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INTRODUCAO

Um ambiente equilibrado é fundamental tanto para o
crescimento folicular in vivo como para a maturacao in
vitro (MIV), uma vez que alteracoes na expressao de
genes durante a fase de maturacao oocitaria podem ter
influéncia sobre o desenvolvimento embrionario. A
expressao de proteinas associadas a matriz extracelular
das células do cumulus oophorus, como a proteina HAS-
2 (acido hialuronico sintase 2), envolvida na sintese de
acido hialurénico e importante no processo de expansao
da matriz, esta sob influéncia de fatores oocitarios e de
fatores relacionados a composicao do meio de MIV.
Fatores de crescimento como a proteina GDF-9 (growth
differentiation fator 9) e a GDF-9B, conhecida como BMP-
15 (bone morphogenetic protein 15), desempenham
papel
ovariano, apresentando efeito sinéergico na proliferacéo

iImportante no desenvolvimento do foliculo
das ceélulas da granulosa e na expansao das celulas do
cumulus durante a maturacao do oocito. O objetivo deste
trabalho foil analisar a expressao dos transcritos de HAS-
2, BMP-15 e GDF-9 em odcitos bovinos submetidos a MIV
em meio TCM199 suplementado com 10% de soro fetal

bovino.

MATERIAIS E METODOS

Os complexos cumulus-oocito (CCOs) obtidos apos a
aspiracao de foliculos ovarianos de fémeas bovinas
foram divididos em dois grupos: G1 - CCOs imaturos e
G2 - CCOs submetidos a MIV. Nos dois grupos, 0s
oocitos foram isolados das ceélulas do cumulus, antes
(G1) ou apos (G2) a MIV, e armazenados em nitrogénio
liguido. A extracao do mRNA dos oocitos foi realizada
através de separacdao magnética (Dynabeads® mRNA
DIRECT™ Micro Kit, Dynal, Noruega); como controle
Interno da extracao foi utilizado mRNA de a-globina de
coelho. Através das tecnicas de RT-PCR, foi possivel
observar a expressao dos transcritos de HAS-2, BMP-15
e GDF-9 nos dois grupos experimentais. Os produtos de
amplificacao foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose, fotografados (Figura 1) e analisados com o
auxilio do programa Scion Image (Scion Corporation,
USA).
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RESULTADOS

A analise estatistica (ANOVA) dos resultados obtidos
no ensaio semi-quantitativo de RT-PCR nao mostrou
diferenca significativa na expressao dos transcritos de
HAS-2 (p=0,196) e BMP-15 (p=0,626) entre os grupos de
o0citos Imaturos e submetidos a MIV (Figura 2). No
entanto, houve diferenca significativa na expressao do
gene GDF-9 (p=0,045) entre os dois grupos (Figura 2). A
maturacao influenciou a expressao de GDF-9 nos
o0citos bovinos maturados in vitro.
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FIGURA 1: Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo
de etidio (0,5 pg/ml), mostrando amostras de cDNA de oocitos
bovinos submetidas a RT-PCR para os transcritos de HAS-2
(amostras 1 e 2; 403 pb), de BMP-15 (amostras 3 e 4; 378 pb), de
GDF-9 (amostras 5 e 6; 401pb) e de a-globina (amostras 7 e 8; 257
pb). M - padrao de peso molecular; amostras 1, 3, 5 e 7: 00citos nao
submetidos a MIV (NM); amostras 2, 4, 6 e 8: o0citos submetidos a
MIV (M); amostra 9: controle negativo.
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FIGURA 2: Abundancia relativa dos transcritos de HAS-2
(p=0,196), BMP-15 ( p=0,626) e GDF-9 (p=0,045) nos diferentes
grupos de oocitos bovinos.
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