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RESUMO

WOLF, A. Estimulo da sintese de glutationa na maturacéo in vitro de oocitos bovinos e
sua influéncia no desenvolvimento embrionéario. [Stimulation of glutathione syntesis in
bovine oocytes during in vitro maturation and its influence on embryonic development.].
2005. 101 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinéria) — Faculdade de Medicina Veterinéria
e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista— UNESP, Botucatu, 2005.

As biotecnologias mais avancadas utilizam a producéo in vitro (PIV) de embrides como
suporte, a qual € dividida em trés etapas igualmente importantes. maturacdo (MIV),
fecundacdo (FIV) e cultivo in vitro (CIV). O objetivo deste trabalho foi avaliar a MIV de
oocitos bovinos na presenca de estimuladores da sintese de glutationa (GSH) e sua influéncia
no numero e na qualidade dos embrides CIV em dois sistemas de cultivo. O meio TCM-199
adicionado de bicarbonato de sodio (26mM), piruvato (0,25mM), sulfato de amicacina
(75mg/mL), FSH (0,5my/mL), hCG (100UI/mL) e estradiol 17b (1mg/ml) foi utilizado como
meio base (TCM-199b) para os seis meios de maturacdo avaliados (Experimento I): controle
do laboratério (S) (TCM-199b+10% SFB), controle BSA (B) (TCM-199b+0,5% BSA) e
aditivos, cisteina (BC) (meio B+825mM de L-cisteina), cisteina-cisteamina (BCC) (meio
BC+100mM de cisteamina), cisteina-cisteamina-mistura de insuling, transferrina e selénio
(BCCI) (meio BCC+ITS 8:8:8) e cisteinaITS (BCl) (meio BC+ITS). Para se verificar a
maturacdo nuclear, pelo estadio da meiose, e a citoplasmatica, pelos parametros da migracéo
dos granulos corticais (GCs) para a periferia da membrana citoplasméatica (n=1084) e da
concentracdo intracelular de GSH ([GSHi]) (n=1020) foram utilizados odcitos (n=2104) de
abatedouro MIV por 24h em estufa imida a 38,5°C e 5% de CO, em ar. Apds esta avaliagio,
odcitos (n=3403) foram maturados no meio S, BC ou BCC, FIV em meio TALP-FIV e ClIV,
por sete dias, em dois sistemas (SOFaat+2,5% de SFB+0,5% de BSA e atmosfera com 5% de
CO;z em a, aproximadamente 20% de Oy, ou SOFaat+0,5% de BSA e atmosfera com 5% de
CO, e 5% de O,) para a avaliacéo das taxas de clivagem e producéo de blastocisto (Bl) e, da
gualidade proporcional do nimero de células da massa celular interna e do trofoblasto
(MCI:TF), pela coloracéo diferencial, e do nimero de células em apoptose, pela coloracdo
TUNEL (Experimento IlI). Os Bls produzidos foram classificados em superiores,

considerando-se a propor¢do MCI:TF 1:2 e as médias gerais das células da MCI=24 e do



nimero total de células em apoptose=10 e, em excelentes, considerando a somatoria da média
gera de células da MCI=24 e do desvio padrédo=12 (MCI+SD=36). No Experimento |, as
taxas médias de maturacdo nuclear e da migracdo dos GCs para a periferia da membrana
citoplasmética ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre 0s grupos, mas a
[GSHi] (pmol/odcito) foi maior (p<0,05) nos grupos BC (4,25), BCC (4,97) e BCCI (4,42)
em relacdo aos S (1,83), B (2,63) e BCI (2,23). No Experimento |l, as taxas médias de
clivagem e producdo de Bl ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre os
grupos, mas o sistema de CIV com 5% de O, produziu Bls de melhor qualidade MCI:TF,
tendo maior nimero de células na MCl em relacdo ao com 20% de O, (35,09% vs 27,06%,
respectivamente), além de apresentar maior freqiéncia de Bls superiores (MCI>24
células=55,28% vs 34,88% e MCI: TR 1:2=58,54% vs 31,78%, respectivamente) e excelentes
(MCIB 36=51,47% Vs 26,67%, respectivamente) independente do meio de MIV. No entanto, o
sistema com 5% de O produziu Bls com maior porcentagem de células em apoptose na
regidgo da MCl em relagcdo ao sistema com 20% de O, (8,13% vs 6,04%, respectivamente),
como também no embrido (13,18% vs 10,95%, respectivamente), além de apresentar menor
frequiéncia de Bls superiores (37,67% vs 69,41%, respectivamente) independente do meio de
MIV. Concluiu-se que: a adicdo de componentes de thiol no meio de M1V n&o aumentou as
taxas de maturacdo nuclear e de migragéo dos GCs em nenhum dos grupos, apesar de elevar a
[GSHi] nos grupos BC, BCC e BCCI; a maturacdo e a estocagem intracelular de GSH foram
eventos independentes durante a MIV; os meios de MIV e os sstemas de CIV néo
interferiram nas taxas de clivagem e producéo de Bl; independente do meio de MIV utilizado,
0 sistema de cultivo com 5% de O, produziu embriées com melhor qualidade proporcional
MCI:TF, mas com maior quantidade de células em apoptose na regido da MCI; ha
necessidade de se avaliar a capacidade dos embrides PIV nestas condigbes em promover

gestagdo in vivo.

Palavras-chave: glutationa; cisteina; cisteamina; maturacdo in vitro; atmosfera de Oy; cultivo

in vitro; bovino.



ABSTRACT

WOLF, A. Stimulation of glutathione syntesis in bovine oocytes during in vitro
maturation and its influence on embryonic development. [Estimulo da sintese de
glutationa na maturacdo in vitro de odcitos bovinos e sua influéncia no desenvolvimento
embrionario.]. 2005. 101 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de
Medicina Veterinéria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista— UNESP, Botucatu, 2005.

Advanced biotechnology usesin vitro production (1VP) embryos as support, that is performed
in three stages of similar importance: in vitro maturation (IVM), fertilization (IVF) and
culture (IVC). The main goa of this experiment was to assess the IVM of bovine oocytes in
presence of glutathione (GSH) synthesis stimulates and its influence on quantify and quality
of IVC embryos in two culture systems. TCM-199 medium plus sodium bicarbonate (26mM),
piruvate (0.25mM), amicacine sulphate (75ng/mL), FSH (0.5my/mL), hCG (100Ul/mL) and
estradiol 17b (1ng/ml) was used as basis medium (TCM-199b) to evaluate six maturation
media (Experiment 1): laboratory control (S) (TCM-199b+10% SFB), BSA control (B)
(TCM-199b+0.5% BSA) ad supplementation with cysteine (BC) (B medium+825mM of L-
cysteine), cysteine-cysteamine (BCC) (BC medium+100mM of cysteamine), cysteine-
cysteamine-insuline, transferrin and selenium mix (BCCI) (BCC medium+ITS 8:8:8) and
cysteine-ITS (BCl) (BC medium+ITS). Bovine oocytes (n=2104) obtained from
daughterhouse ovaries were used to verify nuclear maturation, by meosis stage, and
cytoplasmatic maturation, by migration of cortical granules (CG) to cytoplasmatic membrane
periphery (n=1084) and by GSH intracellular concentration ([GSHi]) (n=1020), the IVM was
during 24h in a humid incubator at 38.5°C and under 5% CO, atmosphere. Next, oocytes
(n=3404) were maturated in S, BC or BCC medium, IVF was in TALP-IVF medium and IVC
was in two different systems (SOFaa+2.5% SFB+0.5% BSA and under 5% CO, atmosphere,
and approximate 20% O,, or SOFaa+0.5% BSA and under 5% CO, and 5% O, atmosphere)
for a seven day period to evaluate cleavage and blastocyst (Bl) rates, inner cell mass and
trophoblast ratio quality (ICM:TE), by differential staining, and apoptotic cell quantify, by
TUNEL technique (Experiment Il). Produced blastocysts were classify as better, when
ICM:TE 1.2 and ICM average cells=24 and tota number of apoptotic cells=10, and as
excellent Bl when total of ICM average cells=24 plus standard deviation=12 (ICM+SD=36).

In Experiment |, nuclear maturation and CG migration to cytoplasmatic membrane rates were



not show statistical differences (p>0.05) among groups, but the [GSHi] (pmol/oocyte) was
higher (p<0.05) in BC (4.25), BCC (4.97) and BCCI (4.42) groups in comparison to S (1.83),
B (2.63) and BCI (2.23) groups. In Experiment 11, cleavage and Bl rates were not present
statistical differences (p>0.05) among groups, 5% O, system produced Bl with better
ICM:TE, with morecellsin ICM in comparison to 20% O (35.09% vs. 27.06%, respectively),
moreover, it aso resulted in more better quality blastocysts (ICM>24 cells=55.28% vs.
3488% and ICM:TE1:2=5854% vs. 31.78%, respectively) and excellent BI
(ICM3 36=51.47% vs. 26.67%, respectively) in any IVM medium. However, 5% O, system
produced Bl with more apoptotic cells in ICM in comparison to 20% O, (8.13% vs. 6.04%,
respectively), as well as in embryos (13.18% vs. 10.95%, respectively), furthermore few
better Bl (37.67 vs. 69.41%, respectively) in any IVM medium. It is concluded that: addition
of thiol components in VM medium were not increase nuclear maturation and the CG
migration rates in any groups, but increased [GSHi] in BC, BCC and BCCI groups; the
maturation and GSH intracellular storage were independent events during IVM; IVM media
and IV C systems were not interfere in cleavage and Bl rates; in 5% O, system produced better
embryos (ICM:TE), but with more apoptotic cellsin ICM, independent of VM medium used,;
there are necessity to evaluate the capacity of 1VP embryos in this experiment conditions to

promote in vivo pregnancy.

Key-words: glutathione; cysteine; cysteamine; in vitro maturation; QG atmosphere; in vitro

culture; bovine.
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1 INTRODUCAO

As biotécnicas utilizadas na reproducdo animal foram revolucionadas em menos de 30
anos, principalmente na década de 90 com a clonagem e a transgenia. No entanto, essas
biotécnicas avancadas sdo totalmente dependentes da tecnologia basica da producéo in vitro
(PIV) de embrides.

Portanto, pesquisas na érea de maturacéo (MI1V), fertilizacdo (FIV) e cultivo in vitro
(CIV) de embrides sdo muito importantes, dando suporte para as outras biotecnologias. Sabe-
se atualmente que somente 30% dos odcitos submetidos a MIV sdo capazes de produzir
embrides em contraste aos 90% dos embrides produzidos totalmente in vivo.

A maturacéo de odcitos pode ser redlizada in vitro, embora ndo apresente a mesma
eficiéncia que a in vivo. Entretanto, € uma das fases mais importantes da PIV de embrides,
pois € 0 periodo em que 0 odcito adquire capacidade de seguir os proximos eventos (FIV e
ClV). Além disso, o odcito produz reservas bioquimicas, para manter o desenvolvimento
inicial até a transicdo materno-zigética (ativacéo dos genes do embrido), e enziméticas, para
suportar o estresse oxidativo sofrido, principamente, durante a compactacéo da mérula, onde
h& maior gasto energético.

Embora a maturacdo nuclear possa ocorrer espontaneamente, a citoplasmética
freqUientemente é ineficiente, ocorrendo uma migracéo inadequada de grénulos corticais para
a periferia da membrana citoplasmatica do oécito (Damiani et al., 1996) e uma estocagem
insuficiente de glutationa (GSH) intracelular (De Matos et al., 1996), levando a possibilidade
de polispermia e de baixa competéncia oocitaria para posterior desenvolvimento embrionario.

Este trabalho foi proposto devido a uma divergéncia na literatura quanto a adicéo de
componentes de thiol somente no meio de MIV de odcitos bovinos para se elevar a producao
e/ou a qualidade de embrides PIV e, a auséncia de relato da M1V com estes componentes e
subsequiente CIV p6s-FIV nos dois sistemas de cultivo (sistema com 5% ou 20% de Oy).

Portanto, apresenta-se a hipotese de que o estimulo da GSH intracelular no odécito
bovino, durante a MIV, suporta a maturacdo na auséncia do SFB. Ainda, o subsegiente CIV
destes odcitos no sistema com 5% de O, aumenta a PIV de embrides bovinos, quanto a sua
guantidade (taxas de clivagem e de producdo de blastocisto) e qualidade (maior nimero de

células congtituintes do embrid&o e menor nimero de células em apoptose).
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1.1 Objetivos

- Veificar se a adicdo de componentes de thiol no meio de MIV aumenta as taxas de
maturacdo oocitéria;

- Avdliar se a adicdo de componentes de thiol no meio de MIV é capaz de elevar a
concentracdo intracelular de GSH no odcito bovino;

- Observar se a presenca de componentes de thiol durante a M1V de odcitos bovinos
elevam as taxas de clivagem e de producéo de blastocisto, bem como melhora a qualidade dos
embrides PIV, com relacdo a0 numero diferencia de células (massa celular interna e
trofoblasto) e ao nimero de células em apoptose;

- Avdiar a influéncia de dois sistemas de CIV de embrides, produzidos com odcitos
MIV na presenca de precursores da GSH, sobre as taxas de clivagem e de produgdo de

blastocisto, bem como sua qualidade proporcional MCI: TF e nUmero de células em apoptose.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Producéaoin vitro (PIV) de embrides

Um dos objetivos da producdo in vitro (PIV) de embribes € aumentar o nimero de
embrides produzidos e que estes mantenham a capacidade de serem gestados apls a
transferéncia para receptoras. A PIV de embrides é atamente variavel (20 a 40%), tendo a
necessidade de melhorar e estabilizar estes indices, adequando atécnica em suas trés etapas:
maturacéo (M1V), fecundacdo (FIV) e cultivo in vitro (CIV) de embrides (Caamafio et al.,
1998).

O processo de maturag&o oocitéria pode ser realizado in vitro com a remocédo do oocito
imaturo do foliculo e seu cultivo em meio e ambiente adequados (Edwards, 1965 apud
Abeydeera et al., 1998). Embora a simples remoc¢do do odcito do foliculo ja induza sua
maturacd0 nuclear espontanea, ndo ha completa aquisicio de competéncia de
desenvolvimento, devido as fahas na maturacdo citoplasmatica (Tribaut, 1977 apud
Abeydeeraet d., 1998).

O sistema de PIV de embrides € menos eficiente em relacdo ao in vivo, apresentando
menor taxa de clivagem e de producdo de blastocisto, bem como menor qualidade
embrionaria (Van Soom et a., 1997). Esta baixa quaidade de embribes PIV pode ser
atribuida a0 menor nimero de células viaveis (menor nimero de células constituintes do
embrido e maior incidéncia de células em apoptose) da massa celular interna (MCI), onde
uma fragmentacdo do DNA pode iniciar antes do embri&o completar o quarto ciclo celular (8
a 16 células) (Knijn et a., 2003). Desta forma, fica clara a importancia dos cuidados técnicos
no periodo de M1V, de FIV e de CIV nos primeiros ciclos celulares. Entretanto, Krisher &
Bavister (1998) sugeriram gue, para aumentar a viabilidade dos embrides CIV, maior atencéo
deve ser dada principamente a M1V, pois as condicdes de cultivo in vitro podem influenciar a
maturacao citoplasmatica dos oécitos.

Da mesma forma, Long et al. (1999) previamente descreveram que as condic¢des de
cultivo, como as diferentes composicdes dos meios e a variacdo da qualidade espermética,
tém impacto significativo sobre a producdo de embrides, por interferir diretamente na FIV e
no CIV de embrides (clivagem e producdo embrionaria). A partir destas observacdes, as

condicbes de MIV vém sendo muito estudadas para se aproximar a0 que ocorre
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fisiologicamente {n vivo), 0 que dara ao odcito competéncia para suportar 0s proximos
eventos, pois a maturacdo oocitéria corresponde a um fendmeno onde o gameta feminino
adquire competéncia de conduzir e passar pelos eventos da fecundacdo e do desenvolvimento
embrionario inicial (Abeydeera et al., 1998).

A maturacdo citoplasmatica pode ser avaliada por uma série de parametros, tais como
alteragdes estruturais com a redistribuicdo das organelas citoplasmaticas (granulos corticais,
mitocondrias, complexo de Golgi e reticulo endoplasmético). Um dos parametros mais
utilizados para esta avaliagéo é a migracdo dos granulos corticais (GCs) para a periferia do
oécito (Damiani et al., 1996; Carneiro et al., 2002); outro parametro é a dosagem de
glutationa (GSH) intracelular (De Matos et al., 1995, 1996).

No desenvolvimento inicial (quinto ao sexto ciclo celular) as células embriondrias se
diferenciam em massa cdular interna (MCI) ou trofoblasto (TF); a MCI originara
principalmente o feto, enquanto o TF dara origem as membranas extra-embrionarias (Neuber
et al., 2002). A gualidade embrionaria pode ser avaliada pela coloracéo diferencial, descrita
por Iwasaki et al. (1990), onde se pode quantificar as células da MCl e do TF. O
estabelecimento de uma correlagdo da proporcdo de MCI:TF é considerada essencial para
assegurar a viabilidade embrioné&ria (Fleming, 1987). Embora, ndo sgja determinada uma
razéo ideal de MCI:TF, tem-se adotado valores de 1:2 (Avelino, 2004).

No metabolismo celular, durante o desenvolvimento embrionério, as espécies reativas
de oxigénio (ROS), que incluem anion superoxido (O2), perdxido de hidrogénio (H.0,) e
radicais hidroxila (OH), sdo constantemente liberadas do processo de quebra de ATP (fonte
energética celular) (Feugang et al., 2004).

Estes radicais livres sd0 0s mais importantes oxidantes biolégicos, pois sdo potentes
eletrofilos que agem em centros nucleofilicos, com terminactes —-OH, -NH; e grupos—SH, de
pequenos componentes e macromoléculas celulares (DNA, proteinas e polissacarideos),
causando consequéncias irreversiveis, como a morte celular (apoptose ou necrose) (Knapen,
et a., 1999). A concentracdo intracelular das ROS é aumentada nos sistemas de cultivo in
vitro, onde elevadas quantidades de O, e H,O, foram detectadas (Feugang et a., 2004).

Pararegular a agdo destas ROS, a célula possui um sistema antioxidante eficiente, como
superdxido dismutase (SOD), catalase e GSH, que atuam como reguladores metabdlicos,
atenuando os efeitos do estresse oxidativo por inativar as ROS (De Matos et al., 1995, 2002a).



Revisdo da Literatura 26

2.2 A biosintese da glutationa (GSH) e a sua importéancia no oécito

A GSH (tripeptideo thiol L-g-glutamil- L-cisteinil-glicina) é formada pelos aminoécidos
glutamato, cisteina e glicina (Figura 1) e apresenta a terminacéo —SH (thiol). Esta terminacéo
€ importante durante as reacOes de Oxido-reducdo para remover os perdxidos, agindo
diretamente nas ROS (O, , OH e H,0,) (Knapen et al., 1999), resultando em GSH oxidada
(GSSG) (Hall, 1999). Além disso, é um thiol de baixo peso molecular e é o principa
componente sulfidril ndo protéico presente em grandes quantidades nas células animais e
vegetais, tendo um papel importante na protecdo celular ao dano oxidativo (Abeydeera et dl.,
1998, 1999). Apresenta-se de duas formas. reduzida, como um grupo sulfidril (GSH),
predominante (99,5%) na célula, ou oxidada, como um dissulfeto (GSSH) (Anderson, 1985)
(Figural).

GSH Reduzida GSH Oxidada
COOH COOH COOH
Glicina (|:H2 CH, CH,
]\ '|""" |~|1H r||H
‘|3° (|:0 (|:0
Cisteina <H(|2—CH2—5H HC—CH;—5— §—CH:—CH
| |
'i'“ r~||H I*|IH
i
‘|30 (|:0 (|:0
‘|:”2 CH, CH,
Glutamato < (|;|.|2 (|:H2 (l:Hz
| |
"“|3_“"'2 H(|I—NH2 HEH—(|:H
.. COOH COOH COOH

Figura 1. Estrutura bioguimica da glutationa reduzida (radical —SH) e oxidada (formacéo de

ponte dissulfeto), composta por glutamato, cisteina e glicina. Fonte: (Avelino, 2004)
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g Glutamato + Cisteina
BSO — gGCS —» | «— ATP
L-g Glutamil-L-cisteina

GS —» | «— Glicina/ATP

v

. Glutationa
NADP 2GSH

GSH-PX

GSH-RD

NADPH-+H GSSG 2 H,0

Figura 2: Esguema resumido da sintese de glutationa e seu mecanismo de agdo frente ao
peréxido de hidrogénio com formacédo de H,O (ciclo g-glutamil).
0gGCS = gama- glutamilcisteina-sintetase, GS = glutationa sintetase,
GSH = glutationa reduzida, GSSG = glutationa oxidada, GSH-RD = glutationa
redutase, GSH-PX = glutationa peroxidase, BSO = buthionine suifoximine,

NADP = nicotinamida adenina dinucleotideo fostato. Fonte: (Avelino, 2004)

A sintese e a oxidagdo da GSH nas células ocorre no ciclo g-glutamil, que tem, por sua
vez, duas funces principais. sintetizar e manter a GSH na forma reduzida e transportar
aminoacidos pela membrana celular (Meister, 1983).

Para neutralizar as ROS, duas moléculas de GSH, com radicais —SH, reagem pelo
mecanismo de reducdo, via NADPH, com uma molécula de H,O,, formando GSSG
(metabdlito toxico) e duas moléculas de H,O. A conversdéo de GSSG para GSH é
imediatamente catalisada pela enzima glutationa redutase, utilizando NADH ou NADPH
como doador de elétrons (redutor intracelular), mantendo uma proporcdo GSH/GSSG em
torno de 99:1 dentro da célula (Figura 2) (Meister, 1983; Hall, 1999).

Além de protecéo celular contra radicais livres gerados norma mente pelo metabolismo
oxidativo da célula, a GSH apresenta varias agdes, como O transporte de aminoécidos,
principalmente da cisteina, sintese protéica e de DNA e reducdo de dissulfitos (Meister, 1983;
Naga et a., 2001; De Matos et al., 2002a). Ainda, a GSH é requerida para a desintoxicagao

de peréxidos lipideos e de proteinas tioladas, controla a permeabilidade da membrana
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mitocondrial e, ainda, pode estar envolvida na remocéo de HO, em embrides (Hall, 1999;
Van Soom et a., 2002).

Apesar da GSH ser congtituida por glutamato, glicina e cisteina, sua biosintese no
odcito é limitada pela presenca de L-cisteina no meio extracelular (Furnus & De Matos,
1999), mas a cisteina € muito instavel e rapidamente oxidada (autoxidac&o) a cistina em uma
hora de cultivo, ficando indisponivel para as células e prejudicando a sintese de GSH
intracelular (Bannai, 1984 apud De Matos et al., 1995; Sagara et al., 1993). No entanto,
componentes de thiol, como o b-mercaptoetanol ou a cisteamina (precursores da GSH),
reduzem a cistina em cisteina (substratos da GSH e também componentes de thiol), mantendo
assim sua concentracdo e disponibilidade no meio de cultura (Ishii et al., 1981; Issels et al.,
1988). Portanto, a disponibilidade de aminoacidos precursores € o fator regulador na sintese
de GSH, onde o suprimento extra celular de aminoacidos promove um ponto de controle nas
células de mamiferos (Bannai, 1984 apud De Matos et al., 1995; Sagara et a., 1993). Desta
forma, a adicdo de componentes de thiol no meio de cultivo, como o b-mercaptoetanol, a
cisteamina €/ou a cisteing, intensifica a sintese e aumenta a concentracéo intracelular de GSH
(Issels et al., 1988; Takahashi et al., 1993, 2002).

A importancia da sintese de GSH durante a maturacdo oocitéria in vivo foi relatada em
vérias espécies. camundongos (Calvin et a., 1986), hamsters (Perreauld et al., 1988), suinos
(Yoshidaet al., 1993; Abeydeera et a.,1998; Jeong & Y ang, 2001; Brad et al., 2003), bovinos
(Takahashi et al., 1993; De Matos et a., 1995, 1996; De Matos & Furnus, 2000), bufalos
(Gasparrini et al., 2000, 2003), ovinos (De Matos et al., 2002b) e caprinos (Rodrigéz
Gonzdez et a. 2003), e o aumento de sua concentragdo foi relacionado com o
desenvolvimento e a maturagdo oocitéria no ovéario, principa mente na proximidade do tempo
da ovulacdo, e ao pico de LH, fazendo um estoque para proteger o oécito durante e apds a
fecundacéo (Perreauld et al., 1988).

Os fluidos do sistema genital apresentam ata concentracdo de GSH no periodo
pré-ovulatorio, dentre eles, o liquido folicular (Bisseling et al., 1997) e o fluido do oviduto
(Lapointe & Bilodeau, 2003). A concentracdo de GSH é quatro vezes maior no fluido do
oviduto bovino no periodo pré-ovulatério que na fase luteal (Lapointe & Bilodeau, 2003).

A sintese e o metabolismo de GSH intracelular podem ser regulados pelas
gonadotrofinas durante a maturacéo oocitéria (Zuelke et a., 2003) e as células do cumulus
oophorus sd0 importantes neste processo, com 0 transporte de cisteina para o interior do
odcito, pois experimentos mostraram que a adicdo de precursores de GSH durante a MIV

estimulou a sintese de GSH apenas em odcitos envolvidos pelas células da granulosa, mas ndo
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nos desnudos (De Matos et al., 1997; Nagai, 2001). Ainda, Wang et a. (1997) associaram 0
aumento da exocitose dos granulos corticais em 00citos suinos maturados na presenca da
cisteina

No entanto, uma presenca balanceada de ROS e antioxidantes tem um impacto positivo
nas funcdes do espermatozodide, MIV, FIV e CIV de embriBes bovinos, onde o oviduto
promove um 6timo ambiente para que ocorra a maturacdo final do odécito, fusdo dos gametas e
o0 desenvolvimento embrionario inicial. Em alguns casos, os efeitos das ROS sobre as funcdes
do espermatozéide sdo benéficos (ligagdo do espermatozdide a zona pellicida), mas mal éficos
em outros (motilidade) (Lapointe & Bilodeau, 2003).

A concentracdo intracelular de GSH se eleva durante a maturagdo oocitéaria e 0 seu nivel
foi relacionado com a qualidade de maturacdo oocitaria (Yoshida et al., 1993). Yoshida et al.
(1993) e Sawai et d. (1997) relataram que a cisteina é importante durante o estédio de
metéfase | a metéfase 1l e para a formacéo dos pronucleos em suinos, apos a fecundagéo o
nivel de GSH intracelular cai ao redor de 10% do inicial, sugerindo que esta enzima sgja mais
importante durante a fecundac&o que no desenvolvimento embrionério (Zuelke et a., 2003).

Durante a fecundacdo, a GSH intracelular participa ativamente na descondensacéo da
cabeca espermética, transformando-a em prondcleo masculino, manutencdo dos fusos e
auxilia na ativacéo oocitéria (Calvin et al., 1986; Perreauld et al., 1988; Y oshida et al., 1993).
Miyamura et al. (1995) demonstraram que, apés a fertilizacao, a concentracéo de GSH declina
significativamente, refletindo ser um fator regulador da descondensacdo da cabeca do
espermatozdide e da formacdo do prontcleo masculino.

Por outro lado, a manutencéo de um estado de reducéo-oxidacdo (redox) intracelular
pelo aumento da concentracdo de GSH € um fator importante para o desenvolvimento
embriondrio a blastocisto (Takahashi et al., 1993; De Matos et al., 1995, 1996; Abeydeera et
al., 1998).

No periodo de desenvolvimento embrion&io, a GSH estd relacionada com a
competéncia embrionaria em superar 0 estresse oxidativo do cultivo in vitro (Caamafio et al.,
1996; Lim et al., 1996; Luvoni et a., 1996). Em bovinos, o estoque suficiente de GSH durante
a maturacdo oocitaria protege o embrido até o estadio de 8 a 16 células, diminuindo
drasticamente apds a fecundacdo e, apos este estédio, adquire a capacidade de sintese protéica
(transicdo materno-zigotica) (Lim et al., 1996; De Matos et a., 2002a).

Em suma, a sintese e a estocagem da GSH intracelular no odcito, durante a maturacéo, €
importante para a sua competéncia, auxiliando no processo de fecundagéo, principalmente na

descondensacdo da cabeca do espermatozoide. No entanto, na FIV a GSH ndo deve estar no
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meio extracelular, pois inibe a ligagdo dos gametas, processo dependente de ROS.
Posteriormente a fecundacdo, a GSH intracelular restante auxilia no desenvolvimento inicial
do embrido, até que ele adquira capacidade de producdo de suas proprias proteinas (transicéo
materno- zigética). Portanto, o estimulo da GSH durante aMIV é importante para que o oécito
prepare seu estoque intracelular para enfrentar os processos de FIV e CIV inicial. Embrides
com alta concentracdo intracelular de GSH suportam melhor o estresse oxidativo que ocorre

normalmente na PIV.

2.3 O uso de aditivos em meios de cultivo para a PV de embrides

Para melhorar a maturagdo citoplasmatica sdo acrescentados alguns componentes no
meio de MIV, como: substratos energéticos, fatores de crescimento, aminoéacidos (Watson et
al., 2000) e estimuladores da sintese de GSH (De Matos et al., 1996, 2002a; Abeydeera et al.,
1998; Gasparrini et al., 2000, 2003; Jeong & Yang, 2001; Van Soom et al., 2002; Avelino,
2004), além de outros agentes antioxidantes, como: transferrina, lactoferrina, vitaminas E e C
e taurina (Lim & Hansen, 2000).

Na prética da PIV de embrides bovinos, quando componentes de thiol de baixo peso
molecular (b-mercaptoetanol, cistina, cisteina e cisteamina) foram adicionados no meio de
MIV de odcitos, ocorreu a estimulacéo da sintese de GSH, reduzindo os niveis de peréxidos
de hidrogénio (H20-) e aumentando a taxa de desenvolvimento in vitro de embrides, pois ao
melhorar a condicdo redox intracelular h& menor lesdo das células embrionérias (apoptose)
pelo HO,, que quebra o DNA (Takahashi et a., 1993; De Matos et a., 1996, 2002a,b; De
Matos & Furnus, 2000). Resultados similares foram encontrados em suinos (Abeydeera, et al.,
1999), hamsters (Zuelke, 2003) e bufalos (Gasparrini et al., 2000).

Este aumento da GSH intracelular estimulado pelos compostos de thiol durante a M1V
permanece elevado durante a FIV, mas diminui drasticamente no cultivo inicial, indicando ser
um importante componente para 0 processo de maturacdo citoplasmatica que afeta 0s passos
subsegiientes da PlV embrionéria (De Matos & Furnus, 2000).

Ha varios trabalhos que suplementaram 0 meio de MIV com precursores da sintese de
GSH intracelular, como o b-mercaptoetanol, a cisteamina ou a cisteina, nas espécies bovina
(De Matos et al., 1996, 2002a; Van Soom et al., 2002; Avelino, 2004), ovina (De Matos et al.,
2002b), caprina (RodrigézGonzalez et a., 2003), bubalina (Gasparrini et al., 2000, 2003) e
suina (Abeydeera et a., 1998; Jeong & Yang, 2001), demonstrando que o0 aumento da sintese
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de GSH proporcionou uma maior competéncia dos odcitos e mehorou a taxa de
desenvolvimento embrionério até o estadio de blastocisto (Takahashi et al., 1993; De Matos et
al., 1995, 1996, 1997, 2002b; Luvoni et al., 1996; Abeydeera et al. 1998, 1999; De Matos &
Furnus, 2000; Nagai, 2001).

De Matos et a. (1995) notaram que a0 adicionar cisteamina (0, 25, 50 ou 100nM) no
meio de MIV de odcitos bovinos, aumentou a concentracéo intracelular de glutationa nos
odcitos maturados, promovendo melhor desenvolvimento de blastocistos no cultivo in vitro.
N&o foram notadas diferencas na M1V, taxa de clivagem e no nimero médio de células por
blastocisto entre o grupo controle e os tratados, porém a concentracdo intracelular de GSH ea
taxa de blastocistos foram superiores no grupo cisteamina a 100nM (9,6 r mol/odcito; 25% de
blastocisto) emrelacéo ao controle (4,8 r mol/odcito; 18% de blastocisto).

Em outro trabalho, De Matos et al. (2002a) maturaram oocitos bovinos por 24h em meio
TCM-199 suplementado com hormonios, 10% de soro fetal bovino e cisteamina (O ou
100mM), obtendo, no cultivo in vitro, uma melhor taxa de blastocisto nos odcitos maturados
com 100mM de cisteamina (36%) em relacdo ao grupo sem cisteamina (25%). Ja Gasparrini et
al. (2003) obtiveram melhor desenvolvimento embrionério com 50mM de cisteamina no meio
de MIV de odcitos de bufalos.

Avelino (2004) maturou odcitos bovinos na presenca de estimuladores (cisteina,
citeamina ou b-mercaptoetanol) ou inibidor (BSO) da sintese de GSH e observou que os
estimuladores aumentam a concentragdo intracelular de GSH, favorecendo a maturacéo
citoplasmética, mas ndo interferiu nas taxas de clivagem e de producdo embrionaria; no
entanto, somente a cisteina, associada ou ndo a cisteamina, aumentou o nimero de células da
MCI e o tamanho do embrido, bem como diminuiu a taxa de apoptose nas células
embrionérias.

Componentes de thiol como a cisteina, a cistina e a cisteamina e outros antioxidantes
podem ser utilizados durante a maturacdo oocitaria ou no cultivo embrionario para prevenir os
danos causados por espécies reativas de oxigénio ao embrido, melhorando sua PIV (Takahashi
et al., 1993; De Matos et a., 1995, 1997; Caamafio et al., 1998; Van Soom et al., 2002). Por
outro lado, Ali et al. (2003) relataram que a adic¢éo de antioxidantes nos meios so foi benéfica
durante a MIV dos o6citos, ja que observaram que se adicionar antioxidantes durante a FIV
ou o CIV ha efeito negativo sobre a producdo embrionédria. Desta forma, ressaltaram que o

requerimento antioxidante para odcitos bovinos varia durante a M1V, a FIV e o CIV paraa
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PIV de embrides bovinos, provavelmente porgue certos niveis de ROS sa0 necessarios para a
capacitacdo espermatica no meio e para a fusdo entre gametas.

Apesar do estimulo a sintese de GSH intracelular em odcitos ou embrides PIV com a
utilizacdo de componentes de thiol no meio, sua concentragdo fica abaixo da contida no odcito
maturado in vivo (Abeydeeraet a., 1999; Avelino, 2004).

Outros aditivos como a insulina melhoram o desenvolvimento embrion&io de
mamiferos pré-implantacdo, pelo controle do transporte da glicose, e exercem acbes
mitogénicas e anti-apoptdticas, pois o transporte deste substrato de energia € essencial para a
sobrevida do embrido (Augustin et a., 2003); além disso, estimulam também o transporte de
aminoécidos pela membrana celular do embrido (McGowan et a., 1995) e aumentam a sintese
de proteina (Lewis et a., 1992).

Assim como a insuling, o fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1) € bem
estudado na PIV de embrides em varias espécies. bovino (Matsui et al., 1995; Palma et al.,
1997), suino (Xia et al., 1994), coelho (Herrler et al., 1998), camundongo (O’ Neill, 1997) e
humano (Lighten et al., 1998) e sua acdo € mediada por receptores para |GF, presentes em
odcitos imaturos e em embrides pré-implantacdo (Makarevich & Markkula, 2002).

Augustin et a. (2003) demonstraram que a adi¢cdo de insulina no meio de CIV de
embrifes bovinos elevou a taxa de clivagem e de blastocisto, além de aumentar o nimero de
células por blastocisto e reduzir a fregiéncia de apoptose, melhorando a qualidade
embrionaria PIV, e segundo Khurana & Niemann (2000) a glicose é a fonte predominante de
energia apos a ativacdo do genoma embriondrio do bovino.

A suplementacdo do meio de cultivo com IGF-I tem efeito benéfico na PIV de
embrides, reduzindo a apoptose e aumentando a proliferagdo celular em blastocistos de
camundongo (Doherty et al., 1994), coelho (Herrler et a., 1998) e humano (Spanos et al.,
2000). Makarevich & Markkula (2002) observaram que a adicdo de fatores de crescimento no
meio de CIV preveniu a apoptose na PIV de embrides bovinos, pois o requerimento critico
destes elementos ocorre durante o cultivo embrionério e ndo na M1V dos odcitos.

Outros fatores podem ser adicionados no meio, associado a insulina, como o selénio,
gue agem como estimuladores da sintese de GSH (Ozolins et al., 1996 apud Lim & Hansel,
2000), além de ser embriotropico (Ferm et al., 1990 apud Lim & Hansel, 2000). Também, a
transferrina, foi identificada como um dos maiores constituintes protéicos nas células da
granulosa e no fluido folicular e ampolar, tem agdo de quelante de radicais hidroxila, facilitao
trangporte de ferro e outros metais para dentro do embri&o e serve como fator de crescimento
(Nasr-Esfahani & Johnson, 1992 apud Lim & Hansel, 2000).
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2.4 O ambientede ClV de embrides

Células cultivadas em ambiente com tensdo de oxigénio mais elevada que a fisiolégica
pode gerar ROS, que induzem a apoptose. Fischer & Bavister (1993) mensuraram a tensdo de
O, intraumina do oviduto e Utero e, observaram uma concentracdo menor (5 a 8%) que a
atmosférica (20%), principalmente durante o periodo de desenvolvimento embrionario tardio
e implantacdo. No entanto, a condicéo de O, atmosférico € utilizado rotineiramente no cultivo
de embrides mamiferos (Lonergan et al., 1999; Van Soom et a., 2002), pois a tensdo 6tima
ainda ndo foi determinada (Y uan et a., 2003).

Na PIV de embrides bovinos ha dois sistemas mais utilizados no CIV: um que utiliza o
BSA e o soro fetal bovino (SFB) no meio, com co-cultivo de células do oviduto ou da
granulosa, em tensdo de 5% de CO, em ar, aproximadamente 20% de O,, e outro que utiliza
somente 0 BSA no meio, sem co-cultivo, em tensdo de 5% de CO, e 5% de O, (Yuan et d.,
2003). Ainda, quando se realiza o CIV embrionario sem co-cultivo em tensdo de 20% de O;,
as taxas de desenvolvimento sdo baixissimas, mas, nestas condi¢des, quando se adiciona um
componente de thiol no meio, consegue-se taxas semelhantes as do CIV em tensdo de 5% de
O, (Takahashi et al., 2002).

Foi descrito que 0 uso de baixa tensdo de O, (Thompson et a., 1990; Voelkel & Hu,
1992; Liu & Foote, 1995; Lim et a., 1999) ou a adicéo de antioxidantes no meio de cultivo
(Takahashi et a., 1993; Caamafio et al., 1996; Lim et al., 1996) sdo efetivos no CIV de
embrides bovinos. Este efeito promotor do baixo O, no ambiente de CIV de embrides também
foi reportado para camundongo (Quim & Harlow, 1978), hamster (Bavister, 1988; McKieran
& Bavister, 1990), suino (Voelkel & Hu, 1992; Wright, 1997), coelho (Li & Foote, 1993),
ovino (Thompson et al., 1990) e humano (Noda et al., 1994).

A altatensdo de O, (20%) promove elevados niveis de ROS (Bicknell & Cohen, 1995
apud Yuan et a., 2003) que alteram a conformacéo e atividade celular pela acéo direta nas
guinases e na transcricéo e, estédo envolvidos na deficiéncia do desenvolvimento enbrionario
em condi¢des sub-ideais de cultivo, levando a apoptose no estédio de blastocisto (Yuan et al.,
2003). No entanto, ndo se pode entender porque tensdes de hipoxia (5% de Oy), maléficas
para a maioria dos tecidos, pode ser benéfica para 0 embrido em desenvolvimento. Outra
conseguiéncia de altas concentragdes de ROS nas altas tensdes de O, € 0 maior consumo de
GSH.

A maioria dos trabalhos (Fukui et al., 1991; Nagano et al., 1994; Fujitani et al., 1997
apud Khurana & Niemann, 2000; Lonergan et al., 1999) demonstra efeitos benéficos da baixa
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tensdo de O, (5%) sobre a PIV de embrides bovinos, contrariando os resultados de Khurana &
Niemann (2000). Lonergan et al. (1999) observaram que, apesar da tensdo de G ndo ter
interferido na taxa de clivagem, houve uma melhor produgdo de blastocisto em baixa tenséo
de O; no diaoito.

J4, Yuan et al. (2003) observaram que a taxa de embrides de 8 células foi maior na
tensdo de 20% de O, em relacdo a baixas ( 2 e 5% de O,), mas a producéo de blastocisto foi
maior nas tersdes de 2% de O, (21%) e de 5% de O, (19%) em relacdo a de 20% de O,
(11%). Além disso, houve uma maior taxa de apoptose nas tensdes de O, extremas (2 e 20%)
em relacdo a tensdo meédia (5%). Com isso, concluiram que a melhor tensdo de & para
embrides bovinos cultivados em meio SOF foi a de 5%, refletindo em maior producédo de
blastocisto, maior nimero total de células por embrido e menor taxa de apoptose.

Van Soom et al. (2002) avaliaram a apoptose de embrides pela coloragdo de TUNEL em
duas tensdes de oxigénio (5 ou 20% de O,) na presenca de antioxidante (0,6mM de cisteing).
A atmosfera de 5% O, favoreceu apenas 0 aumento do nimero de células da MCI, mas ndo
alterou a taxa de apoptose; no entanto, a adi¢do de cisteina no meio de cultivo prejudicou as
taxas de blastocisto, de eclosdo e aumentou a de apoptose celular em ambas as tensbes de O,
concluindo que o melhor grupo experimental para a PIV de embrides bovinos foi 0 meio sem

cisteina e sob atmosfera de 5% O-.

2.5 Apoptose em célulasembrionéarias

Ha dois tipos de morte celular, necrose e apoptose, que podem ser diferenciados pela
aparéncia morfol6gica da célula (Majno & Joris, 1995 apud Gorret et al., 2003). A apoptose é
um tipo de morte celular programada, que é regulada por uma sequéncia de eventos
bioquimicos intracelulares e apresenta, como caracteristicas, alteragdes morfoldgicas no
nucleo (fragmentacdo do DNA ordenada em 200 pares de base pela endonuclease) e no
citoplasma (picnoses); ainda, o citoplasma se torna denso, com corpos apoptoticos e vesiculas,
e com aumento do reticulo endoplasmético e da permeabilidade da membrana mitocondrial,
este Ultimo elemento € o fator central durante o processo. Estes efeitos deletérios nas células
(dano no DNA, peroxidacao lipidica e oxidacdo de proteinas) séo causados pelos peroxidos
gue desencadeiam a apoptose (Hall, 1999; Van Soom et al., 2002).

No entanto, a apoptose € fisioldégica em algumas circunstancias, chegando a ser

essencial na embriogénese e morfogénese, como por exemplo, na remocdo da membrana
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interdigital de mamiferos superiores pelo estresse oxidativo. Ja em outros casos, 0 estresse
oxidativo (modificacdo oxidativa dos componentes da célula via ROS) é um dos mais
potentes processos de dano celular e de suas fungdes (Van Soom et al., 2002).

Estudos nostraram que a apoptose é um processo normal observado em 70 a 80% de
embrides PIV de camundongo (Handyside e Hunter, 1986) e humano (Hardy et a., 1989) e,
em todos (100%) os blastocistos de bovino PIV (Byrne et a., 1999). A apoptose ocorre
durante o desenvolvimento norma de embrides produzidos in vivo e in vitro, somente
comegando em estadios diferentes, embrides de 21 céulas e de 6 células, respectivamente
(Neuber, et a., 2002; Gorret et a., 2003).

Van Soom et al. (2002) observaram um aumento na taxa de apoptose e uma reducdo na
mitose com o0 avancar do desenvolvimento embrionario in vitro. Também, Yuan et al. (2003)
relataram uma maior taxa de apoptose na MCl de blastocistos em relagdo ao trofoblasto (TF),
provavelmente para eliminar as células da MCI com potencial de TF, células inviaveis ou
apenas para um controle populaciona (Handyside & Hunter, 1986; Byrne et al., 1999; Van
Soom et a., 2002).

O numero de células embrionarias e o percentual de morte celular ou apoptose sdo
usuais indicadores da qualidade embrion&ria. Quanto maior o nimero de células e menor a
taxa de apoptose, melhor é a qualidade do embrido. O embrido pode apresentar apoptose em
blastbmeros inviaveis, durante a formagdo da blastocele ou ainda em condi¢es de estresse
durante o cultivo in vitro (Handyside & Hunter, 1986; Byrne et a., 1999; Van Soom et al.,
2002).

Para detectar a apoptose pode-se utilizar a técnica de “in situ terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick end labeling assay” (TUNEL), onde a enzima
deoxinucleotidil transferase adiciona nucleotideos biotinilados marcados com fluoresceina no
local de quebra da fita de DNA da célula em apoptose, podendo ser visualizada por
microscopia de epifluorescéncia (Y uan et al., 2003).

Até entdo, ndo ha relatos na literatura, em um mesmo experimento, da adicdo de
antioxidantes no periodo da M1V de odcitos bovinos e estes utilizados paraa PIV em sistemas
de CIV com alta e baixa tensdo de O..

Portanto, este trabalho comparou a adi¢do de componentes de thiol no meio de MIV de
odcitos bovinos, para estimular a sintese de GSH, com posterior CIV em dois sistemas, com

5% ou 20% de O, verificando-se a producdo e a qualidade embrionéria.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Fertilizacdo In Vitro do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducéo Animal da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias (FCAV) — UNESP, Campus de Jaboticabal.

3.1 Experimento I: Influéncia da adicdo de aditivos no meio de maturacéo in vitro

(M1V) de odcitos bovinos

Neste experimento se avaliou ainfluéncia da adi¢éo de componentes de thiol, associado
ou ndo amistura I TS (insulina, transferrina e selénio), na maturacéo nuclear, na migracéo dos
granulos corticais (GCs) para a periferia da membrana citoplasmética e na concentracéo
intracelular de glutationa (GSH) de odcitos bovinos maturados in vitro (MIV), divididos em

Sei's grupos experimentais.

3.1.1 Obtencéo e selecdo dos obcitos bovinos

Os odcitos foram obtidos de ovarios bovinos coletados em abatedouro e transportados
a0 laboratério em solucéo salina a temperatura de 30 a 33°C. Os foliculos antrais de 3 a 8mm
de didmetro foram aspirados com seringa (20mL) agulhada (30x10mm) e o fluido folicular
contendo os odcitos foi transferido para tubos conicos (50mL) e decantado por 15min em
estufa imida a 38,5°C e 5% de CO, em ar. Posteriormente, este sedimento foi transferido para
placas de Petri (90mm), pré-aquecidas a 37°C, onde os odcitos foram procurados sob
microscopia estereoscopica (aumento de 25x). Os odcitos recuperados foram transferidos para
uma placa de Petri (35mm), contendo meio tissue culture medium-199 (TCM-199) Hepes
suplementado (meio de lavagem) (ANEXO A).
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3.1.2 MIV dos oécitos bovinos

Os odcitos aspirados foram sel ecionados segundo descrito por Loos et al. 1991, onde:

a) grau |: revestimento com multi-camadas de cumulus compacto, ooplasma homogénio e
complexo odéctio-cumulus claro e transparente;

b) grau II: revestimento com 3 a 5 camadas de cumulus compacto, ooplasma homogénio e
pode ocorrer regides escuras na periferia do o0cito;

c) grau I11: pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas) e ooplasma irregular
COom picNose;

d) grau IV ou atrésico: cumulus expandido com células escuras e em grumos e amplexo
ooctio-cumulus escuro e irregular;

€) desnudo: ndo apresenta camadas do cumulus e ooplasma uniforme ou com granul agoes.

Os o0citos selecionados, de grau I, Il e 111, foram divididos igualmente em seis grupos,
lavados uma vez em meio de lavagem e uma vez em meio de maturacdo, correspondente ao
grupo experimental, e distribuidos em nimero de 25 odcitos por microgota (100nL), sob 6leo
mineral, com meio de maturacdo especifico para cada tratamento, como descrito a seguir. Esta
distribuicéo foi aleatdria entre os seis grupos experimentais, seguida de cultivo em estufa
Umida a 38,5°C e 5% de CO, em ar, durante 24h.

No intuito de se evitar a interferéncia do soro fetal bovino (SFB) na acdo dos
componentes de thiol testados, os meios de maturagao adicionados destes componentes foram
suplementados apenas com abumina sérica bovina (BSA) (0,5%), proporcionando-lhe
condicdes semi-definidas.

Os meios de maturagdo (tratamentos) utilizados foram os seguintes:

a) Controle do Laboratério (S): meio TCM-199 Bicarbonato base (ANEXO B),
suplementado com SFB* (10%);

b) Controle BSA (B): meio TCM-199 Bicarbonato base (ANEXO B), suplementado com
BSA? (0,5%);

c) BSA + Cisteina (BC): meio B, adicionado de L-cisteina® (825mv);

d) BSA + Cisteina + Cisteamina (BCC): meio BC, adicionado de cisteamina® (100mM);

1 Cultilab Materiais de Cultivo Celular Ltda® - Campinas-SP
2 SIGMA — cat n® A-8806 ou 6003 — St. Louis, MO - USA

3 SIGMA —cat n® C-8152

4 SIGMA —cat n° M-9768
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€) BSA + Cisteina + Cisteamina + ITS (BCCI): melo BCC, adicionado de uma mistura de
ITS® (8mg de insulina, 8mg de transferrina e 8ng de selénio por mL de meio);

f) BSA + Cisteina + I TS (BCI): meio BC, adicionado de I TS®.

Apbs 24h da M1V, metade dos odcitos foram destinados a verificacdo da maturacéo nuclear e
a migragdo dos GCs para a periferia da membrana citoplasmética e, a outra metade, a

mensuracdo da concentracdo intracelular de GSH.

3.1.3 Avaliacdo da maturacdo oocitaria

A maturacdo oocitaria foi avaliada pelo estédio da meiose (maturagdo nuclear) e pela
migracdo dos GCs para a periferia da membrana citoplasmatica (maturacéo citoplasmética),
utilizando-se 1084 odcitos, divididos entre os tratamentos, pela metodologia modificada da
descrita por Cherr et a. (1988).

Apds a maturacdo por 24h, a zona pelticida dos odcitos foi removida em pronase® (0,5%
em PBS) por 5min ou em solugdo acida (pH 2,5) por 5seg e, em seguida, lavados com
TL-HEPES-PVA e fixados por 30min em paraformaldeido (3% em PBS) a temperatura
ambiente. Apo6s a fixacdo, foram lavados por cinco vezes, 3min cada vez, em solucdo de
blogueio (SB) (PBS com 1mg/mL de BSA, 100mM de glicina e 0,2% de azida sbdica) e
permeabilizados em Triton X-1007 (0,1% em SB) por 5min a 38°C.

ApoGs a permeabilizagdo, os odcitos foram incubados, por 15min, em aglutinina de Lens
cullinaris® (10mymL de SB) conjugada a0 isotiocianato de fluoresceina (FITC-LCA); esta
lecitina se liga especificamente a a-D-manose presente nos GCs. Em seguida, 0s o0citos
foram lavados trés vezes em SB, corados com Hoechst 33342° (10ng/mL de SB) por 10min,
lavados novamente em SB, colocados entre lamina e laminula e avaliados sob microscopia
epifluorescente (Olympus — IX-FLA-70, Tokyo, Japao). Em cada grupo experimental, os
odcitos foram avaliados quanto a maturag&o nuclear (excitacéo 330-385nm e emissdo 420nm,
para 0 Hoechst) e a migragdo dos GCs para a periferia da membrana citoplasmética (filtro

FITC: excitagcdo 460-490nm e emissdo 515nm, para o isotiocianato de fluoresceina).

® SIGMA —cat n°1-1884

® SIGMA — cat n° P-8811
" SIGMA — cat n° T-9284
8 SIGMA —cat n° L-9262
® SIGMA — cat n° B-2261
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Os odcitos foram considerados nd maturos ou com maturagdo parcial quando
apresentaram nucleo no estadio de quebra da vesicula germinativa (VGBD) ou de anafase |
(Al) / telofase | (TI) e/lou migracéo inadequada dos GCs (“ clusters’ ou migragdo parcial). Ja,
0s que apresentaram nucleo no estadio de metéfase I (MI1) e migracdo dos GCs para a
periferia da membrana citoplasmatica foram considerados com maturacdo nuclear e
citoplasmética, respectivamente.

3.1.4 Mensuracao da concentracdo intracelular de GSH dos od6citos M1V

A concentracdo de glutationa intracelular dos odcitos maturados, nos seis diferentes
meios de maturagdo (n=1020), foi mensurada seguindo o protocolo adaptado do descrito por
Browne & Armstrong (1998).

Ap6s 24h de M1V, os oécitos de cada tratamento foram desnudados com hial uronidase'®
(0,2%) e depositados em microtubo (500mL), em grupos de 30 odcitos, contendo 100l de
solucdo de extracdo de &cido meta- fosférico'* (SEAM) (1,679 de &cido metafosférico, 200mg
de EDTA e 30g de NaCl em 90ml de &gua Mill-Q), seguindo agitagdo com agulha de insulina
(29G ¥2") para a lise dos mesmos. As amostras foram estocadas em freezer -20°C para
posterior processamento.

Apbs a colheita de cinco repeticbes, as amostras foram descongeladas e centrifugadas
por 4min a 1.500rpm, para a precipitacéo dos “debris’ celulares. O sobrenadante (100nL) de
cada amostra foi transferido individualmente para um tubo de ensaio de vidro, contendo 2mL
de solucdo tampdo de glutationa (TG) (0,1M de fosfato de $dio monobasico e 5mM de
EDTA em 1L de &gua Milli-Q; acertar o pH para 8,0), ao qual foi adicionado 100ni do
reagente o-phthaldialdehyde®® (OPT) (25mg de OPT em 25mL de metanol), seguido de
incubagdo por 15min no escuro. As amostras foram lidas em espectrofluorimetro (Shimadzu —
RF-1501, Kyoto, Japdo) gjustado para emissdo de fluorescéncia de 420nm e excitagéo de
350nm. A concentragéo em pmol de GSH total de cada amostrafoi determinada pela equacéo
da reta obtida da curva padr&o da concentracdo de GSH, construida a partir de concentracdes
conhecidas de GSH (item 3.1.4.1). Esta concentracdo foi dividida pelo niUmero de odcitos do

microtubo avaliado (30), obtendo-se a concentracdo intracelular de GSH em pmol por odcito.

10 5|GMA — cat n° H-4272
1 SIGMA —cat n° M-5043
12 5IGMA — cat n° O-0657
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3.1.4.1 Construgéo da Curva Padré&o da Concentracéo de GSH

Foi preparada uma solucéo padrdo de GSH (0,1mg de GSH reduzida®*/mL de TG). Esta
solucdo padréo foi diluida em é&gua Milli-Q, perfazendo cinco concentragdes decrescentes
(0,05, 0,04, 0,03, 0,02 e 0,01mg de GSH/mL) e uma sem GSH (branco, Omg/mL). De cada
diluicdo, 100nmL foram transferidos para um tubo de ensaio de vidro, contendo 1,9mL de
SEAM (17 diluicdo). Apés homogeneizacdo, 100nL foram transferidos para outro tubo de
ensaio de vidro, contendo 2mL de TG. Ap6s homogeneizacdo, foram adicionados 100nL do
reagente OPT em cada tubo (2° diluicdo), homogeneizados e incubados por exatamente 15min
no escuro. As amostras foram lidas em espectrofluorimetro (Shimadzu — RF-1501, Kyoto,
Japdo) gjustado para emissdo de fluorescéncia de 420nm e excitagdo de 350nm.

Foram realizadas cinco repeticdes para cada diluicdo e, suas leituras convertidas em

pmol de GSH, seguindo as transformagdes:

[Tinicad | []inicd | [] 2diluicio |[] 2 diluicao] [] Zdiluicao| []find
(mg/mL) | (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pglL) (pmol)*
0,01 10.000 500 22727 22727 73,957
0,02 20.000 1.000 45,455 45 455 147,917
0,03 30.000 1.500 68,182 68.182 201,874
0,04 40.000 2.000 90,009 90.909 295,831
0,05 50.000 2.500 113,636 113636 | 369,788

* 1 mol de GSH = 307,3g/L e 1pmol de GSH = 307pg/L
Com esta tabela foram obtidas a curva padréo e a equacéo dareta (y = 1,5274x + 36,963)
(Figura 3), utilizada na determinacdo das concentractes intracelulares de GSH dos odcitos.
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Figura 3: Curva Padrdo de GSH, construida com concentragdes conhecidas, utilizada para a

conversdo de valores lidos no espectrofluorimetro em nm para pmol de GSH.

13 SIGMA —cat n° G-6013
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3.2 Experimento Il: Avaliagdo do desenvolvimento e da qualidade de embrides
produzidos in vitro (PIV), em dois sistemas de cultivo, com

odocitos bovinos M1V na presenca de componentes de thiol

Neste experimento se avaliou 0 desenvolvimento e a qualidade de embrides PIV a partir
de odcitos MIV em um dos dois melhores meios do Experimento | (BC e BCC) em
comparacdo ao controle do laboratério (S). Também foi verificada a influéncia de dois

sistemas de cultivo (baixa ou atatensdo de Oy) nestes parametros.

3.2.1 Obtencado e maturacéo dos oocitos bovinos

Os odcitos (n=3403) foram obtidos como descrito anteriormente (item 3.1.1) e divididos
em trés grupos para a maturacdo. A MIV foi semelhante a descrita no item 3.1.2, com excecéo
dos meios utilizados que foram: meio controle do laboratério (S) ou um dos dois meios que

apresentaram melhores resultados no Experimento | (BC e BCC).

3.2.2 Fecundacdo in vitro (FI'V) dos odcitos bovinos

Apbs 20h da M1V, a placa de fecundagdo foi preparada com microgotas (90mL), sob
6leo mineral, com meio de fecundacéo (TALP-FIV) (ANEXO G), segundo Bavister (1989).

A paheta de sémen foi descongelada em &gua, de forma padréo (35°C/30seg), e lavado
por duas vezes em 2mL de meio TL-Sémen (ANEXO F) cada vez, adicionado de antibidtico
(ANEXO K) e 2m_/ml do estoque C (ANEXO J), por centrifugagéo a 500rpm (43xg), durante
5min. Na ultima lavagem, 60nL do sedimento foi recuperado e depositado em um microtubo
(500nL.), contendo 30nL de meio TALP-FIV, seguindo avaliacdo de suas caracteristicas
(motilidade e concentracdo esperméticas). A concentracdo final foi gjustada para 25x10°
espermatozoides vivos por mL.

Foram adicionados 8L desta mistura em cada microgota da placa de FIV, resultando
em uma concentracdo de 200x10° de espermatozdides por microgota de FIV, correspondendo

a8x10° de espermatozéides por odcito.
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Os odcitos de cada grupo, com 24h de maturagdo, foram lavados em gotas de 100m. de
meio TALP-FIV e transferidos para a placa de FIV, onde foram distribuidos 25 odcitos para
cada microgota de fecundagdo, contendo 0s espermatoz6ides, homogenei zando-os.

Em seguida as placas de FIV foram incubadas em estufa Umida a 38,5°C e atmosfera de
5% de CO, em ar, por 20h, para a fecundagéo.

Todo o processo, incluindo o sémen e o meio, de FIV foi realizado nas mesmas

condicdes para todos os trés grupos de MI1V.

3.2.3 Cultivoin vitro (CIV) dos embrides bovinos

Para o CIV foram avaliados dois sistemas de cultivo: baixa tensdo de O, (5% de CO; e
5% de O,), denominado sistema com 5% de O,, dta tensdo de O, (5% de CO, em a,
aproximadamente 20% de O,), denominado sistema com 20% de O-.

Decorrido o periodo de fecundacéo (20h), os provaveis zigotos de cada grupo foram
subdivididos em dois sub-grupos, onde metade foi transferida para um microtubo (1,5mL)
contendo 100m_. de meio TALP-FIV, passando por agitacdo (vortex), durante 1min, para a
remocao parcia das células do cumulus oophorus remanescentes. Posteriormente, a outra
metade passou pelo mesmo processo, mas durante 3min para promover seu desnudamento
total. ApGs o desnudamento parcial ou total, os zigotos foram lavados trés vezes em meio
TALP-FIV paraaeliminacdo das células desagregadas.

Os zigotos com desnudamento total foram lavados uma vez em meio de cultivo (SOFaa)
suplementado apenas com 0,5% de BSA, transferidos para a sua placade CIV e cultivados em
estufa Umida a 38,5°C e atmosfera de 5% de CO, e 5% de O, (sistema com 5% de O,). Os
com desnudamento parcial foram lavados uma vez em meio de cultivo (SOFaa) suplementado
com 2,5% de SFB e 0,5% de BSA, transferidos para a sua placa de CIV e cultivados em
estufa Umida a 38,5°C e atmosfera de 5% de CO, em ar (sistema com 20% de O,).

As placas de cultivo para cada sub-grupos foram preparadas no dia anterior, com
microgotas de 50m. de meio SOFaa suplementado e colocadas diferentemente nas atmosferas
correspondentes.

O CIV destes embrides nestas condicdes foi realizado durante sete dias, onde, apds 48h
de cultivo, foram adicionados 50nL. de meio SOFaa, suplementado diferentemente a cada sub-

grupo, as gotas. Apds 96 horas metade do meio foi renovado.
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3.2.4 Quantificacao dastaxas de clivagem e de desenvolvimento dos embrides ClV

A competéncia dos embrifes CIV foi avaiada pela verificagdo da porcentagem de
clivagem (48h apods a FIV) e de desenvolvimento embrionério até o estédio de blastocisto (7°
dia apds a FIV). Estes embrides foram PIV a partir de o6citos MIV em trés meios diferentes
(S, BC ou BCC) e CIV em dois sistemas de cultivo (sistema com 5% ou 20% de O>).

Os 936 blastocistos produzidos neste experimento foram divididos igualmente em dois
grupos para a avaliagdo da qualidade proporciona entre a massa celular interna (MCI) e o
trofoblasto (TF) do nimero de células em apoptose (fragmentacdo do DNA) destes embrides,

COMmMoO segue.

3.2.5 Verificacdo da qualidade proporcional do numero de células da MCI e do TF nos

embrides ClV

A qualidade morfolégica dos blastocistos produzidos foi avaliada pela poporcéo do
nimero de células da MCI e do TF em relagdo ao numero total (T) de células. Metade
(n=475) dos blastocistos produzidos em cada tratamento/repeticéo foi corada pela técnica da

coloracdo diferencial.

3.2.5.1 Determinacdo diferencial do nimero de célulasdaMCl edo TF

O ndmero de células da MCI e do TF foi determinado pela coloragéo diferencial por
fluorocromo, descrita por Iwasaki et al. (1990).

A zona peltcida dos blastocistos foi removida em pronase (0,5% em PBS) por 5min ou
em solucéo &cida (pH 2,5) por 5seg e, em seguida, lavados trés vezes em gotas de 100mL de
meio TCM-199 Hepes com 10% de SFB e duas vezes em meio TCM-199 Hepes sem SFB.

Posteriormente, estes blastocistos foram fixados em solucdo de PBS com &cido picrico
(10mM) e polivinil-pirrolidona®® (PVP) (3mg/mL) sobre gelo, durante 10min.

14 Reagen — Quimibrés Inddstrias Quimicas , SA — Rio de Janeiro-RJ
15 SIGMA — cat n° PVP-40
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Apos alavagem em 100mL de meio TCM-199 Hepes com 10% de SFB, estes embrides
foram incubados, a 38,5°C por 30min, em meio TCM-199 Hepes sem SFB e com soro de
coel ho anti-bovino, na proporgéo de 1:10.

Apbs nova lavagem em 100mL de meilo TCM-199 Hepes com 10% de SFB, estes
embrides foram entdo incubados, a 38,5°C por 30min, em meio TCM-199 Hepes sem SFB e
com complemento de cobaia, na proporcdo de 1:10, acrescido de iodeto de propidio®®
(210rmg/mL) (corante ndo vital) e de Hoechst 33342 (10ngy/mL) (corante vital).

Por fim, estes embrides foram lavados em PBS com 0,3% de BSA e colocados entre
l&mina e laminula com glicerina tamponada (9:1), onde foram levemente achatados por
pressdo manual sobre alaminula.

Estes blastocistos foram avaliados em microscopio de epifluorescéncia (excitacdo de
330-385nm e emissdo de 420nm) quanto a0 nimero de células da MCI (nlcleos com
fluorescéncia azul, determinada pelo Hoechst 33342) e do TF (nucleos com fluorescéncia

rosa, determinada pelo iodeto de propidio).

3.2.6 Avaliacdo do numero de células em apoptose dos embrides CIV

A taxa de apoptose das células dos blastocistos produzidos foi avaliada pela proporgédo
do nimero de células com fragmentacdo de DNA daMCI e do TF em relagdo ao nimero total
(T) de células do blastocisto. A outra metade (n=461) dos blastocistos produzidos em cada
tratamento/repeticdo foi corada pela técnica da coloragdo TUNEL.

3.2.6.1 Determinagdo do numero de células com DNA fragmentadonaMCIl eno TF

~

As células em apoptose dos embrides foram marcadas pela coloracéo “In situ terminal
deoxinucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay” (TUNEL), descrita por
Paula- Lopes & Hansen (2002).

Os blastocistos foram lavados por quatro vezes em 100nL de PBS com PVP (1Img/mL)
(PBS-PVP) e, posteriormente fixados, com a zona pelUcida intacta, em 100nL de solucéo de

paraformaldeido (4% em PBS, pH 7,4) atemperatura ambiente, por 1h. Apos este periodo, 0s

16 5JGMA — cat n° P-4170
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embrides foram lavados em 100nL de PBS-PVP e foram armazenados sob refrigeracéo (4°C),
por 1 a7 dias, para posterior processamento.

Estes embrides foram entdo permeabilizados em 200nL de solugdo de Triton X100
(0,5%, v/v) em citrato de sodio (0,1%), por 30min em temperatura ambiente.

ApGs a permeabilizacdo, os embrifes reservados para controle positivo foram incubados
com DNAse I (50UI/mL de &gua Milli-Q) (RNAse free) a 37°C por 1h, enquanto que os
embrides dos tratamentos ficaram em gotas de 100nL de PBS-PVP.

Posteriormente, todos os embrides foram lavados em 100mL de PBS-PVP e incubados,
em camara Umida, com 15ni da mistura (1.9, da enzima — tubo 1 e do tamp&o da enzima —
tubo 2, respectivamente) para a coloragdo TUNEL (n Situ Cell Death Detection Kit'®,
Fluorescein, Roche Diagnostics, Germany), por 1h a 37°C no escuro. Os embrides reservados
para controle negativo foram incubados na auséncia da enzima terminal deoxinucleotidyl
transferase (TdT) (tubo 1, contida no kit).

Apbs este periodo, os embrides foram incubados em 100nt. de RNAse A (50ng/mL de
agua Milli-Q) por 1h em temperatura ambiente, seguida por incubacdo com iodeto de propidio
(0,5mg/mL de PBS-PVP) por 30min em temperatura ambiente.

Por fim, estes embrides foram lavados em PBS-PVP e colocados entre |amina e
laminula com glicerina tamponada (9:1), onde foram levemente achatados por pressdo manual
sobre a laminula

Estes blastocistos foram avaliados em microscopio de epifluorescéncia (excitacdo de
510-550nm e emissdo de 590nm) quanto ao nimero de células com fragmentacdo de DNA
(TUNEL positivas — fluorescéncia verde ou amarela pontual dentro do nuicleo) localizadas na
MCI eno TF em relagdo ao nimero total de células do blastocisto, determinado pel os nlcleos

corados em vermelho pelo iodeto de propidio.

17 Amersham Pharmacia Biotech Inc. — Piscataway, NJ-USA
18 Roche Diagnosis GmbH — Indianapolis, IN-USA — cat n° 1 684 795
19 USB Corporation — Cleveland, Ohio-USA
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3.3 Delineamento experimental

O presente trabalho foi congtituido de dois experimentos.
No primeiro experimento avaliouse a influéncia de seis diferentes meios de maturagéo
(item 3.1.2) na porcentagem de maturagao nuclear, na migracédo dos GCs para a periferia da

membrana citoplasmaética e na concentracdo intracelular de GSH em odcitos bovinos MIV.

Experimento | — Avaliacdo da maturacao nuclear, da migracdo dos Gcs e da concentragao

intracelular de GSH em o6citos bovinos:

S B BC BCC BCCI BCI

No segundo experimento avaliou-se a influéncia do meio controle do laboratério (S) e
dos dois meios que apresentaram melhores resultados no Experimento | (BC e BCC) em
relacdo ao desenvolvimento embrionario (quantidade e qualidade embrionaria) em dois
sistemas de cultivo (sistema com 5% ou 20% de &), dotendo-se um fatorial 3x2, com um
total de 6 tratamentos:

* 3 = meios de maturagéo (S, BC e BCC);

* 2= tensdes de O, (aproximadamente 20% no ar e 5%).

Experimento Il - Avaliacdo da clivagem, da producdo embrionaria de blastocisto, da
qualidade proporcional entre MCl e TF e do niUmero de células em
apoptose em o0citos bovinos:

S S
BC X 5% de CO, e 5% de O, BC x 5% de CO; emar
(sistema com 20% de O,) (sistema com 20% de O,)
BCC BCC

Para cada tratamento foram utilizados aproximadamente 100 odcitos, em cada uma das
guatro ou cinco repeticdes, no Experimento | e no 11, respectivamente.

Os parametros avaliados foram:
a) Experimento |: maturacdo nuclear e migracdo dos GCs para a periferia do odcito (n=1084
odcitos) e, concentracdo intracelular de GSH (n=1020 oécitos);
b) Experimento |1: clivagem e producdo embrionaria de blastocisto (n=3403 odcitos e 936
blastocistos), qualidade proporcional entre MCI e TF (n=475 blastocistos) e nimero de
células em apoptose (n=461 blastocistos).
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3.4 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa “Satistical Analysis System”
(SAS Institute Inc, 1989), SAS\STAT Software, Release 8.2. Cary: SAS Institute Inc. (Littlell
et al., 1996).

Experimento I: os grupos de odécitos maturados foram anaisados pela Andlise de
Variancia (ANOVA) para um modelo linear generalizado para as varidavels porcentagem de
maturagcdo nuclear e migracdo dos GCs para a periferia e, concentragéo de GSH intracelular.
Utilizou se o teste de Duncan, para as duas primeiras variaveis, e o de Tukey, para a Ultima
varidvel, para a comparagao entre os tratamentos. Além disso, foi verificada a correlagdo entre
a concentracéo de GSH e a migragéo dos GCs para a periferia.

Experimento I1: foi realizada a Andlise de Variancia (ANOVA) para um delineamento
fatorial 3x2 em blocos casualizados para as variaveis: clivagem e producéo de blastocisto,
porcentagem de MCI e de TF em relacdo ao numero total de células do embrido e,
porcentagem de células em apoptose localizadas na MCI ou no TF. A unidade experimental
para cada tratamento foi a gota de cultivo contendo 25 odcitos cada e os blocos foram as
repeticbes da PIV. Para a comparagdo entre os tratamentos, utilizou-se o teste de Duncan para
aprimeiravariavel e, o de Fisher para as duas Ultimas, para a comparacéo entre as meédias e as
frequéncias.

Foi considerada uma significancia de 5% para todos os testes.

Quando houve interagdo entre grupo de MIV e o sistema de cultivo, a variavel avaiada
sO pode ser analisada dentro de cada nivel, ou sgja, somente dentro do grupo de M1V ou do

sistema de cultivo. Esta interagdo ocorreu em algumas varidveis do Experimento 1.
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4 RESULTADOS

Neste experimento odécitos bovinos maturados in vitro (MIV) foram avaliados quanto a
maturacdo nuclear, & migracdo dos granulos corticais (GCs) para a periferia da membrana
citoplasmética e a concentracdo intracelular de glutationa (GSH), em seis meios diferentes
(Experimento |: S, B, BC, BCC, BCCI ou BCI). Posteriormente, avaliou-se a producéo
embrionaria, quantitativa (clivagem e producéo de blastocisto) e qualitativamente (quantidade
celular diferenciada e frequiéncia de apoptose nos blastocistos), apés a MIV nos dois melhores
meios do Experimento | (BC e BCC) ou no controle do laboratorio (S) e CIV em dois

sistemas diferentes (Experimento I1: 5% ou 20% de O,).

4.1 Experimento I: Influéncia da adicdo de aditivos no meio de maturacéo in vitro

(M1V) de odcitos bovinos

4.1.1 Avaliacdo da maturacao oocitéria

Foram avaliados 1084 odcitos, distribuidos nos seis grupos experimentais em quatro
repeticdes, dos quais 1075 (99,17%) estavam em metafase 11 e 1012 (93,34%) apresentavam
seus GCs dispostos na periferia da membrana citoplasmatica (Figura 4).

As taxas de maturacdo nuclear e de odcitos com GCs dispostos na periferia da
membrana citoplasméatica entre os grupos ndo diferiram estatisticamente (p>0,05). No
entanto, a média do grupo BCCI (80,62%) com GCs na periferia foi numericamente menor
que os outros grupos (S=95,17%; B=94,81%; BC=93,75%; BCC=96,62% e BCI=97,37%),
além de apresentar uma grande variacdo (SD=12,86) (Tabela 1 e Figura 5).
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Figura 4: Odcitos de bovino MIV por 24h. (a) odcito ndo maturo: (a;) vesicula germinativa e
(a2) GCs dispostos em “clusters’; (b) oocito com maturacdo completa:
(b)) metafase 1l e (by) GCs em toda a periferia da membrana plasmética;
(©) maturacdo incompleta: (c;) anafase | / teléfase I; (c;) GCs dispostos em
“clusters’; (d) migragdo parcia: GCs distribuidos tanto no centro como na
periferia (maturacdo incompleta). Azul: Hoechst 33342; Verde: Isotiocianato de

fluoresceina (Lens cullinaris). Imagens digitalizadas.

Tabela 1: NUmero e porcentagem média de odcitos MIV (maturacdo nuclear e GCs na

periferia), por 24h, em seis meios contendo ou ndo estimuladores da sintese de GSH

Nuclear

Grupo N° de odcitos GCs naperiferia (%+SD)
M I (%)
S 207 204 (98,55) 197 (95,17+7,58)
B 144 153 (99,35) 146 (94,81+8,93)

BC 195 192 (98,46) 180 (93,75+4,25)
BCC 207 207 (100) 200 (96,62+4,23)
BCCI 129 129 (100) 104 (80,62+12,86)

BCI 192 190 (98,96) 185 (97,37+3,83)
Totd 1084 1075 (99,17) 1012 (93,34)

Valores seguidos de letras diferentes, dentro de cada coluna, diferem significativamente entre si (p<0,05).

M Il = odcito em metafase Il (maturos) GCs na periferia = granulos corticais na periferia (maturos)
S=TCM-199b + 10% de SFB BCC = meio BC + cisteamina (100nM )

B =TCM-199b + 0,5% de BSA BCCl = meio BCC + ITS (8:8:8)

BC = meio B + cisteina (0,825mM) BCl =meilo BC + 1TS(8:8:8)




Resultados 52

100
8 801
S
®
£ 60
8 YA
8 40 o
3 B GCsnaperiferia
[0)
o 201
=3
0 ' T T
S B BC BCC BCCI BCI
Meiosde M|V

Letras diferentes, dentro de cada variavel, diferem significativamente entre si (p<0,05).
M Il = odcito em metéfase Il (maturos) GCs naperiferia= granulos corticais na periferia (maturos)
S=TCM-199b + 10% de SFB BCC = meio BC + cisteamina (100nM )
B =TCM-199b + 0,5% de BSA BCCl = meio BCC + ITS (8:8:8)
BC = meio B + cisteina (0,825mM) BCl =meio BC + ITS(8:8:8)

Figura 5: Porcentagem média de odcitos MIV (maturagdo nuclear e GCs na periferia), por
24h, em seis meios contendo ou n&o estimuladores da sintese de GSH.

4.1.2 Mensuracdo da concentracao intracelular de GSH dos o6citos M1V

Foram avaliados 1020 odcitos, distribuidos nos seis grupos experimentais em trés
repeticdes, com descarte de uma repetigéo.

As concentracOes intracelulares de GSH entre os grypos estéo apresentadas na Tabela 2
enaFigura6.

Os grupos BC (4,25pmoal), BCC (4,97pmol) e BCCI (4,42pmol) apresentaram maiores
concentragOes intracelulares de GSH (p<0,001) em relagdo aos grupos S (1,83pmol), B
(2,63pmol) e BCI (2,23pmol) (Tabela 2 e Figura 6).
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Tabela 2: Concentragdo intracelular média de GSH por odécito (pmol/odcito+SD) de odcitos

MIV, por 24h, em seis meios contendo ou ndo estimuladores da sintese de GSH

Grupo N° de odcitos [ ] médiade GSH (pmol/odcito+SD)
S 207 1,83+0,19°
B 154 2,63+0,44°
BC 195 4,25+0,402
BCC 207 4,97+0,712
BCCI 129 4,42+0,792
BCI 192 2,23+0,69°
Total 1020 Médiatotal = 3,39r mol/odcito

Valores seguidos de letras diferentes, dentro de cada coluna, diferem significativamente entre si (p<0,05).

[ 1 médiade GSH = concentragdo intracelular média de GSH

S=TCM-199b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM) BCCl = meio BCC + ITS (8:8:8)
B=TCM-199%b + 0,5% de BSA BCC = meio BC + cisteamina (100mM ) BCl = meio BC + ITS(8:8:8)
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Letras diferentes diferem significativamente entre si (p<0,05).
S=TCM-199b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM) BCCl = meio BCC + ITS (8:8:8)

B=TCM-199b + 0,5% de BSA  BCC = meio BC + cisteamina (100mv ) BCl =meio BC + TS (8:8:8)

Figura 6: Concentragdo intracelular média de GSH por odcito (pmol/oécito+SD) de odcitos

MIV, por 24h, em seis meios contendo ou ndo estimuladores da sintese de GSH.

Quando se comparou as taxas de maturacdo oocitéria e as concentracdes de GSH
intracelular dos odcitos MIV ndo foi observada correlacdo significativa (p>0,4) entre os

tratamentos.
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4.2 Experimento Il: Avaliagdo do desenvolvimento e da qualidade de embribes
produzidos in vitro (PIV), em dois sistemas de cultivo, com

oocitos bovinos M1V na presenca de componentes de thiol

Os dois melhores meios do Experimento | foram escolhidos baseado em seus resultados,
onde se observou uma similaridade na maturacdo nuclear e na migracdo dos GCs para a
periferia da membrana citoplasmética entre os grupos e uma maior concentracao intracelular
de GSH (p<0,05) dos meios BC, BCC e BCCI (Tabelas 1 e2 eFiguras5 € 6).

Ja que os meios BC, BCC e BCCI apresentaram similaridade estatistica, a escolha dos
dois melhores meios foi redizada observando-se a diferenca numérica, bem como a sua
complexidade de manipulacdo e o seu custo. Portanto, optouse pelos meios BC e BCC para

serem utilizados no Experimento |1, em comparagao ao controle do laboratorio (S).

4.2.1 Quantificacdo dastaxas de clivagem e de desenvolvimento dos embrides CIV

Foram M1V 3403 odcitos, em um dos trés meios (S, BC ou BCC), fertilizados in vitro
(FIV) e, depois, cultivados in vitro (CIV) em dois sistemas de cultivo (com 5% ou 20% de
Oy). Foram realizadas cinco repetigoes.

As taxas médias de clivagem (48h apés a FIV) e de producéo de blastocisto (sé&timo dia
de CIV) de cada grupo estéo apresentadas na Tabela 3 e na Figura 7. Tanto a clivagem quanto
a producéo de blastocisto ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) entre os grupos e
entre os sistemas de cultivo (Tabela3 e Figura 7).

Dos 3403 odcitos MIV, FIV e CIV, foram produzidos 936 blastocistos (27,5%), dos
quais 252 foram verificados quanto a sua qualidade proporcional entre MCl e TF e, 434,
avaliados quanto ao nimero de células em apoptose.
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Tabela 3: NUmero de odcitos e porcentagem média de clivagem e de producdo de blastocisto
(sete dias apds a FIV) de oocitos M1V, por 24h, em trés meios contendo ou ndo

estimuladores da sintese de GSH, e CIV dos embrides em dois sistemas de cultivo

. [e]
Grupo ~ Sitemade  N"de ;o (06 médiatSD)  Blastocisto (% médiatSD)

deMIV  cultivo 00citos

. 5% de O, 603 417 (69,15+12,28) 172 (41,12+6,10)
20% de O 546 417 (76,37+4,79) 171 (41,01+9,78)
BC 5% de O, 589 421 (71,48+9,23) 144 (34,20+5,89)
20%deO, 543 389 (71,64+5,42) 145 (37,28+11,63)
BCC 5% de O, 540 383 (70,93+8,65) 151 (39,43+9,94)
20% de O3 582 404 (69,42+6,22) 153 (37,87+£12,50)

Subtotal 5% de O, 1732 1221 (70,50%) 467 (38,25%)

20%deO, 1671 1210 (72,41%) 469 (38,76%)

Total - 3403 2431 (71,44%) 936 (38,50%)

Valores seguidos de letras diferentes, dentro de cada coluna, diferem significativamente entre si (p<0,05).
S=TCM-199b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM) BCC = meio BC + cisteamina (100nmM)

5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,
o 90
12]
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S5% de O, S20% deO, BC-5% deO, BC-20% deO, BCC5% deO, BCC-20% deO;
MeosdeMIV x Sistemas de cultivo
Letras diferentes, dentro de cadavariavel, diferem significativamente entre si (p<0,05).

S=TCM-19%b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM) BCC = meio BC + cisteamina (100nM)
5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,

Figura 7: Porcentagem média de clivagem e de producéo de blastocisto (sete dias apos a FIV)
de odcitos M1V, por 24h, em trés meios contendo ou ndo estimuladores da sintese

de GSH e CIV dos embrides em dois sistemas de cultivo.
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4.2.2 Verificacdo da qualidade proporcional do numero de células da MCI e do TF nos

embrides ClV

No sétimo dia de CIV, ap6s a avaliacdo da producdo de blastocisto, aproximadamente
metade dos embrifes produzidos em cada grupo foi destinada a verificacdo da qualidade
proporciona do nimero de células da MCl e do TF. Dos 475 embrides destinados a coloracéo
diferencial, considerando-se uma perda de 46,95% durante o processo de coloracdo, 252
foram avaliados para se determinar o nimero medio de células constituintes da massa celular
interna (MCI) e do trofoblasto (TF) e, do total de células do embrido (T) (Figura 8). As
porcentagens médias das variaveis avaliadas (MCI, TF e T) estdo dispostas na Tabela 4 e na
Figura 9.

Figura 8: Blastocistos (sete dias apos a FIV) avaliados pela técnica de coloracdo diferencial
sob microscopia de epifluorescéncia. Azul (Hoechst 33342): nicleo de células da
massa celular interna; Vermelho (iodeto de propidio): nucleo das células do
trofoblasto. Imagens digitalizadas.

Os grupos BC e BCC, cultivados no sistema com 20% de O,, apresentaram as menores
porcentagens médias de células na MCI e, as maiores no TF (p<0,05) em relacéo ao grupo
controle (S), como também aos grupos BC e BCC cultivados no sistema com 5% de O,
(Tabela4 eFigura9).

Ja na varidvel T houve interagdo entre os grupos e o sistema de cultivo (p=4,13%);
portanto esta variavel sO pode ser analisada dentro de cada nivel, ou sgja, somente entre
grupos ou entre as tensdes de O,. Desta forma, nenhuma das porcentagens médias das
variaveis avaliadas em nenhum dos niveis (meios de MIV ou sistema de cultivo) apresentaram
diferenca estatistica (p<0,05).



Resultados 57

Tabela 4: Numero de blastocistos (sete dias apos a FIV) e porcentagem média de células da
MCI edo TF, em relacéo ao nimero total de células dos blastocistos produzidos de
oocitos MIV, por 24h, em trés meios contendo ou ndo estimuladores da sintese de
GSH, e CIV dos embrides em dois sistemas de cultivo

Grupo Sistemade N° de % médiade células N° médio de clulas
deMIV  cultivo  blastocistos MCI (%+SD) TF (%+SD) totais (ntSD)
5% de O, 43 36,714877%  63,20+8,77" 84+31,44
S 20%deO; g 31,26+893%  68,75+8,93" 70£23.37
o 25;’ 30 ddeec(’)z 38 3454+978%  6546+9,78" 73£30,68
2 37 2496+11,38° 7504+11,38° 60+21,87
Sec ;’ 30 ddeecc’)? 42 34,0147,56%  65,99+7,56" 71426,45
2 43 2495+1082° 7505+10,82° 7942937
5% de O 123 35,00% 64,91% 76
Subtotal 2006 de0; 15 27,06% 72,95% 73
Total ! 252 31,07% 68,93% 75

Valores seguidos de |etras diferentes, dentro de cada coluna, diferem significativamente entre si (p<0,05).
S=TCM-199b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM)  BCC = meio BC + cisteamina (100nmM)

5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,
b b b a b a
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Meiosde M1V x Sistemas de cultivo

Letras diferentes, dentro de cadavariavel, diferem significativamente entre si (p<0,05).
S=TCM-19%b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM) BCC = meio BC + cisteamina (100nM)
5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,

Figura 9: Porcentagem média de células da MCI e do TF do total de células dos blastocistos
produzidos de odcitos M1V, por 24h, em trés meios contendo ou ndo estimuladores
da sintese de GSH, e CIV dos embrides em dois sistemas de cultivo.
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Para se avaliar melhor os resultados do Experimento Il, os dados foram reavaliados
segundo critérios inerentes a variavel analisada, na verificagdo da qualidade proporcional
MCI:TF e naavaiacéo do nUmero de células em apoptose, como segue.

Baseado nas médias gerais aproximadas do nimero de células da MCI (24), do TF (51)
edo T (75) e, na proporcéo de células MCI:TF2 1:2, os blastocistos foram classificados em
embrides de qualidade superior ou inferior (Tabela 5 e Figura 10). Estas médias utilizadas
foram obtidas dos dados deste trabalho, servindo apenas para avaliar os resultados deste
experimento.

De forma geral, todos os grupos cultivados em baixa tensdo de O, demonstraram maior
freqiéncia de embrides com maior MCl e TF e proporcdo MCI:TF? 1:2 maiores que suas
médias gerais, j4 com relacdo a varidvel T, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
(p>0,05).

Tabela 5: Freguéncia (%) média de blastocistos de qualidade superior (MCI>24; TF>51;
T>75 e MCI:TF2 1:2) produzidos de odcitos MIV, por 24h, em trés meos

contendo ou ndo estimuladores da sintese de GSH, e CIV dos embrides em dois

sistemas de cultivo

Grupo Sistemade Freguéncia (%) de Bl de qualidade superior
deMIV  cultivo MCI>24 TF>51 T>75 MCITF3 1:2
S 5%deO, 6512(28/43)% 41,86 (18/43)® 51,16 (22/43) 69,77 (30/43)3
20%de O, 38,78 (19/49)° 34,69 (17/49)° 36,73 (18/49) 46,94 (23/49)°
ae 5%deO, 52,63(20/38)® 31,58(12/38)° 42,11(16/38) 52,63 (20/38) *
20%de O, 29,73 (1137)° 4865(18/37)® 37,84 (14/37) 21,62 (8/37)°
- 5%deQ, 47,62(20/42)® 3571(15/42)° 42,86(18/42) 52,38 (22/42)*
20%de O, 34,88 (15/43)° 5581 (24/43) 55,81 (24/43) 23,26 (10/43)°
SUbtotd 5%deO, 5528(68/123) 36,59 (45/123) 4553 (56/123) 58,54 (72/123)
20%de O, 34,88(45/129) 4574 (59/129) 43,41 (56/129) 31,78 (41/129)
Total - 44,84 (113/252) 41,27 (104/252) 44,44 (112/252) 44,84 (113/252)

Valores seguidos de letras diferentes, dentro de cada coluna, diferem significativamente entre si (p<0,05).
BCC = meio BC + cisteamina (100mvi)

S=TCM-199b + 10% de SFB

5% de O, = CIV no sistema com 5% de O,
T =total de células constituintes do embrido

BC = meio B + cisteina (0,825mM)

20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,
MCI:TF = propor¢éo MCI:TF
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Il S-5% deO,

B s-20% deO,

Il BC- 5% de O,

] BC-20% de O,

Il BCC -5% de O,

[0 BCC-20% de O,

Frequiéncia (%) de blastocistos superiores

MCI>24 TF>51 T>75 MCI: TR 1:2

Par ametros de classificacdo de qualidade do embriac

Letras diferentes, dentro de cadavariavel, diferem significativamente entre si (p<0,05).
S=TCM-19%b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM) BCC = meio BC + cisteamina (100nM)
5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,

Figura 10: Freguéncia (%) média de blastocistos de qualidade superior (MCI>24; TF>51;
T>75 e MCIL:TF3 1:2) produzidos de odcitos MIV, por 24h, em trés meos
contendo ou ndo estimuladores da sintese de GSH, e CIV dos embrides em dois

sistemas de cultivo.

Ainda, estes blastocistos de qualidade superior foram reclassificados em embrides
excelentes ¢ 36 células) ou bons (24 a 35 células), baseado na somatéria da média gera
aproximada do nimero de células da MCl (24) e do desvio padréo aproximado (12) (Tabela 6
e Figura 11). O grupo BC, cultivado no sistema com 20% de O, apresentou a menor

fregiiéncia de embrides excelentes, em relacéo aos outros grupos (p<0,05).
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Tabela 6: Freguiéncia (%) média de blastocistos excelentes (MCI2 36) dos blastocistos de
gualidade superior ou do total de blastocistos produzidos de oo6citos M1V, por
24h, em trés meios contendo ou ndo estimuladores da sintese de GSH, e CIV dos
embrides em dois sistemas de cultivo

Grupo de Sistema de Frequéncia (%) de Bl de qualidade excelente
MIV cultivo M CI2 36 dos Bls superiores MCI3 36 dos Bls totais
5% de O, 60,71 (17/28)® 39,53 (17/43)®
> 20% de O, 31,58 (6/19) 12,24 (6/49) ®
~ 25::3 de O, 45,00 (9/20) 2 23,68 (9/38) 2
bde O, 9,00 (1/11)° 270 (1/37)°
e ;:i de O, 45,00 (9/20) 2 21,43 (9/42) @
6de O, 33,33 (5/15) ® 11,63 (5/43) ®
5% de O, 51,47 (35/68) 28,46 (35/123)
Subtotal 20% de O,
26,67 (12/45) 9,30 (12/129)
Total - 41,59 (47/113) 18,65 (47/252)

Valores seguidos de letras diferentes, dentro de cada coluna, diferem significativamente entre si (p<0,05).
S=TCM-199b + 10% de SFB BC =meio B + cisteina (0,825mM)  BCC = meio BC + cisteamina (100mM)

5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,
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Par @metros de classificacdo de qualidade do embrido

Letras diferentes, dentro de cada variavel, diferem significativamente entre si (p<0,05).
S=TCM-199b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina(0,825mM) BCC = meio BC + cisteamina (100nmM)
5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,

Figura 11: Freguéncia (%) média de blastocistos excelentes (MCI2 36) dos blastocistos de
gualidade superior ou do total de blastocistos produzidos de odcitos M1V, por
24h, em trés meios contendo ou ndo estimuladores da sintese de GSH, e CIV
dos embrides em dois sistemas de cultivo.
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Com estas duas classificacOes, pode-se avaliar a frequiéncia de producdo de blastocisto
de melhor qualidade dentro de cada grupo experimental, onde o grupo S, cultivado no sistema

com 5% de O, foi numericamente superior aos outros (Tabelas5 e 6 e Figuras 10 e 11).

4.2.3 Avaliacdo do numero de células em apoptose dos embrides CIV

Como na avaliacdo da qualidade proporciona entre MCl e TF (item 4.2.2), no s&imo
dia de ClIV, dos 461 embrides destinados a coloracdo TUNEL, considerando-se as perdas
(9,41%) durante o processo de coloragéo, 434 foram avaliados para se verificar a porcentagem
meédia de células em apoptose pertencentes a MCl e ao TF, em relacdo ao total do embrido e
a0 T (Figura 12). As porcentagens médias das cdlulas da MCI, do TF e do T com lesdo no
DNA estéo dispostas na Tabela 7 e nas Figuras 13 e 14.

Vale ressatar que alocalizacdo das células em apoptose foi estimada, pois ndo ha como
ter certeza, ja que a distingdo é feita pela aparéncia das células, ande as células da MCI
apresentam-se mais concentradas em um pélo do embri&o.

De forma geral, todos os grupos, cultivados no sistema com 5% de O,, apresentaram
maiores porcentagens medias de células em apoptose com relacéo avariavel MCI.

Houve interacdo entre 0s grupos e o sistema de cultivo nas varidvels porcentagem de
células em apoptose no TF (p=7,61%) e no T (p=16,82%) e, da média de células por
blastocisto (p=6,67%); portanto estas variaveis sd puderam ser analisadas dentro de cada nivel
(meiosde M1V ou sistemas de cultivo).

Desta forma, o grupo BCC apresentou numericamente menor nimero de células em
apoptose no TF e no T, dentro dos meios de MIV; ja o niUmero de células em apoptose no TF,
dentro do sistema de cultivo, ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05), mas o no T no
sistema com 5% de O, causou lesdo em mais células, em relagdo ao sistema com 20% de O,
(p<0,05) (Tabela 7 e Figura 14).

Com relagdo ao nimero médio de células por blastocisto, os grupos S, BC e BCC nédo
diferiram entre si (p<0,05), dentro dos meios de M1V, mas o sistema com 5% de O, produziu
maiores embrides (embrides com mais células) em relacdo ao sistema com 20% de O,
(p<0,05) (Tabela 7 e Figura 15).
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Figura 12: Blastocistos (sete dias apos a FIV) avaliados pela técnica de coloracdo TUNEL,
sob microscopia de epifluorescéncia. (a) controles. (a;) positivo (tratados com
DNA< I) e (a2) negativo (incubacdo na auséncia da TdT); (b) blastocistos com
poucas células em apoptose. (€) blastocistos com muitas células em apoptose;
(seta) loca da fragmentacdo do DNA no nicleo das células em apoptose. Verde
(FITC): nucleo de células em apoptose; Vermelho (iodeto de propidio): nlcleos
de células constituintes do embrido. |magens digitalizadas.
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Tabela 7: Numero de blastocistos (sete dias apés a FIV), porcentagem e nimero médios de

células em apoptose (presentes na MCI, no TF e T) e tamanho (nUmero médio de
célulag/blastocisto) dos blastocistos produzidos de oécitos MIV, por 24h, em trés
meios contendo ou ndo estimuladores da sintese de GSH, e CIV dos embrides em

dois sistemas de cultivo

Grupo Sistemade N°de % média de células em apoptose + SD (n° médio) N de
deMIV  cultivo Bls celulas/Bl

MCI TF T (%+SD)

s 5% de O, 79 8,40+4,79(7)® 5,32#5,11(4) 13,72+6,68(11) 87+26
20%deO, 73  6,03t4,08(5)° 544+633(4) 11,47+8,24(9)  T77+26

BC 5% de O, 69 8,62+3,83(7)% 7,38+6,43(5) 16,00+6,20(12) 82+25
20%deO, 73  645+360(5)° 4,91+4,87(4) 11,37+672(9)  83+26

. 5%deO, 67 7,32+435(7)® 4,55+4,64(4) 11,87+6,61(11)  91+27
20%deQ, 73  564+2,95(4)° 4,37£386(3) 10,01+543(7)  79+23

Totl 5%deO, 215 8,13+4,23(7)  5,74+554(4) 13,88%6,69(11) 8726
20%deO, 219  6,04+358(5) 4,91+511(4)  10,95+6,90(9) 80+25

Total - 434 7,09£7,81(6) 5,33£533(4) 12,42+6,80(10) 84+26

Valores seguidos de letras diferentes, dentro de cada coluna, diferem significativamente entre si (p<0,05).

S=TCM-199b + 10% de SFB  BC = meio B + cisteina (0,825mM)

5% de O, = CIV no sistema com 5% de O,
T = total de células constituintes do embri&o

BCC = meio BC + cisteamina (100mM)

20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,



Resultados 64

14 3
a
12 ab
Bl S-5% deO,
D D
10 T T
B s-20% deO,

B BC-5% deO,

% de células em apoptose
(00]

61 O BC-20% de O,

4 1 [l BCC -5% de O,

2 1 [0 BCC - 20% de O,
0 -

MCI

L etras diferentes, dentro de cada variavel, diferem significativamente entre si (p<0,05).
S=TCM-199 + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM) BCC = meio BC + cisteamina (100ni)
5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,

Figura 13: Porcentagem média de células em apoptose presentes na MCI dos blastocistos
produzidos de oocitos MIV, por 24h, em trés meios contendo ou néo
estimuladores da sintese de GSH, e CIV dos embrides em dois sistemas de

cultivo.
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Letras diferentes, dentro de cadavariavel, diferem significativamente entre si (p<0,05).

S=TCM-199b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM) BCC = meio BC + cisteamina (100nmM)
5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,

TF = trofoblasto T =total de células constituintes do embri&o

Figura 14: Porcentagem média de células em apoptose presentes na MCI dos blastocistos
produzidos de odcitos MIV, por 24h, em trés meios contendo ou ndo
estimuladores da sintese de GSH, e CIV dos embrides em dois sistemas de

cultivo.
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Letras diferentes, dentro de cadavariavel, diferem significativamente entre si (p<0,05).

S=TCM-199% + 10% de SFB BC =meio B + cisteina(0,825mM) BCC = meio BC + cisteamina (100nmM)

5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,

Figura 15: Numero médio total de células em apoptose, presentes na MCI e no TF, an
relagdo ao tamanho (nUmero médio de célulag/Bl) dos blastocistos produzidos de
oécitos M1V, por 24h, em trés meios contendo ou ndo estimuladores da sintese de

GSH, e ClIV dos embrides em dois sistemas.

Paramelhor se avaliar os resultados, como na avaliacao da qualidade proporciona entre
MCI:TF (item 4.2.2), os blastocistos foram classificados em embrides de qualidade superior
(<10 células em apoptose e numero total de células >83) ou inferior, baseado na média gera
aproximada de células com apoptose no embrido como um todo (MCI+TF=10) e na média
total aproximada de células constituintes do embrido (T=83) (Tabela 8 e Figura 16).
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Tabela 8: Frequéncia (%) média de blastocistos de qualidade superior (com menos de dez
células em apoptose e blastocistos maiores de 83 células) produzidos de odcitos
MIV, por 24h, em trés meios contendo ou ndo estimuladores da sintese de GSH, e

cultivo in vitro dos embrides em dois sistemas de cultivo

Grupo de Sistemade Freqiéncia (%) de Bl de qualidade superior

MIV cultivo MCI+TF<10 células em apoptose T>83 células
< 5% de O, 41,77 (33/79)° 50,63 (40/79) ®
20% de O, 67,12 (49/73)2 41,10 (30/73)®

ac 5% de O, 27,54 (19/69) ® 47,83 (33/69) °
20% de O, 64,38 (47/73)2 49,32 (36/73)°

. 5% de O, 43,28 (29/67) ° 67,16 (45/67) 2
20% de O, 76,71 (56/73) 2 42,47 (3U73)°
Subtorl 5% de O, 37,67 (81/215) 54,88 (118/215)
20% de O, 69,41 (152/219) 44,29 (97/219)
Total - 53,69 (233/434) 49,54 (215/434)

Valores seguidos de letras diferentes, dentro de cada coluna, diferem significativamente entre si (p<0,05).
S=TCM-199b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM)

5% de O, = CIV no sistema com 5% de O,
MCI+TF = células em apoptose daMCl + do TF

BCC = meio BC + cisteamina (100mM)

20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,
T =total de células constituintes do embri&o
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80 a

Hl S-5% deO;

B s-20% deO,

B BC-5% deO,

[0 BC—20% de O,
Bl BCC -5% de O,

O BCcC-20% de O,

Fregiiéncia (%) deblastocistos superiores

MCI+TF<10 cél. em apoptose T>83 células

Par ametros de classificacdo de qualidade do embriac

Letras diferentes, dentro de cada varidvel, diferem significativamente entre si (p<0,05).
S=TCM-199b + 10% de SFB BC = meio B + cisteina (0,825mM)  BCC = meio BC + cisteamina (100nM)
5% de O, = CIV no sistema com 5% de O, 20% de O, = CIV no sistema com 20% de O,

Figura 16: Freqiiéncia (%) média de blastocistos de qualidade superior (com menos de dez
células em apoptose e blastocistos maiores de 83 células) produzidos de odcitos
MIV, por 24h, em trés meios contendo ou ndo estimuladores da sintese de GSH,

e cultivo in vitro dos embrides em dois sistemas de cultivo.

Como a classificagcéo foi conduzida, pode-se avaiar a frequéncia de producdo de
blastocistos de melhor qualidade (superiores) em cada grupo experimental, onde todos os
grupos cultivados no sistema com 20% de O, apresentaram maior freqiiéncia de blastocistos
superiores (p<0,05) em relacdo aos cultivados no sistema com 5% de O, (somatoria
MCI+TF<10 células em apoptose). JA com relacdo ao tamanho do embrido, o grupo BCC
cultivado no sistema com 5% de b apresentou maior frequéncia de embrides superiores
(T>83 células) (Tabelas 7 e 8 e Figuras 13, 14, 15 e 16).
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5 DISCUSSAO

A literatura mostrou uma certa divergéncia entre os pesguisadores quanto a utilizacéo de
componentes de thiol somente no meio de maturacéo in vitro (M1V) de odcitos para melhorar
a producdo in vitro (PIV) de embrides bovinos. No entanto, uma observacdo que todos
concordaram € que estes componentes elevam a concentracdo intracelular de glutationa
(GSH) nos odcitos durante a MIV, bem como ndo interferem na taxa de clivagem,
melhorando ou n&o a taxa de desenvolvimento e a qualidade embrionaria (maior nimero de

células no blastocisto e menor nimero de células em apoptose).

5.1 Experimento |: Influéncia da adicdo de aditivos no meio de maturacdo in vitro

(MI1V) de odcitos bovinos

Este experimento foi realizado com o intuito de se verificar se a adi¢do de componentes
de thial, cisteina e/ou cisteamina, ou a associacdo destes com uma mistura contendo insulina,
transferrina e selénio (ITS) seria capaz de melhorar a MIV de odcitos bovinos, em relacéo a
dois controles (grupos S e B). Com estes resultados escolheu-se dois melhores meios para a

realizacdo do Experimento I, juntamente com o0 meio controle do laboratério (S).

5.1.1 Avaliacdo da maturacdo oocitéria

Como descrito por Edwards (1965) apud Abeydeera et al. (1998), odcitos removidos
dos foliculos e mantidos em condi¢cdes favoraweis de cultivo in vitro (CIV) apresentam
maturacdo nuclear espontanea (retomada da meiose até o0 estddio de metafase 11) em
percentual elevado, o que foi verificado neste experimento (X=99,17%).

Por outro lado, a maturacdo citoplasmética nem sempre é garantida pela nuclear
(Tribaut, 1977 apud Abeydeera et al., 1998), j& que as condi¢des de cultivo podem influenciar
a MIV dos odcitos (Krisher & Bavister, 1998). Neste experimento foi observado que a
migracdo dos granulos corticais (GCs) para a periferia da membrana citoplasmatica, um dos
parametros utilizados para se avaliar a maturacdo citoplasmética dos odécitos, se mostrou

coincidente com o estédio de metéfase I, ou sgja, todos os odcitos com GCs dispostos em sua
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periferia também estavam em metéfase I, sugerindo que a maturagéo citoplasmatica pode
depender da nuclear.

Entretanto, neste trabalho, observou se também uma elevada taxa de migracéo dos GCs
para a periferia (x=93,34%) entre todos os grupos, ndo havendo diferenca estatistica entre
eles, diferindo dos achados de Avelino (2004), que encontrou uma maior taxa desta migracéo
nos odécitos MIV apenas na presenca de b-mercaptoetanol (100nM) e/ou de cisteamina
(100nM). De forma semelhante a outros autores (De Matos et al., 1996, 2002a; Abeydeera et
a., 1998; Gasparrini et al., 2000, 2003; Jeong & Yang, 2001; Van Soom et a., 2002)
descreveram que a adicdo de estimuladores da sintese de GSH intracelular no meio de M1V
melhora a maturacéo citoplasmatica.

Embora, o grupo BCCI ndo tenha apresentado diferenca estatistica (p>0,05), observou
se que foi 0 grupo com menor taxa media de migracéo dos GCs para a periferia e grande
variagdo (desvio padréo), o que garantiu tal semelhanga com 0s outros grupos.

Durante a maturacdo citoplasmatica ocorrem alteracGes estruturais e bioquimicas no
odcito, dando-Ihe condicbes para participar eficientemente do processo de fecundacéo e do
desenvolvimento embrionério inicial. Além da migracdo dos GCs para a periferia do odcito
(Damiani et a., 1996; Carneiro et al., 2002), a dosagem de GSH intracelular estocada (De
Matos et al., 1995, 1996) pode ser um parémetro utilizado para se avaiar a M1V de odcitos,

ambos usados neste experimento.

5.1.2 Mensuracao da concentracao intracelular de GSH dos o6citos M1V

A GSH é um tripeptideo fundamental para a protecdo celular contra o estresse oxidativo
e participa ativamente dos processos de maturacdo oocitéria (Knapen et al., 1999; Abeydeera
et al., 1998, 1999). A MIV dos odcitos foi também avaliada pela mensuragdo da GSH
intracelular estocada, como descrito por De Matos et a. (1995, 1996), demonstrando que,
apesar de haver a migracdo dos GCs para a periferia do odcito em elevada proporcéo
(93,34%) em todos os grupos, a eficiéncia de estocagem de GSH intracelular variou; portanto,
0s o0citos com maior concentracdo de GSH intracelular podem apresentar melhor qualidade
de maturagdo, adquirindo melhores condi¢bes para enfrentar os eventos posteriores (FIV e
CIV).
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A biosintese de GSH pelo ciclo g-glutamil é dependente da disponibilidade de L-
cisteina no meio de cultivo, mas a cisteina é muito instavel no meio (Bannai, 1984 apud De
Matos et al., 1995; Sagara et a., 1993), necessitando de precursores da GSH (cisteamina ou
b-mercaptoetanol) para lhe dar estabilidade, disponibilizando-a no meio de cultivo.

O meio utilizado paraa M1V dos odcitos foi 0 TCM-199, cuja composi¢ao € de cisteina
(0,6rmM) e cistina (83,2nmM). Segundo De Matos & Furnus (2000), esta baixa concentracéo de
cisteina ainda sofre autoxidagdo em cisting, indisponivel a célula, limitando a sintese de GSH
intracelular pela caréncia de cisteina.

O SFB pode causar alteragdes bioguimicas no meio e interferir no sistema de cultivo e,
segundo Bavister et a. (1992), as albuminas do soro podem se ligar aos componentes de thiol
indisponibilizando-os no meio. Desta forma, para se evitar a interferéncia do SFB na acéo dos
componentes de thiol avaliados, os meios adicionados destes componentes foram
suplementados apenas com BSA (0,5%), dando condigbes semidefinidas a0 meio de
maturacdo, embora outros autores (De Matos et a., 1996, 2002a,b) adicionaram estes
componentes em meio de M1V suplementado com SFB e obtiveram resultados positivos..

Os resultados deste experimento demonstraram que a adicdo de cisteina no meio de
MIV, associada ou ndo a cisteamina, promoveu uma elevacdo da concentracdo intracelular de
GSH no odcito, corroborando com os dados da literatura nas espécies bovina (De Matos et al.,
1996, 2002a; Van Soom et al., 2002; Avelino, 2004), suina (Abeydeera et al., 1998; Jeong
&Yang, 2001), bubalina (Gasparrini et al., 2000, 2003), ovina (De Matos et a., 2002b),
hamsters (Zuelke, 2003) e caprina (RodrigézGonzalez et a., 2003). Ainda, 0s grupos que ndo
apresentaram a cisteina em sua composi¢ao, com excegdo do grupo BCI, tiveram as menores
concentragdes de GSH intracelular, demonstrando que a biosintese no oocito realmente é
limitada pela presenca de L-cisteina no meio (Furnus & De Matos, 1999). Além disso, foi
observada uma tendéncia a0 aumento da concentragcdo intracelular da GSH nos odcitos
maturados na presenca de cisteing, se intensificando com a associacao da cisteamina.

No entanto, os resultados do grupo BC, onde foi adicionado apenas a cisteina no meio
de MIV, demonstraram que a cisteina tem condicbes de estimular a sintese de GSH
intracelular no oécito MIV, com valores semelhantes a das obtidas com a associagdo com a
cisteamina, provavelmente por estar em elevada concentracdo, ndo havendo tempo para ser
totalmente reduzida a cistina antes de sua acdo, contrariando o descrito por Ishii et al. (1981),
Issels et al. (1988) e Avelino (2004), que descreveram a necessidade da presenca de

cisteamina para dar estabilidade & cisteina e disponibilizé-1a para o odcito.
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Ali et a. (2003) e Zuelke et a. (2003) relataram que a GSH intracelular seria mais
importante durante a fecundacdo do que no desenvolvimento embrionario, baseado na drastica
reducdo do nivel de GSH intracelular apds a fecundacdo e na acdo negativa de antioxidantes
adicionados nos meios de FIV e de CIV de embrides, contrariando os dispogos por Caamario
et al. (1996), Lim et a. (1996) e Luvoni et a. (1996), que apresentam uma importancia da
GSH também durante o CIV de embrides. Esta divergéncia pode ser explicada por Lapointe &
Bilodeau (2003), que demonstraram que a presenca de espécies reativas de O, (ROS) é
benéfica para a capacitacdo espermética e a ligacdo do espermatozdide a zona pellcida e, por
Miyamura et al. (1995) que relatou que a GSH intracelular estocada no odécito durante a M1V
€ importante apds a penetracdo do espermatozdide no odcito e para a formagdo do prontcleo
masculino. Em resumo, o odcito deve estocar GSH intracelular para suportar a FIV e o
desenvolvimento embrionario inicial, como descrito por Lim et al. (1996) e De Matos et al.
(2002a), mas ndo pode estar no meio extracelular durante a penetracdo do espermatozoide no
odcito. Posteriormente a fecundacdo, a GSH restante auxilia no desenvolvimento inicial do
embrido, até que ele adquira capacidade de produzir suas préprias proteinas e sistemas
antioxidantes.

Se os grupos BCCI e BCI forem comparados, pode-se inferir que o ITS associado a
cisteamina ndo apresentou uma acdo estimulatoria esperada sobre a sintese intracelular de
GSH, pois os piores resultados foram com o0 ITS apenas em associagdo com a cisteamina
(grupo BCCI).

Ainda, a auséncia de uma agdo sinérgica do ITS com os componentes de thiol, durante a
MIV, provavelmente ocorreu devido sua adi¢éo ter sido feita no momento menos propicio da
PIV de embries, embora o selénio estimule a sintese de GSH. No entanto, a literatura
descreve apenas a adicdo de ITS no periodo de desenvolvimento embrionério, onde exerce
sua acdo positiva (Nasr-Esfahani & Johnson, 1992 apud Lim & Hansel, 2000; Ozolins et d.,
1996 apud Lim & Hansdl, 2000; Augustin et al., 2003), j& que a glicose brna-se a fonte
predominante de energia somente apds a ativacdo do genoma embrion&io do bovino
(Khurana & Niemann, 2000), periodo onde ainsulina, fator que auxilia o transporte de glicose
para dentro da célula, poderiater suamaior agdo e importanciana PIV.

Contrariamente ao observado na migragcdo dos GCs para a periferia, a presencado ITS
associado a cisteamina (grupo BCCI) apresentou acdo estimulatéria sobre a concentracéo
intracelular de GSH, provavelmente porgue a cisteamina promoveu esta acéo sem o auxilio do
ITS, o que ndo ocorreu com o grupo BCI que apresentou resultados semelhantes aos grupos

controle (S e B). Ainda, 0 ITS acrescentado no meio de M1V ndo apresentou efeito adiciona a
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sintese de GSH intracelular do o0cito, embora sgja relatado que a insulina estimula a sintese
de proteinas (Lewis et a., 1992) e, principalmente, que o selénio também sgja estimulante da
sintese de GSH (Ozolins et al., 1996 apud Lim & Hansel, 2000) e, a transferrina tenha agcéo de
quelante de radicais hidroxila (Nasr- Esfahani & Johnson, 1992 apud Lim & Hansel, 2000).

A auséncia de correlacdo entre a taxa de migracdo dos GCs para a periferia e a
concentragdo intracelular de GSH dos odcitos de bovino demonstrou que estes eventos sdo
independentes, mas importantes para a PIV de embrides, corroborando com o descrito por
Avelino (2004).

5.2 Experimento Il: Avaliacdo do desenvolvimento e da qualidade de embrides
produzidos in vitro (PIV), em dois sistemas de cultivo, com

oocitos bovinos M1V na presenca de componentes de thiol

O objetivo deste experimento foi avaliar o comportamento dos dois melhores meios de
MIV (BC e BCC), escolhidos do Experimento |, com relacdo a sua eficiéncia em melhorar a
guantidade (clivagem e producdo de blastocisto) e a qualidade (maior nimero de células
constituintes do embrido e menor nimero de células em apoptose) embrionaria, em relacéo ao
meio controle do laboratério (S), em dois sistemas de CIV de embrides (sistema com 5% ou
20% de Oy).

5.2.1 Quantificacao dastaxas de clivagem e de desenvolvimento dos embrides CIV

Apbs a MIV em um dos trés meios (S, BC ou BCC), os odcitos de todas as repeticoes
foram fertilizados in vitro (FIV) nas mesmas condi¢gbes e com 0 mesmo sémen (touro e
partida). Apos 24h da FIV, os provaveis zigotos de cada grupo foram divididos igualmente
em um dos sistemas de cultivo utilizados (sistema com 5% de & ou 20% de ). Estas
condicdes foram mantidas em todas as repeticbes pois segundo Long et a. (1999), as
diferencas nas condicdes de PIV (composicdo dos meios de cultivo e qualidade espermética)
tém impacto sobre todas as etapas (M1V, FIV e CIV).

Os embrides foram avaliados em dois momentos do desenvolvimento: 48h apés a FIV,
para se verificar a taxa de clivagem (embrides com duas ou mais células), e no sétimo dia

apos a FIV, para a determinacdo da producdo de blastocistos. A porcentagem de blastocisto
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foi calculada em relacéo aos odcitos clivados em cada grupo e ndo sobre o nimero de o6citos
iniciais.

As taxas de clivagem e a de producdo embrion&ria ndo foram influenciadas pela
presenca de componentes de thiol nos meios de MIV, apesar do estimulo da sintese e a
elevacdo da concentracdo da GSH intracelular de odcitos, corroborando com os achados de
De Matos et a. (1995), Blondin et al. (1997), Guyarder-Joli et a. (1998) , Ali et al. (2003) e
Avelino (2004), mas divergindo dos relatos de Takahashi et al. (1993), De Matos et al. (1996,
1997, 20024, b), Luvoni et al. (1996), Abeydeera et a. (1998, 1999), De Matos & Furnus
(2000), Jeong & Yang (2001), Nagai (2001), Van Soom et al. (2002) e Gasparrini et al. (2000,
2003), os quais demonstraram que a cisteina, assim como o0 b-mercaptoetanol e a cisteamina,
utilizados durante a M1V favorecem o desenvolvimento embrionério, pelo estimulo da sintese
de GSH nos odcitos, nas espécies bovina, bubalina e suina.

Em pesquisa contraditoria, Guyarder-Joli et al. (1998) demonstraram que a alta
concentragéo (250mM) de cisteamina durante a MIV pode prejudicar o desenvolvimento
embrionario, indicando que o0 excesso de componentes de thiol no meio, apesar de aumentar a
concentragdo intracelular de GSH nos odcitos e percentual de od6citos com maturagdo
citoplasmatica, de aguma forma pode causar desequilibrio celular e interferir no
desenvolvimento embrionario. Ainda, Long & Hallwell (2001) descreveram que as moléculas
de thiol sGo muito instdvels no meio de cultura, podendo provocar a formacao de perdxido de
hidrogénio, participar na transicdo de ions metais e se ligar a proteinas especificas por meio
de pontes dissulfetos. No entanto, esta observacéo néo pode ser verificada pois se utilizou
100nM de cisteamina.

Da mesma forma, o sistema de CIV (sistema com 5% ou 20% de ) também ndo
influenciou as taxas de clivagem e de producéo de blastocisto, corroborando com o trabalho
de Khurana & Niemann (2000), mas contrariando a maioria dos autores (Quim & Harlow,
1978; Bavister, 1989; McKieran & Bavister, 1990; Thompson et al., 1990; Fukui et al., 1991,
Voelkel & Hu, 1992; Liu & Foote, 1993, 1995; Nagao et al., 1994; Noda et al., 1994; Wright,
1997; Lonergan et al., 1999; Lim et al., 1999; Fujitani et a., 1997 apud Khurana & Niemann,
2000; Yuan et a., 2003).

Estas observacbes podem ser explicadas por Long et a. (1999) que previamente
descreveram que diferentes composi¢des dos meios de cultivo, assm como a variagéo da
gualidade espermatica, tem impacto significativo sobre a producdo de embrides, por interferir

diretamente naFIV e no CIV de embrides (clivagem e producdo embrionéria). Neste trabal ho,
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0 meio base de maturagdo utilizado foi o0 TCM-199 que apresenta na sua cOmposicao a
cisteina em baixa concentracdo (0,6rmM) e a cistina (83,2mM), mas, em decorréncia da auto-
oxidacdo da cisteina, sua concentracdo fica ainda mais reduzida apés o preparo e equilibrio do
meio em estufa (uma a duas horas antes da utilizacéo).

Para se evitar a auto-oxidacdo e disponibilizar cisteina no meio, os meios BC e BCC
foram suplementados com 0,825mM de cisteina, previamente determinada por Abeydeera et
al. (1998) como a melhor concentracdo para a MIV de odcitos bovinos. No entanto, ndo
apresentaram melhoria nas taxas de clivagem ou de producdo embriondria, como seria
esperado, ja que € descrito que o estimulo da biosintese intracelular da GSH aumenta a
producéo embrionéria nas espécies bovina (De Matos et a., 1996, 2002a; Van Soom €t al.,
2002), ovina (De Matos et al., 2002b), caprina (RodrigézGonzalez et a., 2003), bubalina
(Gasparrini et al., 2000, 2003) e suina (Abeydeera et d., 1998; Jeong & Y ang, 2001).

Com a intencéo de se manter condigdes semidefinidas durante a maturagdo, o0 meio foi
suplementado com BSA (0,5%), em comparacdo ao SFB. Em estudos anteriores, 0s
precursores de GSH foram utilizados em meios de maturacdo suplementados com SFB (De
Matos et al., 1996; 2002a; 2002b) ou liquido folicular (Abeydeera et al., 1998; 1999; Jeong
&Yang, 2001), melhorando a taxa de producéo de blastocisto, mas o SFB foi considerado um
fluido orgénico ndo completamente definido, podendo provocar ateracBes quimicas no meio
e interferir no sistema de cultivo (Bavister et a., 1992), dém de apresentar grandes variactes
entre as partidas; no entanto, € extensivamente utilizado nos meios de cultivo.

Embora a concentragdo de radicais livres produzidos nos meios de cultivo utilizados
neste trabalho ndo tenha sido avaliada, os mesmos foram preparados 1h antes do uso,
evitando-se que estes ficassem expostos ao O, durante a estocagem, 0 que acarretaria em uma
maior formacdo de radicais livres no meo, que, por sua vez, poderiam interferir

negativamente nas condicdes de CIV utilizadas neste experimento.

5.2.2 Verificagdo da qualidade proporcional do nimero de células da MCIl e do TF nos

embrides ClIV

durante o processo da coloracéo diferencia houve uma perda significativa de embrides
(46,95%), onde, dos 475 embrides produzidos, apenas 252 foram avaliados no fina do

processo. Esta perda ocorreu em dois passos durante a técnica: na remocao da zona pellcida,
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onde os embrifes sofreram a agdo da pronase ou da solucdo acida e, naligacéo de anticorpo e
complemento, pois podem levar ao rompimento total das células.

Segundo Neuber et al. (2002), com a primeira diferenciagdo celular, durante o
desenvolvimento inicial (quinto ao sexto ciclo), as células da MCI originaréo o feto, enquanto
o TF dard origem as membranas extra-embrionérias. Desta forma, torna-se interessante que o
embrido apresente uma MCI maior, embora uma proporcdo ideal de MCI:TF, considerada
essencial para assegurar a viabilidade embrionédria, ainda ndo tenha sido determinada
(Fleming, 1987), mas temse adotado valores de 1:2 (Avelino, 2004). Esta qualidade
embrionaria pode ser avaliada pela coloracéo diferencial, descrita por Iwasaki et al. (1990),
onde se podem quantificar as célulasdaMCl edo TF.

De forma geral, a adicdo de cisteina, associada ou ndo a cisteamina ndo aumentou o
percentua de células na MCI nem no tamanho do blastocisto (nimero total de células),
diferindo de Avelino (2004), que demonstrou que a utilizagdo de cisteina, associada ou ndo a
cisteamina aumentou o percentual de células na MCI. Ainda, nos grupos BC e BCC, a adicéo
de cisteina, associada ou ndo a cisteamina, ndo teve influéncia positiva na porcentagem de
células na MCI apenas no sistema com 20% de O,, coincidindo com as menores frequéncias
de producéo de blastocistos de qualidade superior (MCI>24 célulase MCI:TF3 1:2), embora o
nimero total de células no embrido ndo tenha sido influenciado nem pelos grupos nem pelo
sistema de cultivo.

Com relacdo ao sistema de cultivo, estes resultados corroboram com os de Yuan et a.
(2003), apenas na variavel taxa de apoptose, que concluiram que a melhor tensdo de O, foi a
de 5%, para embribes bovinos cultivados em meio SOF, refletindo em menor taxa de
apoptose e, diferem dos achados de Van Soom et a. (2002), que observaram que a atmosfera
de 5% de O, favoreceu 0 aumento do numero de células da MClI.

No entanto, quando foi avaliada a fregiiéncia de producéo de embrides de qualidade
superior (MCI>24 células e MCI:TF3 1:2) e excelentes (MCI® 36 células), se observou que
independente do meio de MIV, o sistema de CIV com 5% de O, apresentou melhores
resultados, com excecéo dos parametros TF>51 e T>75, corroborando com Thompson et al.
(1990), Voelkel & Hu (1992), Liu & Foote (1995), Lim et al. (1999), Van Soom et al. (2002)
e Yuan et d. (2003), que demonstraram uma maior freqiiéncia de producéo de embrides com
melhor qualidade em atmosfera de 5% de O, e divergindo de Abeydeera et a. (1998),
Rodrigues-Gonzales et al. (2003) e Avelino (2004) que observaram aumento de blastocistos
de qualidade superior apenas quando precursores de GSH foram adicionados a0 meio de
MIV.
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Este efeito promotor do sistema de CIV com 5% de O, também foi reportado em
camundongo (Quim & Harlow, 1978), hamster (Bavister, 1988; McKieran & Bavister, 1990),
suino (Voeke & Hu, 1992; Wright, 1997), coelho (Li & Foote, 1993), ovino (Thompson et
al., 1990) e humano (Noda et al., 1994).

Ainda, Bicknell & Cohen (1995) apud Yuan et a. (2003) relataram gque a atatensio de
0O, (20%) promoveu elevados niveis de ROS, os quais ateram a conformacdo e a atividade
celular pela acdo direta nas quinases e na transcricdo e, estdo envolvidos na deficiéncia do
desenvolvimento embrionédrio em condi¢fes sub-ideais de cultivo, levando a apoptose no
estadio de blastocisto.

Este provavel aumento dos niveis de ROS no sistema com 20% de & deveria ser
reduzido pela elevada concentracdo intracelular de GSH, estimulada pela adicdo de
componentes de thiol durante a MIV dos odcitos, melhorando as qualidades dos embrides

produzidos, 0 que ndo ocorreu neste experimento.

5.2.3 Avaliacdo do numero de células em apoptose dos embrides ClV

A avaliacdo da taxa de apoptose nos embrides deste experimento corroboram com as
descritas em varias espécies, que mostraram que a apoptose é um processo normal observado
em 70 a 80% de todos os embribes PIV de camundongo (Handyside e Hunter, 1986) e
humano (Hardy et al., 1989) e, principamente, em 100% dos blastocistos de bovino PIV
(Byrne et a., 1999), em taxas maiores ou menores.

Como na avaliacdo da frequéncia de producéo de embrides de qualidade superior e
excelente (item 5.2.2), independente do meio de M1V, o sistema de cultivo com 5% de O,
apresentou maiores porcentagens médias de células em apoptose com relacdo avariavel MCl,
portanto, embrides de qualidade inferior, 0 que ndo seria esperado, pois Lonergan et al. (1999)
e Van Soom et a. (2002) relataram que atensdo de O no oviduto e Utero é menor (5 a 8%) do
gue no ar (20%), onde 5% de O, seria 0 ambiente mais proximo do fisiologico. Além disso, os
embrides CIV no sistema com 5% de O, também apresentaram menores freqiiéncias médias
de blastocistos de qualidade superior (com menos de dez células em apoptose).

Segundo Yuan et a. (2003), a alta tensdo de & (20%) promove elevados nivels de
ROS, as quais consomem maior quantidade de GSH, alterando a conformagéo e a atividade
celular pela acdo direta nas quinases e na transcricéo, levando a apoptose no estadio de

blastocisto. Ainda, estes mesmos autores observaram gue houve uma maior taxa de apoptose
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nas tensdes extremas de O, (2 e 20%) em relacdo a tensdo meédia (5%), concluindo que a
melhor tensdo de O, é a de 5% para embrides bovinos cultivados em meio SOF, refletindo em
maior producdo de blastocisto, maior nimero total de células por embrido e menor taxa de
apoptose. Os resultados deste experimento contrariam esta Ultima observacao.

Em bovinos, a passagem para o quarto ciclo celular coincide in vivo com o periodo de
ativagcdo do genoma. A superacdo do quarto ciclo celular parece ser um fator essencial para o
aumento no nimero de células totais e da MCl assm como a reducdo da incidéncia de
apoptose, particularmente na MCI (Knijn et al., 2003). Nestas condic¢des, zigotos com alta
concentracdo de GSH intracelular, armazenada durante o processo de maturagdo oocitaria
suportariam melhor o bloqueio embrionario durante o quarto ciclo celular, e os blastocistos
apresentariam maior numero de células totais (Abeydeera et al., 1998).

No entanto, teoricamente, a adicdo de antioxidantes exerce uma influéncia positiva
sobre 0 desenvolvimento embrionario de bovino, aumentando a concentracéo intracelular de
GSH no odcito e 0 nimero de células, mas os resultados deste experimento corroboram com
os de Van Soom et a. (2002), que ndo observaram um efeito positivo da GSH sobre as taxas
de producdo embrionaria e reducdo das células em apoptose, apesar de ter aumentado o
numero de células naMCI e no total do embri&o.

Os resultados desta avaliacdo também demonstram que ha um maior nimero de células
em apoptose na regido da MCl em relagdo a do TF, provavelmente associada ao maior
nimero de células na MCI, em concordancia com os estudos de Handyside & Hunter (1986),
Byrne et a. (1999), Neuber et a. (2002), Van Soom et al. (2002), Knijn et al. (2003), Y uan et
al. (2003), Avelino (2004) e Feugang et al. (2004), podendo ser um processo fisiologico de
eliminacdo das células da MCI com potencial de TF, células invidvels ou, mais provavel, ser
apenas para um controle populacional. Este controle da qualidade embrionaria na MCI é
critico, uma vez que estas células déo origem ao feto.

Os resultados desta avaliagdo apresentaram alto desvio padrédo em quase todos 0s
parametros avaliados, além de ndo terem sido muito discrepantes. Este fato pode ser explicado
pelos experimentos realizados por De Matos et al. (1997) e Nagai (2001), que demonstraram
gue as células do cumulus oophorus sdo importantes no processo da M1V, pois fazem o
transporte da cisteina para o interior do oocito. Com isso, observaram que a adi¢do de
precursores de GSH durante a MIV estimulou a sintese intracelular de GSH apenas em
odcitos envolvidos pelas células da granulosa, o que ndo ocorreu com os desnudos. Fato
semelhante deve ter ocorrido neste trabalho, pois foram utilizados odcitos de grau I, Il e lll,

distribuidos igualmente entre os grupos. Os odcitos de grau |11 apresentaram poucas células
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da granulosa, o que deve ter interferido na producéo total de GSH intracelular, refletindo nos
resultados de todos os parametros avaliados, sem apresentar diferencas significativas entre os
meios de MIV. Além disso, esta grande variagdo dos dados pode r devido a utilizacgo de
todos os blastocistos produzidos, independente de sua qualidade morfol gica.

De forma gera, a adicdo de componentes de thiol nos meios de cultivo deve observar a
qualidade do odcito utilizado e respeitar a importancia da GSH em cada fase da PIV de
embrides, lembrando que € muito benéfica na MIV, mas ndo pode estar em excesso ou no
meio extracelular durante a FIV, como demonstrado por Lapointe & Bilodeau (2003). Com os
resultados deste trabalho, associado a literatura, pode-se sugerir que, aém da adicdo destes
estimuladores da sintese de GSH durante a MIV, seria interessante também adiciona-los
durante o CIV, para se obter mais embrides e com melhor qualidade.

Por outro lado, provavelmente a GSH estimulada nos grupos BC e BCC supriu as
necessidades do odcito em substituicdo do SFB, pois ainda ndo se conseguiu fazer uma M1V

eficiente de odcitos bovinos sem a presenca do SFB.
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6 CONCLUSOES

Com a metodologia empregada neste experimento e os resultados obtidos, pode-se

concluir que:

1) A adicdo de componentes de thiol no meio de maturacdo in vitro (MI1V) ndo elevou as taxas
de maturacdo nuclear e de migragdo dos gréanulos corticais (GCs) para a periferia da

membrana citoplasmatica do odcito.

2) A sintese de glutationa intracelular em odcitos bovinos, durante aMIV, foi estimulada pela
adicdo de cisteina a0 meio de maturacdo, associada ou ndo a cisteamina, com excecéo de

guando na presenca de ITS sem a cisteamina.

3) A maturacdo e a estocagem de GSH intracelular oocitérias foram eventos independentes

durante aM1V de o6citos bovinos.

4) Os componentes de thiol adicionados no meio de MIV de odcitos e os sistemas de cultivo

invitro (CIV) ndo interferiram nas taxas de clivagem e de producéo de blastocisto.

5) Independente do meio utilizado na MIV de odcitos bovinos, o sistema de cultivo com 5%
de O, produziu blastocistos com melhor qualidade proporcional MCI:TF, mas com maior

guantidade de células em apoptose naregido da MCl e no total do embrido.

6) Houve uma naior concentracdo de células em apoptose naregido da MCl em relacdo a do
TF.

7) Ha necessidade de se avaliar a capacidade dos embrides produzidos in vitro nestas
condigbes, com maior ou menor niumero de células na MCl e nimero de células em

apoptose naregido da MCl, em promover gestagdo in vivo.
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ANEXOS

ANEXO A: Meio deLavagem de Odcitos (TCM 199 Hepes)

Solugdo M&e TCM 199 Hepes L ocalizagéo 10mL 50mL
Agua Milli-Q - 10mL 50mL
TCM 199 Dessecador - Geladeira 0,095g 04759
Bicarbonato de Sodio (5mM) Armario 0,0042g 0,021g
Hepes Sadico (10mM) Geladeira (£°C) 0,026 0,130g
Hepes Acido (10mM) Geladeira (4°C) 0,024g 0,120g
Adicionar os componentes na ordem em que aparecem, filtrar em membrana de 0,22mm.

Meio de Lavagem L ocalizagéo 10mL 50mL
Solucéo Mae TCM 199 Hepes Geladeira (4°C) 9mL 45mL
Estoque C (Piruvato) (anexo J) Geladeira (4°C) 20nL 100m_
Antibidtico (anexo K) Geladeira (4°C) S0nL 250m.

Adicionar os componentes e 0 BSA (0,5%) e filtrar em membrana de 0,22mm.

ANEXO B: Meio deMaturacdo de Odcitos (TCM 199 Bicar bonato)

Solugdo M&e TCM 199 Bicarbonato L ocalizacéo 10mL 15mL
Agua Milli-Q - 10mL 156mL
TCM 199 Geladeira (4°C) 0,0959 0,142g
Bicarbonato de Sodio (26mM) Armario 0,022g 0,033g
Obs.Borbulhar gés (95% de N, + 5% de CO,) durante 1min.

Meio de Maturacdo L ocalizagéo 10mL 15mL
Solucdo Mé&e TCM 199 Bicarbonato - 9mL 13,5mL
SFB/BSA Freezer | Geladeira ImL /50mg | 1,5mL / 75mg
Estoque C (Piruvato) (anexo J) Geladeira (4°C) 20nL 30n
Antibiético (anexo K) Geladeira (4°C) 50m. 75
FSH (anexo C) Freezer (-70°C) 10 15ni
LH (anexo D) Freezer (-70°C) 100nL 150nL
Adicionar os componentes na ordem, filtrar em membrana de 0,22mm e acrescentar o estradiol.

Componente L ocalizagéo 10mL 15mL
Estradiol 17b (anexo E) Freezer (-70°C) 10m. 15nL

Obs.: sefor utilizar os meios dos ANEXO A e B namanha do préximo dia, armazena-1os na geladeira

(4°C), em tubos vedados com parafilme, e preparar a placa no dia seguinte, 2 horas antes do uso.
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ANEXO C: FSH (1ng/ni)

Componentes L ocalizacdo 31mL
TCM 199 Bicarbonato (anexo B) ou PBS . 5 3imL
Geladeira (4°C)
Completo
Pluset® (500Ul = 31,25mg de FSH) Geladeira (4°C) 500U

Aliquotar em microtubo de 0,5mL, com 151 cada, e armazenar em Freezer (—~70°C), por até 6m.

ANEXO D: hCG (5nginL)

Componentes L ocalizagéo 2mL
TCM 199 Bicarbonato (anexo B) ou PBS _ 2mL
Geladeira (4°C)
Completo
Profasi® (2000UI = 0,01g de hCG) Geladeira (4°C) 2000UI

Aliquotar em microtubo de 0,5mL, com 120ni. cada, e armazenar em Freezer (—70°C), por até 6m.

ANEXO E: Estradiol 17b (1ng/m.)

Componentes L ocalizagéo ImL
Etanol Absoluto Armério ImL
Edtradiol 17b Geadeira (4°C) 0,001g

Aliquotar em microtubo de 0,5mL, com 151 cada, e armazenar em Freezer (—70°C), por até 6 meses.

ANEXO F: Solugdo TL -Stock e TL-Sémen

Componentes L ocalizagio TL-Stock | TL-Sémen | | TL-Stock | TL-Sémen
25mL 50mL

AguaMilli-Q - 25mL 25mL 50mL 50mL
NaCl (114mM/100mM) Armé&io 0,1669 0,1459 0,333g 0,2919g
KCl (3mM/3mM) Armério 0,006g | 0,00575g 0,012g 0,0115g
MCl-6H20 Dessscador | 00029 | 00029 0,005g 0,004g
(0,5mM/0,4mM)

NaHPO,-Anidro (0,3mM) | Dessecador | 0,00117g | 0,0010g 0,00235g | 0,0020g
Bicarbonato (25mM) Armaio 0,0525g | 0,0525g 0,105g 0,105g
CaCl,-2H,0 (2mM) Dessecador 0,0075g 0,0075g 0,015g 0,015g
DL-Acido Lé&tico (60%) Geladeira (4C)| 35,7nL 77,500 71,5m 155m.
Phenol Red (30mM) Geladeira (4°C)| 0,0003g | 0,0003g 0,0005g 0,0005g
Hepes Acido (10mM) Geladeira (4°C) - 0,0595g - 0,119

Ajustar o pH para 7,4 com gas (5% de CO,) durante 1min. Adicionar os componentes na ordem em

gue aparecem, filtrar enm membrana de 0,22nm e armazenar em geladeira (4°C), por até uma semana.
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ANEXO G: Meio TALP-FIV

Componentes L ocalizagéo verecaita 1 recaita
(2 touros) (4 touros)
TL-Stock (anexo F) Geladeira (4°C) 3,6mL 7,2mL
Antibidtico (anexo K) Geladeira (4°C) 20m. 40m.
Estoque C (Piruvato) (anexo J) Geladeira (4°C) 8ni 16n
PHE (anexo H) Freezer (-70°C) 160n. 320nL
Heparina (anexo 1) Geladeira (4°C) 40m. 80N
BSA (FIV) (6mg/mL) Geladeira 0,024g 0,0489

Adicionar os componentes, filtrar em membrana de 0,221m e deixar na estufa Umida de CO, com a

tampa do frasco frouxa, para equilibrar atemperatura e aatmosfera gasosa.

ANEXOH: PHE

Solucéo pH 4,0 L ocalizacéo 50mL
Agua Milli-Q - 50mL
DL-Acido Latico (60%) (29,4mM) Geladeira (4°C) 0,1659g (pesar o liquido)
Bisulfito de Sadio Armario 0,050g

SolugdesM ée L ocalizagéo Penicilamina | Hipotaurina Epinefrina
Salina 0,9% Geladeira (4°C) 10mL 10mL -
D-Penicilamina (2mM) Geladeira (4°C) 0,003g - -
Hipotaurina (1ImM) Geladeira (4°C) - 0,0011g -
Solugéo pH 4,0 Fresco - - 40mL
Epinefrina (245mM) Geladeira (4°C) - - 0,0018g
PHE final L ocalizagéo 11mL

D-Penicilamina Fresco 2,5mL
Hipotaurina Fresco 2,5mL
Epinefrina Fresco 2mL
Sdina 0,9% Geladeira (4°C) 4mL

Aliguotar em 250nt cada, envoltos por papel duminio, e armazenar em Freezer (—70°C), por até 6m.

ANEXO |: Heparina (176U1)

Componentes L ocalizagéo 500 ImL
TL-Stock (anexo F) Geladeira (4°C) 500mL. ImL
Heparina (176U1/mg) Geladeira (4°C) 0,0015¢g 0,003g

Armazenar em geladeira (4°C), em microtubo de 1,5mL revestido por papel aluminio, por até um dia.
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ANEXO J: Meio SOF

~ S A B C D L-
Solugdes Estoque L ocalizagdo Sais Bicarbonato| Piruvato CaCl, Glutamina

AguaMilli-Q - 9,84mL 10mL 1mL ImL imL
NaCl (1,1M) Armério 0,629g - - - -
KCI (72mM) Armério 0,0534g - - - -
KH,;PO, (12mM) Armério 0,0162g - - - -
MgSQO,4-7H,0 (7,4mM) Armé&io 0,0182g - - - -
DL-Acido Lético (60%) )

Geladeira (4°C) | 60mL - - - -
(50mM)
Bicarbonato de Sodio »

Armério - 0,210g - - -

(250mM)
Phenol Red (260mM ) Geladeira (4°C) | - 0,001g - - -
Piruvato Sadico (100mM) | Geladeira (4°C) - 0,011g - -
CaCl»-2H,0 (178mM) Dessecador - - - 0,0262g -
L-Glutamina (200mM) Geladeira (4°C) - - - - 0,02923g

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem e armazenar em geladeira (4°C). Os estoques

A, B, D e L-Glutamina devem ser preparados semana mente, mas o estoque C, diariamente.

SOF estoque L ocalizacao 10mL 20mL
Agua Milli-Q - 7,8mL 15,6mL
Estoque A Geladeira (4°C) ImL 2mL
Estoque B Geladeira (4°C) ImL 2mL
Estoque D Geladeira (4°C) 100nL 200nL
L-Glutamina Geladeira (4°C) 10nm 20
BME Essenciais (50X) Geladeira (4°C) 100nL 200nL
MEM Na&o-Essenciais (100X) Geladeira (4°C) 100nL 200m.
Myo-Inositol (2,8mM) Geladeira (4°C) 0,0059 0,01g
Tri-Citrato de Sodio Di-Hidratado (340nM) Armério 0,001g 0,002g

Adicionar os componentes, filtrar en membrana de 0,22nm e armazenar em geladeira (4°C), até 1sem.

Meio SOF final (SOF estoque + 2,5% de SFB ou + 5mg BSA/mL):

SOF final L ocalizagao ImL 5mL
SOF estoque Geladeira (4°C) ImL 5mL
Estoque C Geladeira (4°C) 2n 10nt
Antibictico (anexo K) Geladeira (4°C) Sm. 25nL
BSA (CIV)/ SFB Geladeira (£C) | 0,005g/25n. | 0,025g/ 125

Obs: Adicionar o BSA por ultimo, esperar dissolver, filtrar em membrana de 0,22mm e colocar na

estufa Umida de CO, para equilibrar atemperatura e a atmosfera gasosa.
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ANEXO K: Antibiético

Componentes L ocalizacdo 30mL
Agua Milli-Q - 30mL
Sulfato de Amicacina (16,67ng/m.) Geladeira (4°C) 500mg

Aliquotar em 5mL e armazenar em freezer (-20°C).
Obs:. esta solugdo € utilizada na dose de 50nt./10mL de meio.

ANEXO L: Oleo Mineral ou de Silicone
Esterilizar 200mL de 6leo minera ou de silicone em autoclave, deixar esfriar e adicionar 50mL de

solucdo fisiolégica, agitando o frasco para “misturar”, e colocar na estufa Umida de CO, para
equilibrar atemperatura e a atmosfera gasosa.

ANEXO M: Listagem de Reagentes Utilizados

Produto n° Catélogo Fornecedor Formula/Nome
Bicarbonato de Sodio 7412 Mallinckrodt NaHCO;
Bisulfito de Sodio S-8390 Sigma 0O,
BME Essenciais (BME 11130-051 Gibco )
50x) B-6766/M-7020 Sgma
Albumina Sérica Bovina (fragéo V)

BSA (CIV) A-8806 Sgma livre de é&cidos graxos e baixa

endotoxina
BSA (FIV) A-6003 Sigma Albumina Serica Bovina livre de

acidos graxos essenciais
CaCl,-2H,0 1.02382.1000 Merck Cloreto de Célcio di-hidratado
DI-Acido Lético (60%) L-1375 Sigma C3HsO:Na
DI-Glucose G-7528 Sigma CeH1206
D-Penicilamida P-4875 Sigma CsHuNG,S
Epinefrina E-4250 Sgma -
Edtradiol 17b E-2758 Sgma CisH24Oo
Etanol Absoluto 983 Merck C,HsOH
Glicina G-6388 Sigma C,HsNO,
Heparina H-3149 Sigma -
Heparina Sodica p/ PBS - - -
Hepes Acido 4018-01 J.T.Baker CsH1sNO,S
Hepes Sodico H-3784 Sigma CsH7N,O,SNa
Hipotaurina H-1384 Sgma C,H/NO,S
KCl 1.04936.1000 Merck Cloreto de Potéssio
KH,PO, 4873 Merck Fosfato de Potéssio Monobéasico
;. L 11016-011 Gibco

L-Acido Aspartico 27608 Riede-de-Haen CHNO,
L-Acido Glutamico G-5889 Sigma CsHgNO/Na
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L-Alanina A-3534 Sigma C;H/NO,
L-Arginina A-3784 Sigma CsH1uNLO,
L-Asparagina A-4284 Sgma C4HgN,OGs-H,0
L-Cidina C-8786 Sigma CeHNO,S;
L-Fenildanina P-5030 Sgma CoHuNG,
L-Glutamina G-5763 Sigma CsH1oN,O5
L-Higtidina (Free Base) H-9386 Sigma CsHoN3O,
L-Isoleucina [-7383 Sigma CsHisNG,
L-Leucina L-2884 Sgma CsHizsNO,
L-Lisna L-1137 Sigma CsH14N0,
L-Metionina M-2893 Sigma CsHuNGO.S
L-Prolina P-4655 Sigma CsHgNO,
L-Serina S5511 Sgma C;H/NO;
L-Tirosna T-1020 Sigma CoHuNG,
L-Treonina T-1645 Sigma C4sHoNO3
L-Triptofano T-0271 Sigma C11H12N,O,
L-Vvdina V-6501 Sgma CsHuNO,

MEM néo Essenciais 11140-050 Gibco )

(MEM 100x) M-7145 Sigma

MgCl,-6H,0 1.05833-1000 Merck Cloreto de Magnésio hexa-hidratado
MgSO,4-7H,0 5836 Merck Sulfato de Magnésio
Myo-Inositol [-7508 Sgma -
Na,HPO,-12H.0 6579 Merck Fosfato dissodico 12-hidrato
Na,HPO,-Anidro 3170 Qu%aisfadljat da Fosfato de Sodio bibasico anidro
NaCl 3624-19 J.T. Baker Cloreto de Sodio, cristal
Sheone 0 1€ 200 Fuid 50CST | Dow Cor ng Polidimetil-siloxino
Phenol Red (Sal Sadico) P-5530 Sigma CioH130:SNa
Piruvato Sodico 44094 Biochemical CH;3.CO.COONa
Pluse® (FSH) - Calier -

Profasi® (hCG) - - -

SFB - Matadouro -

Sulfato de Amicacina - Biochimico -

TCM-199 31.100-027 ?&fﬂgggge Medium 199
Tri-Citrato de Sodio Di- |9 pe448 1000 Merck CoHsNa,0,-2H,0

Hidratado
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