UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

MODULACAO DO REINICIO DA MEIOSE DE
OOCITOS BOVINOS PELO FATOR DE
CRESCIMENTO FIBROBLASTICO 10,

ANGIOTENSINA Il EPROGESTERONA EM SISTEMA
ALTERNATIVO DE CULTIVO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Bernardo Garziera Gasperin

Santa Maria, RS, Brasil
2009



MODULACAO DO REINICIO DA MEIOSE DE OOCITOS
BOVINOS PELO FATOR DE CRESCIMENTO
FIBROBLASTICO 10, ANGIOTENSINA Il E
PROGESTERONA EM SISTEMA ALTERNATIVO DE
CULTIVO

por

Bernardo Garziera Gasperin

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de
Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria, Area de Concentra¢do em
Fisiopatologia da Reproducao Animal, da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para obtencao do grau de
Mestre em Medicina Veterinaria.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Bayard Dias Gongalves

Santa Maria, RS, Brasil

2009



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Ruralis
Programa de Pos-Graduacédo em Medicina Veterinaria

A Comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertagdo de Mestrado

MODULACAO DO REINICIO DA MEIOSE DE OOCITOS BOVINOS
PELO FATOR DE CRESCIMENTO FIBROBLASTICO 10,
ANGIOTENSINA Il E PROGESTERONA EM SISTEMA
ALTERNATIVO DE CULTIVO

elaborada por
Bernardo Garziera Gasperin

como requisito parcial para obtencao do grau de
Mestre em Medicina Veterinaria

COMISSAO EXAMINADORA:

Jodo Francisco Coelho de Oliveira, Dr.
(Presidente/Co-orientador)

Luis Fabiano Santos da Costa, Dr. (UNOESC)

Ligia Margareth Cantarelli Pegoraro, Dr. (EMBRAPA Clima Temperado)

Santa Maria, 27 de fevereiro de 2009.



AGRADECIMENTOS

Agradeco:

Ao meu pai pelo seu companheirismo e contribui¢do na realizacdo dos meus

experimentos € por sempre estar disposto a me ajudar;

Aos que partiram, em especial ao meu avd Mario Antonio Gasperin que me motivou

na escolha desta profissao;

Ao Laboratério BioRep por ter me proporcionado o aprendizado das técnicas

utilizadas nestes trabalho e outras que pretendo utilizar ao longo de minha carreira cientifica;

Aos estagidrios e colegas de pos-graduacdo que me proporcionaram um ambiente

unico de amizade e cooperacao;

Aos meus orientadores Prof. Paulo Bayard Dias Gongalves ¢ Jodo Francisco Coelho

de Oliveira pelos ensinamentos, amizade, confianca e apoio;

Ao Marcos, Joabel, Monique e Rogério companheiros que ndo medem esforgos para

ajudar na execucao dos experimentos;

Ao Rogério por transmitir seus conhecimentos com uma humildade impar e por ser

um exemplo de amizade, seriedade e companheirismo;

Ao Marcos Barreta por compartilhar seu vasto conhecimento sobre a produgao in vitro

de embrides;

A CAPES pela concessdo da bolsa de estudos e ao CNPq pelo apoio financeiro a

pesquisa;

Enfim, a todos que contribuiram e torceram por mim.



RESUMO

Disserta¢ao de Mestrado
Programa de Pos-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

MODULACAO DO REINICIO DA MEIOSE DE OOCITOS BOVINOS
PELO FATOR DE CRESCIMENTO FIBROBLASTICO 10,
ANGIOTENSINA Il E PROGESTERONA EM SISTEMA
ALTERNATIVO DE CULTIVO

Autor: Bernardo Garziera Gasperin
Orientador: Paulo Bayard Dias Gongalves
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 27 de fevereiro de 2009.

O presente trabalho teve por objetivo averiguar o papel do fator de crescimento fibroblastico
10 (FGF10) no reinicio da meiose de odcitos bovinos, utilizando um modelo in vitro de co-cultivo de
odcitos e células foliculares. Em um primeiro estudo, foi estabelecido um sistema de cultivo capaz de
manter a osmolalidade dos meios constante na auséncia de 6leo. A adicdo de agua entre os pocos de
placas de cultivo foi eficiente na prevengdo da evaporagdo dos meios sendo uma alternativa na
experimentagdo cientifica e produgdo in vitro de embrides. Com este sistema, se obteve uma taxa
média de 30% de desenvolvimento embriondario, resultado similar ao obtido no sistema convencional
(33% blastocistos). Apds o estabelecimento do sistema, avaliou-se a participagdo do FGF10 no
reinicio da meiose de odcitos bovinos e sua interacdo com a maturacdo nuclear induzida por
angiotensina II (Angll; 10"''M) e progesterona (100ng mL™). Todas as concentragdes de FGF10
testadas foram eficientes na inibi¢do do reinicio da meiose induzido por Angll (P < 0,05). As maiores
taxas de rompimento de vesicula germinativa (RVG) foram observadas na auséncia de FGF10
(45,3%). Nas concentragoes de 10, 100, e 1000ng mL" de FGF10, as taxas de RVG foram 30,2, 29,6 ¢
27%, respectivamente. Apds o estabelecimento da dose ideal, foi verificado que a adi¢do de FGF10
(100ng mL™") ao cultivo de complexos cumulus-odcitos acarretou em diminui¢io na taxa de reinicio da
meiose somente na presenga de células foliculares e Angll (37,8% e 62,6% de RVG com e sem
FGF10, respectivamente; P < 0,05). A partir dos resultados dos experimentos anteriores, o terceiro
experimento foi delineado para testar se 0 FGF10 ¢ capaz de inibir o reinicio da divisdo meidtica
induzido por progesterona. A adicdo de FGF10 ndo afetou a taxa de reinicio da meiose induzida pela
progesterona (41,1% e 41,7% de RVG com e sem FGF10, respectivamente; P > 0,05). Entretanto, a
adi¢do de indometacina (10uM) bloqueou (20,1% de RVG; P < 0,05) o efeito positivo da
progesterona. Este bloqueio demonstra que a progesterona, assim como ja foi demonstrado para Angll,
utiliza a via das ciclooxigenases para induzir o reinicio da meiose e este evento parece ndo ser
regulado pelo FGF10. Os resultados demonstram que o FGF10 interage com as células foliculares para
inibir o reinicio da meiose estimulado pela Angll mas nédo pela progesterona.

Palavras-chaves: FGF10; angiotensina II; progesterona; reinicio da meiose; odcitos bovinos.



ABSTRACT
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MODULATION OF MEIOTIC RESUMPTION OF BOVINE OOCYTES
BY FIBROBLAST GROWTH FACTOR 10, ANGIOTENSIN Il AND
PROGESTERONE IN AN ALTERNATIVE CULTURE SYSTEM

Autor: Bernardo Garziera Gasperin
Orientador: Paulo Bayard Dias Gongalves
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The aim of this study was to evaluate the effect of fibroblast growth factor 10 (FGF10) on
bovine oocyte meiotic resumption in an in vitro oocyte and follicular cells co-culture system. At first,
an oil-free culture system able to maintain a stable osmolality of the medium without the negative
interference of the oil was established. The maintenance of osmotic equilibrium confirms that four-
well plate with water in the central hole can be a feasible alternative to replace oil for scientific
experimentation and embryo culture. The embryo development rate in the alternative system (near
30% blastocyst) was similar to that obtained in the conventional system (33% blastocyst). Afterwards,
the role of FGF10 on bovine oocyte meiotic resumption was evaluated in a co-culture of oocytes and
follicular cells in the presence of angiotensin II (10"'M AnglI). All tested concentrations of FGF10
inhibited the resumption of meiosis induced by Angll (P < 0.05). The highest germinal vesicle
breakdown (GVBD) rate was observed when FGF10 was absent (45.3%). At concentrations of 10,
100, and 1000ng mL™ FGF10, the rates of GVBD were 30.2, 29.6 and 27%, respectively. In a second
experiment, oocytes were co-cultured with follicular hemisections to test if FGF10 (100ng mL™) acts
directly on COCs or through follicular cells to inhibit AngII (10™"'"M)-induced meiotic resumption. The
Angll-induced GVBD (62.6%) was inhibited when FGF10 was added to in vitro co-culture system
(37.8%; P < 0.05). However, FGF10 did not affect meiotic resumption of COCs cultured without
Angll in the presence or absence of follicular cells. The third experiment tested if FGF10 inhibits
progesterone-induced meiotic resumption. The addition of FGF10 did not affect the meiotic
resumption rate induced by progesterone (41.1% and 41.7% GVBD with and without FGFI10,
respectively; P > 0.05). However, indomethacin (10uM) blocked (20.1% GVBD; P < 0.05)
progesterone positive effect suggesting that this steroid, like Angll, acts through cyclooxygenases
pathway to induce meiotic resumption. Results show that FGF10 interacts with follicular cells to
inhibit Angll but not progesterone-induced meiotic resumption of bovine oocytes.

Key words: FGF10; angiotensin II; progesterone; meiotic resumption; bovine oocytes.
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1. INTRODUCAO

O reinicio da meiose de odcitos bovinos ¢ um complexo evento ainda ndo
completamente elucidado. Sabe-se que as células foliculares sdo responsaveis por manter o
odcito em vesicula germinativa (VG; SIRARD & BILODEAU, 1990; RICHARD &
SIRARD, 1996) até que ocorra o pico ovulatério de LH. Esta gonadotrofina atua nas células
foliculares promovendo uma série de transformacdes no ambiente folicular que culminam
com a expansiao do cumulus, maturagdo do o6cito e ovulagdo. O completo entendimento dos
diversos eventos que regulam a maturagdo nuclear de odcitos ainda nao estd alcangado e ¢ um
passo importante para aplicacdo de técnicas de reproducao assistida envolvendo odcitos.

Odcitos bovinos niao expressam receptores de LH (NUTTINCK et al., 2004), o que
indica que a agdo desta gonadotrofina é mediada por fatores produzidos pelas células
foliculares. Alguns fatores promotores do reinicio da meiose que medeiam a acdo do LH ja
foram identificados. Resultados obtidos em nosso laboratoério demonstram que a angiotensina
I (Angll) ¢ capaz de reverter o efeito inibitorio das células foliculares sobre a maturagao
nuclear de odcitos bovinos (GIOMETTI et al., 2005) atuando através de receptores tipo 2 de
Angll (AT2; BENETTI et al., 2008). Além disso, a concentracdo de Angll aumenta apds o
pico ovulatério de LH em bovinos ¢ a administragdo in vivo de um bloqueador especifico
deste peptideo inibiu o reinicio da meiose nesta espécie (BARRETA et al., 2008). A agdo da
Angll na matura¢ao nuclear dos o6citos sé foi observada na presenca de células foliculares,
reforgando a hipotese de que este fator seja um intermediario das modificagdes foliculares
induzidas por LH. O efeito positivo da Angll na reversdo do efeito inibitério das células
foliculares ¢ bloqueado pela indometacina, um inibidor ndo seletivo das ciclooxigenases
(BARRETA et al., 2008), sugerindo que a Angll interage com as prostaglandinas para
promover a maturagao nuclear de odcitos bovinos.

Os esteroides produzidos pelas células foliculares também parecem indispensaveis na
retomada da divisdo meidtica (WANG et al., 2006). O pico ovulatorio de LH est4 associado
ao aumento na secre¢do de progesterona e expressdo de seus receptores; € estes
correlacionados com um aumento na expressdao de ciclooxigenase 2 (COX2) e secrecao de
prostaglandinas (BRIDGES et al., 2006). YAMASHITA et al. (2003) demonstraram que a

elevagdo dos niveis de progesterona secretada pelas células do cumulus ou adicionada ao
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meio antecipam o reinicio da meiose de odcitos suinos. SIROTKIN (1992) demonstrou que a
progesterona ¢ capaz de estimular o reinicio da meiose e matura¢do de o6citos bovinos in
vitro na auséncia de inibidores. Além disso, a progesterona ¢ capaz de reverter o efeito
inibitorio das células foliculares sobre a maturagdo de odcitos de maneira dose-dependente
(BOHRER et al., 2008). Associado a isto, a maturacdo de complexos cumulus-oocitos
(CCOs) de porcas na presenca de uma camada de 6leo sobre o meio ¢ atrasada pela passagem
de esterdides do meio para o dleo (SHIMADA et al., 2002). Portanto, varias evidéncias
apontam para uma participagdo dos esterdides no processo de maturagdo nuclear de odcitos,
no entanto, os sistemas atuais de cultivo na presenga de 6leo representam uma barreira para
melhor entender a participagao destes fatores na maturagao oocitaria.

Diversos sistemas de cultivo vém sendo utilizados no estudo da maturacao de oocitos.
O co-cultivo de odcitos e metades foliculares (RICHARD & SIRARD, 1996) tem sido um
bom modelo experimental para estudar a interagdo entre células foliculares e maturagdo,
possibilitando a comunicagdo entre oocitos, células do cumulus, células da granulosa e teca.
As metades foliculares, quando dissecadas e cultivadas em condi¢des adequadas, em meios
suplementados com gonadotrofinas, mantém a atividade esteroidogénica (KOMAR et al.,
2001). REINSBERG et al. (2004) desaconselham a utilizagdo de o6leo em cultivos
envolvendo células com atividade esteroidogénica. Além de alterar a composi¢ao do meio,
removendo componentes lipossoluveis secretados pelas células foliculares e do cumulus, a
utilizagdo de dleo neste sistema de cultivo dificultaria muito a manipulacdo. O primeiro
objetivo do presente trabalho foi estabelecer um sistema de cultivo que evite a evaporagdo de
agua dos meios na auséncia de 6leo, para ser utilizado na experimentagao cientifica bem como
na produgdo in vitro de embrides.

Apds o estabelecimento do sistema de cultivo livre de dleo, iniciou-se o estudo da
regulacdo do reinicio da meiose de odcitos bovinos. Sabe-se que o fator de crescimento
fibroblastico 10 (FGF10) ¢ expresso pelas células da teca e pelo o6cito bovino (BURATINI et
al., 2007), sendo seu receptor FGFR2b expresso pelas células da granulosa mural e do
cumulus (CHO et al., 2008). Além disso, o FGF10 inibe a expressdao de receptores AT2
quando adicionado em cultivo de células da granulosa (PORTELA et al., 2008) ¢ a ativagao
dos receptores FGFR2b pelo FGF7 inibe a producao de progesterona estimulada por hCG em
células da granulosa luteinizadas (PARROTT & SKINNER, 1998). A ativagao dos receptores
dos FGFs estd envolvida na manutengdo do oocito em vesicula germinativa (VG) em
camundongos (PELUSO et al., 2006). Entretanto, apesar das evidéncias da participagdo do

FGF10 na comunicacao entre as células foliculares e o oocito, o papel deste fator no reinicio
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da meiose de odcitos bovinos ainda nao foi estudado. A partir dos resultados em foliculos e
odcitos, formulou-se a hipotese de que o FGF10 seja um fator inibidor do reinicio da meiose
de odcitos bovinos induzido pela Angll. A interacdo entre a progesterona € o FGF10 também
foi testada. Portanto, o objetivo do segundo trabalho foi identificar o papel do FGF10 no
reinicio da meiose estudando sua interagdo com fatores envolvidos na retomada da divisdo

meiodtica do oocito.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sistemas de cultivo de o6citos e embrides

A busca por sistemas de cultivo in vitro de odcitos e embrides que mimetizem as
condigdes fisiologicas ainda ¢ um desafio. Meios de cultivo que possuam todos os
constituintes necessarios para a maturagdo, fecundagdo e cultivo embriondrio ainda vém
sendo buscados (FEUGANG et al., 2008). A influéncia de diferentes condigdes de cultivo
também continua sendo testada (ROH et al., 2008). Estudos iniciais de cultivo embrionario
foram realizados em garrafas ou placas de vidro estéreis ou de plastico descartavel com
diferentes formatos e volumes, as quais eram preenchidas com grandes volumes de meio de
cultivo, geralmente coberto com 6leo (BRINSTER, 1968). Entretanto, com o passar do tempo
observou-se que o desenvolvimento embriondrio ¢ facilitado quando grupos de embrides sdao
cultivados em proximidade, provavelmente devido a maior concentragdo de fatores de
crescimento secretados pelas células embriondrias no meio. A partir deste conceito, foram
desenvolvidos sistemas visando o cultivo de embrides em volume reduzido de meio como o
sistema well of the well e o glass oviduct (VAJTA et al., 2000; THOUAS et al., 2003).

O controle da osmolalidade durante a produgdo in vitro de embrides ¢ imprescindivel
para a obten¢do de taxas de blastocisto aceitaveis (KRUGER et al., 1985). A evaporacdo dos
meios de cultivo e conseqliente aumento da osmolalidade e da concentragcdo de sais leva a
inimeras alteragdes e as células que ndo se adaptam entram em apoptose (BURG et al., 2007).
O aumento na concentragdo de cloreto de s6dio (NaCl) no meio de fecundacao esta associado
a uma maior taxa de polispermia, causando um bloqueio do desenvolvimento embriondrio
(ROH et al., 2002). Recentemente, relatou-se que a exposi¢do de odcitos suinos a um meio
hiperosmético durante as primeiras 48 horas apos a fecundagao leva a um aumento nas taxas
de blastocisto (HWANG et al., 2008). Porém, os mesmos autores concordam que o restante
do periodo de cultivo deve ser conduzido sob osmolalidade constante (270mOsmol kg™).

A utilizacdo de uma camada de 6leo mineral, 6leo de parafina ou 6leo de silicone
sobre os meios de cultivo tornou-se uma pratica corriqueira em muitos laboratdrios para se
evitar a evaporagdo da agua. Porém, ja foram identificados efeitos negativos da presenca de
0leo no sistema de cultivo. Constituintes lipofilicos como esterdides e acidos graxos
produzidos pelas células ou adicionados aos meios de cultivo sdo atraidos para a camada de

6leo (SHIMADA et al., 2002; REINSBERG et al., 2004). Substancias toxicas presentes nos
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Oleos sintéticos, como metais pesados, podem passar para os meios de cultivo (ERBACH et
al.,, 1995). No caso de utilizacdo de 6leo mineral, a peroxida¢dao resulta em liberagdo de
radicais livres que prejudicam o desenvolvimento embrionario (OTSUKI et al., 2008). A
grande variabilidade na composicdo de diferentes lotes de 6leo ¢ outra desvantagem. Ha
relatos na literatura de partidas de dleo de silicone cuja utilizagdo esteve associada com total
perda de viabilidade embrionaria durante a criopreservagdao, devido a alteragdes da
composi¢do lipidica dos meios e conseqiientemente dos constituintes das membranas
celulares (VAN SOOM et al., 2001).

A presenga de 6leo sobre o meio de maturagdo de complexos cumulus-oocitos (CCOs)
suinos resulta em severa diminui¢do na concentragdo de esterdides sintetizados pelas células
ao término do cultivo. Esta diminui¢do estd associada a um atraso no reinicio da meiose,
reducdo das taxas de clivagem e blastocisto (SHIMADA et al., 2002). REINSBERG et al.
(2004) desaconselham a utilizagdo de Oleo sobre o meio em experimentos que utilizam
cultivos de células com atividade esteroidogénica, devido a grande influéncia da presenca de
6leo nos niveis de esterdides. Complexos cumulus-odcitos bovinos secretam esterdides,
principalmente progesterona, durante a maturagdo In Vitro e a suplementacdo de
gonadotrofinas regula a atividade esteroidogénica (MINGOTI et al., 2002; SCHOENFELDER
et al., 2003). Os esterdides ativadores de meiose (MAS) como FF-MAS e T-MAS parecem
desempenhar importantes fungdes na promocdo do reinicio da meiose (BYSKOV et al.,
2002). Estes esterdides sdo caracterizados pela elevada solubilidade em lipideos e por serem
altamente hidrofobicos.

A participagdo dos esterdides na maturagao de oocitos ja foi demonstrada em anfibios
(GOTOH et al., 1991), suinos (SHIMADA & TERADA, 2002), primatas (BORMAN et al.,
2004) e bovinos (SIROTKIN, 1992; WANG et al., 2006; BOHRER et al., 2008). Portanto, o
estudo de eventos relacionados com a maturacao nuclear de oocitos nao deve ser realizado em
sistemas de cultivo que utilizam qualquer tipo de 6leo. Diversos modelos para estudo da
maturagdo nuclear de odcitos in vitro sdo utilizados pela comunidade cientifica. O modelo de
co-cultivo de odcitos e metades foliculares (RICHARD & SIRARD, 1996) ¢ um dos mais
completos, uma vez que possibilita a interacdo entre odcitos, células do cumulus, células da
granulosa e teca. Além de alterar a composi¢do do meio, a utilizagao de 6leo neste sistema de
cultivo dificultaria muito a manipulagdo. O cultivo de odcitos e embrides em microtubos
permite a manutengdo de uma osmolalidade constante e indices aceitdveis de producdo
embrionaria (ROH et al.,, 2008). No entanto, os microtubos ndo recebem tratamentos

especificos necessarios para suportar o cultivo celular. Além disso, a manipulagcdo e
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visualizagao sdo prejudicadas, aumentando a chance de perda de estruturas. No presente
estudo, propomos um sistema livre de 6leo em placas de cultivo de quatro pocos. De acordo
com nossa hipotese, a adicdo de dgua entre os pocos de cultivo ¢ suficiente para evitar a
evaporagdo dos meios por aumentar a satura¢do da umidade no interior da placa. Este sistema
poderia ser utilizado em experimentos envolvendo maturagdo, fecundagdo ou cultivo

embrionario sem que houvesse interferéncia do 6leo sobre a composi¢cao do meio.

2.2. Maturacao nuclear do oocito bovino

A formagdo dos odcitos ¢ iniciada durante o periodo embriondrio, na fase de
gastrulacdo. Células epiblasticas ndo comprometidas colonizam a crista germinativa do
embrido onde se diferenciam em células germinativas primordiais, posteriormente
diferenciando-se em oogonias (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Apdés o periodo de
proliferacdo mitodtica, as oogodnias iniciam a divisdo meidtica, passando pelas fases de
leptoteno, zigdteno, paquiteno e diploteno da profase I. Durante o estadio diploteno, também
conhecido como estadio de vesicula germinativa (VG), ocorre o primeiro bloqueio da divisao
meidtica.

In vivo, o reinicio da divisdo meidtica ocorre simultancamente ao pico de LH, em
obcitos que completaram o crescimento e apresentam completa competéncia meiotica, ou
apods a atresia folicular. A remog¢do do oodcito do ambiente folicular promove o reinicio da
divisdo meidtica in vitro (PINCUS & ENZMANN, 1935). Estes fatos evidenciam que no
foliculo sdo produzidos fatores que impedem a maturagdo nuclear e que o pico ovulatorio de
LH cessa a produgdo de inibidores e estimula a sintese de fatores promotores da meiose. Apos
o estimulo para reiniciar a meiose (hora 0) ocorre o rompimento da vesicula germinativa
(RVG; 7 a 12h) e o odcito passa pelas fases de metafase I (MI; entre 12 e 15h), anafase e
telofase I (Al e TI; de 15 a 18h) e metafase I (MII; de 18 a 24h) na qual ocorre a extrusao do
primeiro corpusculo polar (WU et al., 1997). O odcito passa a ser uma célula haploide
permanecendo bloqueado em MII até que ocorra a fecundacao ou ativagao.

Odcitos bovinos se tornam competentes para reiniciar a meiose no momento da
aquisi¢ao do antro folicular, quando cessam o crescimento apresentando cerca de 115um de
diametro (OTOI et al., 1997). Isto ocorre porque durante o crescimento o odcito armazena
RNAm de fatores indispensaveis para o reinicio e progressao da divisdo meidtica que passam

a ser traduzidos sob estimulo de fatores regulados pelo pico de LH, uma vez que o odcito nao
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expressa receptores para esta gonadotrofina (NUTTINCK et al., 2004). A competéncia se da
principalmente pelo acimulo de RNAm para o fator promotor da maturagao (MPF). Odcitos
competentes também apresentam altos niveis da enzima p34cdc2, essencial para a progressao
da fase G2 do ciclo celular (intervalo entre sintese de DNA e divisao celular) para a fase M
(divisdo celular, meiose). O acimulo de RNAm ¢ resultante do encurtamento da cauda poli-A,
0 que impede a traducdo até que ocorra o reinicio da maturacao nuclear. A poliadenilagdo e
traducdo de RNAm necessdrios para condensacdo da cromatina e rompimento da vesicula
germinativa (RVG) ocorre 6 horas apds o inicio da maturacdo, enquanto que os RNAm
necessarios para a formagao do fuso e ativagdo de fatores como a MAPK ¢ MPF comegam a
ser traduzidos apds 9 a 12 horas (KRISCHEK & MEINECKE, 2002).

O MPF apresenta duas subunidades, sendo uma catalitica (p34cdc2) e outra regulatoria
(ciclina B). Para que ocorra a ativacdo do MPF, a p34cdc2 deve ser desfosforilada em
treonina 14 e tirosina 15 pela enzima fosfatase cdc25 (LINCOLN et al., 2002). WU et al.
(1997), medindo a atividade da histona H1, quantificaram os niveis de MPF durante a
maturacdo de odcitos bovinos. Durante o rompimento da vesicula germinativa os niveis de
MPF estao baixos. Niveis maximos sdo observados em MI, ocorrendo uma diminui¢ao
durante os estadios de anafase e telofase e um novo aumento em MII. A queda dos niveis de
MPF ocorre imediatamente ap6s a fecundacao e ativagao ou gradativamente até 30 horas apos
atingir a fase de MIL.

Outro fator promotor da maturagdo de o6citos bovino ¢ a MAPK (mitogen-activated
protein kinase) também conhecida como ERK (extracellular regulated kinase). Duas
isoformas da ERK foram descritas, sendo a ERK2 mais abundante em odcitos bovino. Sua
ativacdo ocorre durante o rompimento da vesicula germinativa, sendo que seus niveis
permanecem elevados até a formacao dos pronucleos (FISSORE et al., 1996). A ativagdo da
MAPK nio ¢é necessaria para que o ocorra o rompimento da vesicula germinativa, porém ¢
essencial na manutencao do oocito em MII, formacao dos fusos e regulagao do ciclo celular,
mantendo a atividade do MPF (GORDO et al., 2001). FAIR et al. (2007), utilizando
microarranjos, observaram alta expressdo de genes reguladores da atividade da MAPK
durante o processo de maturagdo em oocitos bovinos.

Além do envolvimento dos fatores promotores da maturagdo, o reinicio da meiose
também ¢ regulado por fatores inibidores produzidos pelas células foliculares. Este fato pode
ser evidenciado pela manutencdo de oodcitos em VG quando cultivados com metades
foliculares ou em meio condicionado pelas mesmas (SIRARD & FIRST, 1988; RICHARD &
SIRARD, 1996; GIOMETTI et al., 2005). A adenosina monofosfato ciclica (AMPc) esta
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relacionada com a inibi¢do do reinicio da meiose em diversas espécies. Em bovinos, o AMPc
causa um atraso no reinicio da meiose mas nao impede que os oocitos atinjam MI (SIRARD
& FIRST, 1988). Os niveis de AMPc presentes nas células do cumulus e no odcito sdo
dependentes da sintese pela adenilato ciclase e da degradagdo pelas fosfodiesterases. Em
bovinos, a fosfodiesterase tipo 3 (PDE3) ¢ uma das principais enzimas envolvidas na
degradagao do AMPc, sendo que a sua inibigdo in Vitro atrasa o reinicio da meiose pela
diminuicdo da degradacdo e conseqiiente aumento de AMPc (BILODEAU-GOESEELS,
2003). O cultivo de CCOs de camundongos na presenca de um inibidor da PDE3 (Org9935)
bloqueia totalmente o reinicio da meiose (ROMERO & SMITZ, 2008).

O pico ovulatorio de LH interrompe a comunicagdo (jungdes intercomunicantes) entre
as células da granulosa (WIESEN & MIDGLEY, 1993). Acredita-se que esta quebra na
comunicagdo bloqueie a passagem de fatores inibidores do reinicio da meiose produzidos
pelas células foliculares. A manutencdo da comunicacdo entre as células do cumulus e o
obcito ¢ mantida até o momento da ruptura da vesicula germinativa. O pico de FSH (logo
apods o pico de LH) pode ser responsavel pela indu¢do da sintese de fatores promotores do
reinicio da divisdo meidtica produzidos nas células do cumulus, os quais atuariam sobre o
odcito através das jungdes intercomunicantes (BYSCOV et al., 2002).

A regulacao dos eventos responsaveis pela retomada da divisdo meiodtica e completa
maturagdo do odcito ainda nao foi completamente elucidada. O pico de LH parece ser um
sinal comum para ativar o MPF e a MAPK no o6cito, promovendo a matura¢do. Porém, a
auséncia de receptores de LH em odcitos bovinos indica que os sinais que induzem o reinicio
da meiose sao provenientes das células foliculares e do cumulus (BALTAR et al., 2000).
Alguns fatores de crescimento ja foram identificados como possiveis reguladores da
maturagcdo nuclear. Fatores de crescimento associados ao fator de crescimento epidermal
(EGF-like growth factors), como a anfiregulina, epiregulina e betacelulina foram
recentemente apontados como sendo os principais mediadores dos efeitos do LH sobre a
expansao do cumulus, maturacdo de odcitos e ovulacdo (PARK et al., 2004; ROMERO &
SMITZ, 2008). Em bovinos demonstrou-se que os genes EGR1 (early growth response 1),
sprouty-2, cytochrome C oxidase, matrix metalloproteinase inducer, matrix
metalloproteinase, epiregulina, receptores de progesterona e de prostaglandina sdo
positivamente regulados pelo pico de LH (ROBERT et al., 2001). Em camundongos, a
manuten¢do do odcito em vesicula germinativa parece estar associada a ativagdo de receptores
dos fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs; PELUSO et al., 2006). Porém, a participagao

dos FGFs na regulagao da maturagao nuclear de o6citos bovinos ainda nao foi relatada.
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2.2.1. Angiotensina II

A angiotensina II (Angll) ¢ um dos principais fatores envolvidos na manuten¢ao do
equilibrio osmotico e regulagdo da pressdo sanguinea. Sua producdo inicia com a clivagem do
precursor angiotensinogénio pela renina formando a angiotensina I, a qual é convertida em
angiotensina II pela enzima conversora de angiotensina (ECA). Os rins sdo os principais
orgdos de producao de Angll, no entanto, existe um sistema ovariano local de secre¢dao de
Angll (para revisdo: GONCALVES et al., 2006; PAUL et al., 2006).

A existéncia de um sistema renina-angiotensina ovariano foi comprovada em
diferentes espécies. HUSAIN et al. (1987) detectaram concentragdes ovarianas de Angll 8 a
75 vezes superiores as do plasma, ndo sendo reduzidas em animais nefrectomizados
bilateralmente. A concentracdo de proé-renina e renina ativa no fluido folicular bovino ¢
regulada por gonadotrofinas, e parece ser regulada pelo pico de LH (HAGEMANN et al.,
1994). A expressdao do angiotensinogénio, precursor do sistema renina-angiotensina, também
foi identificada no ovario (OHKUBO et al., 1986). J4 a atividade da ECA no ovario parece ser
limitada, estando seus niveis positivamente correlacionados aos niveis de progesterona no
fluido folicular (NIELSEN et al., 2002). No entanto, parece que no ovario outras enzimas tém
a capacidade de clivar a angiotensina I para formacdo de Angll. HUSAIN et al. (1987)
obtiveram, in vitro, AngllI a partir do angiotensinogénio, utilizando como enzima catalisadora
o ativador do plasminogénio. O pico ovulatério de LH resulta em aumento nos niveis
intrafoliculares de AnglIl (ACOSTA et al., 2000) e maior expressdo de receptores do tipo 2
nas células da teca bovina (BRUNSWIG-SPICKENHEIER & MUKHOPADHYAY, 1992).

De acordo com suas caracteristicas bioquimicas e farmacologicas os receptores de
angiotensina (ATs) foram classificados como receptores do tipo 1 a 4 (DINH et al., 2001).
Porém, os receptores de angiotensina do tipo 1 (AT1) e 2 (AT2) s@o os principais mediadores
das acdes da Angll. O AT1 ¢ responsavel pela maioria dos efeitos conhecidos da Angll na
homeostase cardiovascular. O receptor AT2 ¢ mediador de efeitos opostos ao ATI e de
funcdes reprodutivas (BOTTARI et al., 1992; TAKAHASI et al., 1994).

Em bovinos, a AngllI esté relacionada com o crescimento folicular (FERREIRA et al.,
2008), ovulacao (FERREIRA et al., 2007), formagdo do corpo luteo e lutedlise (ACOSTA &
MIYAMOTO, 2004), maturacao nuclear (GIOMETTI et al., 2005; BARRETA et al., 2008) e
citoplasmatica (STEFANELLO et al., 2006) do odcito. A infusdo in vitro de Angll em ovarios
bovinos pela técnica de microdidlise aumentou a sintese de progesterona e prostaglandinas

pelas células foliculares (ACOSTA et al., 1999). JOHNSON et al. (1997) sugerem que a
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Angll ¢ um dos mediadores da esteroidogénese ovariana induzida por gonadotrofinas,
estimulando a produgdo de progesterona através da modulagdo da atividade e expressao da
enzima 3B3-HSD. Os mesmos autores demonstraram que esta a¢do ¢ mediada por receptores
AT2. Em células da granulosa humana luteinizadas, na presenga de hCG, a Angll estimula a
secrecdo de progesterona e o bloqueio dos seus receptores através de um inibidor nao seletivo
(saralasina) aumenta a sintese de estradiol, indicando um efeito negativo da Angll na secre¢ao
deste esterdide (MORRIS et al., 1994).

ACOSTA et al. (1999) determinaram a expressdo de AT1 e AT2 nas células da teca
em bovinos, observando aumento na expressdo de AT2 apds o aumento nas concentragdes
foliculares de estradiol, enquanto que a expressao relativa de AT1 permaneceu constante.
BERISHA et al. (2002) identificaram a expressdo de receptores AT2 na teca e granulosa de
foliculos bovinos, sendo sua expressdo constante nas células da granulosa e positivamente
correlacionada com os niveis de estradiol nas células da teca.

Sabe-se que a Angll ¢é capaz de reverter o efeito inibitério das células foliculares ou do
meio condicionado pelas mesmas sobre a maturagdo dos oocitos bovinos in vitro (GIOMETTI
et al., 2005). Utilizando um modelo in vivo de injecdo intrafolicular também foi demonstrado
que a ativagdo dos receptores de Angll é essencial para que ocorra o reinicio da meiose
induzido pelo pico ovulatorio de LH (BARRETA et al., 2008). Além disso, o bloqueio dos
receptores de Angll através de injecdo intrafolicular de saralasina inibiu a ovulagdo quando
realizada até 6 horas ap6s a administragdo de GnRH (FERREIRA et al., 2007), indicando uma
participagdo da Angll no inicio da cascata ovulatoria, mediando as agdes do LH. O receptor
AT?2 foi identificado como sendo o responsavel por mediar o efeito positivo da Angll no
reinicio da meiose e maturagao de oocitos bovinos (BENETTI et al., 2008) bem como na
ovulagdo (FERREIRA et al., 2007). Estes resultados evidenciam a participacdo da Angll
como mediador intrafolicular do LH no inicio da cascata da ovulacdo ¢ maturag¢do nuclear de
odcitos. Apos a ativagdo dos receptores AT2, a Angll utiliza a via das ciclooxigenases para

exercer seu efeito positivo na maturacdo dos oocitos através de um incremento na sintese de

prostaglandinas (BARRETA et al., 2008).

2.2.2. Fator de crescimento fibroblastico 10 (FGF10)

Descrito como uma proteina composta por 215 aminoacidos (26kDa) expressa em

embrides e no pulmao de ratos adultos, o FGF10 foi o décimo peptideo da familia dos fatores
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de crescimento fibroblastico a ser identificado (YAMASAKI et al., 1996). Camundongos
knockout para o gene deste fator apresentaram auséncia completa de pulmdes, indicando um
papel do FGF10 na organogénese (MIN et al., 1998; SEKINE et al., 1999). Atualmente, ha
mais de 20 fatores de crescimento pertencentes a familia FGF, exercendo suas atividades
através de ligagdo aos receptores tirosina quinase FGFR1-FGFR4 (COUGHLIN et al., 1988).
Transcritos alternativos dos receptores FGFR1-FGFR3 foram identificados, aumentando a
diversidade e especificidade de liga¢ao dos receptores (ITOH & ORNITZ, 2004). Sabe-se que
os FGFs sdo expressos no ovario, estando envolvidos em diferentes eventos fisiolégicos como
ativacdo de foliculos primordiais de ratos (NILSSON et al., 2001) e, em bovinos, no
crescimento inicial do odcito (FGF7; CHO et al., 2008) e sele¢dao do foliculo dominante
(FGF2; BERISHA et al., 2000).

IGARASHI et al. (1998), estudando as propriedades bioldgicas do FGF10,
identificaram semelhangas com o fator de crescimento de queratindcitos (KGF ou FGF7) na
seqliencia de aminodacidos, especificidade de ligagdo ao receptor FGFR2b (KGFR) e nos
locais de agdo, constatando diferengas nos padrdes de expressdo. Ambos sdo expressos por
células do estroma e tem como alvo as células epiteliais. A similaridade entre o FGF7 e o
FGF10 sugere que estes fatores atuam de forma sinérgica ou redundante e fez com que o
FGF10 passasse a ser conhecido como KGF-II.

Quanto a participacdo no controle da fisiologia reprodutiva, estudos realizados no
utero neonatal ovino detectaram a expressao génica do FGF10 e do FGF7. Ambos parecem
participar da regulacdo da morfogénese endometrial, onde o FGF10 atuaria direcionando o
crescimento e ramificacdo glandular e o FGF7 estimulando a proliferagdo celular epitelial
(CHEN et al., 2000). Estudos recentes demonstram que a expressao do FGF10 no endométrio
de ovelhas ¢ estimulada pela progesterona, o que indica um envolvimento deste fator na
regulagdo da func¢do endometrial, favorecendo o crescimento e desenvolvimento embrionario
no periodo préximo da implantacdo do embrido (SATTERFIELD et al., 2008). Em bovinos, o
padrdo de expressio do FGF10 pelas células embriondrias ¢ muito semelhante ao do
interferon tau (IFNT), sendo altamente expresso em embrides no periodo de implantagdo
(COOKE et al., 2008). Os mesmos autores demonstraram que a adicdo de FGF10, FGF1 ou
FGF2 em cultivo de células trofoblasticas aumenta a expressaio de RNAm de IFNT e a
concentragdo desta proteina no meio condicionado. Esses resultados fornecem fortes
evidéncias da participacdo do FGF10 no reconhecimento materno da gestagdo em ruminantes.

No ovario, a expressio do RNAm do FGF10 foi detectada nas células da teca e

estroma em humanos (TANIGUCHI et al., 2008) e em od6citos, células da teca de foliculos
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antrais e células luteais em bovinos (BURATINI et al., 2007; CASTILHO et al., 2008a).
Apesar da similaridade entre os fatores, estudos indicam alta expressao do RNAm do FGF10
e auséncia do FGF7 em odcitos bovinos (BURATINI et al., 2004). Uma vez que as células da
granulosa expressam receptores para 0 FGF10 (BERISHA et al., 2004), os resultados sugerem
o envolvimento deste fator na sinalizagdo paracrina oriunda do odcito e células da teca
alvejando as cé€lulas da granulosa. Além disso, os niveis de RNAm do FGF10 nas células da
teca diminuem conforme aumentam as concentracdes intrafoliculares de estradiol, indicando
uma regulacdo durante a foliculogénese (BURATINI et al.,, 2007). Isto, combinado a
observacdo de que o FSH estimula a expressio do FGFR2b em células da granulosa
(BURATINI et al., 2005), sugere que o FGF10 de origem tecal regula as células da granulosa
de foliculos antrais. BERISHA et al. (2004) identificaram o receptor FGFR2IIIb nas células
da granulosa e teca interna de foliculos antrais bovinos, sendo sua expressdo nas células da
granulosa positivamente correlacionada aos niveis de estradiol no fluido folicular. Entretanto,
a expressao do receptor FGFR2IIIb ndo sofre regulacdo pelo pico ovulatério de LH
(BERISHA et al., 2006).

Estudos in vitro demonstram que a adicdo de FGF10 em cultivo de células da
granulosa bovina acarreta em diminui¢do dose-dependente na producdo de estradiol e na
expressao de receptores tipo 2 de angiotensina II (AT2; BURATINI et al., 2007; PORTELA
et al., 2008). Foliculos subordinados expressam mais FGF10 em comparacdo aos foliculos
dominantes (CASTILHO et al., 2008b). A partir dos dados existentes, BURATINI et al.
(2007) sugerem um modelo no qual o FGF10, na fase antral inicial, atuaria como um
estimulante da proliferacdo e inibidor da diferenciagio celular. A medida que ocorre o
desenvolvimento folicular, a diminuigdo progressiva na expressdo do gene do FGF10 nas
c¢lulas da teca, possibilitaria a diferenciacdo celular e o aumento na sintese de estradiol.

As células do cumulus também expressam o receptor FGFR2b e a ativagdo deste pelo
FGF7 promove o crescimento inicial de oocitos bovinos (CHO et al., 2008). O envolvimento
dos FGFs na maturag¢do nuclear de odcitos s6 foi demonstrado, até o presente momento, em
camundongos. Nesta espécie, a ativacao dos receptores dos FGFs parece estar envolvida na
manuten¢do do odcito em vesicula germinativa (VG; PELUSO et al., 2006). A ativa¢ao do
FGFR2b pelo FGF7 em cultivo de células da granulosa bovina promove a proliferacao celular
e inibe a expressdo de aromatase e a producdo de progesterona estimulada por hCG
(PARROTT & SKINNER, 1998). Estes dados aliados ao fato de que o FGF10 inibe a
expressao de receptores AT2, cuja ativagdo € essencial para o reinicio da meiose de odcitos

bovinos, indicam que o FGF10 atua como um fator inibidor do reinicio da meiose.
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2.2.3. Progesterona

A progesterona produzida pelas células foliculares ¢ formada a partir da pregnenolona
através da acdo da enzima 3B-HSD, ou seja, pela via esteroidogénica delta 4. Durante o
crescimento folicular inicial, a 33-HSD ¢ expressa somente nas células da teca, passando a ser
expressa nas células da granulosa do foliculo dominante (BAO et al., 1997). Apesar disso, os
niveis de progesterona no fluido durante o crescimento folicular sao baixos, aumentando apos
o pico ovulatorio de LH (FORTUNE & HANSEL, 1985). Esse aumento parece ser devido a
uma menor habilidade de conversdo de progesterona a androgenos pelas células foliculares,
uma vez que a expressao das enzimas esteroidogénicas diminui apds o pico de LH (VOSS &
FORTUNE, 1993; BAO & GARVERICK, 1998; KOMAR et al., 2001). Duas isoformas de
receptores de progesterona foram identificadas nas células do cumulus de suinos e a ativacao
destes regula a expressio de connexin-43, principal constituinte das jungdes
intercomunicantes (SHIMADA et al., 2004).

A maturagdao do odcito ocorre no interior do foliculo, na presenca de niveis elevados
de esteroides. Por este motivo, a participagdo dos esterdides na maturagdo nuclear de odcitos €
estudada nas diversas espécies. Estradiol e progesterona sdo sintetizados pelas células do
cumulus durante a maturagdo de odcitos bovinos (MINGOTI et al., 2002). Em suinos, a
suplementagdo destes no meio de cultivo ndo parece exercer nenhum efeito, o que indica que
as células produzem quantidade suficiente destes hormonios (DODE & GRAVES, 2002).
Entretanto, YAMASHITA et al. (2003) demonstraram que a elevacdo dos niveis de
progesterona secretada pelas células do cumulus ou adicionada ao meio antecipa o reinicio da
meiose de oocitos suinos. Este efeito positivo ¢ mediado pelas células do cumulus, uma vez
que ndo se repetiram em odcitos desnudos. A maturacdo de CCOs de porcas realizada na
presenga de uma camada de dleo sobre o meio ¢ atrasada pela passagem dos esteroides,
principalmente progesterona, do meio para o 6leo o que confirma o envolvimento dos
esterdides na maturagao nesta espécie (SHIMADA & TERADA, 2002).

Em anfibios ja estd bem estabelecido o efeito positivo da progesterona na maturacao
nuclear de o6citos. O reinicio da meiose induzido por progesterona em Xenopus ¢ mediado
por aumento na atividade de MAPK através de sinalizacdo ndo genomica do esteroide
(GOTOH et al., 1991; BAYAA et al., 2000). Experimentos recentes realizados em ratos e
camundongos utilizando inibidores de sintese e bloqueadores de receptores sugerem que a
progesterona, o estradiol e a testosterona ndo exercem efeito sobre a maturacdo nuclear

isoladamente (MOTOLA et al., 2007). Em primatas, a administragdo de progestageno induz o
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reinicio da meiose de odcitos mesmo na auséncia de um pico de gonadotrofina (BORMAN et
al., 2004). Progestagenos alteram a sintese de colesterol causando aumento nos niveis de
esterdides ativadores da meiose (MAS) apontados como possiveis mediadores do reinicio da
meiose induzido por gonadotrofinas em o6citos (BYSKOV et al., 2002).

WANG et al. (2006) obtiveram uma forte inibi¢do da maturacdo nuclear de odcitos
bovinos através do bloqueio da enzima esteroidogénica responsavel pela clivagem da cadeia
lateral do colesterol. Esta inibicdo ndo foi revertida pela adi¢do de progesterona ou estradiol
ao meio de cultivo. Porém, o modelo utilizado pelos autores, cultivo de CCOs, apresenta uma
forte limitacdo devido a auséncia de células foliculares. SILVA & KNIGHT (2000),
utilizando o mesmo modelo, relataram um efeito negativo da progesterona na maturagao do
odcito bovino avaliado através da taxa de clivagem e produgao de blastocistos. J& SIROTKIN
(1992) demonstrou que a progesterona ¢ capaz de estimular o reinicio da meiose € maturagao
de o6citos bovinos in vitro na auséncia de inibidores.

O pico ovulatorio de LH esté associado a dois picos de producao de progesterona (P4)
e com o aumento na expressdo de receptores deste esterdide (PR) e de receptores de
prostaglandina (PGR) nas células foliculares bovinas (ROBERT et al., 2001; JO et al., 2002).
A expressao de receptores de progesterona em células da granulosa in vitro ¢ estimulada por
LH e FSH e, nas cé¢lulas da teca, somente por LH (JO et al., 2002). A elevagdo dos niveis de
P4 e PR esta fortemente correlacionada a um aumento na expressio de RNAm de
ciclooxigenase 2 (COX2) e secrecdo de prostaglandinas (BRIDGES et al., 2006). Além disso,
a indu¢do da producdo de prostaglandinas durante a maturacdo de odcitos bovinos estd
associada a um aumento na sintese de progesterona (BRIDGES & FORTUNE, 2007;
NUTTINCK et al., 2008). Em suinos a progesterona ja foi apontada como um mediador dos
efeitos do LH na diferenciacdo das células do cumulus e no estimulo do reinicio da meiose
(OKAZAKI, et al., 2003). SHIMADA et al. (2006) demonstraram que a prostaglandina E2 e
os receptores de progesterona sdo mediadores dos efeitos dos EGF-like growth factors. Estes
dados sugerem uma interagdo entre prostaglandinas e progesterona na expansao das células do
cumulus e reinicio da meiose induzidos pelo pico ovulatério de LH.

Recentemente, BARRETA et al. (2008) demonstraram que o efeito positivo da Angll
na maturagao nuclear do o6cito bovino ¢ mediado pela via das ciclooxigenases. Além disso, a
Angll estimula a produ¢do de progesterona em células da granulosa luteinizadas
(KOBAYASHI et al., 2002) e em foliculos bovinos pré-ovulatorios submetidos a
microdialise in vitro (ACOSTA et al., 1999). O fato da progesterona, assim como a AnglI,

reverter o efeito inibitério das células foliculares sobre a maturacao de oocitos (BOHRER et
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al., 2008), nos permite inferir que estes dois fatores medeiam as alteragdes no ambiente

folicular induzidas pelo pico de LH.
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Oil-free culture system for in vitro bovine embryo production
Sistema de cultivo sem 6leo para a producdo de embrides bovinos

Bernardo Garziera Gasperin' Marcos Henrique Barreta' Joabel Tonellotto dos Santos"

"' 3030 Francisco Coelho de Oliveira' Paulo

Rogério Ferreira' Jairo Pereira Neves
Bayard Dias Goncalves'”

ABSTRACT
Oil has been used to avoid water evaporation from cell culture and thus maintain salt
concentration and osmolality. However, the use of oil has several disadvantages, amongst
them the migration of compounds from media to oil and from oil to media. The aim of this
study was to evaluate the osmolality of a culture system using four-well plates with water in
the central hole as an alternative to in vitro bovine embryo production (IVP). During the
maturation, osmolality was evaluated in media placed in four-well plates covered or not with
oil or in four-well plates with purified water in the central hole of the plate. The presence of
water in the central hole of four-well plates maintained the osmolality in the same pattern that
oil overlay (293+0 and 294+1.8mOsm kg™ at the end of the period for Nunc oil and Nunc
water, respectively; P>0.05). In washing medium in 35mm dishes, osmolality increased after
1 hour when dish was placed on the heated plate in the absence of oil (280+1.93mOsm kg
with oil vs. 291+3mOsm kg™ withou oil; P<0.05). The effect of osmolality change in oocyte
washing and embryo culture media was tested in relation to cleavage and blastocyst rate. The
absence of water between the wells of the plates did not affect cleavage rate. Blastocyst rate
was higher when embryos were cultured in presence of water (29.7 and 29.9% blastocysts Vs.
33% in conventional microdrop system; P>0.05), except in the group that oocytes were

washed in medium that remained 2 hours on the heated plate without oil overlay (15.1%;
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P<0.05). Groups cultured in absence of water in the central hole had lower blastocyst rates
(P<0.05) independently of exposure (15.5%) or not (16.2 and 16.8%) to hyperosmotic
washing medium. In conclusion, four-well plates with water in the central hole can be an
alternative to replace oil overlay for bovine IVP, maintaining stable osmolality and embryo
development rates.
Key words: osmolality, bovine embryo culture, culture systems
RESUMO

O oleo ¢ utilizado em cultivos celulares para evitar a evaporagdo da dgua e manter a
concentracdo de sais e a osmolalidade. Entretanto, o uso do 6leo tem algumas desvantagens,
incluindo a migragao de componentes do meio para o 6leo e do 6leo para o meio. O objetivo
desse estudo foi avaliar a osmolalidade de um sistema de cultivo utilizando placas de quatro
pogos com agua no orificio central como uma alternativa para produgédo in vitro (PIV) de
embrides bovinos. Durante a maturagao, a osmolalidade foi avaliada em meio acondicionado
em placas de quatro pogos coberto ou ndo com 6leo ou em placas de quatro pogcos contendo
agua purificada no orificio central. A osmolalidade do meio acondicionado em placas na
presenca de agua no orificio central nao diferiu em relagdo ao meio coberto com 6leo (293+0
e 294+1,8mOsm kg ao término do cultivo para Nunc 6leo e Nunc 4gua, respectivamente;
P>0,05). No meio de lavagem acondicionado em placas de 35mm, a osmolalidade aumentou
ap6s uma hora sobre a placa térmica na auséncia de 6leo (280+1,93mOsm kg™ com 6leo vs.
291+3mOsm kg'1 sem Oleo; P<0,05). O efeito da alteragdo da osmolalidade nos meios de
lavagem dos oocitos e de cultivo foi testado em relacdo as taxas de clivagem e blastocisto. A
auséncia de agua entre os pocos das placas de cultivo ndo afetou a taxa de clivagem. A taxa de
blastocisto foi maior nos grupos cultivados na presenga de agua (29,7 € 29,9% blastocistos Vs.
33% no sistema convencional; P>0,05), exceto no grupo em que os odcitos foram lavados em
meio sem 6leo que permaneceu 2h sobre a placa térmica aquecida (15,1%; P<0,05). Os

grupos cultivados na auséncia de dgua no orificio central da placa apresentaram menor taxa de
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blastocisto (P<0,05) independente da exposi¢do (15,5%) ou nao (16,2 and 16,8%) ao meio de
lavagem hiperosmético. Portanto, placas de quatro pogos com dgua no orificio central podem
ser uma boa alternativa para substituir o 6leo em sistemas de PIV de embrides bovinos,
mantendo estdvel a osmolalidade e o desenvolvimento embrionario.
Palavras chave: osmolalidade, embrides bovinos, sistemas de cultivo
INTRODUCTION

In embryo production systems, the amount of media used for cell culture is very low
(from 50ul to 400ul), which makes control of water evaporation crucial to avoid increased
salt concentration and, consequently, osmolality. In addition, increased medium salt
concentration affects oocyte and embryo development independently of osmolality.
Fertilization of oocytes in media with high concentration of NaCl increases polyspermy and
impairs embryo development (ROH et al., 2002). Osmolality of culture media is one of the
key factors affecting the success of in vitro production (IVP) of embryos (LIU & FOOTE,
1996). There is some evidence that osmolality of culture medium must remain stable during
all the IVP process (KRUGER et al., 1985). However, recent data indicates that increased
osmolality in the first two days of culture improved in vitro development and reduced
apoptosis through regulation of Bax-alpha/Bcl-xI gene expression in porcine embryos
(HWANG et al., 2008). Osmotic stresses can also damage DNA, affect DNA replication,
DNA transcription and mRNA translation, leading to cellular damage (BURG et al., 2007).

Water evaporation from cell culture media has been avoided by oil overlay. However,
some studies has been indicated that use of oil can has several disadvantages related to
migration of positive lipophilic factors into the oil (SHIMADA et al., 2002), toxic factors
from oil to media (ERBACH et al., 1995) and oil storage (OTSUKI et al., 2008). Moreover,
deleterious factors (such as zinc) from the silicon oil can diffuse into culture media, impairing

embryo development (ERBACH et al., 1995). Also, mineral oil peroxidation can release free
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radicals that are transferred through the zona pelucida (OTSUKI et al., 2008) affecting oocyte
maturation and embryo development.

The main positive hydrophobic factors lost in oil are steroids. SHIMADA et al. (2002)
reported a delay of oocyte maturation and a decrease in cleavage and blastocyst rates after
maturation of swine oocytes in medium with an oil overlay. Since there is strong evidence of
roles of steroids during in vitro embryo production, mainly during oocyte maturation
(SHIMADA & TERADA, 2002; WANG et al., 2006), the addition of oil must be avoided in
culture systems to prevent changes in media composition.

An alternative to use of oil overlay to prevent changes in osmolality during culture
could be to produce a humid microenvironment in four-well dishes. The placement of a
reasonable amount of water in the central hole of four-well plates could maintain the plate
microenvironment humid and thus prevent the increase of medium osmolality. In the present
study we have tested the hypothesis that the presence of water in the central hole of four-well
plates maintains stable the osmolality during the different steps of the in vitro bovine embryo
production system. Furthermore, osmolality changes in the washing and culture media was
evaluated in relation to cleavage and blastocyst rate.

MATERIALS AND METHODS
Osmolality assessment and in vitro production of bovine embryos

Osmolality (mOsm kg') was assessed in 50pl of medium from the different culture
systems during oocyte washing, maturation and embryo culture in different times using a
cryoscopic osmometer” (Osmomat® 030). For in vitro production of bovine embryos, cow
ovaries were obtained from a local abattoir and transported to the laboratory in saline solution
(0.9% NaCl; 30°C) containing 100IU mL™" penicillin® and 50pug mL™" streptomycin sulphate®.
Cumulus oocyte complexes (COCs) were aspirated from 3 to 8mm diameter follicles with a
vacuum pump (vacuum rate of 20mL minute™). The COCs were recovered and selected

according to LEIBFRIED & FIRST (1979) under a stereomicroscope. Grade 1 and 2 COCs
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(n=20-30) were washed in TCM199° in different systems according to each group and
randomly distributed into 400ul of maturation medium and cultured in an incubator at 39°C in
a saturated humidity atmosphere containing 5% CO2 and 95% air, for 24h. The maturation
medium used was TCM199° containing Earle’s salts and L-glutamine supplemented with
25mM HEPES®, 0.2mM pyruvic acid®, 2.2mg mL" sodium bicarbonate®, 5.0ng mL™! LHY,
0.5ug mL™" FSHY, 10% (v/v) bovine calf serum®, 100IU mL™" penicillin® and 50pg mL™"
streptomycin sulphateb. The osmolality of maturation medium used in all experiments varied
between 284-287 mOsm kg™

After in vitro maturation, oocytes were fertilized with tested frozen semen from a
Jersey bull. Semen was fractionated on discontinuous Percoll® gradients as previously
described (PARRISH et al., 1986). The sperm were diluted to a final concentration of 2x10°
sperm mL™ in Fert-TALP medium containing 10pg mL™" heparin® (PARRISH et al., 1988). In
vitro fertilization was carried out by co-culture of sperm and oocytes for 18h in four-well
plates in the same atmospheric conditions as those used for maturation. After gamete co-
incubation period, cumulus cells were removed by 2 min of vortex. Presumptive zygotes were
cultured at 39°C in an incubator culture chamber' with saturated humidity atmosphere
containing 5% CO2, 5% 02 and 90% N2 for 7 days in 400ul synthetic oviduct fluid (SOF)
medium in four-well plates® (Nunc® dishes).
Experiment 1: osmolality assessment during washing and maturation periods

This experiment was performed to evaluate the capability of different oocyte and
embryo culture systems to maintain a constant osmolality of media during in vitro production
steps. The osmolality changes of the oocyte washing medium was assessed from 2mL of
TCM199 in 35mm dishes with or without 2mL of silicon oil overlay, leaved closed on a
heated plate at 39°C, with a relative humidity between 60% and 80% for different time points.

The first evaluation was performed immediately after the medium preparation (hour 0) and
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one dish was used for each evaluation time to eliminate the effect of volume change. The
osmolality was measured every 15 minutes for 4 hours.

During the maturation period, osmolality assessments were performed at 0, 6, 12, 18
and 24h of incubation. The culture systems were: 1) Four-well plates containing 400ul of
maturation medium in each well with or without 3mL of purified water in the central hole of
the plate; 2) Four-well plates with 400ul of maturation medium in each well with 400ul of
silicon oil covering the medium. We have also performed osmolality assessments in the
conventional microdrop system used in our laboratory (200ul medium drops covered with
silicon oil in 60mm culture dishes). All osmolality assessments were performed in three
replicates.

Experiment 2: in vitro production of embryos in different culture systems

The effect of osmolality change in oocyte washing medium and in different embryo
culture steps was tested in relation to cleavage and blastocyst rate. After recovering, oocytes
were washed immediately after the addition of 2mL of pre-heated TCM199 in 35mm dishes,
which was considered time 0, or 2h after the addition of the medium to the dishes on the
heated plate at 39°C covered or not with 2mL of silicon oil. The oocytes remained in washing
media for 10-15 min. This period of time was needed to select good quality oocytes and to
allocate them in different culture groups. After washing, the oocytes were cultured in four-
well plates containing 400ul of medium. Maturation, fertilization and embryo culture were
performed in four-well plates in the presence or absence of water in the central hole of the
plate. A microdrop system (200ul medium drops covered with silicon oil in 60mm culture
dishes) was used as a control. This microdrop system is a standard method used by our
laboratory for in vitro production of embryos. The experiment was performed in four
replicates. Osmolality was assessed before and at the end of the embryo culture period (day 7
after fertilization). The cleavage and blastocyst rates (number of blastocysts divided by the

total number of oocytes) were evaluated 2 and 7 days after fertilization, respectively.
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Statistical analyses

Osmolality assessments of maturation and washing media were performed as repeated
measures data and analyzed using the MIXED procedure with a repeated measure statement.
Main effects of treatment group, hour and their interaction were determined. Differences
between osmolality at a specific time point were compared between groups using estimates.
Data from osmolality of SOF media, cleavage and blastocyst rates were submitted to ANOVA
using the General Linear Models (GLM) and multi-comparison between groups was
evaluated by least square means. Data were tested for normal distribution using Shapiro-Wilk
test and normalized when necessary. Percentage data were submitted to arcsine
transformation. All analyses were performed using SAS software package (SAS Institute Inc.,
Cary, NC). Results are presented as means + standard error of the mean. A P<0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION

In embryo production system, oocytes are harvested and transferred to a washing dish
with culture medium. The osmolality in washing dish is generally disregarded because of the
large amount of medium (~2 mL). Addressing this question, it has been observed that the
osmolality of oocyte washing medium changed a great deal over time after 60 minutes on a
39°C heated plate, which was not detected when the medium was overlaid with silicon oil
(Figure 1). These results suggest that addition of oil overlay is only necessary if the washing
medium remains more than 45 minutes on the heated plate.

After washing procedure, oocytes are usually matured in microdrops of medium
covered by oil or in four-well plates. The need of an oil overlay or purified water in the
central hole of the four-well plate to minimize evaporation and changes in oocyte maturation
medium osmolality was investigated. The presence of water in the central hole of four-well
plates maintained the osmolality in the same pattern that oil overlay (Table 1), being the final

osmolality of the medium similar to that observed in the conventional microdrop culture
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system (294 mOsm kg™). However, the osmolality after 12 hours of culture was higher when
medium was disposed in dishes without water or oil. These results show that purified water in
the central hole of the four-well plates can be used to replace oil overlay to maintain the
osmolality of oocyte maturation and embryo development media. This oil-free system can be
a great alternative to maintain the osmolality when co-culture systems of oocytes and
follicular cells are used to study the physiology of nuclear maturation in oocytes
(STEFANELLO et al., 2006; BARRETA et al., 2008). The oil in co-culture systems must be
avoided because the follicular cells produce steroids during the culture and the oil can
sequester these steroids and impair the results (REINSBERG et al., 2004).

To evaluate the effect of changing osmolality on embryo development, high and low
water evaporation systems were tested in relation to cleavage and blastocyst rates. Cleavage
rates were not affected by different washing or culture systems (Figure 2A). KIM et al. (2002)
tested the effect of different osmolalities on bovine pronuclear formation and polyspermic
fertilization rate and concluded that oocytes are more sensitive to osmotic stress than
spermatozoa. Nevertheless, these authors did not test the effect of osmolality changes on
cleavage rates.

After the end of the culture period, the osmolality and blastocyst rates were assessed.
The osmolality of SOF medium disposed in plates with water in the central hole was lower
than that observed when the hole was kept empty for 7 days of culture (Figure 2C). In our
system, there was no difference in culturing oocyte under oil (33% blastocyst from a total of
60 oocytes) when compared with oocyte cultured in a four-well plate with purified water in
the central hole (29.7 and 29.9% blastocyst; P>0.05). However, oil is a limitation in [VP
system because lipophilic compound cannot be present in the culture medium. Therefore, oil
must be avoided when it is possible, because toxic effect, breakdown and soluble compounds
in oil are some factors that may interfere in the cell culture. SHIMADA et al. (2002) reported

that the presence of oil in the swine oocyte maturation system resulted in less progesterone
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concentration in the medium, delayed swine oocyte maturation and reduced cleavage and
blastocyst rate. The evaporation increased osmolality and salt concentration, which is harmful
to oocyte and embryo viability. Regardless of evidence that high osmolality during early
embryonic stages decreases the number of apoptotic cells and improves blastocyst formation,
increase in osmolality is highly detrimental for later stages of embryo development
(NGUYEN et al., 2003; HWANG et al., 2008). Bovine embryos require a low constant
osmolality near 270mOsm kg™’ (reviewed by WRIGHT & BONDIOLI, 1981). LIU & FOOTE
(1996) showed a drastic reduction in bovine embryo production when medium osmolality was
300mOsm kg™'. Also, high levels of NaCl impair fertilization, increase polyspermy, decrease
blastocyst formation and decrease number of blastomeres (LIU & FOOTE, 1996; ROH et al.,
2002). Therefore, the evaporation probably affected oocyte viability due to both increase in
salt concentration and osmolality.

Interestingly, blastocyst rate decreased significantly when oocytes were washed in
medium without oil overlay maintained on the heated plate for 2h, independently of culture
system (Figure 2B). In experiment 1, it has been demonstrated that the osmolality increased to
near 310mOsm kg™ when the washing medium remained for 2h on the heated plate without
oil. The short-term oocytes exposure to a hyperosmotic medium before maturation did not
affect the cleavage rate, but the blastocyst rate was impaired. These results indicate that
oocyte viability can be affected by hyperosmotic media in a short-term exposure. Bovine
oocyte seems to be very susceptible to injury by osmotic stress, which may end to cytoplasm
and molecular impair, resulting in cellular death by apoptosis (BURG et al., 2007).

Also, the blastocyst rates were affected when the plate was without water during
embryonic culture, independent of the washing medium treatment. The blastocyst rate was
higher in groups cultured in presence of water in the central hole of the four-well plate (Figure

2B). The percentage of blastocyst (~30%) obtained when osmolality was controlled (control
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and treatment with water and oil) evidenced that the oocyte maturation and embryo culture
system were suitable (STEFANELLO et al., 2006; ROH et al., 2002; RIZOS et al., 2002).
CONCLUSIONS

The maintenance of osmotic equilibrium and the embryo development rate confirm
that four-well plate with water in the central hole can be a feasible alternative to replace oil
for bovine embryo culture. The oil overlay is essential if the oocytes remain in the washing
medium more than 45 minutes on the heated plate to obtain an acceptable embryo
development rate.
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Table 1- Maturation media osmolality (mOsm kg) in different culture systems during 24
hours of incubation at 39°C in a saturated humidity atmosphere containing 5% CO2 and 95%
air. Data presented as mean + standard error of the mean. Different letters in the same column

indicate statistical difference between groups (P<0.05).

Hour 0 6 12 18 24
Nunc 287+0.7" 291+0° 294+0.9" 297+1.2° 305+2.4°
Nunc oil 285+1.9° 290+0.9%° 291+1.5° 291+1.5° 293+0°
Nunc water ~ 28440.7° 287+1.2° 290+0.7° 292+1° 294+1.8"
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Washing media osmolality in 35mm dishes on a heated plate (39°C) with or without
oil overlay. The measurements were performed each 15 minutes during 4 hours. The
experiment was carried out in three replicates. Data presented as mean + standard error of the
mean. Asterisk (*) represents difference between groups at specific time points (P<0.05).
Figure 2: Effect of controlling water evaporation on cleavage rate (Panel A), blastocyst rate
(Panel B) and osmolality of synthetic oviduct fluid medium (Panel C). Oocytes were washed
in medium that remained 0 or 2h on a heated plate with or without oil overlay. The
presumptive embryos were cultured in 400ul of medium in four-well plates with or without
water in its central hole. The total number of oocytes cultured in each treatment is shown at
the base of cleavage bars (Panel A). The SOF medium osmolality was measured at the end of
the culture system (7 days after fertilization; Panel C). Data presented as mean + standard

error of the mean. Different letters indicate statistical difference between groups (P<0.05).
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Fibroblast growth factor 10 inhibits angiotensin Il but not progesterone-induced bovine
oocyte meiotic resumption
Modulagéo do reinicio da meiose de odcitos bovinos pelo fator de crescimento
fibroblastico 10, angiotensina Il e progesterona
Bernardo Garziera Gasperin' Joabel Tonellotto dos Santos' Marcos Henrique Barreta'

" paulo

Rogério Ferreira' Jodo Francisco Coelho de Oliveira'” José Buratini Junior
Bayard Dias Goncalves'”

ABSTRACT
Oocyte meiotic resumption is a complex event regulated by inhibitory and stimulatory
factors. The aim of this study was to test the hypothesis that FGF10 is an inhibitor of AngllI-
induced meiotic resumption in a co-culture of oocytes and follicular cells. The action of
FGF10 on progesterone-induced meiotic resumption was also tested. Aiming to find the
optimal dose of FGF10, cumulus-oocyte complexes (COCs) were co-cultured with follicular
cells in medium containing AnglI (10""M) with FGF10 at 0, 10, 100 or 1000ng mL™". All
concentrations of FGF10 inhibited the resumption of meiosis induced by Angll. In a second
experiment, FGF10 (100ng mL™) significantly decreased GVBD rate of COCs co-cultured
with follicular cells in the presence of Angll (10"''M), having no effect on COCs cultured in
the absence or presence of follicular cells without AnglI. In a third experiment, FGF10 had no
effect on P4 (100ng mL™)-induced meiotic resumption. Finally, progesterone effect on oocyte
meiotic resumption was blocked by indomethacin (10uM), suggesting that the action of

progesterone is mediated by cyclooxygenases pathway. In conclusion, the results demonstrate

that FGF10 is an inhibitor of AnglI but not progesterone-induced meiotic resumption and that
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FGF10 effect is mediated through follicular cells.
Key words: angiotensin II, FGF10, progesterone, resumption of meiosis, bovine oocyte
RESUMO

O reinicio da meiose ¢ um complexo evento regulado por fatores inibitorios e
estimulatdrios. O objetivo do presente estudo foi testar a hipdtese que o FGF10 atua como
inibidor do reinicio da meiose induzido pela Angll em co-cultivo de oocitos e células
foliculares. A a¢do do FGF10 no reinicio da meiose induzido por progesterona também foi
testada. Para identificar a dose ideal de FGF10, complexos cumulus-oo6citos (CCOs) foram
co-cultivados com células foliculares em meio contendo Angll (107''M) e FGF10 nas
concentragdes de 0, 10, 100 ou 1000ng mL™". Todas as concentragdes de FGF10 foram
eficientes na inibi¢do do reinicio da meiose induzido pela Angll. Em um segundo
experimento, o FGF10 (100ng mL™") diminuiu significativamente a taxa de rompimento de
vesicula germinativa (RVG) de CCOs co-cultivados com células foliculares na presenga de
AnglI (10"'M), ndo tendo efeito sobre CCOs cultivados na auséncia ou presenca de células
foliculares sem Angll. No terceiro experimento, O FGF10 nado afetou o reinicio da meiose
induzido pela progesterona (100ng mL™). Finalmente, o efeito da progesterona sobre o
reinicio da meiose foi bloqueado pela indometacina (10uM), o que sugere que a acao da P4 ¢
mediada pela via das ciclooxigenases. Os resultados demonstram que o FGF10 inibe o
reinicio da meiose induzido pela angiotensina I, mas ndo pela progesterona e que o efeito do
FGF10 é mediado pelas células foliculares.
Palavras-chave: angiotensina I, FGF10, progesterona, reinicio da meiose, oocitos bovinos
INTRODUCTION

Bovine oocytes remain arrested at the prophase of the first meiotic division, also
known as germinal vesicle (GV), during follicle development and resume meiosis when the
ovulatory luteinizing hormone (LH) surge occurs (AYALON et al, 1972). Meiotic

resumption also occurs when oocytes are removed from follicular environment (PINCUS &
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ENZMANN, 1935), which suggests that follicular cells produce factors that inhibit meiotic
resumption. Oocytes cultured in the presence of follicular cells remain arrested in GV or
delay meiotic resumption (SIRARD & FIRST, 1988), depending on the culture period. This
co-culture system has proven to be a good model to study the role of factors that act through
follicular cells on oocyte nuclear maturation. Using this co-culture system, GIOMETTI et al.
(2005) showed that angiotensin II (Angll) reverses the inhibitory effect of follicular cells on
bovine oocyte nuclear maturation. Moreover, we showed that Angll is essential for LH-
induced bovine oocyte nuclear maturation in vivo (BARRETA et al., 2008).

Progesterone mediates oocyte nuclear maturation in fish and amphibians (GOTOH et
al., 1991). In bovines, the gonadotropin surge is associated with two increases in progesterone
and progesterone receptor (PR), which are associated with an increase of cyclooxygenases 2
mRNA expression and consequently prostaglandins production (BRIDGES et al., 2006).
Angiotensin II action on meiotic resumption is mediated by prostaglandins (BARRETA et al.,
2008) and Angll is also known by its stimulatory effect on steroidogenesis in follicle
development and luteinized granulosa cells (ACOSTA et al., 1999; MORRIS et al., 1994).
SIROTKIN (1992) reported a stimulatory effect of progesterone on oocyte meiotic
resumption in COCs. Recently, we showed that progesterone reverses the negative effect of
follicular cells on bovine oocyte nuclear maturation in a dose-dependent manner (BOHRER et
al., 2008).

The family of fibroblast growth factors (FGFs) is composed of more than 20 factors,
largely studied on embryogenesis, oncogenesis and lately on different moments of
reproductive physiology. FGFs are expressed in ovary being involved in primordial follicle
activation (NILSSON et al., 2001) and, in bovine, in early oocyte growth (FGF7; CHO et al.,
2008) and dominant follicle selection (FGF2; BERISHA et al., 2000). Nevertheless, the
knowledge of the role of FGFs on oocyte nuclear maturation is insufficient regarding the

evidences of its functions on follicular environment.
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BURATINI et al. (2007) showed that FGF10 is expressed by bovine theca cells and
oocyte. The expression of FGF10 receptor (FGFR2IIIb) was identified in bovine corpus
luteum (CASTILHOS et al., 2008), internal theca cells (BERISHA et al., 2004), mural
granulosa cells (BURATINI et al., 2007) and cumulus cells (CHO et al., 2008). When added
to granulosa cells culture, FGF10 decreased estradiol secretion (BURATINI et al., 2007),
which is essential for follicular cells health and follicle growth. Also, FGF10 expression is
negatively correlated with estradiol levels on follicular fluid (BURATINI et al., 2007) and the
intrafollicular injection of FGF10 inhibits dominant follicle growth (GASPERIN et al., 2008).

BENETTI et al. (2008) identified that the positive effect of Angll on bovine oocyte
nuclear maturation is mediated through AT2 receptors. The expression of this receptor is
positively correlated to follicular fluid levels of estradiol. When added to granulosa cell
culture, FGF10 decreases AT2 receptor expression (PORTELA et al., 2008). Also, the
activation of FGFR2IIIb by FGF7 inhibits human chorionic gonadotropin (hCG)-induced
progesterone secretion by bovine granulosa cells (PARROTT & SKINNER, 1998). Based on
these results, our hypothesis is that FGF10 acts on follicular cells inhibiting meiotic
resumption of bovine oocytes. The role of FGF10 in bovine oocyte nuclear maturation is
unknown. In mice, the activation of FGFs receptors (FGFRs) appears to be involved in the
inhibition of germinal vesicle breakdown (GVBD; PELUSO, 2006). The aim of the present
study was to assess the role of FGF10 on bovine oocyte meiotic resumption induced by Angll
or progesterone in a co-culture of COCs and follicular cells.

MATERIAL AND METHODS

Bovine ovaries were obtained at a local abattoir and transported to the laboratory in
saline solution (NaCl 0,9%; 30°C) with penicillin® (100IU mL™") and streptomycin® (50pg mL’
Y. Follicles from 3 to 8mm diameters were aspirated. The oocytes were classified according
to LEIBFRIED & FIRST (1979). Grade 1 and 2 COCs were selected under a

stereomicroscope and randomly distributed in 200ul drops of maturation medium.
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Maturation was performed in four well dishes® with water in the central hole in an incubator
at 39°C in a saturated humidity atmosphere containing 5% CO, and 95% air. Maturation
medium was TCM 199° with Earle’s salts and L-glutamine with 25mM HEPES®, 0.2mM
pyruvic acid®, 2.2mg mL™" sodium bicarbonate?, 5.0pg mL™ LH", 0.5pg mL™ FSHY, 0.4% fatty
acid-free bovine serum albumin® (BSA), 100IU mL™" penicillin and 50pug mL™ streptomycin
sulphate. Eight follicular halves were added to each well with 200ul of maturation medium
and 20-30 COCs were cultured in each group.

Follicular hemisections were obtained through dissection of 2 to Smm follicles free of
stromal tissue. Follicles were sectioned with a scalpel into equal halves and then the
hemisections were washed 10 times in TCM199 (GIOMETTI et al., 2005). At the end of the
culture period (7 hours), oocytes were denuded by vortexing and fixed in acetic
acid®:methanol® (1:3) during 4h and stained with 1% lacmoid® (in 45% acetic acid in PBS).
Nuclear maturation stage was evaluated under an optic microscope (400x) and classified as
germinal vesicle (GV) or germinal vesicle breakdown (GVBD; condensed genetic material).
Experiment 1: Dose-response of FGF10 on Angll-induced meiotic resumption

A dose response of FGF10 on meiotic resumption was evaluated. COCs (n= 320) were
co-cultured with follicular hemisections for 7 hours in medium containing AngII* (10™'M)
with thFGF10° (recombinant human FGF10) at 0, 10, 100 or 1,000ng mL™".

Experiment 2: FGF10 on Angll-induced meiotic resumption

Control COCs were cultured in maturation medium in the absence (positive control;
n=84) or presence (negative control; n=88) of follicular hemisections for 7 hours. Four
treatment groups were established. COCs were cultured in presence of either: a) Angll with
follicular hemisections (Angll group; n=83); b) Angll and FGF10 with follicular
hemisections (Angll+FGF10 group; n=82); c¢) FGF10 with follicular hemisections
(FGF10+cells group; n=80) and d) FGF10 without follicular hemisections (FGF10 group;

n=88). It was used 10"''M of AngII and 100ng mL™"' of FGF10 in each treatment.
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Experiment 3: Effect of FGF10 or indomethacin on progesterone-induced meiotic resumption

Control COCs were cultured in maturation medium in the absence (positive control;
n=85) or presence (negative control; n=82) of follicular hemisections. Three treatment groups
were established. COCs were co-cultured with follicular cells in presence of either: a)
progesterone” (P4 group; n=84); b) P4 plus FGF10 (P4+FGF10 group; n=80) and c¢) P4 plus
indomethacin® (a COX nonselective inhibitor; P4+indo group; n=85). The doses used were
100ng mL™" for P4 and FGF10 and 10uM indomethacin.
Statistical analyses

Percentages were submitted to arcsine transformation and data were expressed as
mean =+ standard error of the mean from at least three replicates. Data were tested for normal
distribution using Shapiro-Wilk test and submitted to ANOVA. Once a model effect was
observed, Tukey multicomparision test was performed. All analyses were performed by
General Linear Models (GLM) using SAS software package.
RESULTS
Dose-response of FGF10 on Angll-induced meiotic resumption

All tested concentrations of FGF10 inhibited the resumption of meiosis induced by
Angll (Figure 1; P<0.05). The highest germinal vesicle breakdown (GVBD) rate was
observed when FGF10 was absent (45.3%). At concentrations of 10, 100, and 1000ng mL"
FGF10, the rates of GVBD were 30.2, 29.6 and 27%, respectively.
Interaction between Angll and FGF10 on bovine oocyte meiotic resumption

The experiment was designed to evaluate if FGF10 acts direct on COCs or through
follicular cells to inhibit Angll-induced meiotic resumption. The percentage of GVBD
decreased when FGF10 was present in the maturation medium containing AnglI and follicular
cells (37.8%; P<0.05; Figure 2), compared to oocytes cultured in the same condition without
FGF10 (62.6%). The inhibition of meiotic resumption in oocytes cultured in medium with

FGF10 and follicular cells (31.3%) did not differ from negative control oocytes (28.5%). In
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the absence of follicular cells FGF10 did not affect the rate of meiotic resumption (72.9%) in
comparison to positive control (80.9%).
Effect of FGF10 or indomethacin on progesterone-induced meiotic resumption

FGF10 did not affect the meiotic resumption induced by P4 (41.1%; P>0.05),
comparing to oocytes co-cultured in medium with P4 alone (41.7%). However, indomethacin
inhibited the induction of meiotic resumption by progesterone (20.1%; Figure 3; P<0.05).
DISCUSSION

To our knowledge, this is the first evidence to indicate that FGF10 is an inhibitor of
meiotic resumption in mammals. Also we have demonstrated that positive effect of
progesterone is inhibited by indomethacin. These results suggest that Angll and progesterone
can act at the same pathway to induce oocyte nuclear maturation. Once FGF10 blocked
AnglI- but not progesterone-induced oocyte meiotic resumption, we can suppose that FGF10
and Angll effects are upstream to progesterone receptor signaling. Using a microdialysis
system, ACOSTA et al. (1999) demonstrated that Angll induces prostaglandin and
progesterone synthesis in the bovine dominant follicle. Recently, BARRETA et al. (2008)
showed that AnglI acts through cyclooxygenases pathway to promote in Vitro oocyte meiotic
resumption. The activation of progesterone receptors is essential to induce cycloxygenase 2
expression and prostaglandins secretion during the process of ovulation (BRIDGES et al.,
20006). Further studies are being carried out to test if progesterone acts as a mediator of Angll
action or through a parallel pathway to promote oocyte nuclear maturation.

FGF10 may be acting on Angll-induced meiotic resumption by modulating the steroid
production in follicular cells. The addition of FGF10 to bovine granulosa cells culture
promotes a reduction in estradiol secretion (BURATINI et al., 2007). Also, activation of
FGFR2IIIb inhibits human chorionic gonadotropin (hCG)-induced progesterone secretion by
bovine and rat granulosa cells (PARROTT & SKINNER, 1998). Nevertheless, the mechanism

of this inhibitory action on steroidogenesis still remains unknown. We cannot exclude the
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possibility of an interaction between theca and granulosa cells with other factors induced by
FGF10. The activation of FGF10 receptors can down-regulate the expression of AT2
receptors in granulosa and theca cells (PORTELA et al., 2008; BERISHA et al., 2002)
decreasing Angll receptor signaling required for meiotic resumption of bovine oocyte
(BARRETA et al., 2008).

PELUSO (2006) related an inhibitory action of FGF2 on meiotic resumption of mice
oocytes co-cultured with granulosa cells, suggesting that activation of FGFRs is involved in
the blockage of oocyte nuclear maturation. Another evidence of a role of FGFs in inhibition
of meiotic resumption is the fact that in humans the expression of FGF7, which activates the
same receptor of FGF10 (FGFR2IIIb), is induced by cyclic adenosine monophosphate
(cAMP; GRAEFF et al., 1999), a factor known to be involved in meiotic resumption blockage
(AKTAS et al., 2003).

The addition of FGF10 to the maturation medium did not have an effect on meiotic
resumption inhibited by follicular cells. This result evidences that FGF10 does not have a
positive or negative effect on granulosa and theca cells. In the absence of follicular cells,
FGF10 did not affect meiotic resumption rate. The rates of germinal vesicle breakdown
obtained after 7h of culture were similar to those previously described by others (SIRARD &
FIRST, 1988). These results suggest that FGF10 is inhibiting GVBD by acting on the
follicular wall cells, despite cumulus cells also express FGF10 receptors (CHO et al., 2008).

Angiotensin IT was used at the dose of 10™'"M since previous studies showed that this
dose was the most effective in inducing the bovine oocyte meiotic resumption (GIOMETTI et
al., 2005; BENETTI et al., 2008). The rationale for the concentration of 100ng mL! of FGF10
used in the second experiment was based on the experiment of dose response, which showed
that doses between 10 and 1000ng mL™" FGF10 were efficient on inhibiting AnglI-induced
meiotic resumption. Also, it was based on previous study, which showed that 100ng mL™" of

FGF10 decreases estradiol secretion with no effect on follicular cell proliferation and
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viability, arguing against a possible toxic effect of FGF10 (BURATINI et al., 2007). The dose
of 100ng mL™" progesterone was chosen based on a previously dose-response performed in
our laboratory (BOHRER et al., 2008).

Taken together, the results of different studies allow us to propose a model in which
Angll mediates the LH surge-induced meiotic resumption through a stimulatory effect on
progesterone and prostaglandins synthesis. Thus, FGF10 can exert its negative effect down-
regulating AT2 expression and, consequently, decreasing Angll-stimulated progesterone
synthesis or directly inhibiting follicular cell steroidogenesis. Nevertheless, further studies are
necessary to elucidate the role of FGF10 on bovine oocyte nuclear maturation.
CONCLUSION

In a co-culture model of oocytes and follicular cells, we showed that FGF10 interacted
with follicular cells to inhibit meiotic resumption induced by AnglI but not by progesterone in
bovine oocytes. It was further demonstrated that progesterone effect on meiotic resumption is
mediated through cyclooxygenase pathway.
SOURCES OF MANUFACTURES
*Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA
bNunc, Roskilde, Denmark
‘Gibco Labs., Grand Island, NY, USA
GlBioniche, Belleville, Ontario, Canada
‘Merck KG, Darmstadt, Germany
fPeprotech, Rocky Hill, NJ, USA
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 - Effect of different concentrations of FGF10 on Angll-induced meiotic resumption
of oocytes co-cultured with follicular hemisections for 7h. Oocytes were co-culture with
follicular cells with angiotensin II at 10""M and fibroblast growth factor 10 at 0, 10, 100, or
1000ng mL™. The experiment was carried out in three replicates. Different letters indicate
statistical significance (P < 0.05) between groups. The number of oocytes examined in each

treatment is shown at the base of each bar.

Figure 2 - Meiosis resumption of bovine oocytes cultured for 7h with or without follicular
hemisections treated with fibroblast growth factor 10 and/or angiotensin II. Cumulus-oocyte
complexes were cultured for 7h with or without follicular hemisections treated with fibroblast
growth factor 10 (FGF10) and/or angiotensin II (Angll). Different letters indicate statistical
significance (P < 0.05) between groups. The number of oocytes examined in each treatment is

shown at the base of each bar.

Figure 3 - Meiotic resumption after co-culture of bovine oocytes and follicular hemisections
treated with progesterone (P4), P4+fibroblast growth factor 10 (FGF10) or P4+indomethacin
(indo) for 7h. Different letters indicate statistical significance (P < 0.05) between groups. The

number of oocytes examined in each treatment is shown at the base of each bar.
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5. DISCUSSAO

No primeiro estudo, demonstrou-se que a adi¢do de dgua entre os pogos de placas de
cultivo possibilita a manuten¢do da osmolalidade dos meios, o que representa uma Otima
alternativa ao uso de 6leo em sistemas de cultivo. Efeitos negativos da presenca de 6leo em
sistemas de maturagdo in vitro de odcitos ja foram relatados, relacionados a migragdo de
constituintes lipofilicos dos meios, como os esterdides, para a camada de 6leo (SHIMADA et
al., 2002; REINSBERG et al., 2004). O co-cultivo de odcitos e células foliculares tem sido
um bom modelo experimental para estudar a interacdao entre células foliculares e maturagao
do odcito. Neste sistema, as células da granulosa, teca e cumulus mantém a atividade
esteroidogénica, estimulada pela adi¢ao de gonadotrofinas ao meio de cultivo (KOMAR et al.,
2001). WANG et al. (2006) demonstraram que a sintese de esteroides ¢ essencial durante a
maturacao de oo6citos uma vez que o bloqueio da enzima responsavel pela clivagem da cadeia
lateral do colesterol causa uma forte inibicdo na maturacao nuclear de odcitos bovinos. Além
de evitar a perda de constituintes lipofilicos, o novo sistema proposto também permite a
adi¢ao de componentes hidrofobicos, como a progesterona, aos meios de cultivo de oocitos e
embrides.

Os fatores envolvidos na inibigdo bem como na indugdo do reinicio da meiose de
odcitos bovinos ndo foram totalmente identificados. Durante o periodo em que o odcito esta
incluso no interior do foliculo, a inibicdo do reinicio da divisdo meidtica é promovida por
fatores secretados pelas células foliculares. Os fatores de crescimento associados ao EGF, as
prostaglandinas, a angiotensina II e esterdides como a progesterona ja foram identificados
como mediadores do LH na expansdo das células do cumulus e maturagdo do odcito nas
diferentes espécies. Nosso grupo demonstrou que a Angll é um importante mediador do LH
na inducdo do reinicio da meiose de odcitos bovinos, atuando através de receptores AT2
(BARRETA et al., 2008; BENETTI et al., 2008). A suplementacdo de Angll em co-cultivo de
odcitos e metades foliculares ¢ capaz de reverter o efeito inibitdrio das células foliculares
sobre o reinicio da meiose (GIOMETTI et al., 2005). Além disso, o bloqueio ndo seletivo de
receptores de Angll através da inje¢do intrafolicular de saralasina é capaz de inibir o reinicio
da meiose induzido por uma injecao intramuscular de GnRH (BARRETA et al., 2008). O fato
do efeito da Angll ser mediado por prostaglandina E e F2a, eicosanoides lipossoluveis, e,
possivelmente progesterona, reforga a necessidade da utilizacdo de um sistema de cultivo livre

de o6leo para o estudo da maturagdo nuclear.
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Estudos realizados em cultivos de células da granulosa demonstraram que a adicao de
FGF10 inibe a expressao de receptores AT2 (PORTELA et al., 2008) e que a ativagdao dos
receptores do FGF10 (FGFR2IIIB) inibe a secrecdo de progesterona estimulada por hCG
(PARROTT & SKINNER, 1998). Além disso, em camundongos, a ativacdo dos FGFRs esta
envolvida na manuten¢do do odcito em VG (PELUSO et al., 2006). No presente estudo,
demonstramos pela primeira vez uma participacdo do FGF10 na regulacdo do reinicio da
meiose de odcitos bovino. A adicdo de FGF10 em co-cultivo de oocitos e células foliculares
inibiu o reinicio da meiose induzido pela Angll. Na auséncia de Angll no meio de cultivo, o
FGF10 nao alterou as taxas de RVG de CCOs cultivados na auséncia de células foliculares
nem a porcentagem de oocitos que permaneceram em VG ap0s co-cultivo com células. Estes
resultados demonstram que o efeito do FGF10 na maturagdo nuclear de odcitos ¢ mediado
pelas células foliculares. A expressao de receptores de Angll foi demonstrada nas células da
teca e granulosa (BERISHA et al., 2002), ndo tendo sido relatada nas células do cumulus, o
que corrobora com nossos achados. Entretanto, ndo pode ser descartado um efeito inibitério
da ativagdo dos receptores FGFR2IIIB sobre a esteroidogénese como ja foi demonstrado
(PARROTT & SKINNER, 1998).

A participagdo da progesterona no reinicio da meiose ja foi demonstrada em outras
espécies (BAYAA et al., 2000; SHIMADA & TERADA, 2002; BORMAN et al., 2004). Em
bovinos, SIROTKIN (1992) demonstrou que a progesterona ¢ capaz de estimular o reinicio da
meiose e maturagdo de odcitos bovinos in vitro na auséncia de inibidores. A adigdo de FGF10
em co-cultivo de odcitos e metades foliculares ndo inibiu o reinicio da meiose induzido pela
progesterona. Estes dados sugerem que a acdo do FGF10 pode ser resultante da inibi¢dao da
expressdao de receptores AT2, ou diretamente inibindo a esteroidogénese das células
foliculares.

A adicdo de indometacina ao meio de cultivo bloqueou o efeito positivo da
progesterona. Como ja foi demonstrado anteriormente, a rota das ciclooxigenases esta
envolvida na a¢do da Angll no reinicio da meiose (BARRETA et al., 2008) e a administracao
de Angll em foliculos pré-ovulatorios bovinos estimula a sintese de progesterona nas células
foliculares (ACOSTA et al., 1999). Além disso, o pico ovulatorio de LH estd associado a dois
picos de produgdo de progesterona e com o aumento na expressao de receptores deste
esterdide e de receptores de prostaglandinas nas células foliculares bovinas (ROBERT et al.,
2001; JO et al., 2001). Portanto, diante das intimeras evidéncias, podemos inferir que o
aumento de Angll e receptores AT2 induzidos pelo pico de LH estimulam a sintese de

progesterona e prostaglandinas, promovendo o reinicio da meiose, expansao do cumulus e
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ovulagdo em bovinos. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para determinar se estes
fatores atuam na mesma rota ou se desempenham funcdes redundantes na promog¢ao dos

eventos estimulados pelo pico de LH.



6. CONCLUSAO

Os dados de osmolalidade e desenvolvimento embrionario obtidos demonstram que a
adi¢ao de agua entre os pocos de placas de cultivo pode ser uma boa alternativa para substituir
0 0leo na experimentagdo cientifica bem como na produgdo in vitro de embrides. Este sistema
evita perdas de constituintes dos meios para o 6leo e possibilita a adicdo de substancias
lipossoltveis aos meios de cultivo.

Utilizando um sistema de co-cultivo in vitro de odcitos e metades foliculares
demonstrou-se que o fator de crescimento fibroblastico 10 inibe o reinicio da meiose induzido
pela angiotensina II, atuando através das células foliculares, porém ndo afeta o reinicio da
meiose induzido pela progesterona. O efeito positivo da progesterona no reinicio da meiose de
odcitos bovinos cultivados na presenga de células foliculares ¢ mediado pela rota das
ciclooxigenases. Estes resultados sugerem que a Angll e a progesterona podem utilizar a
mesma via para induzir o reinicio da meiose de oocitos bovinos e que a acdo da Angll e do

FGF10 precedem a sinalizagdo dos receptores de progesterona.
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