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RESUMO

PERFIL DA EXPRESSAO DE GENES CANDIDATOS PARA AQUISICAO DA
COMPETENCIA DURANTE O CRESCIMENTO OVOCITARIO EM BOVINOS

Isabela Reboucas Bessa', Margot Alves Nunes Dode

Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, DF, 2Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

O objetivo do presente estudo foi estudar o perfil da expressdo de genes candidatos
para a aquisicdo da competéncia durante o crescimento ovocitario em bovinos utilizando
ovécitos de diferentes tamanhos provenientes de varias categorias de foliculos. Os genes
candidatos foram selecionados por estarem possivelmente envolvidos com a aquisicdo da
competéncia (BMP15, OOSP1, H1FOO, H2A, H3A, H4, SLBP, DNMT1, DNMT3B, HAT,
HDAC e SUV39HL1). Para determinar o tamanho dos ovocitos a serem utilizados, foi
realizado um pré- experimento, em que os foliculos pré-antrais foram classificados
morfologicamente, agrupados em diferentes categorias em primordial, priméario, secundario
inicial e secundario final. Apds a classificacdo, os ovocitos de cada foliculo foram
individualmente isolados e medidos. Foliculos pré-antrais e antrais foram isolados de ovarios
de vacas Nelore (Bos taurus indicus), por dissociagdo mecanica utilizando o Tissue Chopper.
Para o isolamento dos ovocitos, os foliculos foram expostos a colagenase tipo 11 (0,5 mg/ml) e
entdo submetidos a sucessivas pipetagens. Os ovocitos foram medidos através do programa
Motic images Plus 2.0 e classificados de acordo com seu didmetro nas seguintes categorias: 1)
ovocitos de foliculos primordiais: didmetro de até 20 um; 2) ovocitos de foliculos primarios:
25 a 35 um; 3) ovocitos de foliculos secundarios iniciais: 40 a 60 um e 4) ovdcitos de
foliculos secundarios finais; 65 a 85 um. Para a obtencdo dos ovdcitos oriundos de foliculos
antrais incompetentes e competentes, foram utilizadas as medidas de 100 a 120 um e acima de
128 pm respectivamente. O RNA total foi extraido de 4 pools de 25 ovocitos, de cada
categoria de foliculo, e os transcritos dos genes foram quantificados por gPCR. Os valores de
expressdo dos genes alvos foram normalizados pela expressédo do gene constitutivo CYC A.

Os resultados foram analisados através do teste ndo paramétrico Kruskall Wallis, para
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comparar os tamanhos de foliculos e ovdcitos e avaliar o efeito do tamanho do ovécito na
quantidade de expressdo génica. O nivel de significancia considerado foi P<0,05. Os
resultados mostraram que os transcritos da H2A, H3, H4 e SUV39H1 néo diferiram (P>0,05)
entre os grupos de ovdcitos de foliculos antrais e pré-antrais. A expressdo da OOSP1, SLBP,
BMP15, HIFOO, DNMT1, DNMT3B e HAT foram menores (P<0,05) em ovdcitos pré-
antrais quando comparados com os de foliculos antrais. A H3A foi o Gnico gene em que foi
detectado a expressdo de RNAm em ovocito de foliculo primordial. De todos os genes
estudados, apenas a HDAC apresentou diferenca significativa entre ovocitos de foliculos
antrais competentes e incompetentes. Os resultados sugerem que o acimulo dos estoques dos
genes analisados ocorre antes do estagio final da foliculogénese e provavelmente ndo sdo
marcadores para a competéncia. A HDAC foi o Unico gene que pode estar relacionado a
competéncia do ovocito, pois mostrou uma diminuicdo (P<0,05) no nivel de transcrito nos
grupos de ovécitos competentes quando comparados com o grupo de antrais iniciais (1a

3mm).

Palavras chave: 1. Foliculos. 2. Ovdcitos. 3. Pré-antrais. 4. Expressdo génica
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ABSTRACT

EXPRESSION PROFILE OF CANDIDATES GENES FOR THE
ACQUISITION OF COMPETENCE DURING OOCYTE GROWTH IN BOVINE

Isabela Reboucas Bessa®,Margot Alves Nunes Dode 2

'School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, 2 Embrapa Genetic Resources and
Biotechnology

The aim of this present study was investigate the expression profile of candidates
genes for the acquisition of competence during oocyte growth in bovine using oocytes from
different sizes obtained from several follicle categories. The candidate genes were selected to
be possibly involved in competence (BMP15, OOSP1, H1FOO, H2A, H3A, H4, SLBP,
DNMT1, DNMT3B, HAT, HDAC e SUV39H1). A pre-experiment was conducted to classify
the follicles according to their categories in primordial, primary, small secondary and final
secondary follicles. Then the oocytes were individually isolated and measured. Preantral and
antral follicles were isolated from ovaries of Nelore (Bos taurus indicus) cows by mechanical
dissociation using a Tissue Chopper. To isolate the oocytes, follicles were exposed to
collagenase type Il solution (0.5 mg/ml) and then submitted to successive pipetting. The
oocytes were measured with Motic Images Plus 2.0 program and classified according to their
diameter into the following categories: 1) oocytes from primordial follicle: diameter < 20 um;
2) oocytes from primary follicles: 25 to 35 um; 3) oocytes from small secondary follicles: 40
to 60 um; 4) oocytes from final secondary follicles: 65 to 85 um; 5) oocytes from early antral
follicles: 100 to 120 um; and 6) oocytes from final antral follicles: > 128 um. Total RNA was
extracted from 4 pools of 25 oocytes from each category of follicles using Rneasy Plus® Kkit,
subjected to reverse transcription reaction and genes quantified by qPCR. Target gene
expression was normalized using CYC A. Data were analyzed using Kruskal-Wallis test for
values which were not normally distributed. Level of significance was considered P<0.05.
The results show that the transcripts of H2A, H3A, H4 e SUV39H1 did not differ
significantly between groups, showing the same pattern from preantral to antral follicles. For
OOSP1, SLBP, BMP-15, H1IFOO, DNMT1, DNMT3B and HAT, the pattern of expression
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was lower in oocytes from preantral follicles when compared to antral follicles. The H3A was
the only gene in which expression was detected in oocytes from primordial follicles. From all
the studied genes, only HDAC differed significantly between incompetent and competent
oocytes. These results suggest that the stocks of transcripts of the studied genes are
accumulated before the final phase of folliculogenesis. The HDAC was the only gene in
which expression could be related to oocyte competence since it showed a decrease (P<0.05)

in transcript levels from final antral oocytes (competent) compared to small antral group.

Keywords: 1. Follicles. 2. Oocytes. 3. Preantral. 4. Gene expression



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o uso de biotecnologias da reproducdo em animais, em especial a
producéo in vitro de embrides (PIV), tem aumentado significativamente ndo sO nas espécies
de importancia econdmica, mas também naquelas ameacadas de extin¢ao. Apesar de inUmeros
estudos realizados na tentativa de melhorar a eficiéncia dessa técnica, o desenvolvimento dos
embriBes produzidos in vitro até o estagio de blastocisto ainda é em torno de 40% (Farin et
al., 2007; Lee & Teixeira, 2009). Sendo que desses, uma porcentagem ainda menor, em torno
de 30% tem capacidade de iniciar uma prenhez apos a transferéncia (Rizos et al., 2002; Pontes
et al., 2009).

O sucesso da PIV depende, principalmente, da disponibilidade de ovécitos maturos e
competentes que possam ser fecundados e cultivados e que tenham desenvolvimento
embrionario adequado. Entretanto, quando se utiliza essa biotécnica, os ovdcitos disponiveis
sdo, em geral, imaturos e obtidos de uma populacdo folicular heterogénea. Portanto, esses
precisam ser maturados in vitro e serem capazes de sofrer todos os eventos necessarios para
que a maturagdo ocorra com sucesso. Esses eventos envolvem ndo apenas a dinamica correta
da divisdo cromossémica, mas também varios outros processos que ocorrem no citoplasma,
tais como a redistribuicdo das organelas citoplasmaticas e a presenca de estoque de RNAmM e
proteinas (Revisado por Ferreira et al., 2009).

Ovacitos que ndo adquirem a competéncia ndo completam a maturacdo citoplasmatica
e sao, portanto, de qualidade inferior e incapazes de continuar o processo de desenvolvimento.
A competéncia do ovdcito é adquirida gradativamente durante a ovogénese e se refere a sua
capacidade de ser fecundado e de formar um embrido vidvel (Lequarre et al., 2005; Mourot et
al., 2006).

Existe um consenso de que a competéncia esta relacionada a quantidade de RNAmM

que foi estocada durante o crescimento do ovocito e na fase final da foliculogénese. Apesar da



expressdo diferencial de varios genes ter sido relacionada com a competéncia do ovdcito em
bovinos (Donnison & Pfeffer, 2004; Fair et al., 2004; Dode et al., 2006; Mourot et al., 2006;
Racedo et al., 2008; Caixeta et al., 2009), os mecanismos celulares envolvidos na aquisi¢cdo
dessa competéncia, assim como as caracteristicas moleculares dos ovécitos competentes ainda
néo sdo conhecidos.

Considerando-se que os estoques de RNAmM requeridos para o desenvolvimento
posterior sdo acumulados durante o crescimento do ovocito e, que ovocitos incompetentes ndo
atingem o estoque completo de RNAms, pode-se supor que o acumulo de transcritos é ponto
chave para a aquisicdo da competéncia (Chohan & Hunter, 2004; Racedo et al., 2008).
Portanto, uma das alternativas para se estudar competéncia € caracterizar como ocorre a
formacdo desses estoques e em que fase da ovogénese e foliculogénese estes se completam.
Essa caracterizagdo molecular é importante porque fornece informagGes relevantes das
principais mudancas relacionadas a aquisicdo da competéncia (Mourot et al., 2006).

Esse conhecimento contribuira na identificacdo de alteragdes necessarias para
melhorar o sistema in vitro, aumentando a disponibilidade de ovocitos mais competentes e
melhorando os resultados e a qualidade dos embribes produzidos por técnicas de reproducao

assistida.



1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e quantificar o padrdo de expressdo de genes candidatos para a aquisi¢do da

competéncia durante o crescimento ovocitario.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar o diametro folicular e ovocitario em diferentes classes de foliculos pré-antrais

(primordial, primario e secundario) oriundos de ovarios de fémeas Nelore.

b) Quantificar a expressdo dos genes histona H1 especifica do ovécito (HLFOO), histona H2A
(H2A), histona H3A (H3A), histona H4 (H4), stem-loop binding protein (SLBP), proteina
morfogénica dssea 15 (BMP15), proteina secretada pelo ovocito 1 (OOSP1), DNA
metiltransferase 1 (DNMT1), DNA metiltransferase 3b (DNMT3b) histona acetiltransferase
(HAT1), histona desacetilase 2 (HDAC?2), histona metiltransferase supressor of variegation 3-

9 homologue 1 (SUV39H1) em ovocitos imaturos em diferentes fases de crescimento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desenvolvimento Ovaocitario e Folicular

2.1.1 Ovogénese

A ovogénese consiste na formacdo e na diferenciacdo das células germinativas
primordiais até a formac&o do ovdcito hapldide fecundado. Ao contrario do que acontece com
a espermatogénese em que 0s espermatozdides sdo continuamente produzidos ao longo da
vida reprodutiva do macho, a fémea tem uma populacéo finita de ovocitos que se encontram
presentes no ovario desde o0 momento do seu nascimento (Fair, 2003). Apesar da ovogénese
se iniciar antes do nascimento, somente alguns ovdcitos conseguem completar este processo
apos a puberdade, enquanto a grande maioria deles sofre atresia (Risse 1983).

Durante o desenvolvimento fetal, as células germinativas primordiais, migram para as
gbnadas em desenvolvimento e sofrem extensiva proliferacdo celular e quando chegam aos
corddes sexuais primarios sdo chamados de ovogbnias (Sadeu et al., 2006). Uma vez
formadas, as ovogdnias entram em meiose e diferenciam-se em ovécitos primarios (Aerts &
Bols, 2008), que ficam retidos no estagio de dipléteno (profase 1) da primeira divisdo meidtica
ou vesicula germinativa (VG). Estes permanecem assim até pouco antes da ovulacéo, quando,
por acdo hormonal sdo estimulados a retomar a meiose (Wang & Sun, 2007).

Quando o pico pré-ovulatorio de hormdnio luteinizante (LH) induz a retomada da
meiose, 0 nlcleo em vesicula germinativa é rompido, prosseguindo a meiose até a metafase Il,
apos a expulsdo do primeiro corpusculo polar. Ao atingir o estagio de metafase Il, ocorre a

segunda interrupcdo da meiose (Lonergan et al., 1994), sendo que 0 ovOcito permanece assim



até ser fecundado pelo espermatozoide, quando entdo, completa a segunda divisdo meiotica e
expulsa o segundo corpusculo polar, formando o ovdcito hapléide fecundado (Chohan &
Hunter, 2004).

Durante todo o periodo de desenvolvimento folicular, o ovdcito permanece retido no
estagio de diploteno da profase I, no entanto seu crescimento continua, indicando um periodo
de intensa atividade metabdlica. Durante esse periodo, 0 ovocito bovino cresce em média, de
20 um no foliculo primordial (Lucci et al., 2002), até 128 um no foliculo antral tardio
(Caixeta et al., 2009). Ocorrem também, mudancas ultraestruturais no ovocito incluindo o
surgimento de novas organelas, alteragdes no complexo de Golgi, surgimento da zona

pellcida, entre outros (Haper, 1994).

2.1.2 Foliculogénese

A foliculogénese pode ser definida como o processo de formacdo, crescimento e
maturagéo folicular, que se inicia durante a vida fetal, comegando com a formagéo do foliculo
primordial e culminando com a ovulacdo (Van den Hurk & Zhao, 2005).

O foliculo é a unidade basica e funcional do ovario, fornecendo o microambiente
Necessario para o crescimento e maturacao ovocitaria (Sharma et al., 2009). E constituido por
um ovacito circundado por células somaticas, as células da granulosa, e é reponsavel pela
funcdo gametogénica e esteroidogénica do ovario (Van Wezel & Rodgers., 1996).

Durante o processo de foliculogénese, ocorre o crescimento do foliculo pré-antral, que
corresponde a transicdo de foliculo primordial para primario, a formacéo e crescimento de
foliculos secundérios, logo em seguida ha o crescimento basal de foliculo antral com a
formacdo do antro e desenvolvimento de foliculos antrais iniciais até o estagio em que séo
dependentes de gonadotrofinas, e, finalmente o crescimento de foliculos antrais finais, que
envolve o desenvolvimento de foliculos antrais pré-ovulatorios (Silva et al. 2003). Portanto,
os foliculos presentes no cortex ovariano se encontram em diferentes estagios de
desenvolvimento ou regresséo.

Do total dos foliculos presentes no ovario cerca de 95% sdo pré-antrais, (Rossetto et
al., 2009), sendo que a maioria desses ndo séo utilizados na vida reprodutiva dos animais

(Telfer., 1996; Sharma et al., 2009). Os foliculos pré-antrais abrangem os foliculos



primordiais, primarios e secundarios, enquanto os foliculos antrais compreendem os foliculos
terciarios, de De Graaf ou pré-ovulatério (Hulshof et al., 1994).

O foliculo primordial consiste em um ovdcito circundado por uma camada de células
da granulosa achatadas ou achatadas e cuboides. Seu ovécito quiescente possui formato
esférico com citoplasma homogéneo. A cromatina é descondensada e um ou dois nucléolos
podem ser observados (Kacinskis et al. 2005). Os nucléolos sdo responsaveis por produzir
ribossomos e consequentemente sdo maiores durante o crescimento celular, periodo em que
ocorre a formacdo de grande quantidade de proteinas. O tamanho de um foliculo e seu ovécito
pode apresentar enorme variagdo. Segundo alguns autores, os foliculos primordias em bovinos
apresentam em média 40 um (Braw-Tal & Yossefi, 1997; Lucci et al., 2002) e seus ovécitos
podendo variar entre 20 e 35 um (Braw-Tal & Yossefi., 1997; Lucci et al., 2002).

Quando o foliculo primordial € ativado, entra no pool de foliculos em crescimento,
sendo que a ativacdo do crescimento folicular resulta na multiplicacdo das células foliculares
(Hulshof et al., 1994). O foliculo primario, portanto, consiste em um ovdcito cercado por uma
camada completa de células da granulosa em formato cubdide. O tamanho do foliculo
primario pode variar entre 35 a 80 um (Braw-Tal & Yossefi., 1997; Lucci et al., 2002), e seu
ovocito de 25 a 45 ym (Braw-Tal & Yossefi., 1997; Lucci et al., 2002). Durante o
crescimento do foliculo priméario, o nimero de células da granulosa continua aumentando e
ocorre o inicio do crescimento do ovécito, evidenciado pelo aumento no seu didametro (Fair.,
2003).

O foliculo secundario consiste em um ovocito cercado por duas ou mais camadas de
células cuboides apresentando a cromatina mais condensada. Esses podem ser classificados
em foliculos pequenos e grandes (Kacinkis et al., 2005). Foliculos secundarios pequenos ou
iniciais sdo menos desenvolvidos, é nesse estagio em que a zona pelicida comeca a se formar
em volta do ovocito e as células da teca podem ser visualizadas em torno da lamina basal
(Fair et al., 1995). Foliculos secundarios grandes ou finais, sao mais desenvolvidos, possuem
a zona peldcida completa, formando uma grossa camada em volta do ovdcito (Kacinskis et al.
2005) e a teca interna ja esta formada. O tamanho do foliculo secundério inicial pode variar de
70 a 130 um (Braw-Tal & Yossefi., 1997; Lucci et al., 2002), com o ovdcito apresentando em
média 45 um de didmetro (Lucci et al., 2002) Ja o tamanho do foliculo secundario final varia
em média de 130 a 250 pm, e seus ovacitos apresentando didmetro médio de 70 pum (Braw-
Tal & Yossefi., 1997).

Na transicdo do foliculo secundario para o foliculo tercidrio ou antral, é observada a

diferenciacdo das células da teca em interna e externa (Driancourt, 1991) e a fase final da



foliculogénese é caracterizada pela organizacdo das células da granulosa, com a formacéo de
uma cavidade repleta de liquido folicular entre elas, denominada de antro. O fluido folicular
que preenche esta cavidade contém agua, eletrélitos, proteinas séricas e alta concentracdo de
hormonios esterdides secretados pelas células da granulosa (Barnett et al., 2006). O diametro
final observado em foliculos antrais em bovinos foi de 10 a 12mm em Bos taurus indicus, e
16 a 20 em Bos taurus taurus, correspondente ao foliculo dominante pré-ovulatério (Carvalho
et al., 2008).

O periodo final do desenvolvimento folicular antral é caracterizado por trés fases
distintas conhecidas como recrutamento, selecdo e dominancia. A fase de recrutamento refere-
se ao inicio da elevacdo das concentragdes do hormonio foliculo estimulante (FSH). Neste
momento os foliculos medem entre 1 a 3 mm (Jaiswal et al., 2004) com o ovdcito
correspondente a uma média de 110 um (Fair et al., 1995). Apenas um foliculo é selecionado
e passa a exercer dominancia sobre os demais, suprimindo o crescimento destes e inibindo o
recrutamento de novos foliculos (Fair, 2003). Se durante o periodo de dominancia o corpo
Iuteo estiver presente no ovario, os altos niveis de progesterona impedirdo o aumento da
frequéncia dos pulsos do horménio Luteinizante (LH) e o foliculo dominante entra em atresia.
Se ocorrer a lutedlise, ocorrera uma diminuicdo das concentragfes de progesterona,
permitindo um aumento da pulsatilidade do LH resultando no crescimento final do foliculo
pré-ovulatério com uma subsequente liberagdo do ovécito maturo na ovulagdo (Ginther et al.,
2003).

2.2 Maturacgéo e Competéncia Ovocitaria

A competéncia ovocitaria é adquirida gradativamente e compreende a capacidade do
ovlcito em retomar a meiose, de clivar apés a fecundagdo, se desenvolver a estagio de
blastocisto e levar a gestacdo a termo (Sirard et al,. 2006; Farin et al., 2007).

Durante a ovogénese em mamiferos, a retomada da meiose pode ocorrer mediante a
retirada do ovocito do foliculo, ou por um estimulo hormonal in vivo. In vivo, a retomada da
meiose € iniciada no momento do pico pré-ovulatério do LH em ovdcitos oriundos de
foliculos dominantes (pré-ovulatorios), totalmente crescidos e meioticamente competentes.

No intervalo entre o periodo do pico de LH e a ovulagdo, o ovdcito sofre uma série de
alteracdes, ndao somente no seu ndcleo, mas também no seu citoplasma, num processo

conhecido como maturagéo ovocitaria (Van den Hurk & Zhao, 2005). A maturagédo ovocitaria



compreende a maturacdo nuclear e maturacdo citoplasmatica, as quais envolvem mudancas
morfoldgicas e bioquimicas (Mermillod et al., 2000; Meirelles et al. 2001).

Os eventos nucleares envolvem a reorganizacdo da rede de microtubulos para o
deslocamento dos cromossomos, rompimento do envoltério nuclear, condensacdo dos
cromossomos, progressdo para metafase |, anafase |, tel6fase I, expulsdo do primeiro
corpusculo polar e retengdo no estagio de metafase 1l (Cha & Chian, 1998).

Quanto as mudancas citoplasmaticas, sua descri¢do inicial € baseada em observacdes
ultraestruturais antes do pico de LH que é quando o ovdcito espera o sinal para ovulacao.
Observa-se uma mudanca na atividade da proteina quinase, desenvolvimento dos mecanismos
de liberacdo de Ca++ e aquisicdo da capacidade de descondensar a cabega do espermatozoide
(Dieleman et al., 2002). No aspecto ultraestrutural, hd& um continuo desenvolvimento dos
estoques de lipidios, modificacdo do aparelho de Golgi, aparecimento de varios ribossomos
adjacentes aos cromossomos, rearranjo das mitocondrias e alinhamento dos granulos corticais
préximos a membrana plasmatica (Humblot et al. 2005).

Os eventos moleculares envolvem a transcrigdo, armazenamento e processamento de
RNAmMms, que estdo envolvidos tanto na maturacdo como nos subseqientes eventos celulares
como a fecundacéo, formacgéo do pro-nucleo e desenvolvimento embrionario inicial. Alem do
RNA, as proteinas que sdo traduzidas também podem ser estocadas até 0 momento apropriado
para sua utilizagdo (Sirard et al., 2006).

A sintese protéica € indispensavel ndo somente para a maturacdo ovocitaria como
também para a formacdo do zigoto e embriogénese inicial. Desta forma, uma apropriada
quantidade de ribossomos deve estar presente durante a maturacdo, sendo que estes sdo
sintetizados através da transcricdo de genes de RNA ribossomais (Humblot et al. 2005). Na
primeira divisdo meidtica, a sintese protéica no ovdcito no estagio de metafase | €
aproximadamente trés vezes maior do que durante a quebra da vesicula germinativa (GVBD).
Quando a célula atinge a metafase Il, 0 ovocito atinge um nivel basal de traducdo de RNAm.

Os altos niveis de sintese proteica observadas em MI, ao contrério do que acontece em
MII no ovdcito, podem ser devido ao grande estoque de ribossomos. Como consequéncia da
alta utilizacdo dessas organelas durante o processo de maturacdo antes de MII, o estoque de
proteinas é reduzido e a quantidade de ribossomos e a sintese proteica sdo comparativamente
menores. Essa evidéncia confirma a hipotese de que a presenca de ribossomos é diretamente
relacionada a sintese proteica durante periodos cruciais do desenvolvimento (Revisado por
Ferreira et al. 2009).



A aquisicdo da competéncia meiética esta associada ao tamanho do foliculo no qual o
ovocito estad inserido. Apesar desse parametro por si s6 ndo garantir a total capacidade de
desenvolvimento, tem sido utilizado por varios autores para estudos de competéncia (Caixeta
et al., 2009; Nowak-imialek et al., 2008; Racedo et al., 2009; Lodde et al., 2009; Sanchez et
al., 2009). A utilizacdo desse modelo tem proporcionado a identificacdo de genes envolvidos
na competéncia ovocitaria (Sirard et al., 2006). No entanto, em bovinos, os estudos tem se
limitado ao uso de ovocitos imaturos obtidos de foliculos antrais e, mais raramente, de
foliculos secundarios finais. Portanto, estudos que avaliem o padrdo de expressdo de genes
relacionados & competéncia durante o crescimento ovocitario desde o estagio de foliculos
primordial até o estagio antral tardio, nos proporcionaria informacdes relevantes para o

processo de maturacao e competéncia ovocitaria.

2.3 Genes Selecionados

Durante a ovogénese as informacgdes necessarias para o desenvolvimento embrionario
inicial sdo transcritas e armazenadas sob a forma de RNAm, ou traduzidas e armazenadas
sob a forma de proteina (Allard et al., 2005). Esta sintese vai diminuindo durante o
crescimento folicular e ovocitario (De La Fuente & Eppig, 2001), de forma que no momento
da ovulacdo, o ovocito do foliculo pré-ovulatorio, basicamente deixa de transcrever. Apoés a
quebra da vesicula germinativa (GVBD), essa transcri¢do cessa e a maturagcdo nuclear avanca
até o estagio de metéfase Il da segunda divisdo meidtica (Prather et al., 2009).

Uma vez que ocorre pouca ou nenhuma transcricdo entre a GVBD e 0 estagio
embrionario de 8 a 16 celulas no bovino (Lonergan et al., 2003), é possivel afirmar que o
ovdcito controla o desenvolvimento até a transicdo materno-zigética, quando o genoma do
embrido é ativado (De La Fuente., 2004; Tian et al., 2009). Portanto, a capacidade de um
ovocito de formar um embrido e se desenvolver a termo € o resultado de um crescimento
adequado e uma correta maturacdo nuclear e citoplasmatica.

Estudos relacionando a expressao diferencial de genes com diferentes competéncias
em ovocitos provenientes de varios tamanhos de foliculos, demonstraram que o0 RNAm da
H2A aumentou gradualmente a partir de foliculos de 5,0 mm, sendo maior nos foliculos
acima de 8,0 mm (Mourot et al., 2006; Caixeta et al., 2009). Esses resultados sugerem que

altos niveis da H2A contribuem para um maior potencial de desenvolvimento. Quando o
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modelo do momento da clivagem foi utilizado para estudar competéncia, também foi
observado que a H2A (Dode et al., 2006) e H3A (Fair et al., 2004) eram mais expressas em
embriBes que clivaram mais cedo, 0s quais eram oriundos de ovécitos mais competentes.

Em todas as células eucaridticas, 0 DNA é parcialmente compactado no nucleo através
dos nucleossomos. O nucleossomo consiste em 146 pares de bases de DNA amarrados em um
octamero de proteinas histonas (H2A; H2B, H3 e H4) e a histona H1, que se une ao exterior
do octamero para estabilizar as fitas de DNA, sendo a unidade basica da cromatina (Furuya et
al., 2007). A interagdo entre 0 DNA e as histonas, o nucleossoma e a cauda das histonas sao
responsaveis por influenciar a expressdo ou repressao da transcri¢do (Allard et al., 2005).

Em células somaéticas, os niveis de RNAm de histonas estdo altamente relacionados
com a replicacdo do DNA, pois essas ndo tém capacidade de estocar RNA. Enquanto os
ovocitos estocam as histonas na forma de RNAm e de proteinas, para serem utilizadas no
desenvolvimento embrionario inicial (Fair et al., 2004; Dode et al., 2006; Mourot et al.,
2006). Portanto, o embrido no inicio do desenvolvimento deve conter quantidades suficientes
de estoque de histonas para sustentar as replicacdes inicias até que ocorra a transicdo materno-
zigotica e o embrido se torne transcricionalmente ativo.

A Stem-Loop Binding Protein (SLBP) € uma proteina ligadora de RNA que tem um
papel central na ativacao, estabilizacdo e tradugdo de RNAm de histonas durante a maturacao
ovocitaria e apos a fecundacdo. A SLBP esté presente em ovocitos imaturos, s6 que em niveis
mais baixos do que em ovdcitos maturos (Allard et al., 2002). Em camundongos, ela exerce
sua funcdo bioldgica através de sua ligacdo na regido stem-loop dos RNAm das histonas e
controla a disponibilidade das histonas necessarias para o reempacotamento da cromatina do
espermatozéide (Donnison & Pfeffer., 2004). Em bovinos, em um estudo realizado por
Caixeta e colaboradores (2009) nao foi encontrada uma diferenca na expressao da SLBP em
ovocitos provenientes de diferentes tamanhos de foliculos. Esses resultados diferem dos
obtidos por Donnison e Pfeffer (2004) em que maiores niveis de expressdo da SBLP foram
observados em ovocitos competentes do que nos incompetentes. E possivel que o mecanismo
de estoque das varias histonas seja diferente entre elas, pois a deficiéncia no acimulo de
SLBP durante a ovogénese foi associada a queda da fertilidade. De acordo com Arnold e
colaboradores (2008) a manipulacdo da quantidade de SLBP em ovaocitos afetou o acimulo de
RNAm das histonas H3 e H4, mas nédo das histonas H2A e H2B.

A histona especifica do ovocito (HLFOO) foi identificada em ovdcitos bovinos no
nucleo, no estagio de vesicula germinativa, na cromatina durante o estdgio de metafase II

(MI1) e no primeiro corpasculo polar (McGraw et al., 2006). Apés a fecundagdo, a HLIFOO
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também foi encontrada na cabeca do espermatozdide e no segundo corpusculo polar
(Teranishi et al., 2004). Uma vez que o espermatozoide penetra no ovacito, a protamina que
esta ligada na cromatina da cabeca deve ser substituida por histonas maternas, especialmente
pela HIFOO (Maeda et al., 2008). Essa proteina, portanto, parece ter fundamental
importancia na substituicdo das protaminas por histonas apds a fecundacdo. Em
camundongos, sua expressdo € reduzida no estagio de embrido de 2 células e desaparece em 4
células (Furuya et al., 2007). Em bovinos ainda é detectada no estagio de 8 a 16 células,
porém, pouco expressa (Fair et al., 2004). Em camundongos, os transcritos da H1FOO
aparecem em ovocitos de foliculos primordiais, e aumentam em ovdcitos de foliculos
primarios e secundarios, sendo que esses resultados sugerem que a expressdo dessa proteina
pode estar associada ao processo de ativacdo do foliculo primordial (Tanaka et al., 2005).
Confirmando esses resultados, Mizusawa et al. (2010) mostraram por imunohistoquimica a
expressdo da proteina HLIFOO em ovécitos humanos durante toda a ovogénese, incluindo
aqueles de foliculos primordiais. Portanto, parece que a sua expressdo ocorre durante o
crescimento e maturacdo do ovécito e no desenvolvimento embrionario inicial (McGraw et
al., 2006).

Produtos de varios genes especificos do ovdécito sd@o conhecidos por realizarem
importantes fungdes durante a foliculogénese, e afeta o desenvolvimento e a funcdo das
células foliculares. Fatores intraovarianos secretados pelo ovocito como a Proteina
morfogénica do osso 15 (BMP15) controlam a foliculogénese, através da proliferacéo,
diferenciacdo e expansdo do cumulus (Su et al., 2008), no crescimento folicular, na taxa de
ovulacdo e na fertilidade em mamiferos (Zhu et al., 2008). Em camundongos, a BMP-15 é
expressa desde o foliculo primério até foliculos antrais (Sanchez et al., 2009). Em bovinos, a
expressao do gene BMP-15 ndo foi afetada pelo tamanho do foliculo antral, momento da
clivagem ou condicdo de maturacdo, apresentando uma expressdo similar em ovécitos com
diferentes competéncias (Mourot et al., 2006; Caixeta et al., 2009). Portanto, apesar de ser um
gene importante, parece nio estar diretamente relacionado com a aquisicdo do potencial de
desenvolvimento, quando ovdcitos de foliculos antrais séo utilizados.

Além da BMP-15, que ja foi bem caracterizada, outras proteinas secretadas pelo
ovocito tém sido identificadas (Hussein et al., 2005). Dentre essas, a proteina secretada pelo
ovdcito 1 (OOSP1), foi detectada em ovdcitos de camundongo e de bovinos, sendo que a sua
funcdo ainda ndo é bem conhecida (Yan et al., 2001). O RNAm da OOSP1 em camundongos
estd presente em niveis elevados nos ovocitos de ovarios de adultos e em niveis mais baixos

no baco e figado (Yan et al., 2001). Foi observado que os niveis de RNAm em ovdcitos de
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camundongos, foram mais elevados no estagio de vesicula germinativa (VG) e sua expressao
diminui gradualmente até desaparecer no estagio de 4 células, reaparecendo posteriormente
no estagio de blastocisto (Mano et al., 2002). Em contraste, nos bovinos, a OOSP1 é expressa
exclusivamente no ovocito podendo ser considerada um bom marcador ovécito-especifico
(Tremblay et al., 2006). Além disso, é exclusivamente de origem materna, pois os niveis de
expressao sao altos em ovdcitos e diminuem durante o desenvolvimento sem nenhum
aumento de expressao apoés a ativacdo do genoma embrionario. Em um estudo avaliando a
expressdo diferencial da OOSP1 em ovdcito provenientes de foliculos de diferentes tamanhos
ndo foi observada diferenca na expressao em ovocitos com diferentes competéncias. Esses
resultados indicam que, os estoques da OOSP1l se acumulam antes da aquisicdo da
competéncia (Caixeta et al., 2009).

Outro evento importante para o ovécito é a reprogramacao epigeneética. Essa se refere
a modificacbes programadas do genoma, que ocorrem nos periodos da gametogénese e
embriogénese e que regulam a atividade dos genes sem alteracdo da seqiiéncia priméaria de
DNA, sendo herdaveis ao longo das divis@es celulares (Wang et al., 2010). Os mecanismos
epigenéticos em ovaécito e embrido inicial incluem metilacio do DNA, modificacdes nas
histonas, RNA néo codantes (Prather et al., 2009).

Em mamiferos, a metilagdo do DNA constitui uma das mais estaveis modificacoes
epigenéticas conhecidas e é a principal candidata a coordenar a heranca epigenética entre as
geracBes (Tchurikov., 2005). O estabelecimento e a manutencdo dos padrdes de metilacdo do
DNA desempenham um papel importante na regulacdo da expressdao génica, no
imprinting genémico, na inativacdo do cromossomo X, e no desenvolvimento embrionério
normal (Reik et al., 2001).

Essas modificacBGes epigenéticas ocorrem em dois periodos criticos, na formacao do
gameta e no desenvolvimento embrionario (Tremblay et al., 2006). Nas celulas germinativas,
os padrdes de metilagdo sdo apagados no inicio do desenvolvimento e um aumento global de
metilacdo do DNA ocorre durante o crescimento do ovocito (Kageyama et al, 2007). Apos a
fecundacdo, o zigoto passa por extensa desmetilacdo e apaga praticamente todo o padrdo de
metilacdo parental herdado, com excecdo dos genes imprinted. A metilacdo de novo do
genoma é reestabelecido durante o desenvolvimento embrionario inicial, proximo do periodo
de implantagcdo, determinando os padrdes de metilacdo do embrido (Mann & Bartolomei,
2002).

A inibicdo da transcricdo e o silenciamento génico, por exemplo, estdo associados a

metilacdo do DNA e ocorrem devido a inibicdo direta da ligacdo dos fatores de transcricéo,
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em sequéncias especificas do DNA. Isso ocorre em regides onde existe uma grande
concentracdo de sequéncias de citosina e guanina enlacados por fosfatos (CpGs), onde se
encontram os sitios de reconhecimento e ligacdo destes fatores (Robertson et al., 2004). Em
células de mamiferos, a metilagdo do DNA ocorre predominantemente nessas citosinas
presentes nos dinucleotideos CpG sendo catalisada por uma classe importante de enzimas. As
enzimas DNA metiltransferases (DNMTSs), portanto, sdo responsaveis pelo estabelecimento e
manutencio dos padrdes de metilacdo. E uma complexa familia de enzimas que incluem pelo
menos quatro membros: DNMT1, 2, 3a e 3b e multiplas isoformas (Russel & Betts., 2008).

A DNMT1 é a DNA metiltransferase mais conhecida e abundante e esta relacionada
com a manutencao dos padrdes de metilacdo de células embrionarias e adultas. 1sso, porque é
responsavel por copiar esses padroes apos a sintese de DNA (Wrenzycki et al., 2001), ou seja,
tem alta afinidade por dinucleotideos CpG hemi-metilados na fita nova de DNA apos a
replicacdo (Lodde et al., 2009). Em varias espécies de mamiferos, existem duas formas de
DNMT1 expressas em ovocitos e embrifes, que sdao a DNMT1lo, que é expressa
predominantemente durante a ovogénese e inicio do desenvolvimento embrionario e, a forma
somatica DNMT1s, que substitui a forma do ovocito apos a implantacdo (Vassena et al.,
2005). Entretanto, em bovinos, a expressao da isoforma especifica do ovocito (DNMT10) ndo
foi detectada em ovocitos e embrides (Russel & Betts., 2008).

Em camundongos, a DNMT1 esta presente na associagdo com a cromatina no estagio
de metafase Il (MIl) de ovdcitos e embribes no estadgio de pré-implantagcdo e, sozinha é
suficiente para manter as marcas de metilacdo dos genes “imprinted” (Hirasawa et al., 2008).
A inativacdo do gene DNMT1 em camundongos leva a perda global de metilagdo e expressao
bialélica ou silenciamento dos genes “imprinted” (Ko et al., 2005). Em bovinos foram
encontradas duas isoformas da DNMT1: DNMT1a e DNMT1b, no entanto, diferencas quanto
as suas funcdes biologicas ainda ndo foram evidenciadas (Russel & Betts., 2008).

A enzima DNMT2 parece conter todos os dominios especificos para realizar a
metilacdo do DNA, mas sua capacidade de metilar tem sido questionada (Okano et al., 1999).
Em um estudo realizado por Golding & Westhusin (2003) em bovinos, foi verificado que o
RNAmM da DNMT2 € expresso em todos os tecidos, sendo encontrada até mesmo nos ovarios
e testiculos de animais adultos.

Ja as enzimas DNMT3a e DNMT3b tém atividade de “de novo” metiltransferase e a
auséncia de uma delas causa perturbacdes nos padrbes de metilacdo do DNA e,
consequentemente, letalidade prematura em camundongos (Wrenzycki et al., 2001). A

expressao da DNMT3a em ovdcitos vai diminuindo até o estagio embrionario de 8 células, e é
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responsavel pela manutencdo da metilacdo global em células tronco de camundongos (Ko et
al., 2005). Lucifero e colaboradores (2007) determinaram a dindmica de expressdo das
DNMTs em ovacitos em cinco periodos de crescimento pds-natal, desde ovdcitos obtidos de
foliculos primordiais, até ovdcitos completamente crescidos no estagio de VG, além de
ovOcitos maturos no estagio de metafase 1. Esses autores verificaram que a expressao das
DNMTs 3a e 3b foi aumentada de acordo com o crescimento ovocitario, diminuindo apds o
estagio de MII. Essa diminuicdo coincide com a perda de transcritos que ocorre em ovocitos
ap0s a maturacdo meiotica.

Além da metilacdo do DNA, as modificagdes das histonas também servem como
marcas epigenéticas para ativar e desativar a cromatina (Li., 2002). As modificacbes pos-
traducionais das histonas ocorrem nas caudas, e incluem principalmente acetilacéo,
ubiquitinacdo, metilacdo, fosforilacdo, entre outros. Além disso, modificacbes em local
especifico e quantidade com que ela ocorre tais como mono, di ou trimetilacdo de um
aminoacido pode ter significado biologico diferente (Nishioka et al., 2002).

A metilacdo de histonas esta relacionada a configuracdo da cromatina e influencia
varios processos relacionados com a transcri¢do e reparo do DNA. Varios sitios das histonas
podem ser metilados, em especial na histona H3 e incluem a lisina (K) 4, 9, 27, 36, 79 ou a
arginina 17 (Stewart et al., 2005). A metilacdo da H3K9, por exemplo, esta relacionada a
repressdo da cromatina e é suficiente para induzir a repressdo da transcri¢do. Estudos indicam
também que estd intimamente relacionada com a formacdo do pro-nicleo paterno e ativacéo
do DNA gendmico (Park et al., 2007). A metilacdo da H3K9 é uma marca epigenética
constante na maturagdo de ovdécitos suinos (Endo et al., 2008). Sua presenca foi encontrada
em ovdcitos recuperados de foliculos antrais iniciais, mas ndao em suas fases anteriores.
Racedo e colaboradores (2009) verificaram em bovinos, que essas modificacGes ja estdo
estabelecidas no foliculo antral inicial e persistem durante a maturacdo in vitro de ovocitos.
Essa persisténcia indica que essa metilagdo estd envolvida na manutencdo de um perfil de
expressdo definida durante a fase final de crescimento do ovdcito e do processo de maturacdo
(Xue et al., 2010).

Foi observado que a expressdo das enzimas que catalizam a metilacdo da histona,
foram aumentando durante o crescimento do ovocito, com as maiores alteragcdes observadas
no ovdcito completamente crescido, na fase de VG. As enzimas histona metiltransferase
supressor of variegation 3-9 homologue 1 (SUV39H1) e euchromatic histone-lysine N-
methyltransferase 2 (EHMT2) metilam especificamente a lisina 9 da histona H3, essa

modificacdo inativa a cromatina levando a repressao da expressao génica (Vaute et al., 2002).
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Estudos tem mostrado que os niveis de RNAmM para EHMT2 e SUV39H1 aumentam durante
o crescimento do ovocito em bovinos (Nowak-Imialek et al., 2008; Racedo et al., 2009). Além
disso, Racedo e colaboradores (2009) avaliaram a expressdao de RNAm das histonas metil-
tranferases EHMT2 e SUV39H1 durante a maturacdo in vitro de ovdcitos bovinos,
recuperados de foliculos menores do que 2 mm e de 2 a 8 mm de didmetro. Esses autores
verificaram que ovocitos obtidos de foliculos maiores apresentavam maior quantidade de
transcritos desses genes do que os de foliculos menores.

A auséncia da SUV39H1 levou a uma viabilidade prejudicada e instabilidade
cromossomica em embrides de camundongos (Peters et al., 2001). Foi verificado que a
histona metiltransferase EHMT2 ¢ indicativa de modificacdo critica na reprogramacao
epigenética durante o desenvolvimento embrionario inicial, transicdo materno-zigotica e
desenvolvimento pré-implantacional (Wrenzycki et al., 2005).

Juntamente com a metilagdo, a acetilacdo de histonas é essencial para a regulacdo da
expressdo génica e desempenham papel importante na reprogramacdo epigenética. As
alteracdes na atividade transcricional promovida pela acetilagdo das histonas pode estar ligado
a mudancas na estrutura da cromatina (Shogren-Knaak et al., 2006).

O aumento na acetilacdo das histonas (hiperacetilacdo) esta relacionado com uma
cromatina transcricionalmente permissiva, enquanto niveis reduzidos de acetilacdo
(hipoacetilagdo) estdo associados com a repressdo da expressdo génica. A repressdo
decorrente da hipoacetilacdo é causada pelo fechamento da cromatina impedindo a ligacdo
dos fatores de transcricdo ao DNA (Unnikrishnan et al., 2010). A estabilidade da acetilacdo
das histonas € controlada pelas histonas acetiltransferases (HATS) e histonas desacetilases
(HDACs) (McGraw et al., 2003).

As HATs acetilam residuos especificos de lisina (K), na cauda amino-terminal de
histonas, causando uma reducdo na sua afinidade pelo DNA, aumentando a acessibilidade de
fatores de transcricdo ao DNA molde (Brownell & Allis., 1996). Podem ser separadas nos
tipos A e B, dependendo de sua localizagdo subcelular, origem e funcdo. As HATSs do tipo A
sdo encontradas no nucleo, onde desempenham um papel importante na regulacdo da
expressdao do gene funcionando como coativador transcricional. Ja as HATs do tipo B
principalmente acetilam histonas que nascem no citoplasma e podem funcionar em conjunto
com a cromatina (McGraw et al., 2003).

A acetilacdo é um processo reversivel e a histona desacetilase (HDAC) é responsével

pela reacdo oposta que geralmente resulta em repressao transcricional (Ma & Schultz., 2008).
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Em ovocitos de mamiferos, as histonas H3 e H4 possuem um alto nivel de acetilagdo durante
o0 periodo de VG e a desacetilacdo da histona acontece através da HDAC (Endo et al., 2008).

As HDACs podem ser divididas em duas classes de acordo com o tamanho, sua
homologia e interacdo proteina-proteina. A primeira classe é composta por enzimas
significativamente homologas a proteina da levedura RPD3 e incluem HDAC1, HDAC?2,
HDAC3 e HDACS. Ja a segunda classe deriva da enzima HDAC1 e inclui a HDAC 4, 5, 6, 9
e 10.

Em camundongos, Schultz e colaboradores (1999) verificaram a expressao das
HDACs 1, 2 e 3 em ovécitos e embrides até o estagio de blastocisto. As HDACs 2 e 3,
apresentaram maior nivel de expressdo nos ovacitos, e foram diminuindo até o estagio de 4
células, com um grande aumento na fase de blastocisto. Para a HDAC1, em ovdcitos imaturos
e em MII, foi encontrado um numero relativamente baixo, quando comparado com as outras,
no entanto, no estagio de 4 células, a HDAC1 foi mais expressa. Em bovinos, em um estudo
realizado por Mcgraw e colaboradores (2003), foi verificado que a expressao das HDAC 1 e
HAT1 em ovocitos bovinos tanto na fase de VG, quanto na de MII, foram muito pouco

expressos, aumentando apenas em embrides na fase de blastocisto.
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1 RESUMO

O objetivo do presente estudo foi estudar o perfil da expressdo de genes candidatos
para a aquisicdo da competéncia durante o crescimento ovocitario em bovinos utilizando
ovécitos de diferentes tamanhos provenientes de varias categorias de foliculos. Os genes
candidatos foram selecionados por estarem possivelmente envolvidos com a aquisi¢do da
competéncia (BMP15, OOSP1, H1FOO, H2A, H3A, H4, SLBP, DNMT1, DNMT3B, HAT,
HDAC e SUV39H1). Para determinar o tamanho dos ovocitos a serem utilizados, foi
realizado um pré- experimento, em que os foliculos pré-antrais foram classificados
morfologicamente, agrupados em diferentes categorias em primordial, primario, secundario
inicial e secundario final. Apds a classificacdo, os ovdcitos de cada foliculo foram
individualmente isolados e medidos. Foliculos pré-antrais e antrais foram isolados de ovarios
de vacas Nelore (Bos taurus indicus), por dissociagdo mecanica utilizando o Tissue Chopper.
Para o isolamento dos ovocitos, os foliculos foram expostos a colagenase tipo Il (0,5 mg/ml) e
entdo submetidos a sucessivas pipetagens. Os ovocitos foram medidos através do programa
Motic images Plus 2.0 e classificados de acordo com seu didmetro nas seguintes categorias: 1)
ovacitos de foliculos primordiais: didmetro de até 20 um; 2) ovocitos de foliculos primarios:
25 a 35 um; 3) ovocitos de foliculos secundarios iniciais: 40 a 60 pum e 4) ovocitos de
foliculos secundérios finais; 65 a 85 um. Para a obtencao dos ovécitos oriundos de foliculos
antrais incompetentes e competentes, foram utilizadas as medidas de 100 a 120 um e acima de
128 pm respectivamente. O RNA total foi extraido de 4 pools de 25 ovocitos, de cada
categoria de foliculo, e os transcritos dos genes foram quantificados por qPCR. Os valores de
expressao dos genes alvos foram normalizados pela expressdo do gene constitutivo CYC A.
Os resultados foram analisados através do teste ndo paramétrico Kruskall Wallis, para

comparar os tamanhos de foliculos e ovdcitos e avaliar o efeito do tamanho do ovdcito na
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quantidade de expressdo génica. O nivel de significancia considerado foi P<0,05. Os
resultados mostraram que os transcritos da H2A, H3, H4 e SUV39H1 néo diferiram (P>0,05)
entre os grupos de ovocitos de foliculos antrais e pré-antrais. A expressao da OOSP1, SLBP,
BMP15, HIFOO, DNMT1, DNMT3B e HAT foram menores (P<0,05) em ovdcitos pré-
antrais quando comparados com os de foliculos antrais. A H3A foi o Unico gene em que foi
detectado a expressdo de RNAmM em ovocito de foliculo primordial. De todos os genes
estudados, apenas a HDAC apresentou diferenca significativa entre ovécitos de foliculos
antrais competentes e incompetentes. Os resultados sugerem que o acimulo dos estoques dos
genes analisados ocorre antes do estagio final da foliculogénese e provavelmente ndo sdo
marcadores para a competéncia. A HDAC foi o Unico gene que pode estar relacionado a
competéncia do ovdcito, pois mostrou uma diminuigdo (P<0,05) no nivel de transcrito nos
grupos de ovocitos competentes quando comparados com o grupo de antrais iniciais (la

3mm).

Palavras chave: 1. Foliculos. 2. Ovdcitos. 3. Pré-antrais. 4. Expressdo génica
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2 ABSTRACT

The aim of this present study was investigate the expression profile of candidates
genes for the acquisition of competence during oocyte growth in bovine using oocytes from
different sizes obtained from several follicle categories. The candidate genes were selected to
be possibly involved in competence (BMP15, OOSP1, H1IFOO, H2A, H3A, H4, SLBP,
DNMT1, DNMT3B, HAT, HDAC e SUV39H1). A pre-experiment was conducted to classify
the follicles according to their categories in primordial, primary, small secondary and final
secondary follicles. Then the oocytes were individually isolated and measured. Preantral and
antral follicles were isolated from ovaries of Nelore (Bos taurus indicus) cows by mechanical
dissociation using a Tissue Chopper. To isolate the oocytes, follicles were exposed to
collagenase type Il solution (0.5 mg/ml) and then submitted to successive pipetting. The
oocytes were measured with Motic Images Plus 2.0 program and classified according to their
diameter into the following categories: 1) oocytes from primordial follicle: diameter < 20 pum;
2) oocytes from primary follicles: 25 to 35 pum; 3) oocytes from small secondary follicles: 40
to 60 um; 4) oocytes from final secondary follicles: 65 to 85 um; 5) oocytes from early antral
follicles: 100 to 120 um; and 6) oocytes from final antral follicles: > 128 um. Total RNA was
extracted from 4 pools of 25 oocytes from each category of follicles using Rneasy Plus® Kkit,
subjected to reverse transcription reaction and genes quantified by gPCR. Target gene
expression was normalized using CYC A. Data were analyzed using Kruskal-Wallis test for
values which were not normally distributed. Level of significance was considered P<0.05.
The results show that the transcripts of H2A, H3A, H4 e SUV39H1 did not differ
significantly between groups, showing the same pattern from preantral to antral follicles. For
OOSP1, SLBP, BMP-15, H1IFOO, DNMT1, DNMT3B and HAT, the pattern of expression
was lower in oocytes from preantral follicles when compared to antral follicles. The H3A was
the only gene in which expression was detected in oocytes from primordial follicles. From all
the studied genes, only HDAC differed significantly between incompetent and competent
oocytes. These results suggest that the stocks of transcripts of the studied genes are

accumulated before the final phase of folliculogenesis. The HDAC was the only gene in
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which expression could be related to oocyte competence since it showed a decrease (P<0.05)

in transcript levels from final antral oocytes (competent) compared to small antral group.

Keywords: 1. Follicles. 2. Oocytes. 3. Preantral. 4. Gene expression
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3 INTRODUCAO

InOmeros estudos tém mostrado que a competéncia ovocitaria esta
determinada, em parte, pela composicdo e quantidade de transcritos maternos estocados
durante o crescimento do ovocito e na fase final da foliculogénese (Sirard et al., 2006;
Lonergan et al., 2003; Gandolfi et al., 2005). Ovocitos recuperados de foliculos pequenos (1-3
mm), por exemplo, mostram uma limitada capacidade de desenvolvimento, e progridem ao
estagio de blastocisto em uma proporcdo muito menor do que aqueles derivados de foliculos
maiores que 6 mm (Lequarre et al., 2005; Caixeta et al., 2009). Esses dados indicam que
ovacitos de foliculos pequenos ndo possuem todos 0s componentes essenciais para sustentar o
desenvolvimento.

Considerando que o acumulo de transcritos € ponto chave para a aquisi¢do da
competéncia (Chohan & Hunter, 2004; Racedo et al., 2008), uma das alternativas para se
estudar esse processo € caracterizar como ocorre a formacdo desses estoques. Essa
caracterizacdo seria 0 primeiro passo para a compreensdo das bases moleculares envolvidas
na formacdo de um ovdcito de qualidade. Entender a complexidade desse processo seria Util
na tentativa de proporcionar as condi¢Ges necessarias para que ovocitos imaturos, obtidos de
foliculos antrais, adquiram a competéncia aumentando assim, a disponibilidade de ovdcitos de
qualidade para as técnicas de reproducdo assistida.

Apesar da expressdo diferencial de alguns genes terem sido relacionadas com a
competéncia do ovécito em bovinos (Donnison & Pfeffer, 2004; Fair et al., 2004; Dode et al.,
2006; Mourot et al., 2006; Racedo et al., 2008; Caixeta et al., 2009), 0os mecanismos
envolvidos e as caracteristicas moleculares dos ovocitos competentes ainda ndo sédo
conhecidos. Desta forma, os genes selecionados para esse estudo foram BMP15, OOSP1,
H1FOO, H2A, H3A, H4, SLBP, HAT1, HDAC2, SUV39H1, DNMT1la, e DNMT3b,
participam de atividades criticas que ocorrem durante a gametogénese ou ja foram citados na

literatura como possiveis candidatos para a competéncia.
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A proteina especifica de ovdcito (OOSP1), e a bone morphogenetic protein 15
(BMP15) sdo fatores secretados pelo ovécito. Apesar da funcdo da OOSP1 ainda ndo estar
definida (Tremblay et al., 2006), o fato de ser secretada especificamente pelo ovdcito sugere
que, semelhante a BMP15, tenha um papel importante no crescimento e desenvolvimento
folicular, controlando a foliculogénese (Gilchrist et al., 2004a; Hussein et al., 2005).

As proteinas histonas além de serem proteinas estruturais da cromatina formando o
nucleossoma, atuam no controle da expressdo génica (McGraw et al., 2006), ativacdo do
genoma embrionario, metilacdo do DNA e inativacdo do cromossomo X (Fair et al., 2004). Ja
a SLBP é uma proteina que se liga ao RNA das histonas e age na sua estabilizacdo e traducao
(Allard et al., 2002). A histona especifica do ovécito (HLFOO) é uma histona materna que
afeta a compactacdo da cromatina em ovécitos e embrides em estagio inicial de
desenvolvimento (McGraw et al 2006; Tanaka et al., 2005) Ademais, maior expressao dos
genes da histona H2A (Dode et al., 2006; Mourot et al., 2006; Caixeta et al., 2009), da H3
(Fair et al., 2004) e da SLBP (Donnison & Pefeffer, 2004) foi observada em ovocitos com
maior competéncia para o desenvolvimento.

Durante a gametogénese, além da formacdo dos estoques de RNAmM o padrdo
epigenético do genoma do ovocito deve ser totalmente apagado e restabelecido para que o
mesmo se torne apto para a fecundagdo. As DNA metiltransferases (DMNTS) séo as enzimas
responsaveis pelo estabelecimento (DNMT 3a e 3b) e manutencdo (DNMT1) dos padrfes de
metilacdo. A expressdo dessas enzimas também esta correlacionada com o diametro do
ovécito em camundongos (Lucifero et al., 2007), indicando que, atingir determinado tamanho
€ necessario para que as modificacdes epigenéticas sejam totalmente estabelecidas no ovécito
(Hiura et al., 2006; Lucifero et al., 2007).

As modificacbes pos-traducionais da cauda das histonas, juntamente com a metilagcdo
do DNA, sdo fatores essenciais na regulacdo génica e desempenham papel importante no
controle da reprogramacéo que ocorre durante a gametogénese e embriogénese (Prather et al.,
2009). O nivel de acetilagdo de histonas é controlado pelas enzimas HAT1, e pela HDAC2,
sendo que, a hipoacetilacdo em geral esta correlacionada com a repressdo transcricional
(Nowak-imialek et al., 2008; Gu et al., 2010). Ja as HMTs metilam os residuos de lisina das
histonas em diferentes regides da cromatina. Dentre as varias HMTs, a SUV39H1 metila
especificamente a lisina 9 da H3, sendo que essa modificagdo tem papel importante na
formacéo da heterocromatina que leva a represséo transcricional.

Transcritos de todos esses genes estdo presentes em ovdcitos totalmente crescidos em

estagio de VG, entretanto, como e em que momento da foliculogénese esse acumulo ocorreu,



37

ainda néo foi descrito em bovinos. Estudos avaliando a expressdo de alguns desses genes em
bovinos tem se limitado ao uso de ovocitos imaturos obtidos de foliculos antrais (Nowak-
imialek et al., 2008; Racedo et al., 2009; Lodde et al., 2009) e, mais raramente, de foliculos
secundarios finais (Sanchez et al., 2009), sendo que ndo existem relatos em que ovocitos
isolados de foliculos primordiais e primarios tenham sido utilizados. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi caracterizar, em bovinos, o padrdo de expressdo de genes relacionados as
proteinas histonas, genes especificos do ovécito e genes relacionados com alteragdes
epigenéticas durante o crescimento ovocitario desde o estdgio de foliculos primordial até o

estagio de antral tardio.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento dos Foliculos Pré-antrais

Ovarios de fémeas bovinas Nelore (Bos taurus indicus) foram coletados em
abatedouro local e transportados até o laboratério em solugdo salina (NaCl 0,9%)
suplementada com 100 Ul/ml de penicilina G e 100 pg/ml estreptomicina (Sigma, Sto Louis
MO, USA), a temperatura de 35 a 37°C.

Para o isolamento dos foliculos pré-antrais foi utilizado o método descrito por Lucci e
colaboradores (2002), com modificagdes nos tamanhos dos cortes. Foram utilizados quatro
ovarios por manipulacdo os quais foram mantidos em solugéo salina sobre placa aquecedora a
36°C durante todo o processo. Os ovarios eram cortados ao meio, e a medula retirada com o
auxilio de bisturi e pinca (Figura 2.1), e a cortex ovariana resultante, era levada ao Tissue
Chopper (The Mickle Laboratory Engineering Co. Ltd, Gomshall, Surrey, ENGLAND) em
que cortes de 200; 250; 300 e 350um foram feitos em trés sentidos: longitudinal, transversal e
obliquo (Figura 4.2), para que se obtivesse maiores tamanhos de foliculos e ovocitos. A massa
ovariana obtida foi depositada em um tubo (50 ml) contendo PBS sem soro e foi feita uma
dissociacdo mecanica por repetidas pipetagens (40x) com o auxillio de uma pipeta de Pasteur
(Figura 2.3). A solugdo contendo os foliculos isolados foi filtrada em filtro de 500um e
deixada para decantar por 3 minutos. Apos a decantacdo, 1 ml do pellet foi retirado da solucao
e utilizado para a recuperacédo dos foliculos pré-antrais ou para o isolamento dos ovocitos das

diversas categorais de foliculos antrais e pré-antrais.
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Figura 2.1. Manipulacdo do ovario para obtencao da cortex com auxilio de bisturi.

Figura 2.2. Fragmentos de coOrtex ovariana triturados com o auxilio do Tissue Chopper

para isolamento dos foliculos pre-antrais.
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N

Figura 2.3. Massa ovariana obtida apé 0 so do Tissue Chopper

4.2 Caracterizacao do diametro dos ovocitos oriundos de foliculos pré-antrais em fémeas
Nelore

Para caracterizar o diametro dos ovdcitos provenientes das diferentes classes de
foliculo pre-antrais (primordial, primario, secundario inicial e secundario final) em ovarios
obtidos de fémeas Nelore, um primeiro experimento foi realizado. Para isso, foliculos
primordiais, primarios e secundarios iniciais, foram isolados com auxilio do Tissue Chopper,
conforme descrito no topico anterior. Apds o procedimento, a solugdo contendo os foliculos
isolados foi levada ao microscopio invertido para analise e busca.

Os foliculos encontrados foram classificados morfologicamente considerando o
tamanho, formato e quantidade das células que circundam o ovocito, de acordo com Kacinkis
(2005). Apos a classificacdo por categoria os foliculos foram transferidos separadamente para
uma gota de 200 pl de TCM-199 com sais de Hank’s, acrescido de 10 % de soro fetal bovino
(SFB). Entdo, os mesmos foram fotografados e mensurados individualmente utilizando o
programa Motic Images Plus 2.0 (Motic China Group Co. Ltd., Xiamen, China).

Os foliculos caracterizados e medidos foram transferidos para outra gota de 200 ul de
TCM-199 com sais de Hank’s (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada) contendo 0,5 mg/ml de
colagenase tipo Il (Sigma, Sto Louis MO, USA), onde permaneceram por 20 minutos sobre
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placa aquecedora a 37°C. Cada foliculo foi individualmente transferido para uma gota de 50
ul de TCM 199 e pipetado sucessivas vezes, até que o ovocito ficasse completamente isolado,
com a auséncia completa de células. Uma vez isolados, os ovocitos individuais eram
mensurados excluindo a zona pelucida atraves do programa Motic Images Plus 2.0.

Dada a dificuldade de obtencdo de foliculos secundarios finais com o procedimento
descrito acima, outro protocolo foi utilizado para o isolamento dessa categoria de foliculo. A
cortéx ovariana foi cortada no Tissue Chopper em dois sentidos (longitudinal e tranversal)
com um intervalo de corte de 1mm. Os cortes de ovario foram transferidos para uma placa de
Petri contendo PBS e os foliculos isolados e dissecados com a ajuda de lamina de bisturi
(nimero 20) e agulhas atraveés do método de microdissec¢do (Telfer., 1996; Sharma et al.,
2009). Todo o procedimento foi feito com o auxilio de um estereomicroscopio. Os foliculos
mensurados eram individualmente transferidos para uma gota de colagenase, onde
permaneciam por 20 minutos sobre placa aquecedora a 37°C. Logo ap6s cada foliculo foi
transferido para uma gota de 50 pl de TCM 199 e gentilmente dissecado até que o ovocito
ficasse completamente a mostra, com auséncia completa de células. Uma vez isolados, 0s
ovécitos foram mensurados excluindo a zona pelicida através do programa Motic Images
Plus 2.0. (Figura 2.4).

Figura 2.4. Foliculo primordial (A); Foliculo primario (B); Foliculo secundério inicial (C);

Foliculo secundario final (D).
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4.3 Recuperacao, classificacdo e mensuracdo de ovdcitos de foliculos pré-antrais e

antrais

Os foliculos pré-antrais foram isolados com auxilio do Tissue Chopper, conforme
descrito na secdo anterior. A separacdo dos ovdcitos inclusos nos foliculos pré-antrais
isolados foi realizada conforme o protocolo descrito por Monti et al. (2006), com pequenas
modificacGes. Apds o periodo de decantacdo da solucdo contendo os foliculos pré-antrais, 1
ml do pellet foi retirado e transferido para outro tubo de 15 ml. Imediatamente, 1 ml de
solucdo contendo 1 mg de colagenase tipo Il (Sigma, Sto Louis MO, USA) diluida em 1ml de
TCM-199 com sais de Hank’s (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada) foi adicionada ao tubo,
de forma a se obter uma concentracdo final de 0,5 mg/ml de colagenase (Figura 2.5). Essa
solucdo de colagenase foi incubada em banho-maria a 37°C por 20 minutos. Apds o periodo
de incubacéo, foi acrescentada ao conteudo do tubo, uma solucéo de BSA (25mg de albumina
sérica bovina diluida em 500 pl TCM-Hanks) a uma concentragdo final de 1% e o mesmo foi
centrifugado a 190 g por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado, deixando 500 ul do pellet,
que foi ressuspendido com 40 ul de EDTA (2,4 mM) e 460 ul de TCM-199 com sais de
Hank’s. A solucdo final (1 ml) foi levada ao banho-maria a temperatura de 37°C por 3
minutos e, posteriormente, submetida a pipetagens sucessivas (40 vezes) utilizando uma
pipeta graduada de 200 pl.

A solucdo final foi levada ao microscopio invertido para a procura dos ovocitos. Os
ovacitos encontrados eram entdo transferidos para uma gota de 200 pl de TCM-199 com sais
de Hank’s, acrescido de 10 % de soro fetal bovino (SFB), e lavados sucessivas vezes, até que
0s mesmos estivessem livres das células foliculares e impurezas. Somente 0s ovOcitos
totalmente liberados dos foliculos e de aparéncia normal (sem danos estruturais na membrana
plasmatica, zona peltcida e citoplasma homogéneo) foram utilizados.

Os ovocitos isolados eram entdo fotografados e mensurados utilizando o programa
Motic Images Plus 2.0 (Motic China Group Co. Ltd., Xiamen, China). A medida do diametro
foi realizada excluindo a zona pelucida (ZP) e, os ovdcitos foram classificados nas categorias
determinadas no experimento anterior: 1) ovdcitos de foliculos primordias: didmetro de até 20

um; 2) ovocitos de foliculos primarios: diametro de 25 a 35 um; 3) ovocitos de foliculos
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secundarios iniciais: diametro de 40 a 60 um e 4) ovocitos de foliculos secundérios finais: 65
a 85 pum.

Para a obtencdo de ovécitos oriundos de foliculos antrais competentes e
incompetentes, o diametro dos ovdcitos utilizados para sua classificacdo foi aquele descrito
por Caixeta et al., (2009). Sendo que ovocitos com a medida de 100 a 120 pum foram
classificados como provenientes de foliculos de 1-3 mm e ovdcito com o didmetro acima de
128 um, maiores que 6 mm. Apenas ovocitos com citoplasma homogéneo e com auséncia de
células na zona pelucida foram utilizados.
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Figura 2.5. Solugéo filtrada contendo os ovocitos com colagenase.
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4.4 Armazenamento dos Ovécitos

Os ovdcitos dos diferentes grupos ou categorias obtidos de foliculos pré-antrais e
antrais foram lavados em PBS sem calcio e magneésio (4 banhos) e transferidos em 2 ul para
um tubo de 0,2 ml com auxilio de uma pipeta graduada. Posteriormente, foi adicionado ao
contetdo do tubo 4 ul de RNA later. Os tubos contendo as estruturas foram entdo, mantidas a
4°C durante 24 horas e, posteriormente, transferidas para o freezer a -20 °C, onde foram
estocadas até a analise. Para cada categoria foram armazenados 4 pools de 25 ovdcitos (figura
2.6)

A B

.
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Didmetro: 18.5um M1

b Didmetro: 29.1um
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Figura 2.6. Ovocitos isolados, lavados, medidos, separados por
categoria em um microscopio invertido (20x) e prontos para o
congelamento. Ovocitos de foliculos primordiais (A), foliculos
primarios (B), secundario inicial (C), secundario final (D), antral
inicial (E), antral final (F).
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4.5 Extracdo de RNA e transcricao reversa (RT)

O RNA total foi extraido de pools de 25 ovdcitos para cada categoria utilizando o kit
RNeasy Plus ® (Qiagen, Mississauga, Ontario, CA) de acordo com as instru¢bes do
fabricante. O RNA total foi submetido & uma reagdo de transcrigdo reversa contendo 1pl de
SuperScript IIT (200U/ul; Invitrogen), 1 pl de primer Oligo-dT (500ug/ml), dNTPs (2.0mM
de cada), 1ul DTT (0.1mM), 1ul RNaseOUT® Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40U/ul;
Invitrogen) e tampé&o 1X first strand. As reacOes foram realizadas a 65°C por 5 min, 50°C por

60 min e finalmente, 70°C por 15 min para a inativacdo da enzima.

4.6 PCR em Tempo Real (QPCR)

Para a analise relativa através do PCR em Tempo Real utilizou-se o protocolo de
amplificacdo do “kit” Power Syber Green Master Mix® (Applied Biosystems). As reagdes
foram realizadas com um volume final de 25 pl e as condigdes para a amplificagdo dos genes
foram: 95°C por 5 min, 50 ciclos (desnaturacdo: 95°C por 15 seg; temperatura de anelamento
por 1 minuto), seguido de curva de dissociacdo padrdo. A sequéncia dos primers, tamanho do
fragmento e temperatura de anelamento para cada gene estdo apresentados na tabela 1. Os
dados de fluorescéncia foram coletados ao final de cada extensdo. As reagdes foram
otimizadas a fim de propiciar maxima eficiéncia de amplificacdo para cada gene. Cada
amostra foi analisada em duplicata e a eficiéncia e especificidade dos oligonucleotideos
iniciadores dos genes foram avaliadas pelas curvas de amplificagdo e dissociagéo,
respectivamente.

Os valores de expressao dos genes alvos foram normalizados pela expressdo do gene
constitutivo CYC A. A expressao relativa de cada gene foi calculada utilizando o método
AACt com corregdo da eficiéncia (Pfaffl, 2001; Figura 2.7). A eficiéncia para cada gene foi
calculada através do perfil de amplificacdo de cada amostra utilizando-se o programa
LinRegPCR (Ramakers et al., 2003).
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Tabela 2.1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores, tamanho do fragmento amplificado

em pb (pares de base) e temperatura de anelamento

Tamanho Temperatura

Genes  Sequéncia (bp) (°C)
GCC ATG GAG CGC TTT GG
CYC-A 65 60
R: CCA CAG TCAGCA ATGGTGATCT
" F: TGC GCG ACA ATA TCC AGG GTATCA
R: AAC CAC GTC CAT AGC GGT TAC AGT 197 60
F: GAG GAG CTG AAC AAG CTG TTG
H2A 104 60
R: TTG TGG TGG CTC TCAGTC TTC
F: AGT CGA AGG TCA AAG AAA GAG GGA GC
H1FOO 80 60
R: TGA ACT CTG ACT TCC AGG CTG TGT
LA F: GTA CAA AGC AGA CTG CCC GCA AAT 128 60
R: ACC AGG CCT GTAACG ATG AGG TTT
F: CAG TCT TGC CAC AAC TTC AATC
SLBP 208 53
R: ATG GAG CCG ATT ATG AGA ACA C
ONMTL F: TTG GCT TTA GCA CCT CAT TTG CCG
R: TCC TGC ATC ACG CTG AAT AGT GGT 82 57
F: AGC AAC CAG AGA ATA AGA CGC GGA
DNMT3B
R: AAT TTG TCT TGA GGC GCT TGG GTG 90 57
BMP1S F: GTC AGC AGC CAA GAG GTA GTG
R: CCC GAG GAC ATA CTC CCT TAC 360 59
ATL F: AAT TGA GAG ACT TTG TGC TTG TGA
R: TTC AAT GAC ACG TCG ATA ATC TTC 392 60
F: GGA CTG AAT CCT GCC GCA AAT ACCT
SUV39H1
R: GGC CAT GAA TCC CAA CTG CAG AAAG 307 62
HDAC F: TTATTT GAA AAT TTACGC ATGTT
R: TTG CTC CTT TCT TAT GAT CAG TC 229 56

F= primer forward; R= primer reverse
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ACP . (controle —amostra)

(E alvo)
Razao =

ACP . (controle — amostra)

(E

ref)

Figura 2.7. Modelo matematico para calculo da expressdo relativa derivada de dados obtidos
por PCR em Tempo Real. A razdo de um gene alvo é expressa em relacdo ao gene
constitutivo e normalizada em relacdo a amostra controle. Eaivo € a eficiéncia do gene alvo;
Eref € a eficiéncia do gene referéncia; CP € o ciclo threshold; ACPawvo é desvio de CP do
controle — amostra do gene alvo; ACPref € desvio de CP do controle — amostra do gene

referéncia.

4.7 Andlise Estatistica

Para comparar 0s grupos quanto ao tamanho dos ovocitos, foliculos e expressdo génica foi
utilizado o teste ndao paramétrico Kruskall-Wallis. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas utilizando-se o programa Prophet verséo 5.0 (BBN System Technologies, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

Considerando que os ovocitos das diferentes categorias de foliculos pré- antrais foram
coletadas de acordo com o tamanho do ovdcito, e ndo com tamanho e/ou morfologia do
foliculo, um pré-experimento foi realizado. Esse teve por objetivo caracterizar o tamanho dos
ovdcitos isolados das diferentes categorias de foliculos pré-antrais de fémeas Nelore. Para
isso, os foliculos pré-antrais foram classificados morfologicamente, agrupados de acordo com
sua categoria em primordial, primario, secundario inicial e secundario final. Apds a
classificacdo morfoldgica, os ovdcitos de cada foliculo foram individualmente isolados e
medidos. Os tamanhos dos foliculos de cada categoria e de seus respectivos ovocitos sao
apresentados na tabela 2.2. Houve diferenca significativa (P< 0,01) no tamanho dos foliculos
e ovocitos entre todas as categorias estudadas. Da mesma forma, todas as categorias

apresentaram uma grande variacao entre o maior e 0 menor didmetro de ovacitos e foliculos.

Tabela 2.2. Caracterizacdo do diametro de foliculos e ovocitos obtidos de foliculos pré-

antrais em ovarios de fémeas Nelore (média + Erro Padrdo).

Estagio Folicular N Diametro Folicular Diametro Ovocitario
(um) (variacao) (um) (variacao)
Primordial 50 38,8 +0,64% (29,5 -53,0) 22,34 +0,45" (16,2 — 30,0)
Primario 50  545+0,89° (43,7 - 72,2) 27,86+ 0,37" (23,7 - 33,3)
Secundario Inicial 50 g8 9 +2,55° (53,1 — 125,1) 44,17 +1,37° (28,8 — 63,3)
Secundario Final 50 192,84 +6,71° (129,8 — 334) 74,4 +1,28" (61,1 — 93,8)
a,b

¢.d Diferentes letras indicam valores diferentes (P<0,01)

A andlise da quantidade relativa de RNAm dos genes estudados individualmente
mostra que a expressdo dos genes OOSP1, SLBP, BMP-15, e HIFOO aumentaram de acordo
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com o tamanho do ovdcito, sendo maior em ovdcitos obtidos de foliculos antrais do que
foliculos pré-antrais. Para o gene BMP-15 e H1FOO, os ovocitos obtidos de foliculo
secundarios finais aparecem como um grupo que apresenta expressao intermediaria entre
ovdcitos pré-antrais e antrais. A OOSP1 s6 comegou a ser expressa a partir de foliculo
secundério inicial (Figura 2.8).

Para os genes H3A e H2A, a abundancia relativa de transcritos ndo diferiu
estatisticamente entre ovocitos de varios estagios de crescimento, incluindo desde os de
foliculo primario até os de foliculo antral final. A H3A foi o Unico gene em que foi detectada
expressdo em ovocitos obtidos de foliculos primordiais. Os transcritos da H4 ndo variaram
significativamente entre os grupos, ocorrendo variacdo apenas entre ovoécitos de foliculos
primarios e antral inicial (Figura 2.9).

A expressdo da DNMT3B foi diferente entre 0os grupos pré-antrais e antrais, sendo
que, nas categorias dos pré-antrais, sé foi detectada expressdo no grupo de ovocitos obtidos de
foliculo secundario final. Um padréo semelhante de expressdo foi observado para a DNMT1,
no entanto, o grupo correspondente a categoria de ovdcitos obtidos de foliculo secundario
final, aparece como um grupo de expressdo intermediaria entre os ovdcitos pré-antrais e
antrais (Figura 2.10).

Os transcritos da enzima SUV39H1 sé comecgaram a aparecer no estagio de foliculo
secundario inicial, sendo este grupo, estatisticamente semelhantes aos grupos de foliculos
antrais. No entanto, no grupo de ovdcitos obtidos de foliculos secundarios finais, a expressao
foi semelhante apenas a categoria de foliculos secundario inicial (Figura 2.10).

Para 0 gene HDAC2 os grupos de foliculo primario, secundario final e antral inicial
foram semelhantes, variando na categoria correspondente aos ovocitos provenientes de
foliculos antrais, ocorrendo uma diminuicdo da expressdo no grupo de antrais finais. A
abundancia relativa de transcritos da HAT foi semelhante entre os grupos de ovdcitos de
foliculos primérios, secundério final, e antral inicial e final. Diferenca significativa ocorreu
apenas entre o grupo de foliculos secundério inicial e antral inicial (Figura 2.11.).

Foi feita uma avaliacdo da expressdo global (Figura 2.12) para caracterizar o padréo
geral de expressdo durante o crescimento do ovdcito incluindo todos os genes analisados.
Nessa analise pode-se observar que o0 padrdo de expressdo aumenta de acordo com o
crescimento do ovocito, sendo possivel identificar trés grupos distintos, os pré-antrais iniciais
(primordial, primario e secundario inicial), com menor expressdo, os secundarios finais com
expressao intermediaria, aparecendo como um grupo de transi¢ao entre pré-antrais e antrais, e

finalmente os antrais, com maior expressao.
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Figura 2.8. Nivel de transcritos dos genes OOSP1, BMP-15, SLBP e H1FOO analisados por
PCR em Tempo Real em ovdcitos imaturos obtidos de foliculos primordiais (< 20 um),
primarios (25-35 um), secundarios iniciais (40-60 pum), secundarios finais (65-85 pum), antrais
iniciais (100-120 pm) e antrais finais (> 128 um) de fémeas Bos taurus indicus. Cada grupo
foi analisado utilizando-se quatro pools de diferentes réplicas. Os dados (média + EP) foram
normalizados pelo gene CYC-A e expressos em relacdo & amostra controle, através do método
AACt com correcao da eficiéncia.

Diferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P<0,05).
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Figura 2.9. Nivel de transcritos dos genes H2A, H3A e H4 analisados por PCR em Tempo

Real em ovocitos imaturos obtidos de foliculos primordiais (< 20 pum), primarios (25-35 pum),

secundarios iniciais (40-60 um), secundarios finais (65-85 um), antrais iniciais (100-120 pm)

e antrais finais (> 128 um) de fémeas Bos taurus indicus. Cada grupo foi analisado utilizando-

se quatro pools de diferentes réplicas. Os dados (média £ EP) foram normalizados pelo gene

CYC-A e expressos em relacdo a amostra controle, através do método AACt com corregdo da

eficiéncia.

Diferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P<0,05).
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Figura 2.10. Nivel de transcritos dos genes DNMT1, DNMT3B e SUV39HL1 analisados por
PCR em Tempo Real em ovdcitos imaturos obtidos de foliculos primordiais (< 20 pm),
primarios (25-35 pum), secundarios iniciais (40-60 um), secundarios finais (65-85 um), antrais
iniciais (100-120 um) e antrais finais (> 128 um) de fémeas Bos taurus indicus. Cada grupo
foi analisado utilizando-se quatro pools de diferentes réplicas. Os dados (média + EP) foram
normalizados pelo gene CYC-A e expressos em relacdo a amostra controle, através do método
AACt com corre¢ao da eficiéncia.

Diferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P<0,05).
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Figura 2.11. Nivel de transcritos dos genes HAT1 e HDAC?2 analisados por PCR em Tempo
Real em ovdcitos imaturos obtidos de foliculos primordiais (< 20 pum), primarios (25-35 pum),
secundarios iniciais (40-60 pum), secundarios finais (65-85 pum), antrais iniciais (100-120 pum)
e antrais finais (> 128 um) de fémeas Bos taurus indicus. Cada grupo foi analisado utilizando-
se quatro pools de diferentes réplicas. Os dados (média £ EP) foram normalizados pelo gene
CYC-A e expressos em relacdo a amostra controle, através do método AACt com corregdo da
eficiéncia.

Diferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P<0,05).
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Figura 2.12. Soma da quantidade relativa de RNAm de todos os genes analisados (HIFOO,
H2A, H3A, H4, SLBP, OOSP1, DNMT1, DNMT3B, HAT1, HDAC2, SUV39H1 e BMP-15)
em ovacitos imaturos obtidos de foliculos primordiais (< 20 pum), primarios (25-35 pm),
secundarios iniciais (40-60 um), secundarios finais (65-85 pum), antrais iniciais (100-120 pum)
e antrais finais (> 128 um) de fémeas Bos taurus indicus.

Diferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P<0,05).
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5.2 Discussao

No presente estudo foi analisado o perfil de expressdo de genes candidatos para a
aquisicdo da competéncia durante o crescimento ovocitario, utilizando ovocitos provenientes
de foliculos primordiais até foliculos antrais. Essa caracterizagdo molecular é importante, pois
fornece informacdes relevantes das principais mudancas que ocorrem durante a ovogénese e
que estdo relacionadas com a aquisicdo da competéncia para o desenvolvimento.

Considerando que os ovocitos das diferentes categorias de foliculos pré- antrais foram
coletadas de acordo com o seu tamanho, e ndo com tamanho e/ou morfologia do foliculo, um
pré-experimento foi realizado. Esse teve por objetivo caracterizar o tamanho dos ovécitos
isolados das diferentes categorias de foliculos pré-antrais e assim confirmar o tamanho de
ovacitos a serem coletado para cada categoria. Isso foi necessario, pois os relatos encontrados
na literatura apresentam medidas realizadas em cortes histologicos e ndo em ovdcitos
isolados.

Como esperado, 0 crescimento do tamanho dos ovOcitos acompanhou o
desenvolvimento folicular. Apesar de estatisticamente diferente, o incremento observado no
tamanho do foliculo entre o estdgio primordial e o primario foi superior ao aumento
observado no tamanho do ovocito para essas duas categorias de foliculos. A média encontrada
para foliculos e ovécitos de todos os grupos foram semelhantes aos relatados em outros
estudos (Braw-Tal & Yossefi., 1997; Lucci et al., 2002; Kacinkis et al., 2005), que avaliaram
foliculos e ovacitos primordial, primério e secundario inicial. A diferenca entre os resultados
no que se refere a variacdo entre o valor minimo e méximo de foliculos e ovocitos, com uma
tendéncia a ser menor no presente trabalho pode ser explicada pelo método de obtencdo dos
mesmos. Todos os resultados relatados na literatura foram obtidos a partir de cortes
histoldgicos que envolvem fixacdo do material, processamento de corte e avaliacdo in situ dos
foliculos. Em contraste, os dados apresentados nesse trabalho foram obtidos por isolamento
do foliculo e seu respectivo ovacito, ou seja, a retirada do foliculo do tecido ovariano faz com
que ocorra uma acomodacdo tridimensional, permitindo uma avaliacdo correta do seu
tamanho.

Para a caracterizagcdo do perfil molecular foi avaliada a expressdo de doze genes
(OOSP1, BMP15, H3A, H4, H2A, H1IFOO SLBP, DNMT1, DNMT3A, SUV39H1, HAT1 e

HDAC) nos ovocitos em crescimentos que foram selecionados devido a sua participacdo em
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atividades criticas que ocorrem durante a gametogénese ou foram citados na literatura como
genes candidatos a competéncia.

Apesar da expressdo diferencial de varios genes ter sido relacionada com a
competéncia do ovocito em bovinos (Donnison & Pfeffer, 2004; Fair et al., 2004; Dode et al.,
2006; Mourot et al., 2006; Racedo et al., 2008; Caixeta et al., 2009), os mecanismos celulares
envolvidos na aquisicdo dessa competéncia, assim como as caracteristicas moleculares dos
ovoécitos competentes ainda ndo sdo conhecidos. Portanto, uma das alternativas para se
estudar competéncia é caracterizar como ocorre a formacao desses estoques e em que fase da
ovogénese e foliculogénese estes se completam.

Fatores intraovarianos como a OOSP1 e a BMP15 foram avaliados quanto ao seu
perfil de expressdo durante o crescimento do mesmo (Yan et al., 2001). Estudos mostraram
gue nos bovinos, a OOSP1 é expressa exclusivamente no ovécito podendo ser considerada um
bom marcador ovoécito-especifico (Tremblay et al., 2006). Portanto, é possivel que essa
proteina tenha alguma fungdo importante durante a maturacdo e/ou no inicio do
desenvolvimento embrionario, o que justificaria o seu acimulo de RNA e a formacdo de
estoques nos ovocitos.

Neste estudo a expressdo da OOSP1, so foi detectada em ovocitos a partir de foliculos
secundarios, apresentando aumento significativo em ovocitos de foliculos antrais. Em
contraste, em camundongos, Yan e colaboradores (2001) e Mano e colaboradores (2002)
encontraram expressao da OOSPL1 ja a partir de ovocitos de foliculos primarios, aumentando
de acordo com o crescimento do ovécito e diminuindo a partir da maturacdo. Analisando o
nivel de transcritos em ovdcitos de foliculos antrais, a expressdo da OOSP1 se manteve
estavel ndo sendo observada diferenga na quantidade de transcritos entre ovdcitos de foliculos
pequenos e grandes. Tais resultados estdo de acordo com o0s encontrados por Caixeta e
colaboradores (2009), que avaliando a expressdo diferencial da OOSP1 em ovocito
provenientes de foliculos antrais de diferentes tamanhos, ndo detectaram diferenca. Esses
resultados em conjunto indicam que, os estoques da OOSP1 se acumulam antes do periodo de
aquisicdo da competéncia em bovinos.

Outra substancia secretada pelo ovocito é a proteina morfogénica do osso (BMP) que
pertence a superfamilia dos fatores de transformagao do crescimento (TGFp) e participa de
eventos regulatdrios de proliferacdo celular e diferenciacdo em varios orgaos, principalmente
no ovario. Varias BMPs, estdo envolvidos na foliculogénese, crescimento e diferenciacao

folicular, expansdo do cumulus, ovulacéo e luteinizacdo (Hunter et al., 2005). Dentre essas
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BMPs, a BMP-15, foi considerada como um fator expresso pelo ovocito, mas com papel
essencial nas células da granulosa (Wu et al., 2002).

Os resultados do presente estudo, mostraram a presenca de RNAm para a BMP15 em
ovocitos desde foliculos primérios até foliculos antrais finais, com aumento significativo da
expressdo nas categorias de foliculos antrais. Da mesma forma, em camundongos, a BMP-15
é expressa desde o foliculo primario até foliculos antrais (Sanchez et al., 2009). Além disso,
observamos que a expressdo manteve-se estavel entre as categorias antrais, corroborando com
os resultados de Mourot e colaboradores (2006) e Caixeta e colaboradores (2009). Esses
autores verificaram que a expressdo do gene BMP-15 ndo foi afetada pelo tamanho do
foliculo antral, momento da clivagem ou condi¢do de maturacdo, sendo similar em ovdcitos
com diferentes competéncias. Apesar das células da granulosa fornecer nutrientes necessarios
para o crescimento e desenvolvimento do ovdcito, este afeta o desenvolvimento e a fungédo
folicular, comecando com a formacdo do foliculo primordial até os foliculos pré-ovulatérios
(Su et al., 2004). Isso justifica o aparecimento de transcritos ja no estagio de foliculo primario,
momento em que comecga 0 maior incremento no crescimento do ovécito, sendo essencial que
esse secrete proteinas que estimulem o crescimento folicular.

Em todas as células eucarioticas, as informacOes genéticas sdo parcialmente
compactadas no nacleo através dos nucleossomas. O nucleossoma consiste em 146 pares de
bases de DNA amarrados em um octamero de proteinas histonas (H2A; H2B, H3 e H4) e a
histona H1, que se une ao exterior do octamero para estabilizar as fitas de DNA, sendo a
unidade bésica da cromatina (Furuya et al., 2007). Em células somaticas, os niveis de RNAmM
de histonas estdo altamente relacionados com a replicacdo do DNA, pois essas ndo tém
capacidade de estocar essa proteina, enquanto os ovicitos estocam as histonas na forma de
RNAmM e de proteinas, para serem utilizadas no desenvolvimento embrionério inicial (Fair et
al., 2004; Dode et al., 2006; Mourot et al., 2006). Estudos tem relatado a relacdo entre os
estoques de histonas a competéncia dos ovdcitos em bovinos. Entretanto, ndo existe
consisténcia nos resultados, sendo que em alguns estudos a H2A (Caixeta et al., 2009; Mourot
et al., 2006) e em outros a H3 (Fair et al., 2004) foram identificadas como marcadores de
competéncia. Dai a importancia de se avaliar mais profundamente o perfil de expressdo dessas
proteinas durante a ovogénese.

Além da H2A, H3A e H4, também foi avaliada neste trabalho a expressdo da HLFOO.
A H1FOO ¢ a histona H1 especifica de ovocito (McGraw et al., 2006), a qual esta envolvida

no controle da expressdo génica durante a ovogénese e embriogenése inicial (Tanaka et al.,



58

2003; Tanaka et al., 2005; McGraw et al., 2006) e na substituicdo das protaminas do
espermatozdide por histonas apos a fecundacdo (Misusawa et al., 2010).

No presente estudo foi verificado que os transcritos da HLFOO aumentaram de acordo
com o tamanho do ovdcito, sendo maior em ovdcitos obtidos de foliculos antrais do que
foliculos pré-antrais primario e secundario inicial. De todas as histonas avaliadas a HIFOO
foi a que mostrou um perfil com aumento mais gradativo da expressdo durante o crescimento
do ovocito. Assim como as demais histonas, os estoques de RNA dessa proteina ja estdo
completos no estagio de foliculo secundario final antes da fase antral, pois se mantém estavel
a partir desse estagio. Os resultados desse trabalho corroboram os de Caixeta e colaboradores
(2009), em que a quantidade de transcritos permanceu inalterada entre ovocitos de foliculos
antrais pequenos e grandes. Em camundongos, os transcritos da HLFOO foram detectados em
ovocitos de foliculos primordiais, e aumentaram em ovocitos de foliculos primarios e
secundarios. A presenca da proteina avaliada por imunohistoquimica também foi demonstrada
em ovdcitos humanos durante toda a ovogénese, incluindo aqueles de foliculos primordias
(Mizusawa et al., 2010). Esses resultados sugerem que a expressao dessa proteina pode estar
associada ao processo de ativacdo do foliculo primordial (Tanaka et al., 2005). Entretanto, o
mesmo ndo foi observado no presente estudo, pois a presenca de transcritos nao foi detectada
em ovaocitos de foliculos primordiais. O motivo da diferenca encontrada entre os resultados é
dificil de ser identificada até pela inexisténcia de outros trabalhos que relatem esse tipo de
avaliacdo em ovdcitos bovinos. Entretanto, € bem possivel que a diferenca entre as espécies
estudadas possa ser a responsavel pela variacdo observada entre os trabalhos.

A H3A foi o Unico gene cuja expressdo ja foi detectada em ovdcitos obtidos de
foliculos primordiais. Além disso, a abundancia de transcritos para esse gene nado diferiu entre
ovacitos de varios estagios de crescimento sendo que seus estoques ja estavam estabelecidos
no estagio de foliculo primario. Considerando somente a fase antral, esses resultados séo
similares aos de Caixeta e colaboradores (2009), que observaram que no estagio de foliculo
antral pequeno a quantidade de transcritos ja estava estivel. Entretanto, diferem dos
resultados encontrados por Fair e colaboradores (2004), em que altos niveis de expressdo da
H3A foram relacionados com a competéncia do ovdcito, ou seja, ovocitos antrais competentes
e incompetentes apresentaram diferenca na quantidade de transcritos para essa histona. Um
outro fator intrigante é a razdo pela qual a deteccdo da expressdo assim como o acumulo de
transcritos para essa histona ocorre mais cedo na ovogénese do que para as outras histonas.

O perfil de expressdo da H4, ndo foi detectado nos ovocitos de foliculos primordiais e

a estabilizacdo na quantidade de transcritos ocorreu a partir dos de foliculo secundario inicial.
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A formacéo de estoques antes da fase antral pode ser confirmada em estudos que avaliaram a
expressao desse gene em foliculos antrais de varios tamanhos (Caixeta et al., 2009).

A histona H2A, assim como a H3, apresentou 0 mesmo padrao de expressao entre 0s
ovdcitos das categorias de foliculos primarios a antral final, coincidindo com o padrdo de
expressdo encontrado nas demais histonas avaliadas nesse trabalho. Surpreendentemente, ndo
foi observado um aumento da expressdo entre os ovocitos de foliculos antrais pequenos e
grandes, j& que estudos tem mostrado expressdo diferencial da H2A quando ovocitos
competentes e incompetentes foram avaliados (Mourot et al., 2006; Caixeta et al., 2009). Foi
levantada a possibilidade de que o método utilizado para a coleta dos ovécitos tenha
influenciado o resultado. Isso porque os ovocitos coletados neste estudo foram isolados apds
um processo mecanico e posteriomente enzimatico, diferente dos demais estudos em que 0s
foliculos foram isolados por dissecacdo e posteriormente com 0 seu ovocito retirado. Para
eliminar essa possibilidade, outro grupo de ovdcitos obtidos de foliculos isolados por
dissecacdo (Caixeta et al. 2009), foi analisado quanto a expressdo do gene da H2A, mas o
resultado foi igual. Considerando que a H2A tem pelo menos trés variantes (Vigneault et al.,
2006) uma outra possibilidade para explicar a discrepancia nos resultados seria a utilizacdo de
variantes distintas, entretanto no presente trabalho e no de Caixeta et al. (2009) foram
utilizados “primers” para a mesma isoforma da proteina (H2A.z.), 0 que ndo justifica as
diferencas encontradas.

Dada a importancia das histonas, este estudo também avaliou o padrdo de expressao
da Stem-Loop Binding Protein (SLBP) que € uma proteina que se liga na regido de stem-loop
de RNAmM de histonas protegendo-o da degradacdo. Portanto, possui um papel central na
ativacdo, estabilizacdo e tradugdo de RNAms de histona (Allard et al., 2002). O nivel de
transcritos da SLBP, neste trabalho, aumentou de acordo com o tamanho do ovdcito, sendo
mais expressos entre 0s grupos de ovocitos provenientes de foliculos antrais inicial e final do
que nos ovocitos correspondentes a categoria de foliculos pré antrais. Portanto, o
comportamento desse gene foi diferente do das histonas, pois apresentou incremento na
passagem da fase pré-antral para a antral. Considerando-se que a SLBP é um gene importante
para o estoque das histonas, poderia-se esperar que acompanhasse o perfil de expressdo dessas
proteinas. E possivel que nos estagios iniciais em que esta ocorrendo a formagao dos estoques
de histonas uma maior atividade dessa proteina seja necessaria e, portanto maior taxa de
traducdo. Desta forma, dificultando a formacédo de um estoque de RNAm. Outro fator que
deve ser levado em conta é que o mecanismo de estoque das varias histonas pode ser diferente

entre elas. Essa hipotese é baseada em estudo utilizando camundongos transgénicos que foram
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manipulados para alterar a quantidade de SLBP em ovdcitos, e isso afetou o acimulo de
RNAmM das histonas H3 e H4, mas ndo das histonas H2A e H2B (Arnold et al., 2008).

Estudos tém indicado que modificacGes epigenéticas sdo as principais responsaveis
pelas modificacbes na dindmica da estrutura da cromatina e na consequente regulacdo da
expressdo génica (Xue et al., 2010). Essas modificacbes epigenéticas envolvem dois
principais eventos, a metilacdo do DNA e as modificagbes nas histonas. Todas essas
modificacGes sdo catalizadas pelas mais diversas enzimas, como as DNMTs, HMTs, HATs e
HDACSs (Bernstein et al., 2007).

Os padrdes de metilacdo sdo estabelecidos durante a gametogénese e esse processo é
fundamental para o desenvolvimento. Portanto, o conhecimento do perfil de expresséo de
enzimas responsaveis por esse evento é essencial para o entendimento da formacdo de
gametas de qualidade. No presente estudo foi avaliada expressdo da DNMT3b, que catalisa a
metilacdo “de novo” e a DNMT1 responsavel pela metilagcdo de manutencao.

Os resultados mostraram que apesar da presencga de transcritos para DNMT3b terem
sido detectada em ovdcitos de foliculos primarios e secundarios finais, 0 maior acumulo
ocorreu na transicdo da fase pré-antral e antral. Resultados semelhantes foram obtidos em
camundongos por Lucifero et al. (2007), que avaliando a expressao da DNMT3b em ovdcitos
de foliculos primordias, secundarios e antrais observaram um aumento signficativo na
expressao nos de foliculos antrais. Quando esses mesmos autores comparam somente dois
tamanho de ovocitos pequenos (20-50 um) e grandes (60-80 pum) observaram um aumento
significativo na expressdo de acordo com o diametro do ovacito.

Em relacdo a DNMT1, o padrdo de expressdo foi semelhante a da DNMT3b,
entretanto nenhum transcrito foi detectado nos ovdcitos de foliculos primarios. Apesar da
DNMT1 ser uma enzima responsavel pela manutencdo da metilacdo atuando na fita hemi-
metilada apos a replicacdo, esses resultados mostraram que ela também esta envolvida no
processo de metilacdo do genoma do ovécito durante a gametogénese. Esses resultados
corroboram os de Lodde et al., (2009), que avaliaram ovacitos provenientes de foliculos pré-
antrais final, antral inicial e antral médio em bovinos e observaram a presenca de transcrito
nos ovocitos de todas as categorias.

Portanto, este estudo mostrou expressdao semelhante da DNMT3a e DNMT1
atingindo o maximo no estagio de foliculo de 1-3mm, e permanecendo estavel em ovdcitos de
foliculos maiores e, desta forma mais competentes. Sabe-se que nas células germinativas, o
padrdo de metilacdo é apagado no inicio do desenvolvimento e que durante a gametogénese

esse deve ser reestabelecido. Sendo assim, 0s baixos niveis de expressdo dessas enzimas no
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periodo pre-antral podem ser devido a que todo o RNA transcrito esteja sendo traduzido para
permitir que a metilacdo ocorra. E, somente no estagio antral € que comecga a ocorrer um
maior acimulo desses transcritos. 1sso levanta a possibilidade de que essas enzimas devem ser
estocadas como RNAs maternos que terdo um papel importante na metilacdo de novo ou de
manutencdo durante os estagios iniciais do desenvolvimento. Uma outra explicacdo para a
expressao tardia das DNMT1 e DNMT3B pode estar relaciona ao fato de que os ovdcitos
precisam ativar a transcricdo de alguns genes durante o crescimento, para que num estagio
mais avancado as enzimas responsaveis pela metilacdo ou por estrutura de heterocromatina
iniciem o processo de compactagdo de certas regides do genoma. Esse fato pode ser
comprovado por resultados de nosso laboratério que mostraram que ovdcitos obtidos de
foliculos de 1 a 3 mm, diferente dos de > 8 mm ainda ndo completaram seu padrdao de
metilacdo (Fagundes et al., 2011).

Durante o crescimento do ovoécito, varios eventos epigeneticos devem ocorrer
simultaneamente. Além do reestabelecimento do padrdo de metilagdo do DNA, as varias
modificagbes nas histonas como a acetilacdo e metilacdo e, posteriormente desmetilacéo,
devem ocorrer. Essas modificagbes envolvem as enzimas HMTs e o balanco entre HATS e
HDAC e a dindmica epigenética funcional, onde a HDAC desacetila as caudas das histonas,
as quais se aproximam da fita de DNA com carga negativa, para que as DNMTs possam
metilar o DNA e aumentar a compactacdo do material genético e reprimir a transcri¢do local
(Lugre et al, 1997).

As HATSs, acetilam residuos de aminoécidos na cauda amino-terminal de histonas,
causando uma reducéo na sua afinidade pelo DNA, aumentando a acessibilidade de fatores de
transcricdo ao DNA molde (Brownell & Allis., 1996). A expressdo dessa enzima, neste
estudo, foi detectada a partir do grupo de ovdcitos provenientes de foliculos primarios e
manteve a expressdo até foliculo antral, havendo variacdo entre ovdcitos de foliculos
secundario inicial e os de foliculos secundario final e antral inicial. O mesmo padrdo néo foi
observado em ovacitos de camundongos em que os niveis de transcrito foram semelhantes em
ovécitos de diferentes fases de crescimento (Kageyara et al.,, 2007). Considerando que
normalmente, quando a histona encontra-se acetilada, 0 DNA estd mais acessivel aos fatores
de transcricdo (Segev et al., 2001) era esperado que durante o periodo de crescimento
ovocitario, em que ocorre grande atividade transcricional, as histonas sejam acetiladas
requerendo atividade da HAT. A acetilacdo é um processo reversivel e a histona desacetilase

(HDAC) é responsavel pela reacdo oposta que geralmente resulta em repressao transcricional
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(Ma & Schultz., 2008). Portanto, o nivel de acetilagdo das histonas é controlado pelo balanco
entre a atividade da HAT e da HDAC.

A andlise da expressdo da HDAC em ovacitos de diferentes fases de crescimento
mostrou um perfil similar ao da HAT, com excessdo do estagio de antral final em que uma
diminuigéo na expressdo da HDAC foi observada. Se o balango entre a atividade dessas duas
enzimas € necessario para que as histonas sejam mantidas acetiladas, é compreensivel que o
padrdo de expressao seja similar. De fato, Endo e colaboradores (2008) sugerem que as
proteinas HAT1 e HDAC podem também possuir um padrao de expressdo similar. A medida
que o ovécito adquire a competéncia e se aproxima da retomada da meiose as histonas
comegam a ser desacetiladas, pelo aumento da atividade das HDAC, e, assim ocorre a
repressdo da transcricdo. Os ovdcitos de foliculos antrais maiores estdo mais proximos da
ovulacdo e sd@o mais competentes do que os de foliculos menores, portanto a diminui¢do na
expressdo da HDAC observada nessa categoria pode ser devido justamente a um aumento na
traducdo, visto que a atividade dessa enzima é necesséria para que o ovdcito pare de
transcrever e se prepare para a retomar a meiose. Desta forma, esse € o unico gene estudado
que apresentou uma relacdo entre mudanca da expressao e competéncia.

A metilacdo de histonas também estd relacionada a configuracdo da cromatina e
influencia varios processos relacionados com a transcri¢do e reparo do DNA. A metilagdo da
H3/K9, por agdo da histona lisina metiltransferase SUV39H1, por exemplo, esta relacionada a
repressdo da cromatina e € suficiente para induzir a repressdo da transcricdo. Neste
experimento, a expressdo da SUV39H1 em ovdcitos de bovinos, ocorreu a partir de foliculo
secundario inicial, sendo que um aumento significativo no nivel de transcritos foi observado
entre ovocitos de foliculo secundario final e aqueles de foliculos antrais. Esses resultados
discordam dos obtidos por Racedo e colaboradores (2009), onde a quantidade de RNAmM de
SUV39H1 de bovinos foi significativamente maior no grupo de ovoécitos provenientes de
foliculos de 2-8 mm do que no de foliculos menores do que 2mm. Convém ressaltar,
entretanto, que em nosso estudo as populagfes de ovocitos foram bem definidas, ou seja,
oriundos de foliculos de 1-3mm e de foliculos de acima 6mm. Além disso, no estudo de
Racedo e colaboradores (2009), os ovécitos foram puncionados e ndo isolados, o que muitas
vezes pode levar a erro, pois o tamanho do foliculo na superficie do ovario pode néo
representar o seu tamanho real.

A histona lisina metiltransferase SUV39H1 estabelece a trimetilacdo da H3K9 em
regides pericéntricas dos cromossomos (Schotta et al, 2002). Acredita-se que HDACs podem

recrutar a SUV39H1 para os nucleossomos (Vaute et al. 2002), ou seja, a HDAC desacetila as
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histona e recruta SUV39H1, para que metile o residuo de lisina das histonas tornando a
cromatina inativa. Portanto, as modifica¢Ges das histonas e a metilagdo do DNA s&o processos
interdependentes (Li, 2002), de forma que as DNMTs interagem com as histonas desacetilases
(HDACs) e metilam o DNA, estabelecendo assim uma estrutura de cromatina mais
condensada. O DNA hipermetilado e as histonas desacetiladas em determinadas localizagdes
do genoma entéo, reprimem a transcrigéao.

Na tentativa de ter uma visdo geral do perfil de expressdo de genes durante o
crescimento do ovdcito foi feita uma analise utilizando a soma da expressdo de todos os genes
estudados em cada grupo de ovdcitos. Essa analise mostrou que a quantidade de transcritos
total foi aumentando de acordo com o crescimento do ovécito, podendo se identificar trés
grupos distintos, 0s grupos correspondentes aos pré-antrais iniciais (primordial, primario e
secundario inicial), um grupo intermediario, correspondente aos ovocitos de foliculos
secundario finais, e o grupo de antrais, que incluem os antrais iniciais e finais. Essa analise
mostrou que a formac&o de estoques de RNAm ocorre antes do ovdcito adquirir competéncia.
Esse modelo reflete o resultado obtido para a maioria dos genes estudados, com excessdo das
histonas que apresentaram nivel de transcritos estavel ja na fase pré-antral. E importante
ressaltar que os niveis de transcritos fornecem uma medida da quantidade de RNA, que pode
ser afetado ndo sO pelos niveis de transcricdo, mas também pelo processamento e degradacao
do RNAm. Portanto, como nenhuma anélise da presenca de proteinas foi realizado, é dificil
tracar um modelo do mecanismo de acumulo e utilizacdo de transcritos durante a ovogénese.

Ficou claro que o nivel de expressdo da HDAC é um indicativo de competéncia
ovocitaria, o que é facilmente explicado considerando que ovocitos competentes completam o

Seu crescimento e cessam a transcricdo em preparagédo para a maturagédo e fecundacéo.
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6 CONCLUSOES

Em concluséo, para os doze genes analisados, pode se afirmar que todos os transcritos
se acumulam antes da aquisi¢do da competéncia e que apenas a HDAC pode ser considerada
como marcador para a competéncia ovocitaria. Entretanto, para se obter um perfil completo
do padrdo de expressdo génica e melhor entender como ocorre a formacdo de estoques de
transcritos durante a ovogénese, seriam necessarios mais estudos avaliando também a

expressao das proteinas codificadas pelos genes estudados.
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