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Expressao génica das células do cumulus oophorus de bovinos apos a vitrificacao*
Gene expression of bovine cumulus oophorus cells after vitrification
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RESUMO

Um dos desafios da criobiologia continua sendo o desenvolvimento de um método que proporcione a manutengao
da viabilidade apds a criopreservacdo de odcitos imaturos na espécie bovina. A vitrificacdo tem sido a metodologia que
proporciona resultados de sobrevivéncia apds a criopreservacao mais promissores para complexos cumulus-o6cito (CCOs)
imaturos bovinos. Entretanto, a acio dos crioprotetores sobre as células do cumulus oophorus, no que diz respeito a regulacao
da expressdo de genes importantes nesta fase, ainda € pouco compreendida. O objetivo do trabalho foi avaliar a expressao
génica das protefnas dcido hialurdnico sintase 2 (HAS2), link protein (HAPLN1), conexina 43 (GJA1) e proteina de choque
térmico HSP70-1 (HSP70-1) em células do cumulus oophorus de odcitos imaturos bovinos submetidos a exposi¢do e/ou
vitrificagao na solugao crioprotetora (SV) composta por 20% de etileno glicol (EG) + 20% dimetil sulféxido (DMSO) + 0,5M
de sacarose. Os CCOs foram selecionados e distribuidos em 4 grupos experimentais: G1, CCOs ndo submetidos a maturacao
in vitro (MIV); G2, CCOs submetidos a MIV; G3, CCOs maturados ap6s a exposi¢do a SV; e G4, CCOs maturados apés a
vitrificagdo com a SV. A MIV foi realizada em TCM 199, suplementado com soro de égua em estro, a 39°C, 5% de CO, e
madxima umidade relativa, por 22 a 24 horas. A extracdo do RNA das amostras de células do cumulus foi realizada pelo método
do fenol-cloroférmio seguido por uma etapa de captagdo especifica do mRNA. Apds a utilizag@o da técnica de RT-PCR para a
obtenc¢do do cDNA e amplificacio dos quatro fragmentos especificos, a andlise dos resultados nao mostrou diferenca signifi-
cativa entre os grupos para a abundancia relativa dos transcritos de link protein (p=0,486), HAS2 (p=0,394), conexina 43
(p=0,116) e HSP70-1 (p=0,248).

Descritores. cumulus oophorus, expressdo génica, maturagio in vitro, vitrificacio.

ABSTRACT

A challenge of cryobiology remains in to develop a method that provides adequate results of viability after
cryopreservation of immature bovine oocytes. Vitrification has been the methodology that provides most promising survival
results after cryopreservation for immature bovine cumulus-oocyte complexes (COCs). However, the action of cryoprotectants
on the gene expression regulation of cumulus oophorus cells is still poorly understood. The aim of this study was to evaluate,
through the RT-PCR technique, the gene expression of hyaluronic acid synthase protein 2 (HAS2), link protein, connexin 43
and heat shock protein 70 (HSP70-1) in cumulus oophorus cells of immature bovine oocytes exposed and/or vitrified in
cryoprotectant solution (VS) containing 20% ethylene glycol (EG) + 20% dimethilsulfoxide (DMSO) + 0.5 M sucrose before
in vitro maturation (IVM). The immature COCs were sellected, and allocated into four experimental groups: G/, COCs no
submitted to IVM; G2, COCs submitted to IVM; G3, COCs exposed to VS and submitted to IVM; and G4, COCs vitrified with
VS and submitted to IVM. The IVM was performed in TCM 199 supplemented with oestrus mare serum, at 39°C, under 5% of
CO, and maximum relative humidity, for 22 to 24 hours. The RNA extraction from cumulus cells samples was performed by
using the phenol-chloroform followed by the specific capture of the mRNA. The mRNAs were transcribed into cDNA using
RT-PCR to evaluate patterns of gene expression. The results showed no significant difference between the groups tested for the
relative abundance of link protein (p=0.486), HAS2 (p=0.394), connexin 43 (p = 0.116) and HSP70-1 (p = 0.248) transcripts.
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INTRODUCAO

A obtencdo de indices satisfatérios de sobre-
vivéncia oocitdria apds a criopreservacdoo permite
maior flexibilidade na execu¢do de rotinas de matu-
racdo, fecundacdo, cultivo in vitro e transferéncia
nuclear [11]. Exemplos bem sucedidos de vitrificacao
de odcitos t€m sido relatados na espécie bovina [20,
25,30,41,45]. Entretanto, as taxas de fecundacdo e
desenvolvimento embriondrio subsequentes ainda
sdo inferiores as obtidas com odcitos ndo vitrificados
[22]. As razdes para esta diferenca podem estar rela-
cionadas com velocidades de resfriamento e reaque-
cimento insuficientes [38] e também com alteracdes
provocadas na comunicacdo entre o odcito e as célu-
las do cumulus oophorus ou na propria viabilidade
destas células [33].

As células da granulosa sdo importantes para
o processo de maturacdo oocitdria e, in vivo, o de-
senvolvimento folicular, maturacdo e ovulagido sé
ocorrem de forma bem sucedida se hd uma comuni-
cacdo entre as células da granulosa e o odcito [35,42].
Buscar um padrao de expressdao dos genes no odcito
e nas células da granulosa associado ao processo de
maturacdo in vitro (MIV) é de grande valia para
elucidar aspectos que possam aumentar a eficiéncia
do sistema de producdo in vitro [28,48].

O objetivo do trabalho foi avaliar a expres-
sdo de proteinas de interesse no processo de
maturagcdo como, a 4cido hialurdnico sintase 2 (HAS2;
hyaluronan synthase), a link protein (HAPLNI;
hyaluronan and proteoglycan link protein 1), a
conexina 43 (GJA1; gap junction protein, alpha 1,
43kDa) e a proteina de choque térmico 70-1 (HSP70-
1; heat shock 70 kD protein 1), em células do cumulus
oophorus de odcitos imaturos bovinos submetidos a
exposicdo e/ou vitrificagdo na solug@o crioprotetora
(SV) composta por 20% de etileno glicol (EG) + 20%
de dimetil sulféxido (DMSO) + 0,5M de sacarose.

MATERIAISEMETODOS

Complexoscumulus oophporus-o6citos (CCOs)

Ovarios bovinos foram coletados em abate-
douro e transportados a temperatura de 24 a 30°C
em solucdo salina tamponada com fosfato, adiciona-
do de penicilina G potdssica (P-4686)' e sulfato de
estreptomicina (S-1277)'. Entre cinco a oito horas
ap6s o inicio do abate, os foliculos que apresenta-
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vam didmetro entre 2 ¢ 8§ mm, foram puncionados
com uma agulha de 19G conectada a um tubo de
ensaio, ligado a uma bomba de vicuo com pressdo
suficiente para aspirar 20ml de liquido/min, de acor-
do com a técnica descrita por Lehmkuhl ez al. [17].
Apés a puncgio, os complexos cumulus oophorus-
odcito (CCOs) foram selecionados e lavados em meio
de manipulagdo (meio TCM199 com sais de Earle;
M-2520") adicionado de 5,96mg/ml de Hepes [H
6147]"; 2,2mg/ml de NaHCO, (S-5761)"; 2,2ug/ml
de piruvato de sddio (P-2256)'; 50 mg/ml de
gentamicina (G-1264)! e 10% de soro de égua em
estro [SEE]). Os CCOs selecionados foram classifi-
cados de acordo com as caracteristicas morfoldgicas
[18] e apenas aqueles que apresentavam camadas
compactas de células do cumulus e cujos odcitos
mostrassem citoplasma homogéneo foram utilizados.

Gruposexperimentais

Ap6s a selegdo, grupos de 5 ou de 25 CCOs
foram homogeneamente distribuidos em 4 grupos
experimentais: grupo 1 (CNM) — 5 CCOs ndo sub-
metidos a maturagdo in vitro (MIV); grupo 2 (MIV)
— 25 CCOs submetidos a MIV; grupo 3 (ESV) — 25
CCOs maturados apds a exposicdo a solucio de
vitrificagdo (SV); e grupo 4 (VSV) — 25 CCOs
vitrificados com a SV, reaquecidos ap6s 24 horas e
submetidos a MIV.

Os 5 CCOs do grupo 1 (ndo submetidos a
MIV) foram submetidos ao desnudamento mecéni-
co em agitador de tubos e, em seguida, os odcitos
foram recuperados e as células do cumulus concen-
tradas por centrifugacdo antes do acondicionamento
em tubos conicos de microcentrifuga de 0,5 ml para
armazenamento em nitrogénio liquido, visando a
preservacdo do mRNA. Os 25 CCOs de cada um dos
demais grupos foram submetidos aos tratamentos
especificos de MIV (grupo 2) ou MIV com prévia
exposicdo (grupo 3) ou vitrificacdo (grupo 4); nestes
grupos, apés a MIV foram coletados 5 CCOs para
serem desnudados e armazenados em nitrogénio liqui-
do de forma idéntica aos CCOs imaturos do grupo 1.

Vitrificagdo dosCCOsimatur ose matur acioin vitro
MIV)

A vitrificagdo foi realizada através da expo-
sicdo ao nitrogénio liquido em tubos de vidro manual-
mente estirados. Os CCOs foram inicialmente expos-
tos a solucdo de equilibrio (SE) composta por 10%



Arend F.L., Vieira A.D.,Cesaro M.P., Mezzalira A., Oliveira A.D.& Lopes R.F.Expressao génica das células do cumulus oophorus

de bovinos apds a vitrificacao.

Acta Scientiae Veterinariae. 38(1): 37-46.

de etileno glicol (EG; E-9129)! + 10% de dimetil
sulféxido (DMSO; D-2650)' em meio de manipula-
¢do. Apos 30 segundos de exposi¢do, os CCOs fo-
ram expostos a solucdo de vitrificagdo (SV) compos-
ta de 20% de EG + 20% de DMSO + 0,5M de sacarose
(S- 1888)! em meio de manipulacdo, por 25 segun-
dos. Apos este periodo de exposicdo os CCOs foram
depositados na solucido de remocdo de crioprotetores
(grupo 3) ou envasados e mergulhados obliquamen-
te no nitrogénio liquido (grupo 4). A remocao dos
crioprotetores foi realizada mediante imersao dos
CCOs em uma solucdo de 0,3 M de sacarose em meio
de manipulacdo com 20% de SEE, por cinco minu-
tos, seguida da passagem em uma solucdo de 0,16 M
de sacarose em meio de manipulagdo com 20% de
SEE, por cinco minutos.

Ap6s a realiza¢do do tratamento especifico,
os CCOs imaturos dos grupos 2 a 4 foram transferi-
dos para o meio de maturagao (Meio TCM199 com
sais de Earle, adicionado de 5,96mg/ml de Hepes;
2,2mg/ml de NaHCO,; 2,2ug/ml de piruvato de sédio;
0,5ug/ml de FSH*/ml; 0,03UI de hCG® e 10% de SEE),
para incubac@o a 39°C em estufa com atmosfera de
5% de CO, e mdxima umidade relativa, onde perma-
neceram por 22 a 24 horas.

Producaoin vitro deembrides

Os embrides foram produzidos in vitro em
10 repeticdes, utilizando os procedimentos experi-
mentais descritos anteriormente por Vieira et al. [44],
com pequenas modificagdes. Para a fecundacio in
vitro (FIV) foram selecionados espermatozdides pela
técnica de “swim-up” a partir de s€men congelado,
proveniente de um touro com reconhecida eficién-
cia na producido in vitro de embrides. A inseminagao
(dia zero=DO0) foi obtida mediante a deposicdo de
20ml de meio com uma concentra¢do final de 1x10°
espermatozéides/ml as gotas de maturagio conten-
do os CCOs e incubacdo por 18-22 horas, nas mes-
mas condicdes de cultivo descritas para a maturacdo.

Ap6s a FIV, os provaveis zigotos foram des-
nudados das células do cumulus oophorus, median-
te agitacdo mecanica em agitador de tubos (1800 rpm
por 60 segundos), recuperados e lavados em meio
de manipulagdo e transferidos para as respectivas
placa de cultivo in vitro (CIV), contendo 400ml de
meio SOFaaci [9], sob 6leo mineral (M 8410)'. A
incubagdo foi realizada a 39°C em estufa de cultivo
com atmosfera de 5% CO, at€ a avaliagdo da taxa de
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clivagem 48 horas apds a inseminacdo (dia 2=D2),
quando foram removidas as estruturas ndo clivadas.
Apbs isso, a placa de cultivo foi acondicionada em
uma bolsa de plédstico ndo permedvel a gases [39]
para incubacdo com atmosfera constante de 5% de
CO,, 5% de O,, 90% de N,, mixima umidade relati-
va e temperatura de 39°C durante o restante do culti-
vo. A taxa de desenvolvimento embriondrio até o
estadio de blastocisto foi avaliada nos dia 7 e 8 (D7 e
D8) do CIV.

Andlisedaexpressdo génicapor RT-PCR semi-quanti-
tativo

A extragdo do RNA das amostras contendo
as células do cumulus oophorus dos 5 CCOs em cada
amostra foi realizada utilizando o reagente TRIzol*,
de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a
captagdo especifica do RNA mensageiro (mRNA) foi
utilizado o produto comercial Dynabeads® mRNA™
DIRECT Micro Kit’, conforme descrito anteriormente
[24]. Antes da captacdo do mRNA, 0,1 pg de mRNA
de alfa-hemoglobina (HBA) de coelho® foi adiciona-
do a cada amostra como um controle interno para ser
analisado simultaneamente.

Os mRNAs isolados individualmente de cé-
lulas do cumulus oophorus de 5 CCOs em cada amos-
tra foram transcritos reversamente em cDNA em uma
solucdo contendo 4 pl de tampao 5X First Strand
Buffer (250 mM Tris-HCI pH 8,3; 375 mM KCI; 15
mM MgCl)*; 2 ul de DTT (50 mM)*; 1ul Oligo(dT),,
primer (0,5 pg/ml)*; 2 ul de solugdo com 2,5 mM de
cada ANTP* 2 ul de RNaseOUT™ Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (10 U/ul)*; e 100 U de enzima
M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/ul)* em um
volume final de 20 pl, em tubos conicos de poli-
propileno de 0,5 ml. A reacdo de RT realizada a 37°C
por 60 minutos seguida de aquecimento a 95°C por
10 minutos. Ao final da reacdo de transcri¢@o reversa,
as amostras de cDNA das células do cumulus foram
diluidas para um volume final de 50ul, com 4gua
livre de RNase, de maneira que cada amostra apre-
sentasse o correspondente a 0,1 CCO em cada 1 ul
do cDNA (equivalente CCO). Amostras com mRNA
de HBA de coelho adicionadas as amostras de célu-
las do cumulus (globina + amostra) e amostras ape-
nas com mRNA de HBA (globina pura) foram sub-
metidas a RT-PCR.

A PCR foi realizada em tubos de 0,5 ml con-
tendo: 2 ul de tampao 10X PCR Buffer (200 mM
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Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCIl)*; 0,6 ul de MgCl,
(50 mM)*; 1 ul da solugéo de 10 mM de dNTP*; 0,2 pl
de enzima Platinum® Tag DNA Polymerase (5 U/ml)*;
1 ul (10 ou 20 pmoles/ul) de cada oligonucleotideo*
(Tabela 1); 0,1 a 1,2 equivalente CCO (1 ul a 12 ul)
de cDNA das amostras de células do cumulus, de
acordo com o gene pesquisado, ou 1 pg (1pg/ul) de
cDNA de HBA de coelho; e dgua ultra-pura livre de
DNase em quantidade suficiente para completar um
volume final de 20 pl. A mistura foi coberta com
6leo mineral (M-5904)' e os tubos submetidos a
PCR com desnaturacéo inicial de 94°C por 2 minu-
tos, seguida de 33 ou 38 ciclos de amplificacdo de
94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por
90 segundos, e um ciclo de extensdo final de 72°C
por 3 minutos. Foram utilizados 20 pmoles de
oligonucleotideos e 38 ciclos de amplificacdo para a
link protein 1 e 10 pmoles de oligonucleotideos e 33
ciclos para os demais fragmentos. Foi utilizado 1,2
equivalente CCO para link protein I; 0,2 equivalente
CCO para HASZ2; 0,1 equivalente CCO para conexina
43; 0,3 equivalente CCO para HSP70-1; e 0,25 equi-
valente CCO para HBA de coelho.

Os produtos da amplificado por PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (15510-
019)” a 2% em tampao TBE 0,5X (45 mM Tris-
borato’; 1 mM EDTAS, pH 8,0) contendo 0,5 pg/ml

de brometo de etidio (E-8751)!. Cada gel foi foto-
grafado com cémera digital (DC40 camera)’e a in-
tensidade de cada banda obtida foi medida e a densi-
dade dptica foi analisada utilizando o programa Scion
Image'’. A quantidade relativa de mRNA de interes-
se foi calculada através da divisdo da intensidade da
banda de cada amostra de células do cumulus em
cada grupo testado pela intensidade da banda de HBA
de coelho da amostra correspondente. Para cada
mRNA, foram realizadas 3 repeticdes experimentais
com CCOs produzidos em diferentes rotinas de MIV.
Analiseestatistica

Os resultados de clivagem e de desenvolvi-
mento embriondrio até o estddio de blastocisto fo-
ram analisados utilizando o teste do Chi quadrado,
complementado pela andlise dos residuos. A abun-
dancia relativa dos transcritos de interesse foi anali-

sada pela ANOVA usando o pacote de programa
SPSS'.

RESULTADOS

Os dados de viabilidade embriondria obtidos
no experimento de exposi¢do dos CCOs a solucdo
de vitrificacdo (SV) estdo agrupados na Tabela 2. O
grupo exposto a SV (ESV) e o grupo vitrificado (VSV)
apresentaram resultados significativamente inferio-

Tabela 1. Sequéncia de bases dos oligonucleotideos utilizados na técnica de RT-PCR para a amplificacdo de cDNA e

nimero de pares de base (pb) do fragmento amplificado.

Genes Acesso no Sequéncia dos oligonucleotideos Produto
GenBank amplificado
GJAI NM_174068 5' GGGAAAGAGCGATCCTTACCACACTACCAC 516pb
3' CCACCTCCAATGAAACAAAATGAACACCTA
HAS?2 NM_174079 5' GCTTGACCCAGCATCATCTGTGG 403pb
3' CTGGTTTAACCATCTGAGATATT
HAPLN1 NM_174288 5' GGTCTGTGCAATATCCCATC 232pb
3' CCCACTTTAGCAATCTGAGC
HSP70-1 NM_174550 5" AAGGTGCTGGACAAGTGCCAGGAGGTGATT 488pb
3" ACTTGGAAGTAAACAGAAACGGGTGAAAAA
HBA NM_001082389 5' GCAGCCACGGTGGCGAGTAT 257pb

3' GTGGGACAGGAGCTTGAAAT

GJAT (gap junction protein, alpha 1, 43kDa): conexina 43; HAPLNI (hyaluronan and proteoglycan link protein 1): link
protein; HAS2 (hyaluronan synthase): dcido hialurdnico sintase 2; HBA (alpha-hemoglobin): alfa-hemoglobina; HSP70
1 (heat shock 70 kD protein 1): proteina de choque térmico 70-1.



Arend F.L., Vieira A.D.,Cesaro M.P., Mezzalira A., Oliveira A.D.& Lopes R.F.Expressao génica das células do cumulus oophorus

de bovinos apds a vitrificacao.

Acta Scientiae Veterinariae. 38(1): 37-46.

res ao grupo controle para a taxa de clivagem (p=
0,0001) e desenvolvimento embrionario até blasto-
cisto D7 (p=0,0001) e blastocisto D7 + D8 (p=
0,0001).

A andlise das fotografias realizadas dos géis
apos a eletroforese, através da medicdo da densida-
de optica de cada banda dos fragmentos de cDNA,
permitiu estabelecer um valor de abundancia relati-
va para cada amostra, relacionada com a expressao

dos transcritos. A média e o desvio padrdo dos valo-
res de abundancia relativa dos transcritos obtidos a
partir das células do cumulus oophorus de 5 CCOs
bovinos em cada um dos quatro grupos experimen-
tais, apds trés repeticdes, sdo apresentados na Figura 1.
Entre os diferentes grupos de CCOs testados nao foi
observada diferenca significativa na abundancia relati-
va dos transcritos de link protein (p=0,486), HAS2
(p=0,394), conexina 43 (p=0,116) e HSP70-1 (p=0,248).

Tabela 2. Taxa de clivagem e de desenvolvimento até o estddio de blastocisto de odcitos
bovinos imaturos expostos a solucdo de vitrificagdo (ESV) ou vitrificados (VSV).

Grupos Numero Clivagem Blastocistos
de odcitos
D7 D7 + D8
N (%) N (%) N (%)
Controle 359 287 (79,9) 131* (36,5) 145* (40,4)
ESV 118 71° (60,1) 20° (16,9) 24 (20,3)
VSV 217 94¢ (43,3) 9 (4,1) 10¢ (4,6)

a, b, c: nimeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente pelo teste do

Qui-quadrado (p=0,0001).

Abundancia relativa (unidades arbitrarias)

ool

Conexing

HSP 70

Genes

Figura 1. Abundancia relativa do mRNA (média + desvio padréo) de link protein, HAS2, conexina 43 e HSP70-1 nos diferentes
grupos de células do cumulus bovinas. Grupo 1 (CNM — CCOs ndo submetidos a maturacdo in vitro; Grupo 2 (MIV — CCOs
submetidos a maturacdo in vitro); Grupo 3 (ESV — CCOs maturados apds exposi¢do a solucdo de vitrificagdo); Grupo 4

(VSV — CCOs maturados ap0s a vitrificacao).
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DISCUSSAO

Apesar dos avancos e da importincia da
criopreservacdo de ovdrios e odcitos, um dos mais
dificeis tipos celulares de serem criopreservados ain-
da é o odcito [6]. Apds a criopreservacdo, na qual a
vitrificagdo aparece como o método com melhores
resultados, o odcito apresenta comprometimento da
sua capacidade de desenvolvimento. A vitrificacio
procura evitar a formagdo de cristais de gelo dentro
da célula através do grande aumento da viscosidade
da solugdo utilizada. Porém, tanto a alta concentra-
¢do dos crioprotetores, que pode tornar-se toxica para
as células quando utilizadas em temperatura inade-
quada, como o resfriamento, provocam danos celu-
lares [4,40].

No presente trabalho, a solu¢cdo de EG, com-
binado ao DMSO e sacarose, mostrou resultados de
clivagem e desenvolvimento embriondrio até o estd-
dio de blastocisto inferiores ao grupo controle, como
ja foi observado anteriormente por outros autores
[1,11,43,45]. Obcitos e embrides sofrem considera-
veis danos na sua estrutura e fungdes durante a crio-
preservacdo e provavelmente as células da granulosa
também sofram algum tipo de dano. Entretanto, de
alguma forma, parte destas células possui a capaci-
dade de reparar parcial ou completamente os danos,
prosseguindo seu desenvolvimento normal [40].

O EG ¢ bastante utilizado para vitrificagdo de
odcitos imaturos bovinos por possuir alta permea-
bilidade e baixa toxicidade; j4 o DMSO tem uma acio
toxica que provoca desarranjo dos microtibulos no
odcito [4]. Alguns dos odcitos vitrificados nao reali-
zam a extrusdo normal do corpusculo polar mesmo
apds a separacdo dos cromossomos, o que indica
capacidade de maturar normalmente atingindo o es-
tagio de teldfase I [4]. Entretanto, danos em algum
fator regulador chave envolvido na extrusao, obser-
vados pelas diferencas na atividade metabdlica das
mitocondrias dos odcitos vitrificados em relagdo aos
do grupo controle [1] e alteracdes no contetido de
fosfolipidios e composi¢cdo de dcidos graxos [12],
podem explicar a baixa sobrevivéncia oocitaria apés
a vitrificag@o. Alteracdes nas mitocdndrias e lipidios
apods a criopreservacao poderiam afetar a fecunda-
cdo e o processo de desenvolvimento posterior. Por
outro lado, o dano causado pela criopreservacao
poderia levar a destruicdo do contato intercelular entre
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as células do cumulus e o odcito, principalmente atra-
vés das jungdes comunicantes [11].

Experimentos que avaliam a estrutura dos
CCOs criopreservados submetidos a maturagdo in
vitro ndo examinam a influéncia da vitrificacdo so-
bre as células da granulosa [4,21]. No que se refere a
andlise da expressdo de genes relacionados ao pro-
cesso de maturagdo in vitro, a literatura d4 maior én-
fase a expressdo de transcritos do odcito, ndo avali-
ando, geralmente, a expressao em células da granu-
losa. Este € o primeiro trabalho que avalia a expres-
sdo génica em células do cumulus oophorus de CCOs
imaturos vitrificados na espécie bovina. A avaliacio
da qualidade dos CCOs, baseada na analise da ex-
pressdo de genes relacionados ao processo de matu-
racdo in vitro, pode ajudar a compreender melhor o
que acontece durante a produgdo in vitro, especial-
mente nesta fase inicial [28]. As informagdes sobre
expressdo génica das células da granulosa apds a
vitrificacdo sdo escassas na literatura consultada. Nao
ha ainda uma padronizagdo do processo de RT-PCR
para avaliacdo da abundancia de mRNA em diferen-
tes amostras de odcitos e células da granulosa [23,48].
Os trabalhos basicamente discutem a participagdo das
células da granulosa no desenvolvimento do odcito
e os processos envolvidos na interacio entre as duas
estruturas [10,28,36,46,49].

Durante a maturacgio, ocorre secre¢do de gran-
des quantidades de dcido hialurdnico (HA) e outras
proteinas que originam uma matriz extracelular ge-
latinosa envolvida na expansdo do complexo cumulus
oophorus-odcito [13,29]. Quando o HA € adiciona-
do ao meio de maturagdo e cultivo hd um aumento
do potencial de desenvolvimento de odcitos [19] e
embrides [8,32] bovinos. A expressdo da proteina
acido hialurdnico sintase 2 (HAS2), envolvida com a
sintese de HA pelas células do cumulus, tem sido
relacionada ao desenvolvimento da competéncia do
odcito [7]. A importancia da HAS esté relacionada
com o processo de expansdo da matriz [10]. O agre-
gado protéico formado entre o HA e as proteo-
glicanas, responsédvel por manter a integridade e dar
suporte as funcdes da matriz extracelular, é depen-
dente da link protein (HAPLNI1), proteina produzida
pelas células do cumulus [15,34] e envolvida tam-
bém na expansdo do CCO [31,48].

A importancia dos genes HAS2 e link protein
durante a maturagdo sugere uma possivel diferenca
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na abundancia relativa do mRNA de ambos quando
comparados CCOs antes e apds a maturagio. Entre-
tanto, no presente trabalho, esta diferenca nao foi de-
monstrada, apesar das médias de abundancia relati-
va apds a maturacdo serem mais altas. Da mesma
forma, a expectativa de que a exposicdo ao criopro-
tetor e a vitrificagdo levassem a alteracio no perfil de
expressdo destes genes por interferir na viabilidade
de sintese das células do cumulus, ndo pdde ser ob-
servada, pois houve uma variabilidade muito grande
no perfil de abundancia de mRNA entre as diferentes
repeticdes para os grupos de CCOs.

A familia de genes conexina expressa prote-
inas que formam jun¢des comunicantes importantes
para comunicagdo célula-célula e resposta coorde-
nada. O mRNA e a proteina do gene conexina 43
estd presente nos CCOs bovinos durante a maturagao
in vitro [3,47]. As jungdes comunicantes tém uma
funcdo importante durante a maturagdo in vitro do
odcito bovino, uma vez que o bloqueio da sinaliza-
¢do através das juncdes comunicantes ou a redugio
da proteina conexina 43 resulta em diminuicdo das
taxas de maturacdo [47]. Além disso, a expansdo das
células do cumulus, evento importante relacionado
com a maturacdo, é acompanhada de modificag¢des
nos canais transmembrana formados pela conexina
43 [5]. No presente trabalho ndo se observou dife-
renca estatistica na abundancia relativa do mRNA de
conexina 43 entre os grupos de CCOs imaturos e
apds a maturagdo in vitro, apesar das médias de abun-
dancia relativa de todos os grupos de CCOs pds-
maturagdo serem mais altas, principalmente no gru-
po de CCOs maturados sem tratamento com crio-
protetor. O processo de vitrificagdo expde as células
a substancias que apresentam algum grau de toxici-
dade e que, por sua vez, causam certo tipo de lesdo
ou morte celular. Seria esperado que a exposi¢cdo dos
CCOs aos crioprotetores ou a vitrificacdo causassem
alguma interferéncia na viabilidade das células do
cumulus e no arranjo protéico intercelular, afetando
a expressao da conexina 43. Este efeito ndo foi ob-
servado quando comparada a abundincia de mRNA
de conexina 43 entre os grupos de CCOs maturados.
Provavelmente, exista uma grande variag@o entre os
CCOs selecionados para os experimentos € na res-
posta destes aos diferentes tratamentos, pois os re-
sultados mostram uma variabilidade muito grande
no perfil de abundancia de mRNA entre as diferentes
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repeticoes para os grupos de CCOs. Ja foi relatada
[37] grande variag@o nos niveis de mRNA de cone-
xina 43 nas células da granulosa de foliculos huma-
nos e, provavelmente, esta resposta varidvel ocorre
em funcdo da grande quantidade de células da gra-
nulosa presentes no CCO.

As HSPs estido envolvidas na regulacdo da
apoptose celular e a HSP70 previne tanto a morte ce-
lular dependente como a independente de caspase
[27]. O aumento da abundancia dos transcritos de
HSP70 em embrides bovinos vitrificados, compara-
dos com embrides ndo criopreservados € indicativo
de uma resposta ao estresse e da diminui¢do da qua-
lidade dos embrides, em fun¢do dos danos causados
pela vitrificacdo [26]. O acimulo de transcritos du-
rante o periodo de crescimento do odcito é funda-
mental para o desenvolvimento inicial até a ativagdo
do genoma embriondrio. Entretanto, durante a MIV,
os odcitos e as células da granulosa sdo expostos a
uma série de suplementos, como soro ou BSA, que
podem afetar a transcricdo dos genes. Em blastocistos
bovinos produzidos in vitro, alguns autores conside-
ram que o aumento da abundancia relativa de HSP70
estd relacionada com a suplementacdo do meio com
BSA ou soro durante a maturag@o dos odcitos [28,46],
enquanto outros mostram que a suplementagdo pro-
téica com BSA ou soro no meio de maturacdo ou cul-
tivo ndo alteram o perfil de abundancia do mRNA de
HSP70 dos embrides [16,24]. No presente trabalho,
a resposta ao estresse da exposicdo dos CCOs imatu-
ros aos crioprotetores ¢ ao processo de vitrificacao
nio causou diferenga significativa na abundancia
relativa dos transcritos de HSP70.

Diferentes genes expostos as mesmas condi-
coes experimentais podem ser induzidos diferencial-
mente dependendo de qual processo fisico é afeta-
do. Neste trabalho, apesar da queda da viabilidade dos
odcitos apds a exposicdo a SV ou vitrificagdo, ndo
foi observada diferenca na expressdo dos genes en-
tre CCOs imaturos e apds a MIV, ou entre CCOs
maturados apés a exposicao ou vitrificacdo. Entre-
tanto, foram observadas grandes variacdes no perfil
de abundancia de mRNA entre as diferentes repeti-
coes para os grupos de CCOs expostos a0 mesmo
tratamento. Isto sugere que a falta de significancia
estatistica para a abundancia relativa de mRNA entre
os tratamentos pode ser devida a grande variagdo en-
tre as amostras de CCOs, como € relatado em traba-
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lhos com embrides bovinos [2,24]. Outra possibili-
dade para esta variagdo no perfil de abundancia rela-
tiva entre os grupos pode estar relacionada como sis-
tema de MIV utilizado para os experimentos; a
suplementacdo do meio com soro tem sido relacio-
nada a variabilidade de resposta de embrides [14] e
de CCOs bovinos in vitro [3].

CONCLUSOES

A exposicdo dos complexos cumulus oopho-
rus-oécito (CCOs) bovinos as solugdes crioprotetoras
e a vitrificacdo diminuiram a viabilidade dos odcitos
e sua posterior capacidade de desenvolvimento em-
briondrio in vitro. As condicdes de maturacio in vitro,
a exposicao as solugdes crioprotetoras e a vitrificacao
ndo afetaram a expressdo dos transcritos nas células

do cumulus oophorus bovinos. Os genes utilizados
ndo se mostraram bons marcadores para a avaliagdo
do processo maturagdo e vitrificacdo de CCOs no
que se refere ao comportamento das células do cu-
mulus oophorus bovinos.
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