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ANGIOTENSINA Il E SUA ASSOCIACAO COM FATOR-I DE
CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA, INSULINA E CELULAS
FOLICULARES NA MATURACAO DE OOCITOS BOVINOS E
CONSEQUENTE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

AUTOR: JERONIMO RUBERT STEFANELLO
ORIENTADOR: PAULO BAYARD DIAS GONCALVES
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 06 de maio de 2005.

O objetivo do presente estudo foi de avaliar a acdo da angiotensina II (Ang II), fator-I de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I) e insulina (Ins) na maturagdo nuclear e citoplasmatica de odcitos bovinos na
presenca de células foliculares. Os complexos cumulus-odcitos (CCOs) foram cultivados por 22 h na
presenca de células foliculares e Ang II, IGF-I ou Ins. Nesse experimento, foram utilizados dois grupos
controles, onde os oocitos foram cultivados na presenca (controle com células) ou na auséncia (controle
sem células) de células foliculares. Dois experimentos foram realizados com esses cinco grupos, sendo um
com ¢ outro sem adicdo de LH e FSH. Somente os oocitos cultivados no grupo Ang II (88,2+1,8 ¢
90,7+4,3%, respectivamente sem ¢ com LH/FSH) reiniciaram a meiose em indices similares aqueles
cultivados na auséncia de células foliculares (89,7£0,3 e 92,6+2,6; P<0,01). Em um segundo experimento,
foi avaliada a ag¢do da Ang II e sua associagdo ao IGF-I ou insulina na maturagdo de oocitos por 7
(rompimento da vesicula germinativa - RVG), 12 (metafase I - MI) e 22 (metafase II - MII) horas, em um
delineamento similar ao do experimento anterior. A Ang II, Ang II + IGF-I e Ang II + Ins, independente
de gonadotrofinas, foram capazes de reverter a inibigdo da maturacdo causada pelas células foliculares,
nos mesmos niveis do grupo controle sem células (P<0,01), nos trés horarios estudados. Um tltimo
experimento foi realizado para avaliar o efeito das células foliculares, Ang II, IGF-I, Ins e suas
associacdes durante a maturagdo de o6citos sobre o indice de desenvolvimento embriondrio subseqiiente.
Os odcitos foram maturados em grupos similares aos do segundo experimento por 1 h (1+23 h), 12 h
(12+12 h) ou 24 h na presenca de células foliculares e seus respectivos tratamentos + o periodo para
completar 24 h em meio de maturagdo. Em 1 + 23 h, ndo houve diferenca nos resultados de clivagem,
blastocistos e eclosdo entre os cinco grupos. No sistema 12 + 12 h, os odcitos no grupo Ang II + IGF-I
atingiram indices de blastocistos (43,8+0,6) e eclosdo/total de odcitos (17,1+1,2) superiores aos outros
tratamentos (P<0,05). Em 24 h, a associagdo de Ang Il + IGF-I obteve maiores indices de blastocistos em
comparagdo aos demais tratamentos contendo células foliculares (P<0,05). Somente nesse grupo foram
obtidos blastocistos eclodidos apds 24 h na presenca de células foliculares. Em conclusdo, a Ang II reverte
o efeito inibitorio da maturacdo nuclear de o6citos bovinos causado pelas células foliculares, independente
da presenca de gonadotrofinas, IGF-I e insulina. No entanto, a capacitagdo oocitaria, medida pelo
desenvolvimento embrionario, ¢ superior quando a Ang II e IGF-I estdo presentes em meios contendo
células foliculares em cultivos de 12 + 12 horas.

Palavras-chaves: Bovino, Odcito, Maturacao, Angiotensina II, IGF-I.
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ANGIOTENSIN Il AND ITS ASSOCIATION WITH INSULIN-LIKE
GROWTH FACTOR-I, INSULIN AND FOLLICULAR CELLS ON BOVINE
OOCYTE MATURATION AND CONSEQUENT EMBRYO
DEVELOPMENT
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The aim of the present study was to evaluate the action of angiotensin II (Ang II), insulin-like growth
factor-I (IGF-I) and insulin (Ins) on bovine oocyte nuclear and cytoplasmic maturation with follicular
cells. Cumulus-oocyte complexes (COCs) were cultured for 22 h with follicular cells and Ang II, IGF-I or
Ins. In this experiment, two control groups were used, where the oocytes were cultured with (control with
cells) or without (control without cells) follicular cells. Two experiments were performed with these five
groups, in the presence or absence of LH and FSH. Only the oocytes cultured in the Ang II group
(88.2%1.8 and 90.74+4.3%), respectively without and with LH/FSH) had resumption of meiosis in similar
rates than those cultured in the absence of follicular cells (89.7+0.3 and 92.6+2.6; P<(.01). In a second
experiment, the action of Ang II and its association with IGF-I or insulin on oocyte meiotic maturation
was observed for 7 (germinal vesicle breakdown - GVBD), 12 (metaphase | - MI) and 22 (metaphase 1I -
MII) hours, in a similar experimental design of the previous experiment. The Ang II, Ang II + IGF-I and
Ang II + Ins, independent of gonadotrophins, were able to overturns the inhibition of meiotic maturation
caused by follicular cells, in the same rates of control group without cells, in the three evaluated period
(P<0.01). One last study was performed to investigate the effect of follicular cells, Ang II, IGF-I, Ins and
its associations during oocyte maturation on the rate of subsequent embryo development. The oocytes
were submitted to maturation similarly to the second experiment for 1 h (1+23 h), 12 h (12+12 h) or 24 h
in the presence of follicular cells and its respective treatments + the period to complete 24 h in maturation
media. In 1 + 23 h, the cleavage, blastocyst and hatching rates were not different among these five groups.
In 12 + 12 h, the oocytes matured in the Ang II + IGF-I group developed into blastocyst (43.84£0.6) and
hatching/total oocytes (17.1£1.2) in a higher rates than the others treatments (P<0.05). In 24 h, the
association of Ang II + IGF-I improved blastocyst rate in comparison to the others treatments with
follicular cells (P<0.05). Also, only in this group hatched blastocysts were obtained after 24 h in the
presence of follicular cells. In conclusion, Ang II overturned the inhibitory effect on bovine oocyte nuclear
maturation caused by follicular cells, independent of the presence of gonadotrophins, IGF-I and insulin.
However, the oocyte cytoplasmic maturation evaluated through embryo development was improved when
the Ang II and IGF-I were presents in maturation media with follicular cells for 12 + 12 hours.

Key words: Bovine, Oocyte, Maturation, Angiotensin II, IGF-I.
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1. INTRODUCAO

A maturag@o in vitro de odcitos bovinos, associada a fecundagdo ¢ posterior cultivo
embriondrio ¢ uma importante ferramenta utilizada tanto para a pesquisa como para fins
comerciais (GORDON, 1994). A maturagdo nuclear, taxas de fecundagdo e clivagem de odcitos
maturados In vitro ndo diferem significativamente daqueles maturados in vivo. No entanto, ha
uma diferenca surpreendente entre esses dois tipos de odbcitos no seu potencial de
desenvolvimento. Esse fato sugere solidamente maiores diferencas na maturagdo citoplasmatica
do que nuclear dos o6citos (HYTTEL et al., 1997).

In vivo, diversos fatores estdo envolvidos na maturagdo nuclear ¢ citoplasmatica de
o6citos bovinos. Um desses fatores ¢ a Angiotensina II (Ang II), um octapeptideo ativo do
sistema renina-angiotensina, encontrada em ovarios de mamiferos (HUSAIN et al., 1987;
LIGHTMAN et al., 1987; YOSHIMURA et al., 1992; ACOSTA et al., 2000; LI et al., 2004). A
concentragdo de Ang II no liquido folicular aumenta significativamente no momento proximo a
ovulagdo e apos a exposi¢do a gonadotrofina coridénica humana (hCG) em humanos
(LIGHTMAN et al., 1987) e coelhos (YOSHIMURA et al., 1994) e ap6s a exposi¢do ao
horménio luteinizante (LH) em bovinos (ACOSTA et al., 2000). Em ovarios de coelhas
perfundidos in vitro, a Ang II estimula a ovulagdo e a maturagdo meiotica de odcitos na auséncia
de gonadotrofinas (YOSHIMURA et al., 1992). Estudos recentes demonstram a importancia da
Ang II na maturacdo meidtica de oocitos suinos (LI et al., 2004) e bovinos (GIOMETTI et al.,
2005), além de seu possivel papel vascular na ovulacdo e na regressao e formagao do corpo luteo
(ACOSTA & MIYAMOTO, 2004).

Um outro fator importante tanto na foliculogénese como oogénese ¢ o fator-I de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I), um peptideo de 70 aminoacidos, estruturalmente
relacionado a insulina. Tem sido atribuido ao IGF-I a agdo de crescimento e diferenciagao celular
(DAUGHADAY & ROTWEIN, 1989) e o efeito anti-apoptoético durante o desenvolvimento
embrionario in vitro (BYRNE et al. 2002). Estudos in vitro e in vivo, na espécie bovina, tém
demonstrado fun¢des do IGF-I tanto na dinamica folicular, como na maturacao de odcitos € no
desenvolvimento embrionario. O IGF-I e suas IGFBPs sdo os principais responsaveis pela
dominancia folicular (RIVERA et al., 2001; GINTHER et al., 2004). Além disso, em odcitos

bovinos, a presenga de IGF-I no meio de maturagdo acelera a progressao da meiose e aumenta o
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numero de embrides que chegam ao estddio de blastocisto (HERRLER et al.,, 1992;
SAKAGUCHI et al., 2002). Simulando a acdo do IGF-I, a insulina, quando adicionada ao meio
de maturacdo, acelera a progressdo da meiose e tem efeito positivo na clivagem de embrides
bovinos (BORTOLOTTO et al., 2001). Além disso, quando adicionada no meio de cultivo,
possui uma atividade mitogénica e anti-apoptotica, aumentando o indice de desenvolvimento
embrionario (AUGUSTIN et al., 2003).

A maturacdo meiodtica do o6cito ocorre apds o maximo crescimento folicular, proximo a
ovulacdo. Porém, in vitro, a maturagdo meidtica inicia logo apds a retirada do odcito de foliculos
com didmetro médio de desenvolvimento, geralmente antes da divergéncia folicular, entre 3 a 8
mm (FAIR et al., 1995). Tendo em vista o problema da baixa capacitagdo oocitaria conseguida in
vitro, a hipotese do presente estudo foi de que ao simular os fatores fisioldgicos, utilizando
células e hormoénios envolvidos na maturacdo nuclear e citoplasmatica, o desenvolvimento
embrionario In vitro seria similar aqueles obtidos em sistemas in vivo. Assim sendo, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a acao da angiotensina II (Ang II), fator-I de crescimento semelhante a
insulina (IGF-I) e insulina durante a maturagdo de odcitos bovinos na presenca de células
foliculares, bem como determinar a influéncia desses tratamentos sobre a capacitacdo oocitaria,

medida através do desenvolvimento embrionario.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Maturacao nuclear e citoplasméatica do o6cito

Ao longo do desenvolvimento folicular, os odcitos sofrem diversas modificacdes
morfoldgicas e bioquimicas. Tais eventos, que iniciam com a formag¢ao do foliculo primordial e
continuam até o momento da ovulagdo, sdo responsaveis por tornar o odcito competente para uma
adequada fecundagdo e subseqiiente desenvolvimento embriondrio (BREVINI GANDOLFI &
GANDOLFI, 2001). A maturagdo ocorre de maneira gradual e sincronizada com os eventos
foliculares, visto que o desenvolvimento do foliculo e seu odcito sdo eventos paralelos e

relacionados funcionalmente (BEVERS et al., 1997).

2.1.1. Maturagao nuclear

Os oocitos sdo derivados das células germinativas primordiais, as quais, ainda no
desenvolvimento fetal, transformam-se em oogodnias que, por sua vez, diferenciam-se das outras
células por apresentarem um citoplasma claro, devido a pouca quantidade de organelas e
apresentarem uma alta freqiiéncia de divisdao mitotica, chegando a 2.700.000 oogdnias no dia 110 de
gestacao em bovinos (ERICKSON, 1966). Porém, esse nimero diminui, ja que muitos oocitos sofrem
processos degenerativos como resultado de erros genéticos ocorridos durante o “crossing over” ou a
distarbios metabodlicos e/ou vasculares (MOTTA et al., 1997). Em torno dos 72-82 dias de gestagdo
na vaca, alguns odcitos ja iniciam a primeira profase meiotica, passando entdo pelos estadios de
leptoteno, zigoteno, paquiteno e diploteno, onde ocorre a primeira parada da meiose, também
denominado estadio de dictioteno ou de vesicula germinativa (VG; RICHARDS, 1980).

A maturacdo final do odcito ocorre no foliculo ovulatorio, apds o pico de LH (hormonio
luteinizante) com o objetivo de produzir um oocito haploide. Ocorre o reinicio da meiose pela
dissolu¢do da membrana nuclear e condensa¢do da cromatina no processo denominado de
rompimento da vesicula germinativa (RVG), e a maturacdo nuclear passa pelos estadios de
metafase [ (MI), anafase I (Al), telofase I (TI) e progride até a metafase II (MII), onde ocorre a
segunda parada da meiose (GORDON, 1994). O tempo requerido para a maturagdo nuclear varia

dependendo da espécie, no bovino, a RVG ocorre de 8-12 horas, a MI de 12-15 horas, a Al e a TI de
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15-18 horas e a MII de 18-22 horas ap6s o pico de LH ou apos a retirada do odcito do foliculo
(SIRARD et al., 1989; WU et al., 1997). A competéncia meidtica, ou seja, a habilidade do odcito para
reiniciar a maturagdo nuclear ¢ obtida no final da fase de desenvolvimento. Em bovinos, os odcitos
atingem a completa competéncia meidtica com 110 um em foliculos com didmetro de 2-3 mm (FAIR
et al., 1995).

O armazenamento de determinados RNAs e proteinas ¢ necessario para conferir a
competéncia ao oocito (SIRARD & COENEN, 1994a). Ao final desta fase, a atividade de
transcricdo ¢ drasticamente diminuida e o odcito ja ¢ capaz de reiniciar a meiose e atingir a
metafase II. Odcitos incopetentes sdo deficientes em RNAm para o fator promotor da fase M
intracelular (MPF). Os odcitos reiniciam a primeira divisdo meidtica depois do estimulo hormonal in
vivo. Provavelmente, esse ¢ um sinal comum para ativar o MPF ¢ a MAP quinase (MAPK -
“mitogen-activate protein”) para a maturacao dos odcitos nos mamiferos (DEKEL, 1996).

O MPF ¢ composto de dois componentes, a proteina p34cdc2 que controla a divisdo celular
(subunidade catalitica de 34 kD) e a proteina ciclina B (subunidade regulatoria de 45 kD). Para o
MPF ser ativado, a treonina-14 ¢ a tirosina-15 da subunidade catalitica devem ser desfosforiladas pela
enzima fosfatase cdc25 (KUMAGAI & DUNPHY, 1992; MALLER, 1994). Os oo6citos em fase de
crescimento t€ém menores niveis de p34cdc2 € ndo podem progredir da fase G2 a M, porém, no fim da
fase de crescimento hd um grande aumento na concentracdo e na atividade da p34cdc2 para a aquisi¢cao
da competéncia meidtica (CHESNEL & EPPIG, 1995; De VANTERY et al., 1996).

O MPF tem uma forte afinidade pela quinase da histona H1. Nos o6citos bovinos, essa
quinase tem menor atividade no estadio de vesicula germinativa e tem um aumento gradual até atingir
seu pico no estadio de MI. Depois desta fase, a atividade do MPF, medida através da histona H1, tem
uma diminuicdo significativa que coincide com a Al e a TI. Um maior aumento da atividade do MPF
¢ observado na MII, que ¢ mantido por varias horas durante a maturagdo do odcito, diminuindo
gradualmente depois de 30 horas da maturagdo do odcito (WU et al., 1997).

Em mamiferos, hd evidéncias de que alguns eventos que ocorrem durante a maturagdao do
odcito sao regulados pela MAP quinase, também chamada de ERK (“extracellular regulated kinase™).
A familia da MAP quinase ¢ ativada em conseqiiéncia da fosforilagdo de uma tirosina e uma treonina
especificas durante a maturacdo do oocito. No bovino, a MAP quinase ¢ ativada no estddio de RVG, e
tem sua atividade maxima em MI e permanece com alta atividade até a formagdo dos pro-ntcleos
(NURSE, 1990; FISSORE et al., 1996). Esses achados sugerem que a MAP quinase pode estar

envolvida no processo de fecundacao.
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Ha evidéncias que a maturagdo de odcitos € dependente de hormonios esterdides e de sinais
quimicos determinados por hormdnios protéicos e fatores de crescimento. Esses sinais ativam
receptores presentes na membrana citoplasmatica, estimulando a formagao intracelular de segundos
mensageiros (BERRIDGE, 1985), como o diacilglicerol, o inositol trifosfato (IP3) e célcio, os quais
por ativacdo de quinases e fosfatases estdo envolvidos na transmissao do sinal da membrana celular
ao nucleo (BAE & CHANNING, 1985; HOMA et al., 1991; KAUFMAN & HOMA, 1993).

O AMPc (monofosfato de adenosina ciclico) tem uma fung¢do inibitoéria na maturagdo nuclear
de odcitos de muitas espécies. No bovino, 0 AMPc induz uma inibi¢do transitéria do RVG, mas nao
impede a progressao até MI, evento esse correlacionado com a proteina quinase-A (PK-A), a qual é
dependente de AMPc (HOMA, 1988; SIRARD, 1990; HERNANDEZ et al., 1994). No entanto,
substincias que ativam a proteina quinase-C (PK-C) estimulam o reinicio da meiose
(BERTAGNOLLI et al., 2004); enquanto que, as que inibem esta proteina atrasam a maturacao
nuclear (JUNG et al., 1992). Do mesmo modo que nas quinases, varias substancias que atuam sobre

as fosfatases podem inibir ou estimular o reinicio da meiose (SIRARD, 2001).

2.1.2. Maturagdo citoplasmatica

A maturagdo nuclear, taxas de fecundagdo e clivagem de oocitos maturados in vitro nao
diferem significativamente daqueles maturados in vivo. No entanto, ha uma diferenga
surpreendente entre esses dois tipos de odcitos no seu potencial de desenvolvimento. Esse fato
sugere solidamente maiores diferencas na maturagdo citoplasmatica do que nuclear dos odcitos
bovinos (HYTTEL et al., 1997).

Quando os odcitos reiniciam a meiose durante a maturagéo, tanto in vivo como in vitro, a
habilidade de produzir proteinas nido ¢ afetada, porém, ele perde a capacidade de transcrever
(SIRARD & COENEN, 1994a; BLONDIN & SIRARD, 1995; FOULADI NASHTA et al.,
1998). A plena capacidade de transcrigdo somente sera restabelecida apds a ativacao do genoma
embriondrio, durante uma fase chamada de “transi¢do materno-zigotica” (MZT), que no bovino
ocorre no quarto ciclo celular entre os estaddios de 8 a 16 células (BREVINI GANDOLFI e
GANDOLFI, 2001).

O oocito ¢ responsavel por conter as instrugdes necessarias para dirigir as primeiras
divisdes zigoticas e a ativagdo do genoma embrionario (SIRARD, 2001). Antes da ativacdo do

genoma do embrido, o desenvolvimento embriondrio ¢ suportado por RNAs e proteinas maternas,
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sintetizados durante a oogénese. No odcito, ao contrario do que ocorre com qualquer célula
somatica, o intervalo entre a sintese e a utilizagdo do RNA e moléculas protéicas pode ser de até
varias semanas, ocorrendo o armazenamento dessas moléculas em uma forma quiescente para o
seu emprego no tempo certo ao longo da maturagcdo do odcito e desenvolvimento embrionario
inicial (BREVINI GANDOLFI & GANDOLFI, 2001). A eficiéncia de tal armazenamento, assim
como a reativacao oportuna das moléculas armazenadas determina a qualidade do odcito e a sua
competéncia para o desenvolvimento embrionario.

A maturagao citoplasmatica do o6cito comeca a partir de foliculos primordiais. O nacleo do
odcito ¢ rodeado pelas mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso e um pequeno complexo de
Golgi, sendo possivel a visualizacdo dos nucléolos, os quais t€ém um importante papel na sintese de
acido ribonucléico (RNA). Nessa fase, ocorre ainda, a sintese das proteinas da zona pelicida (VAN
WEZEL & RODGERS, 1996), embora a zona pelucida esteja morfologicamente presente somente
nos oocitos dos foliculos secundarios, onde j& aparecem as jungdes intercomunicantes (“‘gap
junctions”; HYTTEL et al., 1997).  As modificagdes principais observadas durante a fase de
desenvolvimento do odcito sdo a) as formacdes das jungdes intercomunicantes entre o odcito e suas
c¢lulas somaticas circundantes, b) desenvolvimento e deslocamento do complexo de Golgi para a
periferia do odcito, c¢) desenvolvimento do reticulo endoplasmatico liso e das gotas lipidicas, d)
formagao dos granulos corticais e zona pelucida, e) diferenciagdo da mitocondria, f) quebra dos
centriolos, g) transcricdo e prote¢do dos RNAm (4cido ribonucleico mensageiro) maternos para a
sintese de proteina do oocito, das células somaticas e do desenvolvimento embrionario precoce (FAIR
etal., 1996; HYTTEL et al., 1997).

Os fatores citoplasmaticos que originam durante o desenvolvimento e maturagdo dos odcitos
sdo essenciais para a capacidade de desenvolvimento, aquisi¢do da competéncia meidtica, fecundacao
e desenvolvimento embrionario. Os 06citos com uma maturagdo nuclear normal, em tempo regular,
mas que possuem uma assincronia entre a maturagado citoplasmaica e a nuclear, ndo serdo fecundados
ou ndo irdo ter um desenvolvimento embrionario (BLONDIN & SIRARD, 1995; BEVERS et al.,
1997; HYTTEL et al., 1997). H4 uma significativa mudanga na sintese protéica detectavel apds o
pico de LH, a modulacdo da sintese protéica ¢ observada simultaneamente com a reorganizac¢do das
organelas citoplasmaticas durante a maturagdo do oocito (CRAN, 1989; MOTLIK & KUBELKA,
1990).

Mudancas no numero, tamanho e/ou posicdo das organelas citoplasmaticas tém sido

observado nos odcitos de mamiferos. No decorrer do remodelamento do citoplasma, a maioria das



16

organelas migram para o centro da célula. As mitocondrias e o complexo de Golgi localizavam-se
perifericamente no odcito imaturo, porém apos a maturacao as mitocondrias estdo distribuidas mais
centralmente na superficie do ooplasma e o complexo de Golgi diminui o seu desenvolvimento
simultaneamente com o agrupamento do reticulo endoplasmatico liso (HYTTEL et al., 1989).
Entretanto, os granulos corticais associados com um segmento do reticulo endoplasmatico liso,
permanecem proximo a periferia da célula. H4 um aumento no niumero dos granulos corticais depois
do pico de LH (CRAN, 1989; FAIR et al., 1997). O numero de granulos corticais no cortex ¢
significativamente maior nos oocitos apés o0 RVG que aqueles observados nos odcitos com a vesicula
germinativa intacta.

A comunicagdo entre as células do cumulus e o oocito ¢ através das jungdes
intercomunicantes. As células somaticas processam um canal através da zona pelucida para troca de
substancias com o citosol do o6cito. Apds o pico de LH, ha uma evidente diminui¢do do fluxo de
substancias das células da granulosa para o o6cito e ocorrem mudangas morfologicas nessas jungdes
(BEVERS et al., 1997).

Com essas modificacdes ultra-estruturais e outras transformagdes bioquimicas adquiridas
durante a maturacdo nuclear e citoplasmatica, o o6cito esta apto para ser fecundado e suportar um

subseqiiente desenvolvimento embrionario.

2.1.3. Inibi¢do da maturacao do oocito

Os o6citos, como descrito anteriormente, quando in Vivo, reiniciam a meiose apds o pico
ovulatorio de LH. No entanto, in vitro, a meiose ¢ reiniciada espontaneamente quando esses sao
isolados de seus foliculos e cultivados em um meio adequado (EDWARDS, 1965). Em grandes
animais, foi observado que a parede folicular promove inibi¢do meidtica quando os odcitos sdo
cultivados com metades foliculares, com ou sem contato fisico (TSAFRIRI & CHANNING,
1975; LEIBFRIED & FIRST, 1980; SIRARD & COENEN, 1993). Além disso, quando oocitos
bovinos contendo células do cumulus sdo maturados na presenga da teca interna ou externa de
foliculos de 2-5 mm, ha inibi¢do no reinicio da meiose. O fator de inibi¢do produzido pelas
células da teca ¢ soltivel no meio e age através das células do cumulus (RICHARD & SIRARD,
1996). Odbcitos bovinos cultivados em meio condicionado com células foliculares também
apresentam inibicdo da maturagdo meidtica. Ainda, RICHARD & SIRARD (1998) demonstraram

a presenca de duas proteinas (190 e 210 kDa) que sdo secretadas no meio contendo células da
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teca, uma dessas proteinas, ou as duas, podem ser responsaveis pela inibicdo da maturagdao de
o6citos bovinos quando cultivados na presenca de células da teca. As células da granulosa
também inibem a maturagdo nuclear de odcitos bovinos, quando na presenca de liquido folicular
(GONCALVES et al., 2001).

O liquido folicular inibe o reinicio da meiose em o6citos de ratos e suinos (TSAFRIRI &
CHANNING, 1975; TSAFRIRI et al., 1977). Em bovinos, o liquido folicular de pequenos
foliculos (menores do que 3 mm) induziu a uma significativa inibicdo da matura¢do nuclear
quando comparados a odcitos maturados em meio de cultivo ou liquido folicular de foliculos de
maior didmetro (CHOI et al., 1998; EMANUELLI et al., 2000).

Alguns pesquisadores utilizaram essa estratégia de manter os odcitos em VG com a
finalidade de melhorar a capacitagdo do o6cito durante a maturagcdo, obtendo-se um melhor
desenvolvimento embriondrio subseqiiente. SIRARD & COENEN (1994b) inibiram a maturacao
nuclear de o6citos bovinos utilizando cycloheximide, um inibidor da sintese protéica, associado a
progesterona, por 6 horas, tendo um efeito significativamente positivo no subseqiiente
desenvolvimento embriondrio. Do mesmo modo, FOULADI NASHTA et al. (1998) obtiveram
um maior indice de desenvolvimento embrionario ao cultivar, por 24 horas, oocitos no interior de
seus foliculos dissecados. Efeito este comparado ao encontrado por BLONDIN et al. (1997) apds
deixarem os ovarios por 4 horas em banho-maria antes do inicio da pungao folicular.

Embora ndo se tenha o conhecimento de todos os fatores responsaveis pelo reinicio da
meiose, sabe-se que a Angiotensina Il (Ang II) € capaz de induzir a meiose e reverter o efeito
inibitorio das células foliculares sobre a maturacdo nuclear de odcitos (YOSHIMURA et al.,
1992; LI et al., 2004; GIOMETTI et al., 2005). Além disso, o fator-I de crescimento semelhante a
insulina (IGF-I) e a insulina sdo capazes de acelerar a progressdo da meiose in Vitro

(BORTOLOTTO et al., 2001; SAKAGUCHI et al., 2002).

2.2. Sistema renina-angiotensina

O Sistema Renina Angiotensina (RAS) ¢ conhecido classicamente como regulador da
pressdo sangiliinea ¢ homeostase (PEACH, 1977). O RAS ¢é composto por uma cascata de
peptideos, entre eles estd a Angiotensina II (Ang II). Essa cascata inicia com a clivagem do

Angiotensinogénio em Angiotensina I (Ang I) pela renina (CLAUSER, et al., 1989). A conversao
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da Ang I em Ang II ¢ mediada pela ECA (Enzima Conversora de Angiotensina), que apresenta
diferentes niveis de atividade nos diferentes locais, sendo que no ovario sua atividade ¢ moderada
(LIEBERMAN & SASTRE, 1983; VAN SANDE et al., 1985). Porém, ndo existe uma ciclicidade
no padrdo de liberacdo da ECA que acompanhe o ciclo estral, mas em foliculos pré-ovulatérios
de ratas seus niveis sdo extremamente altos, indicando que sua atuagao esta relacionada ao inicio
da maturacao do odcito e na atresia folicular (DAUD et al., 1988).

Ha diversas evidéncias demonstrando a presenga de um RAS extra-renal em varios
orgdos, incluindo o cérebro (GANONG, 1984), o coragdo (LINDPAINTER et al., 1987), veias
sangiiineas (CAMPBELL et al., 1987), glandulas salivares (WILSON et al., 1977) e testiculos
(PANDEY & INAGAMI, 1986). As altas concentragdes de pro-renina, renina, angiotensinogénio
e Ang II encontradas em ovarios de humanos (CULLER et al., 1986; GLORIOSO et al., 1986;
LIGHTMAN et al., 1987), a expressao de Ang II em foliculos de ratas (DAUD et al., 1988), bem
como a presenca de seus receptores (HUSAIN et al., 1987) e do RNAm de renina e
angiotensinogénio no ovario desta mesma espécie (OHKUBO et al., 1986; KIM et al., 1987)

sugerem a presenga de um RAS ovariano com uma funcdo autdcrina e/ou paracrina.

2.2.1. Angiotensina II

A Angiotensina II (Ang II) ¢ um octapeptideo ativo do sistema renina-angiotensina, a qual
¢ encontrada em ovarios de diversos mamiferos, como ratos (HUSAIN et al., 1987), coelhos
(YOSHIMURA et al., 1992), suinos (LI et al., 2004), bovinos (ACOSTA et al., 1999) e humanos
(LIGHTMAN et al., 1987). No ovario, independente dos niveis circulantes, existe
comprovadamente a sintese de Ang II, j4 que ratas nefrectomizadas bilateralmente apresentam
elevados niveis desse peptideo no liquido folicular. Além de que, os niveis de Ang II no tecido
ovariano sdo muito maiores que os niveis encontrados em um volume equivalente de plasma
(HUSSAIN, et al. 1987).

A concentra¢do de Ang II no liquido folicular aumenta significativamente no momento
proximo a ovulagdo e apds a exposi¢do a gonadotrofina coridnica humana (hCG) em humanos
(LIGHTMAN et al., 1987) e coelhos (YOSHIMURA et al., 1994) e ap6s a exposi¢ao ao
hormonio luteinizante (LH) em bovinos (ACOSTA et al., 2000), inclusive, apresentando niveis

intra-foliculares de Ang II superiores aos plasmaticos. A elevacdo da atividade intra-folicular da
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renina, a qual parece ser iniciada pela onda pré-ovulatéoria de gonadotrofinas, pode ser
responsavel pelo aumento da produgdo e secrecao ovariana de Ang II (YOSHIMURA et al.,
1994).

Estudos em coelhas in vitro obtiveram Ang II a partir do angiotensinogénio, utilizando
como enzima catalisadora da reagdo o ativador de plasminogénio (PA) tecidual, substituindo a
ECA. As células foliculares produzem essas proteases apds a onda pré-ovulatoria de
gonadotrofinas. Um nivel elevado de serina pode estar relacionada a producao local de Ang II, o
que significa uma possivel via de obtencdo de Ang II no ovario (PELLICER et al. 1988a;
YOSHIMURA et al., 1997).

Estudos de imunohistoquimica em ovarios humanos revelam alta densidade de Ang II nas
células da teca, do estroma, bem como em células luteinicas, enquanto que as células da
granulosa de foliculos em desenvolvimento sdo fracamente marcadas. Esses resultados indicam
também que células sensiveis ao LH sdo a fonte de Ang II durante o inicio da fase folicular
(PALUMBO et al., 1989; LIGHTMAN et al., 1987). Estes autores demonstraram que a onda pré-
ovulatoria de gonadotrofinas ativa o RAS ovariano nas células da granulosa. Essa ativagao das

células da granulosa de foliculos pré-ovulatorios podem levar a sintese de renina e Ang II

(PALUMBO et al., 1989).
2.2.2. Receptores da angiotensina II

Sao descritos dois subtipos de receptores para Ang II, AT1 e AT2 (SASAKI et al. 1991;
MUKOYAMA et al. 1993). Os subtipos de receptores para Ang Il apresentam expressao variada
nos diferentes tecidos (YOSHIMURA , 1997). Os dois receptores medeiam fungdes fisioldgicas
opostas. O receptor AT1 ¢ responsavel por mediar a maioria dos efeitos da Ang II, como
vasoconstricao, secrecao de aldosterona e do hormoénio antidiurético bem como da proliferagdo
celular (MURPHY et al., 1991; SASAKI et al., 1991). O receptor AT2 ¢ conhecido por mediar
apoptose e fungdes reprodutivas (YAMADA et al., 1996; BOTTARI et al., 1992; TAKAHASHI
et al, 1994). Este também tem sido expresso em tecidos fetais e durante condicdes
patofisioldgicas, como cicatrizagdo da pele e remodelagdo vascular. Esses receptores estdo
relacionados a varios sistemas efetores como: a) fosfofolipase C, a qual hidrolisa fosfatidilinositol

4,5 bifosfato e elevagio do Ca'™, b) fosfolipase D, a qual é ativada pela proteina quinase C e
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provoca fosforilagdo da tirosina envolvida no crescimento celular, c¢) ativagdo da adenilato
ciclase, a qual ativa a proteina quinase A via AMPc, e d) fosfolipase A2 que leva a liberacao de
acido araquidonico e sintese de prostaglandinas (BERK & CORSON, 1997). O bloqueio desses
receptores ocorre com substancias antagonistas especificas como o PD123319 para AT2 e o
Losartan para o AT1. A Saralasina pertence a classe dos antagonistas analogos peptidicos e
bloqueia diretamente a Ang II (YOSHIMURA, 1997).

Quanto a presenca de receptores ovarianos para Ang II, os dados variam entre algumas
espécies. O tipo AT2 ¢ abundante na granulosa de foliculos atrésicos em ratas (DAUD, et al.
1988; PUCELL et al. 1988). Outros trabalhos relatam a expressao de receptores AT1 difundidos
em todo o tecido ovariano, havendo auséncia de expressdao de receptor AT2 em porcdes viaveis
do ovario como foliculos ovulatorios e pré-ovulatérios (PUCELL et al., 1991; OBERMULLER et
al., 1998).

Em macacas, foram encontrados receptores na teca interna e na vaca somente tipo AT2 nas
células da teca (AGUILERA, et al. 1989; BRUNSWIG-SPICKENHEIER &
MUKHOPADHYAY, 1992). Porém, recentemente MACHADO (2004), em bovinos, detectou
que receptores AT1 foram expressos nas células da teca e granulosa de foliculos a partir de 6
mm, enquanto que os AT2 foram expressos em células da teca a partir de 3 mm e na granulosa
em foliculos maiores que 12 mm.

A expressdo dos receptores varia também de acordo com o desenvolvimento folicular
(NIELSEN et al., 1994). A presenca dos receptores aumenta em foliculos grandes, sugerindo um
incremento de expressdo durante o crescimento ¢ maturagdo folicular (BOTTARI et al., 1993).
No cultivo de células ovarianas in vitro, em meio sem soro, foi demonstrado o efeito do LH nos
receptores para Ang II. Nas células da teca bovina, foi expresso o dobro de receptores AT2
quando adicionado LH no meio de cultivo, em comparagdo ao grupo sem LH (BRUNSWIG-

SPICKENHEIER & MUKHOPADHYAY, 1992).

2.2.3. Efeito da angiotensina II na esteroidogénese

A Ang II promove a ligagdo do colesterol com o citocromo p450scc, enzima responsavel

pela clivagem do colesterol em pregnelonona. Em ratas, a secre¢dao de estrégeno ¢ estimulada
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pela Angll quando ovarios imaturos sao tratados com eCG (Gonadotrofina Coridnica Eqiiina).
No entanto, a secre¢ao de progesterona nao ¢ afetada (BUMPUS et al., 1988).

Foi estabelecido um modelo para um mecanismo autocrino/paracrino de acdo da Ang Il nos
foliculos ovarianos de ratas, ja que a renina estd presente na teca interna e a formacao de Ang II
se localiza também nessas células. Estando os niveis de Ang II elevados nas células da teca, a
Ang II pode agir de forma autdcrina, elevando a produgao de andrégenos. Os androgenos, a
renina ¢ Ang Il podem, entdo, se difundir pela membrana basal para as células da granulosa,
elevando desta forma a aromatizagdo dos androgenos em estrogenos e, assim, aumentando os
niveis destes no liquido folicular e na circulagdo (BUMPUS et al., 1988). Um estudo com suinos
demonstrou que a Ang II pode interferir no processo de esteroidogénese nas células da granulosa,
j& que ha uma redugdo dos niveis de progesterona dependente da concentra¢do de gonadotrofinas,
induzido pela Ang II. Nesta espécie, a Angll age nas células da granulosa e na esteroidogénese,
por meio da proteina quinase C (LI et al., 1995).

Em coelhos, a Ang II estimulou a produgdo de estrégeno e prostaglandinas (PGE, e
PGF,,), mas ndo de progesterona. Quando had um bloqueio ovariano da Ang Il com saralasina,
ocorre também um bloqueio da produg¢do de prostaglandinas e estrogeno, ndo ocorrendo
alteracdes nas concentragdes de progesterona (YOSHIMURA et al., 1993).

Em outro estudo, em ovarios de coelhas perfundidos com Ang II, pode-se atribuir aos
receptores AT2 a sintese de estrogeno mediada pela Ang II. Nesse experimento, foi observado
que a producdo de estrégeno ¢ diminuida somente pela adicdo de um antagonista do receptor
AT?2, sem ocorrer alteragdes nas concentragdes de progesterona, evidenciando que a producao de
estrogeno estimulado por gonadotrofinas deve-se, em parte, a Ang Il via AT2 (KUIJI et al., 1996).

Em bovinos, a Angll age nas células luteinicas, diminuindo o acimulo de RNAm para o
citocromo p450scc (STIRLING et al., 1990). ACOSTA et al. (1999) demonstrou que a infusdo de
Ang II por meio de microdialise induz a producdo de progesterona, estrégeno e prostaglandinas
em foliculos bovinos in vitro.

Esses resultados demonstram que a Ang II produzida no ovario modifica, de forma
paracrina e autocrina, a sintese e secrecdo de hormonios produzidos pelas células foliculares

ovarianas.
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2.2.4. Papel da Angiotensina II na ovulagdo e maturagdo do oocito

A Ang Il ¢ um hormoénio ativo do RAS que causa vasoconstricdo arterial e tem
propriedades angiogénicas. Um estudo morfoldgico em foliculos pré-ovulatoérios ndo havia
encontrado evidéncias de que a Ang II induziria a vasoconstricdo da microvasculatura folicular
(KUO et al., 1991). Porém, ACOSTA & MIYAMOTO (2004), através da técnica de microdialise,
demonstraram seu possivel papel vascular na ovulacdo e na regressao e formagao do corpo luteo.
Como descrito anteriormente, a concentragdo de Ang Il no liquido folicular aumenta no momento
proximo a ovulacdo em diferentes espécies (LIGHTMAN et al., 1987; YOSHIMURA et al.,
1994; ACOSTA et al., 2000), o que evidencia a participacdo da Ang II nos processos de
maturacao do oocito e ovulagao.

Em um estudo em coelhos, YOSHIMURA et al. (1992) demonstraram que a Ang II induz
a ovulagdo, além de que a utilizagdo de um antagonista da Ang II bloqueou a ovulagdo em ratas
(PELLICER et al., 1988b). No entanto, existe uma divergéncia de qual receptor da Ang II seria
responsavel por esse processo. YOSHIMURA et al. (1996) demonstrou que a ovulagdo seria
controlada pelo AT2, onde somente a administracdo de PD123319, antagonista do AT2, foi capaz
de bloquear a ovula¢do em coelhas. Porém, em ratas, foi necessario a utilizacdo de saralasina,
antagonista direto Ang II ou o uso de PD123319 e Losartan (antagonista do AT1) em conjunto
para bloquear a ovulacdo (MIKUNI et al., 1998). Entretanto, em outro estudo em ratas, o uso de
PD123319 (antagonista do AT2) diminuiu, mas ndo inibiu totalmente, o nimero de ovulacdes
nesta espécie (MITSUBE et al., 2003). Esses resultados indicam que o processo ovulatério, pelo
menos em ratas, ¢ mediado pelos dois receptores (AT1 e AT2) de forma cooperativa ou
compensatdria e que a inibicdo de ambos ndo ¢ suficiente para inibir totalmente a ovulagao. A
Ang II tem demonstrado estimular a produ¢do intra-folicular de prostaglandinas em coelhos
(YOSHIMURA et al., 1993) e bovinos (ACOSTA et al., 1999). Portanto, a Ang II produzida
localmente no foliculo, pode induzir a ovulagdo, pelo menos em parte, pelo estimulo da produgao
de prostaglandinas.

Além de seu papel na ovulagdo, tem sido demonstrado que a Ang II atua sobre a
maturagdo nuclear de odcitos em diferentes espécies. O reinicio da meiose em odcitos de coelhos
(YOSHIMURA et al., 1992; YOSHIMURA et al., 1996), suinos (LI et al., 2004) e bovinos
(GIOMETTI et al., 2005) ¢ positivamente afetado pela Ang II. Recentemente, nosso grupo
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demonstrou que esse peptideo ¢ capaz de reverter o efeito inibitorio causado pelas células
foliculares sobre a maturagao nuclear de oodcitos bovinos (GIOMETTI et al., 2005).

A inibi¢do da maturacdo do odcito causada pelas células foliculares ¢ realizada,
principalmente, pelas células da teca (RICHARD & SIRARD, 1996). Em foliculos bovinos, ha
expressdo de ambos receptores para Ang II, AT1 e AT2, nas células da teca (BRUNSWIG-
SPICKENHEIER & MUKHOPADHYAY, 1992; MACHADO et al.,, 2003). No entanto, a
expressdo do receptor AT2 aumenta nas células da teca de foliculos com altas concentragdes de
estrogeno (ACOSTA et al., 1999). Esses resultados, associados ao fato de que a maturacio
nuclear de odcitos e a ovulagdo sdo bloqueadas com um antagonista da Ang II especifico para
AT2 em coelhas (YOSHIMURA et al., 1996) e em ratas (MITSUBE et al., 2003), juntamente
com o fato de que a Ang Il s6 atua na maturacdo nuclear dos o6citos bovinos quando as células
da teca estdo presentes (GIOMETTI et al., 2005), evidenciam que a Ang II atua indiretamente na
maturagdo do odcito através das células foliculares, provavelmente, pelas células da teca.

Em bovinos, ainda nao foi possivel determinar a via exata (AT1 ou AT2) pela qual a Angll
age na maturagdo dos odcitos. Em suinos, por meio de imunocitoquimica, foram determinadas a
presenga de Ang II e de receptores AT1 na cavidade folicular e células da granulosa, enquanto
que receptores AT2 estiveram presentes no estroma ovariano e células da teca (LI et al., 2004).
Nessa mesma espécie, a Ang Il demonstrou ter uma agdo na maturagdo citoplasmatica dos
odcitos através do teste da glutationa (LI et al., 2004). Porém, ndo existem relatos quanto a
maturagdo citoplasmatica de oocitos tratados com Ang II, durante a maturacdo, apds a

fecundagdo e posterior desenvolvimento embrionario.

2.3. Sistema IGF

Os ovarios produzem e sdo afetados pelos diferentes elementos que compdem o sistema
de fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF), que inclui os fatores I e II; os receptores
do tipo I e II para os IGFs, e as proteinas ligantes (transportadoras — IGFBPs) para esses fatores
de crescimento (ADASHI et al., 1985; GIUDICE, 1992; LeROITH et al., 1995). A
biodisponibilidade e conseqiientemente a acdo dos IGFs ¢é regulada em parte por uma
superfamilia de proteinas homodlogas denominadas de IGFBPs, que ligam as IGFs com grande

afinidade, designadas de IGFBP-1 até IGFBP-6 (RAJARAM et al., 1997).
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2.3.1. Fator-I de crescimento semelhante a insulina (IGF-I)

O fator-I de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) é um peptideo de 70 aminoacidos,
estruturalmente relacionado a insulina e conhecido por sua habilidade de promover crescimento e
diferenciag¢do celular. Embora tradicionalmente visto como um produto hepatico, o IGF-I pode
ser sintetizado em varios outros tecidos, nos quais desempenha importantes papé€is autocrinos e
paracrinos (DAUGHADAY & ROTWEIN, 1989).

O IGF-I foi inicialmente denominado de somatomedina C e identificado como um
mediador da agdo do hormoénio do crescimento (GH) ou somatotrofina (ST), que ativa
rapidamente a transcricdo do gene do IGF-I e também regula altera¢des na estrutura da cromatina
dentro do gene do IGF-I, delineando desta forma um alvo dentro da cromatina para a acdo do GH
(THOMAS et al., 1994). Em adi¢do ao GH, outros ativadores da transcri¢do do gene do IGF-I
incluem estradiol, diabete experimental e angiotensina II (ADAMO et al., 1993).

A funcao do IGF-I, no contexto da fisiologia ovariana, ¢ de servir como um amplificador
da acdo hormonal das gonadotrofinas. Esse fator de crescimento participa da coordenagdo
compartimentalizada e intrafolicular através do aumento da interagdo entre as células granulosa,
intersticiais e teca (ADASHI, 1998), pressupondo uma maior integragdo no desenvolvimento
folicular (MONGET et al., 2002). Estudos in vitro e in vivo, na espécie bovina, t€ém demonstrado
a participagdo direta do IGF-I e suas IGFBPs na dindmica folicular, sendo esses os principais
responsaveis pela divergéncia e posterior dominancia folicular (RIVERA et al., 2001; GINTHER
et al., 2004).

2.3.2. Expressao de IGF-I no ovério

A concentrag¢do de IGF-I no liquido folicular bovino esta entre 10 e 20 ng/ml (GINTHER
et al., 2002; GINTHER et al., 2003), sendo que a variacao entre os niveis de IGF-I nos fluidos
foliculares de diversos tamanhos de foliculos é pequena e as concentracdes de IGF-I medidas no
fluido folicular estdo sempre dentro de pardmetros que sdo efetivos para estimular a proliferagdo
celular ¢ a esteroidogénese nas células da granulosa in vitro. Os niveis de IGF-I elevam-se no
liquido folicular (LF) com o aumento nas concentragdes de estrogeno e do tamanho folicular

(SPICER et al., 1993; MONGET & MONIAUX, 1995). Em foliculos de bovinos e ovinos ndo ha
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expressdao de niveis significativos de IGF-I (PERKS et al.,, 1995). PERKS et al. (1999)
detectaram a expressdo de IGF-I somente em 17% de 53 foliculos examinados. No entanto, foi
observado expressdo de IGF-I no corpo luteo. A expressdo de IGF-I no corpo luteo varia de
acordo com o ciclo estral, havendo uma maior expressdo no dia 15 do ciclo e em 48 horas apos a
aplicagao de prostaglandina, demonstrando um possivel papel do IGF-I no momento da regressao
do corpo luteo (WOAD et al., 2000).

Um estudo, no qual foliculos bovinos foram coletados in vivo, ndo encontrou expressao de
IGF-I nas células da granulosa em qualquer estddio de desenvolvimento, somente pequenas
quantidades do mRNA para IGF-I foram encontradas nas células da teca e no estroma ovariano.
Em contraste, no cultivo in vitro de células da granulosa e teca ocorre a expressao de IGF-I nas
células de teca e em menor grau nas células da granulosa (ARMSTRONG et al., 2000). Porém,
ARMSTRONG & CHAMBERLAIN (2000) demonstraram em cultivo celular de células da teca
e granulosa, que as células da teca produzem pequenas quantidades de IGF-I e esta produgdo nao
¢ afetada pela adigdo de LH, ja as células da granulosa produzem maiores quantidades de IGF-I
em relacdo as células da teca, sendo essa producado influenciada pela administracao de FSH.

No liquido folicular, varios argumentos sdo favoraveis a origem sérica (pelo menos em
parte) do IGF-I nos grandes foliculos antrais: a) em vérias espécies animais as concentragdes de
IGF-I em foliculos grandes normais sao ligeiramente superiores e positivamente correlacionadas
aos niveis séricos (MONGET et al., 1993), b) o complexo sistémico IGFBP-IGF 150-kDa que
transporta mais de 90% da producdo hepética de IGFs no soro, foi identificado no fluido folicular
em ovinos (HODGKINSON et al., 1991) e humanos (HUGHES et al., 1997), c) proteinas com
peso molecular abaixo de 500 kDa sdo capazes de transpor a membrana basal dos foliculos
(SHALGI et al., 1973) e d) a imunizagao de bovinos contra o hormonio liberador do horménio do
crescimento (GHRH) leva a um decréscimo nos niveis de IGF-I tanto no soro como no fluido
folicular de foliculos grandes (STANKO et al., 1994). Além disso, tratamentos em bovinos com
GH resultam em aumento nos niveis de IGF-I em ambos os compartimentos celulares.

Assim, € mais provavel que pequenas alteragdes na expressao local do IGF-I ndo possuam
qualquer conseqiiéncia significativa em sua concentracdo intra-folicular, considerando os altos
niveis presentes no soro. Portanto, parece que a biodisponibilidade do IGF-I, ou seja, sua ligagao
com suas IGFBPs, mais do que sua concentragdo, se alteram dramaticamente durante o

crescimento e a atresia dos foliculos ovarianos.
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2.3.3. Receptor do IGF-I

O sistema IGF possui dois tipos de receptores, o receptor do tipo I, ou seja, IGF-IR, e o
receptor do tipo II (IGF-IIR) ou IGF-II/manose-6-fosfato (IGF-II/M6P; ADASHI, 1998). O IGF-
IR ¢ um heterotetramero que consiste de duas subunidades o € duas 3 e possui uma expressiva
homologia com o receptor da insulina (LeROITH et al., 1995). As regides ricas em cisteina das
subunidades o do receptor de insulina e do receptor do tipo I de IGF sdo 64-67% homdlogas,
enquanto que os dominios da tirosina quinase das subunidades 3 s3o 84% homologas. Em adicao
ao IGF-I, o receptor do tipo I de IGF também pode ligar IGF-II e insulina, embora com uma
afinidade menor, bem como parece interagir com as IGFBPs (MOHSENI-ZADEH & BINOUX,
1997). O IGF-IR ¢ o principal mediador das agdes semelhantes a somatomedina, tanto do IGF-I
como do IGF-II.

Os eventos apo6s a ligacdo com o receptor do tipo I de IGF, similares aos do receptor da
insulina, incluem a fosforilagcdo da tirosina da subunidade [ do receptor e das proteinas IRS
(“insulin receptor substrate”), interagdes com a fosfoinositol-3 quinase e ativagdo da MAP-
quinase (LeROITH et al., 1995).

Camundongos com dele¢do para o gene do receptor tipo I de IGF pesam 45% do peso
normal e morrem logo ap6s o nascimento (D’ERCOLE et al., 1996). A expressdo do receptor do
tipo I aumenta do foliculo primario para o de 1 mm de didmetro na ovelha, mas nao no de 1 mm
para o estagio pré-ovulatério (MONGET et al., 1989). Na vaca, a expressao do IGF-IR aumenta
do foliculo primario para os grandes foliculos pré-antrais gonadotrofina-dependentes (WANDJI
et al., 1996). O IGF-IR ¢ expresso nas células da teca e granulosa de foliculos preantrais e antrais
de bovinos, sendo a expressdao nas células da granulosa maior em comparagdo com as da teca
(ARMSTRONG et al., 2000). Ocorre ainda a expressao do IGF-IR no corpo lateo, a qual ndo ¢
influenciada pela fase do ciclo estral (WOAD et al., 2000).

Um estudo recente demonstra que existe uma relagdo entre a expressdo do receptor de
FSH (horménio foliculo estimulante; FSHR) e a expressao de IGF-IR e suas proteinas de ligagdo
(IGFBPs; NUTTINCK et al., 2004). A hipofisectomia de ratas causou uma forte diminui¢do da
expressdo do IGF-IR nas células da granulosa e a posterior administracdo de gonadotrofinas
restabeleceu a expressdo normal (ZHOU et al., 1991). O aumento precoce na expressao do IGF-

IR ¢ concomitante com o aumento dos receptores de FSH e LH enquanto os foliculos crescem,
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sugerindo que, em camundongos ¢ bovinos, o IGF-I ¢ essencial durante a diferenciagdo precoce

dos foliculos.

2.3.4. Efeito do IGF-I na esteroidogénese, proliferacdo e diferenciagdo das células da granulosa e

teca

Na vaca, ovelha, rata, porca e mulher o IGF-I estimula a proliferacdo das células da
granulosa e da teca bem como a esteroidogénese em ambos tipos celulares in vitro (ADASHI et
al., 1985; GIUDICE, 1992; SPICER et al., 1993; ARMSTRONG et al., 1996; SPICER &
STEWART, 1996). Ainda, em sinergismo com o FSH, o IGF-I aumenta a atividade da aromatase
e producdo de progesterona pelas células da granulosa (SPICER et al., 1993; YOSHIMURA,
1998), e nas células da teca, em sinergismo com o LH, o IGF-I aumenta a atividade de enzimas
esteroidogénicas e a produgdo de androgenos (BERGH et al., 1993; McGEE et al., 1996; SPICER
& STEWART, 1996). O FSH inibe a expressio do RNAm de IGFBP-2 pelas células da
granulosa em bovinos e o LH aumenta a expressio de IGFBP-4 nas células da teca
(ARMSTRONG et al., 1998).

MONNIAUX & PISSELET (1992), estudando os mecanismos controladores do equilibrio
entre a proliferacdo e diferenciacdo das células da granulosa durante o desenvolvimento de
foliculos antrais em ovelhas, compararam as células da granulosa de foliculos antrais pequenos
(1-3 mm de didmetro) e foliculos antrais grandes (5-7 mm de didmetro). Nas células da granulosa
de foliculos grandes, o IGF-I aumentou tanto a secrecao basal como a secrecao de progesterona
induzida por FSH ap6s um periodo de 24 horas de cultivo. Esse efeito foi menor e mais lento em
células da granulosa de foliculos pequenos. Reciprocamente, o FSH aumentou a secregdo de
progesterona estimulada pelo IGF-I nas células de foliculos grandes. Através de analises
imunohistoquimicas foi observado que o IGF-I em sinergismo com o FSH aumentou a
percentagem de células que expressavam a enzima P450scc pelas células da granulosa de
foliculos grandes (MONNIAUX et al., 1994).

O IGF-I estimula principalmente a proliferacdo das células da granulosa de foliculos
pequenos, que foi menor nas células da granulosa de foliculos grandes, embora também tenha
aumentado a sobrevivéncia celular. Estes resultados sugerem que a capacidade intrinseca das

células da granulosa em responder a estimulagdo do IGF-I através da citodiferenciagdo e do
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crescimento estd na dependéncia do estddio de desenvolvimento folicular (MONNIAUX &
PISSELET, 1992).

As primeiras evidéncias in vivo de que o IGF-I possuia uma fungdo crucial na
foliculogénese ovariana e na fertilidade feminina provém de camundongos nulos para IGF-I.
Camundongos IGF-I"" recém-nascidos exibem um peso ao nascimento que é 60% do peso normal
e sao inférteis em ambos os sexos. As curvas de crescimento indicam que os mutantes IGF-1"-
sobreviventes exibem um crescimento 0sseo retardado e quando atingem a idade adulta, possuem
um peso 30% menor em relacdo aos controles (BAKER et al., 1993).

Fémeas de camundongos mutantes com dele¢do para o gene do IGF-I que atingem a idade
adulta ndo apresentam sinais de cio e sdao inférteis. Os ovarios das fémeas mutantes entre trés
semanas ¢ 4,5 meses de idade apresentam 25% do peso normal, contendo foliculos primordiais,
primarios e secunddrios, mas raramente apresentam pequenos foliculos pré-ovulatorios. A
esteroidogénese ovariana esta afetada pela auséncia de IGF-I1. A concentragdo de estradiol no
soro ¢ reduzida em aproximadamente 53% do valor normal em fémeas mutantes. Os ovarios
nunca apresentam corpos luteos ou corpos albicans, indicando que a ovulagdo nunca havia
ocorrido em fémeas mutantes. BAKER et al. (1996) concluiram que o IGF-I ¢ um componente
essencial a ovulagdo, assim que a auséncia deste fator de crescimento impede que o
desenvolvimento folicular atinja esse evento fisioldgico.

Nas fémeas de camundongos, a populacdo folicular ndo parece ser afetada até a fase
precoce do estagio antral, sugerindo que o IGF-I ¢ dispensavel para o recrutamento dos foliculos
primordiais bem como para o crescimento dos foliculos pré-antrais (BAKER et al., 1996). Mais
precisamente, foliculos pré-antrais IGF-1" parecem possuir um complemento normal de células
da granulosa vidveis, sugerindo que o IGF-I possui uma func¢io permissiva em vez de um papel
crucial na proliferacdo celular e sobrevivéncia destes foliculos.

Na vaca, dois argumentos indiretos sugerem a participagdo do IGF-I de origem endocrina
na transi¢ao de foliculos de 2-5 mm de diametro para o estagio FSH-dependente (> 5 mm de
didmetro). Nessa espécie, o tratamento com GH produz um aumento evidente nos niveis de IGF-I
no soro e no niumero de foliculos sauddveis em crescimento de 2-5 mm. Este tratamento nado
afetou o numero de foliculos ovulatérios, nem a concentragdo de estradiol, progesterona, FSH e
LH séricos (GONG et al., 1996). Além disso, a deficiéncia no receptor de GH em uma linhagem

de bovinos Brahman leva a uma diminui¢do de 30% no peso corporal adulto, a um decréscimo de
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sete a oito vezes nos niveis de IGF-I, a uma redugdo de duas a quatro vezes no nimero de
foliculos de 2-5 mm de didmetro e a uma diminui¢ao do numero de foliculos grandes (> 5 mm de
diametro), sem nenhuma alteracdo nas concentracdes de FSH, LH e estradiol (CHASE et al.,
1998).

Assim, nos bovinos como nos camundongos, o IGF-I parece possuir um papel vital em
aumentar a sensibilidade de pequenos foliculos antrais (200 um no camundongo, 5 mm de
diametro na vaca) a acdo das gonadotrofinas e na sua transi¢do para o estddio folicular

dependente das gonadotrofinas.

2.3.5. Papel do IGF-I na maturagdo do odcito e no desenvolvimento embrionario

Varios relatos indicam que o IGF-I tem um papel importante na maturagdo do odcito e no
desenvolvimento embriondrio precoce em bovinos. O RNAm do receptor de IGF-I esta presente
em od6citos e embrides bovinos desde zigoto até o estadio de blastocisto (WATSON et al., 1992;
YOSHIDA et al., 1998; YASEEN et al., 2001) e 0o RNAm do IGF-I ¢ igualmente expresso por
embrides bovinos (LONERGAN et al., 2000). Porém, um estudo recente demonstra que 0 RNAm
do IGF-I encontra-se apenas expresso nas células do cumulus enquanto que o IGF-IR ¢ expresso
tanto nas células somaticas quanto no oo6cito (NUTTINCK et al., 2004).

A concentragdo de IGF-I em foliculos pequenos e na fase final do crescimento folicular
varia de 10 a 20 ng/ml (GINTHER et al., 2002; GINTHER et al., 2003), o que demonstra a
presenga desse hormdnio durante a maturagdo do odcito em bovinos. Durante a maturagao de
obcitos em ratas, os transcritos de IGF-I inicialmente encontrados nas células da granulosa
ficaram confinados as camadas proximas ao antro, incluindo as células do cumulus envolvendo o
odcito, enquanto que nos foliculos atrésicos cessa a expressao (ZHOU et al., 1991).

Em odcitos bovinos, a presenga de IGF-I no meio de maturagao suplementado com BSA
(albumina sérica bovina) acelera a progressao da meiose pelo possivel aumento nas atividades da
histona Hl e da MAP quinase (MAPK) durante as fases iniciais da maturagdo nuclear
(SAKAGUCHI et al., 2002), porém esse mesmo efeito ndo foi observado quando o soro fetal
bovino (SFB) estava presente no meio de maturagcdo (SAKAGUCHI et al., 2000). Do mesmo
modo, a adi¢do de IGF-I ao meio de maturagdo aumenta o niimero de embrides que chegam ao

estadio de blastocisto (HARPER & BRACKETT, 1992; HERRLER et al.,, 1992). Odbcitos
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derivados de foliculos pré-antrais de camundongos, cultivados na presenca de IGF-I, atingiram
um maior indice de blastocisto € um maior nimero de células em comparacao aqueles embrides
derivados de odcitos de foliculos pré-antrais cultivados sem IGF-I (DEMEESTERE et al., 2004).

A concentragdo de IGF-I no fluido do oviduto humano estd em torno de 15 ng/ml
(LIGHTEN et al., 1998) e em torno de 20 a 40 ng/ml em suinos (WISEMAN et al., 1992).
Embora se estime que o IGF-I esteja presente no fluido uterino (FUNSTON et al., 1995), a
concentragdo fisiologica de IGF-I no fluido do oviduto bovino ndo ¢ conhecida. Entretanto,
transcritos de IGF-I sdo detectaveis no epitélio do oviduto (PUSHPAKUMARA et al., 2002) e no
tecido endometrial (ROBINSON et al., 2000), além de que a cultura in vitro de células do oviduto
secreta IGF-I no meio de cultivo (WINGER et al., 1997).

Ainda, as concentracdes de IGF-I no oviduto estdo aumentadas durante o periodo pré-
ovulatério e no momento em que o embrido passa pelo oviduto (SCHMIDT et al., 1994). Esses
achados demonstram a presen¢a do IGF-I no oviduto e sua importancia no desenvolvimento
embrionario precoce em bovinos. Porém, em estudos anteriores, o IGF-I ndo apresentou efeitos
positivos no desenvolvimento embrionario quando TCM-199 foi utilizado como meio de cultivo
embrionario (FLOOD et al., 1993).

Um efeito positivo do IGF-I no desenvolvimento embriondrio foi encontrado somente
quando o IGF-I foi usado em co-cultivo de células da granulosa (HERRLER et al., 1992) ou
quando soro fetal bovino foi incluido no meio de cultivo (PALMA et al., 1997).

Entretanto, um efeito positivo do IGF-I foi encontrado quando o meio de cultivo simples
SOF foi utilizado ao invés do complexo TCM-199. MATSUI et al. (1997) obtiveram um aumento
na porcentagem de morulas de 34 para 40% apos a adicdo de IGF-I ao meio SOF. Do mesmo
modo, PRELLE et al. (2001), MOREIRA et al. (2002) e SIRISATHIEN et al. (2003)
conseguiram uma maior taxa de blastocistos adicionando IGF-I a esse mesmo meio de cultivo
embrionario.

O IGF-I nao somente aumenta o numero de embrides que chegam ao estadio de
blastocisto, mas também acelera o desenvolvimento desses embrides (MOREIRA et al., 2002).

Tem sido demonstrado um aumento do ntimero total de células de blastocistos bovinos
pelo aumento do numero das células trofoblasticas (PRELLE et al., 2001; MAKAREVICH &
MARKKULA, 2002). Porém, SIRISATHIEN et al. (2003) observaram um maior aumento no

nimero de células da massa celular interna (embrioblasto) do que nas células do trofoblasto.
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Ainda, outros trabalhos em bubalinos (NARULA et al., 1996), humanos (LIGHTEN et al., 1998)
e murinos (HARVEY & KAYE, 1992) também obtiveram um maior aumento de células na
massa celular interna em relacao ao trofoblasto.

Além disso, o IGF-I tem demonstrado uma agdo anti-apoptdtica durante o
desenvolvimento embriondrio in vitro (MAKAREVICH & MARKKULA, 2002; SPANOS et al.,
2000; BYRNE et al., 2002). A apoptose tende a ocorrer predominantemente na massa celular
interna (BYRNE et al., 1999). E provavel que o IGF-I aumente o niimero de células na massa
celular interna justamente pela reducdo da apoptose celular dessa regido embriondria.

O IGF-I pode ainda ter uma participagao na “Sindrome do Bezerro Gigante” (YOUNG et
al., 1998), a qual ¢ freqiientemente observada em certos sistemas de producdo de embrides in
vitro. Embrides produzidos in vitro na presenca de BSA ou soro tém um grande aumento de
receptores para o IGF-I (IGF-IR) em comparagdo aqueles embrides produzidos in Vivo
(LAZZARI et al., 2002).

Com base nesses estudos, observa-se que o IGF-I possui um papel muito importante na
maturagdo nuclear e citoplasmatica do odcito refletindo em uma maior taxa de blastocistos, além

de sua acdo direta no desenvolvimento embrionario precoce.

2.4. Insulina

A insulina ¢ uma proteina de 6 kDa composta por duas cadeias polipeptidicas ligadas por
uma ponte dissulfidrica, sendo um potente hormdnio anabdlico em diferentes tipos celulares
(SALTIEL & KAHN, 2001). A insulina estimula o transporte de glicose e aminoacidos
(SUMMERS et al., 1999) e a sintese de RNA, proteina e glicogénio (McGOWAN et al., 1995),
além de possuir propriedades mitogénicas e anti-apoptoticas (DALLE et al., 2001).

Estudos em hamsters demonstraram que a insulina tem acao na manuten¢ado e crescimento
dos foliculos primordiais e primarios, € em baixas concentragdes, pode melhorar os indices de
formacgao de foliculos primdrios (YU & ROY, 1999). Em um estudo recente, em humanos, foi
evidenciado que somente a insulina, ¢ ndo o IGF-I, tem acdo na passagem de foliculos
primordiais para primarios, sendo essa acdo diretamente sobre o odcito, pois somente neste foi

encontrado receptor para insulina (KEZELE et al., 2002).
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Em humanos, o receptor de insulina (IR) foi localizado no ovario (PORETSKY et al.,
1985), nas células do estroma ovariano (PORETSKY et al., 1984), granulosa e teca de foliculos
em desenvolvimento (HERNANDEZ et al, 1992). O RNAm do receptor de insulina foi
detectado em embrides e células do oviduto em camundongos (HARVEY & KAYE, 1991;
MURPHY & BARRON, 1993) e em embrides de ratos (ZHANG et al., 1994), de humanos
(LIGHTEN et al., 1997), ovinos (WATSON et al., 1994) e em todos os estddios embrionarios em
bovinos (WATSON et al., 1992; SCHULTZ et al., 1992).

O receptor de insulina possui mais de 50% da seqiiéncia de aminoacidos homologa ao
receptor de IGF-I, sendo o maior grau de homologia seqiiencial (84%) encontrado no dominio
tirosina quinase (LeROITH et al., 1995). Ainda ndo esta bem elucidado se as ag¢des da insulina
sdao mediadas pelo seu proprio receptor (IR) ou pelo receptor do IGF-I (IGF-IR). No entanto,
pode ocorrer ligacdo cruzada entre insulina e IGF-I em seus receptores (JONES & CLEMMONS,
1995). Um estudo utilizando um anticorpo monoclonal (aIR-3), o qual bloqueia exclusivamente a
subunidade o do IGF-IR, inibiu tanto os efeitos da insulina quanto do IGF-I sobre o
desenvolvimento embriondrio em bovinos. Por isso, € provavel que a insulina atue em odcitos e
embrides bovinos através do IGF-IR.

Diversos estudos tém demonstrado a participacdo da insulina na esteroidogénese em
diversas espécies, estimulando a produgao de andrégenos pelas células da teca (BARBIERI et al.,
1983; BERGH et al., 1993; McGEE et al., 1996; SPICER & STEWART, 1996), bem como a
produgdo de estrogeno e progesterona pelas células da granulosa (SPICER et al., 1993; WILLIS
et al., 1996; YU & ROY, 1999).

Estudos em embrides demonstraram que a insulina estimula a absor¢ao de aminoacidos e
glicose, e a sintese de RNA e proteinas (HARVEY & KAYE, 1988; LEWIS et al., 1992;
DUNGLISON & KAYE, 1993), além de possuir acdo mitogénica e anti-apoptotica (HARVEY &
KAYE, 1990; HERRLER et al., 1998; BYRNE et al., 2002; AUGUSTIN et al., 2003).

Em bovinos, estudos in vitro, demonstraram que a insulina, quando adicionada ao meio de
maturagdo, acelera a progressdo da meiose e tem efeito positivo na clivagem embrionaria
(BORTOLOTTO et al., 2001). Além disso, quando adicionada ao meio de cultivo, a insulina tem
aumentado os indices de desenvolvimento embrionario em camundongos (HARVEY & KAYE,

1990; DUNGLISON & KAYE, 1993), ratos (ZHANG & ARMSTRONG, 1990), coelhos
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(HERRLER et al., 1998), suinos (LEWIS et al., 1992) e bovinos (MATSUI et al., 1997;
AUGUSTIN et al., 2003).

Experimentos in vivo tém demonstrado que a insulina melhora as taxas de
desenvolvimento embriondrio e prenhez em animais diabéticos (MOLEY et al., 1991; De
HERTOGH et al., 1992), recuperando os embrides dos efeitos deletérios da hiperglicemia
materna. Além de que, a adicdo da insulina no cultivo de embrides de camundongos produzidos
in vitro aumenta o crescimento fetal de forma equivalente aqueles blastocistos produzidos in vivo
(KAYE & GARDNER, 1999). Portanto, observa-se a importdncia da insulina desde o
crescimento inicial dos foliculos ovarianos, na maturagao nuclear do o6cito e no desenvolvimento

embrionario e fetal.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi de avaliar a a¢do da angiotensina II (Ang II), fator-I de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I) e insulina (Ins) na maturagdo nuclear e citoplasmatica
de odcitos bovinos na presenca de células foliculares. Os complexos cumulus-o6citos (CCOs)
foram cultivados por 22 h na presenga de células foliculares e Ang II, IGF-I ou Ins. Nesse
experimento, foram utilizados dois grupos controles, onde os odcitos foram cultivados na
presenga (controle com células) ou na auséncia (controle sem células) de células foliculares. Dois
experimentos foram realizados com esses cinco grupos, sendo um com e outro sem adi¢do de LH
e FSH. Somente os odcitos cultivados no grupo Ang II (88,2+1,8 ¢ 90,7+4,3%, respectivamente

sem e com LH/FSH) reiniciaram a meiose em indices similares aqueles cultivados na auséncia de
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células foliculares (89,7£0,3 e 92,6£2,6; P<0,01). Em um segundo experimento, foi avaliada a
acdo da Ang II e sua associagdo ao IGF-I ou insulina na maturagdo de odcitos por 7 (rompimento
da vesicula germinativa - RVG), 12 (metafase I - MI) e 22 (metafase II - MII) horas, em um
delineamento similar ao do experimento anterior. A Ang II, Ang II + IGF-I e Ang II + Ins,
independente de gonadotrofinas, foram capazes de reverter a inibi¢do da maturacdo causada pelas
células foliculares, nos mesmos niveis do grupo controle sem células (P<0,01), nos trés horarios
estudados. Um ultimo experimento foi realizado para avaliar o efeito das células foliculares, Ang
II, IGF-I, Ins e suas associagdes durante a maturagdo de oocitos sobre o indice de
desenvolvimento embriondrio subseqiiente. Os oocitos foram maturados em grupos similares aos
do segundo experimento por 1 h (1+23 h), 12 h (12+12 h) ou 24 h na presenca de células
foliculares e seus respectivos tratamentos + o periodo para completar 24 h em meio de
maturacdo. Em 1 + 23 h, ndo houve diferenca nos resultados de clivagem, blastocistos e eclosdo
entre os cinco grupos. No sistema 12 + 12 h, os odcitos no grupo Ang II + IGF-I atingiram
indices de blastocistos (43,840,6) e eclosdo/total de odcitos (17,1+1,2) superiores aos outros
tratamentos (P<0,05). Em 24 h, a associacdo de Ang II + IGF-I obteve maiores indices de
blastocistos em comparacdo aos demais tratamentos contendo células foliculares (P<0,05).
Somente nesse grupo foram obtidos blastocistos eclodidos apds 24 h na presenca de células
foliculares. Em conclusdo, a Ang II reverte o efeito inibitorio da maturagdo nuclear de odcitos
bovinos causado pelas células foliculares, independente da presenga de gonadotrofinas, IGF-I e
insulina. No entanto, a capacitagdo oocitaria, medida pelo desenvolvimento embrionario, ¢é
superior quando a Ang II e IGF-I estdo presentes em meios contendo células foliculares em
cultivos de 12 + 12 horas.

Palavras-chaves: Bovino, O6cito, Maturagdo, Angiotensina II, IGF-I.
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1. INTRODUCAO

A maturag@o in vitro de odcitos bovinos, associada a fecundagdo e posterior cultivo
embriondrio ¢ uma importante ferramenta utilizada tanto para a pesquisa como para fins
comerciais [1]. Diversas pesquisas com o fim de modificar as condigdes ¢ meios usados para a
maturagdo de oocitos, fecundagdo e desenvolvimento embrionario tém melhorado a produgao de
embrides in vitro. No entanto, a percentagem de blastocisto, prenhez e criopreservacdo obtidas
sobre os odcitos maturados e fecundados in vitro ¢ inferior aos sistemas de producdo in vivo
[2,3]. Isso se deve, provavelmente, a uma incompleta matura¢do citoplasmatica do odcito,
refletindo na capacidade do subseqiiente desenvolvimento embriondrio.

In vivo, a maturagdo meidtica do 06cito ocorre apdés o maximo crescimento folicular,
proximo a ovulagao. Porém, in vitro, a maturagdo meiotica inicia logo apoés a retirada do o6cito
de foliculos com didmetro médio de desenvolvimento, geralmente antes da divergéncia folicular,
entre 3 a 8 mm [4]. A proposta deste estudo foi desenvolver um sistema de maturagdo in vitro o
mais proximo do fisiolégico, em um sistema com células foliculares e hormonios que atuam no
final do crescimento folicular.

Entre varios fatores intra-foliculares, os fatores de crescimento semelhante a insulina
(IGFs) e suas proteinas ligantes (IGFBPs), conhecidos como sistema IGF, e o sistema renina-
angiotensina (RAS) tém importantes fungdes no controle folicular e ovulagdo [5-12]. A
Angiotensina II (Ang II) ¢ um octapeptideo ativo do sistema renina-angiotensina, encontrada em
ovarios de mamiferos [13-17]. A concentragdo de Ang II no liquido folicular aumenta
significativamente no momento préximo a ovulacao e ap6s a exposi¢do a gonadotrofina coridnica

humana (hCG) em humanos [14] e coelhos [18] e apds a exposi¢do ao hormodnio luteinizante
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(LH) em bovinos [16]. Em foliculos bovinos, ha expressdao de receptores para Ang II, do tipo
AT2, nas células da teca [19].

Em ovarios de coelhas perfundidos in vitro, a Ang II estimula a ovulagdo e a maturagio
meidtica de oocitos na auséncia de gonadotrofinas, além de que a maturagdo do odcito, induzida
por hCG, ¢ inibida pela concomitante presenca de saralasina (antagonista da Ang II) [15].
Estudos recentes demonstram a importancia da Ang Il na maturagdo meidtica de odcitos suinos
[17] e bovinos [20]. Além de seu possivel papel vascular na ovulagdo e na regressao e formagao
do corpo luteo [21].

O fator-I de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) ¢ um peptideo de 70 aminoacidos,
estruturalmente relacionado a insulina. Tem sido atribuido ao IGF-I a agdo de crescimento ¢
diferenciacdo celular [22] e um efeito anti-apoptotico durante o desenvolvimento embrionario in
vitro [23-25]. Em bovinos, a expressdo do receptor do IGF-I (IGF-IR) em foliculos pré-antrais
gonadotrofina-dependentes aumenta diretamente proporcional ao tamanho folicular [26]. O
RNAm do receptor de IGF-I estd presente em odcitos e embrides (desde zigoto até o estadio de
blastocisto) bovinos [27-29].

Estudos in vitro e in vivo, na espécie bovina, t€ém demonstrado fungdes do IGF-I tanto na
dinamica folicular, como na matura¢ao de oocitos ¢ no desenvolvimento embrionario. O IGF-I e
suas IGFBPs sdo os principais responsaveis pela dominancia folicular [30,31]. Além disso, em
odcitos bovinos, a presenca de IGF-I no meio de maturagdo acelera a progressdo da meiose ¢
aumenta o numero de embrides que chegam ao estadio de blastocisto [32-34].

A insulina, como o IGF-I, quando adicionada ao meio de maturacdo, acelera a progressao
da meiose e tem efeito positivo na clivagem de embrides bovinos [35]. Além disso, quando
adicionada ao meio de cultivo, possui uma atividade mitogénica e anti-apoptética, aumentando o

indice de desenvolvimento embrionario [36].
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo da angiotensina II (Ang II), fator-I de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I) e insulina durante a matura¢do de odcitos bovinos na
presenca de células foliculares, bem como determinar a influéncia desses tratamentos sobre a

capacitagdo oocitaria, medida através do desenvolvimento embrionario.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e maturacdo dos odcitos

Ovarios bovinos em diferentes fases do ciclo estral foram obtidos em frigorifico e
transportados ao laboratorio em solugdo salina a 0,9% de NaCl a uma temperatura de 30 °C
contendo penicilina (100 Ul/mL; Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) e
estreptomicina (50 ug/mL; Sigma), com um intervalo maximo de quatro horas entre a coleta dos
ovarios ¢ o inicio da pun¢ao dos foliculos. No laboratorio, os ovarios foram lavados trés vezes em
solugdo salina pré-aquecida a 30 °C. Os complexos cumulus-oocitos (CCOs) foram aspirados de
foliculos com diametro entre 3-8 mm. Apo6s sedimentagdo, os CCOs foram recuperados com o
auxilio de um estereomicroscopio e selecionados conforme classificacdo descrita anteriormente
[37].

Os CCOs foram distribuidos, aleatoriamente, em gotas de 200 uL. de meio de maturagio e,
posteriormente, cultivados em estufa a uma temperatura de 39 °C e atmosfera de 5% de CO, em
ar ¢ umidade saturada. O meio de maturacdo utilizado foi TCM 199 com sais de Earle e L-
glutamina (Gibco Labs., Grand Island, NY, USA), suplementado com 25 mM de Hepes (Sigma),
0,2 mM de acido piruvico (Sigma), 2,2 mg/mL de bicarbonato de sodio (Sigma), 0,4% de
albumina sérica bovina livre de acidos graxos (BSA; Sigma), 100 UI/mL de penicilina e 50

pg/mL de estreptomicina.
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2.2. Preparacdo espermatica e fecundacéo in vitro (FIV)

Apbés 24 h de maturacdo, um pool de sémen congelado de uma unica partida e
previamente testado, proveniente de dois touros das racas Jersey ¢ Holandesa, foi utilizado
durante todos os experimentos. A separagdo espermatica foi realizada pela passagem do sémen
por gradientes de Percoll (Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden), como descrito em
estudo anterior [38]. Para isso, foram colocados 2,7 mL de Percoll + 300 pL de meio sperm-
TALP 10x, obtendo-se Percoll a 90%. O Percoll a 45% foi obtido a partir de uma diluigdo de 1:1
em meio sperm-TALP 1x. A partir dessas dilui¢des foi realizada uma coluna de gradiente de
Percoll a 45 ¢ 90%, para separagdo dos espermatozdides vivos a uma centrifugagdo por 30 min. a
700 x g. Os espermatozoides foram diluidos a uma concentragio final de 2 x 10°
espermatozdides/mL em 250 pL de meio Fert-TALP contendo 10 pg/mL de heparina (Sigma)
[39]. A FIV foi realizada com o co-cultivo de espermatozdides e oocitos por 18 h em estufa nas

mesmas condigdes utilizadas para a maturagao.

2.3. Cultivo Embrionario

Apb6s 18 h da co-incubagdo dos gametas, retirou-se as células do cumulus por sucessivas
pipetagens. Os possiveis zigotos e embrides foram lavados trés vezes e posteriormente cultivados
em 200 pL de meio SOF (fluido de oviduto sintético) [40], suplementado com 10% de SFB
(Gibco), 105 pg/mL de glicina (Sigma), 35 pg/mL de L-alanina (Sigma), 146 pg/mL de L-
glutamina (Sigma), 10 pL/mL de aminoacidos ndo essenciais 100x (Sigma) e 20 pL/mL de
aminoacidos essenciais 50x (Sigma). Os possiveis zigotos foram cultivados em estufa a uma
temperatura de 39 °C e atmosfera de 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, em ar em umidade

saturada por nove dias.
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2.4. Preparacdo das metades foliculares

O isolamento folicular foi realizado através de dissecagdo até a completa remocao das
células do estroma ovariano [41]. Foram selecionados foliculos com tamanho de 2-5 mm de
diametro, transparentes, com mais de 75% da camada da granulosa intacta, que continham um
CCO nao expandido. Os foliculos foram seccionados em duas partes iguais com o auxilio de uma
lamina de bisturi e seus respectivos odcitos removidos e descartados. Em seguida, as metades
foliculares foram lavadas dez vezes em uma solugdo de TCM 199 com 0,4% de BSA para
posterior utilizagdo no meio de cultivo, sendo previamente incubadas por um periodo de duas
horas antes da adicdo dos CCOs. Esses procedimentos de dissecagdo e cultivo folicular foram
previamente realizados em nosso laboratério e validados por dosagem da relagdo progesterona e

estradiol e por avaliacdo histoldgica [20].

2.5. Delineamento experimental

O primeiro experimento foi delineado para testar a capacidade da Ang II, IGF-I e insulina
na reversdo da inibi¢do da maturacdo nuclear de oocitos bovinos na presenca de células
foliculares na auséncia ou presenga de gonadotrofinas (LH e FSH). Em duas replicagdes, um total
de 203 odcitos (média de 20 CCOs por tratamento) foram divididos em cinco tratamentos e
cultivados por 22 horas na auséncia de gonadotrofinas. Os o6citos foram cultivados em 200 pL
de meio sem células foliculares (grupo controle sem células) ou com duas metades foliculares
para cada 50ul de meio [41], em placas Nunc (Intermed, Wiesbaden, Germany), na auséncia
(grupo controle com células) ou na presenga de angiotensina II (Ang II; Bachem, Torrance, CA,
USA; 10" M), fator-I de crescimento semelhante & insulina (IGF-I; Sigma; 10 ng/mL) ou
insulina (Ins; Sigma; 5 pg/mL). O mesmo delineamento foi repetido na presenca de

gonadotrofinas (205 odcitos), sendo acrescentados ao meio de maturagao de todos os tratamentos
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LH (5 pg/mL; National Institute of Diabetes & Digestive & Kidney Diseases (NIDDK),
Bathesda, MD, USA) e FSH (0.5 ug/mL; NIDDK).

Ao final do periodo de maturagdo, as células do cumulus foram removidas através de
agitacao mecanica (vortex) por 3 min. Os odcitos foram fixados em uma solugdo de acido acético
glacial:metanol (1:3; Merck KGaA, Darmstadt, Germany) por 24 h e, posteriormente, corados
com 1% de lacmoide (Sigma) em 45% de acido acético glacial em solugdo tamponada salina
fosfatada (PBS) [42]. As avaliagdes foram realizadas utilizando um microscopio equipado com
contraste de fase, em aumento de 1000x. Os odcitos foram classificados conforme o estadio de
maturagdo nuclear, sendo considerados os que atingiram o estadio de MII (metafase II).

Com base nos resultados do primeiro experimento, foi avaliada a acdo da Ang II e sua
associagdo ao IGF-I ou insulina na maturacdo de oo6citos bovinos na presenca de células
foliculares, com ou sem gonadotrofinas. Em torno de 30 CCOs por tratamento, em trés
replicagdes, foram cultivados por 7 (n=463), 12 (n=458) ou 22 (n=473) horas em cinco grupos,
concomitantemente, em cada horario de maturacdo na auséncia de LH ¢ FSH. Foram mantidos os
dois grupos controles do experimento anterior ¢ o grupo contendo Ang II, os outros dois
tratamentos foram constituidos por Ang II + IGF-I e Ang II + Ins com metades foliculares em
meio de maturagdo. O mesmo experimento foi repetido na presenga de gonadotrofinas,
utilizando-se um total de 463 (7 h de cultivo), 469 (12 h) e 467 (22 h) odcitos.

Ao final dos periodos de maturagdo, os odcitos foram fixados e avaliados conforme
método descrito no experimento anterior. Os odcitos foram classificados de acordo com o
periodo de maturagdo, sendo computado o indice de RVG (rompimento da vesicula germinativa)
as 7 h de cultivo, de MI (metafase I) as 12 h e MII (metafase II) as 22 h.

A partir dos resultados dos experimentos anteriores, foi avaliado o efeito das células

foliculares, Ang II, IGF-I, insulina e suas interagdes durante a matura¢ao de odcitos sobre o
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indice de desenvolvimento embriondrio subseqliente. Foram mantidos os mesmos grupos
utilizados no segundo experimento de maturagdo na presenga de gonadotrofinas, porém, ao invés
de BSA, foi utilizado 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco). Aproximadamente 20
CCOs/tratamento/replicagdo foram maturados em co-cultivo com as metades foliculares, em 3
replicagdes, por 1 (n=305), 12 (n=313) e 24 (n=316) horas. Os odcitos foram maturados por 1 h
na presenca de células foliculares e seus respectivos tratamentos + 23 horas somente em meio de
maturag¢do (denominado de 1 + 23 h); por 12 h + 12 h ou por 24 h, ou seja, todo o periodo de
maturagdo na presenga de células foliculares e dos respectivos tratamentos. Apds as 24 h de
maturagdo, os odcitos foram submetidos a FIV e, posteriormente, ao cultivo embrionario como
descrito anteriormente. A clivagem foi determinada no dia 2, o indice de blastocisto no dia 7 ¢ a
taxa eclosdo no dia 9 de cultivo. As percentagens foram calculados sobre o numero total de

od6citos submetidos a maturagao.

2.6. Andlise Estatistica

Os diferentes tratamentos foram realizados simultaneamente, sendo que cada replicagdo
foi considerada um bloco. Apds submeter os dados a uma transformacdo logaritmica, a analise
estatistica foi realizada por ANOVA, através de um modelo em blocos casualizados, utilizando o
PROC GLM (General Linear Models). Os tratamentos foram comparados por contraste no

programa estatistico SAS [43].
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3. RESULTADOS

No primeiro experimento, somente a Ang II foi capaz de reverter a inibi¢do da maturacio
nuclear dos odcitos causada pelas células foliculares, ndo diferindo do controle sem células
(P<0,01). Essa reversdao ocorreu independente da presenca de gonadotrofinas no meio de
maturagdo (Fig. 1). O grupo contendo IGF-I foi diferente de todos os demais estimulando
parcialmente a maturagdo dos odcitos (P<0,01). Ja os odcitos tratados com insulina ndo foram
diferentes do controle com células (Fig. 1). Quando esses o6citos foram maturados na presenca
de gonadotrofinas, os resultados foram similares e, por isso, ndo demonstrados em figura. Os
grupos controle sem células, controle com células, Ang II, IGF-I ¢ insulina tiveram 92,6%2,6;
22,4+1,4; 90,7+4,3; 38,4+1,6 € 27,910,7% odcitos que atingiram o estddio de metafase Il em 22 h
de cultivo.

No segundo experimento, na auséncia de gonadotrofinas, a Ang II, Ang II + IGF-I e Ang
IT + Ins foram capazes de reverter a inibicdo da maturagdo causada pelas células foliculares (Fig.
2). Nao houve diferenga entre esses trés tratamentos € o controle sem células foliculares, porém,
todos os grupos diferiram do controle com células foliculares nos estadios de RVG, MI e MII nos
trés horarios avaliados (P<0,01; Fig. 2A, B e C). Da mesma forma que no experimento anterior, a
presenca de LH e FSH ndo influenciou nos resultados de maturacdo nuclear. Em 7 h de
maturagdo com gonadotrofinas, a percentagem média de odcitos que alcangaram o estadio de
RVG nos tratamentos foi de 38,5+1,8; o controle sem células teve 42,0+0,8 e o controle com
células 13,0£1,8% de RVG. Em 12 h a percentagem média de MI nos tratamentos foi de

48,2+0,7, o controle sem células teve 56,5+0,9 e o controle com células 8,6+0,9% de MI. E em
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22 h a percentagem média de MII foi de 90,8%1,5; o controle sem células teve 94,5+1,1 ¢ o
controle com células teve 22,0+1,0% de MII.

No ultimo experimento, ao maturar os odcitos no sistema 1 + 23 h, ndo foi observada
diferenca entre os grupos em relagdo a percentagem de clivagem, blastocisto ou eclosdo. As
médias de clivagem, blastocistos, eclosdo/total de oocitos e eclosdo/blastocistos foram de
76,0+0,9; 35,7£1,4; 11,7+1,6 e 32,7+4,2%, respectivamente. Ao submeter os CCOs ao regime de
12 + 12 h, os odcitos maturados na presenga de Ang II + IGF-I obtiveram maiores indices de
clivagem, enquanto que os odcitos do grupo controle com células tiveram uma menor taxa de
clivagem do que os demais (P<0,05). Ao adicionar IGF-I a Ang II (Ang II + IGF-I), observou-se
um aumento nos indices de clivagem e, principalmente, nas taxas de blastocisto e eclosdo/total de
oocitos em relacao aos demais tratamentos, inclusive ao controle sem cé¢lulas foliculares. Ainda, a
associagdo de insulina e Ang II (Ang II + Ins) aumentou os indices de clivagem e blastocistos em
relacdo ao tratamento somente com Ang II. No entanto, a insulina ndo induziu a um aumento nos
indices embrionarios em relagdo ao controle sem células (Tabela 1).

Ao maturar os odcitos por 24 h na presenca das células foliculares e dos respectivos
tratamentos, todos os estadios embriondrios apresentaram menores indices de desenvolvimento
(p<0,05) quando os odcitos foram cultivados na presenga de células foliculares sem Ang II, IGF-I
ou insulina (controle com células). Porém, um aumento significativo na percentagem de

blastocisto e eclosdo foi observado ao adicionar Ang II + IGF-I (P<0,05; Tabela 2).
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4. DISCUSSAO

A Ang II foi capaz de reverter a acdo inibitoria causada pelas células foliculares na
maturagdo nuclear de oocitos bovinos, tanto na presenga, como na auséncia de gonadotrofinas.
Esses resultados estdo de acordo com um estudo anterior realizado pelo nosso grupo, no qual nao
foi utilizado gonadotrofinas [20]. Este estudo demonstra que oocitos bovinos respondem de
maneira similar aos de coelhas, demonstrado em ovarios perfundidos in vitro [15], e aos de
suinos, maturados in vitro na auséncia de células foliculares [17].

A inibicdo da maturacdo do odcito causada pelas células foliculares ¢é realizada,
principalmente, pelas células da teca [44]. Em foliculos bovinos, ha expressdo de receptores para
Ang 11, do tipo AT2, nas células da teca [19]. No entanto, a expressao do receptor AT2 aumenta
nas células da teca de foliculos com altas concentragdes de estrogeno [45]. Esses resultados,
associados ao fato de que a maturagdo nuclear de o6citos e a ovulagdo sdo bloqueadas com um
antagonista da Ang II especifico para AT2 em coelhas [46] e em ratas [47], juntamente com o
fato de que a Ang II s6 atua na maturagdo nuclear dos odcitos bovinos quando as células da teca
estdo presentes [20], evidenciam que a Ang II atue indiretamente na maturagdo do odcito através
das células da teca. Por esse motivo, no presente estudo, células foliculares foram utilizadas em
todos os tratamentos.

A Ang II tem sido relatada como um ativador da transcri¢do do gene IGF-I [48]. Em
coelhas, Yoshimura e colaboradores [49] demonstraram um aumento na produgdo intra-ovariana
de Ang II através da perfusdo in vitro de IGF-I no ovario. Além de que, tanto o IGF-I quanto a
Ang II participam da esteroidogénese no foliculo [7,8,10,11,12,45] e suas concentragdes
aumentam na fase final do crescimento folicular em bovinos [16,30,31]. Em decorréncia da

atuacdo da Ang II associada ao IGF-I, foi testada a hipétese de que poderia haver um efeito
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sinérgico na regulagdo da maturagdo nuclear e citoplasmatica de odcitos. Porém, a adicao
conjunta de Ang II e IGF-I ao meio de maturacdo ndo alterou a percentagem de oocitos que
atingiram a maturac¢ao nuclear dentro dos periodos estudados.

Embora varios pesquisadores tenham demonstrado que a Ang II induz a maturagdo
nuclear de oocitos em diversas espécies [15,17,20,46], ndo existem relatos quanto a maturagdo
citoplasmatica desses oocitos apos a fecundacdo. Neste estudo, foi entdo demonstrado a
capacidade de desenvolvimento embrionario dos o6citos maturados com células foliculares e Ang
IT e sua associa¢dao ao IGF-I ou insulina por 1, 12 ou 24 h, ocorrendo a maturagdo do odcito em
um ambiente simulando o fisioldgico. O fato de odcitos cultivados por 24 horas (simulando o
periodo entre o pico ovulatorio do LH e a ovulagdo) na presenga de células foliculares atingirem
a maturagdo ¢ subseqiiente desenvolvimento embrionario in Vitro superior aos odcitos cultivados
na presenga de células foliculares sem a presenca de Ang II + IGF-I, evidencia que esses
hormdnios participam do reinicio da meiose e da capacitagdo oocitaria.

No presente estudo, o IGF-I demonstrou potencializar a agdo da Ang II melhorando a
maturagdo citoplasmatica desses oocitos apos 12 h de co-cultivo com as metades foliculares,
obtendo uma taxa de blastocisto e eclosdo/total de odcitos superiores aos demais grupos,
inclusive ao controle sem a presenca de células foliculares. Um aumento nos indices de
desenvolvimento embrionario em bovinos tem sido atribuido a presenga do IGF-I no meio de
maturagdo [33,34]. Em foliculos pré-antrais de camundongos, o IGF-I ndo demonstrou efeito
algum sobre a maturagao nuclear de odcitos, mas sim no desenvolvimento embrionario [50].

A inibi¢do da maturacdo do odcito com as células foliculares, a indu¢do do reinicio da
meiose com a Ang II e estimulagdo com IGF-I, no sistema 12 + 12 h, resultou em um aumento
significativo nos indices de desenvolvimento embrionario. Essa estratégia tem sido testada por

outros pesquisadores, utilizando diferentes sistemas ou produtos quimicos. Sirard ¢ Coenen [51]
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inibiram a maturagao nuclear de odcitos bovinos utilizando cycloheximide, um inibidor da sintese
protéica, associado a progesterona, por 6 horas, tendo um efeito significativamente positivo no
subseqiiente desenvolvimento embrionario. Do mesmo modo, outro estudo obteve uma melhora
no desenvolvimento embrionario apds cultivarem os odcitos dentro de seus foliculos por 24 horas
apos a dissecacdo destes do ovario [52]. Efeito este comparado ao encontrado por Blondin e
colaboradores [53] apo6s deixarem os ovarios por 4 horas em banho-maria antes do inicio da
puncdo dos foliculos.

Os oocitos submetidos ao tratamento com Ang II, ndo apresentaram os melhores
resultados de desenvolvimento embrionario, porém, demonstraram indices de clivagem e uma
produgdo de blastocistos tanto em 12 como em 24 h superiores ao controle com células
foliculares, demonstrando que a reversdo obtida pela Ang II ¢ fisiologica e que outros fatores,
como o IGF-I, sdo necessarios para a maturagdo citoplasmatica do odcito bovino.

A insulina foi utilizada neste trabalho, principalmente, devido a alta homologia entre seu
receptor e o receptor IGF-IR [54], o qual, no ovario bovino, estd presente em o6citos ¢ embrides
[27-29], localizado, tanto nas células somaticas (granulosa e cumulus) quanto no odcito [55]. Um
estudo em embrides bovinos, utilizando um anticorpo monoclonal (aIR-3), o qual bloqueia
exclusivamente o IGF-IR, inibiu tanto os efeitos da insulina quanto do IGF-I sobre o
desenvolvimento embrionario [56]. Portanto, ¢ provavel que seja através desse receptor que a
insulina atue em odcitos e embrides bovinos.

No presente estudo, a associacdo de IGF-I ou insulina com Ang II, ndo aumentaram
significativamente o numero de odcitos que alcangou os estddios de RVG, MI e MII,
independentemente da presenga de LH e FSH, nos trés horarios de maturagdo. Estudos com IGF-I
e insulina, sem a presenca da Ang II e sem células foliculares, demonstraram que a insulina e,

principalmente, o IGF-I aceleram a progressdo da meiose de odcitos bovinos maturados in vitro
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[32,35]. Apesar da insulina ser capaz de melhorar a clivagem e o desenvolvimento embrionario
em relagdo ao grupo Ang II, observado no experimento 12 + 12 h, demonstrando resultados
similares aos obtidos anteriormente [35,36,56], os resultados evidenciam que o IGF-I, e ndo a
insulina, € o principal fator para capacitagdo oocitaria durante o processo de maturagao.

Estudos demonstram uma acdo sinérgica existente entre gonadotrofinas e os hormdnios
utilizados neste experimento. Um estudo recente demonstra que existe uma relacdo entre a
expressdao do receptor de FSH (FSHR) e a expressdao de IGF-IR e suas proteinas de ligacao
(IGFBPs) [55]. O FSH inibe a expressao do RNAm de IGFBP-2 pelas células da granulosa em
bovinos ¢ o LH aumenta a expressio de IGFBP-4 nas células da teca [57]. Além disso,
hipofisectomia de ratas causou uma forte diminuicdo da expressdo do IGF-IR nas células da
granulosa e a posterior administra¢do de gonadotrofinas restabeleceu a expressdo normal [6].
Ainda, em sinergismo com o FSH, o IGF-I ¢ a insulina aumentam a atividade da aromatase e
produgdo de progesterona pelas células da granulosa [7]. Nas células da teca, em sinergismo com
o LH, aumentam a atividade de enzimas esteroidogénicas ¢ a produ¢do de androgenos [8]. Em
relacdo a acdo da Ang II, nas células da teca bovina, foi expresso o dobro de receptores AT2
quando adicionado LH no meio de cultivo [19]. Por isso, esperava-se uma acao mais efetiva do
IGF-I, insulina e Ang II em associagdo com as gonadotrofinas. No entanto, a acdo desses
hormonios, in vitro, na maturagio nuclear de oocitos bovinos nao foi modificada pela presenga de
gonadotrofinas.

Em conclusdo, os resultados do presente estudo demonstram que a Ang II reverte o efeito
inibitério na maturagdo nuclear de odcitos bovinos causado pelas células foliculares,
independente da presenca de gonadotrofinas. O IGF-I e a insulina ndo sdo capazes de reverter

essa inibicdo sem a presenca da Ang II. A insulina e, principalmente, o IGF-I potencializam a
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acdo da Ang II resultando em uma melhor maturacao citoplasmatica dos odcitos refletindo em

uma maior percentagem de desenvolvimento embrionario.
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Fig. 2 - Efeito da Ang II, Ang II + IGF-I ¢ Ang II + Ins na matura¢do nuclear de odcitos
bovinos na auséncia de gonadotrofinas (LH e FSH) e na presenca de células
foliculares. Os odcitos foram cultivados por 7, 12 e 22h, considerando, em cada
horario, o rompimento da vesicula germinativa (RVG; A), metafase I (MI; B) e
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CCOs por tratamento). O asterisco (*) indica diferenca significativa entre os
tratamentos em cada horario e em cada estadio de maturacao nuclear (P<0,01).



Tabela 1
Indices de clivagem, blastocistos e eclosdo quando os odcitos foram submetidos ao

sistema de maturacdo 12 + 12 h. Resultados observados em cinco replicagdes, nos dias
2,7 ¢9 apos a fecundagdo in vitro, respectivamente.

Odcitos' Clivagem”  Blastocistos’  Eclosdo’ Eclosdo’
Tratamentos n %+EPM %+EPM %+EPM %+EPM
Controle s/ cel 105 77,1+0,4° 35,240,6* 12,4+0,9*  35,2+3,0°
Controle ¢/ cel 105 69,6+1,2° 20,0£0,6" 2,8+1,2° 14,0+5,8°
Ang II 108 73,141,2° 29,6+0,8° 8,3+0,8"  28,1+3,0"
Ang I + IGF-I 108 80,6+0,7¢ 43,540,8¢ 17,6£0,7° 40,4420
Ang 11 + Ins 104 77,940,7 33,640,9° 11,6+1,2° 34,5436

'CCOs foram maturados por 12 h na presenca + 12 h na auséncia de células foliculares (Média+tEPM).
“Percentagem sobre o total de odcitos.

*Percentagem sobre o total de blastocistos.
#bedyalores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,05).
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Tabela 2

Indices de clivagem, blastocistos e eclosdo quando os odcitos foram submetidos ao
sistema de maturagdo 24 h. Resultados observados em cinco replicagdes, nos dias 2, 7 €
9 apos a fecundagao in vitro, respectivamente.

Odcitos' Clivagem”  Blastocistos’  Eclosdo Eclosdo’
Tratamentos n %+*EPM %+EPM %+EPM %+EPM
Controle s/ cel 105 77,1+0,7° 35,2+1,1% 11,4£1,0°  32,442.5%
Controle ¢/ cel 105 68,5i1,5b 2,9i1,2b - -
Ang 11 102 73,5+1,1°¢ 12,7+1,0° - -
Ang II + IGF-I 107 75,740,6™ 20,5+0,7¢ 2,741,1°  13,045,4°
Ang II + Ins 105 74.3+1,0% 15,1+1,5° - -

'CCOs foram maturados por 24 h na presenca de células foliculares (MédiatEPM).

“Percentagem sobre o total de odcitos.

*Percentagem sobre o total de blastocistos.

abedyalores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,05).
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