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RESUMO

A obtencao de odcitos para producéo in vitro de embrides (PIVE) em fémeas vivas
pode ser otimizada por meio do uso de protocolos hormonais, que além de
incrementar o numero de odécitos disponiveis para aspiracdo, podem melhorar a
competéncia ao desenvolvimento dependendo da dose, do momento da
administracdo e tempo decorrido entre a ultima dose e aspiracdo dos od0citos
(coasting). Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de
diferentes tempos de coasting na quantidade e na qualidade de complexos
cumulus-odcitos (CCOs) em ovelhas. Foi utilizado o “protocolo Dia 0" para a
sincronizacdo da ovulacdo e da emergéncia da onda folicular em 36 ovelhas da
raca Santa Inés. A mesma estratégia de estimulagéo ovariana (80 mg de FSH em
trés doses decrescentes, administradas a cada 12 h) foi realizada para todos os
grupos, variando apenas o tempo (12, 36, 60 h) entre a ultima dose de FSH e a
coleta laparoscépica dos CCOs (coasting time). Apos selecdo dos CCOs, esses
foram corados com o azul cresil brilhante e avaliados quanto ao grau de
condensacdo da cromatina da vesicula germinativa, além de medidos para
verificar seu diametro. Posteriormente, os CCOs foram alocados em pools de
acordo com cada tempo de coasting para avaliacdo da expressao dos genes que
predizem a competéncia ao desenvolvimento do oocito (MATER, ZAR1, GDF9,
BMP15, PTGS2, HAS2), e de apoptose (BAX e BCL2). A morfologia dos CCOs foi
similar (P>0,05) entre os grupos, assim como a quantidade de CCOs BCB+. O
grupo G60 apresentou maior (P<0,05) quantidade de foliculos grandes, acima de
5 mm, em relagcdo aos demais grupos, além de odcitos de diametro maior em
relacdo ao grupo G12. Na avaliacdo da condensacdo da cromatina da vesicula
germinativa ndo houve diferenca entre os grupos em relacdo ao padrdo de
cromatina condensada ao redor do nucléolo (SN) (P>0,05). Porém, o grupo G60
obteve menor taxa de condensacéo da cromatina tipo difusa (NSN) e maior do tipo
condensada ao redor do nucléolo e envelope nuclear (SNE) em relacdo aos
demais grupos (P<0,05), apresentado uma configuracdo melhor do padrdo de
condensacao da cromatina. Na expressao génica, o grupo G60 apresentou melhor
(P<0,05) expressao dos genes BMP15, MATER, ZAR1 e PTGS2 comparado ao
G12 e PTGS2 e HAS2 comparado ao G36. Conclui-se que o tempo de coasting
afeta a competéncia ao desenvolvimento dos odécitos ovinos de fémeas
superestimuladas apés protocolo de Dia 0, sendo, dentre os tempos testados
nesse estudo, o de 60 h o mais adequado.

Palavras-chave: BCB, CCO, FSH, expressao génica, ovelha, qualidade oocitaria.



ABSTRACT

Obtaining oocytes for in vitro embryo production (IVEP) in live females can be
optimized through the use of hormonal protocols, that in addition to increasing the
number of oocytes available for aspiration, may improve developmental
competence depending on dose, timing of administration and time elapsed
between last dose and oocyte aspiration (coasting). Therefore, the aim of the
present study was to evaluate the effect of different coasting times on the quantity
and quality of cumulus-oocyte complexes (COCSs) in sheep. The “Day 0 protocol”
was used to synchronize ovulation and follicular wave emergence in 36 Santa Inés
ewes. The same strategy of ovarian stimulation (80 mg of FSH in three decreasing
doses, administered every 12 h) was performed in all groups, varying only the time
(12, 36, 60 h) between the last dose of FSH and laparoscopic collection of COCs
(coasting time). After COC selection, they were stained with brilliant cresyl blue
and evaluated for the degree of condensation of the chromatin of the germinal
vesicle, in addition to being measured to verify their diameter. Later, the COCs
were allocated in pools according to each coasting time to evaluate the expression
of genes predicting oocyte developmental competence (MATER, ZAR1, GDF9,
BMP15, PTGS2, HAS2), and of apoptosis (BAX and BCL2). COCs morphology
was similar (P>0.05) among groups, as well as the quantity of BCB+ COCS. The
oocytes in G60 group had more (P<0.05) large follicles, i.e., greater than 5 mm, in
relation to the two other groups, and oocytes with a larger diameter than the G12
group. In the evaluation of the chromatin condensation of the germinal vesicle,
there was no difference among the groups in relation to the SN pattern (P>0.05).
However, the G60 group had a lower NSN-type chromatin condensation rate and a
higher SNE-type chromatin condensation rate compared to the other groups
(P>0.05), presenting a better configuration of chromatin condensation pattern. The
analysis of the gene expression of the G60 group showed greater expression of
the BMP15, MATER, ZAR1, PTGS2 genes when compared to G12, PTGS2 and
HAS2 when compared to G36. It is concluded that coasting time affect the
developmental competence of sheep oocytes from superstimulated females after
Day 0 protocol, being, among the times tested in this study, the 60 h the most
appropriate.

Key words: BCB, COC, FSH, gene expression, oocyte quality, sheep.
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1 INTRODUCAO

A recuperacdo de complexos cumulus-odcitos (CCOs) de qualidade é
essencial para a producédo in vitro de embrides (PIVE), assim como para a
clonagem e transgénese. Para o0 sucesso destas biotécnicas, € necesséario que
haja ainda um elevado niumero de CCOs obtidos, sendo esses um dos principais
empecilhos para a maior difusdo da PIVE em pequenos ruminantes (revisado por
SOUZA-FABJAN et al., 2021). A laparoscopia (laparoscopic ovum pick-up, LOPU)
€ a técnica de eleicdo para a obtencdo de odcitos in vivo em pequenos
ruminantes. Nestas espécies, a utilizacdo de protocolos hormonais é necessaria
para que o numero de CCOs coletados seja expressivo, além de permitir o
aumento da sua competéncia ao desenvolvimento, dependendo da dose e do
regime de aplicagdo adotado (GIBBONS et al., 2007; SIRARD et al., 2006). Um
bom protocolo de superestimulacdo deve proporcionar foliculos médios e grandes

para a LOPU, que possam produzir um oécito de boa qualidade.

Com o objetivo de otimizar o protocolo de superestimulacdo ovariana em
ovelhas, Braganca et al. (2018) aplicaram pela primeira vez o protocolo dia zero
(sincronizacdo da onda folicular) e avaliaram quatro protocolos distintos para
superestimulacéo, variando apenas a dose e o regime de aplicacdo do horménio
foliculo estimulante (FSH). Os autores demonstraram que o0 protocolo que
proporcionou odcitos de maior qualidade foi o que utilizou 80 mg de FSH em
multiplas doses, modulando adequadamente a expressao génica dos CCOs.
Posteriormente, Braganca et al. (2021) relataram que, no protocolo dia zero, a
utilizacdo de P4 exdgena durante o protocolo de superestimulacdo ovariana, em
comparacao ao seu analogo acetato de medroxiprogesterona (MAP), teve efeitos
positivos na expressao génica e na competéncia oocitaria. Ressalta-se que os
autores utilizaram, em ambos os estudos, o intervalo de 12 h da dltima aplicacéao
de FSH a LOPU.
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Além de variagBes nos protocolos de superestimulacao, diferentes tempos
até o momento da coleta de odcitos tém sido estudados na PIVE em ruminantes.
Este intervalo de tempo entre a ultima aplicacdo do FSH e a coleta do CCO é
definido como coasting time (BLONDIN et al., 2002) e, em bovinos, j& vem sendo
aprimorado por cerca de 25 anos. Em 1997, um grupo de pesquisadores observou
que o intervalo entre a administragcdo de FSH e o abate, e entre 0 abate e a
recuperacdo dos oocitos melhorou o nimero de CCOs competentes (BLONDIN;
GUILBAULT; SIRARD, 1997). Estudos anteriores relatavam que, em animais
superestimulados, ocorria um encurtamento do periodo entre a lutedlise e o
proximo pico do horménio luteinizante (LH) (CALLESEN; GREVE; HYTTEL, 1986;
GOFF et al., 1986). Essa janela de LH reduzida poderia estar, entdo, afetando a
capacidade do oocito de adquirir a sua competéncia ao desenvolvimento
(BLONDIN; GUILBAULT; SIRARD, 1997).

Surgiu entdo a necessidade de inserir o coasting time nos protocolos de
superestimulacéo, para permitir que o CCO complete a sua maturacdo e se torne
mais competente. Abdullah et al. (2008) testaram, em caprinos, algo similar ao
coasting, prolongando o periodo sem FSH e gonadotrofina coribnica humana
(hCG) até a LOPU. Houve uma melhora significativa na qualidade dos odcitos,
visto que houve uma maior taxa de maturacao in vitro e melhorou capacidade de
desenvolvimento em blastocisto, além de aumentar o numero de o00citos
recuperados e a taxa de recuperacdo. Apesar disso, a literatura ainda é incipiente
com relacdo aos possiveis efeitos do coasting time na predicdo de competéncia do

od6cito em ovelhas.

Neste contexto, foi hipotetizado que o coasting time pode ser benéfico,
melhorando a qualidade dos odcitos ovinos, assim como ocorre em bovinos
(NIVET et al., 2012). Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito de diferentes tempos de coasting na quantidade e na qualidade de CCOs de

ovelhas, mensurada por diferentes técnicas como a avalicdo morfolédgica, teste de
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BCB, avaliacdo de padrdo de condensacdo da cromatina e tamanho

folicular/oocitario, além da analise de expressao génica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 ESPECIE OVINA E A RACA SANTA INES

A ovinocultura é uma pratica econdmica de grande importancia, realizada
em todos os continentes, principalmente na Asia, Africa e Oceania. Esta atividade
vem se expandindo devido ao grande poder de adaptacdo da espécie a diferentes
condi¢cdes ambientais. Producdes extensivas sdo observadas principalmente em
paises da Africa e Asia, devido ao objetivo principal de consumo interno dos
produtos oriundos da ovinocultura. JA na Europa e América do Sul a producao é
mais intensiva, com destaque na producéo de leite — para fabricacdo de queijos
finos —, e producdo de la e carne dos rebanhos mesticos para a exportagéo,
respectivamente (VIANA, 2008).

O Brasil possui um rebanho efetivo de pequenos ruminantes de
aproximadamente 29.650.000 cabecas, dos quais cerca de 19 milhdes sdo da
espécie ovina (IBGE, 2019). Além de produzir carne, la e leite, a ovinocultura
possui um papel importante na area da pesquisa, contribuindo inclusive na area da
medicina humana. Sendo assim, existe a preocupacéo crescente em aperfeicoar o
estudo da eficiéncia reprodutiva e melhoramento genético desses animais (ZHU et
al., 2018).

A raca Santa Inés é uma das principais racas criadas no Brasil, por sua
adaptabilidade a diferentes condices ambientais, sua habilidade materna, boa
prolificidade e rapida maturidade reprodutiva (ROCHA et al., 2004). A rusticidade
da raca, desenvolvida na regido Nordeste do Brasil, é atribuida ao cruzamento
entre as racas Somalis, Bergamacia e Morada Nova, além de outros ovinos sem
raca definida. A sua origem pode ser confiirmada por algumas de suas
caracteristicas. O porte, as orelhas, os vestigios de 1 e o formato da cabeca déo
indicios do cruzamento com a raca Bergaméacia. O fato de ser uma raca
deslanada, em sua maioria, e as variagcdes de pelagens correspondem a raca

Morada Nova. Além disso, a presenca de uma porcentagem de gordura em torno
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da base da cauda evidencia a inclusdo da raca Somalis (SANTOS, 2003;
VERISSIMO et al., 2009).

2.2 O FOLICULO ANTRAL

A foliculogénese € um processo de crescimento e maturacao do foliculo em
que ocorrem diversas alteragfes, tanto nele em si quanto no odcito que ele abriga.
A sua fase final, denominada foliculogénese antral, é dependente de hormonios
gonadotroficos e culmina na formacdo do foliculo antral. Chamado também de
foliculo de Graaf ou de foliculo pré-ovulatorio, o foliculo antral é formado proximo
ao término do crescimento do odcito (CLARKE, 2018), e recebe esse nome por ter
como caracteristica principal a formacdo de uma cavidade nomeada antro, que
contém fluido folicular. Cada componente desde tipo de foliculo vai contribuir para
a formacdo de um microambiente ideal para que a diferenciacdo do odécito seja
bem-sucedida (HENNET; COMBELLES, 2012).

A fase de foliculogénese antral sofre influéncia direta dos hormonios
gonadotroficos, podendo ser considerada uma fase hormonio-dependente. O FSH
vai proporcionar e sustentar o crescimento dos foliculos. Com a formacdo da
cavidade antral, o foliculo, que sera selecionado como o foliculo dominante, passa
a ter seu processo de esteroidogénese ativo e produzir estradiol. O estradiol e a
inibina irdo suprimir a acao e liberacdo do FSH, fazendo com que o foliculo passe
a depender hormonalmente do LH (HENNET; COMBELLES, 2012). Ao cessar 0
suporte de FSH, os demais foliculos entram em atresia e regridem, enquanto o
foliculo selecionado como dominante passa a sintetizar mais receptores de LH e
continua sua diferenciacdo até que a concentracdo de estradiol seja suficiente
para promover feedback positivo sobre o eixo reprodutivo, estimulando o pico pré-
ovulatorio de LH e a ovulacdo (GONZALEZ-ANOVER et al., 2007). Em ovinos, 0
foliculo desenvolve receptores de LH nas células da granulosa ao atingir 4 mm de
diametro, e o0 que realiza esse processo primeiro sera selecionado para tornar-se

ovulatorio (DRIANCOURT, 2001). Os pulsos pré-ovulatérios de LH adquirem maior
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intensidade quanto mais tempo se passa da Ultima ovulacdo (por conta da
lutedlise e consequente diminuicdo dos niveis de P4), até que ocorra a ovulacdo
(HENNET; COMBELLES, 2012).

O fluido folicular, contido na cavidade do foliculo antral, € formado por
componentes derivados da corrente sanguinea e por secrecdes de células
somaticas foliculares (HENNET; COMBELLES, 2012), como gonadotrofinas,
esteroides, fatores de crescimento, enzimas, proteoglicanos e lipoproteinas (VAN
DEN HURK; ZHAO, 2005). Esse fluido banha o od6cito durante o seu
desenvolvimento e permite a comunicacéo entre os diversos tipos celulares dentro
do foliculo, além de possuir componentes importantes na diferenciacdo oocitaria,
como espécies reativas de oxigénio e antioxidantes, horménios e metabdlitos
(HENNET; COMBELLES 2012).

Na foliculogénese antral, as células da granulosa e da teca sofrem
alteracGes importantes. A formacéo da cavidade antral acaba levando as células
da granulosa a se separarem e se tornarem dois tipos celulares distintos que
desempenham diferentes funcfes: as células das granulosas murais e as células
do cumulus. As células murais sdo as formadoras da parede interna do foliculo,
revestindo-o internamente. Ja as células do cumulus sdo um tipo celular
especializado, que vao circundar o odécito e formar o CCO (CLARKE, 2018;
HENNET; COMBELLES, 2012). Ja as células da teca tém o papel de revestir o
foliculo antral externamente, definindo seu limite, e sdo separadas do foliculo
interno por uma lamina especializada de matriz extracelular chamada lamina basal
(HENNET; COMBELLES, 2012).

Na fase de dominancia folicular, além das alteracbes que ocorrem no
foliculo, alteracbes no oocito também podem ser observadas. Durante a
dominancia ocorre um processo no oocito chamado capacitacdo, em que 0 seu
envelope nuclear se torna ondulado e o remanescente do nucléolo apresenta um

crescente vacuolo. A capacitacdo oocitaria é essencial para que o odcito se torne
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competente para retomar e completar a meiose e, ap0s a fertilizagdo, consiga se
desenvolver até o estagio de blastocisto (VAN DER HURK; ZHAO, 2005).

2.3 AQUISICAO DA COMPETENCIA OOCITARIA

Em mamiferos, a competéncia do odcito € adquirida ao longo do
crescimento folicular entre o estimulo de FSH e a onda pré-ovulatéria de LH, e
aumenta com o tamanho do foliculo, para que, no momento da ovulagdo, possua
as condicdes necessarias para suportar o desenvolvimento embrionario quando
houver a ativacdo do genoma (SOUZA-FABJAN et al., 2014). O odcito tem uma
fase de crescimento prolongada, cuja maior parte ocorre na fase anterior a fase de
foliculogénese antral e se finaliza logo ap6s a formacao do antro, seguida de uma
fase de capacitacdo e posterior periodo de maturacdo (HENNET; COMBELLES,
2012). Sendo assim, esta ocorre ao longo do crescimento folicular a fim de que o
oocito crescido possa se autorregular via fatores de secrecdo paracrina, que
contribuem para a plena competéncia (HUSSEIN et al., 2006).

No processo de diferenciacdo do odcito, para que ele possa prosseguir para
um possivel embrido em desenvolvimento, o citoplasma oocitario sofre alteracdes
em suas organelas, que se acumulam e passam a se distribuir e organizar de uma
nova maneira (HENNET; COMBELLES, 2012; HYTTEL et al., 1997). Em seu
nucleo, o odcito se torna transcricionalmente ativo a partir da formagéo do foliculo
antral, havendo analises de RNA ribossomal em odcitos que demonstram que
ainda néo ha atividade transcricional quando em foliculos primordiais (HYTTEL et
al., 2001). H4 a criagdo de um estoque de mRNAs, que serdo mobilizados em
momentos especificos (CROCOMO; LANDIM-ALVARENGA; BICUDO, 2014), e
gue serao essenciais para sustentar o desenvolvimento inicial do embrido até que
0 genoma embrionario seja ativado (HENNET; COMBELLES, 2012). Apesar de
extremamente importante na aquisicdo da competéncia oocitaria, a transcricao
nao possui longa duragéo no foliculo antral. No penultimo crescimento do oocito o
imprinting de genes aumenta (O'DOHERTY; O’SHEA; FAIR, 2012), e no
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crescimento final ha uma repressédo da transcricdo e o nucléolo se torna inativo
(FAIR et al., 1997).

Apdés concluir seu crescimento, 0 odcito precisa passar pela capacitacdo, ou
pré-maturacdo, cujos eventos especificos ainda ndo sdo muito bem definidos.
Esse processo inclui alteragcbes moleculares e estruturais, como armazenamento
adicional de proteinas e aumento de goticulas lipidicas e realocagédo de granulos
corticais (HYTTEL et al.,, 1997; DIELEMAN et al., 2002). A capacitacdo ocorre
dentro do foliculo antral e é indispensavel para que o odcito adquira competéncia
ao desenvolvimento (HENNET; COMBELLES, 2012).

Segundo Sirard et al. (2006), existem basicamente cinco niveis de
competéncia oocitaria, que representam a chave para caracterizar 0
desenvolvimento da competéncia. Sdo descritas como capacidades: de retomar a
meiose, de clivar apos a fertilizacdo, de se desenvolver até o estagio de
blastocisto, de induzir prenhez, e leva-la a termo de maneira saudavel. O sinal da
inibicdo da meiose enviado pelas células somaticas do foliculo € quebrado pela
onda pré-ovulatoria de LH, permitindo a progressao da meiose do nicleo oocitario,
iniciando o processo de maturacdo (SIRARD et al., 1989). Quando os odcitos de
mamiferos sao retirados do foliculo (por ovulacdo espontanea ou ovum pick-up -
OPU, por exemplo), eles tém a capacidade de retomar a meiose
espontaneamente (EDWARDS, 1965; SIRARD et al.,, 2006), ndo havendo
necessidade de agentes estimulantes. Isso se da pelo decréscimo das
concentragbes de AMPc dentro do odcito, causando falta de sincronia entre

maturacéo nuclear, citoplasméatica e molecular.
2.4 GENES ENVOLVIDOS NA AQUISICAO DA COMPETENCIA

Com a retomada da meiose, a atividade transcricional é interrompida até
que haja a ativacdo do genoma embrionario e ele consiga, por si so, produzir suas
proprias proteinas. Entdo, a partir da retirada do odcito do foliculo, todos os seus

processos até a ativacdo do genoma do embrido, passando pelo processo de
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maturacdo, expansao do cumulus, fertilizacdo e embriogénese inicial, sdo
controlados pelos transcritos maternos que foram armazenados inativos no
ooplasma (CROCOMO; LANDIM-ALVARENGA,; BICUDO, 2014). Os genes de
efeito materno, que estdo envolvidos na regulacdo da clivagem inicial (DEAN,
2002), sdo necessarios para o desenvolvimento do embrido pré-implantacional
(WU et al., 2003). Eles sédo essenciais para o desenvolvimento embrionario inicial,

mas ndo sao essenciais para nenhuma outra funcao vital (CONDIC, 2016).

Maternal antigen that embryos require (MATER) e Zygote arrest 1 (ZAR1)
sdo genes de efeito materno reconhecidos, requeridos para o desenvolvimento
apropriado do embrido durante seus estagios iniciais no periodo pos-fertilizagédo
(Wu et al., 2003). Tong, Nelson e Dean (2000) e Wu et al. (2003) mostraram que
ratos mutantes que ndo expressam MATER e ZAR1 (respectivamente nos
estudos) séo incapazes de produzir embries que progridam além do estagio de
uma a duas células, indicando que esses genes possuem fungdo essencial no
periodo antes da ativagdo do genoma embrionario. ZAR1 é essencial durante a
transicdo do odcito para o embrido e atua também na regulacdo da transcricao
(BEBBERE et al., 2008). MATER possui um padrdo de expressao similar ao de
ZAR1, em gque ha uma marcada reducdo dos niveis de transcritos durante a
maturacao oocitaria e no estagio entre oito e 16 células no embrido (BEBBERE et
al., 2008).

Os genes Growth differentiation factor 9 (GDF9) e Bone morphogenetic
protein e (BMP15) controlam eventos tanto na fase inicial quanto na final do
desenvolvimento folicular e possuem diferentes vias de sinalizagdo, sendo
SMAD?2/3 a via do GDF9, e SMAD1/5/8 a do BMP15 (BELLI; SHIMASAKI, 2018).
O efeito desses genes na competéncia ao desenvolvimento oocitario pode estar
relacionado a melhor maturacdo nuclear e citoplasmatica e a prevencédo do
endurecimento da zona peldcida, entre outros (DEY et al., 2012). Eles possuem
um importante papel no desenvolvimento folicular e competéncia oocitaria, visto

que estdo envolvidos na proliferacdo das células do cumulus e na producéao de
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horménios esteroides (ZHENG et al., 2008). In vitro, a suplementacdo do meio de
maturagdo com esses fatores gerou uma melhoria na taxa de blastocistos
(HUSSEIN et al., 2006).

Durante a maturacdo, GDF9 e BMP15 agem nas células do cumulus
aumentando a expressdo de mRNAs de fatores de expansdo destas células,
como, por exemplo, hyaluronan synthase 2 (HAS2). Seu papel na expansao das
células do cumulus é relacionado a producdo do hialuronano, sendo, entéo,
considerada fundamental e intimamente ligada a qualidade oocitaria. E um
importante pré-requisito para a extrusdo do odcito do foliculo na ovulacéo e,
posteriormente, para a interacdo o0Ocito-espermatozoide mediada pelo
hialuronano. A HAS2 foi mais expressa em oocitos BCB+ (odcitos positivos no
teste do Brilliant Cresyl Blue) do que em BCB- (0d4citos negativos no teste do
Brilliant Cresyl Blue), dando indicios ainda mais fortes de sua participacdo na
competéncia ao desenvolvimento do oo6cito (BHARDWAJ et al., 2016).
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2) - conhecida também como
cicloxigenase, que catalisa a conversao do acido araquidénico em prostaglandina
H2) (MURAKAMI; KUDO, 2004; NUTTINCK et al., 2011) - também desempenha
um papel importante durante a ovulagdo. Estudos demonstraram que sua inibicdo
causa retencdo do odécito no ovario em primatas ndo humanos (DUFFY;
STOUFFER, 2002), reducdo da ovulacdo (40-60%) em roedores (MIKUNI et al.,
1998; REESE et al., 2001) e infertilidade em ratas devido a ovulacdo defeituosa
(DINCHUK et al., 1995), atribuida a formacdo anormal do cumulus (DAVIS et al.,
1999; ANAMTHATHMAKULA; WINUTHAYANON, 2021). Sendo assim, a
expressdo de mRNA de PTGS2 e HAS2 em CCOs é relacionada a competéncia
ao desenvolvimento oocitaria e a predicdo de qualidade/morfologia embrionéria
(AMIRI; DELDAR; PIRSARAEI, 2016; MASIDE et al., 2021).



25

2.5 COASTING TIME

Uma nova ferramenta que vem sendo utilizada para modular a qualidade
oocitaria em bovinos € o coasting time, que corresponde ao intervalo da ultima
aplicacdo de FSH do protocolo hormonal e a coleta de odcitos (NIVET et al.,
2012). A aquisicdo maxima da competéncia oocitaria ocorre entre o surgimento do
FSH e a elevacéo do LH pré-ovulatério. Logo, a alteracao deste tempo de coasting
pode ser a chave para a obtencéo de odcitos de melhor qualidade (SIRARD et al.,
2006).

Estudos indicam que a implementacdo do coasting time em bovinos
resultou na recuperacdo de CCOs imaturos com maior capacidade de
desenvolvimento até o estadgio de blastocisto apds os procedimentos de
fertilizac&o in vitro. Além disso, apesar dos grupos ndo terem sido comparados no
mesmo estudo, as taxas de desenvolvimento embrionario do grupo de odcitos
imaturos recuperados apds coasting superaram ou se igualaram as taxas de
o6citos maturados in vivo e posteriormente submetidos aos demais processos in
vitro (BLONDIN, 2002; SIRARD et al., 2006). Caso seja executado por um periodo
correto para a espécie, 0 coasting proporcionara um microambiente folicular
adequado para que o o6cito adquira competéncia ao desenvolvimento (BLONDIN,
GUILBAULT, SIRARD, 1997). Caso o coasting seja muito curto, os foliculos
podem permanecer com a sua maturacdo citoplasmatica e/ou nuclear
incompletas; se muito prolongado, causa atresia dos foliculos e danos ao o6cito
(BLONDIN et al., 2002). Porém, é relatado que em fémeas bovinas pré-puberes os
odcitos atingem a atresia mais precocemente, indicando que um periodo curto de
coasting nesses animais proporciona um melhor resultado embrionério (LANDRY
et al., 2018).

Um estudo em bovinos, em que néao foi realizada a sincronizagdo hormonal
e a aspiracao folicular foi feita utilizando o diestro natural, demonstrou que o

tempo de 44 a 68 h de coasting foi capaz de garantir elevada competéncia
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oocitéria, levando em consideracdo a taxa de blastocistos, sendo o ideal um
coasting de 54 + 7 h (NIVET et al., 2012). O mesmo grupo de pesquisa relatou um
ano depois ser necessario um periodo de estimulagcdo com FSH e posteriormente
um periodo de decréscimo dessas concentracdes para que ocorresse a aquisicao
da competéncia; caso contrario, os foliculos em crescimento ativo forneciam
oocitos de baixa qualidade (NIVET et al., 2013). Além disso, alteracdes
importantes no nivel de transcriptoma sao observadas em odcitos coletados in

vivo em protocolos de coasting diferentes (LABRECQUE et al., 2013).

Estudos mais recentes em bufalos indicam que, nesta espécie, um menor
tempo de coasting € mais benéfico do que tempos mais prolongados, diferente do
que ocorre em bovinos. Foram testados em bufalas os coastings de 28-32 h, 40-
44 h e 64-68 h e constatado que, para essa espécie, 0 menor tempo dentre 0s
testados apresentou os melhores resultados por produzir maior porcentagem de
blastocisto mais rapido e maior nimero meédio de blastocistos grau | e Il
(PETROVAS et al., 2020).

Em caprinos, apés estimulagdo com FSH e hCG, foram testados trés
tempos distintos de coasting (36, 60 e 72 h) em 15, 16 e sete cabras de raca
mista, respectivamente. O grupo com 72 h de coasting resultou em maior taxa de
recuperacao), sendo esta de 82,8 + 4,6%. Além disso, 0S grupos com 0S maiores
coastings (60 e 72 h) obtiveram 69,0 + 8,4% e 82,1 + 2,8%, respectivamente, de
proporcao de odcitos maturados in vitro, ndo diferindo entre si. Porém o grupo com
72 h de coasting obteve resultado melhor desse parametro em relacdo ao grupo
de menor coasting (36 h - 57,3 £ 8,9%). Ao observarmos as taxas de clivagem de
embrides de ICSI (70,9 £ 8,4 e 78,9 = 8,2%) e a proporcao de embrides de grau |
(37,6 £ 6,9 e 37,3 £ 7,0%) - vemos que 0s maiores tempos de coasting (60 e 72 h,
respectivamente) obtiveram as maiores taxas em relacdo ao grupo de 36 h de
coasting (4,2 = 4,2% de clivagem de embrides de ICSI e 29,7 + 8,3% de embrides
grau A). Sendo assim, foi observado que um intervalo longo de 60-72 h do

tratamento com FSH (e hCG) até a LOPU resultou, em caprinos, em um aumento
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significativo no numero de odcitos recuperados e na taxa de recuperacao,
melhorando ndo s6 a maturacéo in vitro desses o0citos, mas também melhorando

a capacidade ao desenvolvimento em blastocisto (ABDULLAH et al., 2008).

Percebe-se, entédo, a necessidade de estudar o coasting time em diferentes
espécies e avaliar seus tempos em cada uma delas, para que esta ferramenta se
torne uma boa aliada na aquisicdo da competéncia ao desenvolvimento do odcito
e na melhoria dos aspectos qualitativos e quantitativos envolvidos. Apesar do

frequente uso do coasting em algumas espécies, a literatura ainda é incipiente

com relacdo ao tempo de coasting em ovinos.

2.6 METODOS DE AVALIACAO E PREDICAO DA COMPETENCIA EM OOCITOS
IMATUROS

Avaliacbes morfologicas também séo realizadas em oécitos a fim de
escalona-los em graus e predizer a sua qualidade. Homogeneidade
citoplasmatica, nimero de camadas de células do cumulus e grau de expanséao de
tais células sdo exemplos de critérios de selecdo que podem ser observados a fim
de sugerir qualidade oocitaria. No quadro 1 € possivel verificar os critérios
utiizados para realizar a avaliacdo morfolégica de odcitos de pequenos
ruminantes em graus (SOUZA-FABJAN et al., 2013), podendo ser considerados
também como “bons” (graus | e Il), “aceitaveis” (grau lIll) e “pobres” (grau IV).
Apesar de serem classificados apenas como aceitaveis, os CCOs grau lll podem
ser usados para producéo de embrides (SOUZA-FABJAN et al., 2016). Entretanto,
a classificacdo abaixo € considerada subjetiva e ineficiente em predizer a
qualidade oocitaria. Sendo assim, existem alternativas a fim de mensurar a
competéncia oocitaria por parametros objetivos e por marcadores que preservem

a viabilidade oocitéria.
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Quadro 1. Avaliagdo morfologica de odcitos de ovelhas em graus (segundo
SOUZA-FABJAN et al., 2016).

Classificacdo Grau Morfologia

I Multicamadas compactas de células do cumulus com

citoplasma uniformemente granulado

som I 1 a 3 camadas de células do cumulus com citoplasma
uniformemente granulado
“‘Aceitavel” 1] Revestimento  celular incompleto ou citoplasma
heterogéneo
“Pobre” IV Odcito com forma anormal e citoplasma heterogéneo

Uma estratégia para a triagem oocitaria que indica que o odécito possui
melhor capacidade de desenvolvimento € o teste do BCB, que € baseado na
capacidade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) converter o
corante de azul a incolor. A enzima G6PDH é envolvida na geracéo de ribose 5-
fosfato e fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) pela via das
pentoses (ALM et al., 2005), e participa da sintese de nucleotideos e formacéao de
acidos graxos. E sintetizada durante a oogénese e se encontra em plena atividade
no oécito em crescimento. Assim, quando o oécito € submetido a coloracao com
BCB e ndo tem o seu desenvolvimento completo, o corante € consumido pela
acdo da enzima e retoma a coloracao natural, sendo classificado como BCB-. Ja
0s 00citos que apresentam o citoplasma com a coloracdo azulada/arroxeada séo
classificados como BCBs+, uma vez que a atividade da G6PDH vai decrescendo a
medida que a fase de crescimento do odécito se encerra e ele se torna mais

susceptivel a atingir a competéncia ao desenvolvimento (WANG et al., 2012).

Para cada espécie animal, a concentracdo ideal de BCB para a selecdo de

oocitos totalmente crescidos se altera. Com base em concentracdes utilizadas em
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outras espécies, o estudo de Wang et al. (2012) testou a concentracdo de 26 uM
comparada a de 52 uM na espécie ovina. Apesar de ndo apresentarem diferenca
em relacdo a eficacia em corar os od6citos, a concentracdo considerada mais
adequada foi a de 26 uM, uma vez que 0s 00citos corados com essa concentracdo
demonstraram uma maior taxa de maturacdo (86,2%) comparados ao grupo
corado com 52 uM (56,6%) e ao grupo controle — sem corante (77,8%). Essa
mesma concentracao ja foi utilizada com sucesso anteriormente em nosso grupo,
utilizando a mesma espécie e raca do presente estudo (BRAGANCA et al., 2018;
BRAGANCA et al., 2021).

Um outro modo de avaliacdo da competéncia oocitaria é a avaliagdo do
grau de condensacdo da cromatina da vesicula germinativa. As modificacdes na
condensacdo da cromatina durante o crescimento do odcito de mamiferos
parecem coordenar o controle da transcricdo global e definem o potencial de
desenvolvimento de uma célula germinativa (RUSSO et al., 2007), e podem variar
de acordo com cada espécie. Os 00citos ovinos que possuem cromatina nao
condensada ou difusa (NSN - nonsurrounded nucleolus) se encontram
predominantemente em fase de crescimento, ndo conseguem ultrapassar o
estagio de duas células, permanecem transcricionalmente ativos e sintetizam
todas as classes de RNA; a cromatina no estdgio NSN parece ter uma
configuracdo imatura que os od6citos perdem quando eles ganham a plena
capacidade de desenvolvimento. A cromatina condensada (SN - surrounded
nucleolus) foi relacionada a crescimento e diferenciacdo, progressdo da
maturacdo meidtica, repressao global de atividade transcricional in vivo e
capacidade de chegar a blastocisto (LODDE et al., 2007; RUSSO et al., 2007).
Diferente do que ja foi estudado em ratos, o padrdo SN de configuracdo da
cromatina ndo representa seu estagio mais avancado, ja que foliculos médios e
pré-ovulatérios desenvolveram um novo padrdo de configuragcdo (SNE -
surrounded nucleolus and envelope) onde a cromatina condensada se localiza

parte ao redor do nucléolo e parte perto do envelope nuclear (RUSSO et al.,
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2007). Visto que a remodelacdo da cromatina na vesicula germinativa esta
relacionada ao desenvolvimento do odcito, a avaliagdo desta se torna mais uma

estratégia de predicdo de competéncia oocitaria.

Héa ainda correlacdo da qualidade oocitaria com o tamanho dos foliculos no
momento da aspiragdo com o tamanho dos odécitos. Em bubalinos ja foi relatado
que o tamanho do foliculo influencia na competéncia do odcito, visto que os
oocitos recuperados de foliculos grandes possuiram maior capacidade de se
desenvolver a blastocisto (RAGHU; NANDI; REDDY, 2002). Em ovelhas, apesar
de ndo haver alteracdo na taxa de recuperacdo de CCOs, foi constatado que a
proporcao de odcitos de boa qualidade aumenta com o tamanho do foliculo, além
de haver uma melhora na eficiéncia geral da técnica de coleta (RODRIGUEZ et
al., 2006). Maside et al. (2021) relatam que od6citos ovinos de diametro
intermediario e grande sdo mais desenvolvidos do que os de menor diametro,
assim como o numero total de embrides no estagio de 2-8 células e a taxa de
blastocisto foram menores no grupo de odcitos pequenos em relacdo ao grupo
com odcitos intermediarios e grandes. E, portanto, sabido e amplamente aceito
que a competéncia dos od4citos aumenta de acordo com o tamanho do foliculo em
diversas espécies domésticas (MERMILLOD et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de diferentes tempos de coasting na quantidade e qualidade

de CCOs em ovelhas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar, por ultrassonografia, a populacdo folicular desde o inicio da
estimulacdo hormonal com FSH até o momento da LOPU;

e Averiguar a qualidade morfolégica dos odcitos obtidos a partir de cada
tratamento;

e Determinar a proporgdo de odcitos BCB+ e BCB- em cada tratamento;

e Inferir a competéncia oocitdria a partir do grau de condensacdo da
cromatina da vesicula germinativa e do tamanho do od6cito;

e Avaliar o perfil da expressao de genes relacionados a qualidade nos CCOs

BCB+ de cada tratamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ETICA

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Fluminense (#7226291020/2020) — em anexo.

4.2 LOCALIZACAO

O experimento foi realizado na Unidade de Pesquisa Experimental em
Caprinos e Ovinos (UNIPECO) da Fazenda Escola da Universidade Federal
Fluminense, situada no municipio de Cachoeiras de Macacu, Estado do Rio de
Janeiro (22°27° S 43°39' W).

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL
4.3.1 Animais

Foram utilizadas 36 ovelhas adultas da raca Santa Inés, pluriparas e sem
sinais aparentes de doencas (exame clinico, ginecolégico e ultrassonografico em
D -14) durante a estacdo reprodutiva. As ovelhas foram alimentadas com capim-
elefante (Pennisetum purpureum) picado e 200 g de concentrado duas vezes por
dia, assim como agua e sal mineral ad libitum. Os animais foram mantidos em
confinamento e sob controle sanitario, ambiental e nutricional previamente ao

inicio até o final do estudo.
4.3.2 Protocolo de sincronizacao de estro

Foi utilizado o “protocolo Dia 0” (Figura 1) para a sincronizagéo da ovulagao
e da emergéncia da onda folicular conforme reportado por Braganga et al. (2018).
No dia D-9 do protocolo (Figura 1) foi inserido o dispositivo intravaginal a base de
P4 (Progespon®, Zoetis Industria de Produtos Veterinarios LTDA, Campinas, S&o
Paulo), para iniciar a sincronizacédo de estro dos animais. Em D-4 foi administrado

0,12 mg de PGF2q (Estron®, Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Embu-Guacu,
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S&do Paulo) e 300 Ul de eCG (Novormon® Zoetis Indlstria de Produtos
Veterinarios LTDA, Campinas, Sao Paulo), ambos por via intramuscular (IM). Em
D-3 realizou-se a retirada do dispositivo intravaginal, deteccdo do estro (12 em
12 h) e a administracdo IM (36 h ap0s retirada do dispositivo) de 0,025 mg de
GnRH (Gestran®, Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Embu-Guacu, S&o
Paulo).

4.3.3 Protocolo de superestimulacdo ovariana

Em DO, 80 h apos a retirada do primeiro dispositivo intravaginal, foi
colocado o dispositivo intravaginal (Primer®, Unido Quimica Farmacéutica
Nacional, Embu-Guacu, S&o Paulo) impregnado com P4 exdgena e iniciada a
estimulacdo do crescimento folicular por meio da aplicacdo IM de 80 mg de FSH
(Folltropin-V®, Bioniche Animal Health, Ontario, Canadd) divididas em trés doses
decrescentes (50%, 30%, 20%) a cada 12 h. A coleta dos CCOs foi realizada
seguindo o coasting de 12 (G12 - controle), 36 (G36) e 60 (G60) h. Foi utilizada a
mesma estratégia de estimulacao ovariana para todos os grupos, variando apenas

o tempo de coasting, como mostra a Figura 1.
4.4 AVALIACOES ULTRASSONOGRAFICAS

Para o acompanhamento do crescimento folicular foi utilizado ultrassom
Sonoscape S6® (SonoScape, YizheBuilding, Yuquan Road, Shenzhen, China)
acoplado a um transdutor linear de 7,5 MHz. As ultrassonografias foram realizadas
conforme a técnica de Ginther e Kot (1994). As avaliacdes foram realizadas em DO
(inicio do protocolo de superestimulagdo), em um tempo intermediario para a
avaliacdo da resposta ao tratamento (12 h para o grupo G12 e 24 h para o0s
grupos G36 e G60), e imediatamente pré-LOPU para a contagem dos foliculos. O
didmetro, a posicdo e as caracteristicas das estruturas ovarianas foram anotados
em fichas individuais e o diametro folicular foi obtido pela média das duas maiores
distancias (mm) entre dois pontos da cavidade antral dos foliculos a partir de

2,0 mm.



34

| 612 | | 636 | | G60 || Coasting

D-9

0,12 mg cloprostenol ‘4|—|
+
80 mg p-FSH

300 Ul eCG 50 30 20%

‘ 0,025 mg GnRH |
36h
MAP | | P4
\ \ T |
D-4 D-3 DO D1.5 D2.5 D3.5

}7 80h 4{

Retirada de P4
G12 G36 G60
A\
Inicio das
avaliagoes
ultrassonograficas

I |
| | |
DO Intermediaria Pré-LOPU
+12h-G12
+24 h-G36 e G60

Figura 1. A figura ilustra a sincronizacdo do estro e da emergéncia de onda
folicular em ovelhas pelo “protocolo dia 0”7, momento em que a estimulacéo
ovariana € iniciada. O mesmo protocolo hormonal foi utilizado em cada grupo

(G12, G36 e G60), variando apenas o coasting time.
4.5 LAPAROSCOPIA E COLETA DOS CCOs

Foi realizada a reducéo de 50% da alimentacdo das ovelhas 48 h antes da
laparoscopia. As ovelhas foram submetidas a jejum alimentar e hidrico 24 h e
12 h, respectivamente, antes da realizacdo do procedimento cirargico. Cerca de
12 h antes da LOPU foi realizada tricotomia na regido abdominal e nos membros

anteriores, no local de canalizacdo da veia para manutencao da via de acesso.

A medicacdo pré-anestésica foi realizada com: diazepam, na dose de

0,2 mg/kg (Diazepam, Teuto®, Goias, Brasil) por via intravenosa (IV) associada a
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acepromazina, dose de 0,1 mg/kg (Acepran®, Vetnil, Sdo Paulo, Brasil) IV e
morfina, dose de 0,4 mg/kg (Dolo Moff®, Sdo Paulo, Brasil) IM. Para a inducéo
anestésica foram utilizados cetamina na dose de 6 mg/kg 1V, e propofol 1%, 10 a
20 mg IV (Profolen®, Balusiegel, Sdo Paulo, Brasil); a via de acesso foi mantida
com a administracdo de solucdo de Ringer Lactato (Ringer Lactato®, JP, S&o
Paulo, Brasil). Em seguida, foi feita a intubacdo oro-traqueal para a manutencéo
anestésica com isoflurano (Forane®, Abbott Laboratérios, Rio de Janeiro, Brasil)
por via inalatéria e ventilacdo controlada e monitorizada. Os animais foram
mantidos em ventilacdo controlada utilizando-se valores de frequéncia respiratéria
e volume corrente necessarios para a manutencdo de ETCO:2 entre 35 e
45 mmHg. A monitorizacdo foi realizada com cardioscopio, monitor de pressao
arterial ndo invasiva, oximetro de pulso, termbémetro digital, expirbmetro,

capnografo e analisador de gases expirados.

Os animais foram colocados em decubito dorsal, em macas apropriadas, e
foi feita a antissepsia da regido tricotomizada com clorexidina degermante e
clorexidina alcodlica; além de anestesia topica com lidocaina 2% (0,2 mL/kg).
Entdo, a maca foi posicionada com angulacdo aproximada de 45°, de modo que o
animal ficasse com a cabeca mantida mais baixa que o corpo (posicao de

Trendelemburg).

Na regido abdominal, foram realizadas trés pequenas incisdes sobre a pele
nos locais de insercdo dos trocartes. O primeiro trocarte foi inserido cranial ao
Ubere (aproximadamente a 6 cm) e a esquerda da linha média, através do qual foi
introduzido o laparoscopio e pela valvula foi insuflada (Pneumo Sure High Flow
Insufflator, Stryker) com CO:2 a cavidade abdominal, o que promoveu melhor
visualizacdo e manipulacdo do trato reprodutivo, além de guiar a inser¢cdo dos
demais trocartes. O segundo trocarte foi introduzido em posicdo oposta ao
primeiro, a direita da linha média, e foi destinado a passagem da pinca
atraumatica BabCok, utilizada para fixar os ovarios. O terceiro trocarte foi inserido
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na linha média, a cerca de 10 cm cranial ao Ubere, e foi usado para a introdugéo

do sistema de aspiracado (WTA, Brasil).

Os foliculos foram puncionados e aspirados através de um sistema
composto de uma agulha 18 G com bisel curto, conectada a uma canula de teflon
de 50 cm de comprimento e a uma rolha de silicone, a qual foi acoplada a um tubo
falcon de 50 mL, contendo 4mL de TCM-199 (M2520; Sigma-Aldrich)
suplementado com 20 Ul/mL de heparina (Calbiochem 375095), 0,2 mM de
piruvato (P4562 Sigma), 100 Ul de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina e
0,25 mg/mL de anfotericina (A5955; Sigma) e 10% de BSA (bovine serum albumin;
A9647; Sigma), conforme Braganca et al. (2018). O sistema foi conectado a uma
bomba de vacuo (WTA, Sao Paulo, Brasil) com pressao de 30 a 40 mmHg. Apoés a
aspiracdo, caso houvesse sangramento, cada ovario era cuidadosamente lavado
com solucédo salina heparinizada (25 Ul/mL) a 37 °C, para prevenir aderéncias, 0
abdomen foi desinflado e os trocartes removidos. Ao final, foi feita a ocluséo dos
orificios dos trocartes com cola e curativo local com pomada cicatrizante e spray
prata veterinario (unguento veterinario - 6xido de zinco, 6leo de pinho, caulim e

xilol - e spray com fenitrotion, cloridrato de clorexidina e aluminio).

Logo apos a laparoscopia, os animais foram mantidos em ambiente
tranquilo (baias coletivas), sem estresse, com agua e alimentacao ad libitum, sob
acompanhamento veterinario. Ao final destes procedimentos, 0s animais
receberam anti-inflamatério ndo-esteroidal (Maxicam® 2%, Ourofino, Sdo Paulo,
Brasil) na dose de 0,5 mg/kg via IM e antibiético (Tetradur® LA-300, Merial, S&o
Paulo, Brasil) na dose de 20 mg/kg via IM.

No laboratério, o liquido aspirado foi despejado cuidadosamente em placas
de Petri e avaliado sob estereomicroscopio em aumento de 40X. Os CCOs foram
recuperados com pipetas de 10 pL e colocados em meio de trabalho (solucéo
tampao fosfato salino (PBS) suplementado com 1% de BSA) onde foi feita a

triagem e selecéo destes.
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4.6 SELECAO DOS OOCITOS COMPETENTES POR MEIO DO TESTE DO BCB

Os CCOs foram avaliados pela morfologia e classificados em graus | e I
(boa qualidade, multicamadas compactas ou 1 a 3 camadas e citoplasma
uniformemente granulado), Il (aceitaveis, com revestimento celular incompleto ou
citoplasma heterogéneo) e IV (pobres, disformes e com citoplasma heterogéneo,
em morte celular). Apés a classificagcdo individual por graus, os CCOs de grau |, Il
e lll (“bons” e “aceitaveis” - viaveis) de cada ovelha foram colocados em gota de
100 pL de meio de trabalho para que fosse feita uma lavagem desses CCOs.
Posteriormente, foram expostos a 26 uM de BCB (Sigma, B-5388) diluido em PBS
contendo 10% de BSA, e incubados por 60 min a 37,5 °C na estufa (Forma Series
3 Water Jacket CO2 Incubator — Model 4100 Series). Decorrido o tempo, 0s
oocitos foram novamente lavados em gota de 100 pL de meio de trabalho,
cuidando para que todo o excesso de corante fosse realmente lavado, transferidos
para uma nova gota de mesmo meio de volume, e classificados em: BCB+ (CCOs
com citoplasma corado, considerado com crescimento finalizado) e BCB- (CCOs

com citoplasma néo corado, considerado em crescimento).

Apbs a classificacdo do BCB, os CCOs BCBs+ de cada fémea foram
congelados de modo que formassem pools de cinco CCOs, sendo dois de um
individuo e um de cada individuo seguinte, até fechar a quantidade ideal para o
pool (pools de cinco CCOs, totalizando 15 CCOs por tratamento). Os CCOs de
cada pool foram colocados em criotubos (DNAse e RNAse free), com o menor
volume de liquido possivel (2 uL no méximo) e submetidos ao congelamento
rapido em Nz liquido e mantidos em botij6es até a analise da expressao génica.

4.7 AVALIACAO DOS GRAUS DE CONDENSACAO DA CROMATINA DA
VESICULA GERMINATIVA

Em seguida ao teste do BCB, os CCOs BCBs+ excedentes (que nao foram
congelados a seco) e os BCBs- de cada individuo foram colocados em tubos

Falcon de 15 mL (cada grupo de BCB em um tubo diferente) contendo 2 mL de



38

solucdo de trabalho (PBS e BSA a 1%) e, em seguida, colocados no vértex
durante 2 min para separar os oocitos das células do cumulus (SOUZA-FABJAN
et al., 2013). ApGs o desnudamento, os odcitos foram recuperados em placa de
Petri, fixados em parafolmaldeido a 1% e refrigerados até a leitura. Os odcitos
foram corados no escuro com Hoechst 33342 (LODDE et al., 2007), colocados
individualmente em laminas com laminulas e analisados sob microscopio, e
classificados em NSN, SN ou SNE, de acordo com o grau de condensacdo da
cromatina da vesicula germinativa (Figura 2). Os oécitos NSN foram considerados
aqueles com cromatina difusa em toda a area nuclear, ja os SN com a cromatina
condensada ao redor do nucléolo e os SNE com cromatina condensada localizada

ao redor do nucléolo e do envelope nuclear (RUSSO et al., 2007).

A - NSN B-SN C-SNE

Figura 2. Padrbes de condensacdo da cromatina da vesicula germinativa em
ovinos. A — Padrdo de cromatina difusa, ndo condensada (NSN — nonsurrounded
nucleolus); B — Padrdo de cromatina condensada ao redor do nucleolo (SN —
surrounded nucleolus); C — Padrao de cromatina condensada ao redor do nucléolo

e envelope nuclear (SNE - surrounded nucleolus and envelope).
4.8 MEDICAO DO DIAMETRO DOS OOCITOS

Apoés a avaliagdo do padrdo de condensacdo da cromatina da vesicula
germinativa, cada odcito foi colocado em uma lamina, coberto com laminula e

fotografado para mensuracdo de seu didmetro. A mensuracdo do didmetro dos
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odcitos foi realizada através do software ImageJ®. Para uma maior precisdo na
medicdo, o didametro foi considerado com a média de duas medidas (vertical e

horizontal).
4.9 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Foi realizada andlise da expressdo de genes relacionados a capacidade de
desenvolvimento do o6cito como MATER, ZAR1, GDF9, BMP15, PTGS2 e HAS2
e de genes associados a apoptose expressos tanto em células do cumulus quanto
no odécito, BAX e BCL2. A andlise da expressao génica foi realizada por meio da
PCR quantitativa (QPCR) associada a transcricdo reversa, conforme Batista et al.
(2014). Assim, para cada tratamento, foi extraido o RNA total utilizando o RNeasy
Micro Kit (Qiagen Inc., Valencia, EUA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
Resumidamente, cada amostra (5 yL) foi acrescida de tampao de lise RLT (75 pL)
e misturada com um volume final igual (80 pL) de etanol a 70%. A mistura foi
transferida para uma coluna tipo spin RNeasyMinElute e centrifugada. Em
seguida, foi adicionado 350 pL do tampédo de lavagem RW1 e realizada nova
centrifugacéo. Apos descarte do contetdo do tubo da coluna, foi acrescido 500 pL
de RPE, passando por centrifugacdo e descarte do conteldo do tubo.
Posteriormente, foi adicionado 500 uL de etanol 80% a coluna, que foi levada a
centrifuga e, apés centrifugacéo, o tubo foi descartado, substituido por um novo e
a coluna foi levada novamente a centrifuga. Apds a centrifugacdo, o tubo foi
removido e suprido por um novo tubo de coleta, cbnico e com tampa. Foi
acrescido 14 pL de agua livre de RNase diretamente na membrana da coluna e,
apos um minuto de hidratacdo da membrana, a coluna foi centrifugada em

velocidade maxima. Foi realizada, entéo, a quantificacdo de RNA nas amostras.

A transcricdo reversa se realizou pela adicdo ao RNA de: primer oligo-dT
(20 uM; Promega, Madison, EUA), Improm Il (1 pL; Promega, Madison, EUA),
dNTPs (0,5 mM de cada; Promega, Madison, EUA), RNaseOUT (2 Ul/uL;

Invitrogen, Carlsbad, EUA) e agua isenta de RNase para um volume final de
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reacdo de 20 pL. A transcricdo reversa foi realizada a 65 °C durante 5 min e
depois a 80 °C durante 10 min. Os cDNA obtidos foram armazenados a -20 °C
para posterior utilizacdo como moldes nas reacfes de amplificacdo por PCR em
tempo real. Os controles negativos ou brancos foram preparados nas mesmas

condicdes, porém sem a inclusdo de transcriptase reversa.

Os transcritos de genes associados a competéncia previamente
caracterizados, bem como dois genes de referéncia (GAPDH e H2AFZ), foram
submetidos a amplificacdo quantitativa por PCR em tempo real em amostras de
cDNA de CCOs. As reacdes (20 pL de volume total por amostra) foram
conduzidas em equipamento MastercyclerepRealplex (EppendorfRealplex 4s,
Hamburg, Alemanha) e foram constituidas por: 2x FastStart Universal SYBR
Green PCR Master Mix (10 pL; Roche, Mannheim, Alemanha), primers senso e
antisenso especificos (0,2 UM cada) e cDNA (1 pL). As condi¢Bes térmicas foram:
50 °C durante 2 min, 95 °C por 15 min, seguido por 40 ciclos de 94 °C durante 15
s, 60 °C durante 30 s e 72 °C durante 30 s, seguido de curva MELT. Dados de
fluorescéncia foram adquiridos durante a etapa de extensdo. A especificidade de
cada reacao foi determinada através de analise da curva de melting dos amplicons
obtidos. O padrao de eficiéncia do primer foi de 1,91; 1,92; 1,94; 1,93; 1,91; 1,96;
1,91; 1,95; 1,93 e 1,98 para MATER, ZAR1, BMP15, GDF9, HAS2, PTGS2, BAX,
BCL2, GAPDH e H2AFZ. Valores limite e limiar por ciclo (Ct) foram
automaticamente determinados pelo Realplex 2.2 software (Eppendorf, Hamburg,
Alemanha), utilizando os parametros padrdo. A expressédo de cada gene-alvo foi
normalizada utilizando a média geométrica dos valores obtidos para os transcritos
de GAPDH e H2AFZ. Os controles negativos, foram reacfes sem adicdo de acido

nucléico.

No quadro 2, estdo indicados os genes avaliados e suas respectivas

sequéncias de nucleotideos para formagao do primer correspondente.
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Quadro 2. Sequéncia dos primers (inicio e fim) utilizados para avaliar genes
relacionados a competéncia oocitdria e genes de referéncia, em ovelhas
submetidas a protocolo de superestimulacdo*, diferindo apenas nos tempos de

coasting (12, 36 e 60 h), e suas respectivas referéncias.

Genes Sequéncia do primer (5°-3’) Referéncia

F*. CCT GGG ATC TTG AAA CTC TCC TT
**
BAX™ R CTGGC CAG GCTGAAATCAAAA  DRAGANGAetal, 2018

owpis £ OSCTICTACACTECSTTIC  omacanga eral, 201

caros [ SSOMAICE IS STOAATIARS  gacanga era, 202

wez ECTOTCAMGCETE | wasoe s, 20

rrosz ASSACCICTIONICICOTS  asoe ta, 20
F. CAC TGC AAG GAC TGC AAT ATC

ZARL™ b, CAG GTG ATA TCC TCC ACT C BRAGANGA etal., 2018

*F: forward; R: reverse.

*BAX: BCL2 associated protein X; BCL2: B-cell lymphoma protein 2; BMP15: bone morphogenetic
protein 15; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GDF9: growth differentiation
fator 9; H2AFZ: H2A histone family, member Z; HAS2: hyaluroran synthase 2; MATER: maternal
antigen that embryo requires; PTGS2: prostaglandina-endoperoxide synthase 2; ZAR1: zygote

arrest 1.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas por modelos lineares
generalizados usando o software SAS versédo 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

As variaveis continuas foram avaliadas para a normalidade usando o PROC
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UNIVARIATE. As variaveis dependentes com distribuicdo normal (paramétricas)
foram analisadas usando o PROC GLM e para as analises de comparacdes
multiplas foi utilizado o teste de Tukey. Dados ndo-paramétricos com distribuicdo
de POISSON ou GAMMA foram analisados com o PROC GLIMMIX e funcdo de
ligagdo LOG. O numero de foliculos no primeiro momento (D0O) e no segundo
momento (12, 24 e 24 h apdés DO para os grupos G1l2, G36 e G60,
respectivamente) foram avaliados como medidas repetidas. As variaveis binomiais
foram expressas como porcentagem e analisadas usando o PROC GLIMMIX com
funcdo de ligagdo LOGIT. As variaveis foram expressas como médias + SEM e o
valor de significancia estatistica foi estabelecido em 5%, ou P<0,05. Na andlise
estatistica da expressdo génica, a estabilidade dos genes GAPDH e H2AFZ foi
calculada com o uso do BestKeeper — Excel. Para a realizacdo da quantificacdo
relativa foi utilizado o método comparativo de Ct (2- AACt), fazendo uso do
software REST 2008 (LIVAK; SCHIMITTGEN, 2001), e a expressdo dos genes
alvo foi normalizada usando a média geométrica dos valores dos genes de

referéncia.
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5 RESULTADOS
5.1 POPULACAO FOLICULAR

As avaliagcbes ultrassonogréaficas permitiram acompanhar a dindmica de
crescimento folicular em momentos do protocolo de superestimulacdo. O nimero
de foliculos das diferentes classes de tamanho observados no Dia 0 e na
avaliacdo intermediaria (segunda avaliagdo) ndo diferiu (P>0,05) entre 0os grupos.
Na avaliacdo ultrassonografica realizada na véspera das coletas (pré-LOPU), foi
observada a presenca de maior (P<0,05) numero de foliculos pequenos (3,0 mm)
nos grupos G12 e G36 quando comparados ao grupo G60, enquanto o niumero de
foliculos médios (de 3,1 a 5,0 mm) néo diferiu entre os grupos. Ja o grupo com o
coasting de 60 h apresentou um maior (P<0,05) numero de foliculos grandes
(>5,0 mm) em comparacdo aos demais tempos de coasting, como pode ser

observado na Figura 3.

8- 81

Numero de foliculos
Numero de foliculos

<3,0mm 31-50mm >5,0 mm <3,0mm 3,1-50mm >5,0mm <3,0mm 31-50mm >5,0mm

Dia 0 Intermediario Pre-LOPU
- G2 G36 mm G60

Figura 3. Numero de foliculos nas trés avaliacdes ultrassonograficas (Dia O,
intermediario e pré-LOPU) por classes de tamanho de ovelhas submetidas a
protocolo de superestimulagéo*, diferindo apenas nos tempos de coasting (12, 36
e 60 h, com G12, G36 e G60, respectivamente). Os valores estdo apresentados
em média + EPM. *As ovelhas foram submetidas ao “Protocolo dia 0’ para

sincronizagcdo da ovulacdo e emergéncia da onda folicular, seguido de
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superestimulagéo ovariana com trés doses decrescentes de 80 mg de FSH (50%,
30% e 20%). Foram divididas em trés grupos distintos, que foram submetidas ao
mesmo protocolo de sincronizacdo e superestimulacdo, diferindo apenas nos
tempos de coasting (tempo entre a ultima dose de FSH do protocolo hormonal de

superestimulagéo ovariana e a coleta dos CCOs).
5.2 COLETA E AVALIACAO MORFOLOGICA DE CCOS

O numero total de foliculos aspirados foi de 377 foliculos e o numero total
de CCOs foi de 189. Em relacdo aos dados referentes a LOPU e a avaliagédo
morfologica dos CCOs, ndo houve diferenca (P>0,05) entre 0os grupos em nenhum
dos parametros avaliados (tabela 1), sendo eles: niumero de foliculos aspirados,
taxa de recuperagdo, numero total de CCOs, numero total de CCOs bons (GI/GllI),
namero total de CCOs viaveis (GI/GII/GIIl), total de CCOs descartados (GlV),
porcentagem de CCOs bons (GI/GIl) e porcentagem de CCOs viaveis (GI/GII/GIII).

Tabela 1. Valores referentes a coleta e avaliagdo morfolégica de complexos
cumulus-o6cito (CCOs) coletados por laparoscopia (LOPU) em ovelhas
submetidas a protocolo de superestimulacao*, diferindo apenas nos tempos de
coasting (12, 36 e 60 h).

Variaveis G12** G36** G60** Valor P
Numero de foliculos aspirados 120+13 104+10 100+13 0,49
Taxa de recuperacao (%) 53,8+5,7 46,0+£39 51,3+53 0,36
N° total de CCOs*** 6,4+0,9 4,7+0,5 53+0,9 0,22
N° de CCOs bons*** 46+0,5 29+0,5 3,0+0,9 0,06
N° de CCOs viaveis*** 6,2+1,0 4,3+0,5 48+1,0 0,15
Total de CCOs descartados*** 0,2+0,1 0,3+0,2 0,4+0,2 0,62
Porcentagem de CCOs bons (%) 72,9 62,5 57,1 0,31
Porcentagem de CCOs viaveis (%) 97,1 92,9 92,1 0,44

Os valores estdo apresentados em média + EPM.
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*As ovelhas foram submetidas ao “Protocolo dia 0” para sincronizagao da ovulagdo e emergéncia
da onda folicular, seguido de superestimulacao ovariana com trés doses decrescentes de 80 mg de
FSH (50%, 30% e 20%). Foram divididas em trés grupos distintos, que foram submetidas ao
mesmo protocolo de sincronizacdo e superestimulacdo, diferindo apenas nos tempos de coasting
(tempo entre a ultima dose de FSH do protocolo de superestimulacéo e a coleta laparoscopica dos
00citos).

**G12: 12 h de coasting; G36: 36 h de coasting; G60: 60 h de coasting.

***N° total de odcitos: GI/GII/GII/GIV; bons: GI/GII; viaveis: GI/GII/GIII; descartados: GIV.

5.3 TESTE DO BCB

Quanto ao teste do BCB, ndo houve diferenca (P>0,05) em relacdo aos
grupos (tabela 2), porém no tratamento G60 houve uma tendéncia (P<0,10) a
maior porcentagem de BCB+. Um total de 178 CCOs foram submetidos ao teste
do BCB. Destes, 145 foram classificados como BCB+ e 33 classificados como
BCB-.

Tabela 2. Teste do Brilliant Cresyl Blue (BCB) em complexos cumulus-odcito de
ovelhas submetidas a protocolo de superestimulacédo*, diferindo apenas nos
tempos de coasting (12, 36 e 60 h).

Variaveis Gl12** G36** G60** Valor P
N° de CCOs submetidos ao BCB 6,2+ 1,0 4,3+0,5 48+1,0 0,28
N° de CCOs BCB + 51+1,0 3,1+04 4,3+0,8 0,28
N° de CCOs BCB - 1,1+0,3 1,3+04 0,5+0,2 0,18
Porcentagem de BCB+ (%) 82,4 71,2 89,7 0,07

Os valores estédo apresentados em média + EPM.

*As ovelhas foram submetidas ao “Protocolo dia 0” para sincronizagao da ovulagado e emergéncia
da onda folicular, seguido de superestimulacdo ovariana com trés doses decrescentes de 80 mg de

FSH (50%, 30% e 20%). Foram divididas em trés grupos distintos, que foram submetidas ao
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mesmo protocolo de sincronizacdo e superestimulacdo, diferindo apenas nos tempos de coasting
(tempo entre a ultima dose de FSH do protocolo de superestimulacéo e a coleta laparoscopica dos

odcitos).
**G12: 12 h de coasting; G36: 36 h de coasting; G60: 60 h de coasting.

5.4 AVALIACAO DO PADRAO DE CONDENSACAO DA CROMATINA DA
VESICULA GERMINATIVA

Na avaliacdo do padrdo de condensacdo da cromatina da vesicula
germinativa houve diferenca entre os grupos (tabela 3). A cromatina com padréao
SN, ou seja, condensada ao redor do nucléolo, se apresentou de maneira similar
(P>0,05) entre os grupos. A frequéncia do padrdo NSN (cromatina
descondensada) foi menor (P<0,05) no grupo G60, comparado aos demais. J4 0
padrdo de cromatina SNE (cromatina condensada perto do nucléolo e ao redor do
envelope nuclear) foi maior (P<0,05) no grupo com o maior tempo de coasting,
porém nao diferiu entre G12 e G36. No total, 101 odcitos foram avaliados quanto
ao padrdo de condensacado de suas cromatinas. Destes, 72 odcitos eram BCBs+ e
29 BCBs-.

Tabela 3. Padrdo de condensacdo da cromatina da vesicula germinativa em
oocitos de ovelhas submetidas a protocolo de superestimulacdo* ovariana,

diferindo apenas nos tempos de coasting (12, 36 e 60 h).

Varidveis G12** G36** G60** Valor P
NSN*** 95,0% + 3,42 80,7%+ 7,02 43,3% +9,0° <0,01
SN*** 25%+ 24 6,5% + 4,4 6,6% + 4,6 0,68
SNE*** 25% +24°¢ 12,9% + 6,0 b° 50,0% + 9,12 <0,01

Os valores estao apresentados em média + EPM.

*As ovelhas foram submetidas ao “Protocolo dia 0” para sincronizagao da ovulagao e emergéncia

da onda folicular, seguido de superestimulacdo ovariana com trés doses decrescentes de 80 mg de
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FSH (50%, 30% e 20%). Foram divididas em trés grupos distintos, que foram submetidas ao
mesmo protocolo de sincronizacdo e superestimulacdo, diferindo apenas nos tempos de coasting
(tempo entre a Ultima dose de FSH do protocolo de superestimulacéo e a coleta laparoscopica dos

odcitos).
**G12: 12 h de coasting; G36: 36 h de coasting; G60: 60 h de coasting.

**NSN: padrdo de cromatina descondensada; SN: padrdo de cromatina condensada perto do

nucléolo; SNE: padrédo de cromatina condensada perto do nucléolo e ao redor do envelope nuclear.

5.5 MENSURACAO DO DIAMETRO DO OOCITO

Dos 101 odcitos avaliados, os do grupo de maior tempo de coasting, G60,
tiveram um maior didametro quando comparados ao grupo G12 (P<0,05), como
pode ser observado na tabela 4.

Tabela 4. Diametro dos odcitos de ovelhas submetidas a protocolo de

superestimulacdo* ovariana, diferindo apenas nos tempos de coasting (12, 36 e

60 h).
Diametro G12** G36** G60** Geral Valor P
Od6citos (um) 114.6°+ 2.8 11852+ 30 123,12+26 118,3+0,9 <0,01

O6citos BCB+ (um)  115,1°+1,6 118,72b+15 123,32+1,3 118,9+1,0 <0,01

Os valores estao apresentados em média + EPM.

*As ovelhas foram submetidas ao “Protocolo dia 0” para sincronizagao da ovulagdo e emergéncia
da onda folicular, seguido de superestimulacdo ovariana com 3 doses decrescentes de 80 mg de
FSH (50%, 30% e 20%). Foram divididas em trés grupos distintos, que foram submetidas ao
mesmo protocolo de sincronizacdo e superestimulacdo, diferindo apenas nos tempos de coasting
(tempo entre a ultima dose de FSH do protocolo de superestimulagéo e a coleta laparoscépica dos

00citos).

**G12: 12 h de coasting; G36: 36 h de coasting; G60: 60 h de coasting.
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5.6 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

A andlise da expressao dos genes indicadores de qualidade oocitaria esta
indicada na Figura 4. Ao analisar G12 vs G36, os genes GDF9, BMP15, MATER e
ZAR1 apresentaram niveis aumentados (P<0,05) em G36, enquanto 0S genes
BCL2, BAX e PTGS2 nao diferiram entre os grupos citados. O gene HAS2 se
apresentou sub regulado em G36 em relagédo a G12 (P>0,05). Ja na comparagao
entre G12 vs G60, os genes BMP15, MATER, ZAR1, PTGS2 e BCL2 estavam
supra regulados em G60, enquanto os demais genes avaliados néo diferiram.
Quando foi analisado G36 vs G60, os genes GDF9, BMP15, MATER, ZAR1 e BAX
apresentaram niveis de expressao similares, enquanto PTGS2, HAS2 e BCL2
foram supra regulados em G60. A relacdo BAX-BCL2 foi menor que um em todos

O0S grupos.
6_
a . mm G12**
G36**
3 Bl G60**
b b a

GDF9 BMP15 MATER ZAR1 PTGS2  HAS?2 BAX BCL2
GENES***

Figura 4. Expressdo génica dos CCOs de ovelhas submetidas a protocolo de
superestimulacéo*, diferindo apenas nos tempos de coasting (12, 36 e 60 h). Os
valores estdo apresentados em meédia + EPM. *As ovelhas foram submetidas ao
“Protocolo dia 0” para sincronizagado da ovulagdo e emergéncia da onda folicular,

seguido de superestimulacdo ovariana com trés doses decrescentes de 80 mg de
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FSH (50%, 30% e 20%). Foram divididas em trés grupos distintos, que foram
submetidas ao mesmo protocolo de sincronizagdo e superestimulagao, diferindo
apenas nos tempos de coasting (tempo entre a Ultima dose de FSH do protocolo
de superestimulacdo e a coleta laparoscépica dos odcitos). **G12: 12 h de
coasting. Como a andlise da expressdo génica é uma quantificacdo relativa e o
grupo G12 é o grupo controle, todos os genes desse grupo foram considerados
como 1. Os demais genes dos outros grupos foram quantificados em relacdo ao
grupo controle, estando sub ou supra regulados, ou ndo variando; G36: 36 h de
coasting; G60: 60 h de coasting. *** GDF9: growth differentiation factor 9; BMP15:
bone morphogenetic protein 15; MATER: maternal antigen that embryo requires;
ZAR1: zygote arrest 1; PTGS2: prostaglandin-endoperoxide synthase 2; HAS2:
hyaluronan synthase 2; BAX: BCL2 associated protein X; BCL2: B-cell lymphoma

protein 2.
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6 DISCUSSAO

O principal objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito que diferentes
tempos de coasting (12, 36 e 60 h) teria na qualidade de CCOs em ovelhas.
Hipotetizamos que, assim como os resultados de estudos em bovinos confirmam
(NIVET et al., 2012), variagcdes no tempo de coasting poderiam ser benéficas na
melhoria da competéncia ao desenvolvimento dos odcitos de ovinos. A partir dos
dados obtidos nesse estudo, pudemos destacar quatro pontos principais. O
primeiro que, a partir dos dados referentes a LOPU e avaliagdo morfolégica, os
parametros avaliados, como numero de foliculos aspirados, taxa de recuperacao,
namero total de odcitos, numero de odcitos bons (graus /1), viaveis (graus I/1I/111)
e descartados (grau IV), porcentagem de odcitos bons e viaveis apresentam
pouca variacdo apesar dos diferentes tempos de coasting. O segundo, em relacéo
ao funcionamento da G6PDH, verificada pelo teste do BCB, que o nimero de
oocitos BCB+, de BCB- e a porcentagem de odcitos BCB+ também nao diferem
entre os distintos coastings, porém h& uma tendéncia do coasting prolongado
(60 h) apresentar uma maior porcentagem de od6citos BCB+. O terceiro,
dialogando com o resultado do BCB, que o padrao SNE de condensacédo da
cromatina se mostrou mais presente no grupo com 60 h de coasting do que nos
demais grupos, indicando que um coasting mais prolongado é benéfico ao odcito,
propiciando um desenvolvimento de competéncia maior em relacdo aos demais
tempos de coasting. E o quarto, e final, que os resultados da expressao génica
indicam que os tempos mais avancados de coasting (36 e 60 h) em ovinos
permitem que o0 o4cito acumule mais transcritos e, consequentemente, tenha uma
melhor capacidade de desenvolvimento. Tais pontos destacados, a partir dos
resultados desse estudo, demonstram que um coasting prolongado em ovelhas,
de aproximadamente 60 h, proporciona odécitos de melhor qualidade, sugerindo

maior capacidade de desenvolvimento a blastocisto.

A resposta superestimulatoria, taxa de recuperacdo meédia, numero total

CCOs, numero de CCOs de boa qualidade e numero de CCOs viaveis nao diferiu
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entre os grupos, e se apresentaram em valores similares aos obtidos em
Braganca et al. (2018), que trabalharam com o0 mesmo protocolo de
superestimulacdo do grupo controle e raca. No presente estudo, a taxa de
recuperacao e a porcentagem de odcitos bons (GI/GIl) foram similares a estudos
anteriores, em outras racgas ovinas (GIBBONS et al., 2007; MENCHACA et al.,
2018). A partir de tais dados, € possivel afirmar que o protocolo de
superestimulacédo utilizado em nosso estudo foi capaz de gerar uma resposta
ovariana eficiente, permitindo a coleta de CCOs com boa qualidade morfologica e,
segundo o teste do BCB, a maioria se apresentou totalmente crescida e, por isso,

com maior capacidade de desenvolvimento.

A partir da analise da populacdo folicular em cada classe de diametro,
podemos inferir que o protocolo dia O permitiu uma primeira onda de
desenvolvimento folicular padronizada para todos os grupos. Entre DO e a
avaliacdo pré-LOPU de contagem dos foliculos, houve o crescimento esperado
dos foliculos, caracteristicos da onda folicular, em que estes evoluiram de um
tamanho pequeno, passando pela classificacdo de foliculo de tamanho médio, até
chegar ao foliculo de tamanho grande. Tal progressdo do tamanho dos foliculos
ao longo do protocolo de superestimulacdo, vista por meio das andlises
ultrassonogréficas, indica que o protocolo foi bem conduzido e eficaz em estimular
grande numero de odcitos a partir de uma onda de emergéncia sincronizada
(BALARO et al., 2016). Os resultados mostram que em 60 h de coasting havia
mais foliculos de tamanho grande em relacdo aos demais grupos, o0 que resulta
em odcitos de maior dimensédo e, possivelmente, com maior competéncia ao
desenvolvimento (SOUZA-FABJAN et al., 2014; ROMAGUERA et al., 2011). Isto
porque odcitos obtidos em tempos curtos de coasting provavelmente ainda estédo
sob influéncia do FSH e podem néo ter completado seu processo de aquisi¢cao de
competéncia (NIVET et al., 2012).

A auséncia de qualquer diferenca entre os tratamentos em relacdo ao

namero total de foliculos esta de acordo com achados prévios em bovinos e
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(NIVET et al., 2012; PETROVAS et al., 2020). Isso mostra que o coasting time
aparentemente ndo exerce influéncia no ndmero de foliculos disponiveis para
aspiracdo e, portanto, na quantidade de CCOs. Por outro lado, no presente
estudo, um tempo maior de coasting (60 h) resultou em mais foliculos grandes
comparado aos tempos menores de coasting, similar ao que ja foi observado em
bovinos (NIVET et al., 2012), mas em contraste com o que foi relatado
recentemente em bufalos (PETROVAS et al., 2020).

O aumento do tamanho do foliculo em G60 resultou em CCOs de maior
tamanho em relag&o aos demais grupos. E sabido que o0citos que possuem areas
maiores possuem também uma maior capacidade de armazenar transcritos
maternos que serdo utilizados em sua fase zigética inicial (SIRARD et al., 2006).
Sendo assim, podemos concluir que os odécitos com 60 h de coasting, por terem
um didmetro maior e virem de foliculos grandes, provavelmente possuem uma
maior capacidade de desenvolvimento do que os odécitos oriundos de coletas com
um tempo de coasting menor. Além disso, G60 teve tendéncia a apresentar maior
porcentagem de odcitos BCB+, ou seja, com baixa atividade de G6PDH e,
portanto, com crescimento completo (WANG et al., 2012) e obteve também maior
padrdo de condensacdo da cromatina (SNE), considerado o padrdo mais
avancado até a ovulacdo (RUSSO et al., 2007). Tais resultados confirmam que um
maior tempo de coasting é benéfico ao crescimento e ao desenvolvimento de

competéncia do odcito.

Interessante ressaltar que nédo foi possivel detectar resultados conclusivos
apenas com a avaliacdo morfoldgica dos CCOs que, como ja se sabe, ndo é um
bom critério para a avaliacdo da qualidade, uma vez que odécitos considerados de
classe I, que nao apresentariam sinais de degeneracéo, estariam na verdade em
um estagio inicial de desenvolvimento (DIECI et al., 2016). Porém, analises
complementares como o teste do BCB, a avaliacdo do padréo de condensacéo da

cromatina da vesicula germinativa e a expressdao de genes especificos de
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competéncia oocitaria nos fornecem mais informagcfes sobre a qualidade desse

o0cito e sobre sua competéncia ao desenvolvimento.

Os fatores GDF9 e BMP15 possuem papéis fundamentais na regulagéo do
desenvolvimento folicular e na maturacdo do oécito (MASIDE et al., 2021). Tais
fatores, secretados pelo o006cito, ndo devem ser considerados como
independentes, mas sim como uma unidade funcional importante de sinalizacao
em ruminantes. Isto porque GDF9 sozinho pode nao estimular a proliferagéo
celular, mas provavelmente vai potencializar os efeitos mitogénicos da BMP15 nas
células da granulosa (MCNATTY et al., 2005). No presente estudo, GDF9 foi
menos expresso em G12 comparado a G36, porém ndo a G60. Ou seja, sua
expressdo aumentou do primeiro para 0 segundo grupo, € no grupo de maior
coasting (G60), se apresentou de maneira a nao diferir dos coastings anteriores. O
aumento de seus niveis de mRNA, em humanos, é correlacionado com a
maturacdo do odcito, com a competéncia oocitaria e com a qualidade do embrido
(LI et al., 2014). J4 Maside et al. (2021) aponta que, apesar de os niveis de GDF9
e BMP15 aumentarem junto com a aquisi¢cdo da qualidade oocitaria em humanos
e cabras, em odcitos suinos, caninos e, de acordo com o proprio estudo, ovinos, a
expressdo de mRNAs de GDF9 foi mais baixa em odcitos que tinham uma maior
capacidade de desenvolvimento embrionéario. Essa diferenca, apontam os autores,
pode ser devida ao diferente estagio de maturacdo dos odcitos e/ou por conta de
diferencas entre espécies. No presente estudo, apesar de néo significativo, GDF9
se apresentou sub regulado em comparacéo a G36, indo de acordo com Maside et
al. (2021). J& BMP15, independente de agir em sinergia ou ndo com GDF9, é
responsavel pela proliferacdo das células da granulosa e sua resposta ao FSH,
modulando a maturacdo e o crescimento folicular (ESTIENNE et al., 2017). Tal
gene se comportou de maneira diferente de GDF9, sendo supra regulado tanto em
G60 quanto em G36, em relagdo a G12, porém nao diferindo entre si. Sendo

assim, conforme o tempo de coasting aumentou, a expressdo desse gene
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aumentou também, porém a partir de 36 h ja atingiu o pico de sua expressao,
estando também supra regulado, mas néo diferindo de 60 h.

Os genes MATER e ZAR1 sdo conhecidos por possuir uma marcante
diminuicdo dos seus padrdes de expressdao a partir da ativagdo do genoma
embrionario, com MATER sendo indetectavel no estagio de 16 células (BEBBERE
et al., 2008). Eles possuem padrbes de expressao similares e se fazem
necessarios em um periodo de desenvolvimento anterior & ativagdo do genoma
zigotico. Quando os transcritos de mMRNA de MATER e ZAR1 sdo bastante
expressos, como nos grupos G36 e G60 em relacdo ao G12, servem para predizer

o desenvolvimento de competéncia oocitaria (BRAGANCA et al., 2018).

A expressdo de PTGS2 em CCOs é relacionada com a capacidade de
desenvolvimento do oo6cito e do embrido (ANAMTHATHMAKULA;
WINUTHAYANON, 2021), e os altos niveis de mRNA em G60 de PTGS2 deste
estudo, assim como de HAS2, podem ser correlacionados com aquisicao de
competéncia oocitaria, como ja foi associado em diversas espécies, como a
bovina (ASSIDI et al., 2008), suina (KANG et al., 2011) e humana (MCKENZIE et
al., 2004). Nesse estudo, PTGS2 foi mais expresso em G60 em relacdo aos
demais grupos, enquanto HAS?2 teve maior expressdo em G60 quando comparado
a G36, porém ndo diferiu em relagdo a G12. HAS2, que estd envolvido na
maturacdo final do odcito (SCHOENFELDER; EINSPANIER, 2003), teve sua
expressdo melhorada em humanos (MCKENZIE et al., 2004) e ovelhas (AMIRI;
DELDAR; PIRSARAEI, 2016), e tal fato foi associado a uma melhor qualidade
tanto do desenvolvimento do odcito quanto embrionario. Também foi bastante
expresso em odcitos classificados como grandes e que produzem blastocistos, ou
seja, de boa qualidade (MASIDE et al., 2021).

Como ja é sabido, BCL2 atua como gene anti-apoptotico, ou seja, promove
a sobrevivéncia da célula. Enquanto isso, BAX é um fator associado a BCL2 que

atua promovendo a apoptose, ou seja, a morte celular (AMIRI, DELDAR;
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PIRSARAEI, 2016; ZHANG; SAGHATELIAN, 2013). Tais fatores participam da via
apoptoética dependente da mitocdndria (MASIDE et al., 2021) e necessitam estar
expressos na célula em uma situacao de equilibrio, de proporc¢éo igual entre si, a
fim de que BCL2 interaja com BAX e neutralize a sua atividade. Caso iSso nao
ocorra e a proporcdo de BAX seja maior que a de BCL2 ha a liberacdo de
citocromo C no citoplasma e, consequentemente, as caspases séo ativadas, o que
indica que a célula esta iniciando o processo de morte celular. Por isso, a
expressao desses genes deve ser entendida como uma relacdo de um para o
outro, e essa relacdo pode ser usada para predicdo de competéncia do odcito
(BRAIR et al., 2020). Os resultados desse estudo mostram que os genes BAX e
BCL2 mantém a proporcéo entre si (menor que um) em todos 0S grupos, apesar
de BCL2 estar supra regulado em G60, ndo havendo indicios de apoptose celular

em nenhum dos grupos.

O fato do grupo G60 ter foliculos de tamanhos maiores, odcitos de maior
tamanho, tendéncia de possuir mais oo0citos BCB+, apresentarem a vesicula
germinativa com padrao SNE e ter um padrdo alto de expresséo dos genes GDF9,
BMP15, MATER, ZAR1, PTGS2 e HAS2 em relacdo aos demais tempos testados,
indica que o coasting interfere na qualidade dos odcitos e que, possivelmente,
este grupo possui 0s 00citos mais competentes e aptos a chegarem a blastocistos
de qualidade. O conhecimento de que o coasting afeta a qualidade dos odcitos
ovinos, que refletird na qualidade do embrido, nos permite aplicar essa ferramenta
com a finalidade de melhorar as técnicas ja existentes e implementadas e, com
isso, atingir taxas cada vez mais expressivas e bem-sucedidas nas biotécnicas

reprodutivas nesta espécie.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, foi possivel identificar que o tempo de coasting afeta a
competéncia ao desenvolvimento dos odcitos ovinos. O tempo de 60 h é mais
adequado dentre os tempos de coasting avaliados nesse estudo a partir da
superestimulacdo de ovelhas, visto que proporcionou a obtencdo de odcitos
provenientes de foliculos maiores, com maior didmetro e com estagio mais
avancado de condensacédo da cromatina (SNE), além de modular melhor os genes
relacionados a qualidade oocitaria. Implementar o tempo correto de coasting ao
protocolo de superestimulacdo de fémeas ovinas pode impactar positivamente o

cenario atual de producdo in vitro de embrides desta espécie.
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Comissan de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos gue a propoesta intitulada “Efeito da proteina anticongelante tipa | (AFP 1) na vitrificagdode obcitos ovinos coletados por
laparoscopia apds diferentestempos de coasting®, protocolada sob o CEUA n® 7226291020 g sovons), sob a responsabilidade de
Joanna Maria Goncalves de Souza Fabjan e equipe; Thais de Almeida Oliveira; Jasmine Bantim de Souza Pinheiro; Ana Lucia
Rosa e Silva Maia - que envolve a produgdo, manutengdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa cientffica ou ensing - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2004, bem coma com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
Fluminense {CEUAUFF) na reunido de 10/12/2020.

We certify that the proposal *Effect of antifreeze protein (AFP |) type | on the vitrification of sheep oocytes collected by laparoscopy
after different coasting times", utilizing 42 Ovines (males and females), protocol number CEUA T226291020 no co1oe4), under the
responsibility of Joanna Maria Goncalves de Souza Fabjan and team; Thais de Almeida Offveira; [asmine Bantim de Souza
Pinheiro; Ana Luda Rosa e Silva Maia - which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scentific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.7%4 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (COMCEA). and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
Fluminense {CEUAJUFF) in the meeting of 12/10/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Acad@mica)
Vigéncia da Proposta: de 01/2021 a 01/2023 Area: Medicina Veterinaria
Origem: Animais provenientes de outros projetos

Espécie:  Owinos sexm:  Machos e Fémeas idade: 3a7anos N 42
Linhagem: Santa Inés Peso: 502100 kg

Local do experimenta: O estudo sera realizado em diferentes instalagies da Universidade Federal Fluminense. A superestimulacao
ovariana, obtencdo dos odcitos, avaliagdo morfoldgica, selecdo por BCB serdo realizadas na FECM - Fazenda Escola Cachoeiras de
Macacu, em Cachoeiras de Macacy, Rio de Janeiro (R)). A MIV, a vitrificag3o, as andlises dos odcitos pds-aguecimento, teste de
viabilidade e imunchistoguimica, além das avaliagies moleculares serdo realizadas na Faculdade de Veterindria da UFF, Niterdi, Rio
de Janeiro (R]).
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