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RESUMO

A producdo in vitro (PIV) esta inclusa na terceira geracdo das tecnologias de reproducéo
assistida e consiste na interacdo entre o espermatozoide e o odcito fora do trato reprodutivo da
fémea, com a formacdo de um novo individuo. Entretanto varios fatores intraovarianos que
regulam as etapas de desenvolvimento, maturacéo folicular e ovulagdo séo ainda desconhecidos
e podem ser responsaveis por alguns insucessos de tais biotécnicas. Os peptideos do Sistema
Renina-Angiotensina, tais como a angiotensina (1-7), que ja tiveram sua presenca, producao e
alguns efeitos descritos nos ovarios) mas que apresentam ainda funces pouco esclarecidas.
Novas perspectivas sobre os fatores que influenciam a qualidade dos embrides produzidos e 0s
mecanismos envolvidos na maturacdo a partir da adicdo de diferentes concentracdes de
Angiotensina (1-7) na PIV da espécie bovina. Foliculos ovarianos foram aspirados e os CCOs
foram distribuidos entre quatro tratamentos: Controle (C), 10 (T1), 103 (T2), 10°uM (T3) de
angiotensina (1-7) no meio de maturagdo in vitro para verificar os estagios de meiose e
desenvolvimento embrionario. A adi¢cdo do peptideo angiotensina (1-7) no meio de maturagédo
in vitro ndo proporcionou taxas superiores de metafase 11 em relagcdo ao grupo Controle. No
desenvolvimento embrionario, a angiotensina (1-7) ndo melhorou a clivagem nem a quantidade
de embrides totais, o grupo 10 UM proporcionou quantitativo superior de blastocistos iniciais.
No entanto, mais analises sdo necessarias para elucidar as acGes realizadas pela angiotensina
(1-7) na produgéo in vitro de embrides bovinos.

Palavras-chave: Angiotensina (1-7). Maturacgéo in vitro. Producéo in vitro.
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ABSTRACT

In vitro production (IVP) is included in the third generation of assisted reproduction
technologies and consists of the interaction between sperm and oocyte outside the female
reproductive tract, with the formation of a new individual. However, several intraovarian
factors that regulate the stages of development, follicular maturation and ovulation are still
unknown and may be responsible for some failures of such biotechniques. Renin-Angiotensin
System peptides, such as angiotensin (1-7), which have had their presence, production and some
effects described in the ovaries) but still have poorly understood functions. New perspectives
on the factors that influence the quality of the embryos produced and the mechanisms involved
in the maturation from the addition of different angiotensin (1-7) concentrations in the bovine
IVP. Ovarian follicles were aspirated and the COCs were distributed among four treatments:
Control (C), 10-1 (T1), 10-3 (T2), 10-5 uM (T3) angiotensin (1-7) in the maturation medium.
in vitro to verify the stages of meiosis and embryonic development. The addition of angiotensin
peptide (1-7) in the in vitro maturation medium did not provide higher metaphase 11 rates than
the Control group. In embryonic development, angiotensin (1-7) did not improve cleavage or
the amount of total embryos, the 10-1uM group provided superior amount of initial blastocysts.
However, further analysis is needed to elucidate the actions performed by angiotensin (1-7) in
the in vitro production of bovine embryos.

Keywords: Angiotensin (1-7). in vitro maturation. In vitro production.
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1. INTRODUCAO

A preconizagdo do incremento da produtividade da pecuéria brasileira tem conduzido
a aplicabilidade de varias biotecnologias de manejo reprodutivo (MELLO et al., 2016). Nesse
contexto destaca-se a pecudria bovina como uma das principais atividades do agronegocio
brasileiro, sendo o rebanho composto de mais de 213,5 milhdes de animais, 0 maior rebanho
comercial do mundo (IBGE, 2018). O rebanho maranhense, segundo IBGE (2017), ¢
constituido de 5,4 milhdes de bovinos.

As tecnologias reprodutivas, tais como inseminacdo artificial (1A) ou inseminacéo
artificial em tempo fixo (IATF), transferéncia de embrides (TE), sémen sexado, criopreservagdo
de gametas, clonagem, transgénicos, a producdo in vitro (PIV) vém sendo utilizadas com
sucesso nos rebanhos bovinos, que apresenta um baixo nimero de descendentes e longo
intervalo de geracdes (MELLO et al., 2016) com o intuito de maximizar a intensidade dos
programas de melhoramento genético (CORDOVA et al., 2011).

A produgdo in vitro (PIV) esta inclusa na terceira geracdo das tecnologias de
reproducdo assistida (BERTOLINI E BERTOLINI, 2009) e consiste na interacdo entre o
espermatozoide e 0 odcito fora do trato reprodutivo da fémea, com a formacdo de um novo
individuo (MELLO et al., 2016). Ainda assim, o Brasil segue como referéncia no uso da PIVE,
respondendo por 34,8% da producéo global (Viana, 2018).

A maturacdo in vitro € uma etapa critica e limitante da producéo in vitro (P1V). Nesse
estadio, 0s odcitos serdo submetidos a maturacdo nuclear e citoplasmatica, eventos vinculados
as alteracOes ultraestruturas e moleculares imprescindiveis para o desenvolvimento adequado
das etapas subsequentes (CROCOMO et al., 2011).

Entretanto varios fatores intraovarianos que regulam as etapas de desenvolvimento,
maturacdo folicular e ovulacdo sdo ainda desconhecidos e podem ser responsaveis por alguns
insucessos de tais biotécnicas. Os peptideos do Sistema Renina-Angiotensina (SRA), tais como
a angiotensina (1-7), que ja tiveram sua presenga, producdo e alguns efeitos descritos nos
ovarios (YOSHIMURA et al., 1996; COSTA, 2000; COSTA et al., 2003) mas que apresentam
ainda fungOes pouco esclarecidas. A adigcdo de angiotensina (1-7) em CCOs pode ativar a
proteina PI3K/Akt levando a um aumento de estradiol via aromatase.

Apesar de resultados apontarem uma possivel acdo e regulagéo da Ang-(1-7) na fungdo
ovariana, pouco se sabe até 0 momento sobre a sua fungdo em espécies monovulares, como a

bovina, e seu efeito nos odcitos recuperados e seu desenvolvimento in vitro.
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Dessa forma poderiam ser oferecidas novas perspectivas sobre os fatores que
influenciam a qualidade dos embrides produzidos e os mecanismos envolvidos na maturacgdo a
partir da adicdo de diferentes concentraces de Angiotensina (1-7) na PIV da espécie bovina,

cuja importancia econémica é significativa.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito da adicdo de angiotensina (1-7) sobre os complexos cumulus-o06cito

(CCOs) bovinos durante o processo de maturacéo e desenvolvimento embrionario in vitro.

2.2 Especificos
e Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de Angiotensina (1-7) sobre a maturagdo dos
CCOs cultivados in vitro;
e Avaliar a taxa de maturacgao dos CCOs;
e Avaliacdo do estagio de cromatina dos o6citos maturados com Hoescht-33342;
e Taxa de clivagem, blastocistos e eclosdo embrionaria;
e Taxa de qualidade dos blastocistos;

e Taxa de estruturas degeneradas nos grupos tratados ou ndo com Ang (1-7).
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Oogénese

A 00génese (ou ovogénese) pode ser definida como o conjunto de processos de
diferenciacdo das células germinativas primordiais (CGP) até a obtencdo de um odcito
secundario haploide fecundado (RUSSE, 1983), na qual tem inicio durante a vida fetal e
continua apos a puberdade. O odcito é resultante de dois tipos celulares: as CGP e as oogonias.

A formacdo dos gametas femininos em bovinos ocorre durante o periodo embrionério,
proximo aos 40 dias de gestacdo (RUSSE, 1983). As CGP sdo oriundas do processo de
gastrulacdo, a partir do endoderma é formado o saco vitelinico, do qual serdo originadas as CGP
gue possuem mobilidade e caracteristica invasiva.

Ainda na fase fetal, nas espécies bovina e ovina (FIGUEIREDO et al., 2008), migram
para as gbnadas em desenvolvimento, perdem suas caracteristicas de motilidade e sofrem vérias
mitoses, podendo atingir cerca de dois milhdes de células (ERICKSON, 1966).

Dentro do ovario, as CGP passam pela redistribuicdo das organelas citoplasmaticas e,
com intensa atividade mitdtica, transformam-se em oogbnias (SADEU et al., 2006). As
oogodnias sofrem também sucessivas mitoses, 0 nlcleo passa sucessivamente por quase todos
0s estagios pertencentes a profase | (leptoteno, zigoteno, paquiteno e diploteno), porém o
primeiro processo meidtico € interrompido no estadio de dipléteno ou vesicula germinativa
(VG) até a puberdade (FIGUEIREDO et al., 2008) sob estimulo de gonadotrofinas, sendo
denominado de odcito (ou ovacito) primario.

No entanto, durante o crescimento das fémeas, o odcito sofre uma intensa fase de
crescimento, aumento da atividade transcricional (sintese de RNA), acimulo lipidico, absor¢éo
de nutrientes através da inter-relagcdo com as células somaticas foliculares (ERICKSON, 1966).

A partir da puberdade, as ondas pré-ovulatorias do hormonio luteinizante (LH)
proporcionam a retomada da meiose e 0 nucleo do odcito entra no processo de diacinese
iniciando o rompimento da vesicula germinativa (RVG). Conclui-se, entdo, as fases
subsequentes: metafase | (MI), anafase | (Al) e telofase I (TI), resultando na expulsdo do
primeiro corpusculo polar (CP) e formacéo do odcito secundario.

Nesta fase, o odcito progredira até a metdfase Il sofrendo a segunda interrupgao
meidtica. No entanto, sO retornara a meiose somente se dor fecundado pelo espermatozoide,
implicando na continuidade da passagem pelos estadios de anafase 11 e telofase |1, acarretando
na liberacdo do 2° CP e da formacéo do odcito haploide fecundado (HOSHI, 2003). Caso nédo

ocorra a fecundagéo, o odcito sofre degeneracéo.
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3.2 Foliculogénese

As fémeas bovinas sdo consideradas espécies poliéstricas mono-ovulatérias
proporcionando a ovulacao de um foliculo ovariano ao final de cada ciclo estral (FORTUNE,
1994). A unidade funcional da génada feminina que contém o gameta é o foliculo que consiste
numa ultraestrutura organizada constituida essencialmente pelo ovécito envolto por células
somaticas (granulosa e tecais) e demarcado por uma membrana basal que os separa do estroma
ovariano (HYTTEL, 2012).

A funcéo do foliculo ovariano consiste em manter o ovocito em ambiente ideal para
manutencdo da viabilidade, crescimento e maturacdo para tornar-se apto a fecundagdo, bem
como producdo hormonal (LANDIM-ALVARENGA, 2017).

E durante a fase de desenvolvimento folicular que o o6cito adquire a competéncia para
seu posterior desenvolvimento embrionario (HOSHI, 2003). Quando um determinado foliculo
deixa a reserva que reside no ovario, 0 mesmo se desenvolve até o processo de ovulagdo ou
sofre atresia folicular (MAYER et al., 2004).

Os foliculos podem ser classificados, em primordiais, primarios, secundarios,
terciarios e pré-ovulatério (FIGUEIREDO et al., 2008), assim como pré-antrais ou ndo cavitario
e antrais (representam 90 a 95% da populacgdo folicular) ou cavitéario, repleta de liquido folicular
(BRISTOL-GOULD, 2006).

Os foliculos primordiais sdo revestidos por células da pré-granulosas achatadas e
definidos como uma reserva de foliculos quiescentes que serdo recrutados a cada ciclo estral
para crescimento e posterior ovulagdo para toda a vida reprodutiva (HYTTEL, 2012). Séo os
menores foliculos do ovario, o nicleo oocitério é grande e posiciona-se centralmente (SILVA,
2005) e as organelas citoplasmaticas uniformemente distribuidas.

A partir do processo de ativacao, ocorre a proliferacdo e diferenciacdo das células da
granulosa de pavimentosa para cubica (MOTA, 2013) ao redor do ovdcito, transformando-se
os foliculos primarios. Estes foliculos crescem entre 30-120um nas espécies domésticas, 0
odcito sofre mudancas nucleares e citoplasmaticas, incluindo o desenvolvimento dos granulos
corticais, que vao tornd-lo competente para reiniciar a meiose e sustentar o desenvolvimento
embrionario (HYTTEL, 2012) e com formagé&o da zona peltcida (ZP).

As celulas da granulosa proliferam em duas ou mais camadas de morfologia cubica
contornando o odcito, que passa a ser denominado de foliculo secundéario. Nestas estruturas,
identifica-se uma expansao volumétrica do odcito, além da formacao de grénulos corticais no

ooplasma, o inicio da sintese de RNA e a responsividade as gonadotrofinas FSH e LH (MELLO
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et al., 2013; AERTS E BOLS, 2010). Através do intimo contato com as células da granulosa,
ocorre a sintetizacdo de glicoproteinas que séo depositadas entre 0 odcito e as células formando
a zona pelucida.

Essa estrutura é transpassada por projecdes das células da granulosa mais internas, as
quais mantém contato com o odcito por jungGes comunicantes, estas tornam possivel a
passagem de substancias de baixo peso molecular (LANDIM-ALVARENGA, 2017) e fatores
sinalizadores que sdo essenciais para a inducdo e regulacéo da diferenciacdo folicular e para o
desenvolvimento de um odcito que serd competente, podendo ser submetido a fertilizacdo e a
subsequente embriogénese (VAN DEN HURK et al., 2000).

As células do estroma ovariano que circundam as células da granulosa diferenciam-se
mais internamente na teca interna, a partir do estroma intersticial, produtoras de esteroides, e
mais externamente na teca externa, com funcéo de suporte (HYTTEL, 2012). A medida que o
desenvolvimento folicular ocorre, espacos preenchidos por liquidos aparecem entre as células
da granulosa, os quais constituem-se em pequenas cavidades e depois coalescem, formando o
antro folicular.

A partir da formacdo do foliculo terciario ou cavitario, ovocito localiza-se em uma
protusdo das células da granulosa, o cumulus oophorus, que se estende ao antro, também
chamada de células do cumulus. O desenvolvimento dos foliculos antrais é caracterizado por
uma fase dependente de gonadotrofinas (FSH e LH), proporcionando o foliculo e o odcito
desenvolvem até atingir sua estrutura especifica através de mecanismos de crescimento,
recrutamento, selecdo e dominéncia folicular (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

Quando alcangam o desenvolvimento maximo, os foliculos ovarianos séo intitulados
de pré-ovulatorios ou de graff, e provocam saliéncia na superficie do ovario (JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 2017). Esse estadio caracteriza-se pela exibicdo de uma maior expansdo da
cavidade antral, decorrente do acimulo de liquido folicular (JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2013).

Além disso, as tecas foliculares tornam-se mais espessas, enquanto a camada de células
da granulosa da parede do foliculo possui um aspecto delgado por ndo acompanhar o
crescimento folicular JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2013).

O processo de ovulagéo € iniciado a partir da onda pré-ovulatoria de LH (Hormdnio
Luteinizante), esta fase final € denominada de maturacdo folicular e oocitaria ou capacitacéo
ovocitaria (HYTTEL, 2012; MOTA, 2013), sendo essencialmente foliculos pré-ovulatérios
para a formacdo do corpo Iuteo (CL) e manutencéo da fertilidade (FORTUNE, 2003), por meio
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de estimulos hormonais, os odcitos sdo ovulados em associacdo as células foliculares que o
rodeiam (GARCIA E FERNANDEZ, 2012).

3.3 Maturacéo oocitaria

A maturacdo oocitaria compreende um conjunto de modificacdes bioquimicas e
estruturais que objetivam a aquisicdo da competéncia completa dos odcitos, necessarias para a
ocorréncia da fecundagéo e manutencao do desenvolvimento embrionério inicial (GUEMRA et
al.,, 2013). Nessa etapa do desenvolvimento embrionario, verifica-se a ocorréncia das
maturagdes nuclear e citoplasmatica, uma complexa sequéncia de eventos fisioldgicos que
visdo tornar o o6cito competente a ser fecundado (CROCOMO et al., 2011).

No ndcleo, as alteracdes ocorridas durante o processo de maturacdo oocitaria estdo
relacionadas a retomada meiotica, enquanto no citoplasma, processa-se a redistribuicdo das
organelas citoplasmaticas, o acimulo de mRNA, proteinas e fatores de transcri¢cdo necessarios
para o processo de maturagdo, fertilizacéo e desenvolvimento embrionario (CROCOMO et al.,
2011; SILVA et al., 2010).

3.3.1 Maturacao Nuclear

A maturacdo nuclear refere-se a habilidade do nucleo em retomar a meiose, observada
por microscopia através da extrusdo do primeiro corplsculo polar (MOGOLLON-WALTERO
et al., 2013). A competéncia meiotica inicia-se em concomitancia com o pico de LH, uma vez
que, 0 aumento dos niveis de LH resulta na queda dos niveis de AMPc (adenosina monofosfato
ciclico), a partir da dissociacdo das juncdes gap entre o6citos e células da granulosa e da reducao
da sintese do proprio AMPCc por estas células (KAWAMURA et al. 2004). Consequentemente,
ocorre desfosforilacdo e ativacdo do fator promotor da maturacdo (MPF).

Esse evento envolve a progressao do estadio de dictidteno da Préfase |, designado como
vesicula germinativa (VG), até o estadio de metéfase Il da divisdo equacional meidtica
(ARAUJO et al., 2014). Em bovinos, os o6citos oriundos de foliculos pré-antrais e antrais
iniciais adquirem a capacidade da quebra da vesicula apenas quando atingem o diametro de 115
um, No entanto, para aquisicao capacidade de desenvolvimento embrionario, devem exibir um
diametro superior a 120 um. (CHAVES et al., 2010)

Os o6citos, mantidos no estadio de VG retomam a meiose, in vivo, pelo pico pré-
ovulatério da gonadotrofina LH (OLIVEIRA, 2016). A retomada meidtica é caracterizada pela
quebra da vesicula germinativa (RVG), estadio em que ocorre dissolugdo da membrana nuclear
e condensacdo da cromatina (CROCOMO et al., 2011).
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Nesse processo, a célula germinativa avanca da fase de profase I, passando pelos
estadios de metéfase I, anafase I, tel6fase | e adentra na segunda divisdo meidtica, onde estagna
na fase de metafase Il. Ao término da primeira divisdo meiotica, a citocinese assimétrica gera,
além do odcito secundario, uma célula de tamanho reduzido, o primeiro corpusculo polar
(GOTTARDI E MINGOTI, 2009).

Na maturacdo nuclear, algumas proteinas desempenham funcionalidades importantes no
prosseguimento adequado desse evento bioldgico, o fator promotor da maturacdo (MPF), um
heterodimero constituido de duas subunidades, as proteinas P34 e ciclina B, é um dessas
substancias reguladoras (GONCALVES et al., 2008). Essa cinase esta envolvida na regulacéo
da transicéo do ciclo celular de todas as células eucaridticas e sua ativacdo é necessaria para a
retomada meiotica em odcitos (LUCIANO et al., 2018).

Na maturacéo nuclear, o0 MPF esta relacionado com a condensacdo dos cromossomos,
0 rompimento do envelope nuclear e a reorganizacdo dos microtibulos e outras organelas
citoplasmaticas. (GOTTARDI e MINGOTI, 2009).

Nos odcitos, a atividade da MPF aumenta no estadio da quebra da vesicula germinativa,
apresenta alta atividade em metéafase I, a qual decresce em anafase e tel6fase, mas alcanca outro
pico em metéafase Il (CHAVES et al., 2010)

A Proteina Cinase Ativada por Mitégenos (MAPK) é outro grupo de proteinas que estéo
envolvidas na progressdo da meiose. Esses polipeptidios sdo ativados por sinais extracelulares
e atuam através da modulacdo da atividade do MPF. Quando ativada, a MAPK promove a
estabilizacdo do MPF em odcitos através da inibicdo de alguns reguladores negativos e ativacdo
da fosfatase Cdc25 (GOTTARDI E MINGOTI, 2009; MOGOLLON-WALTERO et al., 2013;
LANDIM-ALVARENGA, 2014).

A Adenosina monofosfato ciclico (AMPc) desempenha um papel critico na manutencéo
da parada meidtica em odcitos bovinos (LANDIM-ALVARENGA et al.,, 2014). Esse
nucleotideo é sintetizado pelas células da granulosa, em que o controle da producdo € regulado
por receptores ligados a proteina G, e transportado para o o6cito através das juncdes Gap
(LANDIM-ALVARENGA et al., 2014; CHAVES et al., 2010).

Sua concentracdo é regulada através de um equilibrio existente entre as enzimas
adenilciclase, envolvida na sintese de AMPc, e fosfodiesterase, que atua na degradacao dessa
molécula (LANDIM-ALVARENGA et al., 2014).

O declinio das concentracfes de AMP ciclico provoca a desfosforilagdo e consequente
ativacdo do MPF (LANDIM-ALVARENGA et al., 2014). Esse evento ocorre através de uma
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onda de LH que resulta em rupturas nas jungfes comunicantes entre o o0cito e as células da

granulosa e da reducdo da sua producéo pela granulosa (CHAVES et al., 2010).
3.3.2 Maturacao Citoplasmatica

Para o0 o0cito estar apto a ser fecundado, deve ocorrer, além das divisdes meidticas no
nacleo celular, um conjunto de modificagfes no citoplasma do gameta (FERREIRA et al.,
2008), estas mudancas incluem a redistribuicdo das organelas celulares, dentre elas os granulos
corticais, sintese e estocagem de proteinas e RNA, maturacdo dos mecanismos regulatorios de
Ca?*, aumento da glutationa intracitoplasmatica e atividade mitocondrial (ANEL et al., 2007).

Essas modificagdes ultraestruturais sdo necessarias para bloquear a poliespermia,
promover a descondensacdo do espermatozoide no ooplasma, formar o prondcleo ap6s a
fertilizacdo, além de sustentar as fases iniciais do desenvolvimento embrionario (CROCOMO
etal., 2011).

As mitocondrias sdao componentes celulares indispensaveis, envolvidas na producéao
da energia celular, na forma de ATP, necessaria para a manutencdo do desenvolvimento do
odcito. Durante o processo de maturacao oocitaria, essas organelas sao redirecionadas, através
do citoesqueleto, para regides que demandam maior quantidade de energia (FERREIRA et al.,
2008). No estadio de VG, as mitocondrias estdo concentradas, predominantemente, na periferia,
entretanto, na fase de metafase I, ocupam uma posicdo mais centralizada na célula.
(GOTTARDI E MINGOTI, 2009).

Sendo particularmente evidenciada em bovinos, 0s granulos corticais migram da sua
posicao inicial (que antecede o pico pré-ovulatorio de LH) sendo um grande aglomerado para
regides proximas a membrana plasmatica para ocorrer a exocitose durante o processo de
fertilizacdo (HYTTEL, 2012). Sdo organelas exclusivas dos odcitos, geradas a partir do
complexo golgiense, constituidas de diversas populacdes de proteinas, moléculas estruturais,
enzimas e glicosaminoglicanos (FERREIRA et al, 2008). Essas vesiculas secretoras atuam na
prevencdo da poliespermia atraves de modificacdes na zona pellcida por meio da liberagéo do
conteudo dos granulos corticais na superficie externa, apés a fecundacdo (FERREIRA et al.,
2008).

No estadio de vesicula germinativa, os granulos corticais sdo identificados como
pequenos grupos no citoplasma celular, entretanto, no decorrer da divisdo celular, séo
redirecionados para a periferia, proximos a membrana plasmatica (GOTTARDI E MINGOTI,
2009; ARAUJO et al., 2014).
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Em nivel ultra estrutural e moleculares que ocorrem no citoplasma do o6cito no estadio
de VG até o fim da MII. Antes do pico de LH, o ovécito apresenta um reticulo endoplasmético
liso (REL) bem desenvolvido, associado a goticulas de lipidios e mitocdndrias, complexos de
Golgi e aglomerados de granulos corticais. O ovécito se comunica através de juncdes do tipo
gap com as projecdes das células do cumulus.

Cerca de 10 horas ap6s o pico de LH, o ovdcito reinicia a meiose e o envelope nuclear
dissolve-se no REL fazendo com que o ndcleo, isto &, a vesicula germinativa, se desarranje e
0s microtubulos aparecam adjacentes aos cromossomos em condensacdo. O espaco
perivitelinico desenvolve-se e no ovAdcito as mitocéndrias tendem a se posicionar em torno das
goticulas de lipidios e os complexos de Golgi diminuem em tamanho, as junc@es tipo gap sao
parcialmente perdidas.

Aproximadamente 15 horas apds do pico de LH, o ovdcito atinge a fase de metafase
da primeira divisdo meiotica (MI), o nimero e tamanho das goticulas de lipidios aumentam, as
mitocdndrias organizam-se em torno das goticulas e esses conglomerados atigem distribuicdo
mais uniforme no citoplasma. Ocorre o aparecimento de ribossomos em torno dos
cromossomos, o tamanho dos complexos de Golgi diminui consideravelmente e as juncées
desintegram-se.

24h ap6s do pico pré-ovulatorio, o ovacito atinge a metafase da segunda diviséo
meidtica (MII) e ocorre a extrusdo do primeiro corplsculo polar, a maior parte dos granulos
corticais esta distribuida ao longo da membrana plasmatica. As goticulas de lipideos e as
mitocondrias atingem uma posicdo centralizada no citoplasma, deixando a ZP quase desprovida
de organelas, na qual as caracteristicas mais proeminentes sdo os grandes aglomerados de REL
e os complexos de Golgi estdo praticamente ausentes (HYTTEL, 2012).

3.3.3 Maturacdo Molecular

A maturacdo molecular consiste na transcri¢do, armazenamento e processamento dos
acidos ribonucleicos mensageiros (RNAm), copias de segmentos do DNA utilizadas na sintese
de proteinas durante processo de maturacdo e nas etapas subsequentes do desenvolvimento
embrionario (FERREIRA et al., 2008).

O reinicio da meiose durante a maturacao, tanto in vivo como in vitro, a habilidade de
produzir proteinas ndo é afetada, porém, ele perde a capacidade de transcrever (SIRARD &
COENEN, 1994a; BLONDIN & SIRARD, 1995).
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A transcri¢do e o armazenamento dessas moléculas ocorrem durante a foliculogénese,
no periodo em que o ndcleo oocitario permanece em estado queisenciente (LANDIM-
ALVARENGA et al., 2014).

A capacidade de transcricdo somente sera restabelecida apos a ativacdo do genoma
embrionario, durante uma fase chamada de “transi¢do materno-zigética” (MZT), que no bovino
ocorre no quarto ciclo celular entre os estadios de 8 a 16 células (BREVINI GANDOLFI e
GANDOLFI, 2001).

Durante a maturacdo oocitaria, 0S cromossomos encontram-se condensados, 0 que
inviabiliza a transcri¢do nuclear (FERREIRA et al., 2008). Para que a conservagdo dos RNAmM
se torne vidvel, essas moléculas transcritas durante a maturacdo molecular do o6cito sdo
acumulados em forma, transitoriamente estavel, porém inativa, caracterizada pela presenca da
cauda poli-A curta (CROCOMO et al., 2011).

Essa peculiaridade evita degradacdo nucleolitica dos RNAmSs, para que possam ser
utilizados em ocasifes adequadas, tendo em vista que transcritos que possuem caudas poli-(A)
curtas, ndo sdo efetivamente traduzidos (FERREIRA et al., 2008).

3.4 Producdo in vitro de embrides (PIVE)

Desde a sua introducdo no mercado brasileiro no final da década de 90, a produgéo in
vitro de embrides (PIVE) atingiu sua maturidade nos Gltimos anos, entre os anos de 2012 e 2013
tornou-se lider mundial no uso da biotécnica (GONCALVES e VIANA, 2019).

Atualmente, o pais assume uma posi¢do de vanguarda chegando a marca de 20 anos
dos primeiros registros de transferéncias embrionarias in vitro por empresas comerciais no
Brasil (VIANA et al., 2017; 2018) atingindo 92% dos embrides in vitro (SBTE, 2019)
produzidos ndo apenas em racas zebuinas de corte, mas também nos demais segmentos
(GONGALVES e VIANA, 2019). O Brasil é o lider mundial na producdo de embrides in vitro
representando aproximadamente 52% do mercado mundial.

A producdo in vitro consiste na geracdo de embrides viaveis, obtidos a partir de
matrizes de alto valor genético, por meio da mimetizacdo do ambiente intrauterino em
condigdes de laboratorio. Entre os beneficios adquiridos por meio do desenvolvimento dessa
biotecnologia reprodutiva estd o aprofundamento do conhecimento acerca de processos
bioquimicos e fisiologicos de diversas espécies, como a bovina (GONCALVES et al., 2008).

Constitui-se nas seguintes etapas: aspiracdo folicular post-mortem ou Ovum Pick-up
(OPU), maturagdo in vitro (MIV), fertilizagdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV). Esta

biotecnologia, tornou-se possivel a producdo de embrides bovinos sem levar em consideracao
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0 estagio do ciclo estral das doadoras, podendo-se obter odcitos de fémeas bovinas, para a
realizacdo desse procedimento, a partir dos 6 meses de idade, vacas prenhes até o terceiro més
de gestacdo, ou apo6s o parto (VARAGO et al., 2008).

Apresentando vantagens como a inutilizacdo de tratamento hormonal para a obtencédo
dos complexos cumulus-o6cito (CCOS), emprego de sémen criopreservado de reprodutores
diferentes para a mesma doadora oocitaria, assim como a viabilizacdo de sémen sexado na
fertilizacdo in vitro, permitindo o uso da biotécnica em escala comercial (RATH e JOHNSON,
2008; VARAGO et al., 2008; MELLO et al., 2016).

A coleta de odcitos viaveis constitui a fase inicial da producao in vitro. Essas estruturas
podem ser adquiridas pela técnica post-mortem, a partir da puncdo folicular de ovéarios obtidos
em abatedouro, ou in vivo por meio da laparotomia ou laparoscopia via flanco, por laparoscopia
vaginal ou através da aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassom (MELLO et al.,
2016).

Ap0s a realizacdo desses procedimentos, 0s o6citos serdo submetidos a trés processos
bioldgicos que sdo mimetizados em laboratorio: a maturacgéo in vitro, a fecundacéo in vitro e o
cultivo in vitro (MELLO et al., 2016). A maturacdo extrafolicular envolve uma série de
mudancas no citoplasma e no ndcleo do o6cito, que visa tornar esse gameta apto a ser fecundado
(MELLO etal., 2016).

A fecundacdo in vitro consiste na interacdo espermatozoide capacitado com o odcito
para que viabilize a formacdo do zigoto (MELLO et al., 2016). O Cultivo in vitro ocorre ap0s
a fecundacéo, e consiste na transferéncia do zigoto recém-formado para um meio de cultivo que
atenda suas necessidades nutricionais, possibilitando a ocorréncia de inimeras clivagens até se
constituir em blastocisto (GARCIA E FERNANDEZ, 2012).

Em condicdes in vivo, aproximadamente 80% do odcitos ovulados desenvolvem-se até
blastocisto, enquanto na PIVE apenas 40% atingem esse estagio (LONERGAN e FAIR, 2008).
Tanto em condi¢es in vitro quanto in vivo, somente o6citos competentes podem retomar a

meiose e adquirir a habilidade de serem fertilizados.

3.4.1 Maturacéo in vitro

No processo in vitro de embrides, que mimetiza as condig¢des in vivo, a maturagéo in
vitro (MIV) consiste num método eficiente para producdo de unidades competentes para
utilizacdo em técnicas de reprodugdo assistida, como a fertilizagdo in vitro, injecéo
intracitoplasmatica de espermatozoides (da sigla, em inglés, intra cytoplasmic sperm injection
- ICSI) e clonagem (CHILD et al., 2001; MOTA, 2013) e pode sofrer influéncia de diversos



30

fatores, tais como: meio de cultivo, suplementagdo de proteinas, atmosfera gasosa (CO- e O2),
temperatura, umidade e tempo (GUEMRA et al., 2013; TIAN et al., 2014).

A MIV representa uma das etapas mais desafiadoras da PIV, uma vez que a tradugéo
dos genes durante este periodo ird determinar a eficiéncia das modificacbes nucleares,
citoplasmaticas e moleculares, estando estas, por sua vez, ligadas a uma série de mudangas
estruturais e bioquimicas que tornam o odcito apto a ser fecundado (HARTWIG et al., 2014).

Dessa forma, alguns oocitos reassumem a meiose sem adquirir plena competéncia
(ADONA; LEAL, 2006; GILCHRST; THOMPSON, 2007), ou seja, ainda ndo adquiriram a
competéncia do citoplasma para suportar o desenvolvimento embrionério posterior
(GILCHRIST; THOMPSON, 2007). A maturacdo inadequada, quer seja do nucleo ou do
citoplasma, impossibilita a fecundacdo e aumenta a ocorréncia de polispermia, de
partenogénese e de bloqueio do desenvolvimento embrionario in vitro.

O odcito, no interior do foliculo, esta envolto por células da granulosa, formando o
complexo cumulus-odcito (CCO), o conjunto celular préxima a zona pellcida € denominado
corona radiata, as células do cumulus participam de forma ativa no mecanismo de crescimento
e maturacao dos o00citos.

In vivo, enquanto o odcito estd dentro de um foliculo ndo-ovulatério, o reinicio da
meiose ndo ocorre pela inibicdo de fatores presentes no fluido folicular, 0 mecanismo inicia-se
logo ap6s o pico pré-ovulatério de LH (SIRARD et al., 1998).

No processo in vitro, 0s odcitos retornam a meiose quando sdo removidos dos foliculos
ovarianos, o gque se deve, provavelmente, a remocdo do sinal inibidor proveniente do foliculo,
tornando importante o tempo entre a aspiracdo e o inicio da maturacdo in vitro para ndo
comprometer a capacidade de fertilizagdo do ovdcito (SA et al., 2003) cultivados em meios
especificos (MOTA, 2013).

Apesar do cumulus ndo serem essenciais para a maturacdo nuclear dos odcitos, a
maturacdo citoplasmatica é bastante comprometida na auséncia desse tipo celular
(GONCALVES et al., 2008), melhores resultados de maturagéo, fecundacéo e desenvolvimento
embrionario sdo alcancados na presenca do cumulus, fato que evidencia a importancia destas
células sométicas.

Os odcitos bovinos utilizados na PIV séo em geral aspirados do interior de foliculos
com didmetro entre 2 e 8 mm, antes da divergéncia folicular. Foliculos ovarianos menores que
2mm de diametro geralmente ndo sdo competentes para reiniciar a meiose, ao passo foliculos

maiores que 8mm geralmente ndo sdo competentes devido ao fato que ja estdo em processo de
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atresia ou de maturacdo, comprometendo, entdo, sua viabilidade (PAVLOK et al., 1992;
GONCALVES, 2008).

Os odcitos possuem diferentes aspectos morfoldgicos que determinam sua viabilidade,
varias classificacbes morfologicas tém sido adotadas para selecionar o0citos bovinos na
tentativa de identificar os de maior viabilidade (LEIBFRIED e FIRST, 1979).
Morfologicamente, os o6citos com maior potencial de viabilidade devem apresentar ooplasma
homogéneo com granulacdes finas, de coloracdo marrom e completamente envolvidos por
varias camadas de células do cumulus dispostas de forma compacta (GONCALVES et al.,
2002).

Os odcitos destituidos da camada células do cumulus, absorvem aminoécidos, agucares
e ribonucleosideos de forma menos intensa quando comparados a odcitos envoltos por um
extenso estratificado celular, por isso exibem um desenvolvimento reduzido na producéo in
vitro (GARCIA E FERNANDEZ, 2012).

A maturacdo in vitro leva a uma capacitacdo dos oécitos que passam por modificacdes
nucleares e citoplasmaticas, rearranjo de organelas, expressdo de genes que serdo traduzidos
em proteinas, expansdo das células do cumulus que podem sofrer alteracdes pelas condi¢des de
cultivo (WATSON et al., 2000; WARZYCH et al., 2007).

In vitro, a expanséo das células do cumulus é visivel a partir das 12 horas de cultivo
(SUTOVSKY et al., 1993). A presenca consideravel de glicosaminoglicanos nas células do
cumulus impede a acdo do estresse oxidativo dos radicais livres sobre os odcitos, evitando a
reducdo na taxa de clivagem (LUVONI et al., 1996), e o choque térmico que bloqueia a sintese
de proteinas (EDWARDS; HANSEN, 1997).

As células do cumulus deixam o aspecto de uma massa compacta, tornando-se uma
estrutura dispersa, até a sintese da matriz intercelular mucoide. Tal processo é de suma
importancia para assegurar a maturacdo oocitaria (YOKO & SATO, 2004)

Para reduzir os efeitos danosos gerados pela exposicdo ao ambiente atmosférico e
aproximar-se das condic@es intrauterinas, a maturacdo in vitro é realizada em incubadoras a
38,5°C em atmosfera com 5% de CO> e umidade saturada durante, aproximadamente, 24 horas
(GONCALVES et al., 2008).

Dessa forma, a suplementacéo de diferentes substancias aos meios de maturagao é uma
pratica rotineira nos laboratorios de PIV. Dentre as sustancias mais empregadas, ganham
destaque: piruvato de sédio, soro fetal bovino (SFB), soro de fémea em estro, horménio foliculo
estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH), estradiol (E2), fatores de crescimento,
cisteamina e glutamina (BERNADI, 2005).
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Além disso, os meios de maturagdo sdo acrescidos com sistemas tampdes para
minimizar as variagbes de pH, que devem permanecer entre 7,3 e 7,5 (GOTTARDI E
MINGOTI, 2009). A utilizacéo do fluido folicular e substancias, como Butirolactona I (BLI),
hipoxantina e roscovitina, que inibem temporariamente a maturacao até que se inicie o cultivo
in vitro vém sendo utilizados com sucesso (SA et al., 2003; GONCALVES et al., 2008).

A maturagdo nuclear ocorre entre 16 e 24 horas ap6s o inicio da MIV (Figura 1,
COGNIE et al., 2004). O periodo necesséario para a matura¢do nuclear varia entre as espécies.
Na espécie bovina, visualiza-se 0 RVG entre 7 e 12h apds o reinicio da meiose, a Ml entre 12

e 15h,aAleaTlde 15a 18hea Mll de 18 a 24h.
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Foute: Ferreira ¢t al. Therfogenology, 71:836-848, 2009

Figura 1. Representacdo esquematica da distribuicdo das organelas durante a maturacéo,
fecundacdo oocitaria, bem como a formacdo do zigoto. A) Progressdo da maturacdo nuclear e
movimento das organelas do estagio de vesicula germinativa (VG) até MIl e formacdo do
zigoto. B) (Fonte: Adaptado de FERREIRA et al., 2009).

Para isso, é necessaria uma incubadora que mantenham de forma exata a atmosfera
gasosa e a temperatura. Os odcitos cultivados in vitro sdo afetados por diversas condicbes
fisiologicas especificas, tais como a temperatura, o pH, a concentracdo de CO2 e O3
(GOTTARDI E MINGOTI, 2009).

No procedimento in vitro, os o6citos retornam a maturagcdo meidtica espontaneamente
apos serem removidos artificialmente dos foliculos ovarianos, devido & perda do ambiente
natural de inibicdo meiotica. (GILCHRIST E THOMPSON, 2007; GOTTARDI E MINGOTI,
2009). Esse estado causa uma ruptura abrupta e prematura das juncdes gap dos complexos
cumulus-odcito levando a perda de metabdlitos benéficos (GILCHRIST E THOMPSON,
2007).
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Além disso, verifica-se uma assincronia entre 0os processos de maturacdo nuclear e
citoplasmatica, que implica diretamente na reducdo das taxas de desenvolvimento embrionério
(CROCOMO et al., 2011).

Taxas de blastocistos, prenhez e criopreservacao obtidos a partir de o6citos maturados
e fecundados in vitro sdo inferiores as obtidas nos sistemas in vivo, provavelmente pela
incompleta maturagdo citoplasmaticas, o que reflete na capacidade de obtencdo de unidades
embrionarias (GONCALVES et al., 2008). A maturacdo oocitaria inadequada, seja no nacleo
ou no citoplasma, compromete o processo de fecundacdo e desenvolvimento embrionario
(LONERGAN et al., 2003).

A avaliacdo dessa competéncia pode ser realizada indiretamente pela habilidade do
odcito maduro em clivar-se até a obtencdo de blastocisto (BI) ap0s a ativacdo partenogenética
(SCHWARZ, 2007). Outro parametro avaliativo indireto consiste na expansao das células do
cumulus, o tempo de extrusdo do 1° CP, aumento do espaco perivitelinico (KOTSUJI et al.,
1994) e o uso de substancias fluorescentes que permitem a visualizagdo da configuragdo da

cromatina dos odcitos.
3.4.2 Fertilizacédo in vitro (FIV)

Na fertilizacdo in vitro sao utilizados sémen criopreservado que sofre um processo de
descongelacdo e, posteriormente, é submetido ao gradiente Percoll. Esse processo tem como
objetivo a separacdo dos espermatozoides vivos pds-descongelacdo. Embora outros sistemas
possam ser usados, como o swim-up (GALLI, 1996).

A partir destes resultados, se determina a concentracdo de espermatozoides ideal para
cada grupo de estruturas em meio sintético. Em geral, a concentracdo usada para a fertilizagéo
in vitro é de 2 x 10° sptz/mL, calculada de acordo com a motilidade e concentracéo da fragio
viva de espermatozoides obtida apos a centrifugacdo em gradiente Percoll (YOUNG, 1998). O

periodo de incubacdo dos CCOs com 0s espermatozoides varia entre 20 a 22 horas.
3.4.3 Cultivo in vitro (CIV)

O cultivo in vitro consiste na etapa de desenvolvimento do odcito fertilizado até o
estadio de blastocisto (SANGILD et al., 2000).

E neste periodo de desenvolvimento que ocorrem eventos como ativagio do genoma
embrionario, processo de divisdo celular, compactagédo dos blastdmeros no estadio de morula,

inicio da diferenciacdo embrionaria com a formacao da blastocele (HOSHI, 2003).



34

As condicbes de cultivo in vitro influenciam nos indices da producdo de embrides,
razdo pela qual inimeras pesquisas tem sido realizadas visando avaliar o efeito que diferentes
fatores, intrinsecos e extrinsecos, possam exercer sobre o metabolismo e capacidade de
desenvolvimento destes embrides, como por exemplo a composicdo dos meios de cultivo e
condicbes de temperatura e atmosfera gasosa, a adicdo de aminoacidos, vitaminas,
macromoléculas e fatores de crescimento, assim como o uso de soros (NAGAI, 2001).

O desenvolvimento embrionario in vitro é avaliado no D7 (Dia 7) de cultivo analisando
a compactacdo dos blastdmeros e inicio da formacdo da blastocele, sendo feita a selecdo e

avaliacdo final dos embrides para a transferéncia a fresco ou para criopreservacao.
3.5 Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) consiste num sistema de regulacdo da
homeostase cardiovascular e equilibrio hidroeletrolitico em diversas fungdes no organismo que
envolve mecanismos sinalizadores intracelulares, mediacdo e receptores (Figura 2). Os
componentes do SRA mais conhecidos s&o: renina, angiotensinogénio, angiotensina I, enzima
conversora de angiotensina (ECA) e angiotensina Il (FEITOSA et al., 2010).

No sistema renina-angiotensina, o0 angiotensinogénio, uma proteina plasmatica que é
produzida no figado e precursora da angiotensina | (Ang I), que sofre catalisa¢do por reacéo de
conversao proteolitica pela renina, enzima produzida nas células justaglomerulares, para formar
do Ang I. A enzima conversora de angiotensina (ECA) é uma enzima produzida no endotélio
dos vasos pulmonares e tem a funcdo de clivar a Ang | formando Ang Il, o principal peptideo
do sistema renina-angiotensina. Esta Gltima realiza suas funcdes por meio de dois receptores:
AT1e AT, (BURRELL et al., 2004; FEITOSA et al., 2010).

Outros peptideos do sistema renina-angiotensina, com fung¢bes ainda ndo bem
esclarecidas, tém sido identificados, como: angiotensina 111, angiotensina 1V, angiotensina (1-
5), angiotensina (1-9), angiotensina (1-7) e seu receptor Mas e outra enzina conversora de
angiotensina Il (DONOGHUE et al., 2000; SANTOS et al., 2008; FEITOSA et al., 2010).

Estudos recentes evidenciam a presenca dos componentes do SRA nos 0rgaos
reprodutivos, como Utero, testiculo e ovarios, sugerindo a existéncia de sistemas renina-
angiotensina locais (COSTA, 2000; COSTA et al., 2003).

Desta forma, é possivel que, nestes o6rgaos os peptideos integrantes deste sistema
possam realizar funcOes diversas das desempenhadas pelo sistema renina-angiotensina
sistémico (FELIX et al., 1991), especialmente a Ang-(1-7; COSTA et al., 2003; SAMPAIQO et
al., 2007; LEAL et al., 2009).
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Figura 2. Esquema geral do sistema renina-angiotensina. Eixo principal do sistema renina angiotensina classico
(negrito). ECA — enzima conversora de angiotensina, NEP — endopeptidase neutra, PCP — prolilcarboxipeptidase,
PEP — prolilendopeptidase (Fonte: Feitosa et al., 2010).

3.5.1 Sistema Renina-Angiotensina Ovariano

No ovario, autores relatam o envolvimento de um subsistema ovariano em funcdes
como foliculogénese, atresia folicular, ovulagdo e concepc¢do do corpo luteo, tendo influéncia
sobre as biotécnicas reprodutivas (YOSHIMURA et al.,1996; LI et al., 2004; OBERMULLER
etal., 2004).

A angiotensina Il foi descrita nas células da granulosa de ratas (PEPPERELL et al.,
2006; FERREIRA et al., 2007) sendo relatada sua influéncia nos processos de maturacéo
oocitaria e ovulacdo. Em bovinos, a Ang Il é indispensavel nos momentos iniciais da cascata
ovulatéria induzida pelo LH (FERREIRA et al., 2007), além de possuir uma funcéo vasoativa
importante para a formacg&o e regressao do corpo luteo (ACOSTA & MIYAMOTO, 2004).
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A adicéo de antagonista de Ang Il (saralasina) provocou bloqueio da ovulagdo em ratas
impuUberes associado com a gonadotrofina coridnica equina (eCG) e gonadotrofina coridnica
humana (hCG).

A angiotensina Il estimulou significativamente a maturacdo meiética do oocito na
auséncia das gonadotrofinas, sendo capaz de reverter o efeito inibitério do fator inibidor de
meiose que esté presente no liquido folicular (STEFANELLO et al., 2006). E seus receptores
(AT1 e AT2) sdo expressos em ovarios (KAKAR et al., 1992), foliculos e corpo luteo de vacas
(SCHAUSER et al., 2001). GIOMETTI et al., (2006) relataram uma melhora na maturagéo
nuclear de odcitos bovinos in vitro.

Entretanto, a inibicdo da producdo de Ang-Il por inibidor de ECA néo altera a
esteroidogénese ou a ovulacao.

A enzima conversora de angiotensina (ECA) foi detectada no fluido folicular de
bovinos (NIELSEN et al., 2002), ovérios de ratas e superficies dos odcitos e tubas uterinas
(BRENTJENS et al., 1986) sendo a expressao desta enzima pode ser estimulada por agentes
hipofisoides, como 0 eCG (PEREIRA et al., 2009).

3.5.2 Angiotensina (1-7) e o receptor MAS

Outros peptideos gerados a partir da Ang | e Ang I, como a Ang-(1-7) (FELIX et al.,
1991), também podem mediar as a¢des do SRA em diferentes processos fisiologicos (COSTA
et al., 2003; SAMPAIO et al., 2007).

A angiotensina (1-7) € um heptapeptideo formada por sete aminoacidos (SILVA,
2008), composto de aspartato, arginina, valina, tirosina, isoleucina, histidina e prolina sendo
um dos componentes do Sistema Renina Angiotensina que tem se destacado bastante nos
ultimos anos (COSTA, 2017).

No SRA a Ang | é convertida em Ang Il pela ECA. A Ang Il é entdo clivada pela
ECAZ e se transforma em Ang-(1-7). Uma outra via é a hidrolise da Ang | pela ECA2, que é
transformada em Ang-(1-9), que, por sua vez, € clivada pela ECA e transformada em Ang-(1-
7). A ECA também degrada a Ang-(1-7) em Ang-(1-5) (FERRARIO et al., 1997).

Evidéncias da existéncia de um receptor especifico para Ang-(1-7) foram levantadas
principalmente ap6s a sintese de um antagonista especifico para ele, 0 A-779 ou D-Ala7-Ang-
(1-7; SANTOS et al., 1994). Foi inicialmente demonstrado, em rins de camundongos, um
receptor funcional para Ang-(1-7), o receptor MAS (SANTOS et al., 2003). Este receptor foi

também encontrado em ovario de ratas durante todo o ciclo estral (REIS et al., 2009).
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A presenca do receptor MAS foi também demonstrada no ovéario de mulheres, mais
especificamente nos foliculos ovarianos de Vérias categorias (primordiais, primarios,
secundarios e antrais) assim como no estroma ovariano e no corpo luteo (REIS et al., 2011).

Desta forma, COSTA et al., (2003) demonstraram a presenca da Angiotensina (1-7)
no ovario de ratas em niveis maiores no pro-estro e estro, fato este que pode contribuir na
maturagdo dos complexos cumulus-oécitos (CCOs). Em coelhas, VIANA et al. (2011)
detectaram a presenca de angiotensina (1-7) e seu receptor MAS.

Assim a adicdo de angiotensina-(1-7) em CCOs pode ativar a proteina PI3K/Akt
levando a um aumento de estradiol via aromatase. Segundo MINGOTI (1999) quanto maior a
concentracdo de estradiol maior também a porcentagem de o6citos que atingem a fase de MII.

Desta forma estas células podem ter seu potencial aumentado pela adi¢do de Ang-(1-
7) ao meio de maturacdo aumentando a producao de estradiol via ativacao da proteina PI3K/Akt
e producdo de estradiol pelo cumulus.

A Ang (1-7) é o ligante para o receptor MAS (SANTOS et al., 2003) e suas agdes sdo
especificamente inibidas quando o receptor MAS é bloqueado com dAla7-Ang-(1-7), também
conhecido como A-779 (DILAURO & BURNS, 2009). A expressdo de RNAm para MAS foi
verificada em varios tecidos, incluindo ovérios de roedores e bovinos (COSTA et al., 2003;
SANTOS et al., 2011) e testiculos de ratos e homens (METZGER et al., 1995; REIS et al.,
2010). No entanto, pouco se sabe sobre a possivel funcdo ou via de acdo da Ang (1-7) na
ovulacéo.

A inibicdo da producédo de Ang Il por inibidor de ECA néo altera a esteroidogénese ou
a ovulacdo. Tais efeitos poderiam ser devidos a Ang (1-7), um peptideo do SRA cuja formacao
pode ocorrer independente da ECA.

A enzima conversora de angiotensina pode participar no metabolismo da Ang-(1-7),
visto que sua inibicdo pode reduzir a degradacéo da Ang-(1-7), inibindo sua conversdo em Ang-
(1-5) e aumentando sua biodisponibilidade (CHAPPELL et al., 1998).

3.6 Hoechst 33342

A utilizacdo de técnicas para avaliacdo da qualidade dos oocitos apds o periodo de
MIV permite a verificagdo das alterages que ocorrem in vitro, sendo necessaria estas analises
para melhoria das biotécnicas reprodutivas.

A técnica mais empregada € a analise subjetiva da morfologia da expanséao das células
do cumulus a partir da utilizacdo de um estereomicroscopio (SILVA, 2015), que antecede a

etapa de fertilizacdo in vitro. Outras técnicas sdo amplamente utilizadas nos laboratorios de PIV
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para mensurar as taxas de maturacdo, porém estas estruturas tornam-se invidveis para o
desenvolvimento artificial posterior.

Analises utilizadas para verificacdo da eficiéncia da PIV sdo a quantificacdo das
espécies reativas de oxigénio (ERO), TUNEL, niveis intracelulares de glutationa (GSH)
(YOON et al., 2014) e microscopia de fluorescéncia (DUARTE et al., 2010).

Esta Gltima que proporciona taxas de configuragdo da cromatina de o6citos, indicando,
por sua vez, o estagio meidtico alcangado apds terem sido maturados in vitro (DUARTE et al.,
2010). Para tanto, utiliza-se o corante Hoechst-33342 que adentra as células, se intercalando
entre as bases nitrogenadas do DNA, possibilitando visualizar o grau de organizacdo da
cromatina nuclear com filtros especificos.

A coloracdo com Hoechst 33342 é bastante utilizado para avaliagdo da MIV de odcitos
e para a contagem do namero de células embrionarias (GUEMRA et al., 2013)

Dentro de um programa de P1V, a anélise supracitada € de suma importancia, uma vez
que, para esta biotécnica, estimar a qualidade e viabilidade oocitaria é o ponto chave para se

obter excelentes taxas de maturacdo e consequente fecundacéo in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética e Experimentacdo Animal

Os procedimentos e métodos descritos a seguir foram aprovados pela Comissdo de
Etica e Experimentacdo Animal — CEEA do Curso de Medicina Veterinaria da UEMA,
conforme protocolo n® 016/2018 para a execucdo da pesquisa, atendendo as normas de Bem-
Estar Animal da Resolugédo do CRMV n° 1000/2012 e a Lei 11.794/2008.

4.2 Obtencao dos ovarios post-mortem

Foram coletados no abatedouro Municipal D.A. Vital, localizado na BR — 135, no km
11, em Séao Luis — MA, ovarios de fémeas bovinas, sem historico clinico-reprodutivo, idade e
fase aleatoria do ciclo estral logo apos o abate e evisceracao.

O material post-mortem foi depositado no recipiente térmico contendo solucdo salina
— fosfato tampdo (DMPBS - FLUSH, NUTRICELL, BR) preparado previamente e
suplementado com 1mL de gentamicina (GENTRIN®, OURO FINO Ltda., BR) sob
temperatura de 37°C e transportado ao Laboratério de Reproducdo Animal — LABRA, da
Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA no periodo maximo de 2 (duas horas).

Os tecidos e ligamentos aderidos aos ovarios foram retirados com auxilio de uma
tesoura ponta-romba e pin¢a anatdmica. Em seguida o material foi depositado no Becker com
DMPBS - FLUSH (NUTRICELL, BR) aquecido em banho-maria a 37°C. Posteriormente, 0s
ovarios foram pesados, em gramas, para determinar o peso inicial (Pi) e peso final (Pf), antes e
apos a aspiracgdo, respectivamente.

4.3 Puncdo folicular ovariana

Os complexos cumulus-odcitos (CCOs) foram recuperados por aspiracao dos foliculos
ovarianos mensurados entre 2 a 8mm utilizando agulhas descartaveis 25 x 0,7mm (22G),
acoplado a uma seringa de 3 ou 5mL. O liquido folicular obtido da puncéo folicular foi
depositado em um tubo Falcon de 15 ou 50 mL, de acordo com a quantidade de ovarios post-
mortem obtidos por coleta, em banho-maria a 37°C.

Ap0s a aspiracdo, o liquido folicular passou pelo processo de decantacdo durante 15
minutos para obtencdo do pellet. O contelido decantado foi depositado, com auxilio de pipeta
de Pasteur, e transferido para placa de Petri (CORNING, 430167) de 100 x 20mm para pesquisa
e selecdo diluido em DMPBS — FLUSH (NUTRICELL®, BR) aquecido sob uma lupa
estereomicroscopio (NOVA Optical Systems).
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Os CCOs foram classificados de acordo com a qualidade morfolégica conforme
LEIBFRIED e FIRST, 1979:

Grau I: cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de células,
ooplasma com granulacgdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pellcida e de
coloragdo marrom;

Grau Il: cumulus compacto parcialmente presente em volta do odcito ou rodeando-o
por completo, com menos de trés camadas celulares, ooplasma com granulagdes distribuidas de
modo heterogéneo, podendo estar mais concentradas no centro e mais claras na periferia, ou
condensadas em um s0 local aparentando uma mancha escura, ooplasma preenche o espago do
interior da zona pelucida;

Grau IlI: cumulus presente, mas expandido, ooplasma contraido, degenerado,
vacuolado, ou fragmentado, com espaco entre a membrana celular e a zona pelGcida,
preenchendo irregularmente o espacgo perivitelino e

Grau 1V: odcito desnudo sem cumulus.

Entretanto, somente os CCOs de grau | e Il foram selecionados como viaveis e
transferidos para uma placa de Petri 30x10mm (CORNING, 430167) contendo 100uL de meio
manutengdo Holding Plus 0,4% BSA (VITROCELL, BR).

4.4. Grupos Experimentais

Os CCOs foram distribuidos entre quatro tratamentos: Controle (C), 10 (T1), 10
(T2), 10° uM (T3) de angiotensina (1-7) (ANGIOTENSIN FRAGMENT 1-7 ACETATE
SALT HYDRATE, SIGMA — ALDRICH, USA, 5mg, Ref. A9202).

A placa com meio de maturacdo (MIV, VITROGEN, BR) com o0s grupos
experimentais: Controle e suplementados com diferentes concentraces de angiotensina (1-7)
foi preparada over-night ao momento de chegada dos materiais post-mortem no laboratério e
estabilizadas em incubadora sob atmosfera gasosa, temperatura e umidade controlada.

4.5. Maturacéo in vitro (M1V)

Ap0s o rastreio e classificacdo, os CCOs passaram por lavagens em quatro microgotas
de 50 uL (gota/grupo) contendo meio lavagem (VITROGEN, BR) em placa de Petri de 100 x
20 mm. Apos a individualizacdo dos grupos e lavagens, os CCOs foram transferidos para as
microgotas dos grupos experimentais (100uL/grupo/+20CCOs) na placa com meio de
maturacdo preparada com antecedéncia e recobertas por 6leo mineral (SIGMA — ALDRICH,
USA, Ref. M8410).
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Posteriormente, as placas foram armazenadas na incubadora (SANYO, PANASONIC,
USA), sob temperatura de 38,5°C, em atmosfera gasosa de 5% de CO> por 24h, iniciando, entdo,

0 processo de maturacgdo in vitro.

4.5.1 Avaliacdo da maturacao in vitro (MIV)

Ap0s 24 horas do processo de MIV, os CCOS maturados foram avaliados quanto o
grau de expansdo das células do cumulus utilizando uma lupa estereomicroscopio (NOVA
Optical Systems). Posteriormente, cada grupo experimental foi depositado num eppendorf de
1,5mL contendo 100pL de DMPBS — FLUSH e 100pL de hialuronidase (Hyaluronidase from
bovine testes, SIGMA — ALDRICH, USA, 100mg, Ref. H3506), cada eppendorf sofreu
agitacdo no vortex durante 5 minutos para remocao das células do cumulus.

As estruturas desnudas foram recuperadas sob lupa estereomicroscopio e depositadas
na placa de banho (4 gotas/50uL/grupo) com meio de lavagem para remocdo dos restos
celulares e excesso de hialuronidase para avaliacdo com o Hoescht-33342.

4.5.2 Coloracao com Hoechst-33342

A anélise do estaddio de maturacdo oocitaria nuclear ocorreu através da técnica de
fluorescéncia Hoechst-33342 (bisBenzimide H 33342 trihydrochloride, SIGMA — ALDRICH,
USA, 25mg, Ref. B2261) de forma a avaliar a progressdo da maturacdo nuclear até Metafase 11
(M11).

Os odcitos foram transferidos da gota com meio de lavagem para uma lamina de
microscopia na qual continha uma gota de 50pL (10pg/mL) de Hoechst-33342 onde
permaneceram por cinco minutos antes da avaliacdo dos estadios de maturacdo nuclear.

Para a avaliacdo foi utilizado um microscépio de fluorescéncia com um comprimento
de onda de excitacdo de 365 nm e um comprimento de onda de emissao de 420 nm e os achados
nucleares fluorescente em azul apds a MIV foram classificados em: vesicula germinativa (VG),
rompimento da vesicula germinativa (RVG), Metafase (M) e Nao Identificado (NI).

A presenca da VG indica que 0 o0cito esta na fase dipléteno da préfase 1, apresentando
um nucleo vesicular imaturo com cromossomos pouco condensados. Em contraste, RVG ocorre
quando os cromossomos apresentam grau de distribuicdo disperso e nucleo ainda com aspecto
vesicular e, por fim, a placa metafésica caracteriza o estagio final da maturacdo odcitaria,
localizada na periferia do nucleo do odcito, indicando a MII (HEWITT & ENGLAND, 1998).

Odcitos em metafase Il foram considerados maturos.
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4.6. Producéo in vitro de embrides

Na segunda parte do experimento, foram submetidos 435 CCOS viaveis oriundos de
175 ovarios (98 com CL e 77 sem CL) com peso inicial e final de 1468g e 1194,
respectivamente, aos procedimentos in vitro nos grupos experimentais citados anteriormente.
Estas estruturas foram submetidas a MIV e apos esta etapa foram submetidas a fertilizagdo in
vitro (FIV) para obtencao de unidades embrionarias.

4.6.1 Fertilizac&o in vitro (FIV)

Utilizou-se meio FIV (VITROGEN, BR) para confecgdo das quatro gotas de 100 pL
em placas de Petri de 60 x 15 mm, 24 horas antes da fertilizag&o in vitro propriamente dita para
estabilizagdo na incubadora.

Foi utilizado meio de capacitacdo e meio Sperm previamente adquiridos (VITROGEN,
BR) para formacdo do gradiente de separacdo espermatica. Em um eppendorf de 1,5mL
depositou-se 200uL. do meio Sperm adicionando posteriormente 200uL de percoll. Em seguida
foi adicionado de baixo para cima 400uL de Percoll para formagdo do gradiente de 90% e
aquecido meia hora antes do término da MIV.

Utilizou-se sémen criopreservado descongelado em banho-maria a 36,5°C em um
tempo de 30 segundos para palheta de 0,5mL

Apos descongelamento do sémen, todo volume da palheta foi depositado no gradiente
de Percoll e submetido a centrifugacdo por 6 minutos a uma forga centripeta de 600G e rotacéo
de 3000 rotacBes por minuto (rpm). Em seguida retirou-se o pellet formado e o transferiu para
400uL de meio FIV aquecido, onde foi centrifugado novamente por 3 minutos a uma forga
centripeta de 150G e rotagdo de 1300rpm.

Ao fim da centrifugacéo foi retirado o sobrenadante. Do pellet formado retirou-se Sul
e o depositou em um eppendorf com 250uL de meio FIV. Para anélise de motilidade e vigor
pos centrifugagdo foi retirado 30puL.

Para determinacdo da concentracdo espermatica depositou-se Sul do pellet em um
eppendorf contendo 250uL de formol salina, sendo realizada com auxilio de Neubauer.
Posteriormente os dados obtidos foram aplicados na seguinte formula:

e Concentracdo espermatica = pellet x (motilidade/1000) x espermatozoides — pellet
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O valor obtido corresponde a quantidade de meio FIV que foi ressuspendido junto ao
pellet para concentragéo final de 1x10° espermatozoides por mL, equivalendo a 7 uL de dose
inseminante. Essa dose inseminante foi padrao para todas as gotas.

A FIV ocorreu ao término da maturacdo com a coincubacdo dos CCOs e 0s
espermatozoides na placa de FIV, nas respectivas gotas de tratamento em estufa com 5% de
CO? a temperatura de 38,5°, durante 22 horas.

4.6.2 Cultivo in vitro (CIV)

A placa de cultivo foi preparada over-night logo apos a FIV, contendo 4 gotas de
100uL de meio CIV (VITROGEN, BR) em placas de Petri 60x15 mm recobertas por 6leo
mineral, juntamente com 800uL de meio CIV em um eppendorf para lavagem das estruturas.

Apbs a FIV, os presumiveis zigotos foram lavados por quatro vezes em gotas de
50uL/grupo com meio CIV para retirada das células do cumulus remanescentes e depositados
na placa previamente preparada.

O desenvolvimento embrionéario foi avaliado no D3, D7 e D9 para avalicdo da
clivagem, taxa de blastocisto e eclosdo dos mesmos, respectivamente. Durante o protocolo de
cultivo realizou-se o feeding que consiste na retirada de 80% (80uL) do volume de cada gota
de cultivo e reposicdo de mesmo volume nas gotas no D3 e D5, sendo preparadas no D2 e D4,

respectivamente.

4.7 Delineamento Experimental e Anélise Estatistica

O delineamento foi inteiramente ao acaso com quatro tratamentos (0, 102, 103, 10°
uM de angiotensina 1-7) em 8 repeticGes com CCOS vidveis para analise da maturagdo in vitro
e 6 repeticbes com CCOS viaveis para producdo in vitro de embrides.

As variaveis estudadas (taxa de maturacdo, estagio da meiose, taxa de clivagem,
blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e eclosdo) foram submetidos ao teste exato
de Fischer (P<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa do experimento, os odcitos foram recuperados de 179 (cento e
setenta e nove) ovarios, dos quais 88 (oitenta e oito) apresentavam corpo liuteo (CL) e 91
(noventa e um) ndo possuiam essa glandula enddcrina. Anteriormente as aspirac@es foliculares
ovarianas, foi obtido o peso inicial e, posteriormente, o peso final dos ovarios, 1.514g e 1276g,
respectivamente.

Para avaliar maturagdo nuclear durante a MIV, foram utilizados um total de 639
odcitos viaveis distribuidos em quatro tratamentos (C, T1, T2 e T3). A tabela 1 demonstra a

qualidade dos odcitos utilizados na maturacdo in vitro por tratamento.

Tabela 1. Qualidade morfoldgica dos complexos cumulus-odcito (CCOS) de fémeas bovinas
utilizadas no processo de maturagéo in vitro.

Tratamentos Gl Gll
C 97 63

T1 93 66

T2 94 73

T3 89 64
TOTAL 373 266

A morfologia do nucleo dos od6citos e a disposicdo das células do cumulus é crucial
para 0 sucesso da producéo in vitro, como afirma BLOGIOLO et al., (2007) que odcitos de
fémeas domeéstica desnudos, ou seja, sem a presenca do cumulus proporcionam menores taxas
de maturacdo nuclear e, consequentemente, menor quantidade de unidades embrionarias.

As células dos cumulus mantém intima relacdo com o o6cito por meio das juncdes
GAP comunicantes, € fundamental para aquisicdo de competéncia oocitaria para suportar 0s
posteriores eventos da fertilizagdo e do desenvolvimento embrionario (SHIMADA e TERADA,
2002).

Ovérios post-mortem constituem numa fonte abundante e viavel para execucéo de
pesquisas relacionadas as biotécnicas reprodutivas, no entanto ndo podem ser utilizadas em
programas de melhoramento genético, pois sdo oriundos de animais de descarte com historico

sanitario, nutricional e reprodutivo desconhecidos (CROCOMO et al., 2012)
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Com o auxilio da técnica de fluorescéncia Hoescht-33342 verificaram-se os estagios
de maturagdo nuclear nos quatro tratamentos. Foi demostrado a presenca de o6citos em estagio
de VG, RVG e MlII, conforme Tabela 2.

Em relacdo as estruturas em vesicula germinativa (VG), os grupos Controle, T1 e T3
foram semelhantes entre si (P<0,05) e o grupo tratado com 10°uM de angiotensina (1-7) no
meio de maturacdo obteve a menor taxa entre os grupos em estudo.

No estagio nuclear caracterizado como rompimento da vesicula germinativa (RVG), o
grupo T2 nao diferiu dos demais grupos (P<0,05), porém o grupo T3 foi superior ao grupo
controle.

Na obtencdo de estruturas que chegaram até o estagio de metéfase I, o grupo T2 nédo
diferiu estatisticamente dos grupos T1 e T3, porém foi superior ao grupo controle (P<0,05). Os

grupos Controle, T1 e T3 ndo diferiram estatisticamente entre si.

Tabela 2. Avaliacdo da maturacdo nuclear através da técnica de fluorescéncia HOESCHT -
33342 de fémeas bovinas utilizadas no processo de maturagdo in vitro tratados ou ndo com
Angiotensina (1-7).

Tratamentos VG RVG MII
C 5,0% (8/160)? 0,6% (1/160)%® 35,0% (56/160)°
T1 5,0% (8/159)2 1,2% (2/159)? 40,3% (64/159)
T2 0,6% (1/167)° 3,6% (6/167)? 48,0% (81/167)°
T3 3,9% (6/153)? 3,9% (6/153)? 41,0% (63/153)2°

a,b: letras diferentes entre colunas indicam diferenca estatistica ao teste exato de Fischer (P<0,05) nos tratamentos
Legenda: VG: Vesicula germinativa; RVG: Rompimento da vesicula germinativa; MIl: Metafase II.

A taxa de maturacdo nuclear obtidas nos grupos experimentais foram inferiores a
porcentagem exibida por outros trabalhos envolvendo a maturagéo in vitro (GUEMRA et al.,
2013; KERE et al., 2013; SOVERNIGO et al., 2017).

Segundo APPARICIO-FERREIRA et al., (2010), nos bovideos, a taxa de maturagio
aproxima-se de 90%, o que ndo foi identificado no presente estudo, sugerindo a existéncia de

causas intrinsecas dos oocitos utilizados nesse experimento.
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Confirmando a funcéo do LH in vivo na quebra da vesicula germinativa em odcitos de
ratas in vitro, HONORATO-SAMPAIO (2012) obteve taxa de 83% de RVG sendo superior ao
grupo controle (4%) na pds-maturacéo in vitro.

COSTA (2017) ao avaliar o efeito da angiotensina (1-7) na maturacdo oocitaria in vitro
de fémeas ovinas nos grupos Controle, Angiotensina (1-7) a concentragdo de 1uM e
Angiotensina (1-7) a 1uM associado com seu antagonista, A-779, na mesma concentracao,
diminuiu a taxa de maturacdo os grupos tratados com Ang (1-7), 16,6%, e acrescido do seu
antagonista (14,30%). Entretanto, o grupo controle obteve taxa melhor (45,50%) em relacao
aos demais grupos, mas apresentando valor abaixo de maturacao in vitro encontrado na espéecie
bovina.

Quanto maior a concentracdo de estradiol em odcitos, maior a porcentagem das
estruturas atingirem a metafase 11, de acordo com MINGOTI (1999). Tal fato justifica a adicdo
de angiotensina nos grupos experimentais do presente estudo, visto que a adi¢do deste peptideo
poderia aumentar a producdo de estradiol, via ativacdo da proteina PI3K/Akt e sua producédo
pelas células do cumulus.

HONORATO-SAMPAIO (2012) ao utilizar trés concentracbes diferentes de
angiotensina (1-7) in vitro (10 108, 10-°M) para a retomada da atividade meidtica e obteve
mais de 30% de RVG no grupo 10®M, fornecendo evidéncias de que Ang- (1-7) participa da
retomada mei6tica induzida por gonadotrofina.

COSTA (2017) ao avaliar diferentes concentracdes de angiotensina (1-7) na MIV de
oocitos de ovinos, sendo os grupos: controle, Ang (1-7) a 0,5uM e Ang (1-7) a 0,25uM néo
obtendo diferenca significativa entre os grupos citados.

O que corrobora com os dados obtidos na suplementac¢éo da MIV com Ang (1-7) em
odcitos bovinos que avaliou trés diferentes concentra¢Ges ndo obtendo diferenca significativa,
sugerindo mais estudos com suplementacdo diversa nos grupos experimentais e a adicao de
outras substancias que possam elucidar o papel deste heptapeptideo na MIV.

COSTA et al., (2003) relatam que a Ang (1-7) estd presente em ovario de rata e que
sua concentracdo varia durante o ciclo estral, sendo as concentracGes mais altas observadas no
proestro e estro e que a Ang (1-7) adicionada ao meio de perfusdo de ovarios de rata in vitro na
concentragdo de 1uM aumentou a producado de E> e P4.

A assincronia entre a maturagdo nuclear e a citoplasmatica e, possivelmente, danos ao
fuso meiotico oocitario limitam a aplicacdo da MIV. FERREIRA (2008), sugeriu que uma pre-
maturacdo in vitro com bloqueadores da meiose melhorasse a qualidade oocitéria, favorecendo

a embriogénese inicial, visando manter os ovocitos em estadio de vesicula germinativa (VG)
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para que os mesmos tenham um tempo adicional para sofrerem as modificacGes que ocorrem
antes da maturagédo propriamente dita (HYTTEL et al.,1997).

In vivo, o reinicio da meiose ocorre apds do pico pré-ovulatério de LH, quando é
realizada a puncdo folicular ovariana, apos a retirada do CCO do ambiente folicular ocorre o
reestabelecimento da diviséo celular. Dessa forma, o uso de inibidores da maturacéo nuclear,
como a butirolactona (BLI) tem acdo sobre o fuso meidtico e distribuicdo cromossdémica de
odcitos bovinos foram submetidos a maturacgéo in vitro obtendo resultados similares nos grupos
tratados ou ndo com BLI no periodo de 18 horas (ADONA, 2006).

Em suinos, a maturagdo nuclear e citoplasmatica foi estimulada pela adicdo de
100ng/mL de Ang Il ao meio de maturagdo in vitro, demonstrando que a Ang Il é capaz de
reverter o efeito inibitério causado pelas células foliculares sobre a maturacdo nuclear in vitro
de odcitos bovinos (LI et al., 2004; GIOMETT!I et al., 2005).

DONOGHUE et al. (2000) relataram e nomearam uma enzima formadora de Ang (1-
7) anédloga a ECA, a ECA2, capaz de gerar Ang (1-7) diretamente a partir da Ang Il ou
indiretamente da Ang I. Com relacgéo as funcGes da Ang (1-7), de acordo com SANTOS et al.,
2008, este heptapeptideo pode executar funcées similares, opostas ou distintas da Ang Il, visto
que a ECA2. [CADE O RESTO?]

No presente experimento ndo foi verificado a acdo do antagonista especifico do
receptor MAS, o0 A-779 que bloqueia as a¢des induzidas pela Angiontensina (1-7; DILAURO
& BURNS, 2009). COSTA (2017) nao obteve uma taxa de maturacdo in vitro satisfatoria
utilizando a Ang (1-7) associada ao A-779 na concentragdo de 1puM.

As concentragdes (1072, 102 e 10°uM) estudadas foram menores diferindo de COSTA
(2017) e a associacdo com seu antagonista, via receptor MAS, proporcionaria maiores
elucidacbes da acdo da Ang (1-7) in vitro. A expressdao de MAS e ECA2 foram relatadas
recentemente em ovarios de diferentes espécies (PEREIRA et al., 2009; REIS et al., 2011;
VIANA et al., 2011)

HONORATO-SAMPAIO (2012) utilizou o A-779 na auséncia e presenca de
angiotensina (1-7) e obteve bloqueio da maturacdo do odcito induzida por Ang (1-7),
semelhante aos o6citos incubados sem LH.

Para avaliar o efeito da angiotensina Il na MIV, via receptor AT2, seu antagonista
especifico, PD123319, reduziu o nimero de oocitos com RVG apos estimulagdo com Ang |1
(YOSHIMURA et al. 1996).
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No entanto, no presente estudo, o efeito de Ang (1-7) na retomada meiética foi
semelhante ao efeito de Ang Il observado em outras espécies (SANTOS et al., 2008). O
mecanismo do efeito Ang- (1-7) sobre os a retomada da meiose é atualmente desconhecida.

Sé&o considerados maturos 0s 00citos que atingem a metafase Il para reinicio da meiose
apos a fertilizagdo in vivo ou in vitro, no presente experimento houveram razoaveis proporcdes
de VG e RVG, corroborando com os achados de SOUZA (2009).

O tempo necessario de incubacdo requer de 18 a 24 horas de maturacdo na espécie
bovina, odcitos que ndo chegam até metafase Il neste periodo ndo possuem habilidade de
proporcionar embrides.

No presente experimento, a taxa de o6citos maturados com angiotensina (1-7) foi similar
ao grupo controle. Autores explicam que o reinicio da meiose durante a maturacdo, tanto in vivo
como in vitro, a habilidade de produzir proteinas ndo é afetada, porém, ele perde a capacidade
de transcrever (SIRARD & COENEN, 1994).

A transcri¢do e o armazenamento dessas moléculas ocorrem durante a foliculogénese,
no periodo em que o nucleo oocitario permanece em estado quiescente (LANDIM-
ALVARENGA et al., 2014).

A presenga da angiotensina 1-7 na maturagdo oocitéria foi vista por CARVALHO et
al., (2017), onde este avaliou liquido folicular de mulheres e constatou que quanto mais alta a
proporc¢do de maturagdo oocitéria, mais altos 0s niveis séricos deste peptideo.

SANTOS et al., (2011) demonstrou que vacas tratadas com sintético do GnRH por via
intramuscular, apresentaram aumento da concentracdo de angiotensina 1-7 no liquido folicular
de foliculos pré-ovulatérios, correlacionando-a mais uma vez positivamente com a maturacao
oocitéaria. Entretanto, ainda é pouco conhecida de que forma esta participa dos processos
reprodutivos.

A taxa de maturacdo refere-se a quantidade de células germinativas que apresentaram

uma completa maturagdo oocitaria, caracterizada pela presenca da placa metafasica (Figura 3).
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Figura 3. Coloracdo dos oocitos bovinos com Hoescht-33342 para avaliacdo da maturacéao
nuclear. A: O6cito apresentando rompimento da vesicula germinativa, B: O6cito em estagio de
Metéafase Il, C: Nao Identificado/Odcito degenerado. Objetiva 20X.

Nesse sentido, é possivel alguns o6citos empregados na maturagdo in vitro apresentem
alteracOes deletérias ndo aparentes, apesar da exibi¢cdo de uma morfologia ideal p6s-MIV, o
pode interferir na aquisicdo da maturacdo nuclear.

Técnicas celulares e moleculares, como o Imunohistoquimica, TUNEL e PCR em
tempo real podem oferecer aprimoramento da técnica de producéo in vitro de embrides bovinos
e as funcdes que a Ang (1-7) executa na PIV.

A avaliacdo da taxa de clivagem feita no D3, a considerar o dia da fertilizacdo in vitro
como sendo DO, discriminada na Tabela 3 também ndo apresentou diferenca estatistica

(P<0,05) entre os grupos experimentais.

Tabela 3. Taxa de clivagem dos embrides avaliados em D3 em relagéo ao total de CCOs que
passaram pelo processo de cultivo in vitro nos grupos experimentais.

Grupo experimental n Clivagem (%)
Controle 105 49,5% (52/105)2

T1 114 50% (57/114)?

T2 105 40% (42/105)2
T3 111 41,4% (46/111)2

ab Nmeros seguidos de letras minGsculas desiguais na linha diferem estatisticamente ao teste exato de Fischer
(P<0,05) nos tratamentos

No total de embriGes gerados, ndo houve diferenga significativa (P<0,05) entre os

tratamentos, como demonstrado na tabela 4.
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Tabela 4. Taxa de embrides in vitro bovinos com suplementacdo ou ndo do meio de maturagéo

com diferentes doses de angiotensina (1-7).

Grupo experimental n Total de embrides (%)
Controle 105 8,6% (9/105)?
T1 114 14,9% (17/114)?
T2 105 8,6% (9/105)?
T3 111 7,2% (8/111)

ab Numeros seguidos de letras minGsculas desiguais na linha diferem estatisticamente ao teste exato de Fischer

(P<0,05) nos tratamentos

Em relacdo ao estagio de desenvolvimento embrionario avaliado no sétimo dia (D7;

Figura 4) ap6s o processo de FIV, o tratamento suplementado com 10-*uM de angiotensina 1-7

(T1) apresentou maior taxa de blastocisto inicial em relacdo ao tratamento controle e

suplementado com 10-3uM.

N&o houve diferenca estatistica (P<0,05) na obtencdo de blastocistos nos grupos

experimentais. Na taxa de blastocistos expandidos, ndo houve diferenca estatistica (P<0,05)

quanto ao tratamento suplementado com 10 uM e 10-3uM. Os tratamentos Controle e T3 néo

apresentaram blastocisto expandido.

[ep]

(8}

w

N

Estagios de desenvolvimento (%)
S

(BN

Controle

Grupos Experimentais

a
= Bi
u BI
a
ab = Bx
b b a
. 1
T1 T2

T3



51

Figura 4. Taxa de estagios de desenvolvimento embrionario bovino produzido in vitro com

meio de maturagdo suplementado ou ndo com diferentes concentragcdes de angiotensina 1-7.

A taxa de qualidade embrionaria também foi descrita em graus I, 11 e Ill, conforme
manual da IETS, os blastocistos iniciais, blastocistos e blastocistos expandidos (Figura 5).

Na qualidade denominada grau | o tratamento de menor dose T3 (10°uM) apresentou
menor taxa e diferiu estatisticamente (P<0,05) do tratamento de maior dose T1 (101uM) que
ndo apresentou diferencas entre os grupos Controle e T2, o que indica a influéncia da
angiotensina 1-7 na qualidade embrionaria. Para os graus Il e 111, ndo houve diferenca estatistica

entre os tratamentos.
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Figura 5. Taxas de qualidade embrionaria avaliados em graus de embrides bovinos com meio

de maturagdo suplementado ou ndo com diferentes concentrag¢fes de angiotensina 1-7.

N&o houveram embrides eclodidos no grupo T3, e a taxa de eclosdo embrionéria ndo
diferiu estatisticamente (P<0,05) aos demais grupos (Tabela 5).
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Tabela 5. Taxa de eclosdo dos embrides bovinos produzidos in vitro avaliados em D9 em
relacdo ao total de blastocistos gerados a partir de diferentes concentragdes de angiotensina (1-
7.

Grupo experimental Total de Blastocistos Embribes Eclodidos (%0)
Controle 9 11,1% (1/9)?
T1 17 23,5% (4/17)
T2 9 11,1% (1/9)
T3 8 -

ab Nimeros seguidos de letras mintsculas desiguais na linha diferem estatisticamente ao teste exato de Fischer
(P<0,05) nos tratamentos.

A taxa de estruturas degeneradas e ndo fertilizadas de cada tratamento esta ilustrada

na figura 6, que também ndo apresentou significancia estatistica (P<0,05).
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Figura 6. Taxas de estruturas degeneradas e néo fertilizadas na producéo in vitro de embrides
bovinos com meio de maturacéo suplementado ou ndo com diferentes doses da angiotensina 1-
7.
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A apoptose é caracterizada num ordenado e programado de morte celular descrito pela
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA e fagocitose, fragmentacgdo citoplasmatica e
nuclear (MAKAREVICH & MARKKULA, 2002).

Contudo, quando o numero ou razdo de células apoptoticas por celulas normais
aumenta, esse evento torna-se prejudicial ao desenvolvimento, interferindo em sua qualidade
embrionaria (LEVY, 2001).

A incidéncia de apoptose € maior em embriGes produzidos in vitro do que in vivo
(KNINJ et al., 2003), provavelmente induzida pelo estresse provocado pelo cultivo in vitro,
envolvendo atraso no desenvolvimento embrionéario acompanhado de fragmentacdo celular
(JURISICOVA & ACTON, 2004).

Com base nesses conhecimentos, especialmente no fato do inibidor de ECA aumentar
a biodisponibilidade de Ang-(1-7), demonstrou-se que a adi¢do do Enalapril, inibidor de ECA,
ao protocolo convencional de superovulacdo em pequenos ruminantes, a base de P4, FSH e
PGF2a, aumentou a producdo de estrogeno associado a um maior numero de embrides

transferiveis, melhorou a qualidade de embriées (COSTA, 2017).
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6. CONCLUSAO

A adicdo do peptideo angiotensina (1-7) no meio de maturacdo in vitro nao
proporcionou taxas superiores de metafase Il em relagdo ao grupo Controle. No
desenvolvimento embrionério, a angiotensina (1-7) ndo melhorou a clivagem nem a quantidade
de embrides totais, o grupo 10 uM proporcionou quantitativo superior de blastocistos iniciais.
No entanto, mais analises sao necessarias para elucidar as acGes realizadas pela angiotensina

(1-7) na produgéo in vitro de embrides bovinos.
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