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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da diminuicdo da temperatura durante a
maturacdo in vitro (MIV) em relacdo a utilizada rotineiramente nos protocolos de
producéo in vitro de embrides da espécie bovina no que concerne o perfil protedmico
dos odcitos. Complexos cumulus-o6cito (CCOs) obtidos de ovarios de abatedouro
local foram maturados in vitro a 38,5 °C (controle) ou a 37,5 °C. Avaliou-se a taxa de
maturacdo nuclear dos odcitos por visualizacdo da extrusdo do primeiro corpusculo
polar e o grau de expansédo do cumulus por metodologia de classificagao subjetiva,
de acordo com os espacos entre as células do cumulus. Apés desnudamento, a
quantificacdo das proteinas nos odcitos foi avaliada por nanoAcquity UPLC
(nUPLC), conectado a um espectrometro de massas Synapt G2-Si HDMS 210, com
n=1500, em trés replicatas. A partir das ferramentas de bioinformatica foi possivel
analisar a funcdo molecular, componente celular, processo biolégico e vias de
sinalizagdo ao qual as proteinas encontradas estao relacionadas; avaliar a rede de
interacdo proteina-proteina e os MiRNAs associados aos genes reguladores das
proteinas observadas na analise protedmica. Os dados foram submetidos a andlise
de variancia ou ao teste “t” de Student, a 5% de probabilidade. Nao foi observada
diferenca entre os grupos nas andlises de maturacdo nuclear (P>0,05) e expansao
do cumulus (P>0,05). O perfil proteico consistiu em 806 proteinas em comum aos
dois grupos, aonde sete foram up-reguladas e 12 down-reguladas, além de 12
proteinas Unicas do grupo controle e oito Unicas do grupo 37,5 °C. O grupo controle
apresentou proteinas Unicas relacionadas a respiracao celular e progressdo da
meiose, enquanto o grupo 37,5°C apresentou proteinas Unicas relacionadas ao
dobramento de proteinas e inibicdo do processo de apoptose. Além disso, relatou-se
acumulo diferencial de diversas proteinas que atuam em diferentes vias metabdlicas
de odcitos. Conclui-se que, apesar de pequena, a diminuicdo da temperatura de
incubacdo dos odcitos na MIV acarreta alteracbes no perfil protedbmico destas
células, sugerindo uma termorregulagédo na expressdo de genes de odcitos bovinos

maturados in vitro.

Palavras-chave: MIV, termossensivel, gado, espectrometria de massas.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of decreasing the temperature
during in vitro maturation (IVM) in relation to that used routinely in the bovine in vitro
embryo production protocols regarding the oocyte proteomic profile. Cumulus-oocyte
complexes (CCOs) obtained from local slaughterhouse ovaries were matured in vitro
at 38.5 °C (control) or at 37.5 °C. The nuclear oocyte maturation rate was evaluated
by visualizing the extrusion of the first polar corpuscle and the degree of cumulus
expansion by subjective classification methodology, according to the spaces between
the cumulus cells. After denuding the CCOs, the quantification of proteins in the
oocytes was evaluated by nanoAcquity UPLC (nUPLC), connected to a Synapt G2-Si
HDMS 210 mass spectrometer, with n=1500, in three replicates. From the
bioinformatics tools it was possible to analyze molecular function, cellular
component, biological process and signaling pathways to which the proteins found
are related; to evaluate the protein-protein interaction network and the miRNAs
associated with the protein regulatory genes observed in the proteomic analysis.
Data were subjected to either analysis of variance or by Student's “t” test, at 5%
probability. There was no difference between groups in the nuclear maturation (P>
0.05) and cumulus expansion (P> 0.05) analyses. The protein profile consisted in
806 proteins in common to the two groups, where five were up-regulated and 12
down-regulated, in addition to 12 proteins unique to the control group and eight
unique to the 37.5 °C group. The control group presented unique proteins related to
cell respiration and progression of meiosis, while the group 37.5 °C presented unique
proteins related to protein folding and inhibition of the apoptosis process. In addition,
differential accumulation of several proteins has been reported acting on different
metabolic pathways of oocytes. In conclusion, despite being small, the decrease in
the incubation temperature of oocytes during IVM causes alterations in the proteomic
profile of these cells, suggesting a thermoregulation in the expression of genes from

bovine oocytes matured in vitro.

Key words: IVM, thermosensitive, cattle, mass spectrometry.
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Figura 5
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desidrogenase.

Andlise da rede e analise de enriqguecimento de conjunto de genes
de miRNA bovino (quadrados) associados a genes (circulos)
diferencialmente expressos em o0d0citos bovinos maturados in vitro
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1. INTRODUCAO

No Brasil, 345.528 embrides oriundos da producéo in vitro foram produzidos
em 2017, representando 76,2% dos embriBes produzidos in vitro na Ameérica do Sul
(BARUSELLI et al., 2019). No mundo todo, a producéo in vitro de embrides (PIVE)
cresceu 48,9% ao passo que os embrides produzidos in vivo para programas de
transferéncia de embrides (TE) demonstraram queda de 21,7%. Atualmente, no
cenario mundial, temos 992.289 embribes produzidos in vitro e 459.054 embrides
produzidos in vivo. A América do Sul era a maior produtora de embrides in vitro
desde 2005, contudo, em 2017 a América do Norte passou a frente (VIANA, 2018).

A PIVE na espécie bovina iniciou-se com o uso de odcitos oriundos de
fémeas que eram designadas ao descarte. Essa forma de obtencdo de gametas
femininos foi importante para o desenvolvimento da técnica, porém nao trouxe
grandes avancos ao melhoramento genético (PIETERSE et al., 1991). No inicio dos
anos 90, os primeiros trabalhos com oécitos obtidos por aspiracdo via transvaginal
de fémeas vivas (ovum pick-up — OPU) foram publicados, trazendo uma nova
perspectiva a PIVE. Ap6s a coleta dos complexos cumulus-oocitos (CCOs), a
maturacdo in vitro (MIV) é o primeiro passo, seguida da fertilizacdo in vitro e

posterior cultivo embrionario in vitro (KRUIP et al., 1991).

O processo de maturacdo dos odcitos € um evento chave para um bom
resultado de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario. Ainda durante a vida fetal,
0S o00citos iniciam a meiose, porém ficam parados no estadio de vesicula
germinativa (VG), na préfase I, até que recebam estimulos para retomada da meiose
e posterior ovulacdo ou atresia (LONERGAN; FAIR, 2016). Com a retomada da
meiose e progressdo do processo de maturacdo, estes o0citos alcancam a
metafase Il (M Il), que é caracterizada pela extrusdo do primeiro corpusculo polar,

permanecendo nessa fase até a sua fertilizacdo (HOLT; JONES, 2009).

A competéncia de um odcito é definida por sua capacidade de maturacéo,
fertilizacdo e desenvolvimento até o estadio de blastocisto (FAIR et al., 1995). A
capacidade de desenvolvimento do odcito é relacionada aos seguintes fatores:
tamanho do foliculo antral de onde foi recuperado (LONERGAN et al., 1994), ao
estadio da onda folicular (HENDRIKSEN et al., 2004; MACHATKOVA et al., 2004) e
se a maturagédo ocorreu in vivo ou in vitro (LEIBFRIED-RUTLEDGE et al., 1987; VAN
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DE LEEMPUT et al., 1999; DIELEMAN et al., 2002; RIZOS et al., 2002). Dada a sua
importancia no processo da PIVE, grandes esforgos tém sido realizados com o
intuito de mimetizar as condi¢cdes observadas in vivo durante a MIV (TUKUR et al.,
2020). Destacam-se os estudos da composi¢cdo do meio de cultivo em protocolos
gue promovam a sincronia das maturacdes nuclear e citoplasmatica, como o método
simulated physiological oocyte maturation (SPOM), ou seja, de simulacéo fisiologica
da maturacgdo oocitaria (ALBUZ et al., 2010; LEAL et al., 2018).

Em relacdo a temperatura de incubacdo, os estudos com o intuito de
mimetizar in vitro as condicdes térmicas observadas no foliculo pré-ovulatério bovino
in vivo sdo poucos e os resultados sdo conflitantes. A temperatura de 38,5 °C é
utilizada nos protocolos de MIV por ter apresentado bons indices nos testes de
fertilizacdo e por ser considerada a mesma temperatura encontrada nos 6rgaos
abdominais (LENZ et al., 1983; HUNTER, 2012). Porém, no foliculo pré-ovulatorio,
foi descrito que a temperatura encontrada é, em média, 1°C menor que a
temperatura retal em bovinos (LOPEZ-GATIUS; HUNTER, 2019a; LOPEZ-GATIUS;
HUNTER, 2019b). Os estudos que avaliaram a utilizacdo de menores temperaturas
de incubacdo na MIV foram publicados nos anos 80 (LENZ et al., 1983; KATSKA;
SMORAG, 1985), final dos anos 90 (SHI et al., 1998), 2018 (SEN; KURAN, 2018) e
2020 (POHLAND et al., 2020). Contudo, ndo ha na literatura, muitos dados sobre os
aspectos moleculares dessa diminuicdo de temperatura in vitro. Estas andlises
podem identificar os mecanismos de protecdo que sao utilizados pelo od4cito em
situacdes de estresse metabdlico, dando suporte aos estudos futuros que visem a
melhoria da qualidade dos embrifes produzidos em diferentes circunstancias. Sendo
assim, hipotetiza-se que CCOs cultivados em temperatura termoneutra durante a
MIV apresentardo alteracbes em seu perfil proteémico, levando a uma competéncia

oocitaria distinta, otimizando futuramente os resultados da PIVE bovina.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Comparar o perfil protedbmico de odcitos bovinos maturados in vitro a 38,5 °C
vs. 37,5°C para identificar as mudancas no mesmo que possam alterar o
desempenho destes 006citos em etapas posteriores a maturagdo in vitro, otimizando

assim, os resultados da producdao in vitro de embriGes bovinos.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar os seguintes parametros de odécitos bovinos apés a MIV realizada em
temperatura de 38,5 °C (controle) e 37,5 °C:

Expanséo das células do cumulus;
Taxa de maturacao nuclear;
Perfil proteébmico diferencial de od6citos;

Funcdo molecular, componente celular, processo bioldgico e vias de sinalizagdo ao
qual as proteinas encontradas estdo relacionadas, além da rede de interacdo
proteina-proteina e os miRNAs associados aos genes reguladores das proteinas

observadas na analise prote6mica.
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CAPITULO 1.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Maturacao oocitaria

A maturacdo oocitaria € a ocorréncia simultdnea de varios eventos que
resultam em um odcito maturado, ou seja, pronto para ser fertilizado. Esse processo
pode ser dividido, didaticamente, em trés etapas: maturac&do nuclear, citoplasmatica
e molecular (SIRARD, 2001). Alguns autores consideram a maturacdo molecular
como uma parte da maturacao citoplasmatica (KRISHER, 2004; WATSON, 2007).

A maturacdo nuclear compreende as modificagbes dos cromossomos do
estadio de VG a M Il. A maturacdo citoplasmatica abrange a redistribuicdo das
organelas, enquanto a maturacdo molecular engloba ativacdo ou inativacdo de
proteinas que controlam a progressdo nuclear e citoplasmatica (SIRARD, 2001).

Ambas serdao melhor detalhadas baixo.

Para que a maturacdo ocorra de forma ideal, a comunicacéo entre as células
do cumulus e o odcito é de fundamental importancia. Um dos mais importantes tipos
de comunicagcdo que impacta na competéncia oocitaria sdo as juncdes gap (JGS),
observadas entre a membrana plasmética das células da corona radiata que formam
0S processos transzonais com a membrana plasmatica do oocito (SUTTON et al.,
2003; LUCIANO et al., 2011; MACAULAY et al., 2014). Essas estruturas transportam
moléculas de baixo peso molecular importantes para o desenvolvimento dos oécitos
como ions, nucleotideos e aminoacidos (THOMAS et al., 2004; LODDE et al., 2013).

3.1.1 Maturacao nuclear

Antes do inicio da maturacdo, o odcito possui uma grande VG com grande
nucléolo. Inicialmente, os cromossomos encontram-se descondensados, dispersos e
transcricionalmente ativos (LUCIANO; SIRARD, 2018). Com o inicio da maturacéo,
0S Cromossomos iniciam a condensacéo, a transcricdo cessa e ocorre 0 rompimento
da VG (MASUI; CLARKE, 1979).

A fase de VG do odcito pode ser dividida em quatro estadios: VGO —
cromatina esta descondensada e dispersa por todo nucleoplasma; VG 1 — ocorre o

aparecimento de poucos focos de condensacdo; VG 2 — cromatina se encontra
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condensada e compactada em agregados; e VG 3 — observa-se cromatina
compactada em um Unico agregado, ocupando uma area restrita do nucleoplasma
(LODDE et al., 2007; LUCIANO; SIRARD, 2018). A VG 0 e 1 sé&o relacionadas a
oocitos em crescimento, VG 2 a odcitos em fase platé e VG 3 a odcitos atrésicos
(LUCIANO; SIRARD, 2018). Odcitos recuperados em VG2 sdo 0s mais
competentes para realizacdo da MIV, pois é a fase em que se encontram 0s 00citos
que evoluirdo até a fase pré-ovulatoria in vivo (DIECI et al., 2016; SIRARD, 2019).

Com a continuagcédo do processo de maturacdo, os cromossomos homologos
emparelhados se dispdem paralelamente no fuso meidtico em formacdo durante a
metafase | (M 1). A separacdo dos cromossomos homodlogos paralelos resulta na
formacao do primeiro corpusculo polar. Em seguida, 0s cromossomos restantes no
citoplasma od6cito sdo dispostos mais uma vez em um fuso meiético na M Il (HOLT;
JONES, 2009).

3.1.2. Maturacéo citoplasmética

A maturacdo citoplasmética se da pela redistribuicdo das organelas no
citoplasma (FERREIRA et al., 2009). Krisher e Bavister (1998) e Stojkovic et al.
(2001) relataram que, durante o periodo de maturacao, as mitocéndrias produzem a
adenosina trifosfato (ATP), necessaria para a producdo de proteinas que atuam na
maturacdo molecular e desenvolvimento embrionario inicial e que ocorre a migracao
dessas organelas para locais de maior consumo de energia. As mitocondrias de
o0citos bovinos migram da periferia e se dispersam pelo citoplasma entre 12 e 18 h
de MIV (KRUIP et al., 1983; HYTTEL et al., 1986; HYTTEL et al., 1997). Quando o
odcito atinge o estadio de M Il, as mitocdndrias, juntamente com as goticulas de

lipideo, assumem uma posicao central na célula (HYTTEL et al., 1997).

Como mencionado anteriormente, a sintese proteica é de suma importancia
para o processo de maturacado e embriogénese inicial, sendo assim, os ribossomos
devem estar presentes em quantidade adequada durante a maturacdo. Os
ribossomos sdo produzidos e acumulados no odcito até a préfase | (FAIR et al.,
2001; HYTTEL et al., 2001).

Pesquisas que avaliaram a maturacdo oocitaria in vivo de camundongos
revelaram que no estadio de VG, o reticulo endoplasmatico (RE) fica distribuido de

forma homogénea pelo citoplasma, conforme ocorre o avangco para M Il, essas
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organelas se realocam em aglomerados pelo citoplasma (KLINE, 2000; STRICKER,
2006).

Granulos corticais (GCs) séo organelas exclusivas dos o0citos e sua principal
funcdo é a prevencao da polispermia (HOSOE; SHIOYA, 1997), que ocorre pela
exocitose dos GCs no espaco perivitelinico, que modificam a matriz extracelular
impedindo que o odcito se fusione a mais de um espermatozoide (HALEY; WESSEL,
2004). Nos odcitos em VG, os GCs estédo alocados em grupos por todo o citoplasma
(HOSOE; SHIOYA, 1997), quando atingem M Il estes se encontram na periferia da
célula, sob a membrana plasmatica (THIBAULT et al., 1987; CONNER et al., 1997).

As goticulas de lipideo armazenam triglicerideos como substrato para a
sintese de ATP para a maturacao oocitaria (STURMEY et al., 2006) e biossintese de
membranas celulares durante o desenvolvimento embrionario inicial. Kruip et al.
(1983) descreveram aumento no volume de goticulas de lipideo ao longo do
desenvolvimento do foliculo, antes do pico de horménio luteinizante (LH). Ja
Dardawal et al. (2015) avaliaram a localizacéo das goticulas de lipideo em odcitos.
Nas fases de crescimento, platé e atresia, as goticulas de lipideo encontraram-se

periféricas, uniformemente distribuidas e centralizadas, respectivamente.

Durante a maturacdo precoce dos odcitos, aglomerados mitocondriais se
associam a goticulas de lipideo e a elementos do RE liso que, juntos, sdo
denominadas unidades metabdlicas. A formacdo dessas unidades metabdlicas
facilita a converséo de lipideos e carboidratos em ATP. Devido a reorganizacédo do
citoesqueleto durante a maturagcédo, préximo a ovulacdo as unidades metabdlicas
migram para o centro do odcito e o aglomerado de organelas se desagrega
(CHIARATTI et al., 2018).

3.1.3. Maturacdo molecular

A maturacdo molecular corresponde aos eventos de transcricao,
armazenamento e processamento dos RNAs mensageiros (mMRNA) expressos pelos
cromossomos, estes serdo traduzidos em proteinas. Essas proteinas estardo
envolvidas na maturagdo do odcito e nos processos seguintes como a fertilizagédo e
fase inicial da embriogénese até a ativacdo do genoma embrionario (MOORE;
LINTERN-MOORE, 1978; BACHVAROVA, 1985; SIRARD, 2001; EICHENLAUB-
RITTER; PESCHKE, 2002).
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O mRNA sofre poliadenilacdo e, posteriormente, ligando-se a unidades
ribossomais e outros fatores, ocorrera a tradugcdo em proteinas (DE MOOR;
RICHTER, 2001; EICHENLAUB-RITTER; PESCHKE, 2002). Alguns transcritos sao
de uso imediato e outros para uso posterior, este Ultimo grupo € armazenado no
ooplasma em particulas ribonucleares (EICHENLAUB-RITTER; PESCHKE, 2002).

Sabe-se que a sintese de novas proteinas € necesséria para que ocorra o
evento de retomada da meiose e a maioria € sintetizada logo nas primeiras horas de
MIV (9 a 12 h), sendo o fator promotor da meiose (MPF) o responsavel pela
retomada (LEVESQUE; SIRARD, 1997; KRISCHEK; MEINECKE, 2002;
RODRIGUEZ; FARIN, 2004; TREMBLAY et al., 2005).

Em odcitos que se encontram em foliculos de fase primaria, ha expressao de
genes relacionados a transcri¢do, ciclo celular e proliferacdo celular. Odécitos de
foliculos secundarios expressam transcritos ligados a biossintese e metabolismo
molecular. No estadio antral, encontra-se expressdo down-regulada de genes
envolvidos na transcricdo dos promotores da Polimerase Il, o que ocasiona o
silenciamento da transcricdo que perdurara até o momento da ativacdo do genoma
embrionario (PAN et al., 2005).

Alguns transcritos sdo submetidos a traducao ativa durante a maturacdo do
odcito. Como reguladores de anafase e montagem do fuso meiético temos MAD2,
BUB1B e SOGL2. Como reguladores do ciclo celular temos CCNB1 e MOS (CHEN
et al., 2011), este Ultimo € codificado pelo MRNA materno que se mantém
armazenado durante o periodo de crescimento do odécito. Quando se inicia a
maturacdo, esse mMRNA ¢é traduzido e sofre degradacdo nas fases mais avancadas
do desenvolvimento. Sua funcéo é ativar a via de sinalizacao das proteinas quinases
ativadas por mitdbgenos (por extenso em inglés, MAPK) que, por sua vez, modula o
MPF e promove a transicao da fase G2 a meiose (BREVINI GANDOLFI; GANDOLFI,
2001).

As proteinas GDF9 e BMP15 sao expressas pelo od6cito e estdo relacionadas
ao processo de maturacdo. Os CCOs que ndo sintetizam essas moléculas
apresentam bloqueio de seu desenvolvimento ainda nos estagios iniciais da
foliculogénese (BRAW-TAL et al., 1993; GALLOWAY et al., 2000; YAN et al., 2001;
HANRAHAN et al., 2004).
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3.2. Temperatura utilizada na MIV versus temperatura intrafolicular em bovinos

A temperatura retal profunda nos bovinos adultos é em média 38,5°C
(DIRKSEN et al., 1993) e essa foi considerada por anos como a mesma temperatura
encontrada nos orgaos abdominais. Paralelamente, testes de reacdo acrossémica
(importantes para a etapa da fertilizacdo in vitro), apresentaram indices satisfatérios
nesta temperatura. Estes fatores foram levados em consideracdo para determinar a
temperatura média de 38,5°C para o ajuste das incubadoras nos protocolos de
PIVE. Porém, pesquisas mais recentes evidenciaram que a temperatura dos 6rgaos
do trato reprodutivo é inferior, ao redor de 37,5°C (HUNTER, 2012; LOPEZ-
GATIUS; HUNTER, 2019a; LOPEZ-GATIUS; HUNTER, 2019b). Desta forma, o
possivel ajuste na temperatura da incubadora ao longo da PIVE pode trazer

beneficios.

No contexto descrito acima, alguns trabalhos foram realizados com o intuito
de identificar a melhor temperatura a ser utilizada na PIVE. Lenz et al. (1983)
aplicaram diferentes temperaturas no processo de MIV de odcitos bovinos. A 35 °C,
37 °C, 39 °C e 41 °C a taxa de maturacdo nuclear de odcitos foi 75%, 69%, 66% e
19%, respectivamente; somente o Ultimo grupo apresentou diferenca significativa.
Posteriormente, outros autores testaram quatro diferentes temperaturas na MIV. Em
temperaturas de 33 °C, 35 °C, 37 °C, 38 °C e 39 °C, a taxa de oécitos maturados foi
de 2,8%, 56,1%, 72,3%, 73,3% e 73,7%, respectivamente, sendo que nos trés
altimos grupos ndo houve diferenca significativa. Ainda, apds avaliacdo da taxa de
viabilidade, os autores concluiram que as temperaturas de 35 a 37 °C foram as mais
apropriadas (KATSKA; SMORAG, 1985).

Shi et al. (1998) testaram seis diferentes gradientes de temperatura na MIV:
de 0 a 24 h de maturacdo a 37 °C (G1);de0al1l8ha37°Cede 18a24 ha385°C
(G2);de0al0ha37°Cedel0a24ha385° (G3);de0al0ha385°Cede
10a24ha37°C (G4);de0al8ha385°C edel1l8a24ha37° (G5);de0a
24 h por 38,5 °C (G6). Os autores relataram que ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos nas taxas de maturacdo nuclear, clivagem, blastocisto e blastocisto
eclodido. Sen e Kuran (2018) realizaram o processo de MIV a 36,5°C e 38,5°C
separando os odcitos por qualidade (graus A — citoplasma homogéneo com células
do cumulus intactas ao redor do odcito e B — citoplasma levemente heterogéneo

com células do cumulus ao redor do odcito). Observou-se uma taxa menor de M lI,
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com diferenca significativa somente no grupo 36,5 °C grau B. Péhland et al. (2020)
testaram a MIV por 37°C, 38,5°C e 40°C. A taxa de maturacdo nuclear nao
apresentou diferenca entre os grupos, porém as taxas de clivagem e blastocisto

foram melhores no grupo controle (38,5 °C).

E importante ressaltar que nos estudos citados anteriormente (LENZ et al.,
1983; KATSKA; SMORAG, 1985; SHI et al., 1998; SEM; KURAN, 2018; POHLAND
et al., 2020), em que os autores testaram o efeito da temperatura na MIV bovina,
nao foram utilizadas metodologias para avaliacdo de qualidade embrionaria, seja in

vitro e/ou in vivo, na taxa de prenhez.

Dada a importancia da PIVE e da necessidade de mimetizar ao maximo o que
ocorre fisiologicamente no trato reprodutivo da fémea, grupos de pesquisa
estudaram as temperaturas dos foliculos pré-ovulatorios em coelhos (GRINSTED et
al., 1980), suinos (HUNTER et al., 1997; HUNTER et al., 2000), vacas (LOPEZ-
GATIUS; HUNTER, 2017; LOPEZ-GATIUS; HUNTER, 2019a; LOPEZ-GATIUS;
HUNTER, 2019b) e humanos (GRINSTED et al.,, 1985). Em geral, os autores
observaram que estes foliculos apresentam temperaturas mais baixas que outras
estruturas reprodutivas ou do reto, o que ndo ocorre no foliculo ndo-ovulatério
(LOPEZ-GATIUS; HUNTER, 2019a; LOPEZ-GATIUS; HUNTER, 2019b).

Em vacas, a temperatura folicular in vivo foi descrita por meio da mensuragao
guiada com o aparato para OPU, sendo possivel acessar o interior do foliculo com o
termbémetro, trazendo maior confiabilidade aos resultados, jA que as mensuracfes
feitas em ovérios de suinos foram realizadas com termégrafo, exteriorizando o
orgdo, o que pode levar a uma alteracdo da temperatura real (HUNTER et al., 1997,
HUNTER et al., 2000). Observou-se que as vacas que ovularam, apresentaram
temperatura média no interior dos foliculos pré-ovulatorios de 36,8 °C, ao passo que
as fémeas que ndo ovularam, apresentaram média de 38,9 °C (LOPEZ-GATIUS;
HUNTER, 2017).

Num segundo estudo avaliando fémeas bovinas, também utilizando a técnica
de OPU para mensuracdo da temperatura intrafolicular, os seguintes resultados
foram obtidos: foliculos pré-ovulatdrios que passaram pelo processo de ovulacéo
nos ovarios direito e esquerdo apresentaram temperatura media de 37,5 °C e

37,4°C, respectivamente, e os foliculos pré-ovulatérios que n&o ovularam
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posteriormente nos ovarios direito e esquerdo apresentaram temperatura meédia de
38,7 °C e 38,9 °C, respectivamente (LOPEZ-GATIUS; HUNTER, 2019a).

A baixa temperatura folicular foi relacionada, também, com a taxa de
gestacdo de vacas inseminadas com sémen criopreservado. Os animais foram
colocados em situacao de estresse térmico visando dificultar o processo de ovulacao
e gestacdo. Vinte e oito dias apds a inseminacgdo artificial, os resultados mostraram
que, nas vacas cujo foliculo pré-ovulatério apresentou esta queda de temperatura, a
taxa de gestacdo aumentou 3,6 vezes. Os animais que apresentaram maior
diferenca entre a temperatura intrafolicular e a temperatura retal apresentaram maior
porcentagem de prenhez do que os animais que apresentaram menor diferenca
(LOPEZ-GATIUS; HUNTER, 2019a).

Outro experimento conduzido com a mesma metodologia adotada por Lépez-
Gatius e Hunter (2019a) apresentou o0s seguintes resultados: os foliculos pré-
ovulatérios que atingiram, posteriormente, o processo de ovulacdo apresentaram
temperatura média de 37,6 °C, ja os foliculos pré-ovulatorios que nao ovularam
apresentaram temperatura média de 38,8 °C (LOPEZ-GATIUS; HUNTER, 2019b).

Em um levantamento geral, foi possivel constatar que, 87,9% dos foliculos
que apresentaram temperatura abaixo da temperatura corporal ovularam, com
35,3% de prenhez, enquanto 0% dos foliculos com temperatura igual ou maior a
temperatura corporal chegou ao processo de ovulacdo (HUNTER; LOPEZ-GATIUS,
2020).

Ha alguns fatores que podem explicar esta diminuicdo de temperatura no
foliculo pré-ovulatério. Primeiramente, o foliculo dominante é uma estrutura repleta
de liquido e o suprimento de vasos sanguineos, que auxilia na troca de calor dos
tecidos, atinge apenas a regido da teca. Reacbes endotérmicas, ainda néo
elucidadas, sdo candidatas a acdo de absorcédo de parte do calor presente nestas
estruturas, estas reacdes podem estar relacionadas com a sintese e secrecao de

horménios esteroides e proteinas (HUNTER et al., 1997).

3.3. Efeito do estresse metabo6lico no CCO e no embrido bovino

Sabe-se que 0 estresse térmico € deletério ao ciclo estral, a composi¢cao do

fluido folicular, a qualidade oocitaria e, logo, a taxa de prenhez. Ao expor animais da
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raca Holandesa (Bos taurus taurus) e Gir (Bos taurus indicus) ao estresse térmico
(38 °C por 12 h e 30 °C por 12 h), relatou-se, em ambos 0s grupos, efeito negativo
no crescimento folicular e na competéncia de desenvolvimento oocitario. Os efeitos
perduraram por alguns dias mesmo apoOs realocar os animais em local com
temperatura ideal (temperatura ambiente em local coberto) (ULBERG; BURFENING,
1967; BADINGA et al.,, 1985; BADINGA et al., 1993; ROCHA et al., 1998; AL-
KATANANI et al., 1999; WOLFENSON et al., 2000; ROTH et al., 2001; ZERON et
al., 2001; AL-KATANANI et al., 2002; LAWRENCE et al., 2004; TORRES-JUNIOR et
al., 2008; SHEHAB-EL-DEEN et al., 2010).

Animais zebuinos colocados a pasto no sistema de integracdo lavoura,
pecuéria e floresta, que oferta maior area de sombreamento prevenindo o estresse
térmico, apresentaram taxa de blastocisto 54,7% maior que fémeas com as mesmas
caracteristicas mantidas em sistema de integracdo lavoura e pecuaria (DA SILVA et
al., 2020).

Em estudo comparando animais taurinos em estresse térmico (38 °C) e em
temperatura termoneutra (24 °C), observou-se, dentre outras, alteracdo nha
expressdo dos genes fator de choque térmico 1 (HSF1) e proteina ribossomal 60S
L15 (RPL15). Ambos os genes foram menos expressos nos CCOs de vacas em
temperatura termoneutra, apés MIV (DALANEZI et al.,, 2019). A proteina HSF1
funciona como fator anti-apoptotico (PAGE et al., 2006), enquanto a baixa expresséo
de RPL15 pode indicar atenuacdao no processo de meiose dos odcitos (SUN et al.,
2010). Ferreira et al. (2016) relataram baixa expresséo de dois genes relacionados a
maturacao oocitaria (FGF16 e GDF9) em novilhas e vacas durante o verao.

Estudos que avaliaram animais em estacbes frias e quentes do ano,
descreveram gue o odcito em VG é sensivel a temperatura elevada, levando em
consideracdo que o0s o0citos recuperados no verdo tiveram baixa taxa de
desenvolvimento (ROCHA et al., 1998; GENDELMAN et al., 2010; GENDELMAN et
al., 2012b).

Os CCOs em estadio de VG que foram submetidos ao estresse térmico
(verdo vs. inverno) somente demonstraram alteracdes apdés 22 h de MIV, quando
encontravam-se em MIl, apos a fertilizacdo e durante o desenvolvimento

embrionério, principalmente durante a fase de 2, 4 e 8 células, que é antes da
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ativacdo do genoma embrionario. Estes dados demonstram que o efeito deletério ao
embrido ocorre devido a acdo do estresse térmico no genoma materno
(GENDELMAN; ROTH, 2012a; GENDELMAN; ROTH, 2012b).

O estresse térmico (40°C a 41,5°C) em odcitos durante o processo de
maturacao in vitro acarreta alteracdes no citoesqueleto, o que resulta em estruturas
que ndo conseguem evoluir até M Il e ficam paradas no estadio de M| (ROTH,;
HANSEN, 2005; PAVANI et al., 2016). Além disso, pode ocorrer a interrup¢ao do
armazenamento de RNA em odécitos em estadio de VG e, também, pode ser
deletério ao processo de transcricdo de odcitos ja maturados (GENDELMAN et al.,
2010).

Quanto a maturacao citoplasmatica, Payton et al. (2004) relataram prejuizo na
distribuicdo de granulos corticais em od6citos que sofreram estresse térmico de
41 °C. Edwards et al. (2005) descreveram que, os granulos corticais de o0d0citos
submetidos a estresse térmico (41 °C), apresentaram rapida distribuicdo, o que
significa que a maturagdo citoplasmatica foi, indesejavelmente, acelerada e isso
explica, em parte, o prejuizo na fertilizacdo desses o0d0citos. Quanto a distribuicao
mitocondrial dos odcitos, houve diferenca significativa entre estruturas recuperadas
no inverno e verao, resultando em maiores taxas de blastocisto no inverno, taxa
mediana no outono e taxa baixa no verdo (GENDELMAN; ROTH, 2012c).

A taxa de clivagem apods a fertilizacdo, também pode estar relacionada com
alteracdes de temperatura as quais os odécitos foram expostos. Kalo e Roth (2011)
observaram que od6citos submetidos ao estresse térmico (41°C) apresentaram
diminuicdo da taxa de clivagem. Segundo Gendelman e Roth (2012b), a proporcéo
de estruturas que evoluiram até o estadio de 4 células foi menor durante o verao,
sendo assim, a repeticéo de estro de vacas devido ao estresse térmico foi associada
a baixa competéncia dos odécitos, nesse periodo, para evoluirem até o estadio de
blastocisto apés a fertilizacdo (FERREIRA et al., 2011). Isso se deve ao fato de que,
embrides nas primeiras fases de clivagem, quando submetidos ao estresse térmico,
expressam de forma diferencial transcritos como, por exemplo, GDF9 e POU5F1,
relacionados ao desenvolvimento embrionario inicial (GENDELMAN; ROTH, 2012b;
FERREIRA et al., 2016).
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O estresse térmico € capaz de atuar, de forma negativa, na distribuicdo
mitocondrial dos odécitos no processo de maturagdo. Durante o inverno, foi descrito
maior taxa de o00citos com aglomerados mitocondriais mais homogéneos,
distribuidos por todo citoplasma, enquanto durante o verdo, observou-se pequeno
namero de mitocéndrias com localizacdo periférica e até mitocondrias inviaveis
(GENDELMAN; ROTH, 2012c). Isso ocorre devido a necessidade das mitocondrias
de se rearranjarem utilizando os microtubulos e os filamentos de actina (BOLDOGH,;
PON, 2007; ZAMPOLLA et al., 2011) que, por sua vez, sd0 muito sensiveis a
elevacao de temperatura (KALO; ROTH, 2011).

Alguns mecanismos de apoptose podem ser desencadeados pela elevacao
da temperatura, como por exemplo, a fragmentacdo do DNA nas primeiras 12 a 14 h
de maturacdo (ROTH; HANSEN, 2004) e aumento na expressdo de genes
associados a apoptose, como ITM2B e BAX (FERREIRA et al., 2016).

Além da apoptose, outro mecanismo de morte celular pode ser desencadeado
pelo estresse térmico, a autofagia. Este processo é definido como um processo
catabdlico de proteinas pelo qual o contetdo citoplasmético € digerido dentro de um
autofagossomo de membrana dupla (Klionsky, 2007). Em odcitos submetidos ao
estresse térmico de 41 °C nas primeiras 16 h de MIV observou-se aumento de
transcritos relacionados a autofagia (LATORRACA et al., 2020). A célula promove o
processo autofagico em quadros variados de estresse para que, degradando
organelas e moléculas degeneradas e/ou desnecessarias, promova a homeostase
por reciclagem (YADAV et al., 2018).

3.4. Andlises protebmicas de odécitos

As analises protebmicas de odcitos foram descritas em humanos (VIRANT-
KLUN et al., 2016), bovinos (MEMILI et al., 2007; PEDDINTI et al., 2010; RIOS et al.,
2015; LABAS et al., 2017; MAREI et al., 2019), caninos domesticos (PEREIRA et al.,
2019), felinos domésticos (LEE et al., 2018; TURATHUM et al., 2018; TURATHUM et
al., 2020), zebrafish (GE et al., 2017), bubalinos (CHEN et al., 2016) e roedores
(VITALE et al., 2007; MA et al., 2008; CAO et al., 2012; WANG et al., 2018). Duas
situacdes podem ser observadas na literatura: a primeira € a heterogeneidade no

namero de proteinas encontrados devido ao uso de diferentes metodologias para
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obtencéo do perfil protedbmico destas células e a segunda € que, na maioria destes
estudos, h4 a necessidade de coleta de grandes quantidades de odcitos para a
realizacdo da andlise, o que explica o0 motivo de ainda existir poucos artigos
cientificos desta area, principalmente, na reproducdo humana ja que os gametas
femininos humanos ndo podem ser coletados exclusivamente com finalidade de
pesquisa, podendo apenas ser reaproveitados dos programas de PIVE (VIRANT-
KLUN et al., 2016). Dados referentes as diferentes quantidades de proteinas
identificadas e aos variados numeros de odcitos utilizados em cada analise

encontram-se descritos na tabela 1.

Memili et al. (2007) desenvolveram uma pesquisa descritiva do perfil
protebmico de odcitos bovinos em estadio de VG e suas respectivas células do
cumulus, o que trouxe uma visao geral do assunto para que, adiante, outros autores
refinassem seus experimentos. Posteriormente, pesquisou-se a interacdo célula-
célula entre o odcito bovino e as células do cumulus, onde foi possivel observar a
importancia da MAPK e fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K) na sinaliza¢do entre essas
células e, ainda, que as células do cumulus expressam maior quantidade de
proteinas relacionadas a geracdo de metabdlitos, transporte e comunicacao celular
do que os odcitos (PEDDINTI et al., 2010).

A partir de Peddinti et al., (2010) trabalhos com oécitos bovinos envolvendo
protocolos experimentais nos meios de cultivo comecaram a ser publicados. A
suplementacdo do meio de MIV com fator de crescimento epidermal (EGF) e acido
hialurbnico demonstrou, com o0 uso da protedbmica, que estes tratamentos
incrementaram o desenvolvimento dos odcitos até o estadio de M I, por meio da
acdo de proteinas que regulam fatores de crescimento e diferenciacdo e outras
relacionados & matriz extracelular (RIOS et al., 2015). Em meio de cultivo
suplementado com &cido palmitico, um &cido graxo saturado, foi descrito disfuncéo
mitocondrial e aumento da apoptose nas células do cumulus, enquanto no odcito o
perfil protedmico indicou adaptacbes metabolicas em resposta ao estresse oxidativo

como mecanismo de sobrevivéncia (MAREI et al., 2019).
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Tabela 1. Lista de artigos referente ao niumero de proteinas identificadas e niamero

de odcitos utilizados em estudos prote6micos com odcitos de diferentes espécies

Autores, ano Espécie Meiose* PTN* Odcitos*
MEMILI et al., 2007 Bovina VG 1092 500
VITALE et al., 2007 Roedores VG e Ml 12 500
MA et al., 2008 Roedores MiIl 869 -
PEDDINTI et al., 2010 Bovina VG 811 -
CAO etal., 2012 Roedores VG e Ml 63 -
RIOS et al., 2014 Bovina MII 241 400
CHEN et al., 2016 Bubalina VG e Ml 3763 -
VIRANT-KLUN et al., 2016 Humana VG e Ml 450 1
GE et al., 2017 Zebrafish Mil 1568 200
LABAS et al., 2017 Bovina Mil 386 1
LEE et al., 2018 Felina VG 174 -
TURATHUM et al., 2018 Felina MII 1712 1800
PEREIRA et al., 2019 Canina VG 312 2980
TURATHUM et al., 2020 Felina VG e MIl 260 900

*Meiose: Estadio da meiose em que 0s o0citos encontravam-se; PTN: N° de

proteinas identificadas; Odcitos: N° de odcitos na amostra;

Siglas: VG: vesicula germinativa; MIl: Metéafase II.

Ainda tratando de ruminantes, Chen et al. (2016) avaliaram a maturacdo in

vitro de odcitos bubalinos a partir da coleta das células nos seguintes estadios: VG e

M 1. O grupo M Il foi subdividido em M Il G que foi composto por odcitos de boa

qgualidade e M Il B composto por oécitos de qualidade inferior. Os dados coletados

revelaram que odcitos competentes, maturados, apresentaram maior expressao de
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proteinas relacionadas a segregacdo cromossémica, fosforilacdo oxidativa,

transporte de proteinas e funcéo ribossomal.

Em relagdo aos animais de companhia, Lee et al. (2018) estudaram o
proteoma de oocitos em VG de gatas e relataram achados importantes para
aquisicao de competéncia do odcito, como proteinas envolvidas na organizacédo de
cromatina e na transcricdo e processamento de RNA. J& odcitos de gatas
maturados, vitrificados/desvitrificados apresentaram aumento na expressdo de
proteinas relacionadas ao processo metabdlico, transporte e transcricdo em
componentes celulares como membrana, ndcleo, citoplasma e mitocondria. Além
disso, os autores reportaram diminuicdo na expressdo de proteinas ligadas ao
desenvolvimento e resposta imunolégica em membrana, nucleo e regido extracelular
(TURATHUM et al., 2018). A comparacéao entre odécitos de felinos domésticos em VG
e M Il mostrou que odcitos em M Il apresentam expressdo maior de proteinas
ligadas a ciclo celular, desenvolvimento, crescimento celular e resposta ao estresse,
enquanto menor expressdo de proteinas ligadas a reparo de DNA, apoptose e
organizacdo celular (TURATHUM et al.,, 2020). O Unico trabalho publicado com
protedmica de odcitos de cadelas avaliou o6citos em VG coletados em diferentes
fases do ciclo estral (anestro e diestro). O grupo diestro apresentou aumento na
expressdo de algumas proteinas como por exemplo hnRNP e hnRNPA2B1,
proteinas essas conhecidas por formarem complexos relacionados a modificacbes
pos-transcricionais de RNAs recentemente sintetizados e seu transporte
subsequente, estando ligadas a capacidade do o6cito de passar pelo processo de
maturacdo (PEREIRA et al., 2019).

Em odcitos maturados de zebrafish, proteinas como VTG7 (desenvolvimento
embrionario inicial), ZP3 (atua no rompimento da VG e fertilizacdo), S100A10
(fosforilagdo, regulagdo enzimatica, proliferacdo e diferenciagdo celular e
organizacdo do citoesqueleto), eEF1A e EIF (transporte de RNA) e YWHA
(sinalizacdo celular, desenvolvimento e crescimento) foram acumuladas em maior
guantidade (GE et al., 2017).

Com odcitos de roedores, Vitale et al. (2007) e Cao et al. (2012) descreveram
o perfil protedbmico de gametas femininos em VG e M I, ja& Ma et al. (2008)
demonstraram o proteoma apenas de oocitos em M Il. Esses trés estudos trazem em

comum a proteina NPM2 up-regulada, que esta relacionada com a fertilizacao.
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Odcitos de roedores obesos apresentam baixo acumulo da proteina TP53, o que

gera estresse oxidativo e erros no processo de meiose (WANG et al., 2018).

Como citado anteriormente, trabalhos com andlise protebmica de o0citos
humanos ainda séo dificeis de serem realizados, porém foi descrita uma técnica que
trabalha com a extracdo de proteinas de apenas um odcito. Este mesmo trabalho
demonstrou que a proteina TDRKH (biogénese de RNApi em células germinativas)
foi altamente expressa em odcitos imaturos, enquanto DNMT1 (metilacdo), WEE?2 e
PCNA (retomada da meiose) foram encontrados em maior quantidade em odcitos
em M Il (VIRANT-KLUN et al., 2016).
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Uso da analise protedmica comparativa para avaliar os efeitos da utilizacdo da
temperatura de 37,5 °C, mais préximo da fisioldgica, na maturacao in vitro de odcitos
bovinos

Use of comparative proteomic analysis to evaluate the effects of using a temperature of
37.5 °C, closer to bovine biology, on in vitro maturation of bovine oocytes

Winny Caldas Moreno Tavares, Vinicius Maretto, Vanildo Silveira, Vitor Batista Pinto,

Ivan Cunha Bustamante Filho, Maria Clara Caldas-Bussiere

Resumo

A etapa de maturacdo é de fundamental importancia para a producao in vitro de embrides e,
por isso, grandes esforcos tém sido feitos para mimetizar o que ocorre in vivo. Estudos prévios
constataram que no interior dos foliculos pré-ovulatérios de fémeas bovinas a temperatura é
aproximadamente 1 °C menor que a temperatura retal, ou seja, em torno de 37,5 °C. Contudo,
a temperatura utilizada durante a maturacdo in vitro (MIV) continua sendo de 38,5 °C. Assim,
este estudo avaliou o efeito no perfil protedmico da diminuicdo de 1 °C da temperatura
durante a M1V em relagdo a utilizada rotineiramente na espécie bovina. Complexos cumulus-
odcitos (CCOs) foram maturados in vitro a 38,5 °C (controle) ou a 37,5 °C (tratamento). Apds
a MIV, a taxa de maturagdo nuclear e o grau de expansdo das células do cumulus foram
avaliados. O acumulo de proteinas foi avaliado por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

acoplado a Espectrometria de Massas (nUPLC-MS/MS) (no total, n=1500 para o controle e
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n=1500 para o tratamento, em trés replicatas). A partir das ferramentas de bioinformaética foi
possivel analisar funcdo molecular, componente celular, processo biolégico e vias de
sinalizacdo ais quais as proteinas encontradas estéo relacionadas e avaliar a rede de interacéo
proteina-proteina e os mMiRNAs associados aos genes reguladores das proteinas observadas na
andlise protedmica. N&o foi observada diferencga entre os grupos nas analises de maturaco
nuclear (P > 0,05) e expansdo do cumulus (P > 0,05). A anélise protebmica comparativa
identificou 806 proteinas, das quais sete foram up- e 12 down-acumuladas, aléem de 12
proteinas Unicas no grupo controle e oito no grupo tratamento. O grupo controle apresentou
proteinas Unicas relacionadas a respiracao celular e progressao da meiose, enquanto 0 grupo
tratado apresentou proteinas Unicas relacionadas ao dobramento de proteinas e inibicdo do
processo de apoptose. Houve ainda acimulo diferencial de diversas proteinas que atuam em
diferentes vias metabdlicas de odcitos. Conclui-se que, apesar de pequena, a diminuigdo da
temperatura de incubacgdo dos odcitos na MIV acarreta alteragdes no perfil protedmico destas
células, sugerindo uma termorregulacdo na expressao de genes de od4citos bovinos maturados
in vitro. Mais estudos sdo necessarios para confirmar se estas alteragdes protedmicas
observadas em odcitos maturados a 37,5 °C estdo ligadas a diminuicéo do estresse metabdlico,

podendo ter impactos positivos mais tardios no desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: MIV, termossensivel, gado, espectrometria de massas, proteébmica

comparativa

Abstract

The maturation stage is of fundamental importance for the in vitro production of embryos and,
therefore, great efforts have been made to mimic what occurs in vivo. Previous studies found

that inside the pre-ovulatory follicles of bovine females, the temperature is approximately
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1 °C lower than the rectal temperature, that is, around 37.5 °C. However, the temperature used
during in vitro maturation (IVM) is still 38.5°C. Thus, this study evaluated the effect of a
1 °C decrease in temperature during IVM in relation to that used routinely in bovine species.
Cumulus-oocyte complexes (COCs) were matured in vitro at 38.5 °C (control) or at 37.5 °C
(treatment). After IVM, the rate of nuclear maturation and the degree of expansion of cumulus
cells were evaluated. Protein accumulation was evaluated by Ultra Performance Liquid
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (nUPLC-MS/MS) (in total, n=1500 for the
control and n=1500 for the treatment, in three replicates). From the bioinformatics tools it was
possible to analyze molecular function, cellular component, biological process, and signaling
pathways to which the proteins found are related to evaluate the protein-protein interaction
network and the miRNAs associated with the regulatory genes of the proteins observed in the
proteomic analysis. No difference was observed between the groups in the analysis of nuclear
maturation (P > 0.05) and cumulus expansion (P > 0.05). Comparative proteomic analysis
identified 806 proteins, of which seven were up- and 12 down-accumulated, in addition to 12
unique proteins in the control group and eight in the treatment group. The control group
presented unique proteins related to cellular respiration and meiosis progression, while the
treated group presented unique proteins related to protein folding and inhibition of the
apoptosis process. There was also differential accumulation of several proteins that act in
different metabolic pathways of oocytes. It is concluded that, despite being small, the
decrease in the incubation temperature of oocytes in IVM causes alterations in the proteomic
profile of these cells, suggesting a thermoregulation in the expression of genes from bovine
oocytes matured in vitro. More studies are needed to confirm whether these proteomic
changes observed in oocytes matured at 37.5 °C are linked to a decrease in metabolic stress,

which may have positive impacts later on in embryonic development.

Key words: VM, thermosensitive, cattle, mass spectrometry, comparative proteomics.
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INTRODUCAO

A técnica de producdo in vitro de embrifes (PIVE) bovinos é amplamente utilizada no
mercado agropecuario, representando 66% dos embrifes produzidos no mundo (BARUSELLI
et al., 2019). A etapa de maturacdo in vitro (MIV) consiste na progressdo meidtica do
complexo cumulus-odcito (CCO) até o estadio de metéfase Il (M 11) quando sera possivel a
fertilizacdo dessa célula (SIRARD, 2001; SIRARD et al., 2006). Contudo, odcitos maturados
in vitro ndo sdo tdo competentes quanto os maturados in vivo (RIZOS et al., 2002;
GILCHRIST & THOMPSON, 2007; TUKUR et al., 2020) e, por isso, protocolos de MIV
vem sofrendo adaptacGes em relacdo a composi¢cdo do meio de cultivo para mimetizar ao
maximo o processo que ocorre naturalmente in vivo (LUCIANO et al., 1999; ALBUZ et al.,

2010; GUIMARAES et al., 2015; LEAL et al., 2018).

Sabe-se que a temperatura retal profunda nos bovinos adultos é em média 38,5 °C
(DIRKSEN et al., 1993) e essa foi considerada por anos como a mesma temperatura
encontrada nos Orgaos abdominais (LENZ et al., 1983). Paralelamente, testes de reacdo
acrossdmica (importantes para a etapa da fertilizacdo in vitro), apresentaram indices
satisfatorios nesta temperatura. Estes fatores foram levados em consideracdo para determinar
a temperatura média de 38,5 °C para 0 ajuste das incubadoras nos protocolos de PIVE. Porém,
pesquisas mais recentes evidenciaram que a temperatura dos érgdos do trato reprodutivo é
inferior, ao redor de 37,5 °C (HUNTER, 2012; LOPEZ-GATIUS; HUNTER, 2019a; LOPEZ-

GATIUS; HUNTER, 2019b).

Um grupo de pesquisadores adaptou um sistema durante o procedimento de ovum pick
up a fim de detectar a temperatura interna dos foliculos dominantes de fémeas bovinas. Estes
autores demonstraram que em vacas monovulares, os foliculos revelaram uma temperatura

cerca de 1,5 °C mais baixa do que as temperaturas retais em vacas que ovularam, enguanto
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nio foram detectadas diferencas de temperatura em vacas que ndo ovularam (LOPEZ-
GATIUS & HUNTER, 2019b). Posteriormente, 0 mesmo grupo avaliou as temperaturas em
vacas bi-ovulares (contendo um foliculo por ovério) sob estresse térmico. Similarmente, as
temperaturas dos foliculos ovulatérios foram significativamente mais frias (cerca de 0,9 °C)
do que as temperaturas retais, sem diferenca significativa na temperatura dos foliculos ndo
ovulatérios. A ovulagdo dos foliculos apresentando temperatura mais baixa resultou em um
aumento de 3,6 vezes na taxa de prenhez das fémeas, demonstrando que o resfriamento
folicular é necessario para desencadear a ovulacdo e correlaciona-se positivamente com o
potencial de prenhez em vacas (LOPEZ-GATIUS & HUNTER, 2019a). Desta forma, o

possivel ajuste na temperatura da incubadora ao longo da PIVE pode trazer beneficios.

Hé alguns fatores que podem explicar esta diminuicdo de temperatura no foliculo pré-
ovulatério. Primeiramente, o foliculo dominante é uma estrutura repleta de liquido e o
suprimento de vasos sanguineos, que auxilia na troca de calor dos tecidos, atinge apenas a
regido da teca, o que pode contribuir para que a temperatura oocitaria seja menor. Reacdes
endotérmicas, ainda ndo elucidadas, sdo candidatas a acdo de absorcdo de parte do calor
presente nestas estruturas, estas reacdes podem estar relacionadas com a sintese e secre¢do de
horménios esteroides e proteinas, com a expansdo do cumulus e com a hidratacdo dos
proteoglicanos podendo gerar um resfriamento localizado (HUNTER et al., 1997). A
exposicdo a temperaturas mais altas (41°C) que o ideal, causa alteracdes na fisiologia
reprodutiva dos animais e, também, possui efeito nos odcitos, como por exemplo no processo
de apoptose (ROTH & HANSEN, 2004; FERREIRA et al., 2016), autofagia (LATORRACA
et al., 2020), baixa taxa de clivagem poés-fertilizagdo (KALO & ROTH, 2011; GENDELMAN
& ROTH, 2012b; FERREIRA et al., 2016) e alteracbes na conformacdo do citoesqueleto

(ROTH & HANSEN, 2005; GENDELMAN & ROTH, 2012a; PAVANI et al., 2016).
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Estudos prévios que utilizaram temperaturas mais baixas de incubacdo nos protocolos
de MIV ndo apresentaram diferenca significativa nas taxas de maturagdo, clivagem,
blastocisto e eclosdo (LENZ et al., 1983; KATSKA & SMORAG, 1985; SHI et al., 1998;
SEN & KURAN, 2018; POHLAND et al., 2020). Contudo, in vivo, a taxa de prenhez em
vacas onde houve o resfriamento folicular foi maior (LOPEZ-GATIUS & HUNTER, 2019a),
sugerindo que a qualidade da matura¢do oocitaria aumenta. Estudos protebmicos podem
identificar marcadores de competéncia oocitéria e, futuramente, contribuir com a possivel
reavaliagdo da temperatura ideal a ser utilizada na MIV bovina. Assim, o objetivo deste
estudo foi comparar o perfil protedmico de CCOs bovinos maturados in vitro a 38,5 °C vs.

37,5 °C para identificar as diferentes vias metabdlicas que sdo utilizadas pelos o6citos.

MATERIAL E METODOS

Meios e reagentes

Todos os meios e reagentes utilizados foram da Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil,

exceto os especificados no texto.

Coleta dos ovarios

Os ovarios de animais predominantemente mesti¢os da raca Nelore foram trazidos de
abatedouros locais para o laboratério em caixa isotérmica contendo solucdo salina a 0,9%
estéril suplementada com 0,01% de antibidtico (Agrovet 5.000.000, Elanco®, S&o Paulo,
Brasil) a 30 °C. No laboratério, os ovarios foram lavados e transferidos para um becker

contendo solucdo salina a 0,9% estéril suplementada com 0,01% de antibiotico.
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Coleta e selecdo dos complexos cumulus-o6cito

Com uma seringa de 10 mL acoplada a agulha 18G foram puncionados os foliculos
que apresentaram 3-8 mm. Os CCOs, juntamente com o fluido folicular, foram depositados
em tubo cénico de 50 mL contendo TCM-199 com HEPES suplementado com 5% de soro
fetal bovino (SFB - Cultilab®, Sdo Paulo, Brasil), 10 pL/mL de solucdo de antibiético e
antimicotico (AA), 1 mM de glutamina e 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) para
inibicdo da retomada de meiose durante a manipulacdo dos CCOs (VIANA et al., 2007). Apés
a decantacdo, foi feita a triagem dos CCOs graus | e Il, segundo de LOOS et al. (1989).
Posteriormente, esse odcitos foram lavados em gotas de meio TCM-199 com HEPES
suplementado com 5% de SFB, 10 uL/mL de AA e 1 mM de glutamina para retirada de debris
e do IBMX e em seguida foram lavados em gotas de meio MIV [TCM-199 suplementado
com 10% de SFB, 0,7 pg/mL de hormoénio foliculo-estimulante recombinante (r-hFSH —
Gonal-F, Merck® Serono S.p.A., Bari, Italia), 10 uL/mL de AA, 0,2 mM de piruvato de sédio

e 0,4 mM de glutamina] e foram submetidos ao processo de MIV.

Maturagdo in vitro

Os grupos de CCOs foram transferidos para placas de 4 pocos (NUNC® Rochester,
Nova lorque, EUA), contendo 30 CCOs por pogo com 500 uL (VIANA et al., 2007) de meio
MIV, e incubados por 22 h nas seguintes temperaturas: 38,5 °C (grupo controle) ou 37,5°C

(grupo tratado).

Avaliacdo da expansdo do cumulus
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A expansdo do cumulus foi avaliada 22 h ap6s o inicio da MIV, utilizando-se um
método de classificacdo subjetiva: 0 — nenhuma resposta observada; 1 — resposta minima; 2 —
expansdo das camadas externas; 3 — expansdo de todas as camadas, exceto corona radiata; 4
— expansdo de todas as camadas (TAO et al., 2004; MATTA et al., 2009). Dez repeticdes

foram realizadas (n=4410).

Avaliacdo da maturacdo nuclear

Apo6s a classificacdo subjetiva de expansdo das células do cumulus, os CCOs foram
lavados em solucdo de tampdo fosfato salino (PBS) acrescido de 0,1% de alcool polivinilico
(PVA). Os CCOs foram desnudados mecanicamente por sucessivas pipetagens e lavados
novamente em gotas de PBS acrescido de 0,1% de PVA e analisados em microscopio
estereoscopico (200x, SMZ745, Nikon®, Toquio, Japdo). Os odcitos foram considerados em
M Il quando foi observada a presenca do primeiro corpusculo polar (TURATHUM et al.,
2020). Um total de 440 odcitos obtidos de 10 repeticBes foram analisados. Em seguida, 0s
odcitos maturados foram centrifugados a 3000 x g por 5 minutos, o sobrenadante foi retirado
e o pellet foi armazenado a -80 °C até a realizacdo da analise protedmica (LABAS et al.,

2017).

Analise protebmica - Extracdo de proteinas

A extracéo total das proteinas das amostras de odcitos foi realizada de acordo com o
protocolo descrito por WANG et al. (2014) e MACIEL Jr et al. (2018), com modificacdes.
Amostras (500 oocitos em cada repeticdo, em solucdo de PBS, com trés repeticdes por

tratamento) foram maceradas em nitrogénio liquido contendo 100 pL de tampdo de extragédo
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que consistiu em 7M ureia (GE Healthccare, NJ, USA), 2M thiourea (GE Healthcare), 2%
Triton X-100 (GE Healthcare), 1% dithiothreitol (DTT, GE Healthcare), 1 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF, Sigma-Aldrich, MO, USA). Em seguida, as células
foram lisadas em cinco ciclos de 10 segundos de sonicacdo e um minuto em gelo, vortexadas
por 30 min e centrifugadas a 16.000 x g por 20 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados

e a concentracdo de proteinas foi determinada usando o 2-D Quant Kit® (GE Healthcare).

Analise protebmica - Digestdo de proteinas

Um total de 100 pg de proteinas foi utilizado para a digestdo. A digestdo foi realizada
usando unidades de filtro Microcon-30 kDa (Merck Millipore, MA, USA) com a metodologia
de preparacdo de amostra auxiliada por filtro (FASP) (REIS et al., 2021). A concentracdo dos
peptideos obtidos de cada repeticdo bioldgica foi determinada utilizando o espectrofotdmetro

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) a 205 nm.

Analise protebmica - Espectrometria de massas e analise de dados

As amostras foram injetadas em um espectrometro de massa de cromatografia liquida
ultra-pura (UPLC) nanoAcquity conectado a um instrumento Q-TOF SYNAPT G2-Si
(Waters®, Manchester, Reino Unido). As corridas consistiram em trés réplicas bioldgicas de
1,945 g de amostra de peptideo. A espectrometria de massa foi realizada no modo positivo e
de resolucdo (modo V), com mobilidade iénica e no modo de aquisicdo independente de
dados (DIA). A energia de colisdo de transferéncia aumentou de 19 V para 55 V no modo de
alta energia e voltagens de cone e capilares de 30 V e 2750 V, respectivamente. Este

experimento foi conduzido com uma temperatura de fonte de 70 °C. O [Glul]-fibrinopeptideo
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B humano a 100 fmol/pL 217 foi usado como um calibrante externo e a aquisi¢do de massa
de blogueio foi realizada a cada 30 segundos. A aquisi¢cdo do espectro de massa foi realizada

usando o software MassLynx v.4.0 (Waters®, Manchester, Reino Unido).

O processamento dos espectros e as condigdes de pesquisa em bancos de dados foram
realizados usando o software ProteinLynx Global SERVER (PLGS) v.3.02 (Waters®,
Manchester, Reino Unido). A analise HDMSE utilizou os seguintes pardmetros: Apex3D de
150 contagens para o limite de baixa energia, 50 contagens para o limite de energia elevada e
750 contagens para o limite de intensidade; uma clivagem perdida; ions de fragmento minimo
por peptideo igual a trés; fragmento minimo de ions por proteina igual a sete; peptideos
minimos por proteina igual a dois; modificacdes fixas de carbamidometil (C) e modificacdes
variaveis de oxidacao (M) e fosforil (STY); taxa de falsa descoberta (FDR) de 1%. Para a
identificacdo de proteinas, utilizamos o banco de dados de proteinas de Bos indicus X Bos
taurus (ID: UP000314981, janeiro 2021), disponivel no UniProtKB (www.uniprot.org). As
analises de quantificacdo label free foram realizadas usando o software 1SOQuant v.1.8
(DISTLER et al., 2014). Para garantir a qualidade dos resultados, ap6s o processamento dos
dados apenas as proteinas presentes nas trés corridas foram aceitas para andlise diferencial de
abundancia. As proteinas foram consideradas up-acumuladas se o valor log2 de fold change
(FC) fosse maior que 0,60 e down-acumuladas se o valor de log2 FC fosse menor que 0,60, de
acordo com o teste t de Student (bicaudal, P < 0,05). A analise de enriquecimento funcional
foi realizada utilizando 0 software OmicsBox versao 1.2.4

(https://www.biobam.com/omicsbox).

Os agrupamentos e interacdes de proteinas foram estudados usando banco de dados
para andlise de anotagdo, visualizacdo e descoberta integrada (DAVID)
(https://david.ncifcrf.gov/, versédo 6.8) (HUANG et al., 2009) e ferramenta de pesquisa para

recuperacdo de interacdo genes/proteinas (STRING) (http://string-db.org/, versdo 11.0) com


http://www.uniprot.org/
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agrupamento de k-means (SZKLARCZYK et al., 2017). Os grupamentos foram tratados

manualmente para melhor visualizagdo das interacdes proteina-proteina.

Os genes associados ao proteoma do odcito bovino foram analisados usando o médulo
GENE2FUNC da plataforma mapeamento funcional e anotacdo de estudos de associacdo de
todo genoma (FUMA) (WATANABE et al., 2017). Conjuntos de genes expressos
diferencialmente foram pré-calculados no GENE2FUNC por meio de teste “t” bilateral para
cada tecido contra todos os outros. Além disso, as andlises incluiram as vias KEGG e
Hallmark, bem como ontologia de genes baseada no banco de dados de assinaturas
moleculares (MSigDB) (LIBERZON et al., 2015). Primeiro, genes selecionados foram
analisados para alvos de microRNA (miRNA) usando os conjuntos de dados Bos indicus X
Bos taurus dos servidores TargetScan (http://targetscan.org) (AGARWAL et al., 2015) e
mMIRBASE (http://mirbase.org) (KOZOMARA & GRIFFITHS-JONES, 2011). Para evitar
erros de anotacéo, todos os miRNAs identificados foram verificados para conservagéo entre
os mamiferos utilizando mIRBASE. Para visualizar a interagdo entre miRNAs e genes, 0s
dados foram submetidos ao servidor miRNet 2.0 (https://www.mirnet.ca) (CHANG et al.,

2020).

Analise estatistica

Todos os CCOs foram distribuidos ao acaso dentro de cada grupo experimental e cada
experimento foi repetido dez vezes (maturacdo nuclear e expansdao do cumulus). Foram
realizadas a analise de consisténcia dos dados e a estatistica descritiva (PROC
UNIVARIATE, SAS, 2019). O efeito dos diferentes tratamentos sobre as variaveis estudadas
foi avaliado pela andlise de variancia (ANOVA) ou pelo teste “t” de Student, a 5% de

probabilidade.


http://targetscan.org/
http://mirbase.org/
https://www.mirnet.ca/
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RESULTADOS

Taxa de maturagdo nuclear e expanséao das células do cumulus

As médias e desvio padrao para taxa de maturacdo nuclear e expansdo do cumulus
estdo apresentados na Tabela 2. N&o foi observada diferenca (P > 0,05) na taxa de maturagédo

nuclear, bem como na taxa de expansao das células do cumulus.

Anédlise protebmica

A partir da analise proteémica, foram identificadas 806 proteinas (Tabela Suplementar
S1) comuns aos grupos de odcitos maturados in vitro a 38,5 °C (controle) e a 37,5 °C
(tratado). Além disso, foram descritas 12 proteinas Gnicas no grupo controle e oito proteinas
unicas no grupo tratado (Figura 1). Em relacdo ao acumulo diferencial de proteinas, observou-
se cinco proteinas up-acumuladas e 12 down-acumuladas. Na Tabela 3, sdo apresentadas as

proteinas unicas e diferencialmente acumuladas identificadas no contraste 37,5 °C / 38,5 °C.

A anélise de enriquecimento génico (Figura 2) demonstrou que os dois grupos atuam
de forma similar, com pequenas variagdes. No processo bioldgico, o processo de secrecao
aparece levemente aumentado no grupo 37,5 °C (Figura 2A). A funcdo molecular relacionada
a ligacdo de complexo de proteina é discretamente maior no grupo controle (Figura 2B). Na

classe componente celular ndo houve diferenga entre os grupos.

Na via hallmark (Figura 3-A) foi possivel observar a presenga de importantes rotas
metabdlicas, como alvos MYC V1, fosforilagdo oxidativa, sinalizacgdgo MTORC 1,
metabolismo de acidos graxos e glicolise. Ja na via KEGG (Figura 3-B) foram enriquecidas as
vias glicélise/gliconeogénese, regulacdo de actina no citoesqueleto, ciclo do &cido citrico e

metabolismo do piruvato. Na via hallmark, proteinas relacionadas a espermatogénese e na via
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KEGG, proteinas relacionadas a via da glicolise/gliconeogénese estdo em maior quantidade

no grupo controle.

A andlise in silico da rede de interacdo proteina-proteina (Figura 4) demonstrou
interacdo entre as proteinas unicas do grupo 37,5°C. Também é possivel observar que as
proteinas relacionadas ao metabolismo do piruvato e ao ciclo do &cido tricarboxilico séo

Unicas ou up-acumuladas no grupo controle.

Das proteinas encontradas como diferencialmente acumuladas na analise proteémica
(n=20), 13 possuem descricdo de relacdo com genes. Desses 13 genes, o servidor miRNet
reconheceu seis genes (DES, HMOX2, KRT75, FARSA, IDH2, CARHSP1l) que séo

sabidamente regulados por 43 miRNASs bovinos (Figura 5).

DISCUSSAO

Estudo objetivou comparar, pela primeira vez, o perfil protedmico de odcitos bovinos
maturados in vitro a 38,5 °C vs. 37,5 °C, a fim de identificar possiveis mecanismos de
protecdo que sdo utilizados pelo odcito em situacbes de estresse metabdlico. Apesar da taxa
de maturacdo nuclear e expansdo das células do cumulus ndo terem diferido, a analise
protedmica identificou 806 proteinas comuns aos grupos de odcitos maturados in vitro sob
diferentes temperaturas. Além disso, foram descritas 12 proteinas Unicas no grupo controle e
oito proteinas Unicas no grupo tratado. Em relacdo ao acumulo diferencial de proteinas,
observou-se sete proteinas up-acumuladas e 12 down-acumuladas. Os dados do presente
estudo indicam que, apesar de pequena, a diminuigdo da temperatura de incubacéo dos oo6citos
na MIV acarreta alteragdes no perfil protebmico destas células, sugerindo um mecanismo de
termorregulacdo no controle da expressdo de genes de odcitos bovinos maturados in vitro.

Até o presente momento, ha apenas seis artigos cientificos publicados nas plataformas
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tradicionais de busca em que tenha sido utilizada a anélise protebmica de odcitos bovinos.
Ressalta-se que em nenhum deles, o foco do estudo foi a comparagdo de diferentes

temperaturas na MIV.

A auséncia de diferenca significativa na taxa de maturacdo nuclear (78,7 vs. 78,5%) e
expansao das células do cumulus j& era esperada, em razdo dos resultados encontrados em
estudos prévios avaliando-se temperaturas mais baixas na MIV. Exemplos de tais estudos
envolvem o uso de temperaturas como 35 °C, 37 °C, 39 °C, que resultaram em taxas de
maturacdo entre 66 e 75% (LENZ et al., 1983). Em outro estudo, em temperaturas de 33 °C,
35°C, 37 °C, 38 °C e 39 °C, a taxa de oocitos maturados foi de 2,8%, 56,1%, 72,3%, 73,3% e
73,7%, respectivamente, sendo que nos trés ultimos grupos nao houve diferenga significativa.
Ainda, apés avaliacdo da taxa de viabilidade, os autores concluiram que as temperaturas de 35
a 37 °C foram as mais apropriadas (KATSKA; SMORAG, 1985). Desta forma, os resultados
similares encontrados no presente estudo ja eram esperados, sendo realizados para fins de

controle de nosso sistema de maturacéo in vitro.

No grupo controle, foram identificadas 12 proteinas tnicas. A nucleosideo-difosfato-
kinase (NDK), proteina relacionada ao gene NME2, tem acdo descrita na diferenciacdo e
proliferacdo celular (BOISSAN et al., 2009; MARINO et al., 2012). Porém, sua funcéo foi
relatada apenas em odcitos de Xenopus em estadio de vesicula germinativa (VG) (OUATAS
et al. 1998). De acordo com estes autores, estas proteinas se acumulam préximo as
mitocondrias e participam do processo de transcricdo a partir de trifosfato de guanosina
(GTP). A histona H4 (H4) esta relacionada a progressdo da meiose e ao alinhamento dos
cromossomos (HAN et al., 2015; LU et al., 2017), bem como a tubulina alfa que atua na
dindmica dos microtubulos do fuso meidtico (FENG et al., 2016). A L-lactato desidrogenase
(LDHC) ainda ndo foi descrita em odcitos, porém, em outras células esta molécula é

convertida em piruvato a partir da lactato desidrogenase (LDH) (BROWN & WHITELEY,
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2009). A LDH foi descrita em o6citos participando da via da glicélise (BRINSTER, 1968;
CETICA et al., 1999; KUMAR et al., 2013), bem como gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

(GAPDH) (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2010).

No tratamento a 37,5 °C, foram identificadas oito proteinas Unicas. A proteina peptidil-
prolil cis-trans isomerase (PPlase) atua na estabilizacdo, dobramento, maturacgéo e trafego de
proteinas em odcitos (LO et al., 2007). A clusterina (CLU) ainda ndo foi descrita em od6citos,
porém sua acdo ja foi relatada nas células da granulosa atuando na inibicdo do processo de

apoptose (ZWAIN & AMATO, 2000; LUCKENBACH et al., 2011).

Nos odcitos bovinos maturados in vitro a 37,5 °C, ha sete proteinas up-reguladas
guando comparado ao grupo controle, sendo que quatro delas possuem informacéo descrita na
literatura relacionada a odcitos: peroxirredoxina 4 (PRDX4), proteina de ligacdo do
espermatozoide a zona pellcida 3 (ZP3), proteina do choque térmico familia A membro 6
(HSP70) e isocitrato desidrogenase dependente de NAD (NAD-IDH), subunidade

mitocondrial.

A presenca de PRDX4 ja foi relatada anteriormente em od6citos (LEYENS et al.,
2004), porém sua atividade ainda néo foi descrita de forma isolada. Sabe-se que as proteinas
que fazem parte da familia PRDX apresentam fungdo na organizacdo cromossémica e
montagem do fuso meiotico (JEON et al., 2017). Além disso, também atuam na regulagdo de
sinais modulando os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou regulando a interacao
de proteinas vizinhas por meio da sinalizacdo redox. No caso de od4citos, essa acdo ocorre no

fuso meiotico (RHEE et al., 2012; JEON et al., 2017).

A ZP3 estd relacionada ao processo de fertilizacdo, durante a ligagdo do
espermatozoide a zona pelicida do odcito, auxiliando no desencadeamento da reacdo

acrossomica (FLORMAN et al., 1984; FLORMAN & WASSARMAN, 1985; KINLOCH et
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al., 1995; CHEN et al., 1998; SIGNORELLLI et al., 2012; KASHIR et al., 2014) e, logo em
sequida, perde esta funcéo, atuando assim na prevencéo da polispermia (RINGUETTE et al.,
1988). Além disso, também tem acdo no rompimento da VG, atuando em vias que regulam a

organizacéo do citoesqueleto (GAO et al., 2017).

A HSP 70 é uma proteina chaperona que protege outras proteinas da acdo do estresse
térmico (DAUGAARD et al., 2007) e também auxilia na sobrevivéncia da célula inibindo o
processo de apoptose quando o odcito é submetido ao estresse térmico moderado (ZERON et
al., 2001). Yadav et al. (2013) descreveram aumento da expressdo de HSP 70 em odcitos
bubalinos maturados sob estresse térmico, porém, curiosamente, nossa analise, assim como
Pohland et al. (2020), sugeriram que a HSP70 foi up-regulada nos o6citos bovinos maturados
em menor temperatura. Uma hip6tese que justifique este achado é que, sob a temperatura de
38,5 °C, esta proteina seja degradada mais rapidamente devido estar sendo utilizada, porém

faz-se necessario estudos mais aprofundados para elucidar este acumulo diferencial.

Ainda no grupo tratado, ha sete proteinas up-reguladas quando comparado ao grupo
controle. Foram observadas 12 proteinas down-acumuladas, sendo cinco relacionadas
previamente a odcitos: NDK, heme oxigenase (HO), dineina de cadeia leve (DYNLL1),
tioredoxina (TRX) e isocitrato desidrogenase dependente de NADP (NADP-IDH). Nesta
secdo, NDK surge relacionada ao gene NMEL1 e sua funcdo geral foi descrita previamente
neste artigo. As vias metabdlicas dos genes NME1 e NME2 ainda nao foram diferenciadas em

odcitos.

A funcdo da HO ainda ndo foi detalhadamente descrita em odcitos, porém sabe-se que
a HO-1 pode ser considerada um marcador de competéncia oocitaria uma vez que sua
deficiéncia resulta em falha na ovulacdo e na fertilizagdo desses oocitos (ZENCLUSSEN et

al., 2012). A DYNLLLI integra o complexo de proteinas dineina que atuam no odcito na
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organizacdo dos microtubulos, sendo assim, participa da maturacdo oocitéria citoplasmatica
(NAVARRO et al., 2004; MIAO et al., 2017). Um membro da familia TRX, a TXNDC9 foi
descrita participando da conformacéo do fuso meiotico e do equilibrio redox durante a meiose

(MA et al., 2017), bem como PRDX4.

A proteina isocitrato desidrogenase (IDH) foi identificada duas vezes em nosso estudo,
a isoforma NAD-IDH, subunidade mitocondrial como up-acumulada e a isoforma NADP-
IDH como down-acumulada. A proteina IDH é considerada importante para o ciclo do acido
tricarboxilico, a subunidade mitocondrial desta molécula indica que ha utilizacdo de NAD
(nicotinamida adenina dinucleotideo) e NADP (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato)
como aceptores de elétrons, ja na subunidade citosélica ha apenas a presenca de NADP. O
NAD-IDH até entdo ndo havia sido descrito em od6citos, diferente da isoforma NADP-IDH.
Normalmente, em outras células de mamiferos, NADP-IDH aparece em maiores
concentracdes que NAD-IDH (CETICA et al., 2003). O NAD esta relacionado aos processos
catabdlicos de producdo de energia gerando ROS, enquanto NADP atua na defesa
antioxidante (BLACKER & DUCHEN, 2016). E importante citar que as ROS em quantidade
ideal sdo importantes para sinalizacdo celular (redox), sendo prejudicial a célula somente em
guantidades exacerbadas (HENSLEY et al., 2000; SCHIEBER & CHANDEL, 2014). Desta
forma, a reducdo do acumulo de NADP-IDH pode ser devido a acdo de NAD-IDH, uma vez

gue ndo é necessdria a acdo antioxidade por ndo gerar uma quantidade prejudicial de ROS.

Os miRNAs sdo pequenas moléculas ndo-codificantes que regulam os eventos pés-
transcricionais por meio da inibicdo ou bloqueio da traducdo do RNA mensageiro (MRNA)
(AMBROS, 2004; KIM & NAM, 2006). A acdo dos miRNAs foi descrita previamente no
processo de maturagdo oocitaria de bovinos (TESFAYE et al., 2009; PASQUARIELLO et al.,
2020). Segundo PASQUARIELLO et al. (2020), as vias de sinalizacdo sdo inibidas quando 0s

miRNAs relacionados apresentam expressdo up-regulada. A isoforma do miR-1343-5p aqui
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relacionado a HO e CARHSP1, também esta relacionado ao desenvolvimento folicular, na
transicdo para o estadio de foliculo pré-ovulatério (GEBREMEDHN et al., 2015). Isoformas
do miR-339a (aqui relacionado ao gene CARHSP1) e miR-423-3p (gene IDH2) e miR-140
(gene DES) foram descritos anteriormente regulando a maturacdo oocitaria (TESFAYE et al.,
2009). Curiosamente, todos os miRNAs aqui relatados estdo ligados as proteinas encontradas
na andlise protedmica como down-reguladas. Faz-se necessario estudos mais aprofundados
para averiguar se estas moléculas se encontram em menor acumulo em odcitos bovinos

maturados in vitro a 37,5 °C devido a acdo silenciadora destes miRNAS ou outro mecanismo.

CONCLUSAO

Este é o primeiro estudo de protedmica comparativa de odcitos bovinos submetidos a
diferentes temperaturas durante a MIV. E possivel concluir que mesmo uma peguena
diminuicdo de temperatura de incubagdo durante a MIV modula o metabolismo dos o6citos,
ndo apenas promovendo a up ou down regulacdo de acumulo de proteinas, mas modulando a
ocorréncia de proteinas Unicas tanto a 38,5 °C como a 37,5 °C. De forma geral, a 38,5 °C
(controle), foram identificadas proteinas Unicas relacionadas a respiracdo celular e progressdo
da meiose, enquanto a 37,5 °C, foram identificadas aquelas relacionadas ao dobramento de
proteinas e inibicdo do processo de apoptose, possivelmente por serem menos requeridas pelo
odcito. As proteinas encontradas neste estudo que ainda ndo tiveram suas funcdes descritas
em odcitos sdo importantes candidatas para futuras avaliacbes funcionais em relacdo a
maturacdo oocitaria. Mais estudos sdo necessarios para se definir se 37,5 °C é a temperatura
ideal para ser utilizada na MIV de odcitos bovinos e a funcdo destas proteinas Unicas, assim

como das proteinas ainda nao descritas em 00citos.
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Tabela 2. Efeito da diminuicdo da temperatura durante a MIV na maturacdo nuclear e na

expansao das células do cumulus.

Temperatura (°C) M 11 (%) Expansdo do cumulus (%)

GO G1 G2 G3 G4
38,5 (controle) 78,7+3,7° 0,0+0,060  0,0£0,00  0,0£0,0° 26,0£3,3* 74,0+3,3?
37,5 (tratado) 78,5+1,8° 0,0+0,0¢  0,0£0,00 0,0£0,0® 27,5+8,8* 72,5+8,8°

Médias na mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste “t” de Student a
nivel de 5% de probabilidade (dez replicatas, n=4410). M I1I: odcitos que apresentaram
extrusao do primeiro corpusculo polar; GO: grau 0, nenhuma resposta observada; G1: grau 1,
resposta minima; G2: grau 2, expansdo das camadas externas; G3: grau 3, expansdo de todas

as camadas, exceto corona radiata; G4: grau 4, expansao de todas as camadas.
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Tabela 3. Proteinas diferencialmente acumuladas ou Unicas associadas a alteracdo de

temperatura na maturacéo in vitro de odcitos bovinos.

ID UniProtKB Gene Description Biological process Log 2 Regulagéo
FC diferencial (37,5
°C/38,5°C)
AO0A4W2F122 HSPA6 Heat shock protein Resposta celular ao calor, 0.60 UP
family A (Hsp70) redobramento de proteinas
member 6
AOA4W2DKT74 - Ligacdo do espermatozoide & 0,74 UP
. ZP, formacdo de blastocisto,
Zona  pellucida regulagio  negativa  da
sperm-bmdmg transcricdo, modelagdo do
protein 3 DNA, desenvolvimento do
o6cito, sinalizagdo mediada
por fosfatidilinositol,
regulagdo positiva da reacdo
acrossomica, regulacdo
positiva do crescimento do
foliculo antral, regulagdo
positiva da producdo de
interferon-gama,  regulacgdo
positiva da interleucina-4,
regulagdo positiva da
migracdo  de  leucdcitos,
regulagdo positiva do
processo  biosintético  de
fosfatidilinositol
AOA4W2BLY1 PRDX4 Peroxiredoxin 4 - 0.86 UP
AOA4W2E9H1 ? Tubulin beta chain ? 0.91 UP
AOA4W2EG40 IDH3ASL Isocitrate Ciclo do &cido tricarboxilico 1.10 UP
dehydrogenase
[NAD] subunit,
mitochondrial
AOA4W2EKU9 - Tubulin alpha chain Processo de microtubulos 1,36 up
ADA4W2BX19 SLC25A31 Solute carrier family Transporte transmembrana de 2.36 up
25 member 31 ADP mitocondrial, transporte
transmembrana de  ATP
mitocondrial
AOA4W2DE74 RABSA Uncharacterized - - Unique 37.5°C
protein
AQAAW2DYKT i Rab GDP Transporte de proteinas, - Unique 37.5°C
dissociation inhibitor ~ pequena tranducdo de sinal
mediada por GTPase
AOAAW2ETAO i Peptidyl-prolyl  cis- Dobramento de proteina - Unique 37.5°C
trans isomerase
AOA4W2EPQ2 RAB2B Uncharacterized - - Unique 37.5°C
protein
A0A4W2D705 - Clusterin - - Unique 37.5°C
AOA4W2DIF2 GFPT1 Glutamine--fructose-  Processo  metabdlico de - Unique 37.5°C
6-phosphate derivados de carboidratos,
transaminase processo  metabolico  de
(isomerizing) glutamina
AOA4W2EXY1 -

Peptidyl-prolyl  cis-
trans isomerase

Dobramento de proteina

Unique 37.5°C
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AOA4W2DBL6 TPM1 Uncharacterized - - Unique 37.50C
protein
A0A4W2C6J7 IDH2 Isocitrate Ciclo do glioxilato, processo -0.64 DOWN
dehydrogenase metabdlico de isocitrato, ciclo
[NADP de acido tricarboxilico
AO0A4W2C1C8 NME1 Processo  biossintético de -0.75 DOWN
CTP, de GTP e de UTP,
lactacdo, regulacdo positiva
da ligacdo ao DNA, regulagdo
Nucleoside positiva da proliferacdo de
diphosphate kinase células epiteliais
AOALAW2BIR7 CARHSP1 CSD domain- Regulagdo da estabilidade do -0.81 DOWN
containing protein RNAmM
AOA4W2HF60 HMOX2 Heme oxygenase Oxidagdo do grupo heme -0.85 DOWN
(biliverdin-
producing)
AO0A4W?2D3J6 KRT75 Keratin 75 - -0.95 DOWN
AOA4W2EQSO - Dynein light chain - -0.99 DOWN
AOAAW2HHF4 MARS1 Methionine--tRNA Aminoacilacdo de metionil- -1.01 DOWN
ligase, cytoplasmic tRNA
AO0A4W2E576 - Histone H2B - -1.05 DOWN
AO0A4W2D795 LOC113893778 IF rod domain- - -1.07 DOWN
containing protein
AOAIW2EKXT7 Aldo_ket_red - -1.22 DOWN
domain-containing
protein
AO0A4W?2CS91 - Uncharacterized - -1.37 DOWN
protein
AOAIW2F2G1 - Thioredoxin domain- - -3.51 DOWN
containing protein
AOA4W2C6E9 - Histone H4 Transcricdo DNA modelado - Unique 38.5°C
AOA4W?2BV44 LOC113886404 GST class-pi - - Unique 38.5 °C
AOA4W2GTI1 PPA1 Inorganic Processo  metabdlico de - Unique 38.5°C
diphosphatase composto contendo fosfato
AOAAW2CEF3 GAPDHS Glyceraldehyde-3- Processo  metabdlico da - Unique 38.5 °C
phosphate glicose, processo glicolitico
dehydrogenase
AO0A4W2BQLO LDHC L-lactate Processo  metabdlico de - Unique 38.5°C
dehydrogenase carboidratos, processo
metabdlico de acido
carboxilico
AOA4W2FPY3 LOC113903410 Aldo_ket_red - - Unique 38.5°C
domain-containing
protein
AOA4WZ2EP82 KRT75 Keratin 75 - - Unique 38.5 °C
AOA4AW2ESC2 NEFH IF rod domain- Resposta celular ao fator - Unique 38.5 °C
containing protein inibidor da leucemia,

organizacdo do citoesqueleto
dos microtibulos, montagem
do feixe de neurofilamento,
organizagdo do citoesqueleto
do neurofilamento, montagem
do nucleossomo
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Figura 1. Diagrama de Venn demonstrando a distribuicdo das proteinas identificadas no

odcito bovino maturado in vitro a 38,5 °C (controle) e 37,5 °C (tratado).
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GO: Biological process
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RIBONUCLEOTIDE BINDING -

RNA BINDINGH

IDENTICAL PROTEIN BINDING-

DRUG BINDING-

ADENYL NUCLEOTIDE BINDING-

PROTEIN CONTAINING COMPLEX BINDING-
HYDROLASE ACTIVITY ACTING ON ACID ANHYDRIDESH
OXIDOREDUCTASE ACTIVITYH
CYTOSKELETAL PROTEIN BINDING-
STRUCTURAL MOLECULE ACTIVITY+
PROTEIN DIMERIZATION ACTIVITY
COFACTOR BINDING-

CELL ADHESION MOLECULE BINDINGH
ENZYME REGULATOR ACTIVITY-

PROTEIN HOMODIMERIZATION ACTIVITY
COENZYME BINDINGH

CADHERIN BINDING-

GUANYL NUCLEOTIDE BINDING-

PROTEIN DOMAIN SPECIFIC BINDING-
KINASE BINDING-

150 -100 -50 50 100 150 #Hits
38.5°C 37.5°C

J||||||||IIII|||||||

8



92

GO:Cellular component
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Figura 2. Distribuicdo das proteinas identificadas em od6citos bovinos maturados in vitro a
38,5 °C (controle) e 37,5°C de acordo com (A) processo bioldgico, (B) funcdo molecular e
(C) componente celular.
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Figura 3. Analise dos genes expressos em o6citos maturados in vitro a 38,5°C (controle) e

37,5°C. (A) Vias hallmark indicando as vias de sinalizacdo mais prevalentes dentro do
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conjunto de genes do MSigDB. (B) Vias KEGG indicando as vias de sinalizagdo mais

prevalentes.
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Exclusive at 38.5°C Up-regulated at 38.5°C Up-regulated at 37.5°C Exclusive at 37.5°C

DYLLL G

Figura 4. Andlise in silico da rede de interacdo proteina-proteina gerado utilizando String
V.11 a partir das proteinas identificadas em o0citos bovinos maturados in vitro a 38.5°C
(controle) e 37.5°C. As cores de fundo indicam as proteinas up-reguladas ou Unicas de cada
grupo. As cores das esferas representam diferentes termos e classificagdes de ontologia
génica. Funcdo molecular: proteina de ligacdo do citoesqueleto (GO:0008092) (verde escuro)
e ligacdo de nucleotideo (GO: 0000166) (roxo); Vias metabodlicas: metabolismo do piruvato e
ciclo do &cido tricarboxilico (BTA: 71406) (vermelho), regulacdo da atividade de PLK1 na
transicdo para a fase G2 da meiose (BTA: 2565942) (amarelo), biogénese e manutencao de
organelas (BTA: 1852241) (azul), trafego de membrana (BTA: 199991) (verde claro).
RAB2B: proteina ndo caracterizada; RAB8A: proteina ndo caracterizada; GDI1: inibidor da
dissociacdo de Rab GDP; TPML1: proteina ndo caracterizada; PRDX4: peroxirredoxina 4;
DYNLLZ: dineina de cadeia leve; IDH3A: isocitrato desidrogenase dependente de NAD,
subunidade  mitocondrial; NMEZ1: nucleosideo-difosfato-kinase; IDH2: isocitrato
desidrogenase dependente de NADP; DES: proteina de dominio de ligacéo IF rod; TUBA1A:
cadeia de tubulina alfa; PPAL: pirofosfatase inorgancia; NME2: nucleosideo-difosfato-kinase;

GAPDHS: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; LDHC: L-lactato desidrogenase.
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Figura 5. Andlise da rede e andlise de enriquecimento de conjunto de genes de miRNA

bovino (quadrados) associados a genes (circulos) diferencialmente expressos em o00citos

bovinos maturados in vitro a 38,5 °C (controle) e 37,5 °C (tratado). Esquema e anélise obtidos

por miRNet 2.0.



