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RASCADO, T.S. Producédo de embrides por fecundacgéo in vitro e ativagéo
partenogenética visando o isolamento de células tronco embrionarias
felinas. Botucatu, 2009. 107p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi aprimorar os protocolos de producgdo in vitro
de embrides e de ativacao partenogenética visando o isolamento e o cultivo de
células tronco embrionarias felinas. Os CCOs-I foram obtidos a partir de
ovarios de gatas adultas e maturados in vitro. No experimento I, os CCOS
foram fecundados e os embrides cultivados nos meios SOFaa e FOC. Foram
comparadas as taxas de clivagem e a producdo de blastocistos. A analise
estatistica foi realizada por meio da analise de variancia e a viabilidade
embrionaria foi avaliada por sondas fluorescentes (Hoechst e iodeto de
propidio). Nao houve diferencas significativas entre os meios de cultivo, os
guais apresentaram taxas de clivagem de 50,5+9,47 e 63,75+5,9 (P>0,05) e de
producéo de blastocistos em relacéo ao total de odécitos fecundados de 18+5,07
e 33,2+3,71 (P>0,05) para FOC e SOF respectivamente. No experimento Il, os
CCOs maturos foram submetidos a trés diferentes protocolos de ativacao
partenogenética: l-ionomicina associada ao cicloheximide; 2-ionomicina
associada ao roscovitine e 3-ionomicina associada ao estroncio, os quais foram
comparados entre si e ao controle quanto as taxas de ativacdo, clivagem e
desenvolvimento embrionario, sendo cultivados em SOFaa por 72 horas apos a
ativacdo. Para tais avaliacdes, oocitos e embrides foram corados com Hoechst
33342 e examinados em microscopio invertido. Como analise estatistica foi
utiizado o teste qui-quadrado. N&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos quanto a taxa de odcitos ativados (69,9%, 76,6% e 64,6%, para
tratamento 1, 2 e 3 respectivamente) (P>0,05) nem quanto as taxas de
clivagem (46,6%, 46,73% e 32,32%, para tratamento 1, 2 e 3 respectivamente)
(P>0,05), mas sim entre estes e o controle (36% e 12%, respectivamente, para

taxa de odcitos ativados e taxas de clivagem) (P<0,05). Quanto ao
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desenvolvimento embrionario até os estadios de 2 a 10 células, 10 a 16 células
e 16 a 30 células também ndo foram encontradas diferencas significativas entre
os tratamentos (P>0,05), mas sim entre eles e o controle (P<0,05). 182 od4citos
foram ativados com o protocolo ionomicina + cicloheximide e cultivados por
sete dias em SOFaa, as taxas de clivagem foram de 46,25+10 e a producéo de
blastocistos 1,5+1,91. No experimento lll, as MCls isoladas de 120 blastocistos
produzidos in vitro e dos 3 produzidos por partenogénese foram cultivadas
sobre monocamadas de fibroblastos embrionéarios inativados felinos. Foram
testados seis meios de cultivo celular, os quais nédo diferiram quanto a
aderéncia da MCI (P>0,05), entretanto ndo houve formacdo de colbnias.
Testou-se duas formas de isolamento da MCI, isolamento mecéanico e
imunocirurgia; a taxa de aderéncia da MCI foi maior no isolamento mecanico do
gue na imunocirurgia (P<0,05). As MCls isoladas de embrifes partenotos néo
aderiram. A analise estatistica foi feita por meio do teste qui quadrado. Conclui-
se que nao houve diferenca significativa entre SOFaa e FOC. Também néo
houve diferenca entre os tratamentos de ativacdo partenogenética. OOcitos
ativados partenogeneticamente clivaram, entretanto poucos embrides
chegaram ao estadio de blastocisto. MCls isoladas de embrides fecundados in
vitro apresentaram altos indices de adesdo quando isoladas mecanicamente,

mas nao formaram coldnias.

Palavras Chave: embrido, gato, partenogénese, células tronco embrionarias,
MCI.
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RASCADO, T.S. Embryos production by in vitro fertilization and
parthenogenetic activation aiming the isolation of feline embryonic stem
cells. Botucatu, 2009. 107p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista

ABSTRACT

The objective of this study was to improve the existent protocols for in
vitro embryos production and parthenogenetic activation in cats, aiming the
isolation and culture of feline embryonic stem cells. COCs-I were collected from
adult queens’s ovaries and matured in vitro. In the experiment I, COCs were
fertilized and embryos cultured in two culture media, SOFaa and FOC. In both
media the cleavage rate and blastocysts production were compared.
Fluorescents probes (Hoechst and propidium iodide) were utilized to estimate
embryo viability. The statistical analysis was realized through the ANOVA. No
statistical difference was observed between culture media. The cleavage rates
considering the total number of fertilized oocytes were 50.5+9.47 and 63.75+5.9
(P>0.05) for FOC and SOF medium respectively. Similarly, the blastocysts
production rates were 18+5.07 and 33.2+3.71 (P>0.05) for FOC and SOF,
respectively. In experiment 1l matured COCs were submitted to three
parthenogenetic activation protocols: 1- ionomycin associated to cycloheximide;
2 — ionomycin associated to roscovitine; 3 — ionomycin associated to strontium.
The treatments were compared among themselves and among them and the
control concerning chromatin decondensation, cleavage and embryo
development rates. The parthenogenetic embryos were then cultured in SOFaa
during 72 hours. To estimate chromatin status and number of nuclei, oocytes
and embryos were stained with Hoechst 33342 and examined under an inverted
fluorescent microscope. As statistical analyses chi-square test was utilized. No
statistical difference was observed among treatments concerning activated
oocytes rates (69.9%, 76.6% e 64.6%, respectively, for treatment 1, 2 and 3)
(P>0.05) neither cleavage rates (46.6%, 46.73% e 32.32%, respectively, for
treatment 1, 2, 3) (P>0.05). However, statistical difference was observed among
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treatments and control (36%, 12%, respectively, for activated oocytes rates and
cleavage rates) (P<0.05). Concerning embryonic development until 2-10 cells,
10-16 cells and 16-30 cells no statistical difference was observed among
treatments (P>0.05), but statistical difference was observed among treatments
and control (P<0.05). 182 oocytes were activated with ionomycin associated to
cycloheximide and cutured during seven days in SOFaa. Cleavage rates were
46.25+10 and blastocyst production rates were 1.5£1.91. In the experiment lll,
ICMs isolated from 120 in vitro produced blastocysts and from 3 blastocysts
produced by parthenogenesis were cultured in feline embryonic fibroblast
feeder layer. Six cellular culture media were tested, but no statistical difference
was observed among themselves concerning ICM attachment (Chi Square -
P>0.05). However colonies were not formed. Two kinds of isolation of the ICM
were tested, mechanical isolation and immunosurgery. ICM attachment rates
were bigger in the mechanical isolation than in the immunosurgery group
(P<0.05). ICMs isolated from parthenogenetic embryos didn’t attach. The
combined results of this experiments indicated that although no statistical
difference were observed between SOFaa and FOC media to produce feline
IVF embryos; the SOFaa tended to lead to a less variable result than FOC. All
parthenogenetic activation treatments used were efficient. Oocytes activated by
parthenogenesis cleavaged, however just a small number of embryos
developed to blastocysts. ICMs isolated from in vitro fertilizated embryos
showed high index of attachment when they were mechanically isolated.

However no colonies were formed.

Key Words: embryo, cat, parthenogenesis, embryonic stem cells, ICM.



INTRODUCAO



19

1 INTRODUCAO

Exceto pelo gato doméstico e outros poucos felideos selvagens, mais de
36 espécies estdo ameacadas de extingdo, segundo a Convencéo de Trafico
Internacional de Espécies Ameacadas (CITES, 2000). O estudo da reproducao
nessa espécie € enfatizado devido ao gato ser um importante modelo de
pesquisa, visando a preservacao de felideos selvagens ameacados de extingao
(Wildt et al., 1986). E, também, um modelo experimental para, no minimo, trinta
e seis patologias humanas, incluindo doencas hereditarias (GROODROWE et
al., 1989). Além disso, o gato doméstico € um dos mais populares animais de

estimacao.

Células tronco embrionarias sao derivadas da massa celular interna de
embrides pré-implantagédo e multiplicam-se infinitamente in vitro, mantendo seu
cariotipo estavel; podem originar tipos celulares derivados dos trés folhetos
germinativos e o ciclo celular € composto, em sua maior parte, pela fase de
sintese (YU et al., 2006). Estas células podem ser derivadas de embrides
produzidos in vivo, in vitro e por ativacao partenogenética (KIM et al., 2007a;
WANG et al., 2005b).

Na maioria dos mamiferos, os oocitos sdo ovulados em metéafase Il e
permanecem nesse estadio até serem ativados pelo espermatozoide ou por
estimulo artificial. Quando o espermatozoéide ativa o odcito, ele promove
multiplas e periodicas oscilagcbes nos niveis de calcio intracelular (LIU et al.,
2002). Essa elevacao na concentracao intracelular de célcio inativa o MPF e a
MAPK, tornando o o0cito apto a reinciar a meiose.

Varios tratamentos artificiais de ativacao ja foram descritos e atuam por
mecanismos diversos. Alguns promovem o aumento de célcio intracelular,
como estroncio (BOS-MIKICH et al., 1995) e ionomicina, enquanto outros
inibem a fosforilacdo proteica, como 6-dimetilaminopurina (6-DMAP; LIU et al.,
1998). Entretanto, apesar de buscarem mimetizar os efeitos promovidos pelo
espermatozoide, nenhum deles é completamente capaz de promover todos 0s
eventos da fecundacdo (NAKADA e MIZUNO, 1998).
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Protocolos baseados nesses métodos de ativacdo oocitaria tém
promovido boas taxas de ativacdo e de desenvolvimento embriondrio em
felinos (DU et al., 2002; LORTHONGPANICH et al., 2004; KARJA et al., 2005).
No entanto, o roscovitine, inibidor especifico do MPF e o estroncio que induz a
multiplas e periodicas oscilagbes intracelulares de calcio em o0citos murinos

(BOS-MIKICH et al., 1995) ndo foram estudados em felinos até entéo.

As técnicas de maturagdo in vitro (MIV), fecundag&o in vitro (FIV) e
desenvolvimento embrionario evoluiram nos ultimos anos (FARSTAD, 2000;
POPE et al., 2000). Uma série de fatores incluindo a qualidade dos complexos
cumulus-oophorus recuperados (KATSKA-KSIAZKIEWICZ et al., 2003) e os
protocolos usados para MIV, FIV e CIV afetam a eficiéncia da producao in vitro

de embrides felinos.

A composicdo do meio de cultivo e a fonte de proteinas e
macromoléculas também sdo criticas para o sucesso da produc¢do embrionaria.
Muitos esforcos tém sido empregados com o objetivo de minimizar os efeitos
do blogueio do desenvolvimento de mérula a blastocisto, jA que quantidade
elevada de embribes clivados se desenvolvem até o estadio de mérula, porém
muitas mérulas ndo se desenvolvem a blastocistos (SWANSON et al., 1996;
HERRICK et al., 2007; FREISTEDT et al., 2001; KANDA et al. ,1998).

A terapia celular visa a recuperacado de tecidos e érgaos lesados através
da introducao de novas células, ja diferenciadas, capazes de colonizar as areas
afetadas e restabelecer a fungédo previamente perdida. E uma possibilidade no
tratamento de doencas degenerativas, congénitas, traumas e injarias das mais
variadas etiologias (MONTOYA et al., 2005).

S&o poucos os relatos sobre isolamento e cultivo de CTE em felinos,
entretanto, o estudo em gatos é importante para o melhor conhecimento da
biologia do desenvolvimento nestas espécies. Sendo assim, 0 objetivo deste
estudo foi aprimorar os protocolos de producdo in vitro de embrides e de
ativacdo partenogenética visando o isolamento e o cultivo de células tronco

embrionarias felinas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Células tronco
Na maioria dos tecidos adultos existem reservas de células com

capacidade de multiplicacéo, se diferenciando naquele tecido a que pertencem
e ao mesmo tempo mantendo essa prépria reserva de células indiferenciadas.
Essas células tronco tecido especificas sdo as responsaveis pela manutencao
da integridade dos tecidos adultos, pelo reparo de tecidos lesados e pela
remodelacdo dos tecidos e 6rgdos. Ainda ndo se sabe se no adulto persistem
células com capacidade de diferenciacédo ilimitada ou de formar multiplos
tecidos, ou seja, células tronco pluripotentes; se existem, devem ser muito
raras e de dificil isolamento. Essas células progenitoras capazes de se
diferenciar em tecidos adultos especializados sdo denominadas células tronco
(ZAGO, 2007).

Células tronco diferem de outras células do organismo por apresentarem
trés caracteristicas, ou seja, sao indiferenciadas e nao especializadas; séo
capazes de se multiplicar por longos periodos, mantendo-se indiferenciadas, de
forma que um pequeno nimero pode originar uma grande populacao de células
semelhantes e sdo capazes de se diferenciar em células especializadas de um
tecido particular (ZAGO e COVAS, 2007; FRIEL et al., 2005).

As células tronco permanecem a maior parte do tempo na fase S do
ciclo celular, sintetizando DNA; diferentemente das células somaticas
diferenciadas elas ndo necessitam de estimulo externo para iniciar a replicacao
do DNA (FRIEL et al, 2005).

As células tronco adultas s&o células multipotentes encontradas no
sistema hematopoiético, nervoso, locomotor, pele, trato gastrintestinal, sendo
mais abundantes na medula 6ssea e sangue. Essas células existem em pouca
guantidade no organismo sendo de dificil extracdo, purificacédo e identificacao,
possuem capacidade limitada de se diferenciar, geralmente ficando restritas a
geracdo de células do tecido que derivaram. N&o estdo presentes em
guantidades suficientes para transplantes e nao podem ser cultivadas
infinitamente sem sofrer alteracées (HEIDERSBACH et al, 2006).
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2.1.1 Células tronco embrionarias
As células tronco embrionarias (CTE) sao originadas da MCI de

blastocistos e possuem a capacidade de se multiplicar infinitamente in vitro,
mantendo o caridtipo estavel e normal e sdo aptas a se diferenciar em qualquer
tipo de célula do organismo originaria dos trés folhetos embrionarios, o
ectoderma, o mesoderma e a endoderma. (FRIEL et al, 2005; YU et al., 2006).
Essas caracteristicas também foram relatadas por Cibelli et al. (2002), Cibelli et
al. (2006) e Lin et al. (2007) em experimentos com CTE partenogenéticas.

Pesquisas com células tronco embrionarias iniciaram-se na década de
1970, quando células do carcinoma embrionario, as células tronco de
teratocarcinomas, tumores da linha germinativa, foram estabelecidas como
linhas celulares (WOBUS et al., 2005 apud JAKOB et al., 1973).

Em 1981, linhas celulares pluripotentes derivadas de blastocistos de
camundongos foram cultivadas e se multiplicaram sem que ocorresse a perda
do potencial de diferenciacdo, sendo chamadas de células tronco embrionérias
(EVANS e KAUFMAN, 1981).

O sucesso na obtencdo de culturas de CTE depende do estadio
embrionario em que as células sdo isoladas, da retirada de quantidade
suficiente de células e de condi¢cbes de cultivo adequadas que conduzam mais
a multiplicacao do que a diferenciacdo (EVANS e KAUFMAN, 1981).

As CTE ja foram isoladas a partir de blastocistos inteiros (PIEDRAHITA
et al., 1990) ou do isolamento da MCI por meio de forma mecanica (HATOYA
et al., 2006), por microdisseccao a laser (PEURA et al.,, 2007) e por
imunocirurgia (SOLTER e KNOWLES, 1975).

Entre estas, a imunocirurgia e a dissociacdo mecanica sdo as mais
utilizadas. A imunocirurgia consiste na remoc¢ao das células do trofoblasto por
duas reacbes de citotoxicidade. Blastocistos sem a zona pellcida séo
incubados com antissoro e depois expostos a acao do complemento de cobaia
(MADDOX HYTTEL et al., 2007).

As CTE requerem adesdo a uma matriz celular ou extracelular para

sobrevivéncia e crescimento (NIETO et al., 2007). Geralmente sdo cocultivadas
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com fibroblastos mitoticamente inativos, mas metabolicamente ativos,
permitindo a sintese estavel de receptores e citocinas necessarios ao
crescimento das CTE (ROY et al.,, 2001). Para esse fim s&do utilizadas a
inativacdo quimica por meio de Mitomicina C e a inativagdo por irradiacao
gama, ambos inibem a replicacdo do DNA (ROY et al., 2001).

Mitomicina C € um agente quimioterapico que evita a separacdo da
dupla fita de DNA durante a replicacao celular por formar ligacées covalentes
entre as fitas opostas, enquanto a sintese de RNA e de proteinas continua. E
capaz de bloquear o ciclo celular em G1, S e G2 enquanto as células
permanecem viaveis (TOMASZ et al., 1987). A irradiacdo gama quebra as fitas
de DNA (MALINOWSK:i et al., 1992).

Essa camada de fibroblastos inativos contribui com varios fatores
essenciais para a manutencdo da auto renovacdo das CTE, entretanto a
identidade bioquimicas desses é desconhecida. Acredita-se que seja um
conjunto de fatores de crescimento, moleculas de superficie celular, matriz
extracelular e neutralizantes de produtos toxicos e metabolitos produzidos
pelas CTE (PEDERSEN., 2002). Por outro lado, Pedersen (2002) relata que
alguns pesquisadores identificaram o LIF como sendo um fator liberado por
fibroblastos embrionarios murinos. Da mesma forma, Wang et al. (2005a)
sugerem que o fator de crescimento de fibroblastos 2 também seja produzido e
liberado por esses fibroblastos inativos.

O LIF atua em um receptor especifico que ativa o transdutor de sinal
gp130, o qual atua em duas vias de sinalizacéo intracelular: JAK-STAT e Shp-
Erk2 (FRIEL et al., 2005). Minami et al. (1996) demonstraram que a ativagao de
STAT3 é suficiente para a manutencao da pluripoténcia em relacao a via Shp-
Erk2. A ativacdo de Stat3 é essencial para a manutencdo da pluripoténcia,
mesmo sem a presenca de LIF (MATSUDA et al., 1999).

2.1.2 Marcadores de pluripoténcia
Em CTE murinas, a expressao, em nivel adequado, do gene Pou5fl que

codifica o fator de transcricdo Oct4 é fundamental para manutencdo da
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pluripoténcia. Foi demonstrado que um aumento duas vezes maior em sua
expressdo causou diferenciacdo em células da endoderme primitiva e
mesoderme, sendo que a auséncia de expressao induziu a formacédo de

trofectoderma culminando com a perda da pluripoténcia (NIWA et al., 2000).

O gene Nanog também tem se mostrado muito importante, pois a
auséncia de sua transcricdo induz a diferenciagdo celular para linhagens de
endoderme extra-embrionaria, enquanto uma expressao 50 a 60% menor induz
a geracdo de varios tipos de tecidos, ativando genes da endoderme,
mesoderme e ectoderme (HATANO et al., 2004).

Dessa forma, os marcadores de superficie celular e moleculares séo
muito importantes para definir o estado de diferenciacédo de uma linha celular.
As CTE de camundongos e suinos expressam antigeno embrionario estagio
especifico 1 (SSEAL), atividade de fosfatase alcalina, fator de transcricdo Oct 4
e Nanog (WOBUS et al., 2005; BREVINI et al., 2007).

A pluripotécia das CTE pode ser avaliada pela administracdo
intraperitoneal ou subcutédnea dessas células indiferenciadas em camundongos
imunossuprimidos (SCID mice) gerando teratomas (CIBELLI et al., 2002; PARK
et al., 2003; LIN et al., 2003). Teratomas foram pouco observados em suinos
(BREVININI et al.,, 2007). A formacdo de corpos embridides, agregados de
células tronco compostos pelos trés tipos de camadas germinativas também é
um indicador da pluripoténcia (SCHULDINER et al., 2000).

Quanto as CTE partenogenéticas, existem muitos resultados negativos,
relacionados, principalmente, a plasticidade dessas células. Em experimento
realizado por Newman-Smith et al. (1995), utilizando camundongos como
modelo experimental, verificou-se que as CTE derivadas da massa celular
interna de embrides partenotos se diferenciavam, predominantemente, em

células da endoderme parietal.

Entretanto, para primatas, foi comprovado que as CTE partenogenéticas
podem se diferenciar nas trés linhas de células germinativas embrionarias,

incluindo cartilagem, musculo e osso (mesoderme), neurénios, melandcitos,
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pele e foliculos pilosos (ectoderme) e intestino e epitélio respiratorio
(endoderme) (CIBELLI et al, 2002).

2.1.3 Células tronco embrionarias derivadas de embrides de gato
doméstico
Os relatos sobre células semelhantes as células tronco embrionarias

(CTE-like) felinas estéo restritos a trés resumos de congresso. Kehler et al.
(2006) cultivaram CTE-like felinas derivadas de embrides produzidos in vitro e
gerados in vivo. Esses autores relataram que as colbnias cresceram
lentamente e apds trés semanas as ceélulas morreram ou diferenciaram,
entretanto essas colbnias ndo foram caracterizadas. Serrano et al. (2006)
cultivaram 32 linhas de CTE-like felinas, das quais 50% foram positivas para
fosfatase alcalina, trés linhas foram submetidas a imunocitoquimica, mas
resultados positivos para OCT4, SSEA-1 e SSEA-4 foram obtidos em poucas
colénias. Os autores relataram que as coldnias levaram, em média, 20 dias
para se estabelecerem, permanecendo em cultivo por, no maximo 80 dias,
exceto uma linha celular que foi cultivada por 102 dias. Yu et al. (2007)
cultivaram CTE-like felinas derivadas de embrides felinos gerados in vivo e

obtiveram 10 linhas celulares, as quais foram positivas para Oct4 e SSEA-3.

E importante ressaltar que as linhas de CTE-like felinas isoladas até
agora nao estdo muito bem caracterizadas, visto que foram positivas quanto a
presenca de Oct4, SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4 e fostatase alcalina. Tais
marcadores de pluripoténcia sdo especificos para células pluripotentes
humanas e murinas, fato que nédo pode ser extrapolado para animais
domésticos (KIRCHHOF et al., 2000; HE et al., 2006; KEEFER et al., 2007).
Portanto mais estudos sdo necessarios para que CTE legitimas sejam

derivadas de embrides felinos.

N&do existem relatos sobre CTE partenogenéticas em felinos,
diferentemente de bovinos (WANG et al., 2005b) e suinos (KIM et al., 2007a).
Entretanto, o estudo desse tipo celular € importante, pois a diversidade de
antigenos do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) e o risco de

rejeicdo imunomediada complicam o uso alogénico de células tronco. Lin et al.
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(2003) e Kim et al. (2007b) comprovaram que as células tronco embrionarias
homozigotas derivadas de embrides partenotos podem evitar essa rejeicado em
resposta a alotransplantes.

2.2 Producéo de embrides in vitro
2.2.1 Maturacao oocitaria

O processo de maturacdo do oocito que resulta na aquisicdo da
capacidade deste ser fecundado ocorre em duas fases. A primeira é a fase de
crescimento e confere ao o0cito a capacidade de reiniciar a meiose e regular a
sintese de proteinas e a formacao de organelas, diferenciando a célula em um
gameta funcional (CRAN e MOOR, 1990). A segunda fase, caracterizada pelo
reinicio da meiose € normalmente denominada de maturacéao final e ocorre
apos a puberdade no foliculo pré-ovulatério (PAYNTON e BACHVAROVA,
1990; EPPIG, 1991). O o6cito primario presente no foliculo em
desenvolvimento ¢é ativado pela transmissdo de sinais estimulatérios
diretamente através das células do cumulus com as quais esta intimamente
associado. As células da corona radiata tém extensdes citoplasmaticas longas
gue penetram a zona pellcida e terminam em bulbos associados com a
membrana plasmatica do odcito através de jungcbes comunicantes, cuja funcéo
€ permitir a passagem de substancias de baixo peso molecular das células do
cumulus para o od6cito (MARCOS et al., 1996).

O sinal pré-ovulatorio ou a retirada do o6cito de seu ambiente folicular
podem induzir o reinicio da meiose com a subseqlente quebra da vesicula
germinativa (VGBD), término da profase |, metafase |, anafase I, telofase | (fase
em que ocorre a extrusdo do primeiro corpusculo polar), préfase Il e metafase |l
(GORDON et al., 2003).

Os od6citos maturados permanecem no estadio de Mll até o momento da
ativacao pelo espermatozoide (fecundacao) ou por algum estimulo artificial
(ativagdo partenogenética) (KUPKER et al., 1998).
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A regulacao do ciclo celular das células soméaticas € de responsabilidade
de proteinas envolvidas nos processos de fosforilacdo e de desfosforilacdo
mediados por proteinas quinases e fosfatases (FAN e SUN, 2004).

2.2.1.1 Proteinas quinases reguladoras do ciclo celular
Os o6citos maturados sdao mantidos no estadio de Mil devido a

presenca, em altos niveis, das seguintes quinases: fator promotor de
maturacdo (MPF) e proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK), que se
associam aos fusos meidticos e fosforilam diversas proteinas, dentre elas, as
laminas nucleares e as histonas H1 (YANG et al., 1994; HOMA et al., 1995).

O MPF é uma proteina quinase composta por uma subunidade
reguladora, a ciclina B e por uma subunidade catalitica, p34°®“2. Em sua forma
inativa, a p34° ¢ fosforilada em treonina 161, treonina 14 e tirosina 15. Para
ser ativada, essa subunidade catalitica deve ser desfosforilada em treonina 14
e tirosina 15 pela fosfatase cdc 25. A p34°®? é sintetizada constantemente
enquanto a ciclina B é degradada ciclicamente (KIKUCHI et al., 2000;
GONCALVES et al., 2002).

A MAPK também conhecida como regulador extracelular de quinase
(ERK, do inglés “extracellular regulated kinase”) é composta por duas
isoformas: ERK1 (p*MP*') e ERK2 (p*™®*?). Para se tornarem ativas,
requerem dupla fosforilagdo nas extremidades ou nos residuos de tirosina e
treonina. ERK1 e ERK2 sé&o fosforiladas e ativadas pela MAPK quinase (MEK)
a qual é ativada pela fosforilagdo do proto-oncogene c-mos (MARSHALL,
1994).

Durante a divisdo celular, a MAPK esta envolvida na regulacdo da
dindmica dos microtubulos, especialmente na manutencdo e organizacdo da

placa metafasica Il (LU et al., 2002).

A cinética da ativacao e da degradacdo do MPF e da MAPK durante a
progressdo meioética de odcitos de gatas maturados in vitro foi documentada
por Bogliolo et al. (2004). A atividade desses fatores foi avaliada por meio da
andlise indireta da fosforilag&do da histona H1 e da proteina basica de mielina.
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O nivel de atividade do MPF esta relativamente baixo no estadio de
vesicula germinativa e aumenta com a progressao da meiose até o estadio de
metafase |. Seu nivel diminuiu significativamente na anafase | e telofase |,
aumentando, novamente, no estadio de metafase Il, em nivel similar ao
encontrado na metafase | (BOGLIOLO et al., 2004). O MPF da inicio a uma
série de reacbes que culmina com a quebra da vesicula germinativa, fase
caracterizada pela condensacédo gradual da cromatina, desaparecimento do
nucléolo e desintegracdo da membrana nuclear (GORDON et al., 2003).

O nivel de atividade da MAPK esta relativamente baixo no estadio de
vesicula germinativa, aumenta durante a quebra da vesicula germinativa e
condensacao dos cromossomos e atinge nivel maximo na fase de metéafase I,

permanecendo elevado até metafase 1l (BOGLIOLO et al., 2004).

Bogliolo et al. (2004) também relataram que o tempo de maturacao pode
influenciar o nivel de atividade das duas quinases ao avaliar odcitos felinos
maturados por 24 e 40 horas. Apos 24 horas de maturacgédo in vitro oocitos em
Metéafase Il apresentaram niveis significativamente mais altos de MAPK e MPF
do que odcitos maturados por 40 horas.

Apds a maturagdo, os odcitos sdo mantidos em metéafase Il por acdo de
fatores citostaticos (CSF), os quais sdo capazes de manter a atividade elevada
do MPF (GONCALVES et al., 2002). O CSF é composto por MAPK e por c-mos
proto-oncogene (Mos quinase). Mos € uma serina, treonina quinase encontrada
somente no estadio de metafase Il em odécitos bovinos e é um ativador da
MAPK. O CSF é inativado devido ao aumento de calcio intracelular induzido
pelo espermatozéide durante a fecundacdo. Essa inativacdo facilita a
degradacdo da ciclina B, diminuindo o nivel de atividade do MPF no odcito
(MOTLIK et al., 1998).

Odcitos de ratos deficientes em MOS (Mos™) sofrem a quebra da
vesicula germinativa e progridem normalmente através da meiose |, mas
falham no bloqueio dos oécitos na metafase |Il, sofrendo ativacdo
partenogenética espontanea (GONCALVES et al.,2002).
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2.2.1.2 Maturagéo in vitro do oocito do gato doméstico
Em gatos, as taxas de maturagdo in vitro variam de 50 a 65%

dependendo da qualidade dos complexos cumulus-oophorus (CCOs), do meio
utilizado e de sua suplementacao (KATSKA-KSIAZKWICZ et al., 2003; KARJA
et al., 2002).

Wood e Wildt (1997) classificaram os CCO em quatro graus, baseados
na aparéncia do citoplasma do odcito e nas células do cumulus. Quanto a
aparéncia do citoplasma, a classificacdo foi baseada em observacbes
histol6gicas, segundo as quais a atresia citoplasmatica esta associada com
agregados de pequenas gotas lipidicas formando grandes vacuolos
acumulados centralmente. E, na fragmentacdo citoplasmatica, a qual se
manifesta como um mosaico, apresentando areas translicidas (WOOD et al.,
1997).

Odcitos Grau | apresentam citoplasma uniforme e fortemente
pigmentado, s&o envoltos por cinco ou mais camadas de células do cumulus
firmemente aderidas. Odcitos Grau Il também apresentam citoplasma uniforme
e fortemente pigmentado, mas s&o envoltos por menos de cinco camadas de
células do cumulus firmemente aderidas. OGcitos Grau Il apresentam
citoplasma disforme e granulado, sendo envoltos por algumas células do
cumulus, ndo muito compactas. Odbcitos Grau IV apresentam severa
transparéncia e fragmentacdo citoplasmatica, com células do cumulus
esparsas ou ausentes (WOOD e WILDT, 1997).

Alguns autores incluem os CCOs classificados como Grau | e Grau Il por
Wood e Wildt (1997) em um s6 grau, no qual os oodcitos devem ser envoltos
por, pelo menos, duas camadas de células do cumulus firmemente aderidas
(JOHNSTON et al.,, 1989; WOLF e WILDT, 1996; FREISTED et al., 2001;
KARJA et al., 2002; LUVONI et al., 2006).

Recentemente, Godard et al. (2008), ao estudarem odcitos felinos,
revelaram que as células do cumulus e suas comunica¢des com o 00cito estéo
envolvidas na retomada espontéanea da meiose, na maturacao nuclear induzida
por hormonio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH), na

maturacao citoplasmatica, no sucesso da fecundacdo e no desenvolvimento
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embrionario inicial. Os mesmos autores também relataram a competéncia de
ocitos desnudos cocultivados com CCOs grau | em alcancar o estadio de
metafase Il, suportando a idéia de que fatores paracrinos liberados pelos CCOs

induzem a maturacéo desses 00citos.

Em odcitos felinos, a adicdo de gonadotrofinas ao meio de maturacao
exerce efeito positivo na maturacdo nuclear, pois leva a um aumento
significante na propor¢cdo de oocitos em metafase Il comparados a oo0citos
maturados sem suplementacédo desses hormoénios (SCHRAMM e BAVISTER,;
1995; WOOD et al., 1995; LUVONI et al., 2006).

Luvoni et al. (2006) sugeriram que o0s o00citos respondem as
gonadotrofinas com aumento na concentragdo intracelular de AMPc e com
mudancas significativas nas comunicacfes entre o0 oocito e as células do
cumulus. Também, relataram que a presenca de gonadotrofinas mantém a
ligac@o entre oo6cito e cumulus durante as primeiras trés horas de maturacéo,
enquanto sem a estimulacdo hormonal ocorre ruptura prematura dessa

comunicacao.

Comizzoli et al. (2003) concluiram que a suplementacdo do meio de
maturacao com altas concentracdes de FSH melhorou a capacidade do odcito
maturar in vitro e o subsequente desenvolvimento embrionario durante o

periodo de anestro.

Wood et al. (1995) obtiveram melhora, embora ndo significativa, nas
taxas de maturacdo quando o estradiol foi adicionado ao meio de maturacéo,
juntamente com as gonadotrofinas. As taxas se elevaram de 48,4% para
60,1%.

Em 2002, Pope et al. sugeriram que os indices de maturacdo e
subsequente desenvolvimento embrionario apos a fecundacdo melhoraram
guando odcitos foram maturados em meio suplementado com cisteina sob
atmosfera de 5% CO,, 5% O, e 90% N,. Entretanto, Katska-Ksiazkiewicz et al.
(2003) ndo observaram diferencas nas taxas de maturagcdo ao compararem
atmosferas gasosas de 5% CO; emar e 5 % CO,, 5% O, e 90% No.
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Embora, CCOs maturados em meio suplementado com soro fetal bovino
(SFB) tenham apresentado maior expansdo das células do cumulus e maior
mucificagdo quando comparados com CCOs maturados em alcool polivinilico
(PVA) e albumina sérica bovina (BSA), ficou comprovado que o SFB tem efeito
inibitério sobre a maturacdo de odcitos felinos, ja que muitos odécitos
permaneceram no estadio de vesicula germinativa apés 24 e 52 horas de
maturacdo. Os autores especularam a possibilidade de existir, no SFB,
inibidores  meidticos ndo identificados que exercam influéncia

independentemente das células do cumulus (WOOD et al., 1995).

Baseados nos resultados que indicaram o impacto inibitério do SFB,
Wood et al. (1995) conduziram um experimento adicional em que analisaram
trés fontes de SFB e seus constituintes. Um dos soros foi submetido a dialise a
fim de remover componentes menores que 1 kDa e a fracdo dialisada foi
liofilizada. Entéo, odcitos foram maturados em meio padrao suplementado com
SFB total, SFB dialisado e SFB reconstituido (porcao dialisada + liofilizada),
sendo que a inibicéo foi significativamente eliminada no grupo tratado com SFB
dialisado.

O estudo desenvolvido por Katska-Ksiazkiewicz et al. (2003) indicou
claramente a existéncia de duas ondas de maturacdo nuclear nos odcitos de
gatos. A primeira onda ocorre em 26 horas de maturacédo, sendo provavel que
muitos odcitos maturem entre 17 e 18 horas. A segunda onda tem inicio apds
28 a 30 horas. Acredita-se que essa dupla onda reflita a presenca de duas
populacdes que requerem diferentes periodos de maturacdo. Nesse estudo, a
porcentagem de o00citos maturos aumentou significativamente quando o
periodo de maturacdo foi prolongado até 45 horas. Entretanto, a avaliacao
morfolégica de odcitos maturados por 42 a 45 horas mostrou, em alguns deles,
sintomas de envelhecimento como fragmentacdo do corpusculo polar e
presenca de muitos debris no espaco perivitelino. Esses odécitos devem ter

maturado durante a primeira onda, num periodo mais curto.

Resultados de outro experimento mostraram que, ao prolongar o periodo
de maturacdo de oocitos de gatos usados como citoplastos receptores para
clonagem somética por 43 horas, o desenvolvimento dos embribes



33

reconstruidos diminuiu significativamente. A fusédo, taxas de clivagem e o
desenvolvimento a blastocisto foram significativamente menores em relagdo
aos citoplastos maturados por um periodo mais curto (SKRZYSZOWSKA et al.,
2002).

2.2.2 Ativacdo do odcito

Diversos experimentos tém demonstrado que o aumento do calcio
intracelular €& essencial para a ativagcdo do desenvolvimento embrionario
(TOSTI et al.,, 2002; CAMPBELL et al., 2000; FISSORE et al.,, 1998). No
entanto, além do aumento dos niveis de ions calcio, também o aumento do pH

intracelular € importante para a sintese de proteinas e a replicacdo do DNA.

Segundo Grupen et al. (2002) dois modelos foram propostos para
explicar a ativacdo do odcito. O primeiro é baseado na interagdo entre as
membranas plasmaticas do odcito e do espermatozéide e o segundo, na
introducdo de um fator espermatico no interior do citoplasma do odcito.
Mudancas nos niveis de célcio e pH do odcito resultam em uma cascata de
eventos que envolvem a ativacdo de diversas proteinas e a hidrélise de um
lipideo de membrana, o fosfatidil inositol. A ligacdo do espermatozdide ativa a
proteina ligada ao GTP (proteina G), localizada internamente na membrana
plasmatica do odcito, a qual estimula a atividade da fosfolipase C, localizada na
face interna da membrana. A fosfolipase C causa hidrélise do fosfatidil inositol
bifosfato (PIP2) para diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). O DAG
permanece na membrana plasmatica ativando a bomba de Na+/H+
responsavel pelo aumento de pH. Em contraste o IP3 é liberado da membrana
e se difunde no citoplasma onde se liga ao reticulo endoplasmético e induz ao
resgate do calcio de seus reservatorios intracelulares, aumentando os niveis de
célcio no citoplasma (MALCUIT et al., 2006).

Esse aumento nos niveis de célcio intracelular leva a uma queda abrupta
nas concentragbes de MPF e MAPK, permitindo a retomada da meiose;
promove a exocitose dos granulos corticais, o endurecimento da zona pellcida,

o bloqueio a polispermia, a extrusdo do segundo corpusculo polar, a formacéo
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dos pronucleos e o inicio das mitoses (clivagens) (WHITE e YUE, 1996;
KUPKER et al., 1998; DUCIBELLA et al., 2002) (Figura 1).

Figura 1. No processo de maturacdo, o fator citostatico (CSF) estabiliza a
atividade do MPF que, em altos niveis e junto com a MAPK, mantém o odcito
em MIl até a fecundacéo ou a ativacdo partenogenética. Com o aumento nos
niveis de Ca?" livre, o CSF & inativado pela MAPK, o MPF perde a estabilidade
e sua atividade decai juntamente com a da MAPK. Com niveis baixos dessas
guinases, 0 00cito € capaz de progredir para a anafase e a telofase, formar os
pronucleos, iniciar a fase de mitose com a primeira clivagem e progredir no

desenvolvimento embrionéario (Fonte: ABRIEU et al., 2001).

2.2.2.1 Fecundacéao in vitro do oocito do gato domestico
Em felinos, o sémen para realizacdo da fecundacéo in vitro pode ser

colhido por vagina artificial (WOOD et al., 1995), por eletroejaculacdo (WOLFE
e WILDT, 1996) e pela lavagem da cauda do epididimo de gatos castrados.
Além disso, podem ser utilizadas amostras de sémen a fresco (MURAKAMI et
al., 2002) ou congelado (KARJA et al., 2002a).

O swin-up € a forma de selecdo mais utilizada (KARJA et al., 2002a;

GODARD et al., 2008), entretanto alguns autores optam por, apenas, lavar o
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sémen, centrifugando-o, em meio de lavagem, por uma ou duas vezes
(HERRICH et al., 2007).

Os meios mais utilizados tém sido o Ham’s F10, o Brackett-Oliphant e o
TALP (NAGANO et al., 2008; FREISTED et al., 2001; COMIZZOLI et al., 2003).
A heparina é o agente capacitante adicionado a maioria dos meios (FREISTED
et al., 2001; MURAKAMI et al.,2002; KARJA et al., 2002a).

A relacdo entre a duracdo da MIV e o subsequente desenvolvimento
embrionario apos a FIV foi investigado por Wolf e Wildt (1996) e por Nagano et
al. (2008). Os primeiros, ao maturar os CCOs — | durante 16, 24, 32, 40 e 48
horas, concluiram que a fertilizacdo ocorreu em todos os periodos, entretanto a
taxa de clivagem (69,4%) e o desenvolvimento ao estagio de moérula (59,2%)

foram maiores no grupo inseminado apos 32 horas de maturacao in vitro.

A concluséo de Nagano et al. (2008) foi que a maior taxa de penetracéo
espermatica ocorreu em od6citos maturados durante 30 horas, em relacdo a
queles maturados por periodo de 24, 36 e 48 horas. E importante ressaltar que
0s autores ndo encontraram diferencas significativas quando avaliaram as

taxas de maturacdo com 30 e 36 horas de cultivo.

Apesar dos efeitos inibitérios na maturacao nuclear, a presenca do SFB
durante a MIV promove a fecundacdo de odcitos maturos, possivelmente por
evitar 0o endurecimento da zona pellcida, caracterizado pela diminuicdo da
fecundacdo e aumento de sua resisténcia a digestdo enzimatica (WOOD et al.,
1995).

Murakami et al. (2002) avaliaram a proporcado de fecundacéo apods 23
horas de inseminagdo (12 horas de coincubagdo + 1lhoras de cultivo) em
possiveis embries cultivados em cinco meios diferentes apés a FIV.
Concluiram que os meios avaliados néo interferiram nas taxas de fecundacéao,
as quais variaram de 50 a 66,7% entre os meios MK-1, Ham’sF10, Waymouth,
TCM 199 e CR1aa.
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2.2.2.2 Ativacao partenogenética
Partenogénese é definida como a producdo de um embrido com ou sem

o eventual desenvolvimento de um individuo, a partir de um gameta feminino

na auséncia da contribuigcdo do gameta masculino (BEATTY et al.,1957).

Na auséncia do espermatozoide, a concentracdo de calcio intracelular
pode ser elevada por diferentes tratamentos em odcitos mamiferos. A injecao
citoplasmatica de solucbes contendo calcio, de agonistas de receptores de
inositol trifosfato, de ativadores da proteina G ou a incubacdo com etanol,
calcio iondforo, estroncio e timerosal tém induzido oscilacdes intracelulares de
calcio. A infusé@o de calcio extracelular ou inositol trifosfato no citoplasma com
subsequente exposicdo a pulsos de eletricidade também eleva as
concentracgdes de célcio (GRUPEN et al., 2002).

Embora a amplitude e a duracdo dos picos de calcio produzidos
artificialmente sejam diferentes dos observados na fecundagéo, eles sao
capazes de desencadear os eventos relacionados com a ativagado oocitéria.
Muitos protocolos de ativagao artificial provocam um unico pico de calcio, fato
gue se op0le as variadas oscilacdes induzidas pelo espermatozéide (GRUPEN
et al., 2002).

Os métodos de ativagdo mais eficientes sdo os que combinam a
inativacdo temporaria do MPF obtida com um pico de célcio (calcio iondforo,
etanol, estréncio), com a sua inibicdo persistente que € induzida por inibidores
da sintese protéica ou inibidores da proteina quinase (KARJA et al., 2005;
GRUPEN et al., 2002).

Os ionoforos de célcio sdo compostos capazes de formar um complexo
com o ion calcio e transporta-lo através de membranas biologicas. O
mecanismo preciso de liberacdo de célcio induzido pelo ion6foro ndo é bem
entendido, pois alguns trabalhos relataram a necessidade de meios de ativacao
contendo calcio para que ocorra elevacdo no nivel desse ion (WANG et al.,
1999), entretanto ha relatos de oscila¢gdes quando odécitos foram tratados em
meio sem calcio (GRUPEN et al., 2002). lonomicina e A23187 sdo exemplos de
calcio ionoforo. A concentracdo e o tempo de exposicdo ao calcio ionéforo
podem afetar a eficiéncia da ativacdo oocitaria. Nakada e Mizuno (1998)
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relataram que a amplitude do Unico pico de calcio induzido pelo calcio ionéforo
foi similar a primeira oscilagdo induzida pelo espermatozéide, entretanto a
duracéo foi maior.

O estroncio promove a liberacdo de calcio dos estoques intracelulares.
Similarmente ao espermatozoide, o estroncio induz a mdltiplas e periodicas
oscilagbes de calcio intracelular, entretanto os pulsos de célcio sdo menores
em freqUiéncia e amplitude e mais longos em duracao do que os observados na

fecundacéao (LIU et al., 2002).

O etanol promove um Unico pico intracelular de célcio de amplitude
maior e mais duradouro do que o pico inicial observado na fecundacéo
(ROGERS et al., 2006). Esse pico é originado pelo influxo de calcio extracelular
e pela liberacao dos estoques internos (LOI et al., 1998).

Inibidores da sintese proteica sdo compostos que inibem a sintese do
fator citostatico, reduzindo o nivel de atividade do MPF e desencadeando o
reinicio da meiose. Como exemplo, cicloheximide (GRUPEN et al., 2002).

Os inibidores da proteina quinase mais utilizados s&@o roscovitine e 6-
dimetilaminopurine (6-DMAP). A roscovitine inibe o MPF evitando a ligacao da
subunidade p34°®Z ao ATP sem afetar a atividade de outras quinases (DENG e
SHEN, 2000). O 6-DMAP atua por meio da inibicdo de proteinas quinases,
inibindo consequientemente a fosforilagdo de proteinas como a p34°*? e a MEK
quinase, reduzindo deste modo, as atividades do MPF e MAPK (LIU et al.,
1998).

A estimulagdo elétrica consiste em colocar os od6citos entre dois
eletrodos, imersos em uma solucdo nédo eletrolitica que contenha manitol,
sucrose ou glicose e submeté-los a um ou mais pulsos de eletricidade. As
moléculas de acucar desestabilizam a membrana plasmatica enquanto o
estimulo elétrico induz a formacao de poros na bicamada lipidica, facilitando o
influxo de calcio extracelular. A membrana permanece permeavel ao calcio por
muitos minutos (GRUPEN et al., 2002). A amplitude e o tempo de duracdo do
pico de célcio sédo afetados pela voltagem aplicada e pela duracdo do estimulo

elétrico.
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Recentemente, foram desenvolvidos experimentos utilizando o estimulo
elétrico como indutor de ativacéo oocitaria em felinos. Os resultados indicaram
gue esse, como estimulo Unico, é ineficaz, entretanto quando associado ao
etanol e ao cicloheximide, as taxas de clivagem e o desenvolvimento
embrionario foram satisfatérios (SHIN et al., 2004; KARJA et al.,, 2005;
GABRIEC et al., 2007).

Karja et al. (2005) demonstraram que a exposi¢ao de oocitos ativados
eletricamente ao cicloheximide melhorou significativamente o desenvolvimento
embrionario quando comparado a odcitos ativados apenas pelo estimulo

elétrico.

A citocalasina B e o 6-DMAP estdo relacionados com producéo de
embrides partenogenéticos dipldides (IMAHIE et al.,, 2002; NAVARA et al.,
1994; MITALIPOV et al., 2001).

A citocalasina B inibe a extrusdo do segundo corpusculo polar e afeta a
citocinese, mas nao interrompe a segregacédo dos cromossomos; desta forma
origina zigotos diploides (IMAHIE et al., 2002).

O 6-DMAP promove a desintegracdo da segunda placa meidtica,
afetando a citocinese e inibindo a extrusédo do segundo corpusculo polar. Apés
a remocao de 6-DMAP, o od0cito reinicia a citocinese, mas, nesse estadio, ja
ocorre a primeira divisdo mitética (clivagem), mantendo, portanto, a diploidia
cromossOmica (NAVARA et al., 1994; MITALIPQV et al., 2001).

Em felinos, poucos sdo os estudos que enfocam a ativacao
partenogenética com o intuito de descobrir adequados protocolos de ativacao,
sendo que a maioria dos trabalhos sédo resumos de congresso (GABRIEC et
al., 2007).

2.2.3 Cultivo in vitro do embrido do gato domestico
Em gatos, 20 a 30% dos odcitos recuperados conseguem se

desenvolver até o estadio de blastocisto apos a fecundacéo in vitro (KARJA et
al., 2002a; KARJA et al., 2002b; GODARD et al., 2008).
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Embora 60 a 95% dos embrides clivados tendem a se desenvolver até o
estadio de mérula sob condi¢cbes variadas de cultivo in vitro , muitas morulas
ndo conseguem alcancar o estadio de blastocisto (SWANSON et al.,1996).
Este blogueio no desenvolvimento tem sido atribuido a condi¢des deficientes
de maturacdo e desenvolvimento embrionario inicial (WOLF e WILDT, 1996).
Temperatura, atmosfera gasosa e cocultivo com células da tuba uterina foram
avaliados e descartados como causas ou possiveis solucdes para esse
problema (JOHNSTON et al., 1991a; SWANSON et al.,1996). Swanson et al.
(1996) sugeriram que a fonte proteica esta relacionada com o bloqueio na
transicdo de morula a blastocisto, assim como a presenca de glicose.

Roth et al. (1994) concluiram que as condi¢des durante a fecundacao ou
embriogénese inicial tendem a comprometer o desenvolvimento de morulas a
blastocistos tanto de embrides produzidos in vitro quanto de embrides
maturados e fecundados in vivo que foram submetidos ao cultivo in vitro nos

estadios de duas a oito células.

Os efeitos da adicdo de antioxidantes ao meio de maturagdo também
séo observados durante o cultivo embrionério, pois, segundo Comizzoli et al.
(2003), a qualidade dos blastocistos em relagdo ao numero e uniformidade dos

blastdmeros foi melhor no grupo de odcitos maturados com antioxidantes.

E possivel que a transicdo materno-zigética e o inicio da transcricio
embrionaria, que ocorre no estagio de 5 a 8 células no gato (HOFFERT et al.,
1997) seja melhorada na presenca de antioxidantes porque foi observado mais
embrides se desenvolvendo além do estadio de 8 a 16 células quando o meio
de MIV continha acido ascoérbico ou cisteina (COMIZZOLI et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

e Isolar e cultivar células tronco embrionarias de gatos domésticos a partir

de embrides produzidos in vitro e por partenogénese.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

EXPERIMENTO |

e Avaliar os meios de cultivo, SOFaa e FOC, quanto ao desenvolvimento

embrionario até o estadio de blastocisto.

EXPERIMENTO I

e Determinar o melhor protocolo de ativacdo partenogenética em gatos

domeésticos.

EXPERIMENTO Il

e Estabelecer a melhor metodologia de cultivo para o isolamento e o
cultivo de células tronco embrionarias felinas.
e Avaliar a eficacia dos fibroblastos embrionarios felinos inativados com

mitomicina C como células de sustentacéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos ovarios, recuperacéo e selecdo dos oocitos

Gatas adultas foram submetidas a OSH (ovariosalpingohisterectomia) de
rotina. Os ovarios foram mantidos em DMPBS (Nutricell, Brasil) acrescido de
100mg/mL de estreptomicina e 100UI/mL de penicilina (GIBCO, 15140-122) a
4°C (JOHNSTON et al., 1989) por uma a trés hora até o processamento. A
recuperacdo dos CCOs foi realizada através da técnica de slicing (fatiamento)
em placas de petri de plastico contendo DMPBS suplementado com
antibidticos. Nessa mesma placa, procedeu-se a classificacdo dos CCOs.
Foram utilizados apenas CCOs que apresentavam citoplasma uniforme e
fortemente pigmentado, envoltos por duas ou mais camadas de células da
granulosa firmemente aderidas (JOHNSTON et al., 1989; WOLF e WILDT,
1996, FRIESTED et al., 2001; MURAKAMI et al., 2002; KARJA et al., 2002).

Cinco gatas, em meédia, foram castradas para realizacdo de cada
manipulacédo. Foram obtidos aproximadamente 15 CCOs — | por gata.

4.2 Maturacéo in vitro

Apés a selecdo, os CCOs foram lavados por cinco vezes em gotas de
MEM-hepes (Gibco, 12360-038) acrescido de 4mg/mL de BSA (Sigma A4503),
1mM de piruvato de sédio (Sigma, P2256), 0,13mM de cisteina (Sigma,
C1276), 100mg/mL de estreptomicina e 100 Ul/mL de penicilina.

Em seguida, foram lavados em cinco gotas de meio MIV: DMEM (Gibco,
11995-065) suplementado com 4mg/mL de BSA, 1mM de piruvato de sodio,
0,13mM de cisteina, 20ng/mL de IGF-1 (Sigma, 11271), 10ng/mL de FGF-2
(Sigma, F0291), 10ug/mL de FSH (Folltropin®, Vetrepharm), l1ug/mL de LH
(Lutropin-V®, Vetrepharm), 1ug/mL de estradiol (Sigma, E0130), 100mg/mL de
estreptomicina e 100 Ul/mL de penicilina. A maturacéo foi realizada em placas
com quatro pocos (Nunc®, Dinamarca), sendo colocados, em cada poco, 400uL
de meio MIV e 20 a 30 CCOs. O periodo de maturacao foi de 32 horas para
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CCOs que foram fecundados (Experimento I) e de 36 horas para aqueles
submetidos a ativacdo partenogenética (Experimento Il). Foram maturados a
temperatura de 38,5°C em atmosfera imida de 5%0,, 5%CO; e 90%N, (Figura
2).

A B B

Figura 2. Aspecto morfolégico dos CCOs-l felinos selecionados para a
maturagéo in vitro (MIV). (A) Odcitos antes da MIV. (B) Oocitos com expansao
das células do cumulus apos o periodo de maturacdo in vitro. Microscopio

estereoscopio, aumento de 40X.

4.3 EXPERIMENTO I
4.3.1 Fecundagéo in vitro (FIV)

A fecundacéo in vitro (FIV) foi realizada apdés 32h de MIV, em gotas,
cobertas por 6leo mineral, de 90uL de meio TALP-FIV (Anexo 1) suplementado
com 20pg/mL de heparina (Sigma H-3149), 6 mg/mL de BSA, 1mM de piruvato,
100mg/mL de estreptomicina e 100 Ul/mL de penicilina.

O sémen, colhido por vagina artificial momentos antes da preparagéo, foi
diluido 1:4 em meio TALP-Sémen (Anexol) suplementado com 6 mg/mL de
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BSA, 1mM de piruvato, 100mg/mL de estreptomicina e 100 Ul/mL de penicilina
e centrifugado a 300xg durante 10 minutos. Apds, o sobrenadante foi
descartado e o pellet diluido em 30 uL de meio TALP-FIV. A motilidade
espermatica foi avaliada em microscopio com contraste de fase, a avaliacéo
subjetiva foi expressa em porcentagem e o vigor avaliado em escala de zero a
cinco. A concentracao foi determinada em camara de Neubauer ap6s a diluicdo
do sémen em agua destilada (1:100).

O volume de meio de TALP-FIV que foi adicionado ao sedimento (pellet
+ 30uL de meio) para se obter uma concentracdo de 1x10’ espermatozéides

moveis/mL foi calculado pela seguinte férmula:

Volume total = motilidade x volume do sedimento x 0,5 x n,

sendo n o nimero de espermatozoides contados na camara de Neubauer e 0,5
um fator de correcéo. Essa formula foi elaborada para sempre obter-se 100.000

espermatozoides méveis em 10 uL do volume total.

Posteriormente, 10uL do sémen diluido foram adicionados as gotas
contendo de 10 a 15 odcitos, obtendo-se a concentracdo final de 1 x 10°
espermatozoides moveis/gota. O periodo de coincubacdo foi de 18 h, em
incubadora & temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% de CO, em ar e

umidade saturada.

4.3.2 Cultivo in vitro (CIV)

Apos 18 horas, os provaveis zigotos foram denudados por meio da
passagem pelo [imen estreito de pipeta de vidro e aleatoriamente submetidos
a dois meios de cultivo, sendo dispostos em grupos de 10 a 15 em gotas de
90uL sob oleo mineral (Sigma, M8410).

e Meio SOFaa (Anexo 2) acrescido de 6 mg/mL de BSA, 1mM de piruvato,
1mM de glutamina, 2,7mM de mioinositol (Sigma, 15125), 100mg/mL de

estreptomicina e 100UIl/mL de penicilina.
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e Meio FOC (Anexo 3) acrescido de 4 mg/mL de BSA, 0,1mM de piruvato,
1mM de glutamina, 0,1mM de taurina (Sigma, T0625), 100 mg/mL de
estreptomicina e 100 Ul/mL de penicilina.

A taxa de clivagem foi avaliada aproximadamente 72 horas apos a
fecundacédo. Os embrides clivados foram transferidos para gotas de 50 uL (10
odcitos/gota) do mesmo meio em que estavam sendo cultivados substituindo-
se BSA por 5% SFB, o meio SOFaa foi suplementado com 1,5 mM de glicose.
Durante os 7 dias de cultivo, os embrides foram incubados a 38°C em
atmosfera umida de 5% O, 5% CO; e 90% Ns.

No sétimo dia apés a fecundagdo in vitro foi avaliada a taxa de

desenvolvimento até o estadio de blastocisto.

4.3.3 Avaliacao da viabilidade celular

Os blastocistos foram avaliados em microscépio de epifluorescéncia
(com filtro de excitacdo de 340-380 nm e emissdo de 430 nm) quanto a
proporcdo de células viaveis (nucleos com fluorescéncia azul, corados pelo
Hoechst 33342) e inviaveis (nucleos com fluorescéncia vermelha, corados pelo
iodeto de propidio). Para tanto, os blastocistos foram incubados em gotas de
iodeto de propidio (125ug/mL) por trinta segundos, lavados em PBS e fixados
entre laminas e laminulas com 5uL de Hoechst 33342 (1mg/mL) diluido em

glicerol, sendo levemente achatados por pressdo manual.

4.3.4 Delineamento experimental

Foram realizadas quatro repeticdes a fim de avaliar qual o meio de

cultivo mais adequado ao desenvolvimento embrionario.

Do total de embrides produzidos, 10% foram corados com Hoechst
33342 (Molecular Probes, H1399) e iodeto de propidio (Sigma, P4170) para

avaliacdo da viabilidade celular.
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Em todas as manipulacdes 10% dos oocitos foram separados a fim de
avaliar a propor¢cdo de o0d0citos ativados partenogeneticamente, sendo
submetidos a tratamento idéntico ao dos odcitos fecundados, exceto pela

coincubag&o com espermatozoides.

4.3.5 Andlise estatistica

As taxas de clivagem, indice de blastocistos sobre o0s o0citos
fecundados e indices de blastocistos sobre os odcitos clivados foram
analisados pela andlise de variancia, a qual foi realizada pelo programa Sisvar
4.3 Daniel Furtado Ferreira 2003. O nivel de significancia utilizado foi 5%.

4.4 EXPERIMENTO II

4.4.1 Ativagéo oocitaria

Apbs 36 horas de MIV, os odécitos foram desnudados com auxilio de uma
micropipeta de vidro de ponta fina. Os odcitos totalmente desnudos foram
distribuidos aleatoriamente aos tratamentos de ativacdo. Os tratamentos
utilizados para a producdo de embrides partenogenéticos dipléides foram os

seguintes:

Tratamento 1: incubacdo em 5mM de ionomicina (Sigma, 10634) em MEM-
hepes suplementado com 10% de SFB (Nutricell, Brasil) por 8 min em
temperatura ambiente, seguida por incubacdo em MEM (Gibco, 11380-037)
acrescido de 10% SFB, 10ug/mL de cicloheximide (Sigma, C1988) e 7,5ug/mL
de citocalasina B (Calbiochem, 250233).

Tratamento 2: incubacdo em 5mM de ionomicina em MEM-hepes
suplementado com 10% de SFB por 8 min em temperatura ambiente, seguida
por incubagédo em MEM acrescido de 10% SFB, 66uM de roscovitine (Sigma,
R7772) e 7,5ug/mL de citocalasina B.
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Tratamento 3: incubacdo em 5mM de ionomicina em MEM-hepes
suplementado com 10% de SFB por 8 min em temperatura ambiente, seguida
por incubagcdo em MEM acrescido de 10% SFB, 20mM de cloreto de estréncio
(SrCL2x6H,0, J.T.BAKER, 4036-01) e 7,5ug/mL de citocalasina B.

Grupo Controle: os oocitos foram maturados e ndo ativados, ou seja,
cultivados nos mesmos meios, mas na auséncia de qualquer agente de

ativacao.

Os odcitos foram incubados em gotas de 90uL de meio SOFaa, segundo
cada tratamento (15 odcitos/gota) a temperatura de 38,5°C em atmosfera
umida de 5%0,, 5%C0O; e 90%N, durante 6 horas.

4.4.2 Cultivo in vitro

Apos o periodo de ativacéo, os odcitos foram lavados em SOFaa (Anexo
2) suplementado com 6mg/mL de BSA, 1mM de piruvato de sodio, 2mM de
glutamina, 2,7 mM de mioinositol, 100 mg/mL de estreptomicina e 100 Ul/mL
de penicilina. Foram cultivados em gotas de 90uL (15 odcitos/gota) do mesmo
meio em estufa com a temperatura de 38,5°C em atmosfera imida de 5%0,
5%CO; e 90%N,, durante 72 horas.

4.4.3 Analise dos tratamentos de ativagcéao

A avaliacao das taxas de ativacao foi realizada por meio da transferéncia
dos odcitos, apos o periodo de cultivo, para gotas de 5uL de Hoescht 33342
(Img/mL) diluido em glicerol, sendo fixados entre lamina e laminula e avaliados
em microscopio invertido Leica- DMIRB luz UV filtro n® 2 (350 a 461 nm).
Foram considerados ativados os o06citos que apresentaram descondensacao

da cromatina ou que estavam clivados no momento da analise.
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4.4.4 Delineamento experimental

Foram realizados seis procedimentos de ativacdo partenogenética para

cada tratamento e controle, com média de 17 o6citos cada um.

BN

Os tratamentos foram comparados quanto a porcentagem de odcitos
ativados e ndo ativados, quanto a proporcdo de odcitos apresentando
cromatina descondensada ou clivagem e quanto ao desenvolvimento

embrionario aos estadios de 2 a 10 células, 10 a 16 células e 16 a 30 células.

Odcitos controle foram cultivados em paralelo com os odcitos tratados
para garantir que as ativagdes foram promovidas pelos agentes de ativacao e

nao pelas condi¢des de cultivo.

4.45 Andélise estatistica

As taxas de odcitos ativados, ndo ativados, apresentando cromatina
descondensada, clivados e de desenvolvimento embrionario foram avaliados
pelo teste de qui-quadrado no programa Bioestat 5.0 com nivel de significancia
de 5%.

4.4.6 Cultivo in vitro de blastocistos partenogenéticos

Como nao foram obtidas diferencas significativas entre os tratamentos
72 horas ap6s a ativacdo partenogenética e o protocolo ionomicina associado
ao cicloheximide é o mais utilizados em felinos, este tratamento foi o escolhido
para ativacdo oocitaria permitindo o desenvolvimento embrionario até 7 dias

apos a ativagao.

Para tanto, 182 odcitos foram ativados com objetivo de avaliar o
desenvolvimento até o estadio de blastocisto. Até 72 horas de cultivo o
tratamento foi idéntico ao descrito acima. 72 horas ap0s a ativacéo, as taxas de

clivagem foram avaliadas e os embrides clivados foram transferidos para gotas
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de 50 uL do mesmo meio acrescido de 1,5 mM de glicose e 5% SFB, sem BSA.
Durante os 7 dias de cultivo, os embrides foram incubados a 38,5°C em
atmosfera Umida de 5% O,, 5% CO> e 90% N».

4.5 EXPERIMENTO I
4.5.1 Preparo da monocamada de fibroblastos (células de sustentacéo)

4.5.1.1 Obtencédo e manutencdo de fibroblastos embrionérios felinos

Fetos de gatos com 30 a 45 dias de gestacdo foram submetidos a
digestdo enzimatica para producéo de fibroblastos. A cabeca e as visceras dos
fetos foram removidas e a carcaca foi cortada em pequenos pedacos em placa
de petri contendo DMPBS e penicilina/estreptomicina. DMPBS e pedacos da
carcaca foram centrifugados por 10 minutos. Em seguida, o pellet foi
ressuspendido em 1 mL de Tripsina Versene (Instituto Adolfo Lutz, 0,2%
Tripsina e 0,02% Versene) a 36°C e centrifugados por mais 10 minutos. Ao
pellet foram adicionados 4 mL de tripsina, sendo incubado a 38,5°C durante 30
minutos. Apos esse periodo, a solucao foi filtrada e centrifugada por 10
minutos. O pellet foi ressuspendido em meio de cultivo: DMEM acrescido de
10% SFB (GIBCO, 12657-029), 100 mg/mL de estreptomicina, 100 Ul/mL de
penicilina e 3ug/mL de anfotericina B (Sigma, A2411). O material obtido foi
dividido em trés garrafas de cultivo celular de 25 cm? (Sarstedt, 831810300), as
quais foram completadas com 5 mL de meio de cultivo e incubadas a 38,5°C
em 5% CO;, em ar. Apos trés dias decultivo foi realizada a primeira troca de

meio e com 90% de confluéncia foi realizada a tripsinizagao.

Para a tripsinizacéo foi retirado todo o meio de cultivo das garrafas, que
foram lavadas com DMPBS e preenchidas com 2 mL de Tripsina. As garrafas
foram mantidas em estufa a 38,5°C por, no maximo, dez minutos até que todas
as células se soltassem do fundo. Realizou-se entdo a neutralizagdo com meio
de cultivo na proporgéo de 3:1 (meio / tripsina). Uma amostra de 50 uL desta
mistura de células e meio foi retirada e adicionada a 50 uL do corante Tripan
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Blue (GIBCO, 15250-061). A camara de Neubauer foi preenchida com esta
solucdo e as células translicidas dos quatro quadrantes mais externos foram
contadas. As células coradas em azul permitiram a passagem do corante,
portanto estavam mortas e ndo foram consideradas. O valor encontrado foi

colocado na férmula:

N° células contadas x 2 (fator de diluicdo) x 10*

4 (quadrantes lidos)

O resultado obtido € a concentracao inicial (Ci), que foi colocado na formula: Ci
x Vi = Cf (concentracao final, 1x 10°) x Vf (volume final de meio na garrafa)
para identificar a quantidade de meio + células que deveria ser adicionada as

novas garrafas para se obter a concentracdo de 1x10° células.

A tripsinizagao foi realizada mais uma vez para que as células fossem

congeladas em segunda passagem.

45.1.2 Congelagdo e descongelacdo dos fibroblastos embrionérios
felinos

Para a congelacéo, as células de cada garrafa foram tripsinizadas como
descrito acima e foi realizada a contagem de células vidveis em camara de
Neubauer. Apdés a centrifugacdo, as células foram ressuspendidas na
concentracdo de 1x10° em meio de congelacéo refrigerado (DMEM, 10% SFB,
10% dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma, D2650)). Em seguida, foram distribuidas
em criotubos. Os criotubos foram acondicionados em um tubo especialmente
desenvolvido para a troca lenta de calor e permaneceram 24 horas em freezer

-80°C. ApGs este periodo foram transferidos diretamente ao N liquido.

Para a descongelacdo, os criotubos foram retirados do N, liquido e
colocados em agua a 37°C (até 2 minutos). Para a remocao do crioprotetor, o
conteudo do criotubo foi transferido a um tubo de centrifuga de 15mL ao qual
foram adicionados 10mL de meio de cultivo e foram centrifugados a 1750 rpm
durante 5 minutos. O sedimento foi ressuspendido em 5mL de meio de cultivo.
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Meio e fibroblastos foram transferidos para garrafas de cultivo celular e
incubados a 38,5°C a uma atmosfera de 5% CO, em ar por trés dias.

4.5.1.3 Inativagdo quimica dos fibroblastos

No dia anterior ao dia do isolamento da MCI, os fibroblastos que haviam
sido descongelados foram incubados em meio de cultivo contendo 10ug/mL de
mitomicina C (Sigma, M4287) durante 2,5 horas. Passado esse periodo, 0 meio
foi descartado e a garrafa de cultivo foi lavada com 50 mL de DMPBS
aquecido, sendo realizada cinco lavagens, 10mL por vez para que toda a
mitomicina C fosse descartada. Depois de lavadas, as células foram
tripsinizadas como descrito acima e plagueadas a uma concentracdo de
140.000 células/poco em placas com 24 pocos, cada poco apresentava 2cm?
de area (Sarstedt, 831836300).

A densidade de células inicialmente plaqueadas em cada poco foi de
250.000 ceélulas, sendo testada a inativagdo com mitomicina C a 10 ug/mL, 5
ug/mL e 7,5 ug/mL durante 2,5 horas. Para cada concentracdo foram
realizadas cinco repetigoes.

4.5.2 lIsolamento da MCI
4.5.2.1 Dissociacdo mecanica

As MCIs de 110 embrides foram separadas dos trofoblastos por meio de

uma lamina de bisturi sob estereomicroscopio.

4.5.2.2 Imunocirurgia

A zona pellcida foi removida com solucdo acida de Tyrode (Sigma,
T1788). Apds, os embrides foram lavados e incubados por 60 minutos a 38°C
em anticorpo anti-lgG de gato (Sigma, C6284) diluido 1:10 em meio DMEM-
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F12 (Gibco, 11320-033). Apdés serem lavados, a lise do complemento foi
induzida, incubando-os em complemento de cobaia (Sigma, S1639) diluido
1:10 em DMEM-F12 a 38°C por 60 minutos. Em seguida, os embrides foram
lavados e a MCI liberada das células lisadas do trofoblasto pela passagem pelo
limen estreito de pipeta de vidro (Figura 3). Dez embrides tiveram as MCls

isoladas por imunocirurgia.

Figura 3. Isolamento da MCI por imunocirurgia. (A) Blastocisto antes da
incubacdo em solucdo acida de Tyrode. (B) Blastocisto apos a incubacdo em
solucdo acida de Tyrode. (C) Embrido apés a incubacao em complemento de
cobaia. Microscopio invertido, aumento de 400X A, C e aumento de 800X B.

45.3 Cultivo da MCI
No dia do isolamento da MCI, o meio dos fibroblastos inativados foi
substituido por meio de cultivo de CTE.

Inicialmente foram testadas duas fontes protéicas: SFB e substituto do
soro Knockout (GIBCO, 10828-028) (Figura 4).
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MONOCAMADA DE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS
FELINOS INATIVADOS.
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MEIO BASE: DMEM-F12 suplementado com 1% de aminoécidos
nao essenciais, 0,1mM de 2-mercaptoetanol, 2 mM de glutamina,
50 ng/mL de LIF (SIGMA, L5283), 5 ng/mL de FGF-2, 100 mg/mL
de estreptomicina, 100 Ul/mL de peniciina e 3 ug/mL de
anfotericina B.

OKQ

MEIO I: MEIO BASE + MEIO II: MEIO BASE MEIO lll: MEIO BASE +

20% de substituto do + 20% SFB. 15% de substituto do

soro-Knockout. soro-Knockout e 5% de
SFB

Figura 4. Delineamento experimental seguido no cultivo in vitro de MCI isolada

por dissociacdo mecanica a fim de avaliar a melhor fonte proteica.

Além desses (figura 4), foram testados outros trés meios de cultivo
celular utilizando-se 20% de SFB como fonte proteica, os quais diferiram

guanto a algumas modificacbes em relacdo a adicdo de aminoacidos,

concentracéo de glicose do meio, piruvato de sédio e FGF-2.

MEIO IV: DMEM-F12 suplementado com 20% SFB, 1% de amino&cidos néo

essenciais, 1% de aminoacidos essenciais (Sigma, B6766), 2mM de glutamina,
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0,1mM de 2-mercaptoetanol, 50ng/mL de LIF, 100 mg/mL de estreptomicina,
100 Ul/mL de penicilina e 3ug/mL de anfotericina.

MEIO V: DMEM baixa glicose : F12 (1:1) suplementado com 20% SFB, 1% de
aminoacidos nado essenciais, 2mM de glutamina, 0,1mM de 2-mercaptoetanol,
50ng/mL de LIF, 100 mg/mL de estreptomicina, 100 Ul/mL de penicilina e
3ug/mL de anfotericina. (DMEM: Gibco, 10567-014; F12 - Gibco, 11765-047).

MEIO VI. DMEM-F12 suplementado com 20% SFB, 1% de aminoacidos nao
essenciais, 2mM de glutamina, 0,1mM de 2-mercaptoetanol, 1mM de piruvato,
5 ng/mL de FGF-2, 50ng/mL de LIF, 100 mg/mL de estreptomicina, 100 Ul/mL
de penicilina e 3ug/mL de anfotericina. O complemento de cobaia e o anti-IgG

de gato utilizados na imunocirurgia foram diluidos neste meio.

As MCls isoladas por imunocirurgia foram cultivadas apenas no MEIO VI

por ser o0 meio mais completo.

O cultivo da MCI, independente do meio utilizado foi realizado a 38,5°C a

uma atmosfera de 5%C0O, em ar. O meio foi trocado a cada dois dias.

4.5.4 Isolamento e cultivo da MCI de embrides partenotos

MCls foram isoladas de trés blastocistos iniciais por meio da dissociacao
mecanica e colocadas para serem cultivadas sob fibroblastos felinos inativados

em meio de cultivo VI.

4.5.5 Imunocitoquimica

15 blastocistos foram examinados por imunocitoquimica quanto a
presenca da proteina Oct4. Para isso, os embrides foram fixados em 3% de
paraformaldeido por 20 minutos e, em seguida, impermeabilizados em DMPBS
acrescido de 0,2% de Triton X-100 e de 0,2% de gelatina de pele de suino
(Sigma, G1890) por 5 minutos. O anticorpo primario Oct 3/4 (Goat Polyclonal
lgG, Santa Cruz Biotechnology, SC-8628) foi diluido 1:100 em DMPBS e
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aplicado aos embrides por 60 minutos. Apds, esses embrides foram incubados
com o anticorpo secundario rabbit anti goat IgG associado ao Alexa Fluor 555
(Invitrogen, A21431) diluido 1:500 durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, os embrides foram lavados, montados em laminas, recobertos por
laminula e analisados em microscopio de fluorescéncia com o filtro vermelho
(excitagcdo 555nm e emissdo 565nm). Os mesmos embrides também foram
corados com Hoechst 33342. Para tanto, no momento da confeccdo das
laminas foram acrescentados 5 uL de Hoechst 33342 diluido em glicerol a uma
concentragdo de 1mg/mL e analisados em filtro UV (350 a 461 nm).

As MClIs aderidas também foram avaliadas quanto a presenca da
proteina Oct4. Fibroblastos inativados e MCIs aderidas foram incubados em
DMPBS contendo anticorpo primario Oct 3/4 a uma diluicdo de 1:100 durante
60 minutos. Apds, foram lavados e incubados com o anticorpo secundario
rabbit anti goat IgG associado ao Alexa Fluor 555 diluido 1:500 durante 30
minutos. Em seguida, foram lavados com DMPBS e analisados em microscopio

de fluorescéncia com o filtro vermelho (excitacdo 555nm e emissao 565nm).

456 Andlise estatistica

As porcentagens de MCls aderidas nas duas formas de isolamento e
nos diferentes meios de cultivo foram avaliadas pelo teste de qui-quadrado no
programa Bioestat 5.0, com nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO I

Embora numericamente o uso do meio SOF tenha apresentado
melhores resultados, estatisticamente ndo houve diferenca entre os dois meios
de cultivo testados (Tabela 1). Entretanto, a variabilidade dos resultados
obtidos foi maior no meio FOC quando comparado ao meio SOFaa (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados comparativos das repeticoes de cada meio com relacdo a
porcentagem de clivagem, indice de blastocisto sobre os odcitos fecundados e

indice de blastocisto sobre odcitos clivados.

N indice de indice de indice de
REPETICOES MEIOS f Odcitos Clivagem blastoqls_to blastocisto
ecundados (%) sobre odcitos _ sobre
(%) clivados (%)
1 SOFaa 48 81 43,7 53,8
1 FOC 48 58 12,5 21,4
2 SOFaa 48 60 27,08 44.8
2 FOC 53 45 11,3 25
3 SOFaa 33 54 33 61
3 FOC 27 59 33 56
4 SOFaa 48 60 29 48
4 FOC 45 40 15 38
MEDIA + EPM  SOFaa 63,75+¢5,92a  33,2#3,71a 51,9+3,56a
MEDIA + EPM FOC 50,5+4,73a 17,95+5,07a 35,1+7,8a

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (P>0,05).

EPM: erro padrdo da média.

No total, foram obtidos 59 blastocistos cultivados em meio SOF (Figura
5) e 29 blastocistos cultivados em meio FOC (Figura 5). Desses, 6 (SOF) e 3
(FOC) foram avaliados quanto a proporcdo de células viaveis. Os embrides
cultivados em meio SOF, aparentemente, apresentaram maior viabilidade do
gue os embrides cultivados em meio FOC (Figura 6).
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Figura 5 Embrides sete dias apdés a FIV. (A) cultivados em meio FOC; (B)

cultivados em meio SOF. Microscépio estereoscopio, aumento de 40X.

Figura 6 Embrides corados com Hoechst 33342 e iodeto de propidio. (A)
Embrido cultivado em meio SOF; (B) Embrido cultivado em meio FOC. Células
coradas em azul sdo viaveis (Hoechst 33342) e células coradas em vermelho
sdo células degeneradas (iodeto de propidio). Note que a proporgéo de células
viaveis € maior no embrido cultivado em meio SOF. Microscépio invertido,

aumento de 400x B e aumento de 800X A.

Como mostrado na tabela 2, as taxas de odcitos ativados
partenogeneticamente foi elevada e nao diferiu significativamente entre os
meios. Entretanto os embrides partenotos ndo se desenvolveram a

blastocistos.
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Tabela 2. indice de clivagem partenogenética espontanea e de blastocistos nos
meios FOC e SOF.

x . INDICE DE INDICE DE

REPETICOES MEIOS OOCITOS CLIVAGEM  BLASTOCISTOS

1 SOFaa 5 40% 0

1 FOC 5 60% 0

2 SOFaa 5 20% 0

2 FOC 5 0% 0

3 SOFaa 4 25% 0

3 FOC 4 25% 0

4 SOFaa 4 25% 0

4 FOC 4 25% 0
MEDIA+EPM SOFaa 27,5+4,33a
MEDIA+EPM FOC 27,5+10,65a

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (P>0,05).

EPM: erro padréo da média.

5.2 EXPERIMENTO I

Como mostrado na tabela 3 e na figura 7, ndo foram observadas
diferengas significativas quanto as taxas de ativacdo entre os tratamentos
(P>0,05), mas sim entre os tratamentos e o controle (P<0,05).

Tabela 3. Propor¢cdes (porcentagem) de ativacdo oocitaria nos diferentes

tratamentos.
TRATAMENTO N&o ativados (%) Ativados (%)
CONTROLE 64/100 (64,0) a 36/100 (36,0) b
CICLOHEXIMIDE 31/103 (30,1) b 72/103 (69,9) a
ROSCOVITINE 25/107 (23,4) b 82/107 (76,6) a
ESTRONCIO 35/99 (35,4) b 64/99 (64,6) a

Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).
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Figura 7. Porcentagem de od0citos ativados e ndo ativados no grupo
controle e em cada tratamento. (CICLO: cicloheximide, ROSCO: roscovitine e

EST: estroncio).

Quanto as taxas de clivagem, ap0s a ativacdo partenogenética, nao
foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,05), mas
sim entre eles e o controle (P<0,05). A porcentagem de o00citos que
apresentaram cromatina descondensada, mas n&o sofreram clivagem nao
diferiu entre os tratamentos nem entre os tratados e o controle (P>0,05)
(Tabela 4, Figura 8).

Tabela 4. Propor¢gbes (porcentagens) de oodcitos ativados que clivaram ou
apresentaram apenas descondensacdo da cromatina em relacdo ao total de
od0citos tratados em cada tratamento e controle.

UMA CELULA CLIVADOS
TRATAMENTO o) )
CONTROLE 24/100 (24,00)a 12/100 (12,00)b
CICLOHEXIMIDE 24/103 (23,30)a 48/103 (46,60)a
ROSCOVITINE 32/107 (29,91)a 50/107 (46,73)a
ESTRONCIO 32/99 (32,32)a 32/99 (32,32)a

Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).
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Figura 8. Proporcdo de odcitos ativados que apresentaram apenas nucleo
descondensado (uma célula) e que clivaram em cada tratamento e controle.
(CONT: controle; CICLO: cicloheximide; ROSCO: roscovitine e EST: estroncio).

Com relagdo ao desenvolvimento embrionario dos odcitos clivados aos
estadios de 2 a 10 células, 10 a 16 células e 16 a 30 células ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (P> 0,05), mas sim entre 0s
tratados e o controle (P<0,05) (Tabela 5, Figura 9).

Tabela 5. Propor¢des (Porcentagens) de odcitos clivados e de desenvolvimento

embrionario segundo tratamentos e controle.

Tratamento Odcitos Odcitos Desenvolvimento embrionario a:
Tratados Clivados (%) 2910 10,"’116 16,"’130

céls céls. céls.
CONTROLE 100 12 (12)a 11 (91,67)a 0 (0,00)a 1(8,33)b

CICLOHEXIMIDE 103 48 (46,60)b 28 (58,33)b 8(16,67)b 12 (25,00)a

ROSCOVITINE 107 50 (46,72)b 28 (56,00)b 11 (22,00)b 11 (22,00)a

ESTRONCIO 99 32(32,32)b 19(59,37)b 6(18,75)b 7 (21,88)a
Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).
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Figura 9. Proporgao de oocitos clivados que se desenvolveram aos estadios de
2 a 10 células, 10 a 16 células, 16 a 30 células em cada tratamento e no

controle.

Na tabela 6 estdo dispostos o numero de odcitos ativados com
ionomicina associada ao ciclohexemide em cada repeticdo, assim como as
taxas de clivagem obtidas e a proporcado de embrides que se desenvolveram
ao estadio de blastocisto. Também esta representado a média e o desvio
padrdo da meédia para porcentagem de clivagem e taxas de formacdo de

blastocistos.

Tabela 6. Resultados das ativagfes oocitarias com ionomicina associada ao
ciloheximide em relacdo a porcentagem de clivagem e indice de blastocisto

sobre os o6citos ativados.

indice de indice de
Repeticdes  N°de odcitos Clivagem Blastocisto (D7) n
n (%) (%)
1 50 20 (40%) 1 (2%)
2 44 22 (50%) 0 (0%)
3 39 23 (58,97%) 0 (0%)
4 49 18 (36,73%) 2 (4%)
Média + DPM 46,25+10 1,5+1,91

DPM: desvio padrao da média.
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5.3 EXPERIMENTO I

5.3.1 Preparo da monocamada de fibroblastos
A densidade inicial de 250.000 células/poco suportou a aderéncia dos

fibroblastos somente até a primeira troca de meio realizada trés dias apos o
plagueamento. A principio acreditou-se que o0 problema estivesse na
concentracdo de mitomicina C utilizada. A concentracédo foi reduzida para 5
ug/mL e 7,5 ug/mL, entretanto o problema né&o foi resolvido. Entédo, a densidade
de fibroblastos inativados foi diminuida para 140.000 células/poco, os quais,
morfologicamete avaliando, formaram uma boa camada de sustentac&o para a
aderéncia da MCI (Figura 10).

Figura 10. Monocamada de fibroblastos felinos inativados.

5.3.2 Isolamento da MCI

Como mostrado na figura 11, a porcentagem de MCIls aderidas foi
significativamente maior quando o isolamento foi realizado por meio da

dissociagdo mecanica (P<0,05).

As MClIs aderiram de um a trés dias ap0s serem colocadas em cocultivo

em ambas as formas de isolamento.
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Figura 11. Representacdo grafica da porcentagem de MCIs aderidas e nao

aderidas segundo a forma de isolamento. 91% (100/110) das MCls isoladas por

dissociacdo mecanica aderiram, enquanto apenas 50% (5/10) das isoladas por

imunocirurgia aderiram.

Foi observado que 3 MCIs isoladas por imunocirurgia apresentaram

coloragao enegrecia, indicando sua lise (Figura 12).

A

Figura 12. (A): MCI isolada por imunocirurgia. (B): MCI isolada por dissociagéao

mecanica. Repare como a MCI isolada por imunocirurgia esta mais enegrecida

do que a isolada por dissociacdo mecanica. (A) Microscopio invertido aumento

de 400X; (B) Microscopio estereoscopio, aumento de 80X.
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N&o foram observadas formacdes de colonias em nehuma das formas

de isolamento da MCI.

5.3.3 Cultivo da MCI

N&o houve diferencas significativas quanto a aderéncia da MCI e
formacdo de colonias quando diferentes fontes proteicas foram utilizadas
(MEIO 1, I, 1), nem com a adicdo de aminoéacidos essenciais (MEIO V),
diminuicdo da concentracdo de glicose do meio (MEIO V) ou adicdo de FGF-2
e piruvato de sodio (MEIO VI) (Tabela 7).

Tabela 7. Proporcdes (Porcentagens) de aderéncia das MClIs isoladas por

dissociacdo mecéanica em diferentes meios de cultivo.

MEIOI MEIOIl MEIOINl MEION  MEIOV  MEIO VI
ADERENCIA 18/20 18/20 18/20 9/10 9/10 28/30
DA MCI (90%)a  (90%)a  (90%)a  (90%)a (90%)a  (93%)a

Letras iguais n&o diferem (P>0,05).

N&o foram observadas formacdes de colonias em nenhum dos meios de

cultivo analisados.

As MCls isoladas por dissociacdo mecéanica e cocultivadas no meio V
com DMEM baixa glicose:F12 apresentaram similar taxa de aderéncia,
entretanto a morfologia das células aderidas apresentou-se muito ruim apés
uma semana (Figura 13). Esta morfologia foi apresentada apos 20 dias de

cultivo nos outros meios.
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Figura 13. (A) MCI aderida trés dias ap0s o cocultivo. (B) MCI aderida com uma
semana apos o cocultivo no meio DMEM baixa glicose:F12 (Meio V). Essa
mesma morfologia foi apresentada pelas MCls aderidas nos outros meios apos
20 dias de cocultivo. Note que as células apresentam-se retraidas, com
coloragao enegrecida. (Microscopio invertido aumento de 400X).

5.3.4 Isolamento e cultivo da MCIl de embrides partenotos

As trés MCls ndo aderiram a placa de cultivo celular.

5.3.5 Imunocitoquimica

Por imunofluorescéncia observou-se que a proteina OCT4 estava
presente tanto na MCI quanto no trofoblasto dos blastocistos produzidos in vitro
(Figura 14).
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Figura 14. (A) Blastocisto felino apresentando a proteina Oct4 na MCI e
trofoblasto. (B) Blastocisto corado com Hoechst 33342. (Microscopio invertido,
aumento de 400X).

A proteina Oct4 foi detectada, também, na MCI aderida (Figura 15).

Figura 15. MCI de embrido felino com 10 dias de cocultivo submetida a
imunocitoquimica para avaliar a presenca de Oct4. (Microscopio invertido,
aumento de 400X).
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6 DISCUSSAO

Herrick et al. (2007) desenvolveram uma série de experimentos com o
objetivo de investigar a fisiologia do embrido do gato doméstico e assim
desenvolver um meio de cultivo mais adequado ao desenvolvimento

embrionario.

Segundo os resultados encontrados, o desenvolvimento embrionario foi
maior em concentracbes de 100mM de NaCl do que de 120mM, sendo,
portanto, beneficiado por concentracdes reduzidas de NaCl. O SOFaa utilizado
nesse experimento continha 107,6mM de NaCl e o meio desenvolvido por
Kanda et al. (1998) chamado MK-1 116,36mM de NaCl, sendo ambos
adequados ao desenvolvimento embrionario, portanto dados discordantes aos
de Herrick et al. (2007), pois ao que parece, a faixa de concentracdo de 100 a
120 mM de NaCl néo interfere significativamente com os resultados. Pequenas
alteracdoes na osmolaridade do meio podem ser minimizadas pela adicdo de
glutamina, taurina, inositol e aminoacidos ndo essenciais ao meio, pois esses
podem atuar como osmolitos, estabilizando o volume e a fungéo celular quando
a osmolaridade est4 alterada (LIU e FOOTE, 1996; DUMOLIN et al., 1997).

Foi sugerido que embrides bovinos produzidos in vitro deveriam ser
expostos aos aminoacidos desde a fase de maturagcéao do odcito, dessa forma a
guantidade de mRNA materno seria aumentada favorecendo o
desenvolvimento embrionario pré-implantacdo (WATSON et al., 2000).
Entretanto, a quebra espontanea desses aminoacidos resultante da
deaminacdo metabdlica pode comprometer o desenvolvimento por aumentar as
concentracBes de aménio no meio de cultivo (ORSI e LEESE, 2004), o qual é

toxico ao embriao.

A adicdo de aminoacidos essenciais ao meio de cultivo de embrides
felinos diminuiu a propor¢do de clivagem, ndo afetando o numero de
blastocistos totais, mas sim a qualidade desses blastocistos, observando-se
menor numero de células (HERRICK et al., 2007).
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Contrariamente aos resultados apresentados por Herrick et al. (2007),
guando 3% de aminoacidos essenciais foram adicionados ao meio de cultivo
SOFaa nao se observou taxas de clivagem inferiores, mas sim com tendéncia a
serem superiores as do meio FOC, ao qual ndo foram adicionados aminoacidos
essenciais. Zander et al. (2006) relataram que a concentracdo de aménio nem
sempre altera o desenvolvimento do blastocisto, entretanto a viabilidade dos
blastbmeros é significativamente prejudicada.

Similarmente aos resultados deste trabalho, Karja et al. (2002b)
conseguiram porcentagem de 39% de odcitos fecundados que se
desenvolveram ao estadio de blastocistos, os quais também foram cultivados
na presenca de aminoacidos essenciais (2%). A diferenca entre as
concentracbes de piruvato utilizadas pode ter sido a responsavel pelos
resultados discrepantes com relagéo aos resultados de Herrick et al. (2007),
pois sabe-se que embribes bovinos em cultivo competem pelo ion aménio
presente no meio ao utilizd-lo para converter piruvato a alanina, a qual é
secretada e nao prejudica o desenvolvimento embrionario (ORSI, 2004). Karja
et al. (2002b) adicionaram tréz vezes mais piruvato do que Herrick et al. (2007)
ao meio de cultivo, enquanto no presente experimento foi adicionado 10 vezes

mais no meio SOFaa do que no meio FOC.

A adicdo de SFB ao meio de cultivo do terceiro ao sexto dia pos-
inseminacdo melhorou o desenvolvimento embrionario, com 70% dos embrides
clivados se desenvolvendo a blastocisto, enquanto na auséncia de SFB foi
relatado apenas 15% de desenvolvimento (HERRICK et al., 2007).

Os efeitos da suplementacdo do meio de cultivo com SFB ou BSA foram
estudados por Karja et al. (2002b), os quais nédo encontraram diferenca quanto
a proporcao de clivagem e desenvolvimento aos estadios de moérula e
blastocisto. A quantidade de zigotos que se desenvolveram aos estadios de
blastocisto em eclosdo e eclodido e o numero médio de células dos
blastocistos foram significativamente maiores em meio suplementado com
SFB. Esses resultados foram de encontro aos de Kanda et al. (1998) que
afirmaram que a suplementacdo com SFB inibiu as primeiras clivagens e

causou o bloqueio de mérula a blastocisto.
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No presente estudo adicionou-se 5% de SFB ao SOFaa e ao FOC do
terceiro ao sétimo dia pés-fecundacdo a partir dos resultados obtidos por
Kanda et al. (1998) e Herrick et al. (2007). Entretanto, os resultados obtidos
foram inferiores aos de Herrick et al (2007) tanto para SOFaa quanto para
FOC. Isto, provavelmente, esta relacionado com o fato desses autores terem
fecundado odcitos maturados in vivo, uma vez que a competéncia desses é
bastante superior a dos maturados in vitro, a taxa de 70% de embrides clivados
se desenvolvendo a blastocistos foi anteriormente relatada por Kanda et al.
(1998) também com odcitos maturados in vivo, ndo sendo de nosso

conhecimento outros resultados alcangando taxa téo elevada para felinos.

Swanson et al. (1996) sugeriram que, durante o cultivo embrionario
inicial, a presenca de glicose em meio de cultivo leva ao bloqueio de morula a
blastocisto.

Corroborando com tais conclusdes, quando o cultivo embrionario foi
realizado em meio Waymouth contendo 27,75mM de glicose, as taxas de
clivagem e o desenvolvimento ao estadio de morula foram baixos e morulas
cultivadas em Ham's F10 (6,1mM de glicose) e Waymouth ndo se
desenvolveram a blastocistos (MURAKAMI et al., 2002). Em relagédo ao meio
Ham’s F10, os autores sugeriram que além da alta concentragéo de glicose a
presenca de hipoxantina pode estar relacionada com o bloqueio do
desenvolvimento embrionario como foi relatado em ratos (DIENHART et al.,
1997). A hipoxantina blogueia o desenvolvimento embrionario devido a
deplecdo dos niveis de fosforribosilpirofosfato (PRPP), o que compromete a
atividade de outras vias dependentes de PRPP, as quais participam do
processo necessario para divisao celular, levando a uma interrupcdo das
clivagens e consequente bloqueio do desenvolvimento (DIENHART et al.,
2007). Murakami et al. (2002) enfatizaram a importancia de suplementar o meio
com SFB quando embrides forem cultivados em Ham’s F10, pois os efeitos da
hipoxantina tornam-se mais evidentes em meios de cultivo sem a adigéo de
Soro visto que possiveis agentes anti-oxidantes presentes no SFB devem
proteger os embrides dos danos causados pelas espécies reativas de oxigénio

geradas com a oxidagao da xantina e hipoxantina.
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No entanto, Johnston et al. (1991b) relataram que o meio de cultivo
contendo baixas concentracbes de glicose (<6,1mM) melhoram o
desenvolvimento embrionario quando comparado ao meio sem adicdo de
glicose.

Da mesma forma, Kanda et al. (1998) e Herrick et al. (2007) relataram
gue a suplementacdo do meio de cultivo com 1,5mM de glicose é favoravel ao
desenvolvimento embrionario.

Neste experimento, os dados obtidos com a adi¢cdo de 1,5mM de glicose
ao meio SOFaa no periodo pos-compactacao tendeu a ser melhor do que os
obtidos com a adicao de igual concentracdo no meio FOC nos periodos pré e
poés compactacdo em relacdo ao total de odcitos fecundados e embrides
clivados se desenvolvendo a blastocistos.

Ao realizar a fecundacdo em periodo igual ao deste experimento, ou
seja, 32 horas ap6s a maturacao in vitro, Wolf e Wildt (1996) obtiveram 69,4%
de clivagem e 13,3% de formacdo de blastocistos em relagcdo aos odcitos
fecundados cultivando os embrides em meio Ham’s F10 suplementado com
SFB. Com relagédo ao cultivo em meio SOFaa, esses resultados se equiparam
aos aqui relatados com relacéo a taxa de clivagem, que foi, em média, 63,75%,
entretanto nosso indice de blastocistos foi superior (em média, 33,2%). Por
outro lado a producédo de blastocistos reportada por Wolf e Wildt (1996) foi
similar a obtida com o cultivo em meio FOC (aproximadamente 17,95%).

Os resultados obtidos com o meio SOFaa foram similares aos de
Nagano et al. (2008), que relataram 66,3% de clivagem e 24,8% de blastocistos
derivados de odcitos maturados por 30 horas e cultivados em meio SOF por
sete dias.

Freisted et al. (2001) também cultivaram embrides em meio SOFaa e 0s
resultados por eles obtidos foram semelhantes aos aqui apresentados, ou seja,
30,9% de blastocistos em relagdo aos odcitos fecundados e clivagem
aparentemente menor (50%). Portanto pode-se afirmar que o SOFaa é um
meio adequado ao desenvolvimento de embrides felinos. Os resultados da
producéo de embrides cultivados nesse meio tém sido equiparados aos obtidos
com o meio MK-1 (KARJA et al., 2002b, KARJA et al., 2002a). O meio FOC
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embora ndo diferindo estatisticamente do meio SOFaa, numericamente se

mostrou inferior e a variabilidade entre as repeti¢cdes foi mais marcante.

Murakami et al. (2002) obtiveram taxas de clivagem partenogenética de
odcitos felinos variando de 0 a 31,6% e Nagano et al. (2008) de 23,3%. No
presente estudo as taxas de partenogénese também foram elevadas
(aproximadamente 27,5%, para SOF e para o FOC).

Ja foi comprovado que o envelhecimento do odcito favorece a ativacao
oocitaria (MEO et al., 2004; SOLOY et al., 1997). Bogliolo et al. (2002)
relataram que apos 24 horas de maturagao in vitro oocitos felinos em Metafase
Il apresentaram niveis significativamente mais altos de MAPK e MPF do que
odcitos maturados por 40 horas. Entretanto, € arriscado atribuir as taxas de
ativacao partenogenética obtidas ao periodo de maturacéo, visto que Wolfe e
Wildt (1996) maturaram odécitos por 32 horas e obtiveram 3,7% de ativagéo
partenogenética. Ao maturar oodcitos por 28 horas, Godard et al. (2008)
relataram 0% de ativacdo partenogenética. Tais periodos de maturacdo sao
muito préximos aos utilizados por Murakami et al. (2002), Nagano et al. (2008)
e ao do presente experimento que foram de 24, 30 e 32 horas,

respectivamente.

Acredita-se, portanto, que o meio TALP-FIV e Brackett & Oliphant
(Murakami et al., 2002; Nagano et al., 2008) contenham alguma substancia,
desconhecida até entdo, que desencadeie os eventos relacionados a ativagéao

oocitaria em parte dos odcitos que nao foram fecundados.

Embora a ativacdo oocitaria seja favorecida pelo envelhecimento do
o0cito, o desenvolvimento embrionario fica comprometido (SKRZYSZOWSKA
et al., 2002; KARJA et al., 2006). Odcitos maturados por 42 a 45 horas
mostraram sinais de envelhecimento e baixo desenvolvimento a blastocisto
(SKRZYSZOWSKA et al., 2002 KATSKA-KSIAZKIEWICZ et al., 2003). Dessa
forma, no experimento Il, os oo0citos submetidos aos tratamentos de ativagéo

oocitaria foram maturados durante 36 horas.

No experimento Il foram obtidos 36% de ativacdo espontanea, o que

estd em total desacordo com os resultados encontrados por Gabriec et al
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(2007), os quais relataram apenas 2% dessa ativagcdo. Embasados no trabalho
de Bogliolo et al. (2004) pode-se sugerir que apés 36 horas de maturacéo, 0s
niveis de MPF e MAPK ja tenham declinado, favorecendo, assim, a ativacao
oocitaria. De fato, esses autores relataram que grande quantidade de odcitos

felinos ativaram espontaneamente apos 40 horas de maturacao.

A associagdo entre calcio ionéforo e cicloheximide foi utilizada para
ativar oocitos felinos por Du et al. (2002) e Keller et al. (2001). Comparando os
resultados obtidos neste experimento com os acima citados, percebe-se que as
taxas de ativacdo obtidas (69,9%) foram inferiores as conseguidas por Keller et
al. (2001) (90%). A taxa de clivagem aqui apresentada (46,6%) também foi
inferior a taxa obtida por Du et al. (2002) (82%). Os resultados inferiores aos da
literatura podem ter sido causados pela ativacdo de odécitos sem prévia
avaliacdo da extrusdo do primeiro corpusculo polar, assim como por diferentes
condigdes experimentais incluindo meio de cultivo usado durante os

tratamentos e tempo de exposi¢do a ionomicina e cicloheximide.

Este foi o primeiro experimento a incubar odcitos de gatos em 5uM de
ionomicina por oito minutos e em cicloheximide por 6 horas, uma vez que o
tratamento com ionomicina convencionalmente € feito por 5 minutos seguido
por incubagédo em cicloheximide por 4 a 5 horas. Este protocolo foi escolhido
baseado nos bons resultados obtidos com sua utilizacdo na ativacao
partenogenética de odcitos bovinos em nosso laboratério (Fernandes et al.,
2007).

A utlizacdo de ionomicina como Unico agente de inducéo
partenogenética ja foi estudada por Gomez e Pope (2006), os quais obtiveram
47% de ativacao oocitaria. Entretanto, ja foi comprovado que a combinacgao de
ionomicina com agentes responsaveis pela inibicdo persistente do MPF e
MAPK apresentou melhores resultados em suinos (Yl e PARK, 2005) e bovinos
(WANG et al., 2008). Embora as taxas de ativagédo induzidas unicamente com a
utilizagdo de ionomicina ndo tenham sido avaliadas neste trabalho, pode-se
inferir que os resultados de Gomez e Pope (2006) foram inferiores com relacéo
a ativacao induzida por ionomicina associada ao cicloheximide e ao roscovitine,

mas semelhante ao conseguido com a associacao de ionomicina e estroncio.
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Ao associar etanol com cicloheximide, Gabriec et al. (2007) obtiveram
48,43% de ativacao oocitaria e 18,24% de clivagem. A associacao de etanol,
cicloheximide e estimulagéo elétrica resultou em 29,68% de ativacdo e apenas
5,16% de clivagem. Esses dados sao inferiores aos apresentados nos trés
tratamentos do presente experimento, sendo semelhantes ao controle (36% de
ativacao e 12% de clivagem). Entretanto, € complicado comparar tratamentos
guando a combinacdo entre os agentes de ativacao € diferente. Isso pode ser
concluido apos a analise dos resultados demonstrados por Wang et al. (2008)
ao ativar odcitos bovinos com ionomicina e etanol e depois por meio da
associacdo desses com outros agentes de inducdo. Odcitos ativados com
ionomicina e etanol apresentaram taxas similares de ativagdo oocitaria. Nas
mesmas condi¢des de cultivo, os tratamentos combinados de ionomicina e 6-
DMAP foram significativamente superiores ao tratamento ionomicina,
cicloheximide e citocalasina B, enquanto etanol associado ao cicloheximide e

citocalasina B foram superiores a etanol e 6-DMAP.

O Roscovitine, um inibidor especifico do MPF tem sido usado com a
finalidade de atrasar a progressao meiotica de odécitos bovinos (MERMILLOD et
al., 2000), suinos (SCHOEVERS et al., 2005), equinos (FRANZ et al., 2003) e
caprinos (JIMENEZ-MACEDO et al, 2006) sem afetar o subsequente
desenvolvimento embrionario, sugerindo seu eventual uso para ativacao

partenogenética.

Roscovitine e 6-DMAP sdo inibidores da proteina quinase, mas
apresentam diferentes maneiras de inibi-la. Enquanto roscovitine age
especificamente no MPF (p34°*?), 6-DMAP atua na fosforilacdo das proteinas
de forma mais ampla. Os efeitos de 6-DMAP associado ao calcio ionéforo ja
foram estudados em felinos, entretanto os efeitos de roscovitine ndo haviam
sido avaliados nessa espécie até entdo. Kitiyanant et al. (2003) conseguiram
70% de embrides clivados no estadio de 2 células e 40% de morulas utilizando
6-DMAP associado ao célcio ion6foro enquanto com roscovitine obtivemos
46,73% de odcitos clivados e 25% de embribes nos estagios de 16 a 30
células. Novamente, a comparacédo dos resultados é arriscada uma vez que a
eficiéncia de ambos os protocolos nédo foram avaliadas nas mesmas condi¢des

de cultivo.
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A concentracdo de roscovitine capaz de inativar o MPF em od0citos de
camundongos foi = 50uM, visto que quando os oécitos foram incubados em
meio contendo 20uM a atividade da histona H1 nao foi diminuida. No mesmo
experimento, também, ficou comprovado que a concentracédo de 100uM nao foi
toxica aos odcitos (DENG e SHEN, 2000). Como nao ha referéncias do uso de
roscovitine em odcitos felinos, utilizou-se a concentracao de 66uM a qual foi
utilizada por Franz et al. (2003) para bloquear o ciclo meiético em odcitos

equinos.

O Roscovitine foi utilizado para ativar partenogeneticamente odcitos de
macacos (MITALIPOV et al.,, 2001) e de ratos (PHILLIPS et al., 2002). O
primeiro resultou em taxas de clivagem de 61+9 e o segundo em taxas de
ativacdo oocitaria de aproximadamente 90%. Mitalipov et al. (2001) né&o
encontraram diferencas significativas entre as taxas de clivagem obtidas a
partir dos protocolos ionomicina/6-DMAP, ionomicina/roscovitine e
eletroporacgéo/cicloheximide/citocalasina B. Entretanto, os odcitos ativados com
ionomicina e 6-DMAP se desenvolveram até o estadio de morula em
proporgdes significativamente superiores aos ativados com ionomicina e

roscovitine.

A comparagdo entre a ativagcdo induzida por inibidores da sintese
proteica e inibores da proteina quinase ja foram realizadas em suinos, ao
avaliar as taxas de ativagcdo pomovidas por cicloheximide e 6-DMAP. Os
autores também ndo encontraram diferencas significativas entre os tratamentos
(Yl e PARK, 2005).

O estroncio foi utilizado para ativar oocitos de varias espécies induzindo
oscilacdes de calcio a partir de estoques intracelulares (KLINE e KLINE, 1992).
O trabalho aqui apresentado é o primeiro que relata um tratamento com
ionomicina seguido de estroncio e citocalasina B induzindo a ativagao

partenogenética e clivagem em odcitos felinos.

Tal protocolo ja foi testado na ativacao de odcitos suinos por Che et al.
(2007) e em odcitos bovinos por Meo et al. (2005). Em suinos, o tratamento
combinado de ionomicina e estréncio melhorou as taxas de ativacdo e de

desenvolvimento embrionario em relacdo a ativacdo somente com ionomicina.
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Em bovinos ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com
estroncio e ionomicina associada ao estroncio. A dose recomendada para
suinos foi de 10mM e para bovinos de 20mM, dessa forma optou-se por utilizar,

neste experimento, a melhor dose encontrada para bovinos.

No presente estudo, os odcitos foram tratados com estréncio em meio
contendo Ca?', entretanto, segundo Kline e Kline (2002) a presenca de Ca*
em meio contendo estroncio pode interferir com a ativacdo induzida por esse
cation bivalente. Meo et al. (2005) n&o encontraram diferengas significativas
nas taxas de desenvolvimento pronuclear quando odécitos foram ativados com
25mM de estréncio em meio com ou sem a presenca de Ca®" e Mg?*. Apesar
disso, seria interessante avaliar o desenvolvimento de odcitos felinos ativados
com estréncio na auséncia de calcio, pois, numericamente, a propor¢cdo de
odcitos clivados foi menor no tratamento ionomicina e estroncio e as
porcentagens de odcitos clivados e dos ativados que apresentaram apenas
descondensacéo da cromatina foram iguais, sendo que nos outros tratamentos

a porcentagem de od0citos clivados sempre foi superior.

Embora os resultados do presente estudo tenham comprovado que o
roscovitine e o estroncio sdo tdo eficientes quanto a cicloheximide em
promover a ativacao e clivagem dos odcitos, as taxas de clivagem n&do foram
muito boas, dessa forma, estudos futuros sdo necessarios para estabelecer
qgual a melhor concentracdo a ser utilizada e o mais adequado periodo de
incubacéo.

A partir da observacdo de que os tratamentos foram similares com
relacdo a ativagcdo e as taxas de clivagem, a combinagdo ionomicina,
cicloheximide e citocalasina B foi eleita para avaliar a producéo de blastocistos
sete dias apdés a ativacdo. Entretanto, poucos embrides partenotos se

desenvolveram até o estadio de blastocisto.

7

Esse resultado € caracteristico de protocolos que produzem
partenotos hapldides (LIU et al., 2002), entretanto utilizou-se citocalasina B, um
inibidor da citocinese que inibe a extrusdo do segundo corpusculo polar,
gerando odcitos dipléides (com dois pronudcleos) (IMAHIE et al., 2002). Por

outro lado, a ndo avaliagdo da extrusdo do primeiro corpusculo polar pode ter
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levado odcitos em metafase | a retomar a meiose apos a ativagcdo quimica
originando embrides tetraploides. Estes embrides aneuplbéides sdo capazes de
sofrer as primeiras clivagens, mas o desenvolvimento é interrompido n&o

chegando ao estadio de blastocistos.

Utilizando semelhante protocolo Du et al. (2002) obtiveram 28% de
blastocistos, resultado muito superior ao deste experimento. Lorthongpanich et
al. (2004) ativaram o6citos com etanol associado ao cicloheximide e
citocalasina D obtendo 13% de desenvolvimento embrionario até o estadio de
blastocisto.

A partir de dados da literatura sugere-se que o tempo de maturagcédo de
36 horas possa ter afetado o desenvolvimento embrionario, pois nesse periodo,
talvez, os odcitos ja tenham perdido a competéncia para produzir embrides
viaveis. Essa possibilidade ja foi inferida por Nagano et al. (2008) ao avaliar
gue apdés 36 horas de maturacdo in vitro muitos odcitos ja estavam
envelhecidos para serem fecundados. Ou a incubacdo por oito minutos em
ionomicina e por seis horas em cicloheximide tenha sido extremamente

deletéria ao desenvolvimento embrionario pés-compactacao.

Assim como o desenvolvimento partenogenético, o estudo de células
tronco embrionarias tem sido pouco explorado em gatos domesticos e felinos

em geral.

Células tronco embrionarias podem ser derivadas de embrides
produzidos in vitro e de embrides partenogenéticos, entretanto o cultivo

adequado de CTE felinas nao esta estabelecido.

Para que essas células se desenvolvam é necessario que sejam
cultivadas sob uma matriz celular ou extracelular. A matriz celular
freqientemente € formada por fibroblastos inativados com mitomicina C a qual
ja foi utilizada para bloquear o ciclo celular de fibroblastos em humanos
(PEURA et al., 2007), murinos (CHOI et al., 2005), suinos (KIM et al., 2007) e
bovinos (MUNOZ et al., 2008), entretanto nada foi publicado a respeito dos
efeitos da mitomicina C em fibroblastos embrionarios felinos. Dessa forma,

utilizou-se a concentracdo de 10ug/mL por 2,5 horas como Nieto et al. (2007),
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os quais relataram ser a melhor dose e o melhor periodo de exposi¢cao para
fibroblastos humanos, o que foi recentemente confirmado por Zhou et al.
(2009). A preparacdo da camada de sustentacdo € importante para o
estabelecimento de culturas de CTE. O melhor protocolo, pelo menos
morfologicamente avaliando, no presente experimento foi 140.000 células/poco
(70.000 células/cm?) previamente inativadas com 10ug/mL de mitomicina C por
2,5 horas como Pleura et al. (2007) utilizaram em humanos e Li et al. (2004)

em suinos.

A eficiéncia do tratamento com mitomicina C varia de acordo com o tipo
de célula utilizada (PARK et al.,2003) e, segundo ROY et al. (2001) as células
tratadas com mitomicina C sdo menos viaveis do que as tratadas com
irradiacdo gama. Dessa forma, os fibroblastos embrionarios de gato talvez n&o

tenham sido uma boa matriz celular para o crescimento da MCI aderida.

A densidade ideal de células de sustentacao tem variado bastante entre
os autores, sendo de 25.000 célulasicm?® (Zhou et al., 2009), 50.000
células/cm? (SULLIVAN et al., 2007), 20.000 células/cm?® (HENG et al., 2004),
75.000 células/cm? (REUBINOFF et al., 2000; PARK et al., 2003). Park et al.
(2004), entretanto, conseguiram bons resultados ao usar uma densidade de
140.000 células/cm?, uma vez que no presente experimento a densidade de
125.000 células/cm? ndo suportou a primeira troca de meio. Zhou et al. (2009)
relataram que quanto maior a concentracdo de células utilizadas, maior sera a
quantidade de mitomicina C armazenada entre as células, mesmo apos muitas
lavagens e isso podera ser toxico tanto para as células de sustentacdo quanto
para as CTE -cultivadas. Altas densidades também poderdo afetar o
crescimento das CTE por competir com nutrientes e oxigénio, além de exercer
presséao sobre elas (CHANG-QING et al., 2005; HENG et al., 2004).

Em suinos e bovinos, CTE-like tém sido cocultivadas com a linhagem
imortal de fibroblastos embrionarios murinos STO (SAITO et al.,, 2003;
GJORRET e MADDOX-HYTTEL, 2005; KIM et al., 2007) ou com fibroblastos
embrionarios murinos inativados (LI et al., 2004; WANG et al., 2007;
MITALIPOVA et al., 2001). No entanto, o cocultivo com células homoélogas néao

impediu que MUNOZ et al. (2008) alcancassem sucesso na derivacdo de
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linhagens de CTE-like em bovinos. Da mesma forma, atualmente, CTE
humanas tem sido cultivadas com fibroblastos humanos (PEURA et al., 2007).
Serrano et al. (2006) compararam o cocultivo de CTE-like felinas com MEF ou
fibroblastos embrionarios inativados de gato (FEG), a aderéncia da MCI n&o foi
afetada pelo tipo de célula, mas a formagcdo de colbnias foi significativamente
maior no cocultivo com células homélogas (MEF 12,7+7,2% e FEG 55,4+7,2%).

O passo inicial para o estabelecimento de CTE € o isolamento da MCI. O
cultivo de CTE a partir de MCI isolada por dissociacdo mecanica com o auxilio
de laminas ou agulhas foi reportado por Wang et al. (2005b), Gjorret e Maddox-
Hyttel, (2005) e Hatoya et al. (2006). Utilizando-se a imunocirurgia, foram
obtidas CTE de equinos (LI et al., 2006), bovinos (MUNOZ et al., 2008) e
suinos (KIM et al.,2007), sendo, essa, a técnica mais utilizada em humanos
(SULLIVAN et al., 2007).

Embora no presente estudo ndo tenha sido possivel estabelecer o
cultivo de CTE em gatos, foi possivel avaliar que a aderéncia da MCI foi
significativamente maior quando ela foi isolada por dissociagdo mecanica
(91%) do que por imunocirurgia (50%). Vale ressaltar, entretanto, que nao
existe na literatura protocolos de isolamento da MCI ou protocolos de coloracao
diferencial de MCI e trofoblastos que utilizem a imunocirurgia, dessa forma a
concentracdo e o0 tempo de exposicdo ao anticorpo anti-lgG de gato e ao
complemento de cobaia foram estimados a partir de dados obtidos em
humanos (SULLIVAN et al., 2007) e bovinos (MUNOZ et al., 2008). Portanto a
possibilidade dessa MCI ter sido lisada por inadequada concentragdo ou
exposicado ao complemento ndo pode ser descartada.

Por outro lado, Li et al (2004) relataram que em embrides suinos
produzidos in vitro a imunocirurgia ndo € adequada devido ao pequeno niumero
de células que formam a MCI. Tal justificativa talvez possa ser utilizada em
embrides felinos produzidos in vitro embora a contagem de células da MCI ndo
tenha sido realizada. Serrano et al. (2006) compararam o isolamento da MCI
por imunocirurgia e por dissociagdo mecanica em blastocistos de gatos,
relatando ndo haver diferencas entre as técnicas quanto a aderéncia e

derivacdo de CTE, esses dados ndo corroboram com o0s apresentados nesse
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estudo, mas a comparacao entre os resultados € complicada por se tratar de
um resumo em que ndo ha o detalhamento da técnica. Kehler et al. (2006)
isolaram CTE-like felinas a partir do cultivo de blastocistos sem a zona pellcida
e Yu et al. (2007) a partir da MCI isolada por dissociacdo mecanica.

Os protocolos utilizados na derivacao de CTE-like em animais doméstico
sdo similares aos utilizados em murinos e humanos. Neste experimento,
primeiramente, objetivou-se avaliar a importancia da fonte proteica no
isolamento e cultivo de CTE. Para tanto, comparou-se o efeito do SFB e do
substituto do soro Knockout. Nao houve diferencas significativas quanto a
aderéncia da MCI e a formacgédo de colbnias, visto que ambos apresentaram
90% de aderéncia e incapacidade de formar col6nias. Estes dados né&o
concordam com o0s encontrados por Yu et al. (2007), uma vez que esses
autores relataram que o meio contendo Knockout foi superior ao meio contendo
SFB com relagdo a aderéncia da MCI, entretanto inferior com relagdo a
formacgéao de colonias. O substituto do soro Knockout tem sido muito utilizado
no isolamento e cultivo de CTE humanas, entretanto os resultados encontrados
até entdo com isolamento e cultivo de CTE-like felinas sugerem que a
utilizacdo desse substituto do SFB néo traz beneficios em relacdo ao uso do
SFB.

Embora relatos sobre a utilizagdo de aminoacidos essenciais no cultivo
de CTE néo exista na literatura, optou-se por analisar qual seria a influéncia
deste no cultivo, entretanto a adicdo deste suplemento n&o alterou os

resultados encontrados anteriormente.

Partindo do principio de que a glicose em altas concentracdes é
deletéria ao desenvolvimento de embrides felinos (SWANSON et al., 1996;
KANDA et al., 1998) tentou-se cultivar a MCI em meio com baixa glicose, no
entanto, contrariamente ao esperado, os resultados obtidos foram os piores
ndo com relacdo a aderéncia da MCI, mas sim com relacdo a morfologia uma
semana apoés ser colocada em cocultivo. A partir deste dado podemos sugerir
gue o meio de cultivo deve ser rico em glicose para a derivacdo das CTE-like
felinas uma vez que os resultados pioraram quando o cocultivo foi realizado em

meio contendo 4,5 vezes menos glicose.
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Sabe-se que o fator inibidor da leucemia ndo sustenta o cultivo das CTE
em humanos, mas sim em camundongos (HUMPHREY et al.,, 2004;
THOMSON et al., 1998). A necessidade de adicdo dessa citocina ao meio de
cultivo de CTE-like felinas é desconhecida, uma vez que a presenca de
receptores de LIF nessas células ainda n&o foi analisado. Contudo, Kehler et
al. (2006) relataram que o LIF humano ou murino nédo tiveram efeitos na
manutencgdo e proliferacédo de col6nias de CTE-like felinas. No presente estudo
50 ng/mL de LIF murino foram utilizados em todos os meios de cultivo
analisados, entretanto, aparentemente, seus efeitos ndo foram suficientes para

a formacéo de colbnias.

E amplamente aceito que a adicdo de fator de crescimento de
fibroblastos 2 ao meio de cultivo de CTE humanas promove a autorrenovacao e
a capacidade de se diferenciar em diferentes tipos de células somaticas (XU et
al.,, 2001). Recentemente foi reportado que altas doses de FGF-2 foram
adequadas para manter CTE humanas ap6s 30 passagens em condi¢des de
cultivo sem soro e sem células de suporte (WANG et al., 2005a). Portanto na
busca de um meio completo para o cultivo de CTE-like felinas, neste estudo,
foram adicionamos 5ng/mL de FGF-2, o qual também n&o mostrou exercer
efeito benéfico no cultivo dessas células. Esse fator de crescimento também foi
utilizado por Serrano et al. (2006).

No presente estudo, as MCIs derivadas dos trés blastocistos
partenogenéticos ndo aderiram, entretanto esse fato deve estar relacionado
com a qualidade do embrido e ndo com as condi¢des de cultivo celular. Wang
et al. (2005b) relataram que a MCI de partenotos bovinos tem desenvolvimento
alterado o que predispde a diferenciacdo espontanea. A formacao de col6nias
de CTE partenogenéticas foi inferior as de CTE derivadas de embrides
fecundados in vitro e por transferéncia nuclear tanto em bovinos (WANG et al.,
2005b) quanto em suinos (KIM et al., 2007).

De acordo com os dados da literatura pode-se concluir que o meio de
cultivo utilizado para derivacdo de CTE humanas e murinas parece nao ser
adequado para o cultivo de CTE-like felinas, jA& que neste experimento foi

utilizado desde um meio simples até um meio mais complexo utilizado em
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humanos e néo resultou na formacéo de colbnias. Como dito anteriormente, a
camada de sustentacdo formada a partir de fibroblastos embrionarios felinos
pode néo ter secretado fatores adequados ao desenvolvimento dessas células.
Entretanto, essa justificativa talvez néo proceda pelo fato de ter sido adicionado
LIF e FGF-2 ao meio de cultivo e nem assim obter bons resultados.

Deve ser levado em consideracdo a dificuldade encontrada para o
isolamento e cultivo desse tipo celular, assim como a informacéo de que as
CTE-like obtidas até entdo nao foram adequadamete caracterizadas. Nao pode
ser descartada a possibilidade de que as células isoladas sejam de linhagem
trofoblastica uma vez que ja foi comprovado que o0s marcadores de
pluripoténcia utilizados em humanos e murinos ndo sdo confiaveis em animais
domeésticos (KIRCHHOF et al., 2000; HE et al., 2006; KEEFER et al., 2007).

As CTE-like felinas isoladas por Serrano et al. (2006) e Yu et al. (2007)
expressaram SSEA-1, SSEA-3 e SSEA-4. Entretanto, em bovinos e caprinos
ha grande divergéncia quanto aos dados obtidos com esses marcadores de
pluripoténcia. Em 2001, Mitalipova et al. relataram forte expressdo de SSEA 1,
SSEA3 e SSEA4 em CTE derivadas de embrides bovinos. Esses dados
concordaram parcialmente com os encontrados por Saito et al .(2003), os quais
observaram expressdo de SSEAL, mas ndo de SSEA 3 e SSEA4 e com os de
Mufoz et al. (2008), segundo os quais houve expressao de SSEA4, mas nao
de SSEA1. Muioz et al. (2008) compararam os resultados encontrados com 0s
obtidos a partir da imunistoquimica de embrides produzidos in vitro, a
expressdo foi negativa para SSEA1 e homogénea para SSEA4, o qual foi
identificado tanto na MCI quanto no trofectoderma.

He et al. (2006) observaram a expressdao de SSEAl e SSEA4
exclusivamente na MCI de blastocistos caprinos produzidos in vitro, entretanto

esses foram expressos no trofectoderma de blastocistos gerados in vivo.

A atividade da fosfatase alcalina detectada nas CTE-like felinas isoladas
por Serrano et al. (2006), a qual € bastante utilizada para avaliar a
indiferenciacdo de células tronco embrionarias tem sido controversa em
bovinos. No estudo realizado por Vejlsted et al. (2005) as células do epiblasto

ndo apresentaram atividade de fosfatase alcalina, a qual foi detectada
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unicamente em células do trofoblasto por Edwards et al. (2003). Maddox-Hyttel
et al. (2003) analisando a atividade de fosfatase alcalina, também, por
imunoistoquimica, em embrides 14 dias pds-inseminacao observaram que nao

houve deteccéo no epiblasto, mas sim no trofoblasto e no hipoblasto.

Oct 4 é um importante marcador de pluripoténcia em humanos e
murinos, entretanto nos animais domésticos sua expressao ndo tem sido
exclusiva de células pluripotentes. Por meio da imunoistoquimica, a expressao
do Oct4 foi estudada em blastocistos produzidos in vitro e in vivo nas espécies
murina, suina e bovina. Em camundongos, a expressao do Oct 4 foi restrita a
MCI, enquanto em suino e bovinos sua expresséo foi observada tanto na MCI
guanto no trofectoderma, ndo havendo diferencas entre embrides produzidos in
vitro e in vivo (KIRCHHOF et al.,, 2000). Esses dados corroboram com 0s
encontrados por He et al. (2006), segundo os quais houve expressao de Oct4
na MCI e trofectoderma de blastocistos caprinos produzidos in vivo. Concluiu-
se, portanto, que existe marcada diferenca na regulacdo do Oct 4 entre
camundongos e animais domeésticos (KIRCHHOF et al., 2000; HE et al., 2006).

Fato semelhante foi observado no presente experimento, pois a proteina
Oct4 foi detectada tanto na MCI quanto no trofoblasto dos blastocistos,
indicando que Oct 4 ndo pode ser considerado um marcador de pluripoténcia
confiavel para células derivadas de embriGes de gato domeéstico produzidos in

vitro.
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7 CONCLUSOES

EXPERIMENTO |

A producgéo de embrides felinos in vitro foi semelhante quando utilizou-
se 0 meio SOFaa ou FOC No entanto, numericamente o meio SOF
resultou em menor variabilidade entre as rotinas, acarretando, portanto

em melhor repetibilidade.

EXPERIMENTO I

As taxas de ativacdo partenogenética espontanea apoés 36 horas de
maturacao in vitro sao elevadas.

N&o héa diferenca entre o uso da ionomicina associada ao cicloheximide,
ao roscovitine ou ao estroncio quanto as taxas de ativacao
partenogenética e clivagem.

O uso de lonomicina e cicloheximide no periodo de exposicdo e
concentracbes utilizados neste experimento sao prejudiciais ao

desenvolvimento embrionario pés-compactacéao.

EXPERIMENTO Il

A dissociacdo mecanica se mostrou superior a imunocirurgia com
relacéo a aderéncia da MCI.

A fonte protéica adicionada ao meio de cultivo néo interfere na aderéncia
da MCI.

Os meios de cultivo utilizados neste experimento ndo séo eficazes para
formacé&o de coldnias de CTE-like felinas.

Fibroblastos embrionéarios felinos inativados com mitomicina C sé&o
benéficos para a aderéncia da MCI, mas ndo sédo capazes de sustentar

a formacéo de colbnias
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e O Oct4 néo pode ser considerado um bom marcador de pluripoténcia

para embrides felinos produzidos in vitro.
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9.1 ANEXO1

9 ANEXOS

Tabela 8. Meios TALP-FIV e TALP-SEMEN.
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REAGENTES CONCENTRACOES Empresa Cddigo
TALP-FIV TALP-SEMEN
NaCl 114mM 114mM Sigma S5886
KCI 3mM 3mM Sigma P5405
NaHCO3 25mM 25mM Sigma S5761
MgClxx6H,0 0,5mM 0,5mM Sigma M2393
CaCl22H.0 2mM 2mM Sigma C4901
NaH,PO, 0,3mM 0,3mM Sigma S5011
Lactato de Sédio 12mM 21,6mM Sigma L4263
Hepes Acido omM 10mM Sigma H6147
9.2 ANEXO?2
Tabela 9. Meio SOFaa.
Reagentes Concentracao Empresa Cddigo

NacCl 107,6mM Sigma S5886
KCI 7,16mM Sigma P5405
NaHCOs; 25mM Sigma S5761
MgSO4X7H,0 0,74mM Sigma M1880
CaCly,X2H,0 1,78mM Sigma C7902
KH2PO,4 1,2mM Sigma P5655
Tri-Sédio Citrato 0,34mM Sigma S4641
Lactato de Sodio 4,2mM Sigma L4263
Aminoacidos Essenciais 3% Sigma B6766
Aminoacidos ndo essenciais 1% Gibco 11140-050
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9.3 ANEXO 3

Tabela 10. Meio FOC.

Reagentes Concentracao Empresa Caodigo
NaCl 100mM Sigma S5886
KCI 8mM Sigma P5405
NaHCO3 25mM Sigma S5761
MgSO4X7H.0 1mM Sigma M1880
CaCl, 2mM Sigma C4901
KH2PO4 1mM Sigma P5655
Lactato de Sédio 6mM Sigma L4263
Glicose 1,5mM Sigma G6152

Aminoacidos nao essenciais 1% Gibco 11140-050
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Abstract

The objective of the present experiment was to evaluate the
parthenogenetic activation of domestic cat oocytes. Cumulus oocyte complexes
obtained after ovariectomy from adult health queens were subjected to three
different protocols of parthenogenetic activation: Group 1 — lonomycin
associated with cycloheximide; Group 2 - ionomycin associated with
roscovitine, and Group 3 — ionomycin associated with strontium. As a control,
cat embryos were produced in vitro. In all of the groups, the embryos were
cultured in SOFaa for 72 hours after activation/fertilization, and evaluated for
activation rate, cleavage and embryo development using Hoechst 33342.
Statistical analysis was performed using chi-square with significance levels of

5%. No statistic differences were observed among groups in relation to the



number of activated oocytes (69.9%, 76.6% and 64.6%, for treatment 1, 2 and 3
respectively); nor in relation to cleavage rates (46.6%, 46.73% and 32.32%, for
treatment 1, 2 and 3 respectively). However, the cleavage rates were
statistically different between the treatment groups and the control. When
embryo development was analyzed, the results showed no differences among
the treatment groups for the embryos with 2 to 10 cells, 10 to 16 cells and 16 to
32 cells (P>0.05). However, the embryo production rate was significantly higher
(P<0.05) in the control group compared with the parthenogenetic activation,
independent of the drug combination used. The results obtained in the present
experiment indicate that all of the treatments tested were effective in inducing
parthenogenetic activation in cat oocytes. However, the parthenogenetic

activation resulted in the formation of fewer embryos compared with the control.

Keywords: Artificial activation, cat, strontium, roscovitine, cycloheximide

1. Introduction

In mammals, the mature oocyte is maintained in the second meiotic
arrest (MIl phase) until sperm penetration or the occurrence of an artificial

stimulus (parthenogenetic activation) [1].

Oocyte activation is characterized by pulsate elevations in the
intracellular calcium levels, and by the reduced activity of the maturation
promoter factor (MPF) and the mitogen activation promoter factor (MAP). These
modifications in the cellular environment lead to a depolarization of the oocyte
membrane, a release of the cortical granule contents and a hardening of the

zone pellucid, which characterize polispermy blockage. The second meiotic



arrest is also finalized with the liberation of the second polar body and the

formation of male and female pronuclei [2,1].

When the sperm is not present, the intracellular calcium concentration
can be raised by several mechanical and chemical stimuli. Although the
amplitude and the duration of the calcium peaks produced artificially differ from
the ones observed during fertilization, they are still capable of inducing the

events of oocyte activation that characterize parthenogenetic activation [3].

The most efficient parthenogenetic activation methods combine the use
of a calcium ionophore, ethanol, strontium or an electric stimulus. Electrical
stimuli induce a transitory calcium elevation, while drugs induce a more
permanent MPF inhibition, such as protein synthesis inhibitors (cycloheximide)

and protein kinase inhibitors [4,3].

The calcium ionophore (ionomycin and A23184) is capable of forming a
complex that transports the calcium ions into the cells through the membrane
[5]. However, the precise mechanism of intracellular calcium liberation induced
by calcium ionophores is not fully understood, since some results indicate that
the presence of calcium in the medium is not necessary for intracellular calcium

elevation induced by calcium ionophores [3].

The strontium also induces calcium elevation in the cells. The use of this
compound results in multiple and periodic calcium oscillations, which are very
similar to the ones observed after sperm penetration. Efficient oocyte activation

was obtained with strontium in oocytes from mice [6], pigs [7] and cows [8,9].

Protein synthesis inhibitors such as cycloheximide are responsible for

reducing the CSF synthesis, resulting in an indirect effect that decreases the



MPF activity and restarts meiosis. On the other hand, the roscovitine is a
specific MPF inhibitor that has been used to delay meiotic progression in the
oocytes from bovine [10], porcine [11], equine [12] and ovine [13] species. The
meiosis blockage induced by roscovitine has no effect on the subsequent
embryo development, suggesting that this drug could also be used for

parthenogenetic activation.

In cats, the protocols for parthenogenetic activation are not very well
documented, since the literature on the subject is scarce. Due to this lack of
information, the present experiment aimed to evaluate parthenogenetic
activation induced in in vitro matured cat oocytes using the combination of

ionomycin with cycloheximide, roscovitine or strontium.

2. Materials and Methods

All chemicals utilized were purchase from Sigma Chemical Co. (St.

Louis, MO, USA) unless otherwise specified.

2.1. Oocyte recovery and in vitro maturation

Ovaries were obtained from adult health queens submitted to
ovariectomy. For the recovery of complex-cumulus-oocytes (CCOs), each ovary

was individually sliced. Only the CCOs with a uniform and dark cytoplasm and



presenting at least two layers of compact cumulus cells were used in this

experiment.

For in vitro maturation, 20 to 30 oocytes were cultured in four-well dishes
(Nunc, Roskielde, Denmark) containing 400 pl of DMEM (GIBCO, Grand Island,
NY, USA) supplemented with 4 mg/mL BSA, 1 mM sodium pyruvate, 0.13 mM
cysteine, 20 ng/mL IGF-I, 10 ng/mL bFGF, 10 ug/mL FSH (Folltropin®, Bioniche
Animal Health, Belleville, Ont, Canada), 1 ug/mL LH (Lutropin-V®, Bioniche
Animal Health, Belleville, Ont, Canada), 1 ug/mL estradiol, 100 mg/mL
streptomycin and 100 UlI/mL penicillin (GIBCO). Oocytes were maintained at
38.5°C in a 5% O,, 5% CO, and 90% N, atmosphere with 100% humidity for 36

h.

2.2. Oocyte activation

At the end of the maturation period the oocytes were striped using a fine

bore glass pipette and subjected to one of the following treatments:

Control — oocytes were cultured in MEM (GIBCO) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS, Nutricell, Campinas, SP, Brazil) in the absence of

any activation agent.

lonomycin + Cycloheximide (1) — oocytes were incubated in MEM-hepes
(GIBCO) with 5uM ionomycin for 8 min and transferred to a solution with MEM
supplemented with 10 ug/mL of cycloheximide and 7.5 ug/mL of cytochalasin B

for 6 h.



lonomycin + Roscovitine (2) — after 8 min of incubation in MEM-hepes
(GIBCO) with 5uM ionomycin, the oocytes were transferred to a solution with
MEM supplemented with 66 uM roscovitine and 7.5 ug/mL cytochalasin B for 6

h.

lonomicin + Strontium (3) — oocytes were incubated in MEM-hepes
(GIBCO) with 5uM ionomycin for 8 min and transferred to a solution with MEM
supplemented with 20 mM strontium (SrCL,.6H,0, J.T.BAKER) and 7.5 ug/mL

cytochalasin B for 6 h.

2.3. Culture

At the end of the activation protocol, the oocytes were cultivated in 100
pL drops of SOF (107.6 mM NacCl, 7.16 mM KCI, 25 mM NaHCOs3, 0.74 mM
MgSO4x7H20, 1.78 mM CaCl;x2H,0, 1.2 mM KH,;PO,4, 0.34 mM Tri-Sodium
citrate and 4.2 mM sodium lactate) supplemented with 1% non essentials amino
acids, 3% essential amino acids, 6 mg/mL BSA, 1 mM sodium pyruvate, 2 mM
glutamine, 2.7 mM myoinositol, 100mg/mL streptomycin and 100 Ul/mL
penicillin under mineral oil at 38.5°C in a 5% O,, 5% CO, and 90% N,

atmosphere for 72 h.

2.4. Evaluation of activation treatment

The index of oocyte activation was established after 72 h in culture by
transferring the oocytes to drops with 10 ug/mL bisbenzimide (Hoescht 33342)

into glycerol. Samples were analyzed in an inverted fluorescent microscope



equipped with a UV light. The oocytes were considered activated when
cleavage or a decondensed chromatin was observed.

2.5 Experimental design

Six replicates of oocyte activation were performed in each treatment
using 17 oocytes in each replicate. Treatments were compared concerning the
percentage of activated oocytes, the proportion of oocytes with a decondensed
chromatin and cleavage, as well as embryo development from 2 to 10 cells, 10

to 16 cells and 16 to 30 cells.

In the control group, the oocytes were cultured without activation
treatment to confirm that parthenogenetic activation was promoted by the

proposed protocols and not by the culture conditions.

2.6 Statistical analysis

The rates of activated oocytes, non-activated oocytes, cleavage and
embryonary development were evaluated using a chi-square test with a level of

significance of 5% (Bioestat 5.0).

3. Results

No differences (P>0.05) were observed among the treatments in relation to
activation rates (Table 1). However, the results obtained in the treatment groups

were different (P<0.05) from the control.



Table 1. Percentage of oocyte activation in accordance with the treatment

group.
Treatment Non-activated (%) activated (%)

Control 64/100 (64.0) ? 36/100 (36.0)

lonomycin + Cycloheximide 31/103 (30.1) ° 72/103 (69.9)
lonomycin + Roscovitine 25/107 (23.4) ° 82/107 (76.6) 2
lonomycin + Strontium 35/99 (35.4) ° 64/99 (64.6) ®

Letters with different values on the same column differ (P<0.05).

The results showed that cleavage rates were not different (P>0.05)
among the treatment groups, but the number of cleavage embryos in the control
group was lower than the numbers observed in all of the treatments tested.
Similarly, the percentage of oocytes with a decondensed chromatin that did not
progress through to cleavage was not different among the treatment groups, or

between the control and the treatment groups (P>0.05) (Table 2).

Table 2. Percentage of oocytes that cleaved or presented a decondensed

chromatin in relation to the total number of oocytes in each treatment.

Decondensed
Treatment chromatin Cleaved
Control 24/100 (24.00)* 12/100 (12.00)"°
lonomycin +
Cycloheximide 24/103 (23.30)* 48/103 (46.60)%
lonomycin +
Roscovitine 32/107 (29.91)% 50/107 (46.73)%
lonomycin + a a
Strontium 32/99 (32.32) 32/99 (32.32)

Letters with different values on the same column differ (P<0.05).



The percentage of cleaved oocytes that developed until 2 to 10 cells, 10
to 16 cells and 16 to 30 cells is shown in Table 3. No difference was observed
among the groups (P>0.05), but the results in the control group were different

from all of the treatments tested (P<0.05).

Table 3. Percentage of cleaved oocytes that developed into embryos in

each treatment.

Treatment Treated Cleaved Embryonary development
2to 10 10to 16 16 to 30
oocytes oocytes (%)
cells cells. cells.
Control 100 12(12° 11 (9167 0(0.00°  1(8.33)°
lonomycin +

Cycloheximide 103 48 (46,.60)° 28 (58.33)" 8(16.67)° 12 (25.00)°

lonomycin +

Roscovitine 107 50 (46.72)° 28 (56.00)° 11 (22.00)° 11 (22.00)
lonomycin + A X ) .
Strontium 99 32(32.32)° 19(59.37)" 6(18.75) 7 (21.88)

Letters with different values on the same column differ (P<0.05).

4. Discussion

For oocyte activation to occur, it is necessary that the MPF and the
MAPK levels were low. This reduction is obtained due to the multiple and
periodic oscillations in the intracellular calcium content [2]. During fertilization,
these changes are induced by the interaction between the oocyte and the
sperm, or by the release of a sperm factor into the oocyte cytoplasm [1]. When
the sperm is not present, the intracellular calcium concentration can be raised
artificially by a combination of several chemical activators [3]. Although this
process is well described in many mammals, in cats, the protocols for artificial

activation are poorly described in the literature.



In the present experiment, domestic cat oocytes submitted to three
different activation protocols were matured in vitro for 36 h. Several studies
[8,14] demonstrate that aging oocytes undergo artificial activation more rapidly
than oocytes matured for shorter periods (24 h). In fact, it was reported that
oocytes matured in vitro for 24 h presented levels of MAPK and MPF
significantly higher than the ones matured for 40 h [15]. However, the
developmental competence of these aging oocytes is low [16,17]. The
maturation of cat oocytes from 42 to 45 h significantly reduced embryo

development after fertilization [16,18].

The index of spontaneous oocyte activation obtained in the present
experiment was 36%, which is significantly higher than the one described by
Gabriec et al. [8], who reported only 2% spontaneous oocyte activation in the
domestic cat. This difference may be linked with the long maturation time (36 h)
used in the present experiment, since at 40 h of maturation, the levels of MAPK
and MPK are lower than those required for facilitating the occurrence of

spontaneous oocyte activation [15].

The utilization of ionomycin as a single agent to induce parthenogenetic
activation resulted in 47% oocyte activation [20]. However, many other reports
indicate that better results are obtained when ionomycin is associated with other
drugs to prevent the elevation of MPF levels, such as protein synthesis

inhibitors [21,22].

When the association between calcium ionophore and cycloheximide
was used, 69.9% of the cat oocytes studied was positively activated. This rate is

superior than the one obtained using only ionomycin (47%) [20], but is lower



than the one previously described by Keller et al. [23] who obtained 90% oocyte
activation using the same drug combination. Moreover, the cleavage rate
obtained in the present experiment was also lower at 46.6% compared to the
82% described by Du et al. [24]. The explanation for the lower oocyte activation
rates obtained in the present experiment probably relates to the fact that the
oocytes were destined to artificial activation without previous evaluation for the
presence of a polar body, indicating that some oocytes might have still been
immature at the moment of activation and were not capable of responding to the
chemical stimulus. Also, some oocytes in Metaphase | could form tetraploid
embryos after activation, since the first polar body was not yet extruded. In
those embryos, the first cleavage appeared normal, but further development

was always impaired.

Moreover, the different experimental conditions may also be responsible
for the differences observed between the results of the present experiment and
the literature. The results from Keller et al. [23] and from Du et al. [24] were
obtained after exposure of the oocytes to ionomycin for 5 min followed by 4 to 5
h of cycloheximide treatment, while in the present experiment oocytes were
exposed to ionomycin for 8 min and treatment with cycloheximide lasted for 6 h.
This protocol was chosen based on the good results for bovine oocyte

activation obtained previously in our laboratory [25].

Gabriec et al. [19] obtained 48.43% oocyte activation and 18.24%
cleavage using the association of ethanol and cycloheximide. On the other
hand, the association of ethanol, cycloheximide and an electric stimulus
resulted in 29.68% oocyte activation and only 5.16% cleavage rates. These

results are lower than the ones obtained in the present experiment in all of the



treatment groups, but are similar to the control group (36% oocyte activation
and 12% cleavage rate). However, it is difficult to compare the results obtained
using different protocols, especially because the effect of each drug on oocytes

is different.

Kitiyanant et al. [26] were able to obtain a 70% rate of development of
the embryos to the two cell stage and 40% morulaes using 6-DMAP associated
with the calcium ionophore, compared to 46.72% of cleaved oocytes and 22%
of 16 to 30 cell embryos obtained in the present experiment using roscovitine.
Although Roscovitine and 6-DMAP are both protein kinase inhibitors, their
action is different. Roscovitine acts specifically on the phosphorylation of the
MPF, while the 6-DMAP acts indirectly on the phosphorylation of other proteins,
which results in the decrease of MPF activity. The effect of the calcium
ionophore in association with 6-DMAP was already described in cats [26]. To
our knowledge, however, this is the first report of cat oocyte activation using

ionomycin and roscovitine.

The ideal concentration of roscovitine used in mouse oocytes to reduce
the MPF activity was = 50 uM, since the use of 20 uM was not enough to
reduce the activity of the H1 histone, and the use of 100 uM, although not toxic
for the oocytes, resulted in similar activation rates compared with the
concentration of 50 uM [27]. No previous data were presented in the literature
concerning the use of roscovitine for cat oocytes, and in the present experiment
the concentration of 66uM was based on the results obtained to prevent meiosis
in equine oocytes [12]. However, a dose response experiment may be

necessary to determine the ideal concentration of roscovitine for cat oocytes.



The use of strontium to activate oocytes was previously described in pigs
[7] and in cows [9]. Strontium acts through the induction of calcium oscillations
using the intracellular stocks of the ion [28]. In pigs, the use of 10mM of
strontium associated with ionomycin improved the activation and the embryo
development in comparison to the use of ionomycin alone [7], while in cows no
differences were observed on oocyte activation when 20 mM of strontium was

utilized alone or in association with ionomycin [9].

Again, to our knowledge, this is the first report of the use of strontium to
activate cat oocytes. In the present experiment the oocytes were treated with
strontium in media with calcium, since Meo et al. [9] did not find any differences
when cow oocytes were activated with strontium in media with the presence or
absence of Ca™ and Mg*". The presence of calcium in the media containing

strontium, however, may interfere with the oocyte activation [28].

In conclusion, the results of oocyte activation obtained in this study were
similar between the use of cycloheximide, roscovitine and strontium. However,
to optimize the use of strontium and roscovitine, a dose response and the effect

of the presence of Ca™" in the media still need to be studied in cats.
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