(FERREIRA et al., 2009), sendo esta a mudanga mais aparente da maturagdo citoplasmatica
(HYTELL et al., 1997). Apos o pico de LH ocorre o rompimento da vesicula germinativa, o
odcito se desenvolve até MII e apresenta os granulos corticais alinhados com a membrana
plasmatica, as gotas de lipidios e as mitocondrias adquirem uma posi¢cdo mais central do
oocito deixando uma zona periférica sem organelas. O espago perivitelinico se desenvolve
para evitar a poliespermia e o complexo de Golgi praticamente desaparece (HYTELL et al.,
1997) (Figura 1).

Vesicula Vesicula Germinativa
Germinativa Metafase | .
b GVBD
Mitocondria

Granulos corticais

Ribossomos

Fuso meiotico em Metafase

Fuso meidtico em Teldfase

Complexo de Golgi

Reticulo Endoplasmatico

Teléfase | Metéfase I Zigoto % | Pro-nicleos

Figura 1 - Desenho esquematico da distribuicdo das organelas citoplasmaticas durante a
maturacdo e formagdo do zigoto. (GVBD) vesicula germinativa rompida. Adaptado de
Ferreira et al., 2009.

Além das organelas citoplasmaticas, os microfilamentos do citoesqueleto apresentam-
se dindmicos e as mudangas ocorrem de acordo com a necessidade da célula (FERREIRA et
al., 2009). As alteracdes na conformacéo desses filamentos s@o responsaveis pela segregacéao
dos cromossomos durante a mitose e meiose, pela divisdo celular durante a citocinese e pelo
trafego de moléculas e organelas no interior da célula. Durante a fase de transicdo de vesicula
germinativa a anafase I, os filamentos de actina encontram-se abundantes e distribuidos na
regido cortical do odcito, Durante a metafase 1 os microtibulos se associam as tubulinas

formando o fuso meidtico e a placa metafasica é formada. O o6cito em metéfase Il mostra
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uma abundancia em filamentos de actina que se encontram na regido cortical do odcito
(FERREIRA et al., 2009) (Figura 2).

A @ Vesicula Germinativa

Vesicula {0t
Germinativa Metéfase | .- | GVBD

Complexo de Golgi

Mitocondria
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Filamentos de Actina

A~
&b
—
~
~
’ Fuso meidtico em Metafase
o

Fuso meiético em Tel6fase

b Centriolo ou Centrossomo

Tel6fase | Metéfase II # | Cromossomos

Figura 2 - Dinamica dos filamentos no citoesqueleto durante a maturacdo citoplasmatica e

nuclear. (A) Detalhe do fuso meidtico em metéfase | e centriolos/estrutura do centrossomo.
(B) Detalhe do fuso meidtico em tel6fase | mostrando os microtibulos. (GVBD) vesicula

germinativa rompida. Adaptado de Ferreira et al., 20009.

Outro pardmetro morfoldgico que avalia a maturagdo citoplasmatica é a expansdo das
células do cumulus (KRUIP et al., 1983). A analise microscopica de odcitos maturados in
vitro mostrou que as células do cumulus de expandem, o citoplasma é morfologicamente
normal e uma grande de complexo de Golgi é observada (DIEZ et al., 2005). Assim, a
auséncia ou reduzido nimero de células do cumulus mostrou um efeito negativo sobre a
producdo de embrides (BLONDIN & SIRARD, 1995) e estas células contribuem de forma
efetiva na aquisicdo da competéncia do odcito. Por outro lado, Zhang et al., (1995)
verificaram que odcitos desnudos sdo capazes de alcancar M, no entanto sdo incompetentes

para a fecundacéo e desenvolvimento embrionario normais.

2.1.2.2. MATURACAO NUCLEAR

Durante desenvolvimento folicular o odcito deve ser capaz de adquirir a competéncia
meiotica de forma progressiva. Assim, na enquanto a oogénese ocorre a ovogonia passa por

uma fase de crescimento e entdo ocorre a parada do desenvolvimento em préfase | da meiose.
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A retomada do desenvolvimento do odcito ocorre durante a foliculogénese onde inicialmente
ocorre o rompimento da vesicula germinativa (GVBD), seguido pela progressdo do odcito até
metafase | e finalmente alcancando a metéfase 1l onde se observa a extrusdo do primeiro
corpusculo polar (FARIN et al., 2007), onde ocorre a segunda parada da meiose. A retomada
da meiose ocorrera apenas apos a fecundacdo onde este finalizard a meiose Il, ocorrendo

assim a extrusdo do segundo corpusculo polar (Figura 3).
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Figura 3 — Desenvolvimento oocitario durante a oogénese.

A influéncia da qualidade do odcito no desenvolvimento potencial do embrido tem sido
reconhecida em diversas espécies. Assim, conceitos como competéncia oocitaria, maturagao
do odcito, diferenciacdo folicular tem sido vistos como fatores que atuam conjuntamente na
qualidade do embrido (SIRARD et al., 2006).

A competéncia meiotica é conhecida como uma cascata de eventos que € induzida pelo
pico do LH e pela remocdo do odcito do ambiente folicular. Tais eventos sdo programados
para ocorrer mediante a formacdo do Fator Promotor da Maturacdo (MPF), o qual é uma
proteina composta pela ciclina B1 e P32cdc2, esta € sintetizada e/ou ativada atuando sobre o

oocito que evolui e termina a metafase | e conseqiientemente a extrusdo do primeiro
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corpusculo polar completando a primeira divisdo meidtica (SIRARD et al., 2006). No
entanto, apenas o odcito em metafase Il encontra-se apto ao subsequente processo de
fecundacéo.

Na retomada da maturacéo e ativacdo do MPF, c-mos kinases e MAP kinases dirigem e
controlam o ciclo celular bem como a condensacdo dos cromossomos e quebra da vesicula
germinativa. Esse processo requer a reorganizacdo do citoesqueleto e a expressao de fatores
chaves que dirigem o desenvolvimento (EICHENLAUB-RITTER & PESCHKE, 2002).

Tem sido descrito que a condensacdo da cromatina requer uma ativacao parcial do
fator promotor de maturacdo, sendo este processo considerado um pré-requisito para o
rompimento da vesicula germinativa. Assim, para que esse processo ocorra, inicialmente
verifica-se um aumento nos niveis de LH e FSH. No entanto, contrariamente da maturagédo
nuclear, a maturacdo citoplasmatica ndo parece ser afetada durante a superovulacdo com
gonadotrofinas (KUMAR et al., 1992).

2.1.2.3. ASPECTOS MOLECULARES E INTERACAO OOCITO-CELULAS DO
CUMULUS

Durante o desenvolvimento folicular, ocorre proliferacdo, diferenciacéo e alteracGes
nas secrecdes das células foliculares. Estes eventos sdo regulados por agdes autdcrinas,
paracrinas e endocrinas. Os mecanismos enddcrinos relacionados ao processo ja se
encontram bem estabelecidos, no entanto, as acGes que regulam a acdo intraovariana ainda
necessitam muitos estudos. Tais estudos s@o realizados principalmente por meio de cultivo
celular in vitro (SIRARD et al., 2006).

A cada avanco obtido com estudos dos processos relacionados a maturacdo do odcito,
verifica-se que as alteracfes nesta célula sdo de grande importancia para a obtencdo da
competéncia oocitaria. Assim, torna-se necessario compreender como a sincronia da
maturacdo nuclear e citoplasmatica contribui para a aquisicdo dessa competéncia e quais
processos moleculares encontram-se envolvidos. A maturacdo molecular é ainda muito
indefinida, no entanto acredita-se que envolva a sintese e estoque de proteinas e RNAS
(&cidos ribonucléicos) mensageiro dias antes da ovulacdo (SIRARD et al., 2006). A diferenca
entre um odcito competente ao desenvolvimento e um incompetente pode estar relacionado
com o estado de diferenciacdo no foliculo de origem. Acredita-se que a maturacdo molecular
envolva a associacdo de fatores intrinsecos de capacidade do odcito refletindo no

desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto.
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Assim, através do crescimento e maturacdo do od0cito, a associacdo deste com as
células do cumulus é essencial para manter a funcionalidade do foliculo e do CCO em
desenvolvimento (KRISHER, 2004).

A esteroidogénese refere-se ao processo pelo qual celulas especializadas sintetizam
horménios esterdides (STOCCO, 2001) a partir de um precursor comum, o colesterol, sendo
a disponibilidade deste determinante para a produgdo hormonal. O foliculo ovariano produz
através das células da teca e granulosa, horménios esterdides cuja concentracdo e atividade
bioldgica variam de acordo com o estagio de desenvolvimento folicular. O conceito classico
de regulacdo ovariana, no entanto tem sido expandido incluindo um sistema complexo que
envolve regulacdo paracrina e autocrina de fatores de crescimento. Dentre esses, encontra-se
o fator de crescimento epidermal (EGF).

Do ponto de vista funcional, a interacdo entre os fatores de crescimento e os CCOs
pode resultar em mudancas na producdo de esterdides pelas células foliculares, e assim
indiretamente afetar a maturacéo in vitro (LORENZO et al., 1997).

Na transcricdo, a formacdo do estoque de RNA e proteinas ocorre durante o
crescimento folicular e cessa quando ocorre o rompimento da vesicula germinativa e
retomada da meiose, onde 0s cromossomos encontram-se condensados e ‘“inativos”
(GANDOLFI & GANDOLFI, 2001). Segundo esses autores, a atividade transcricional leva a
formacdo de um estoque citoplasmatico de moléculas mensageiras que poderdo ser
traduzidas posteriormente. O armazenamento dessas moléculas é essencial para promover
cascatas para a ativacdo do genoma embrionario e conseqlientemente o desenvolvimento
embrionario inicial. Assim, o odcito desenvolveu uma série de estratégias para estoque
moléculas na forma quiescente e seu uso no momento da maturacdo ou desenvolvimento
embrionario.

Segundo Eichenlaub-Ritter & Peschke (2002), a fase mais ativa da expressdo génica
esta na oogénese quando ocorre a proliferacdo das células foliculares e crescimento do oécito
preparando-o para ovulacdo em metéfase Il. Fatores autdcrinos, paracrinos e endocrinos sdo
essenciais para a foliculogénese normal e formacdo de um odcito com elevada competéncia
ao desenvolvimento. A fase de crescimento relativo do odcito, aumento no tamanho do
foliculo e proliferagdo de células foliculares difere entre as espécies.

No que se refere ao inicio do processo de maturacdo esta ocorre pela remocdo do
odcito do foliculo ovariano, o que leva a luteinizagdo das células da granulosa e retomada da
meiose. Assim, a retirada do CCO do foliculo ovariano leva a perda do contato com as

células murais da granulosa, antes estabelecido pelas jungdes tipo gap.
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As juncbes gap sdo canais compostos por 6 subunidades chamadas conexinas
(NEMCOVA et al., 2006), as quais séo arranjadas de maneira a formar um poro central que
permita a transferéncia de metabolitos tais como nucleotideos, aminoacidos, agucares e sinais
que regulam a maturacdo meiotica (EPPIG, 2001). Assim, o rompimento dessa barreira leva
a condensacdo da cromatina e quebra da vesicula germinativa, fazendo com que o o6cito que
encontrava-se em profase | progrida até metafase 11. Nemcova et al. (2006) verificaram que a
abundancia relativa das conexinas contribuiu para producdo in vitro de embries bovinos e
ainda que estas podem servir como um marcador da competéncia do odcito.

Estudos realizados por Richard & Sirard (1996a), mostraram que esse blogueio do
o0cito em vesicula germinativa é realizado pelas células da teca atuando sobre as células do
cumulus. Nesse processo o0 AMP ciclico (AMPc) foi identificado como bloqueador da
meiose. Existe a hipdtese de que o AMPc gerado pelas células somaticas do foliculo seja
transmitido ao odcito via juncbes gap (Figura 4). Apds produzido, o AMPc liga-se a
subunidade | ou Il reguladora da proteina quinase (PKA). A subunidade | encontra-se
localizada no odcito e a subunidade Il nas células do cumulus. O aumento do AMPc na
células do cumulus induz a retomada da meiose pela quebra de vesicula germinativa e o
aumento deste no odcito leva a ativacdo da PKA que fosforila proteinas especificas do
o6cito, mantendo-o imaturo (BILODEAU et al., 1993).

Durante a fase de reativacdo do odcito que se encontrava bloqueado em metéafase I, as
gonadotrofinas ligam-se aos receptores presentes nas células do cumulus resultando no
aumento da producdo do AMPc. Durante a fase gonadotrofica, observa-se uma maior
disponibilidade de AMPc nas células do cumulus levando a ativacdo de proteinas tais como a
proteina kinase A Il (PKA Il), proteina kinase C (PKC) e proteinas kinases ativadoras de
mitogenos (MAPK). Assim, a ativacdo da MAPK e Fosfatidil-inositol 3 kinase (PI3K)/PKB
(via sistema EGF) reduz o nivel de AMPc dentro do odcito pela fosforilagdo da conexina 43
(cx-43) e fosfodiesterase 3 (PDE3). O processo de fosforilagcdo obtido leva a ativagdo do
MPF e consequentemente ao rompimento da vesicula germinativa e assim o odcito pode
retomar a meiose (ZHANG et al., 2009) (Figura 4).
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Figura 4 — Mecanismo molecular de maturagcdo através da interacdo odcito-células do

cumulus apos o pico pré-ovulatorio de gonadotrofinas. Células do cumulus (azul).

O mecanismo pelo qual o AMPc atua é pela inibi¢do da acdo do MPF. Esse processo
previne a desfosforilacdo MPF e reprime também a sintese de ciclina B, diminuindo assim a
quantidade disponivel de pré-MPF. O padrédo oscilatério da ativacdo do MPF em od6citos de
rata maturados espontaneamente mostrou que a atividade quinase é elevada imediatamente
apos a retomada da meiose (antes da quebra da vesicula germinativa). A atividade do MPF
alcanca niveis maximos na MI, declina antes da formagdo do primeiro corpusculo polar
voltando a aumentar antes do odcito iniciar a meiose |1 (JOSEFSBERG et al., 2003) (Figura
5)
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Figura 5 - Perfil oscilatério do fator promotor de maturacdo (MPF) durante a retomada da

meiose e alcance da metafase 1.

Outra quinase envolvida na maturacdo oocitaria é pertencente a familia das proteinas
quinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs). Estas respondem a estimulos extracelulares
regulando varias atividades tais como a expressdao génica, divisdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular (PEARSON et al., 2001). A ativacdo das MAPKs em bovinos ocorre
juntamente com o MPF, pouco tempo antes da quebra da vesicula germinativa, sendo a
atividade das MAPKSs progressivamente aumentada durante as 24 h de maturagéo in vitro
(GORDO et al., 2001). Esse estudo revelou ainda que a MAPK promove a estabilidade do
MPF e que esta também é responsavel pela organizacdo microtubular que ird fazer a
configuracdo cromossdmica correta no estagio de metéafase II.

A competéncia ao desenvolvimento esti também associada ao acimulo de p34 no fim
do desenvolvimento oocitario e quantidade suficiente de ciclina B para haver matéria-prima
necessaria para o prée-MPF (ANGUITA et al.,, 2007). Além disso, os efeitos da
deficiéncia/atividade de MAPK na competéncia meiotica ndo sdo conhecidos, porém niveis
inadequados desta proteina podem afetar alguns eventos de ativacdo oocitaria (GORDO et
al., 2001).

Apesar dos conhecimentos gerados com 0 passar dos anos sobre 0s mecanismos de
desenvolvimento do odcito, fatores que determinam a qualidade do odcito ainda ndo foram
desvendados. Assim, para a PIV de embrides, fatores como a qualidade oocitaria sdo de

fundamental importancia e esta é indicada como um fator chave que pode atuar
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negativamente no sucesso desta biotécnica (MACHALKOVA et al., 2004). Esse fato gera
indicios que os odcitos oriundos de foliculos em diferentes estadios de desenvolvimento leva
a formacéo de uma populacdo diferentemente competente ao desenvolvimento in vitro. De
acordo com Assey et al., (1994), as alteragdes pré-maturacionais ocorrem em virtude da
responsividade do foliculo a pulsatilidade do LH antes do pico ovulatério, sendo estas

modificacOes pré-requisitos para o odcito alcangar a competéncia ao desenvolvimento.

2.1.3. EGF E MATURACAO OOCITARIA

A maturacdo é o processo pelo qual o odcito sofre alteragfes importantes que conferem
competéncia ao subseqliente desenvolvimento embrionario. Diversos estudos sugerem que a
expansdo das células do cumulus é regulada por fatores de crescimento produzidos pelo
ovario. O papel crucial da regulacdo da maturacdo e expansdo das células do cumulus tem
sido atribuido ao EGF. Este fator de crescimento é um polipeptideo constituido por 53
aminoacidos e apresenta seu papel comprovadamente positivo sobre o processo de maturacao
in vitro (FARIN et al., 2007; GRAZUL-BILSKA et al., 2003)

O EGF e seu receptor (EGFR) foram encontrados no ovario e segundo Prochazka et
al., (2003) estes parecem ser espécie-especificos. Ambos EGF e EGFR foram identificados
em células da granulosa e células do cumulus (GALL et al., 2004). A expressédo e funcdo do
receptor de EGF nas células do cumulus indicam seu papel significante no processo de
maturacao via células do cumulus (GALL et al., 2005).

Estudos anteriores verificaram a presenca do EGFR em odcitos e nas células do
cumulus (GALL et al., 2004; PROCHAZKA et al., 2003). No entanto, foi visto que os fatores
de crescimento semelhantes ao EGF exercem efeito sobre a maturacdo de CCOs, mas ndo em
odcitos desnudos (PARK et al., 2004). Estudos realizados por HILL et al., (1999) levaram a
hip6tese de que as células do cumulus sdo o maior sitio de acdo do EGF e que este fator de
crescimento geram sinais para o odcito via jungdes gap.

A qualidade do odcito exerce influéncia significante sobre o desenvolvimento e
sobrevivéncia do embrido. Assim, sabe-se que a atividade ovariana é regulada ndo apenas por
horménios de forma enddcrina como também por fatores autdcrinos e paracrinos de fatores
de crescimento locais (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). A respeito destes fatores, o EGF
parece ser o mais importante regulador da fisiologia ovariana (SILVA et al., 2004).

O EGF influencia a maturacdo oocitéria e a producdo de blastocistos em diversas
espécies de mamiferos (GRAZUL-BILSKA et al., 2003). Alguns estudos realizados
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mostraram que o EGF pode estar envolvido na regulacdo do crescimento folicular e na
maturacdo de odcitos caprinos (GALL et al., 2004).

Assim, com o objetivo de melhorar esses processos in vitro, diversos protocolos estdo
sendo desenvolvidos visando mimetizar as condi¢des in vivo de maturacao oocitaria. Nesse
contexto, os fatores de crescimento identificados no ovario tém sido vistos como reguladores
da funcdo ovariana. Desta forma, meios de cultivo suplementados com fatores de
crescimento tais como o EGF tem sido utilizado para estudar seu o papel potencial na
maturacao e desenvolvimento embrionario in vitro. Para mimetizar esse processo in vitro é
necessario compreender os fatores que estdo envolvidos na maturacdo. Segundo Hatoya et
al., (2009), é aceito que as células do cumulus em mamiferos suportam a diferenciacéo
meiotica e oocitéria, no entanto essa afirmativa ainda encontra-se sob investigacao.

A presenca de RNAm para o EGFR tem sido identificado no fluido folicular e em
odcitos em espécies como em caprinos (SILVA et al., 2006), suinos (SINGH et al., 1995) e
humanos (QU et al., 2000). O EGF regula o crescimento do odcito e pode ser responsavel por
estimular a maturagdo nuclear e citoplasmatica. Estudos recentes verificaram que os fatores
de crescimento ligantes de EGF sdo mediadores paracrinos de sinalizacdo do LH durante a
ovulacdo (HSIEH et al., 2007; PARK et al., 2004). Adicionalmente, efeito positivo da adicdo
de EGF em meio de maturacédo foi verificado em espécies incluindo a canina (HATOYA et
al., 2009) e suina (AKAKI et al., 2009).

Em felinos foi demonstrado que o EGF apenas como suplemento no meio de MIV
levou ao desenvolvimento do odcito até metafase 11 e que o EGF é requerido pelo FSH para a
progressao meidtica do odcito (FARIN et al., 2007).

A adicdo de FSH e EGF em meio de MIV induziu a maturacdo do odcito e expansao
das células do cumulus bem como melhorou a competéncia ao desenvolvimento em bovinos
(LONERGAN et al., 1996) e em cées ((HATOYA et al., 2009). Similarmente, os fatores de
crescimento semelhantes ao EGF amfiregulina, epiregulina e betacelulina também induzem a
maturag&o in vitro de CCOs murinos (PARK et al., 2004).

Em ovinos meio de MIV suplementado com EGF alterou a morfologia dos CCOs e
levou a uma maior expansdo das células do cumulus se comparado ao grupo controle sem
EGF (GRAZUL-BILSKA et al., 2003). O EGF causa a expansao das células do cumulus pela
sintese de &cido hialurdnico, um glicosaminoglicano que interage especificamente com
componentes da matriz extracelular (TIRONE et al., 1997). O EGF provavelmente exerce
efeito direto sobre as células do cumulus através de receptores de EGF nestas células
detectado em diversas espécies incluindo a suina (YOSHIDA et al., 1998) e humana (QU et
al., 2000).
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Diversos trabalhos tém demonstrado o processo pelo qual o EGF atua sobre a
maturacdo de CCOs. Assim, Akaki et al., (2009) mostraram que ambos EGF e 0 AMPc séo
necessarios para a retomada da meiose em suinos e verificaram ainda que a atividade do EGF
sobre a maturacéo in vitro é provavelmente mediada pela proteina kinase.

Estudos realizados em camundongo revelaram que o FSH induziu a producdo de
estrogeno estimulando o desenvolvimento folicular para o estadio pré-ovulatério e o
surgimento do LH induzindo a atuagdo de fatores secundarios como a progesterona, PGE; e
ligantes do EGF que mediam a expansao do cumulus e maturacdo do odcito. De acordo com
Park et al., (2004), o LH induz em foliculos pré-ovulatérios a producdo de crescimento
semelhantes ao EGF que atuam sobre a expansdo do COC e retomada da meiose.

Eichenlaub-Ritter & Peschke (2002) verificaram que apdés GVBD a expressao génica
estd sob controle pos-transcricional, que envolve degradacdo, estabilizacdo e estoque de
transcritos para posterior utilizacdo nos processos celulares traducionais. Sob aspecto
molecular, foi verificado em bovinos que o EGF pode acelerar o tempo de extrusdo do
primeiro corpusculo polar através do aumento da atividade do fator promotor de maturagéo
(MPF) e MAP kinase (SAKAGUCHI et al., 2000). Estudos realizados por Gall et al., (2004)
demonstraram que o receptor de EGF aumentou a expressdo durante o crescimento do o6cito
e que seguiu padrdes semelhantes ao observado pelo P34°? (HUE et al., 1997), ciclina B
(DEDIEU et al., 1998) e Cdc25 (GALL et al., 2002), sugerindo que a competéncia meidtica
pode estar correlacionada com a expressdo do EGFR. Apesar dos diversos estudos
envolvendo este fator de crescimento, ainda ndo foi estabelecido se o0 EGF atua diretamente
sobre 0 o6cito ou via células do cumulus ou por ambos. Alguns estudos realizados em
bovinos (LONERGAN et al., 1996) e em camundongos (DAS et al., 1991) mostraram que a
atuacdo do EGF ocorre diretamente sobre oocitos desnudos como em COCs. Esses dados
sugerem que o efeito do EGF pode estar em parte independente das células do cumulus e que

0 EGF pode ainda atuar diretamente sobre o0 oécito via EGFR.

2.2. PCR QUANTITATIVO EM TEMPO-REAL
2.2.1. PRINCIPIOS

O PCR quantitativo (QPCR) em tempo real é uma técnica desenvolvida através do
refinamento da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional, originalmente
desenvolvida por Kary Mullis e seu grupo (SAIKI et al., 1985) na metade da década de 80.
Através do PCR, essencialmente qualquer sequéncia de &cido nucléico presente em uma

amostra complexa pode ser amplificada em um processo ciclico para gerar um grande
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numero de copias idénticas as quais podem ser prontamente analisadas. Isso torna possivel,
por exemplo, manipular o DNA para propésitos de clonagem, engenharia genética e
seqienciamento. No entanto, o método de PCR original (end-point PCR) apresenta forte
restricdo como técnica analitica quantitativa. Isso ocorre porque a quantidade de produto de
amplificacdo gerado é essencialmente o mesmo, independente da quantidade original de
moléculas-molde de DNA presente na amostra. Assim, o0 PCR convencional permite apenas a
distingdo entre amostras positivas e negativas para determinado molde de DNA (KUBISTA
et al., 2006).

Diferentemente do PCR original a técnica de PCR em tempo real apresenta como
principal importancia determinar de forma rapida e exata as mudancas de expressdo génica
resultantes de fenémenos patoldgicos ou fisioldgicos. Assim, o uso do PCR em tempo real
possibilita correlacionar a fisiopatologia com 0s eventos moleculares e assim compreender
melhor os processos bioldgicos (LEJONA et al., 2006).

A limitacgdo da técnica original foi resolvida pelo desenvolvimento do PCR em tempo
real por Higuchi et al. (1992), o qual acrescentou brometo de etidio a reacdo de amplificacéo.
No PCR em tempo real, a quantidade de produto formado é monitorado no decorrer da
reacao através da fluorescéncia de moléculas intercalantes de dupla-fita de DNA (ZIPPER et
al., 2004; BENGTSSON et al., 2003) ou oligonucleotideos marcados (HOLLAND et al.,
1991). O sinal de fluorescéncia é proporcional a quantidade de produto e o nimero de ciclos
térmicos necessarios para a obtencdo de uma quantidade particular de moléculas de DNA é
registrado. Assumindo uma certa eficiéncia de amplificacdo, a qual é tipicamente relacionada
a duplicacdo do numero de moléculas por ciclo, é possivel calcular o nimero original de
moléculas da sequiéncia amplificada presente na amostra (RUTLEDGE & COTE, 2003)

O gPCR é uma técnica amplamente utilizada para a quantificacdo de expressdo génica
(PABINGER et al., 2009). Com o passar dos anos, maior disponibilidade de aparelhos,
acessibilidade de precos e reagentes a técnica de PCR em tempo real passou a ser mais
utilizada e difundida (GINZINGER, 2002).

Tendo em vista a deteccdo altamente eficiente imposta pelos modernos reagentes
quimicos e pela sensivel instrumentacdo, além dos ensaios otimizados que estdo disponiveis
atualmente, o numero de moléculas de DNA de uma seqliéncia especifica em uma amostra
complexa pode ser determinado com uma exatiddo sem precedentes e com sensibilidade
suficiente para a detec¢do de uma Unica molécula (KUBISTA et al., 2006).

Vaérias plataformas tém sido propostas para aumentar a acuracia do g°PCR em tempo
real para essa aplicacdo, sendo baseadas no método de curva padréo externa (quantificacéo
absoluta ou relativa) ou no Ct comparativo (INGHAM et al., 2001; BALLESTER et al.,
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2004). A realizacdo da construcdo de uma curva padrdo baseada em diluicdo em série €
recomendado para o PCR quantitativo, pois representa um controle adicional da eficiéncia da
amplificagdo (RAEYMAEKERS et al., 2000).

Pela técnica de PCR em tempo real é possivel ver a dindmica das curvas de
amplificacdo devido a presenca dos fluorocromos unidos as sondas de hibridizacdo que séo
detectadas e analisados mediante um programa de informatica (WONG & MEDRANO,
2005).

E possivel estabelecer com exatiddo que o sinal de fluorescéncia de uma determinada
amostra ultrapassa um nivel minimo basal, sendo denominado ponto de cruz da curva (Ct-
crosing point o threshold cycle). Este principio estabelece a base de quantificacdo do PCR
em tempo real. A detec¢do da fluorescéncia para um determinado gene é proporcional a
quantidade desse gene na amostra, assim quanto maior a quantidade de gene mais
precocemente sera detectada a fluorescéncia (VELASCO et al., 2006).

Existem dois métodos fundamentais para a quantificacdo do PCR em tempo real. Na
quantificacdo absoluta emprega-se o uso da curva-paddo onde se leva em consideragdo o
valor de Ct do gene de estudo. Ja a quantificacdo relativa emprega-se uma amostra que
recebe um valor de 100% e sobre este valor quantifica-se de forma relativa a amostra de
estudo (KLEIN, 2002). No entanto, independentemente da quantificacdo utilizada o estudo
deve considerar simultaneamente 0 gene de interesse e um gene de referéncia que deve se

expressar de maneira constante nas células (AROCHO et al., 2006).

2.2.2. APLICACAO EM EXPRESSAO GENICA

PCR em tempo real tem sido um método padrdo para mensurar e verificar mudancas na
expressao génica através da avaliacdo da quantidade de mRNA (ONG & IRVINE, 2002).
Assim, esse método de avaliacdo tem sido cada vez mais difundido na comunidade cientifica
em virtude da praticidade e por levar a uma avaliagdo mais precisa do perfil de mudanca na
expressao o momento em que esta sendo executado.

Dentre as utilizagGes tipicas do PCR em tempo real incluem deteccdo de patdgenos
(MACKYA, 2004), analise de expressdo génica (LEVSKY et al., 2002), de SNPs (single
nucleotide polymorphism) (MHLANGA & MALMBERG, 2001), de aberragdes
cromossdmicas (MATTARUCCHI et al., 2005), de organismos transgénicos (SONG et al.,
2002; SAKURAI et al., 2008), expressdao génica na determinacdo de polimorfismos
causadores de enfermidades genéticas (LUALDI et al., 2006; TRAN et al.,, 2006),
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mensuracdo do numero de cdpias no genoma (GINZINGER et al., 2000) e deteccao pré-natal
de trissomia cromossomica (GINZINGER, 2002).

A técnica de PCR quantitativo em tempo real mostra elevada sensibilidade e
especificidade, sendo esta utilizada com eficiéncia no diagnostico de doencas em medicina
veterinaria (GARCIA et al., 2007) e aplicages em estudos sobre reproducio animal (CHEN
etal., 2009; NEMCOVA et al., 2006).

No que se refere a aplicabilidade dessa técnica em reproducdo, cada vez mais tem-se
estudado as mudancas na expressao correlacionadas com processos fisiologicos. Com relacéo
ao estudo dos processos in vitro tem-se estudado as alteracfes de expressdo génica em
odcitos e células do cumulus durante o desenvolvimento final (KAWASHIMA et al., 2008) e
folicular (CHEN et al., 2009), MIV e desenvolvimento embrionario inicial (BEBBERE et al.,
2008; NEMCOVA et al., 2006), bem como viabilidade embrionaria apds criopreservacao
(LEONI et al., 2009). Realizar estudos de expressdo génica é de fundamental importancia
para compreender os processos fisioldgicos e através destes realizar melhorias nas diferentes
etapas de producdo in vitro de embrides e assim alcancar resultados mais eficientes na

referida técnica.
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3 JUSTIFICATIVA

A produgdo in vitro (PIV) de embrides envolve as etapas de colheita de odcitos,
maturacao, fecundacdo e cultivo in vitro dos embrides. Em caprinos, assim como em outras
espécies, a etapa de MIV é considerada uma das mais importantes e criticas para o sucesso da
PIV de embrides. Compreender 0s mecanismos que regem esse processo é considerado de
extrema importancia uma vez que dele depende o sucesso da fecundagdo bem como o
desenvolvimento embrionario inicial. Os processos moleculares que envolvem a maturacéao
in vitro de odcitos sdo pouco elucidados. A complexidade desse processo envolve desde o
desenvolvimento do odcito dentro do foliculo ovariano até os meios utilizados na etapa de
maturacdo. Além disso, estudar os mecanismos moleculares que influenciam a diferenciacdo
do odcito dentro do foliculo € um caminho para compreender a complexidade desse processo
e alcancar melhorias significantes nos programas de reproducéo assistida em animais.

Assim, estudar a maturagdo de oocitos caprinos em nivel molecular pode fornecer
novas informagdes sobre esse mecanismo. Em adicdo, avaliar os efeitos que diferentes
tratamentos de estimulacdo ovariana possam ter sobre a qualidade oocitaria e a posterior
competéncia meidtica torna-se importante para alcancar melhorias no sistema de maturagdo
in vitro conseqiientemente na producao in vitro de embrides caprinos.

Aliado a isso, a utilizacdo da raca naturalizada Canindé permitird elucidar respostas
inerentes aos processos fisioldgicos relacionados a essa raca no que diz respeito a maturagédo
oocitaria. Além disso, estudar especificamente o receptor de EGF em od6citos e células do
cumulus permitird compreender o mecanismo pelo qual o EGF atua sobre a foliculogénese
terminal apds estimulacdo hormonal ovariana com FSH.

Finalmente, o uso uma ferramenta moderna e precisa como a técnica de PCR
quantitativo em tempo real adicionara informacdes inexistentes até 0 momento para a espécie

caprina, em geral, e as racas naturalizadas, em particular.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

A administracdo de FSH em trés ou cinco doses aumenta a expressdao de EGFR em

odcitos e células do cumulus colhidos por laparoscopia em cabras da raca Canindé.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de dois tratamentos hormonais de estimulacdo ovariana distintos na
expressdo de EGFR em odcitos e células do cumulus obtidos de cabras Canindé, utilizando o
método de RT-PCR quantitativo em tempo real.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o nivel de expressdo do EGFR em odcitos e células do cumulus de cabras Canindé
previamente tratadas para estimulacdo ovariana em trés ou cinco doses;

- Avaliar a influéncia da qualidade do odcito (GI/Gll e GllII) sobre a expressdo do EGFR em
oocitos e células do cumulus;

- Verificar se existe diferenca na expressdo do EGFR em odcitos e células do cumulus ap6s o

processo de maturacao in vitro.
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6 CAPITULO 1

Anélise por qRT-PCR em tempo real do receptor de EGR em complexos cumulus-odcito
colhidos por laparoscopia em caprinos tratados hormonalmente
(Real-time qRT-PCR analysis of EGF receptor in cumulus-oocyte complexes recovered by

laparoscopy in hormonally treated goats)

Periodico: Zygote (Submetido em Outubro de 2009)
Fator de impacto: 1,067

Resumo:

A estimulacdo ovariana com horménio foliculo estimulante (FSH) exdgeno tem sido
utilizada para aumentar o numero de odcitos vidveis para a colheita de odcitos por
laparoscopia (COL) em cabras. O objetivo desse estudo foi determinar o efeito de dois
protocolos de estimulagdo ovariana sobre a expressdo do receptor de EGF (EGFR) em
complexos cumulus-o6cito (CCOs), recuperados por COL em caprinos. Apos analise por
gRT-PCR em tempo real, o perfil de expressdao de CCOs classificados morfologicamente foi
comparado antes e apds a maturacdo in vitro (MIV), nos distintos protocolos de FSH. A
utilizacdo do protocolo com maior nimero de inje¢Bes de FSH a um curto intervalo de tempo
resultou em CCOs GI/GIl com um maior nivel de expressdo de EGFR nas células do
cumulus, mas ndo no odcito, que foi correlacionado com a maior competéncia meidtica apos
a MIV. Com base no perfil de maturacéo e padrdo de expressdo do EGFR observado entre 0s
grupos, a selecdo morfoldgica dos CCOs antes da MIV ndo foi um bom parametro para
prever a competéncia meidtica do odcito. Portanto, 0 EGFR pode ser um bom candidato a
marcador por mostrar indiretamente a qualidade oocitaria em caprinos. O processo de MIV
de CCOs caprinos aumentou a expressdo de EGFR em odcitos e células do cumulus, o que
pareceu estar associado com a retomada da meiose. Em resumo, a expressdo diferencial de
EGFR em células do cumulus de caprinos foi associada com o processo de pré-maturacao in
vivo, e por sua vez, 0 aumento da regulacdo no CCO foi associado com a maturacdo. A
relacdo de causa e efeito entre 0s niveis de expressdo aumentados, particularmente no odcito,

e a competéncia do mesmo necessitam ainda ser investigados.
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Summary

Ovarian stimulation with exogenous FSH has been used to increase the number of viable
oocytes for laparoscopic oocyte recovery (LOR) in goats. The aim of this study was to
evaluate the effect of two FSH protocols for ovarian stimulation in goats on the expression
pattern of EGF receptor (EGFR) in cumulus-oocyte complexes (COCs) recovered by LOR.
After real-time gRT-PCR analysis, expression profiles of morphologically graded COCs
were compared prior to and after in vitro maturation (VM) on a different FSH protocols. The
use of a protocol with higher number of FSH injections at a shorter interval resulted in
GI/GII COCs with a higher level of EGFR expression in cumulus cells, but not in the oocyte,
which was correlated with an elevated meiotic competence following IVM. Based on the
maturation profile and EGFR expression patterns observed between groups, the
morphological selection of COCs prior to IVM was not a good predictor of oocyte meiotic
competence. Therefore, EGFR may be a good candidate marker for indirect prediction of
goat oocyte quality. The IVM process of goat COCs increased the EGFR expression in
oocytes and cumulus cells, which seemed to be strongly associated with the resumption of
meiosis. In summary, differential EGFR expression in goat cumulus cells was associated
with the in vivo prematuration process, and in turn, the up regulation in the entire COC was
associated with IVM. Cause-and-effect relationships between such increased expression
levels, particularly in the oocyte, and oocyte competence itself still need to be further
investigated.

Keywords: EGF receptor, Real-time gRT-PCR, Goat, Oocyte, Cumulus cells

Introduction
Goats are among the most fertile of the domestic species, which makes their use very
attractive for scientific, commercial and industrial purposes. Thus, assisted reproductive

technologies have become increasingly important tools to boost the efficiency in highly
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organized breeding programs or to make use of goats as bioreactors, in the context of gene
pharming (Baldassarre et al., 2003b). Among such technologies, the in vitro production of
embryos distinguishes itself as it offers an alternative to superovulation as a source of
embryos for transfer and manipulation purposes (Cognié & Baril, 2002).

Laparoscopic oocyte recovery (LOR) has become a method of choice for oocyte retrieval in
the past few years. Due to LOR’s less invasive nature and repeatability on the same donor,
allowing the collection even from prepuberal, pregnant, puerperal or aged animals
(Baldassarre & Karatzas, 2004), we highlight the potential beneficial use of LOR for
endangered breeds. The conservation of breeds that are considered at risk of extinction, such
as Canindé goats (Mariante & Egito, 2002), a breed unique to the Northeast Brazil, and used
in the present work, is important for biodiversity.

To increase the number of oocytes available for recovery and, hence, the number of embryos
available for transferring following in vitro fertilization, ovarian stimulation is usually carried
out using exogenous gonadotrophins (Baldassarre et al., 2003a). Years of research in goat
ovarian stimulation have shown that exogenous FSH (Follicle Stimulating Hormone) can be
used to increase the number of viable oocytes on a per cycle/collection basis (Baldassarre &
Karatzas, 2004).

It is known that in both mono- and poly-ovulatory species follicular growth is a continuum
process, controlled by the interaction between extra-ovarian factors, such as gonadotrophins,
and locally produced growth factors (Van Den Hurk & Zhao, 2005; Webb et al., 2007). In
general, growth factors as EGF, are considered the finely modulator of follicular growth,
orchestrated by FSH and LH through the surrounding somatic cells, being essential for the
completion of oocyte growth and maturation (Gilchrist et al., 2004; Webb et al., 2007).
Therefore, it is not surprising that several studies have reported the FSH-induced expression
of EGF and EGF-like factors in COCs or cultured follicular cells (Sekiguchi et al., 2002;

Shimada et al., 2006; Downs & Chen, 2008). The presence of EGF in the follicular fluid of
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developing follicles has been reported in mammalian species such as pigs (Hsu et al., 1987)
and humans (Westergaard & Andersen, 1989). EGF has also been shown to influence meiotic
maturation and development competence of oocytes in various species (rat, Dekel &
Sherizly, 1985; mouse and human, Das et al., 1991; sheep, Guler et al., 2000; cattle,
Lonergan et al., 1996; pig, Prochazka et al., 2000), including goats (Gall et al., 2005).

The EGF receptor (EGFR) is the receptor for EGFs (Assidi et al., 2008), and its activation
may be a common pathway mediating the meiosis-inducing influence of gonadotrophins
(Zhang et al., 2009). The mRNA for EGFR has been identified not only in follicular cells,
but also in oocytes of a number of species (dog, Hatoya et al., 2009; goat, Gall et al., 2004;
pig, Singh et al., 1995; cattle, Lonergan et al., 1996; human, Qu et al., 2000).
Notwithstanding, cumulus cells are thought to be the major receptor-expressing site for EGFs
actions, generating a positive signal transferred to the oocyte via gap junctions (Atef et al.,
2005).

Since the oocyte developmental competence has been associated with in vivo transcript
accumulation, which is important for embryo development up to the genome activation
(Dieleman et al., 2002), it is not surprising that the competence of in vitro matured oocytes is
determined by factors such as hormonal stimulation and the origin of the oocyte (Webb et al.,
2007). In this light, the aim of this study was to determine the effect of two FSH protocols for
ovarian stimulation in goats on the expression pattern of EGFR in goat cumulus-oocyte
complexes (COCs). After morphologically grading COCs, oocytes were stripped from
cumulus cells, with both cell types analyzed by quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR).
Comparisons of expression profiles were performed prior to and after in vitro maturation

(IVM) on a distinct FSH administration protocols.

Materials and methods

Animals and bioethics
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Cyclic Canindé goats (mean body weight £ SEM, 32.9 + 0.5 kg) were selected as oocyte
donors. Animals were maintained in a semi-intensive system, receiving Tifton hay (Cynodon
dactylon) in pens and having daily access to Tifton pasture. In addition, goats were
supplemented with concentrate (20% crude protein), having free access to water and mineral
salt. All procedures were performed in accordance with the guidelines of animal care,

according to Van Zutphen & Balls (1997).

Estrus synchronization and ovarian superstimulation

The estrous cycle of goats was synchronized using intravaginal sponges impregnated with 60
mg medroxyprogesterone acetate (Progespon, Syntex, Argentina) inserted for 11 days, along
with a luteolytic injection of 50 ug cloprostenol (Ciosin, Coopers, Brazil) in the gt day of
treatment. The ovarian stimulation was carried out using a total dose of 120 mg NIH-FSH-P1
(pFSH, Folltropin-V, Vetrepharm, Canada), in either one of the following protocols: a) five-
dose treatment, by the i.m. administration of five pFSH doses (30/30; 20/20; 20 mg) at 12 h
intervals (n=18 animals), or b) three-dose treatment, by the i.m. administration of three pFSH
doses (60; 40; 20 mg) at 24 h intervals (n=17 animals). In both groups, the pFSH injections
started in 8" day of the progestin treatment. Both FSH stimulation protocols were performed

in three sessions, with the use of five to six different animals per session per protocol.

Laparoscopic oocyte recovery (LOR)

Ovarian follicles were punctured just after the sponge removal using LOR procedures, as
previously described by Baldassarre et al. (2003a). Briefly, goats were deprived of food for
36 h and of water 24 h prior to laparoscopy. Anesthesia was induced with intramuscular
administration of 0.5 mg/10 kg body weight of 2% xilazin (Coopazine, Coopers, Brazil) and
25 mg/10 kg body weight of 10% ketamine (Ketamine, Unido Quimica, Brazil). Oocytes

were aspirated from all follicles >2 mm in diameter, visible on the surface of the ovaries,
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using a 22-gauge needle and a vacuum pump (Biosystem, Biocom, Brazil) set to -30 mmHg
pressure. The aspiration medium consisted of TCM 199 with Earle’s salt, sodium bicarbonate
and L-glutamine (Nutricell, Campinas, Brazil) supplemented with 10 mM HEPES, 20 iu/mL

heparin and 40 pg/mL gentamicin sulfate (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Oocyte grading and sampling

COCs from each stimulation protocol were isolated from the follicular contents and graded in
Gl to GIV based on cellular vestments and cytoplasmic uniformity, as follows:

GI: multilayered compact cumulus cells and finely granulated oocyte cytoplasm.

GlII: one to three layers of cumulus cells and finely granulated oocyte cytoplasm.

GIII: incomplete or no cellular vestment or heterogeneous oocyte cytoplasm.

GIV: oocyte with abnormal shape and heterogeneous oocyte cytoplasm or apoptotic oocytes
in jelly-like cumulus-corona cells vestment.

Samples of pooled immature Gl and GIl COCs, and most immature Gl11 COCs were
collected for further qRT-PCR analyses. In brief, COCs from each stimulation protocol
session (three sessions per protocol) were washed four times in TCM 199 with gentamicin
sulfate, cumulus cells were carefully removed by repeated pipetting, and groups of 10
resulting denuded oocytes or cumulus cells from 10 denuded COCs were pooled in
individual tubes, which were quickly spun and snap-frozen to be stored at -80°C until RNA

extraction. Denuded GlII and all GIVV COCs were discarded.

IVM and assessment of oocyte maturation

Only Gl and GIl COCs were selected for IVM. Groups of pooled GI/GIl COCs, per
stimulation protocol, were washed four times and in vitro-matured for 24 h, at 38.5°C and
5% CO; in humidified air, in IVM medium consisted of TCM 199 with Earle’s salt, sodium

bicarbonate, and L-glutamine (Nutricell, Campinas, Brazil) as a base medium, supplemented
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with 10 ng/mL EGF, 100 uM cysteamine and 40 pg/mL gentamicin sulfate (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA). Following IVM, COCs were visualized under an inverted microscope
(TE2000, Nikon, Japan) and cumulus cells were carefully removed by repeated pipetting.
Denuded oocytes were assessed for nuclear maturation by polar body screening, with oocytes
with a clear first polar body considered matured (MII), whereas oocytes with no visible polar
bodies were classified as non-competent (NC). Then, for each FSH protocol and stimulation
session, and similar to sampling of immature oocytes, groups of 10 resulting denuded MII or
NC oocytes or cumulus cells from 10 denuded COCs (from both MIl and NC COCs, as
cumulus cell removal was prior to oocyte screening) were pooled in individual tubes, quickly
spun and stored at -80°C until RNA extraction (Post-I\VM sampling groups). Immature

GI/GI1 COCs were used as maturation controls (Pre-1VM).

Total RNA extraction

Total RNA was prepared from pooled oocytes or cumulus cells obtained from Pre-1VM
(GI/GII and GIII immature COCs) and Post-1VM (Gl and G1I MI1l or NC COCs) sampling
groups using the RNeasy micro kit (Qiagen Inc., Valencia, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, 75 puL lysis buffer was added to each frozen sample and
the lysate was diluted 1:1 with 70% ethanol and transferred to a spin column. Genomic DNA
was degraded using RNAse-free DNase for 15 min at room temperature. After three washes,

the RNA was eluted with 12 uL. RNAse-free water.

Reverse transcription

Prior to reverse transcription, RNA samples from each cell type replicate and 20 uM oligo-
dT primer (Promega, Madison, USA) were heated to 70°C for 5 min, to disrupt possible
secondary structures, and then snap-cooled on ice. Thereafter, 1 uL of Improm Il (Promega,

Madison, USA) in reverse transcription buffer, were combined with 0.5 mM of each dNTP
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(Promega, Madison, USA), 2 U/uL of RNaseOUT (Invitrogen, Carlsbad, USA), and RNase-
free water to make a final reaction volume of 20 uL. Reverse transcription was performed at
42°C for 60 min, followed by 70°C for 15 min. The first strand cDNA products were then
stored at -20°C for later use as template for gRT-PCR. Negative controls or RT blanks were

prepared under the same conditions, but without inclusion of reverse transcriptase.

Quantitative real-time polymerase chain reaction

The PCR amplifications were performed in a MasterCycler ep Realplex (Eppendorf Realplex
4s, Hamburg, Germany). The three cDNA replicates from each cell type (oocytes or cumulus
cells) were pooled prior to the PCR experiments, which were run in triplicates for EGFR and
GAPDH genes, for each cell type. Each reaction consisted of 20 pL total volume containing
10 pL 2x FastStart Universal SYBR Green Master (Roche, Mannheim, Germany), 0.2 uM of
each primer (Table 1) and 1 pL cDNA. The PCR protocol comprehended an initial
incubation at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of an amplification program of 95°C
for 15 s, 55°C for 15 s and 60°C for 30 s. Fluorescence data was acquired during the 72°C
extension steps. To determine the linearity (R%) and the efficiency (E) of the PCR
amplifications, standard curves were generated for each gene using serial dilutions of a
cDNA preparation from ten immature COCs, with all other conditions being identical.
Specificity of each reaction was ascertained after completion of the amplification protocol.
This was achieved by performing the melting procedure (55-95°C, starting fluorescence
acquisition at 55°C and taking measurements at 10 s intervals until the temperature reached
95°C). As negative controls, samples with RNA but without reverse transcriptase were used.
The sizes of the PCR products were further confirmed by gel electrophoresis on a standard

ethidium bromide-stained 2% agarose gel and visualized by exposure to UV light.
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Data and statistical analysis

The effect of hormonal treatment on mean number of COCs recovered per animal was
determined using the t test for non-paired samples, at a significance level of 5%. The
percentage of graded COCs and maturation rates were analyzed using the Fisher's exact test.
Analyses were carried out with GraphPad InStat 3.06 software (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, USA) for Windows. The relative quantification of the expression of gene was

performed using the 24

method (Livak & Schimittgen, 2001). Target gene expression was
normalized against GAPDH transcript levels (Goossens et al., 2005). Threshold and Ct
(threshold cycle) values were automatically determined by Realplex 2.2 software (Eppendorf,
Hamburg, Germany), using default parameters. The Ct and Tm (melting temperature) data
were expressed as mean = SD of three or more measurements and were compared using one-
way ANOVA followed by Tukey-Kramer multiple comparison test, and were determined to
be significant when p<0.05 or p<0.01. The corresponding real-time PCR efficiencies were

calculated from the given slopes (S) of the standard curves, according to the equation: E =

10" _ 1. Linearity was expressed as the square of the Pearson correlation coefficient (R?).

Results

Validation of gRT-PCR analyses

To validate our PCR conditions, standard curves prepared with serial dilutions of COC
cDNAs were plotted for EGFR and GAPDH (Figure 1). These experiments give valuable
information about the range of template concentrations that yields similar amplification
efficiency. In our analyses, the amplification reactions for EGFR and for GAPDH presented
high linearity (R>>0.98) and efficiency (E) close to 1 (Figure 1C). These results indicate that
differentially expressed mRNA species can be analyzed within the same PCR run, as long as

the template concentrations fall within the linear range (Dussault & Pouliot, 2006).

48



The expression of EGFR was quantitatively analyzed in COCs cells. Transcripts for EGFR
were detected in both, cumulus cells (B) and in oocytes (A) (Figue 1). The amplicons
produced by gRT-PCR presented melting temperature (mean + SD) of 77.8°C + 0.2 (EGFR)
and 82.5°C £ 0.3 (GAPDH) in oocytes (Figure 1A), and 77.7°C £ 0.2 (EGFR) and 82.4°C £
0.4 (GAPDH) in cumulus cells (Figure 1B). The electrophoresis in agarose gel from the
products obtained showed an amplicon of approximately 130 bp for both genes and cells
analyzed. No amplification was observed for the samples with no reverse transcriptase

enzyme (negative controls).

In vivo FSH treatment and IVM

In this work, quantitative and qualitative aspects of goats COCs produced by two distinct
hormonal treatments for ovarian stimulation were compared (Table 2). Therefore, the number
of COC structures retrieved from each animal, and the percentage of Gl, Gll and GllI
structures did not differ statistically between the five-dose and the three-dose FSH treatment
groups. On the other hand, the maturation rate for the three-dose treatment group was

significantly lower (p<0.05) than the five-dose ovarian stimulation treatment.

In vivo FSH treatment and expression pattern in graded COCs

The quantification of EGFR mRNA abundance in structures that were not submitted to IVM
(immature COCs), previously classified as GI/GI1l and Gl (Figure 2), demonstrated that the
five-dose hormonal treatment produced GI and 11 COCs with high number of transcripts for
EGFR in cumulus cells (p<0.001) than in GIII structures (Figure 2B). However, such
difference was not seen between oocytes (Figure 2A). On the other hand, the three-dose
treatment produced GI/GlI and GII1 COCs with similar expression levels for EGFR in

oocytes (Figure 2A) or in cumulus cells (Figure 2B).
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In vivo FSH treatment and expression pattern in pre- and post-IVM COCs

We also observed that the five-dose FSH treatment produced COCs, either prior to or after
IVM, with higher levels of EGFR transcripts in cumulus cells (Figure 2B, p<0.01 and Figure
3B, p<0.05) when compared with the three-dose FSH treatment. However, similar to what
was seen for immature graded oocytes, no differences were observed in oocytes (Figure 2A

and Figure 3A).

Expression patterns in pre- and post-1VM COCs

The expression levels of EGFR in GI/GII COCs prior to and following IVM were also
quantified, irrespective of the hormonal treatment. Thus, transcription levels for EGFR were
significantly higher in MII oocytes (p<0.001, Figure 3A) and in post-IVM cumulus cells
(p<0.05, Figure 3B) than in pre-IVM oocytes (10) and in cumulus cells, respectively.
Conversely, for both treatments, EGFR expression levels in NC oocytes were statistically

lower (p<0.001) than MII oocytes, but not from immature oocytes (10).

Discussion

The in vitro production of embryos involves three main steps: maturation of primary oocytes
collected from antral follicles, fertilization of matured secondary oocytes and culture of
presumable embryos to the blastocyst stage, which can be transferred to recipients or frozen
for future use (Cognié et al., 2003). In this process, obtaining high-quality oocytes is of key
importance. To obtain high-quality oocytes, LOR has been widely used in goats (Baldassarre
et al., 2003a; Gibbons et al., 2007). Hormonal treatments for ovarian stimulation have been
used prior to laparoscopic recovery to increase the number of puncturable follicles (Pierson
etal., 2004).

Previous studies showed that gonadotrophins are critical for follicular growth, and FSH being

the key hormone, results in growth and development of follicles with 2.5 mm or bigger in
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diameter (Evans, 2003). In the present work, we evaluated COCs recovered by laparoscopy
in goats treated for ovarian stimulation with 120 mg pFSH administered in five or in three
doses. Even though the two distinct hormonal treatments provided equivalent numbers of
COCs per animal and the same proportion of GI/GII structures, oocyte maturation rate was
significantly higher in the five-dose group. Such findings indicated a lower meiotic
competence for GI/GII COCs when obtained from the three-dose FSH treatment.
Interestingly, the assessment of the COC morphology prior to IVM was not a good predictor
of oocyte meiotic competence. This suggests that improvements in the grading system to
predict oocyte competence, using morphological criteria, are still a need.

Several pieces of evidence have suggested that the investigation of molecular markers using
highly sensitive techniques, such as microarray and real-time PCR, is a promising approach
for studies in COC gene expression for a better inference of oocyte competence to
development (Wrenzycki et al., 2007; Assidi et al., 2008). Here, we applied real-time gPCR
to investigate possible correlations between EGFR expression levels in cumulus cells and in
oocytes with the quality of recovered COCs structures obtained from two FSH protocols for
ovarian stimulation in goats. Based on the expression profiles, our results indicated the
occurrence of significant differences in EGFR mRNA relative abundance in cumulus cells,
but not in oocytes, depending on the FSH treatment protocol (three- vs. five-dose groups),
COC morphological grading (GI/GlI vs. GI1I COCs), and maturation status (pre- vs. post-
IVM COCs).

Regarding the comparisons between hormonal protocols, the treatment with five injections of
FSH produced GI/GI1 COCs (used for IVM) with higher levels of EGFR expression in
cumulus cells when compared with the three-dose FSH treatment. Moreover, the latter
treatment generated GI/GII structures with EGFR levels as low as in GllI structures (not
selected for IVM) from both hormonal treatments. These results were associated with a

higher maturation rate for structures in the five-dose treatment relative to the three-dose
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group, also indicating that EGFR expression in cumulus cells may be positively correlated
with oocyte meiotic competence in goat COCs. Even if the final total dose of FSH was the
same between groups, the number and/or intervals of injected doses affected the levels of
EGFR expression in cumulus cells.
It is known that successful FSH treatments for ovarian stimulation usually require multiple
doses, which is primarily due to the shorter in vivo FSH half-life (Monniaux et al., 1983).
Studies have reported the important effect of gonadotrophins on the EGF network mediating
the follicular growth (Zhang et al., 2009; Van Den Hurk & Zhao, 2005). In fact, studies
demonstrated that the EGFR expression increases with progression of folliculogenesis due to
gonadotrophin stimulation, reaching its maximum at the preovulatory stage (Choi et al.,
2005). Consequently, it is possible that the three-dose injection protocol used in this study
failed to supply adequate levels of FSH during follicular development, resulting in GI/GlI
COCs with lower oocyte meiotic competence (expressed in terms of lower maturation rate)
and with reduced EGFR expression levels in its surrounding cumulus cells.
Oocyte competence was suggested to occur mainly due to the molecular memory acquired
during maturation by the oocyte and the supportive somatic cells (Sirard et al., 2003). In
addition, the presence of cumulus cells (Hashimoto et al., 1998) and the maintenance of
functional coupling between the oocyte and its surrounding cumulus by gap junctions are
both necessary to the oocyte competence acquisition process (Atef et al., 2005). Therefore,
competent oocytes also appear to influence the pattern of expression of a set of biochemical
markers in the cumulus that might be crucial to achieve maturation (Assidi et al., 2008).
Despite the apparent sufficient supply of FSH used in the five-dose treatment, a lower EGFR
expression in the cumulus cells of GI11 COCs would be expected when compared with
GI/GII COCs. Given the key role of the cumulus-oocyte communications in the follicular

growth (Van Den Hurk & Zhao, 2005), we hypothesized that the very low or even null
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number of cumulus cells surrounding the oocyte of Gl1I COCs significantly reduced the in
vivo up regulation of EGFR in cumulus cells mediated by FSH.

Differences in the levels of EGFR expression in GI/GII goat COCs between the FSH
treatments were restricted to the cumulus cells, with no differences being detected in the
oocytes. Despite several investigations of potential marker genes for oocyte developmental
competence has been performed in the own oocyte (Wrenzycki et al., 2007), studies with
cumulus cells are emergent. In effect, the potential of analyzing cumulus cell gene expression
as a marker for oocyte quality, more than the oocyte itself, is being increasingly recognized
(Feuerstein et al., 2007). Thus, Assidi et al. (2008) proposed, that EGFR, among others
genes, is a potential candidate to predict bovine oocyte competence. Furthermore, given the
absence of FSH receptor on the oocyte, the EGFR expression in cumulus cells may provide
more relevant biological information than transcripts from the oocyte per se, particularly
concerning in vivo hormonal treatments. In fact, Assidi et al. (2008) also used bovine
cumulus cells for gene expression analysis to access in vivo responses to FSH stimulation. In
the same way, we propose that EGFR may indeed be a good candidate marker for indirect
prediction of goat oocyte quality.

In the present investigation, we also demonstrated the presence of EGFR transcripts in
oocytes and in cumulus cells both prior and after IVM. This is in agreement with data
obtained in goats in which EGFR transcripts, assessed by RT-PCR, and EGFR protein,
detected using immunochemistry and western blot analyses, have been reported in follicular
cells (granulosa and cumulus) and in oocytes (Gall et al., 2004). Additionally, reports have
already shown the presence of EGFR in follicular cells (mouse, Hill et al., 1999; cattle,
Lonergan et al., 1996; human, Qu et al., 2000; pig, Singh et al., 1995; rat, Chabot et al.,
1986; hamster: Garnett et al., 2002) and in oocytes (mouse, Willey et al., 1992; human, Chia
et al., 1995; pig, Singh et al., 1995; hamster, Garnett et al., 2002) of several mammalian

species.
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It is clear that EGFs can influence maturation, having positive effects during the IVM
process in a variety of species, including cattle (Lonergan et al., 1996), humans (Das et al.,
1991), and rodents (Das et al., 1991). Even though the mechanism whereby EGFs exert their
effects on COC maturation has not been completely elucidated yet, cumulus cells are
considered the major site of action for these factors, indirectly modulating oocyte maturation.
Here, we have shown that IVM was associated with a significant increase in EGFR
expression in goat oocytes and cumulus cells in both in vivo FSH protocols used for ovarian
stimulation. Following IVM, MII oocytes had nearly a four-fold increase in EGFR mRNA
relative abundance in comparison with immature oocytes, with cumulus cells doubling the
EGFR expression after IVM. This suggests that, in goats, EGFs could exert their targeting
effects independently, at least in part, directly on cumulus cells and on the oocyte itself
through EGFR intrinsically expressed in each cell type. This possibility is supported by
findings in cattle (Lonergan et al., 1996) and in the mouse (Das et al., 1991), in which EGF
was shown to act directly on denuded oocytes and on COCs. Interestingly, EGFR expression
was previously detected in the goat oocyte, but the receptor protein was likely immature, as it
was proven unable to be phosphorylated (Gall et al., 2005). Our data indicated a possible up
regulation in EGFR expression in cumulus cells and also in the oocytes during 1IVM,
suggesting a potential physiological role during development. Moreover, NC oocytes, i.e.,
oocytes that failed to complete meiotic nuclear maturation, displayed similar EGFR
expression pattern to immature oocytes. Then, we speculate that EGFR up regulation in
oocytes is associated with the in vitro ability to resume meiosis, as also suggested by results
from Gall et al. (2004), which demonstrated an association between the increase in EGFR
relative abundance and oocyte ability to resume and complete meiosis during goat follicular
growth.

Altogether, data from the present study corroborate the importance of EGFR expression in

cumulus cells and point to a putative direct action of EGFR in goat oocytes during IVM.
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Even though some biochemical mechanisms of EGF actions in goat cumulus cells (Gall et
al., 2005) and oocytes (Dedieu et al., 1996) during the IVM process have already been
described, the EGFR signaling in oocytes still remains poorly understood. Further studies are
still necessary to address several issues in signal transduction events taking place in COCs
during the IVM process in goat cumulus cells and oocytes.

In summary, the use of a protocol for ovarian stimulation in goats with higher number of
pFSH injections at a shorter interval resulted in COCs with a higher level of EGFR
expression in cumulus cells, but not in the oocyte, which appeared to be correlated with an
elevated oocyte meiotic competence following in vitro maturation. The morphological
grading of COCs prior to IVM was not a good predictor of oocyte meiotic competence, since
it could not assess the intrinsic quality of COCs. Therefore, EGFR may be a good indirect
candidate marker for goat oocyte quality. Additionally, the investigation of gene expression
in cumulus cells instead of in the oocyte, represent a valid alternative in the selection of
competent oocytes for IVM. Finally, the IVM process of goat COCs increased the EGFR
expression in oocytes and cumulus cells, which seemed to be strongly correlated with the
resumption of meiosis. Cause-and-effect relationships between such increased expression

levels in the oocyte and oocyte competence itself still need to be further investigated.
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Tables

Table 1 Oligonucleotides used for quantitative real-time polymerase chain reaction analysis of

gene expression in goat oocytes and cumulus cells.

Gene Nucleotide sequence Product size GenBank
(bp) accession number
EGFR 3-AACTGTGAGGTGGTCCTTGG-5 120 AY486452
3-CACTGTGTTGAGGGCAATGA-5
GAPDH 3 -TTCAACGGCACAGTCAAGG-5 119 XM_618013

3-ACATACTCAGCACCAGCATCAC-

5
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Table 2 Cumulus-oocyte complexes (COCs) recovered from goats after five-dose or three-

dose hormonal treatments for ovarian stimulation.

Treatment ~ N. of Number of collected COCs Grading of COCs (%) Matured

goats (mean per animal + SD) GI/GII Gl COCs (%)*
Five doses 18 211 73.9 14.2 49.1°
(11.7 £ 4.9)
Three doses 17 182 66.5 12.6 32.1°
(10.7 £ 4.0)

2D~ Numbers in the same column with distinct superscripts differ significantly (p<0.05)

*Proportion of GI/GlI-only COCs, as GIlII COCs were not submitted to IVM
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Figure 1 Specificity, linearity and efficacy of EGFR and GAPDH gRT-PCR amplifications

in oocytes and cumulus cells. Derivative melting curves of EGFR and GAPDH amplicons in

oocytes (A) and cumulus cells (B). Negative controls (arrows) were constituted of mMRNA

templates without reverse transcriptase. The inserts in panels A and B show the eletroforetic

analysis of the products. M: 100 bp DNA ladder. Standard curves for EGFR (upper line) and

GAPDH (lower line) amplifications in COCs (C). The curve slopes, efficiency values (E) and

square of Pearson correlation coefficients (R?) were plotted.
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Figure 2 Real-time gRT-PCR analysis of EGFR expression in goat (A) oocytes and (B)

cumulus cells from graded COCs obtained from the five-dose or three-dose FSH treatment

groups for ovarian stimulation. Shown are the fold differences in mRNA expression after

normalization to the internal standard (GAPDH). The mRNA levels in GI/Gll oocytes and

cumulus cells, both for the five-dose FSH treatment, were arbitrarily set to one-fold for

oocyte and cumulus cells groups, respectively. Lower panels in A and B show the

eletroforetic analysis of the EGFR and GAPDH amplicons. Histograms with columns with

distinct superscripts differ, for p<0.05 in A and p<0.01 in B.
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GAPDH

cumulus cells from pre- and post-IVM COCs obtained from the five-dose or three-dose FSH
treatment groups for ovarian stimulation. Shown are the fold differences in mMRNA
expression in the immature (OI), mature (MII) and non-competent (NC) oocytes, and in
cumulus cells from pre- and post-IVM COCs, after normalization to the internal standard
(GAPDH). The mRNA levels in Ol and pre-IVM cumulus cells, both for the five-dose
treatment, were arbitrarily set to one-fold for oocyte and cumulus cells groups, respectively.
Lower panels in A and B show the eletroforetic analysis of the EGFR and GAPDH
amplicons. Histograms with columns with distinct superscripts differ, for p<0.001 in A and

p<0.05 in B.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo levaram as seguintes conclusoes:

- O tratamento de estimulacdo ovariana com cinco injecdes de pFSH resultou em
CCOs de maior nivel de expressao de EGFR nas células do cumulus.

- O EGFR apresenta-se como um bom candidato a marcador da qualidade oocitaria
em caprinos.

- O estudo da expressdo génica em células do cumulus pode ser adicionado aos
critérios convencionais de avaliagdo morfoldgica para a qualidade oocitaria e posterior
competéncia a MIV.

- O processo de MIV aumenta a expressdo de EGFR tanto em od6cito como em células

do cumulus.
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8 PERSPECTIVAS

O estudo, com o uso do RT-PCR em tempo real quantitativo, da expressdo diferencial
de genes caprinos envolvidos em vias regulatorias das células do cumulus adicionado ao
monitoramento dos posteriores embrides pode levar ao melhor conhecimento das
consequiéncias de diferentes protocolos de estimulacéo ovariana sobre a populago oocitéria
disponivel.

Eventualmente, esta abordagem pode melhorar consideravelmente a compreensédo
sobre os fatores que controlam o desenvolvimento folicular em caprinos, dando a
oportunidade de sugerir novas estratégias de estimulacdo ovariana para otimizar a qualidade
oocitaria.
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IN VITRO MATURATION OF OOCYTES FROM CANINDE GOATS SUBMITTED
TO DIFFERENT HORMONAL TREATMENTS FOR OVARIAN STIMULATION

K.C. Almeida, A.F. Pereira*, A.S. Alcantara Neto, S.R.G. Avelar, F.C. Sousa, L.M. Melo,
D.I.A. Teixeira, V.J.F. Freitas

State University of Ceara, Fortaleza, CE, Brazil

Oocyte in vitro maturation (IVM) is a long process during which oocytes acquire their ability
to support the stages of development in a stepwise manner, ultimately reaching activation of
the embryonic genome. The overall success of this process can be affected by factors such as
hormonal treatment for ovarian stimulation. Thus, current study aims to evaluate the possible
effects of the ovarian stimulatory protocols on the goat oocyte quality and IVM rate. Adult
and cyclic Canindé goats were heat synchronized by means of intravaginal sponges
impregnated with 60 mg medroxyprogesterone acetate (MAP, Progespon, Syntex, Argentina)
inserted for 11 days coupled with a luteolytic injection of 50 ug cloprostenol (Ciosin,
Coopers, Brazil) in the 8th day of treatment. The ovarian stimulation was carried out using
one of the following protocols: a) standard multi-doses (MD) with 120 mg pFSH (Folltropin-
V, Vetrepharm, Canada) distributed in five injections (30/30; 20/20; 20 mg) at 12 h intervals
(n=18); b) three-doses (TD) with 120 mg pFSH administered in three injections (60; 40; 20
mg) at 24 h intervals (n=17); c) oneshot (OD) of 70 mg pFSH plus 200 iu of eCG
(Novormon, Syntex, Argentina) administered 36 h before sponge removal (n=17). In MD and
TD groups, the pFSH injections started in 8th day of progestagen treatment. The follicles
were aspirated just after the sponge removal using the laparoscopic oocyte recovery (LOR).
This procedure was performed with a 22-gauge needle and a vacuum pump to 30 mmHg. The
collection medium was TCM199 supplemented with HEPES (10 mM), heparin (20 iu/mL)
and gentamicin sulfate (40 pg/mL). Cumulus-oocyte complexes (COCs) were classified as
grade I, I, 11l or 1V based on visual criteria (Baldassarre H et al., 2003 Theriogenology 56,
831-839). Good quality oocytes (grade | and 11) were incubated in TCM199 supplemented
with cysteamine (100 uM), EGF (10 ng/mL) and gentamicin sulfate (40 pg/mL) at 38.5°C in
a humidified atmosphere with 5% CO2 in air for 24 h. Oocyte maturation was assessed by
the visualization of first polar body under inverted microscope. Data were expressed in
percentage and analyzed using the Fischer's exact test. No statistical differences among
hormonal treatments (P > 0.05) were observed for the percentage of the good quality oocytes,
with 70.4 + 3.0% of COCs graded in | and Il. The IVM rate in TD (32.1%) was statistically
lower than MD (32.1% vs 49.1%, P=0.04) group. However, no significant differences
(P=0.89) were observed between OD (46.2%) and MD groups. Thus, current results indicate
that oocyte production for IVM can be facilitated using ovarian stimulation with oneshot
FSH/eCG regime, without affect meiotic competence. In summary, OD and MD treatments
can be used for oocyte IVM in an embryo production programme in Canindé goats.
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TAXA DE MATURACAO DE OOCITOS DE CABRAS DA RACA CANINDE
SUBMETIDAS A DIFERENTES TRATAMENTOS HORMONAIS PARA
ESTIMULACAO OVARIANA

K.C. Almeida, A.F. Pereira, A.S. Alcantara Neto, S.R.G. Avelar, F.C. Sousa, L.M. Melo,
V.J.F. Freitas

A maturacdo oocitaria € um longo processo durante o qual o odcito adquire a habilidade para
suportar os estagios de desenvolvimento culminando com a ativagcdo do genoma embrionario.
Diferentes fatores podem influenciar o sucesso desta etapa, tal como a fonte de estimulagéo
ovariana. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de diferentes protocolos
hormonais sobre a qualidade e a taxa de maturacdo in vitro (MIV) de odcitos caprinos. Para
tanto, cabras Canindé adultas e ciclicas tiveram seu estro sincronizado pelo uso de esponja
vaginal impregnada com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (Progespon, Syntex,
Argentina) por 11 dias, associado a uma inje¢do intra-muscular (i.m.) de 50 pg de
cloprostenol (Ciosin, Coopers, Brasil) no oitavo dia de tratamento. A estimulacdo ovariana
foi realizada utilizando-se um dos seguintes protocolos: grupo padréo (GP, n=18): 120 mg de
pFSH (Folltropin-V, Vetepharm, Canada) administradas em cinco doses decrescentes (30/30;
20/20; 20 mg) intervaladas de 12 h; Grupo 3 doses (TD, n=17): 120 mg de pFSH
administradas em trés doses decrescentes (60; 40; 20 mg), intervaladas de 24 h e Grupo dose
tnica (DU, n=17): 70 mg de pFSH e 200 Ul de eCG (Novormon, Syntex, Argentina)
administradas em Unica dose 36 h antes da colheita de o6citos por laparoscopia (COL). As
injecOes de pFSH de GP e TD foram iniciadas no oitavo dia do tratamento progestageno. O
sistema de colheita oocitaria consistiu de uma agulha 22G e uma bomba de vacuo a 30
mmHg. Os complexos cumulus-odcito (CCOs) foram recuperados em TCM199 acrescido de
HEPES (10 mM), heparina (20 Ul/mL) e gentamicina (40 pg/mL). Os CCOs foram
classificados em grau I, II, 11l ou IV, de acordo com critérios visuais (Baldassarre et al.,
2003). Os CCOs com boa qualidade (graus I e Il) foram submetidos a MIV, sendo incubados
em TCM199 suplementado com cisteamina (100 uM), EGF (10 ng/mL) e gentamicina (40
pg/mL) a 5% de CO,, 38,5 °C por 24 h. A avaliacdo da maturacdo foi realizada pela
visualizacdo do 1° corpusculo polar em microscépio invertido. Os dados foram expressos em
percentual médio (x desvio padrdo) e comparados através do teste exato de Fisher. Os trés
grupos experimentais nao diferiram (P > 0,05) quanto a producdo de odcitos de boa
qualidade, com 70,4 £ 3,0% das estruturas classificadas em grau | ou Il. No entanto, a taxa de
MIV para o grupo TD (32,1%) foi estatisticamente inferior (P=0,04) a taxa do grupo GP
(49,1%). Por outro lado, o percentual de MIV néo diferiu (P=0,89) entre os grupos DU
(46,2%) e GP. Assim, a producdo de odcitos para MIV pode ser facilitada quanto a
execucdo, sem afetar a qualidade oocitaria, através da utilizacdo da estimulacdo ovariana com
dose Unica de pFSH e eCG. Em conclusdo, ambos 0s grupos experimentais (GP e DU)
podem ser utilizados na obtencdo de odcitos competentes a MIV em caprinos da raca
Canindé.
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