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RESUMO

No Brasil a caprinocultura é uma atividade em potencial crescimento, isso pode ser
evidenciado com maior intensidade na regido nordeste, que detém a grande maioria do
rebanho caprino brasileiro. Com isso, a demanda por investimentos nessa atividade vem
sendo expressiva nos ultimos anos, exigindo assim, maior tecnificacdo para melhoria e
expansdo desse setor. Nesse sentido, as biotecnologias voltadas para reproducdo demonstram
ser instrumentos eficazes, e nelas destacamos a Producdo in vitro de embrides (PIVE) que
promove a multiplicacdo de genéticas superiores em um espaco de tempo mais curto que 0s
métodos tradicionais. Entretanto, ainda ha muito para se avancar com essa técnica na espécie
caprina, uma vez que, atualmente seus resultados nessa espécie ainda sdo variaveis e limitados
0 que implica em limitacdo a nivel comercial. A adiponectina € um horménio proteico
produzido predominantemente pelo tecido adiposo, pode ser uma alternativa de incremento
nessa area. Algumas de suas fungbes estdo relacionadas a reproducdo da fémea, como
influéncia positiva sobre a esteroidogénese e também sobre a maturacdo de odcitos in vitro
em algumas espécies, incluindo a espécie caprina. Este trabalho teve como objetivo investigar
se: 1) a adiponectina influencia a maturacdo mei6tica de odcitos caprinos; 2) a via MAPK
MEKZ1/2 medeia os efeitos da adiponectina durante a maturacdo in vitro e 3) a adiponectina
afeta de forma diferente a abundancia de RNAm de genes relevantes para a transducdo de
sinal da adiponectina em odcitos e células cumulus. A adi¢do de adiponectina (5 pg/mL)
durante a maturacao de odcitos caprinos afetou a porcentagem de odcitos que completaram a
maturacdo nuclear com sucesso (P < 0,05). A maturacdo nuclear de odcitos estimulada pela
adiponectina foi significativamente prejudicada quando o inibidor especifico de MEK 1/2
(U0126) foi adicionado ao meio de maturagdo. N&o houve evidéncia de qualquer diferenca
induzida pela adiponectina na relativa abundancia dos transcritos dos genes AdipoR1,
AdipoR2, AMPKal, PPARo. e PPARy. A expressao de AMPKa?2 foi significativamente inibida
nas células do cumulus oriundas de complexos cumulus-odcitos maturados com 5 pg/mL de
adiponectina comparados com aqueles maturados com 0 pg/mL (P < 0,05). Em concluséo, a
adiponectina melhora a maturacdo meidtica de oocitos caprinos através da via MAPK MEK
1/2. Adicionalmente, efeitos sobre os niveis do transcrito AMPKa2 foram detectados nas

células do cumulus mas ndo nos odcitos.

Palavras-chave: adiponectina, células do cumulus, AMPK, PPARs
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura brasileira é uma atividade com grande potencial de expansdo em todo
pais, e de maneira mais acentuada na regido Nordeste, onde a criacdo de caprinos tem grande
importancia para a economia local. Dados do Censo Agropecuario do IBGE (2016) mostram
que o Estado de Pernambuco detinha mais de 25% do efetivo nacional desta espécie,
considerado o segundo maior do pais.

A criacdo de caprinos no pais vem passando por um crescimento considerdvel e este
fato tem transformado o cenadrio de nossos sistemas produtivos, requerendo novos
conhecimentos técnicos e cientificos. Avancos tecnologicos dirigidos aos diversos segmentos
repercutem no aumento da producdo animal, sendo que as biotecnologias reprodutivas tém
uma atuacdo direta na obtencdo de maior nimero de animais de elevada qualidade (GUERRA
etal., 2011).

A Producédo In Vitro de Embrides (PIVE) nos pequenos ruminantes tem importancia
fundamental, principalmente por prover embriGes para uso em pesquisas bésicas sobre
biologia e fisiologia do desenvolvimento a um baixo custo, além de possibilitar a aplicacdo de
biotecnologias emergentes, como a transferéncia nuclear e a producdo de transgénicos.
Entretanto, apesar dos esforcos das pesquisas ao longo dos Gltimos 30 anos, os resultados da
producdo in vitro de embrifes ainda sdo imprevisiveis e variaveis, configurando importante
limitacdo a sua aplicacdo comercial (PARAMIO e IZQUIERDO, 2016).

Ao longo da dltima década, o tecido adiposo tem surgido como um elemento chave na
modulacdo de varias funcgbes fisiologicas, por meio da liberacdo de uma variedade de
moléculas biologicamente importantes denominadas ‘adipocinas’, as quais modulam o
metabolismo de lipidios e glicose, e sensibilidade a insulina (McGown et al., 2014). Em
adicdo ao seu papel bem estabelecido no controle da fisiologia do tecido adiposo, as
adipocinas tém sido implicadas na regulagdo das fungdes reprodutivas (DUPONT et al.,
2012).

Uma destas adipocinas é a Adiponectina, um horménio proteico de 30 kDa, que exerce
sua acdo ligando-se aos receptores tipo 1 (AdipoR1) e 2 (AdipoR2) (YAMAUCHI et al.,
2014). Estes receptores ativam varias vias de sinalizacdo intracelulares, incluindo a
estimulagdo da MAPK (Proteina-quinase ativada por mitdgenos), AMPK (proteina quinase

ativada por adenosina monofosfato) e PPAR (receptores ativados por proliferador de
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peroxissoma) (DUPONT et al., 2012; YAMAUCHI et al., 2014), as quais estdo implicadas na
regulacdo do metabolismo energético.

Tem sido reportado que durante protocolos de PIVE a suplementacdo dos meios com
adiponectina melhoram a maturacdo de oocitos em suinos (CHAPPAZ et al., 2008) e o
desenvolvimento embriondrio em camundongos (RICHARDS et al., 2012). Em bovinos,
entretanto, a suplementagdo do meio de MIV com adiponectina ndo afetou a maturagio
meidtica (MAILLARD et al.,, 2010), sugerindo um papel espécie especifico para a
adiponectina.

Recentemente, a expressdo da proteina e RNAm para adiponectina e seus receptores
(AdipoR1 e AdipoR2), foi demonstrada em diferentes estagios do desenvolvimento folicular
no ovario caprino (OLIVEIRA et al., 2017). Além disso, estes autores demonstraram que a
suplementacdo com adiponectina durante a MIV aumentou a proporcao de odcitos que atingiu
0 estagio de metafase Il (MII) (OLIVEIRA et al., 2017).

Embora a adiponectina possa estar integrada em um complexo sistema de
comunicacdo intracelular que regula func@es celulares especificas, ndo ha estudos sobre
0s mecanismos moleculares essenciais a maturacdo de o0citos promovido pela
adiponectina em caprinos. Entender estes mecanismos é essencial porque a influéncia da
adiponectina sobre a habilidade da maturacdo de odcitos tem importantes implicagdes

para a melhoria na eficiéncia da producdo de embrides in vitro nessa espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Maturacéo in vitro de odcitos

Com a remocao do ambiente folicular, o complexo cumulus odcito (COC) perde seu
contato com as células foliculares, e como consequéncia da interrupcéo da transferéncia de
fatores inibidores da maturacdo ao odcito, ocorre retomada ‘“‘espontdnea” da meiose
independente do estadio de maturidade citoplasmatica (BYSKOV et al., 1997).

A maturacdo in vitro envolve o cultivo dos odcitos imaturos para que estes atinjam
estadio de metafase Il (MII) da meiose e complete a maturacdo citoplasmatica, quando entéo
estardo prontos para serem fecundados (COGNIE et al., 2003). Durante o cultivo, o ambiente
e 0s meios utilizados devem ser cuidadosamente controlados, tentando mimetizar o maximo
possivel o ambiente folicular in vivo (GOTTARDI E MINGOTI, 2009).

Ap0Gs a obtencdo dos odcitos, aqueles que possuem no minimo 3 a 4 camadas de
células do cumulus, sem expansdo, citoplasma uniformemente granulado e com coloracao
homogénea, sdo selecionados para maturacdo (BERNARDI, 2005). Os od6citos selecionados
sdo lavados em meio de lavagem varias vezes e transferidos para placas com meio de
maturacdo, em seguida sdo levados para estufa com atmosfera controlada (PADILHA, 2012).

Em ruminantes, de forma geral, o tempo de permanéncia dos o6citos na estufa para
maturacdo varia entre 22 e 24h (MERMILLOD et al., 2006). Entretanto, estudos mais
recentes mostraram que em caprinos esse tempo pode variar de 24 a 27h (AVELAR et al.,
2012; PARAMIO E I1ZQUIERDO, 2014). Existem dois tipos de atmosfera utilizados na
Producédo In Vitro de Embrides (PIVE) que sdo: estufa a 38 °C com 5% de CO; e estufa a
38 °C com 5% CO,, 5% O,, e 90% N, sendo a primeira mais utilizada nos laboratérios, uma
vez que, a segunda apresenta custos maiores no que diz respeito ao abastecimento de

nitrogénio.

2.1.1 Maturacéo Nuclear

A maturacdo do odcito, envolvendo as transformagdes nucleares e citoplasmaticas,
esta ligada a uma série de mudancas estruturais e bioquimicas que tornam o gameta feminino
apto a ser fecundado e ter desenvolvimento embrionario subsequente (GONCALVES et al.,
2008). A maturacdo nuclear inicia-se com a quebra de vesicula germinativa (GVBD) e
termina apenas quando a meiose é finalizada, marcada pela segregagdo dos cromossomos e

extrusao dos dois corpusculos polares (CROCOMO et al., 2011).
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Na maioria dos mamiferos, durante a vida intrauterina, os odcitos iniciam a meiose
apos intensas mitoses. Diversos fatores inibitdrios sintetizados pelas células da granulosa e
presentes no fluido folicular interrompem as divisbes meidticas no estadio dipléteno da
préfase 1, morfologicamente designado como vesicula germinativa (VG). Neste estadio, os
odcitos permanecem até a puberdade, quando passam a ser gradualmente mobilizados,
havendo retomada da meiose (HURK E ZHAO, 2005).

A maturacdo nuclear é caracterizada pela habilidade do odcito em retomar a meiose
até o estadio de MIl (BLANCO et al., 2011), isso ocorre in vivo com o odcito ainda no
foliculo, apds estimulo dado pelo pico do horménio luteinizante (LH), momentos antes da
ovulagdo (GONCALVES et al., 2008). No entanto, essa gonadotrofina ndo atua diretamente
no odcito, uma vez que este ndo apresenta receptores para LH. Sua acdo € mediada por fatores
paracrinos secretados pelas células somaticas LH-responsivas (células da granulosa), e pelo
transporte de substancias indutoras da meiose das células da granulosa/cumulus para 0s
odcitos por meio das jungdes “Gap” comunicantes (GJCs) (GILULA et al., 1978).

O objetivo central da maturacdo nuclear € a producdo de um gameta haploide (n
cromossomos). Portanto, trata-se da divisao reducional dos cromossomos, consistindo de dois
ciclos de divisdo celular sem nova sintese de DNA. A primeira divisdo separa 0S
cromossomos homélogos e a segunda divisdo separa as cromatides irmds, formando os
gametas haploides (SILVA, 2008). Os odcitos sdo mantidos em Ml até a fertilizacdo, quando
a ativacao do estimulo realizado pela penetracdo do espermatozoide desencadeia o término do
ciclo da meiose e inicia o desenvolvimento embrionario (HURK E ZHAO, 2005).

Durante o crescimento do o6cito dentro do foliculo, muitas proteinas sdo sintetizadas.
Uma dessas proteinas, € o fator promotor de meiose (FPM) no citoplasma, que é essencial no
processo de desenvolvimento do odcito antes e apds a ativacdo do genoma do zigoto
(GONCALVES et al., 2008). O FPM é uma proteina quinase constituida por uma subunidade
catalitica (p34) e outra regulatéria (ciclina B), e é descrito como um regulador universal do
ciclo celular tanto na mitose como na meiose (GONCALVES et al., 2008; CHAVES et al.,
2012).

Além do FPM, Gongcalves et al., (2008) evidenciam a importancia da proteina quinase
ativada por mitogénio (MAPK). Os autores descrevem que a MAPK ¢ ativada no rompimento
da vesicula germinativa, atinge a atividade maxima em metafase | (MI) e permanece elevada
até a formacgéo dos pronucleos, ndo diminuindo em metafase 11 (MI1). Esses achados sugerem
gue a MAPK ¢ importante para manter o oécito em MII e entrar em interfase. 1sso ocorre pelo
fato da MAPK ser capaz de manter a atividade elevada do FPM.
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A acdo dessas proteinas ja foi avaliada no processo de maturacdo meiética de o6citos
caprinos, onde foi possivel observar o aumento da expressdo das mesmas a partir do momento
em que 0s oocitos saem do estagio de vesicula germinativa (VG) e entram em MI e MII.
Esses achados reafirmam que estas proteinas tém acdo sobre a progressdo meidtica também

em o0citos da espécie caprina (DEDIEU et al., 1998).

2.1.2 Maturacéo Citoplasmatica

A maturacdo citoplasmatica pode ser considerada como o conjunto de processos pelo
qual o odcito de mamiferos passa para se tornar uma célula capaz de fecundar e dar suporte ao
desenvolvimento embrionério inicial. Estas mudancgas dizem respeito a redistribuicdo das
organelas celulares, dentre elas os granulos corticais, a estocagem de proteinas e RNA, o
desenvolvimento de mecanismos regulatorios do calcio, entre outros (ANGUITA et al., 2007;
WATSON, 2014).

Segundo Chaves et al. (2012), tal evento é necessario para a obtencdo de condicdes de
bloqueio a polispermia, e para descondensar o nucleo do espermatozoide que penetrou e
formar o pronucleo masculino apés a fecundagdo. Dessa forma, um odcito que ndo completou
ainda sua maturacdo citoplasmatica possui baixa qualidade e é incapaz de se desenvolver
normalmente.

A migracdo e a reorganizacdo de organelas durante a maturacdo citoplasmatica sao
coordenadas por uma rede de microtabulos. Organelas citoplasmaticas como as mitocondrias
e os granulos corticais exercem importantes fungdes durante a maturagéo e a fecundacéo do
odcito. Devido a isso, durante a maturacdo, essas organelas migram e posicionam-se no
citoplasma em locais mais apropriados para iniciar suas atividades especificas (GOTTARDI E
MINGOT]I, 2009).

O desenvolvimento do odcito, zigoto e embrido de menos de 16 células dependem do
pool de RNAm e das proteinas acumuladas para suportar todas as modificagdes bioquimicas,
moleculares e estruturais do odcito que ocorrem durante a maturagdo. Assim, a maturacéo do
citoplasma em odcitos € adquirida apos uma série de processos preparatorios que envolvem a
transcrigdo e consequente traducdo de transcritos durante a profase meidtica (LONERGAN et
al., 2003).

A maioria dos RNAm presentes no oocito sdo sintetizados e acumulados durante o
periodo de crescimento odcitario (DE SOUSA et al., 1998). Isto ocorre porque a retomada da

meiose envolve a condensacdo dos cromossomos, 0 que resulta em subito bloqueio da
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transcrigdo nuclear e em profundas modificacdes no padrdo de neossintese proteica (SIRARD
etal., 2006; GOTTARDI E MINGOTI, 2009).

2.2 Meios e suplementos usados para MIV

Para se obter sucesso no processo de producéo in vitro de embrides, de maneira geral,
é necessario que o ambiente e 0 meio onde as células serdo cultivadas mimetizem seu
ambiente de origem. Assim, existem trés classificacGes para os sistemas de MIV: (I) Aqueles
com meio indefinido, onde Soro Fetal Bovino (SFB) e/ou células somaticas séo utilizados;
(I1) meio semi-definido, sem células somaticas e SFB, que é substituido por Albumina Sérica
Bovina (BSA); e (Ill) o sistema com meio definido, em que a albumina é substituida por
macromoléculas, tais como alcool polivinilico (PVVA) ou polivinil pirrolidona (PVP) (FARIN
etal., 2001).

Nesse sentido, existem alguns meios que podem ser utilizados na etapa de maturacéo
in vitro, entretanto, o mais utilizado é o meio de cultivo de tecido 199 (TCM- 199). O TCM-
199 é um meio constituido por uma férmula complexa, originalmente designada para as
necessidades metabdlicas de células somaticas. Desta forma, esse meio nao é especifico para
suprir as necessidades complexas e dindmicas de COCs durante o cultivo de maturacdo in
vitro (GOTTARDI E MINGOT]I, 2009), sendo rotineiramente suplementado com substéancias
gue ajudam a mimetizar o ambiente folicular e assim, colaboram diretamente no
desenvolvimento do odcito.

A maturacdo de odcitos caprinos in vitro é amplamente realizada com TCM-199
suplementado com L-glutamina, piruvato, horménios (FSH, LH, estradiol) e antibi6ticos
(COGNIE e BARIL, 2002; COGNIE et al., 2003; BALDASSARRE e KARATZAS, 2004;
PARAMIO, 2010). L-glutamina e piruvato sdo utilizados como fonte de energia para o0 06cito,
enquanto que os hormdnios como FSH, LH e estradiol, sdo adicionados a0 meio para
melhorar a maturacao nuclear e citoplasmatica de oocitos, bem como a expansao das células
do cumulus (COGNIE et al., 2003). A fonte proteica mais comumente utilizada como
suplemento do meio de cultura para PIVE em pequenos ruminantes séo o SFB e BSA
(PARAMIO E IZQUIERDO, 2014; GOTTARDI e MINGOT, 2009).

Convencionalmente, os meios de MIV sédo suplementados com SFB ou fluido folicular
(FF), ambos com composicdo desconhecida. As suas agdes ndo sdo completamente
compreendidas, mas acredita-se que eles proporcionam proteinas e alguns fatores de
crescimento que contribuem para o éxito da maturagdo in vitro e subsequente

desenvolvimento embrionario. Apesar da natureza indefinida e de composicao variavel, esta
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suplementacdo é amplamente realizada em uma concentracdo convencional de 10-20%
(PARAMIO E IZQUIERDO, 2014).

Tidis como cisteamina, 2- mercaptoetanol, cisteina, cistina e glutationa (GSH) foram
adicionados ao meio de maturacdo com intuito de proteger o odcito contra os efeitos de
radicais livres oriundos dos sistemas de atmosfera gerado pela estufa (MATOS et al., 2002).
Paralelamente, a adicdo de cisteamina melhorou a taxa de blastocistos caprinos, onde foram
observadas taxas de blastocisto de 22,2% do grupo com cisteamina e 6,4% do grupo controle
(RODRIGUEZ- GONZALEZ et al., 2003).

Vitaminas também foram utilizadas como suplementos em meio de maturacdo para
caprinos, e foi observado que com a adi¢do de vitaminas especificas (tiamina, riboflavina,
cloridrato de piridoxal, &cido félico, pantotenato de calcio e nicotinamida), a taxa de clivagem
e producdo de blastocisto foi maior em relacdo ao grupo controle (BORMANN et al., 2003).

Fatores de crescimento também tém sido adicionados aos meios para melhorar o
sistema de maturacdo e consequentemente a taxa de embrido. O fator de crescimento
epidérmico (EGF) é o mais utilizado e demonstra bons resultados na taxa de maturacdo de
odcitos em mamiferos (MARQUES et al., 2007). Além deste, Carneiro (2007), relata aumento
na taxa de maturacdo nuclear de odcitos caprinos ap6s a adicdo do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I).

2.3 Tecido adiposo e Reproducao

Ao longo da ultima década, o tecido adiposo tem surgido como um elemento chave na
modulacdo de varias funcgdes fisioldgicas, por meio da liberacdo de uma variedade de
moléculas biologicamente importantes denominadas ‘adipocinas’, as quais modulam o
metabolismo de lipidios e glicose, e sensibilidade a insulina (McGown et al., 2014).

Adicionalmente o tecido adiposo também esta envolvido com as fungdes reprodutivas,
uma vez que estas sdo dependentes de recursos energéticos. O papel do peso, composicao
corporal, distribuicdo de gordura e o efeito da dieta tém sido amplamente estudados em
mulheres e fémeas domésticas onde as suas alteragdes podem comprometer o tempo de
maturacdo sexual e fertilidade (DUPONT et al., 2014). No entanto, os mecanismos celulares
envolvidos na coordenacao do balango energetico e reproducéo sao desconhecidos (DUPONT
etal., 2012).

E evidente que o cérebro e as estruturas do hipotalamo recebem sinais endécrinos e/ou
metabdlicos que fornecem informacdes sobre o estado nutricional e o grau de depositos de

gordura no organismo. Entretanto, atualmente é amplamente aceito que existem efeitos
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nutricionais diretos no desenvolvimento dos ovarios e atresia folicular, que regulam a
producdo de celulas germinativas. Assim, € sugerido que existem mecanismos especificos de
deteccdo de energia no foliculo (SAM e DHILLO, 2010).

Entre estes sensores de energia, existem fatores liberados pelo tecido adiposo
chamados de adipocinas (leptina, adiponectina, resistina, visfatina) e também suas vias de
sinalizagdo como, por exemplo, a proteina quinase ativada por adenosina monofosfato
(AMPK) (DUPONT et al., 2012). No ovario, comunicacfes bidirecionais entre as células
germinativas (oocitos) e celulas somaticas (células da granulosa) sdo cruciais para a
maturacdo do odcito, crescimento folicular e ovulagdo. Assim, todo processo que compreende
a formacao folicular, bem como seu desenvolvimento tem a participacdo de mediadores do
balanco energético (BINELLI E MURPHY, 2010).

As adipocinas, de maneira geral, podem ser localizadas em diferentes células do
ovario (MAILLARD et al., 2011) participando, ndo sé da esteroidogénese, como também do
desenvolvimento das estruturas do ovario (SHEN et al., 2010; MAILLARD et al., 2010;
MAILLARD etal., 2011).

2.4 Adiponectina
2.4.1 Estrutura e sinalizacao

A adiponectina é uma proteina de 244 aminoacidos (peso molecular 30 000 Da)
derivada predominantemente a partir de adipdcitos em tecido adiposo branco. E uma das mais
abundantes adipocinas, correspondendo a 0,05% das proteinas séricas (HU et al., 1996).

Existem trés formas diferentes de adiponectina circulantes no plasma e essas formas
variam de acordo com seu peso molecular, sendo: a forma de um trimero de um peso
molecular baixo, uma combinacdo de dois trimeros como médio peso molecular , ou como
seis trimeros de elevado peso molecular (KONSTANTINOS et al., 2010). O monémero de
adiponectina é composto por trés dominios: uma regido N-terminal varidvel, uma -Hélice
colagenosa helicoidal composta por multiplas repetices G-X-X, e um dominio globular C-
terminal distintivo de aproximadamente 140 aminoécidos (SHAPIRO E SCHERER,
1998). Ela sofre uma extensa modificagdo pds-traducdo, particularmente dentro do dominio
coldgeno, como a hidroxilagdo de sete residuos de prolina e hidroxi-glicosilacdo de cinco
residuos de lisina (RICHARDS et al., 2006).

A adiponectina atua principalmente através de dois receptores transmembranares
chamados de AdipoR1 e AdipoR2 (KONSTANTINOS et al., 2010). Esses receptores sao
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distintos entre si desempenhando diferentes papéis nas funcdes inerentes a adiponectina.
Kadowai e Yamauchi (2005) afirmam que a expressdo de AdipoR1 e AdipoR2 € influenciada

pela secrecdo de insulina e esteroides sexuais.

2.4.2 Papel no metabolismo energético

O papel fisiologico da adiponectina ndo estd completamente elucidado, mas sabe-se
que ela apresenta funcgdes importantes sobre o metabolismo. Contrastando com a maioria das
proteinas secretadas pelos adipdcitos, sua expressao diminui a medida que o tecido adiposo
aumenta (OUCHI et al., 1999) e sua concentracdo no soro encontra-se reduzida em individuos
obesos ou resistentes a insulina (SAM e DHILLO, 2010).

Foi sugerido que individuos com concentrac@es circulantes elevadas de adiponectina
estdo menos sujeitos ao desenvolvimento de diabetes tipo 11, quando comparados aqueles com
concentragOes reduzidas (SPRANGER et al., 2003), afirmando assim suas fungdes nesse
sistema. Para tanto estudo revelou que a adiponectina atua de forma favoravel sobre a
regulacdo do metabolismo da glicose e dos acidos graxos, bem como sobre 0 mecanismo
central da fome e do gasto energético (GUIMARAES et al., 2007).

Como vimos anteriormente, a adiponectina atua através de dois receptores o AdipoR1
e AdipoR2. Os AdipoR1 séo expressos abundantemente no muasculo esquelético, enquanto os
AdipoR2 apresentam maior expressdo no figado (YAMAUCHI et al., 2004). No musculo
esquelético as acdes do AdipoR1 sdo mediadas pelo receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma (PPAR) e pela proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK),
estimulando a reabsor¢ao da glicose e 3-oxidagdo (WANG et al., 2009).

No tocante a acdo do AdipoR2, estudos demonstram que estes receptores podem ser
responsaveis por mediar alguns dos efeitos metabélicos do GH ( horménio do crescimento) no
tecido adiposo. Além disso, a regulacdo positiva dos AdipoR2 pelo GH possivelmente
contribui para a melhora da sensibilidade a insulina, promovida pela adiponectina no tecido
adiposo (GUIMARAES et al., 2007).

A adiponectina apresenta, também, importante funcdo sobre a diminuicdo da
resistencia a insulina. Seu efeito nesse sentido € mediado, pelo menos em parte, por um
aumento da oxidacdo de gordura por ativacdo da enzima adenina monofosfato quinase, em
musculos esqueléticos, semelhante a acdo sinalizada pela prépria insulina. Além disso,
adiponectina também ativa essa enzima no figado, resultando na reducdo da producdo de
glicose hepéatica (YAMAUCHI et al., 2002).
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Podemos afirmar que as acOes da adiponectina estdo relacionadas com sua
capacidade de estimular as vias da proteina kinase ativada por adenosina monofosfato

(AMPK) e também de inibir a atividade do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa).

2.4.3 Papel na reproducdo da fémea

Além da regulacdo energética, a adiponectina, atua em varios niveis para controlar a
fertilidade feminina, através de efeitos centrais no eixo hipotdlamo-hipdfise e efeitos
periféricos nos ovarios, Utero e embrido (TABANDEH et al., 2010). Os receptores da
adiponectina, j& foram identificados em células ovarianas de suinos (CHAPPAZ et al., 2008),
galinhas (RAMACHANDRAN et al., 2007), bovinos (MAILLARD et al., 2010), roedores
(DUPONT, 2007) e cabras (OLIVEIRA et al., 2017).

Tem sido demonstrado que a nivel hipotalamico-hipofisario a adiponectina atua
regulando a secrecdo de hormdnios envolvidos na reproducdo, principalmente o LH, através
da ativacdo da AMPK. Este resultado foi mostrado por Lu et al. (2008), que relataram que a
reducdo aguda nos niveis de adiponectina leva a secrecdo aumentada de LH, mas sem
impacto sobre o FSH. Ainda no eixo hipotdlamo-hipéfise foi demonstrado que em células
pituitarias primarias de ratos, a adiponectina recombinante regula a expressdo de receptores de
GnRH, isso, por mecanismos ainda pouco conhecidos (RODRIGUEZ-PACHECO et al.,
2007).

Diretamente nos ovarios, entdo, acredita-se que a adiponectina induz a expressao de
proteinas envolvidas na ovulagdo, tais como a ciclo-oxigenase-2, a prostaglandina E2, e o
fator de crescimento epidérmico (EGF) (LEDOUX et al., 2006). Além de tais funcdes, um
estudo em ratos demonstrou que a adiponectina atua regulando positivamente a sintese de
horménios esterdides no ovario. O mesmo estudo mostrou, ainda, que ha interacdo sinérgica
da adiponectina com a insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) nesse
processo de sintese (DUPONT et al., 2007).

Tem sido demonstrado que a adi¢do de adiponectina ao meio MIV melhora a taxa de
maturacao in vitro de oocitos caprinos (OLIVEIRA et al., 2017) e suinos (CHAPPAZ et al.,
2008). Em adicdo, foi demonstrado, também, que a adiponectina melhorou o desenvolvimento
embrionario in vitro em suinos (CHAPPAZ et al., 2008) e ratos (RICHARD et al., 2012). Em
bovinos, entretanto, a suplementagdo do meio de MIV com adiponectina ndo afetou a
maturacdo meidtica (MAILLARD et al., 2010), sugerindo um papel espécie especifico para a

adiponectina.
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Efeito da suplementacéo com adiponectina durante a maturac&o in vitro de odcitos

caprinos sobre a progressdo meidtica e padrdo de expressdo génica

Resumo

Estudos recentes tém demonstrado que a adiponectina, um horménio proteico
predominantemente produzido pelo tecido adiposo, influencia e regula o sistema reprodutivo.
Entretanto, os mecanismos de acdo da adiponectina sobre a maturacdo de o0citos caprinos
permanecem para ser determinado. Este trabalho teve como objetivo investigar se: 1) a
adiponectina influencia a maturacdo meiética de o6citos caprinos; 2) a via MAPK MEK1/2
medeia os efeitos da adiponectina durante a maturacdo in vitro e 3) a adiponectina afeta de
forma diferente a abundancia de RNAm de genes relevantes para a transducdo de sinal da
adiponectina em odcitos e células cumulus. A adicdo de adiponectina (5 pg/mL) durante a
maturacdo de odcitos caprinos afetou a porcentagem de odcitos que completaram a maturacdo
nuclear com sucesso (P < 0,05). A maturacao nuclear de odcitos estimulada pela adiponectina
foi significativamente prejudicada quando o inibidor especifico de MEK 1/2 (U0126) foi
adicionado ao meio de maturagdo. N&o houve evidéncia de qualquer diferenca induzida pela
adiponectina na relativa abundancia dos transcritos dos genes AdipoR1, AdipoR2, AMPKal,
PPARa e PPARy. A expressdo de AMPKa2 foi significativamente inibida nas células do
cumulus oriundas de complexos cumulus-odcitos maturados com 5 pg/mL de adiponectina
comparados com aqueles maturados com 0 pg/mL (P < 0,05). Em concluséo, a adiponectina
melhora a maturacdo meidtica de odcitos caprinos através da via MAPK MEK 1/2.
Adicionalmente, efeitos sobre os niveis do transcrito 4MPKa2 foram detectados nas células

do cumulus mas ndo nos odécitos.

Palavras-chave: adiponectina, células do cumulus, AMPK, PPARs
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Introducéo

Adiponectina ¢ um horménio proteico de 30 kDa produzido predominantemente pelo
tecido adiposo e abundantemente presente na circulacdo (1 a 50 pg/mL) em mamiferos (Rak
et al. 2017). Os niveis circulantes de adiponectina sdo inversamente correlacionados com a
massa de gordura corporal e positivamente associado com metabolismo lipidico, homeostase
de glicose e sensibilidade a insulina (Yamauchi et al. 2001, De Koster et al. 2016 ). Além do
papel na regulacdo da homeostase energética, a adiponectina tem sido implicada nas fungdes
reprodutivas de varias espécies (Campos et al. 2008, Palin et al. 2012, Rak et al. 2017). Ha
evidéncias acumuladas que a adiponectina desempenha funcdo na cascata de eventos
associados com a maturacao de odcitos.

Experimentos prévios tém demonstrado que a suplementacdo com adiponectina
durante a maturacdo in vitro (MIV) de odcitos de humanos, camundongos e suinos exerce
efeitos positivos sobre a progressdo meidtica e o desenvolvimento embrionario inicial
(Chappaz et al. 2008, Richards et al. 2012). Adicionalmente, nosso grupo demonstrou que
concentracdes fisiologicas de adiponectina recombinante humana (5 ou 10 pg/mL),
adicionadas ao meio de maturacdo in vitro livre de soro, também aumenta a maturacdo
meidtica de odcitos caprinos (Oliveira et al. 2017). Em contraste, o tratamento de complexos
cumulus-o6citos bovinos com adiponectina ndo apresentou efeito sobre a progressdo meittica
ou desenvolvimento embrionario in vitro (Maillard et al. 2010, Divar et al. 2016).

A adiponectina exerce sua a¢do por meio da ligacdo a dois receptores especificos,
AdipoR1 e AdipoR2 (Yamauchi et al. 2014). A expressdo de ambos receptores tém sido
relatada no ovario de varias espécies (humanos: Chabrolle et al. 2009, roedores: Chabrolle et
al. 2007a; suinos: Lord et al. 2005; aves: Chabrolle et al. 2007b; bovinos: Tabandeh et al.
2010). Em caprinos, n6s demonstramos a expressao génica e protéica de AdipoR1 e AdipoR2
em odcitos, células do cumulus, células da granulosa e teca oriundos de foliculos em
diferentes estagios de desenvolvimento (Oliveira et al. 2017). Todos estes dados sugerem que
a adiponectina possa exercer fungdo importante no processo de maturacdo de odcitos.

A ligacdo da adiponectina aos seus receptores leva a sinalizacdo de varios caminhos:
proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), receptores ativados por
proliferador de peroxixomos (PPARS) e proteina quinase ativada por mitdégenos (MAPK)
(Yamauchi et al. 2014). Ha evidéncias que implicam a via MAPK ERK1/2 como mediadora
da acdo da adiponectina sobre a esteroidogénese de células da granulosa cultivadas de bovino
(Maillard et al. 2010). Além disso, tem sido demonstrado que os efeitos positivos da
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adiponectina sobre matura¢do meiotica de odcitos suinos € mediada através da via p38MAPK
(Chappaz et al. 2008).

Embora a adiponectina possa estar integrada em um complexo sistema de
comunicacdo intracelular que regula fungdes celulares especificas (Rak et al. 2017), ndo ha
informagdes sobre os mecanismos moleculares através dos quais a adiponectina promove
maturagdo de o6citos em caprinos. Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar se: 1)
a adicdo de adiponectina durante a maturagé@o de oocitos caprinos afeta a progressdo meidtica;
2) o efeito benéfico da adiponectina sobre a funcdo do oocito é mediado pela via MAPK
MEKZ1/2; e 3) a adiponectina afeta de forma diferente a abundancia de RNAm de genes

relevantes para a transducéo de sinal da adiponectina em odcitos e células cumulus.

Material e Métodos
Coleta de odcitos e MIV

Ovérios de cabras adultas (Capra hircus) foram obtidos em abatedouro comercial e
transportados ao laboratorio em solucdo salina (0,9% NaCl) a 38 °C, contendo solucédo
antibiotico/antimicotico (Ab/Am; 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina e 0.25 pg/ml
amfotericina B; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Foliculos antrais entre 2-
8 mm de didmetro foram aspirados com agulha 18 G conectada a seringa de 10 mL. Os
aspirados foliculares foram agrupados em tubo cénico e permitido sedimentar por 10 min.
Apbs sedimentacdo, os complexos cumulus-o6citos (COCs) foram recuperados do fluido
folicular, separados e lavados trés vezes em Meio de Cultura de Tecidos 199
(TCM199/HEPES; Gibco, Life Technologies) suplementado com gentamicina (50 pg/mL).
Apenas COCs com citoplasma homogéneo e uma ou mais camadas de células do cumulus
compactas foram selecionados, lavados e alocados em gotas de 90 puL de meio de maturagéo
em placas de petri 35 mm (Nunc, Roskilde, Dinamarca). As gotas foram cobertas com 6leo

mineral e incubadas por 27 horas a 38,5 °C com 5% de CO, e umidade méxima.

Desenho Experimental
Efeito da adiponectina recombinante sobre a maturacdo meiotica de oocitos

Este experimento (o estudo de ‘“acompanhamento”) foi projetado de novo para
confirmar e ampliar os resultados de nossos estudos prévios (Oliveira et al. 2017). COCs (n =
390 odcitos) selecionados morfologicamente, foram distribuidos aleatoriamente em grupos de
20-25 em gotas de 90 pL de meio de maturacdo livre de soro suplementado ou ndo com

adiponectina (0 ou 5 pg/mL) ou 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (SFB) como controle
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positivo. O meio de maturacdo consistiu de TCM199/Bicarbonato (Gibco, Life Technologies),
suplementado com 2 mM de L-glutamina, 0.3 mM de piruvato de sédio e 50 pg/mL de
gentamicina. A adiponectina recombinante humana (adiponectina humana de comprimento
total, RD 172023100) derivada de células de mamiferos (células HEK 293) foi adquirida da
BioVendor Laboratory Medicine (Heidelberg, Alemanha).

Avaliacdo da via mediada pela adiponectina MEK 1/2 durante a MIV

A fim de avaliar se a adiponectina atua sobre a maturacdo do odcito ativando a via
MAPK MEK 1/2, COCs (n = 430 odcitos) foram distribuidos aleatoriamente em grupos de
20-25, para um dos seguintes tratamentos: MIV com 0 ou 5 pg/mL de adiponectina, na
presenca ou auséncia de inibidor especifico de MEK 1/2 (10 uM; U0126, EMD Millipore
Corp., Billerica, MA, USA).

Determinacéo do estagio meiotico

Apds a maturacdo, as células do cumulus foram removidas mecanicamente através de
cuidadosas pipetagens em PBS-PVP. Os odcitos desnudos foram incubados com 10 pg/mL
Hoechst 33342 em PBS-PVP por 30 min a temperatura ambiente, lavados trés vezes em PBS-
PVP e montados em laminas com meio de montagem ProLong® Golg (Molecular Probes, Life
Technologies, Eugene, OR, USA), cobertos por laminulas suportadas por colunas de parafina
e seladas com verniz para unhas. As observacdes foram realizadas sob microscépio de
fluorescéncia Axioplan Zeiss (Carl Zeiss, Inc., Gottingen, Alemanha), em aumento de 400 x.
A maturacdo nuclear completa foi mensurada em termos de taxa de metafase Il (MII). As
demais configurac6es foram classificadas como o06citos que reiniciaram o0 processo de meiose

(taxa de metafase I; M 1) ou ndo (taxa de vesicula germinativa; GV).

Efeito da adiponectina sobre o nivel de transcritos especificos em odcitos e células do
cumulus

Grupos de 15 od6citos (em 5 pL) e suas respectivas células do cumulus (em 50 pL)
foram recuperados separadamente e armazenados a -80 °C até a extracdo de RNA. A
abundéncia dos transcritos de AdipoR1, AdipoR2, AMPKal, AMPKo2, PPARo € PPARy
foram analisados por PCR em tempo real quantitativo (QPCR). Os genes analisados neste
estudo foram selecionados com base em sua associacdo com a via de sinalizacdo da
adiponectina. Os iniciadores utilizados foram desenhados a partir de sequéncias publicadas

para caprinos obtidas no banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology
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Information). O iniciador para o gene de referéncia Ubiquitina (UBQ) foi descrito
previamente (Frota et al. 2010). A sequéncia dos iniciadores e 0s nimeros de acesso

relevantes estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos usados para realizar gPCR.

Gene Sequéncia (5°-37) Gebank
AdipoR1 Forward GAAGGTGGTGTTCGGGATGT
HQ846828.1
Reverse CAGTGTGGAAGAGCCAGGAG
AdipoR2 Forward GCTCTCAGGCTCAGGAAAGG
JX573540.1

Reverse AAGCCAGACGCCTCTACAAG
AMPKo.l Forward GCTGTATAGCCCACAGGGAAG

Reverse ATGTTTGCCAAATTGTTGGCCT
AMPKo.2 Forward ACCAGCTTGCAGTGGCTTAT

Reverse GAACCGGTAGGGGGACTAGA

XM_018065502.1

XM_018044652.1

PPARy Forward TCCTCATATCCGAGGGCCAA NM_001285658.1
Reverse CGCGTTGAACTTCACAGCAA
PPARa Forward CCTGCCTCCTCTGGGAAGTA XM_018048906.1

Reverse GTGTCCACCATCTCCATCGG
Ubiquitina  Forward GAAGATGGCCGCACTCTTCTGAT
Reverse ATCCTGGATCTTGGCCTTCACGTT

G1:57163956

Isolamento de RNA e Transcri¢céo Reversa

O RNA total foi extraido de cada pool celular utilizando o kit RNeasy Micro
(Qiagen®, Hiden, Germany), seguindo as instrugfes do fabricante. Cada amostra foi
homogeneizada com 350 pL do tampdo de lise RLT e de 1 vol etanol a 70% e transferidas
para coluna de centrifugacdo RNeasy MinElute sobre um tubo de recolha de 2 mL. Repetidas
centrifugacdes foram realizadas por 15s a 8000 g, primeiramente com a adi¢cdo de 350 pL
tampdo RW1, 500 puL do tampéo RPE e 1 vol etanol a 80%. Ao final foi adicionado 14 pL de
agua RNase-free a coluna e centrifugada a velocidade méxima para eluir o RNA. A possivel
contaminacdo por DNA genémico foi eliminada pelo tratamento com DNase | RNase-free
(Qiagen®).

Imediatamente apds a extracdo, o cDNA foi formado utilizando o Kit GoScript"

Reverse Transcriptase (Promega®, Madison, W1, USA), seguindo as instruces do fabricante.
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Foi adicionado 1 pL do primer iniciador de reagdo Oligo (dT)is e 1 uL de Random Primers
em seguida incubado no termociclador por um ciclo de 70 °C por 5 minutos seguidos de um
resfriamento réapido por 5 minutos & 4 °C. Em seguida foram adicionados 4 pL de GoScript
5X Buffer de Reacdo, 1 pL de mix de nucleotideos, 4 uL de MgCl,, 3 uL de agua livre de
nucleases, 1 pL de GoScript™ Transcriptase Reversa em cada amostra e incubados novamente
no termociclador por um ciclo de 25 °C por 5 min, 42 °C por 60 min e inativacdo de enzima a
70 °C por 15 min. As amostras de cDNA total foram quantificadas utilizando o
espectrofotdbmetro Nano Vue Plus (GE Healthcare Life Sciences Chicago, Illinois, USA). As

amostras foram padronizadas na concentragdo de 1000 ng/uL e armazenadas a -80 °C.

PCR Quantitativo (QPCR)

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (qQPCR) foi realizada
utilizando o kit de amplificacdo Quantifast” SYBR Green PCR (Qiagen®) no sistema PCR
em Tempo Real Rotor Gene (Qiagen®). Para amplificacdo da amostra foram adicionados 1 pL
de cDNA, 0,3 pL de cada primer foward e reverse, 5,9 yuL de agua livre de nuclease e 7,5 puL
do Quantifast” SYBR Green PCR (Qiagen®), em volume de reacdo final de 15 pL. O
protocolo consistiu de uma fase de ativagdo (95 °C por 2 min), seguida de uma fase de
alongamento (95 °C por 15 segundos) e uma fase de anelamento/extensdo (60 °C por 60
segundos), as duas ultimas sendo repetidas por 40 ciclos. As reacdes foram realizadas em
duplicata com controle negativo para cada primer analisado. O método delta-delta-CT (AACt)
foi utilizado para transformar os valores de CT em niveis de expressao normalizado (Livak &
Schmittgen 2001).

Analise estatistica

Os dados categoricos foram analisados utilizando-se o Procedimento Glimmix do SAS
ajustados para distribuigdo binomial e a fungdo “logit” foi utilizada. No entanto devido ao
resultado 0 ou 100%, algumas andlises foram realizadas pelo Teste Exato de Fisher usando o
procedimento FREQ do SAS.

Para os dados da maturagéo in vitro, o procedimento Glimmix do SAS foi utilizado
ajustando-se para distribuicdo Gaussiana e a fungdo “identify” foi utilizada. As variaveis
foram analisadas por meio de um modelo matematico que incluiu efeito fixo de tratamento. O
método residual foi utilizado para calcular os denominadores graus de liberdade para
aproximar os testes F nos modelos mistos. A proporcao relativa dos odcitos em cada estadio

de maturacdo nuclear foi calculada com a seguinte equacgéo: Proporcéo relativa = nimero de
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oocitos em cada estddio / total de oocitos. Todas as comparacdes estatisticas foram feitas
utilizando médias ajustadas pelo método dos quadrados minimos.

Os dados da gPCR séo apresentados utilizando o método comparativo desenvolvido
por Livak e Schmittgen (2001), utilizando células cumulus como referéncia para expressao
relativa da abundancia de RNAm, que foi ajustado para o valor relativo de 1. Os valores de
threshold do ciclo delta (ACT) para cada gene alvo foram obtidos ap6s normalizagdo do valor
CT do gene de referéncia. Os dados foram analisados utilizando o ACT com o procedimento
Glimmix do SAS ajustado a uma distribuigdo Gaussiana ¢ a fungdo “identify” foi utilizada.
Como efeito fixo do modelo foi considerado o tipo de célula e o tratamento, e o efeito
aleatorio de cada pool de células. Os AACT foram obtidos a partir de diferengas de ACT LSM
de comparacdes entre pares entre tratamentos e a célula do cumulus do grupo controle foi
utilizada como grupo de referéncia (Yuan et al. 2006). Os valores de expressdo relativa foram
obtidos aumentando a eficiéncia de amplificacdo de PCR (E = 2) para a poténcia AACT
(Yuan et al. 2006). Todos os resultados sdo apresentados como médias + erro padrdo da
média (SEM). As diferencas com P < 0,05 foram consideradas significativas e aquelas com

0,05 <P <0,10 foram consideradas tendéncias.

Resultados
Efeito da adiponectina sobre a maturacéo meiética de odcitos

A adicédo de adiponectina (5 pg/mL) durante a maturacdo de odcitos caprinos afetou a
porcentagem de odcitos que completaram a maturacao nuclear (taxa de MII) com sucesso (P <
0,05; Fig. 1). Além disso, foi demonstrado que 5 pg/mL de adiponectina reduziu (P < 0,05) a
porcentagem de odcitos em estadio de vesicula germinativa, enquanto ndo teve efeito (P >
0,05) sobre a porcentagem de odcitos em metafase I. Ndo houve efeito do SFB sobre a

proporcao de odcitos em metafase 11 (Fig. 1).
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Figura 1. Porcentagens da configuracdo meidtica observada em o0citos caprinos maturados
in vitro. A maturacdo in vitro do COCs foi realizada em meio TCM 199/Bicarbonato livre de
soro suplementado ou ndo com adiponectina (0 ou 5 ug/mL) ou 10% de SFB (controle
positivo) por 27 h. Os dados representam valores médios + SE de cinco repeti¢Ges. Diferencas
significativas (P < 0,05) comparado ao grupo controle (0 pg/mL adiponectina) séo indicadas
por um (GV) ou dois (MII) asteriscos. GV: vesicula germinativa; MI: Metafase I; MII:
Metafase II.

Efeito da inibicdo da via MAPK e adiponectina sobre a maturacéo nuclear de odcitos

A maturacdo nuclear de odcitos estimulada pela adiponectina foi significativamente
prejudicada quando o inibidor especifico de MEK 1/2 (10 uM U0126) foi adicionado ao meio
de maturacéo (Fig. 2). A frequéncia de oocitos imaturos (GV) foi maior (P < 0,01) no grupo 5
pg/mL de adiponectina suplementado com o inibidor de MEK 1/2 em comparagdo ao grupo
suplementado apenas com adiponectina (Fig. 2). Nao houve diferenca significativa (P > 0,05)
na porcentagem de MI entre os grupos. A porcentagem de MII foi maior (P < 0,05) no grupo
5 pg/mL de adiponectina em comparacgao ao grupo suplementado com o inibidor. A adicéo do
inibidor ao grupo O adiponectina ndo modificou a propor¢do de GV, MI e MII. Esses
resultados sugerem que o efeito da adiponectina na promo¢do da maturacdo meiética dos
odcitos caprinos é mediado através da via MAPK MEK 1/2.
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Figura 2. Porcentagens da configuracdo meidtica observada em odcitos caprinos maturados
in vitro em meio TCM199/Bicarbonato livre de soro contendo 0 ou 5 pg/ml de adiponectina
na presenca ou auséncia do inibidor de MEK 1/2 (U0126; 10 uM). Diferengas significativas
(P <0,05) séo indicadas por um (GV) ou dois (MII) asteristicos. GV: vesicula germinativa;
MI: Metéfase I; MII: Metafase II.

Efeito da adiponectina sobre o nivel de transcritos especificos em od6citos e células do
cumulus

A suplementagdo com adiponectina durante a maturagdo in vitro ndo aumentou a
proporcéao de células a expressarem os genes AdipoR1, AdipoR2, AMPKaol, AMPKa2, PPAR«
e PPARy em nenhum dos dois tipos de células pesquisadas, odcito e células do cumulus
(Tabela 2).

Quando foi avaliado o efeito da suplementacdo com 5 pg/mL na abundéncia de
RNAmM nas células que apresentaram expressdo dos genes pesquisados, foi observado inibigdo
total na expressdo de AMPKa2 nas células do cumulus. N&o foi observado efeito do
tratamento na abundancia de RNAm dos demais genes pesquisados (Tabela 3). No entanto,
independente de tratamento, quando foi avaliado a expressdo dos genes de acordo com o tipo
de célula, foi observado maior expressdo (P < 0.01) de PPARy e AMPKal nas células do
cumulus do que nos odcitos. Por outro lado, os genes AdipoR1 e AdipoR2 apresentaram

tendéncia (P = 0.08 e P = 0.06, respectivamente) a ser menos expresso nas células do cumulus
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do que nos odcitos. As células do cumulus e 0s odctios apresentaram a mesma expressdo de
PPARa (Tabela 3).

Discussao

Os resultados do presente estudo demonstraram que a adicdo de adiponectina
recombinante (5 pg/mL) no meio MIV, aumentou a taxa de maturacdo meidtica de odcitos
caprinos. Estes resultados sdo consistentes com 0s estudos iniciais que demonstraram
aumento na proporcdo de od6citos caprinos atingindo estagio de MII pelo tratamento com
adiponectina (5 e 10 pg/mL), em meio de maturacdo livre de soro (Oliveira et al. 2017). A
concentracdo de adiponectina utilizada neste estudo representa niveis séricos fisiologicos
encontrados em cabras (Wang et al. 2016, Guzel et al. 2017). Entretanto, resultados
controversos tém sido relatado na literatura. Em suinos, a adiponectina demonstrou ter efeito
positivo sobre a maturagdo meidtica e o desenvolvimento embrionério in vitro (Chappaz et al.
2008). Outros autores relataram que a adiponectina ndo afetou a competéncia de
desenvolvimento dos odcitos bovinos e o desenvolvimento embrionario inicial (Maillard et al.
2010, Divar et al. 2016). Esta discrepancia pode ser causada por inumeras diferencas,
incluindo as espécies, a concentracdo de adiponectina testada, e as diferentes composi¢des do
meio de cultura utilizado para maturacéo dos o0citos.

A maturacdo meidtica de odcitos € um processo complexo que envolve dissolucdo da
vesicula germinativa (GVBD), seguido por condensacdo e segregacdo da cromatina e
reorganizacdo dos microttbulos (Li & Albertini 2013). Evidéncias tém demonstrado que a
MAPK desempenha papel fundamental na regulacdo da progressdo do ciclo celular meiético
em odcitos (Liang et al. 2007, Pomerantz & Dekel 2013). A adiponectina tem sido
previamente apresentada por ativar a via MAPK MEK 1/2 em vaérios tipos celulares, incluindo
células Hek293 (Lee et al. 2008), macrdfagos e hepatocitos humano (Wanninger et al. 2009),
linhagem de celulas de tumor da granulosa humana KGN (Pierre et al. 2009) e células da
granulosa de bovinos (Maillard et al. 2010). Com base neste conhecimento, nos investigamos
se o efeito da adiponectina sobre a maturacdo meidtica de odcitos caprinos é mediado através
da via MAPK MEK 1/2. Nossas descobertas indicaram que o efeito da adiponectina sobre a
progressdao meidtica foi bloqueado em odcitos expostos ao inibidor de MEK 1/2 (U0126).
Esses dados fornecem evidéncias de que a adiponectina pode agir ativando a via MAPK MEK
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Table 2. Efeito da adiponectina (0 ou 5 pg/mL) durante a maturagdo de odcitos na propor¢do de células que expressam RNAm para AdipoR1,
AdipoR2, AMPKal, AMPKa2, PPARo. € PPARy

Cumulus cells Oocytes

0 pug/mL 5 ug/mL P-value 0 pug/mL 5 pug/mL P-value
AdipoR1 44.4 % (4/9) 55.6 % (5/9) 1.00 100.0 % (8/8) 100.0 % (8/8) 1.00
AdipoR2 33.3% (3/9) 22.2 % (2/9) 1.00 100.0 % (8/8) 87.5 % (7/8) 1.00
AMPKal 33.3 % (3/6) 44.4 % (4/9) 1.00 100.0 % (8/8) 100.0 % (8/8) 1.00
AMPKa2* 33.3 % (3/9) 0.0 % (0/9) 0.21 100.0 % (8/8) 100.0 % (8/8) 1.00
PPARy 88.9 % (8/9) 88.9 % (8/9) 1.00 100.0 % (8/8) 100.0 % (8/8) 1.00
PPARa 50.0 % (3/6) 33.3 % (3/9) 0.62 100.0 % (8/8) 100.0 % (8/8) 1.00

* A analise estatistica foi realizada considerando apenas trés tratamentos independentes (Células do cumulus 0 pg/mL, Odcitos 0 pg/mL e 5 pg/mL).
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Table 3. Efeito da adiponectina (0 ou 5 pg/mL) durante a maturacdo de odcitos sobre a expressdo de RNAm de AdipoR1, AdipoR2, AMPKual,

AMPKo.2, PPARa € PPARy em odcitos e células do cumulus

Cumulus cells Oocytes P-value

0 pg/mL (n=9) 5 ug/mL (n=9) 0 pg/mL (n =8) 5 ug/mL (n =8) TRT Cells  TRT x Cells
AdipoR1 1.00 2.02 (0.57-7.15) 244 (0.67-8.95)  4.07(1.11-14.91) 0.18 0.08  0.83
AdipoR2 1.00 1.81 (0.56-5.78) 3.67 (1.11-12.15)  2.43(0.73-8.03) 0.83 0.06 0.23
AMPKal 1.00 1.86 (0.17-19.91) 0.03(0.00-0.25)  0.02(0.00-0.14)  0.98 <0.01 0.39
AMPKa2* 1.00° NE 0.01 (0.00-0.18)°  0.03 (0.00-0.66)°  0.02 - -
PPARy 1.00 1.03 (0.27-3.89) 0.21 (0.06-0.79)  0.18 (0.05-0.66)  0.88 <0.01 0.82
PPARa 1.00 7.57 (0.35-164.97) 0.89 (0.07-11.50)  0.96 (0.07-12.42) 0.24 0.22 0.27

NE — N&o apresentou expressao.

* A analise estatistica foi realizada considerando apenas trés tratamentos independentes (Células do cumulus 0 pg/mL, Odcitos 0 pg/mL e 5 pg/mL).
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1/2 ou afetando proteinas a jusante cuja presenca ou ativacdo dependem da ativacdo da
MAPK MEK 1/2.

Em suinos, entretanto, foi demonstrado que o efeito da adiponectina sobre a maturacao
meidtica € mediada pela ativacdo da p38MAPK, outro membro da familia MAPK ativado
durante a maturacdo de odcitos suinos (Chappaz et al. 2008). Isto sugere que as acdes da
adiponectina sobre a maturacdo meidtica sdo mediadas através de maultiplos caminhos
intracelulares. Além disso, a ligacdo da adiponectina aos seus receptores (AdipoR1 e
AdipoR2), também ativa alvos a jusante, os quais podem diferir significativamente na cabra
em comparagdo com suinos e outras espécies. Outra possivel explicacdo pode ser o0s
diferentes tipos de adiponectina utilizadas nos experimentos. N6s usamos adiponectina
recombinante humana, enquanto Chappaz et al. (2008) utilizaram adiponectina recombinante
suina. Novamente, deve-se ter cuidado ao comparar diferentes estudos devido a condi¢des de
cultura extensivamente diferentes dependendo das espécies examinadas.

A adiponectina demonstrou regular diferencialmente a expresséo de genes envolvidos
no metabolismo, esteroidogénese, ovulacdo e apoptose em células ovarianas de vérias
espécies (Ledoux et al. 2006, Richards et al. 2012). Embora, os RNAm para AdipoR1 e
Adipor2 tenham sido expressos em ambos odcitos e células do cumulus, a maturacdo de
COCs caprinos na presenca de adiponectina, ndo modificou a abundancia dos transcritos
AdipoR1 e AdipoR2. Esses resultados diferem daqueles obtidos em camundongos, nos quais o
tratamento com adiponectina aumentou a expressdo de AdipoR1 e AdipoR2 em COCs
(Richards et al. 2012). Estes resultados, sugerem que a adiponectina pode influenciar a
expressdo dos seus receptores de forma diferente de acordo com a espécie e os diferentes tipos
de células ovariana.

No presente estudo, identificamos os RNAm das subunidades AMPK a/ e a2 em
células do cumulus e odcitos caprinos. Além disso, foi observado maior expressao de
AMPKo.1 nas células do cumulus do que nos oocitos. Estes resultados estdo em concordanica
com dados demostrando que as diferentes subunidades da AMPK sdo expressas no ovario
caprino (Coyral-Castel et al. 2010). De acordo com nossos dados, o tratamento com
adiponectina nédo teve efeito sobre a expresséo de AMPKol nos COCs. Entretanto, o
tratamento com adiponectina inibiu a expressdo de AMPKa2 nas células do cumulus, mas ndo
em 00citos.

E bem conhecido que a comunicacio entre células do cumulus e odcitos é crucial para
a maturacdo meiotica dos odcitos e para adquirir total competéncia de desenvolvimento

(Gilchrist 2011, Li & Albertini 2013). Assim, podemos formular a hipbtese de que o efeito
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positivo da adiponectina sobre a maturacdo meiética de odcitos caprinos, também seja
provavelmente mediada pela inibi¢do da expressdo da AMPKa2 nas células do cumulus. Isto é
suportado por descobertas que indicam que a maturacdo nuclear de o6citos bovinos e suinos é
inibida pela ativacdo farmacologica da AMPK e que as células do cumulus séo essenciais para
os efeitos dos ativadores sobre a maturacdo de odcitos nestas espécies (Tosca et al. 2007,
Santiquet et al. 2014). Embora, a funcdo da AMPK na maturagdo de odcitos caprinos, ainda
permaneca para ser determinada, estes dados sugerem que a via de sinalizagdo AMPK em
células do cumulus, possivelmente através da isoforma AMPKo2, € regulada pela
adiponectina.

Transcritos dos genes PPARa € PPARy foram detectados nas células do cumulus e
o0citos caprinos no presente estudo, mas seus niveis de expressdo nao foram influenciados
pelo tratamento com adiponectina. No entanto, independente de tratamento, foi observado
maior expressao de PPARy nas células do cumulus do que nos odcitos. Até onde sabemos,
ndo ha relatos na literatura sobre a expressdo destes transcritos em complexos cumulus-
odcitos caprinos. Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) sdo
sensores metabdlicos que estdo amplamente envolvidos na reproducdo feminina (Vitti et al.
2016). PPARYy, o qual tem sido o isotipo mais extensivamente estudado, foi detectado em
ovarios de camundongo, rato, suinos, ovinos, bovinos e humano (Komar et al. 2005, Froment
et al. 2006). O PPARy também esta envolvido em processos que sao criticos para a funcao
normal do ovario, como angiogénese, inflamacéao e controle do ciclo celular, indicando que o
PPARYy pode ser um fator importante que regula a expressdo génica ovariana (Dupont et al.
2012).

Como 0s AMPKal e PPARy foram principalmente expresso em células do cumulus,
estes podem influenciar o desenvolvimento dessas células e sua capacidade de suportar a
maturagdo normal dos odcitos caprinos. Entretanto, outras investigacfes sdo necessarias para
avaliar a importancia exata e os mecanismos de acao dessas moléculas em algumas funcdes
ovarianas, incluindo, por exemplo, a maturacao de o0citos.

Em conclusdo, o presente estudo fornece evidéncias que a adiponectina melhora a
maturagcdo meidtica de odcitos caprinos através da via MAPK MEK 1/2. Além disso, efeitos
sobre os niveis do transcrito AMPKa2 foram detectados nas células do cumulus mas ndo nos
odcitos. Estas sdo descobertas importantes a medida que expandem nosso conhecimento sobre

a funcdo da adiponectina na maturacdo de o6citos caprinos.
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