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ESTRATEGIAS PARA MINIMIZAGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM SISTEMAS
DE PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS DESTINADOS A
VITRIFICACAO

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar diferentes estratégias para
minimizar os efeitos do estresse oxidativo induzido pela menadiona durante o cultivo
in vitro sobre o potencial de desenvolvimento embrionario in vitro. Para tanto, no
Experimento |, os odcitos foram MIV em meio suplementado com 0,6 mM de cisteina
e 100 pyM de cisteamina (C+C), 100 Ul de catalase (CAT), 0,6 mM de cisteina
associado a 100 yM de cisteamina e 100 Ul de catalase (C+C+CAT), ou sem a
suplementagdo com antioxidantes (Controle). Posteriormente, foram fecundados e
0s provaveis zigotos cultivados in vitro durante 7 dias. Odcitos imaturos (Oh) e apos
22 h de MIV foram avaliados quanto ao conteudo intracelular de ROS e de GSH,
potencial de membrana mitocondrial, maturacéo nuclear e ocorréncia de apoptose.
No Experimento Il, o6citos foram MIV em meio suplementado com C+C+CAT (ATX)
e os provaveis zigotos foram CIV em meio SOF. Do Dia 6 até o final do CIV os
embrides foram cultivados na presenca ou auséncia de 5 yM de menadiona (MD).
No dia 7 foi avaliada a taxa de blastocistos e os mesmos destinados as avaliacbes
quanto ao conteudo intracelular de ROS e GSH, atividade de caspases 3 e 7 e
ocorréncia de apoptose. Por fim, no Experimento lll, o6citos foram MIV e os
provaveis zigotos foram CIV em meio SOF suplementado com 100 ng/mL de IGF-I
(IGF). Do Dia 6 até o final do CIV os embrides foram cultivados na presenga ou
auséncia de 5 yM de menadiona (MD). No dia 7 foi avaliada a taxa de blastocistos e
os mesmos foram destinados as avaliagdes previamente descritas no Experimento |l
além da avaliagdo da taxa de re-expansao apOs Vvitrificagdo/aquecimento e
expressdo dos genes CASP3, GPX-1 e SOD-1. No experimento |, a taxa de
maturacdo nuclear ndo foi afetada pelos tratamentos (P> 0,05). A porcentagem de
apoptose do grupo C+C+CAT foi superior (P<0,05) ao grupo CAT, porém os grupos
Controle e C+C n&o diferiram dos demais (P>0,05). O conteudo intracelular de ROS
nos grupos C+C e C+C+CAT foi semelhante ao observado em odcitos imaturos (0h),
e o maior (P<0,05) nivel de ROS foi encontrado no grupo Controle. O conteudo
intracelular de GSH foi reduzido (P<0,05) em todos os grupos quando comparados
aos odcitos imaturos, no entanto os grupos Controle, CAT e C+C+CAT
apresentaram menores (P<0,05) concentragcbes de GSH quando comparado ao
grupo C+C. O potencial de membrana mitocondrial aumentou em todos os grupos
(P<0,05) comparado com os odcitos imaturos (0Oh), com excegédo do grupo C+C. A
taxa de blastocistos foi maior (P<0,05) no grupo C+C+CAT comparada aos demais
grupos. No experimento Il, o conteudo intracelular de GSH foi similar (P>0,05) entre
os grupos experimentais. O conteudo intracelular de ROS encontrado no grupo MD
foi superior (P<0,05) aos observados nos grupos Controle e Controle ATX, ja o
grupo ATX MD nao diferiu (P>0,05) dos grupos anteriormente mencionados. A
atividade de caspases nao diferiu (P>0,05) entre os grupos. No entanto, as
porcentagens de apoptose encontradas nos grupos MD e ATX MD foram superiores
(P<0,05) comparadas aos grupos Controle e Controle ATX. A taxa de blastocisto foi
menor (P<0,05) no grupo MD comparados aos grupos Controle e Controle ATX,
porém o grupo ATX MD nao diferiu (P>0,05) dos demais grupos experimentais. No
experimento Ill, o conteudo intracelular de GSH foi similar (P>0,05) entre os grupos



experimentais. O conteudo intracelular de ROS encontrado no grupo MD foi superior
(P<0,05) ao observado no grupo Controle, ja os grupos IGF e IGF MD nao diferiram
(P>0,05) dos grupos anteriormente mencionados. Com relagdo a atividade de
caspases 3 e 7 ndo houve diferenga (P>0,05) entre os grupos. O numero total de
blastdbmeros nado diferiu (P>0,05) entre os grupos experimentais. No entanto, as
maiores porcentagens de apoptose foram encontradas no grupo MD e foram
superiores (P<0,05) aos grupos Controle, IGF e IGF MD. Niveis intermediarios de
porcentagem de apoptose foram encontrados nos grupos Controle e IGF MD, que
nao diferiram entre si (P>0,05), porém tais grupos foram superiores (P<0,05)
comparado ao grupo IGF, que apresentou as menores porcentagens (P<0,05). A
taxa de blastocisto foi menor (P<0,05) no grupo MD comparados aos grupos
Controle e IGF, porém o grupo IGF MD né&o diferiu (P>0,05) dos demais grupos
experimentais. A taxa de re-expansao foi inferior (P<0,05) no grupo MD comparada
aos grupos Controle e IGF, que n&o diferiram entre si (P>0,05). O grupo IGF MD néo
diferiu (P>0,05) dos grupos IGF e MD, porém foi inferior (P<0,05) quando
comparado ao grupo Controle. Ndo houve diferenga (P>0,05) na expressao relativa
dos genes CASP3 e GPX-1 entre os grupos experimentais. No entanto, a expresséo
do gene SOD-1 foi maior (P<0,05) no grupo IGF MD comparado ao grupo IGF,
porém estes grupos n&o diferiram (P>0,05) dos grupos Controle e MD. Em
conclusao, a suplementacdo com antioxidantes intra- e extracelulares durante a MIV
melhorou a competéncia oocitaria para o desenvolvimento embrionario e minimizou
os efeitos deletérios do estresse oxidativo induzido pela menadiona. Ainda, a adigao
de IGF-1 durante o CIV aumentou a resisténcia ao estresse oxidativo induzido pela
menadiona, visto que aumentou a expressao do gene antioxidante SOD-1, o que
resultou em redugao da apoptose e melhorou o desenvolvimento e criotolerancia de
blastocistos bovinos.

Palavras-chave: antioxidantes, apoptose, espécies reativas de oxigénio



STRATEGIES FOR MINIMIZING OXIDATIVE STRESS IN IN VITRO PRODUCTION
SYSTEM OF BOVINE EMBRYOS DESTINED FOR VITRIFICATION

ABSTRACT - The study aimed to evaluate different strategies to minimize the
effects of oxidative stress induced by menadione during in vitro culture on the
potential for in vitro embryonic development. Therefore, in Experiment |, the oocytes
were IVM in medium supplemented with 0.6 mM cysteine and 100 mM cysteamine
(C+C), 100 IU catalase (CAT), 0.6 mM cysteine associated with 100 uM cysteamine
and 100 IU catalase (C+C+CAT) or without antioxidants supplementation (Control).
Then, were fertilized and the presumptive zygotes were in vitro cultured for 7 days.
Immature oocytes (Oh) and oocytes after 22 h of IVM were evaluated for intracellular
levels of GSH and ROS, mitochondrial membrane potential, nuclear maturation and
apoptosis. In Experiment Il, oocytes were IVM in medium supplemented with C+C+
CAT (ATX) and the presumptive zygotes were IVC in SOF medium. From Day 6 to
the end of the IVC, embryos were cultured in the presence or absence of 5 uM
menadione (MD). On day 7, embryo development to the blastocyst rate was
evaluated. Blastocysts were subjected to evaluations for intracellular GSH and ROS
content, caspases 3 and 7 activity and apoptosis. Finally, Experiment Ill, oocytes
were VM and the presumptive zygotes were IVC in SOF medium supplemented with
100 ng/mL IGF-I (IGF). From Day 6 to the end of the IVC, embryos were cultured in
the presence or absence of 5 uM menadione (MD). On day 7, embryo development
to the blastocyst rate was evaluated. Blastocysts were subjected to evaluations for
intracellular GSH and ROS content, caspases 3 and 7 activity, apoptosis, re-
expansion rates after vitrification/thawing and expression of CASP3, GPX-1 and
SOD-1 genes. In the first experiment, nuclear maturation rate was not affected by
treatments (P>0.05). The percentage of apoptosis in C+C+CAT group was higher
(P<0.05) compared to CAT group, but the Control and C+C groups did not differ from
other groups (P>0.05). Intracellular ROS levels in C+C and C+C+CAT groups were
similar to that observed in immature oocytes (Oh) and higher (P<0.05) ROS levels
were found in Control group. The intracellular GSH stocks was reduced (P<0.05) in
all groups compared to immature oocytes, however the Control, CAT and C+C+CAT
groups had lower (P<0.05) GSH concentrations compared to C+C group. The
mitochondrial membrane potential was increased in all groups (P<0.05) when
compared to immature oocytes (Oh), with the only exception of C+C group. The
blastocyst rate was higher (P<0.05) in the C+C+CAT group compared to the other
groups. In the second experiment, the intracellular GSH levels was similar (P>0.05)
between the experimental groups. The intracellular ROS levels found in the MD
group was higher (P<0.05) than Control and Control ATX groups, ATX MD group did
not differ (P>0.05) from the groups mentioned above. The caspases 3 and 7 activity
did not differ (P>0.05) between groups. However, the percentage of apoptosis found
in MD and MD ATX groups were higher (P<0.05) compared to Control and Control
ATX groups. The blastocyst rate was lower (P<0.05) in the MD group compared to
Control and Control ATX groups, but the ATX MD group did not differ (P>0.05) from
the other experimental groups. In Experiment lll, the intracellular GSH levels was
similar (P>0.05) between the experimental groups. The intracellular ROS levels
found in the MD group was higher (P<0.05) than observed in the Control group,



however IGF and IGF MD groups did not differ (P>0.05) from the groups mentioned
above. Caspases 3 and 7 activity and the total number of blastomeres did not differ
(P>0.05) between experimental groups. However, the highest apoptotic percentages
were found in the MD group and were higher (P<0.05) than Control, IGF and IGF MD
groups. Intermediate apoptosis percentage levels were found in Control and IGF MD
groups, which did not differ (P>0.05), but these groups were higher (P<0.05)
compared to IGF group, which had the lowest percentages (P<0.05). The blastocyst
rate was lower (P<0.05) in the MD group compared to Control and IGF groups, but
IGF MD group did not differ (P>0.05) from the other experimental groups. The re-
expansion rates was lower (P<0.05) in the MD group compared to Control and IGF
groups, which did not differ (P>0.05). The IGF MD group did not differ (P>0.05) of the
IGF and MD groups, but was lower (P<0.05) when compared to the Control group.
There was no difference (P>0.05) in the relative expression of CASP3 and GPX-1
genes between experimental groups. However, expression of the SOD-1 gene was
higher (P<0.05) in the IGF MD compared to IGF group, however these groups did not
differ (P>0.05) from Control and MD groups. In conclusion, supplementation with
intra- and extracellular antioxidants during IVM improved oocyte competence for
embryonic development and minimized the deleterious effects of oxidative stress
induced by menadione. Furthermore, the addition of IGF-1 for the IVC increased
resistance to oxidative stress induced by menadione, whereas increased the
expression of the antioxidant gene SOD-1, which resulted in reduction of apoptosis
and improvement of blastocyst development and cryotolerance.

Keywords: antioxidants, apoptosis, reactive oxygen species
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

A biotécnica de producéo in vitro (PIV) de embrides bovinos é amplamente
empregada, com finalidades de pesquisa e comercial, porém tais embrides
apresentam pior qualidade e competéncia de desenvolvimento em comparagéo com
os obtidos in vivo. Ainda, embrides PIV sdo mais sensiveis as baixas temperaturas e
possuem criotolerancia inferior quando comparados a embrides produzidos in vivo
(IMAI et al., 2002). Isso ocorre devido ao aumento na concentracdo lipidica de
embrides durante o cultivo in vitro (CIV), em decorréncia da inclusdo de certos
componentes no meio de cultivo como, por exemplo, o soro fetal. O acumulo de
lipideos e consequente aumento da peroxidacdo lipidica causada por espécies
reativas de oxigénio (ROS) s&o, em grande parte, responsaveis por, prejudicar o
desenvolvimento e criotolerancia de embrides PIV (NEDAMBALE et al., 2006).

O estresse oxidativo é resultado do desequilibrio entre a produgdo de ROS e
0s mecanismos celulares antioxidantes (FEUGANG et al., 2003) e pode acarretar
diferentes tipos de injurias celulares, tais como peroxidagao lipidica, oxidagdo de
aminoacidos e acidos nucléicos, bem como apoptose. Estes fatores em conjunto
podem diminuir a viabilidade embrionaria (KITAGAWA et al., 2004), especialmente
em embrides PIV que sdo mais susceptiveis aos danos oxidativos, visto que seus
mecanismos de defesa sdo insuficientes para proteger sua delicada estrutura celular
(GOTO et al., 1993).

Para evitar danos induzidos pelo estresse oxidativo no embrido, varios
antioxidantes podem ser adicionados aos meios de cultivo in vitro para melhorar o
desenvolvimento com sucesso variavel (ALl et al., 2003). Compostos tiol de baixo
peso molecular, como B-mercaptoetanol, cisteina, cistina e cisteamina, sdo usados
como suplementos do meio de maturagéo de odcitos (DE MATOS et al., 1997; ALI et
al, 2003) e de cultivo embrionario (CAAMANO et al., 1996; LIM et al., 1996;
TAKAHASHI et al., 1993). Estes compostos servem como precursores da sintese de



glutationa (GSH), a qual atua na manutencédo do estado redugao-oxidacédo (redox)
nas células, protegendo-as contra os danos oxidativos (DELEUZE & GOUDET,
2010) ao promover a detoxificagcdo de peroxidos lipidicos e de proteinas tioladas,
bem como a remogdo de H;O, em embrides (JOHNSON & NARS-ESFAHANI,
1994). Portanto, o aumento da sintese de GSH durante a maturacdo pode ser
correlacionado com a competéncia do odcito para o posterior desenvolvimento
embrionario inicial e viabilidade pds-criopreservacdo (FURNUS et al., 2008).

Além da acado protetora de antioxidantes sobre as células em cultivo, uma
outra estratégia € a suplementagdo dos meios de cultivo in vitro com antioxidantes
enzimaticos extracelulares, como a superéxido dismutase (SOD) ou catalase (ALI et
al., 2003), visando a modulagdo das ROS extracelulares. Embora haja poucos
estudos demonstrando os efeitos protetores destes antioxidantes em sistemas de
P1V, foi recentemente demonstrado (ROCHA-FRIGONI et al., 2014) que a adi¢ao de
catalase promoveu reducao dos niveis intracelulares de ROS e da taxa de apoptose
de embrides bovinos PIV. Desta forma, esta claro que a protecdo dos embrides PIV
contra o estresse oxidativo resulta em aumento nas taxas de desenvolvimento
embrionario in vitro, bem como na qualidade dos embrides obtidos. Todavia, ainda
nao esta bem estabelecido se estes beneficios acarretam em maior criotolerancia de
tais embrides.

Além dos antioxidantes, outros fatores ja demonstraram desempenhar
importante papel no desenvolvimento embrionario em condi¢gbes adversas, como por
exemplo, fatores de crescimento. Diversos relatos indicam que o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I) atua como um fator de
sobrevivéncia ao reduzir os efeitos deletérios sobre o desenvolvimento e viabilidade
embrionaria quando blastocistos sao submetidos a condi¢gdes adversas, como
estresse oxidativo (MOSS et al., 2009; KURZAVA et al., 2002). O IGF-| exerce efeito
positivo sobre o desenvolvimento pré-implantacional por estimular o metabolismo e
crescimento embrionario, via reducdo da apoptose e aumento do numero total de
blastémeros (LOTT et al., 2010).

Esta bem elucidado que a protecdo dos embrides PIV contra o estresse
oxidativo € uma das chaves para o aprimoramento do desenvolvimento embrionario

in vitro (TAKAHASHI et al., 2012). Desta forma, este estudo tem como principal



objetivo avaliar os efeitos da suplementagdo com antioxidantes e IGF-I, nas
diferentes etapas da PIV, sobre o desenvolvimento, qualidade e criotolerancia de

embrides bovinos.

2. OBJETIVO

Avaliar o efeitos de antioxidantes e de IGF-1, utilizados em etapas da
produgdo in vitro, sobre a competéncia no desenvolvimento, qualidade e
criotolerancia de embrides bovinos submetidos ao estresse oxidativo induzido pela

menadiona.

3. HIPOTESE

A suplementagdoo com antioxidantes durante a MIV de odcitos bovinos e com
IGF-1 no meio de cultivo in vitro exerce efeito benéfico sobre a competéncia
oocitaria e melhora a qualidade, desenvolvimento e criotolerancia embrionaria in

vitro sob condi¢des de estresse oxidativo induzido.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Espécies reativas de oxigénio, sua relagdo com o estresse oxidativo e seus
efeitos na producgao in vitro de embrides bovinos

As ROS sao formadas durante as etapas intermediarias da redugdo da
molécula de oxigénio e incluem o radical superoxido (O2"), peroxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila (OH'), os quais correspondem a redu¢do de um, dois e trés
elétrons, respectivamente. Ainda, o radical hidroperdxido (HO2), um acido conjugado
do radical superoxido, desempenha um papel fundamental na ativacao da cascata
da peroxidagao lipidica nas membranas celulares (GUERIN et al., 2001).

As ROS séao produzidas por odcitos, embrides e pelas células do cumulus
oophorus (GUERIN et al, 2001) durante o metabolismo aerébico, mais



especificamente pela fosforilagdo oxidativa nas mitocéndrias (FEUGANG et al.,
2003). Sao extremamente reativas e instaveis, podendo interagir com diversas
moléculas para adquirirem elétrons e, consequentemente, tornarem-se estaveis
(DELEUZE & GOUDET, 2010). Essas interagdes, por sua vez, induzem uma cascata
de reagcbes em cadeia que eventualmente podem levar a danos celulares (PIERCE
et al., 2004), incluindo peroxidacéao lipidica (fosfolipideos de membrana), oxidagao
de aminoacidos e acidos nucleicos, e apoptose que podem, subsequentemente,
diminuir a viabilidade da PIV de embrides (KITAGAWA et al., 2004). Mais
especificamente, elevados niveis de ROS promovem ativacédo da via intrinseca da
apoptose com consequente ruptura das membranas mitocondriais, liberagdo do
citocromo C e ativacdo da cascata de caspases (TVRDA et al., 2011). Por outro
lado, apesar do aumento dos niveis intracelulares das ROS desencadear as agdes
nocivas descritas, estas também atuam como moléculas sinalizadoras em diversas
reacbes celulares e sua reducdo excessiva pode acarretar em parada do
desenvolvimento embrionario (UFER et al., 2010). Portanto, a produgdo de ROS e
0s mecanismos antioxidantes devem estar em constante equilibrio, visto que
fungdes fisioldgicas relacionadas a reprodugdo podem ser comprometidas, tanto na
presenca de excesso como na diminuicdo extrema de suas concentragoes.

As condi¢gdes de incubagdo adotadas nos sistemas de PIV podem gerar
estresse oxidativo ou um desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes
(NABENISHI et al., 2011), culminando com bloqueio do desenvolvimento
embrionario in vitro (FUKUI & OYAMADA, 2004). A produgdo de ROS varia de
acordo com o estagio de desenvolvimento embrionario. Em ratos, por exemplo, o
aumento da produgao de ROS ocorre no momento da fecundacéao e transicao G2/M
do segundo ciclo celular, o que pode ser relacionado com o bloqueio do
desenvolvimento embrionario in vitro (NARS-ESFAHANI & JOHNSON, 1991).
Diversos fatores exdgenos podem alterar a produ¢cdo de ROS nos sistemas de PIV
de embrides de mamiferos, como a elevada tens&o de oxigénio durante o CIV,
presenga de cations metalicos na agua e/ou reagentes utilizados, exposi¢ao a luz
visivel, produgédo de ROS pelos espermatozoides durante a FIV, excesso de glicose
e o processo de criopreservagao/aquecimento (GUERIN et al., 2001).



Dada a constante ameaca a viabilidade celular imposta pela agcdo das ROS,
varios estudos tem focado a atengao na utilizacdo de substancias antioxidantes em
sistemas de PIV. A utilizacdo de compostos que induzam um aumento expressivo na
producdo de ROS, como a menadiona, pode ser uma ferramenta interessante no
estudo sistematizado dos danos deletérios decorrentes do estresse oxidativo. A
menadiona, ou vitamina ks, € uma naftoquinona utilizada como fonte de vitaminas na
nutricdo animal (MOSS et al.,2009). Na presenca de oxigénio, induz a geragédo de
Oy, H202 e outras ROS (MONKS et al., 1992), resultando em apoptose (MOSS et
al.,2009). Desta forma, a utilizagdo da menadiona como geradora de estresse
oxidativo em sistemas de PIV pode ser um modelo interessante para a avaliagao do
efeito protetor ou promotor de sobrevivéncia de drogas especificas, tais como

antioxidantes extra ou intracelulares e fatores de crescimento.

4.2 Efeito da adicao de antioxidantes nos meios de cultivo in vitro

Para evitar danos induzidos pelo estresse oxidativo, varios antioxidantes
intracelulares podem ser adicionados aos meios de cultivo para melhorar o
desenvolvimento com sucesso variavel (GOTO et al., 1993). Compostos tiol de baixo
peso molecular, como B-mercaptoetanol, cisteina, cistina e cisteamina, podem ser
utilizados como suplementos do meio de maturagdo de odcitos (DE MATOS et al.,
1995; 1997) e de cultivo embrionario (CAAMANO et al., 1996; LIM et al., 1996;
TAKAHASHI et al., 1993).

Estes compostos s&o precursores para a sintese de GSH, que atua como
principal sistema de defesa n&o enzimatico em embrides. A GSH atua na
manutengdo do estado redox da célula protegendo-as contra os danos oxidativos
(DELEUZE & GOUDET, 2010). Além de atuar como antioxidante, a GSH atua no
transporte de aminoacidos (principalmente a cisteina), na sintese protéica e de DNA
e na reducao de dissulfitos. Ainda, a GSH € requerida para a eliminacdo de
peréxidos lipidicos e proteinas tioladas, atua no controle da permeabilidade da
membrana mitocondrial e na remog¢do de H,O, em embrides (DE MATOS et al.,
2002). Desta forma, fica claro que a GSH sintetizada durante a maturagéo in vitro
(MIV) tem relacdo com a competéncia do odcito para o posterior desenvolvimento
embrionario (FURNUS et al., 2008). Devido a isso, a concentragdo de GSH em



embrides esta intimamente correlacionada com o desenvolvimento embrionario
inicial e viabilidade apds a criopreservagao (GUERIN et al., 2001).

A GSH ¢ sintetizada em odcitos e embrides bovinos a partir do estadio de 8-
16 células, apdés a transicdo materno-zigotica (HAMMOND et al., 2001). Para
neutralizacdo das ROS, ocorre a reagao de redugao de duas moléculas de GSH com
uma molécula de HyO, catalisada pela enzima glutationa peroxidase (GPX),
originando uma molécula de glutationa oxidada (GSSG) e duas de H;O. Em
sequéncia, a GSSG é reduzida em GSH pela glutationa redutase na presenca de
NADPH (doador de elétrons) e, desta forma, ha manutencéo do equilibrio de GSH e
GSSG na proporgédo de 100:1 dentro das células (DELEUZE & GOUDET, 2010). A
enzima MnSOD, presente na mitocondria, atua como antioxidante removendo os
radicais superdxidos e formando a espécie reativa de oxigénio H,O», que
posteriormente serd removida pela GPX ou pela catalase (CORREA et al., 2008).
Ainda, a GPX também atua na reducéo de hidroperoxidos lipidicos (GUERIN et al.,
2001), o que sugere seu papel central na protegcdo antioxidante celular. Devido a
isto, a abundancia de transcritos de GPX e de MnSOD pode ser correlacionada com
uma melhor viabilidade embrionaria.

Componentes de tiol, como a cisteamina e o -mercaptoetanol, reduzem a
cistina em cisteina, disponibilizando-a para captacado pelas células. A presenca de
cisteina no meio de cultivo é fator limitante para a sintese de GSH pelo odécito e
embrido. O meio de maturacdo comumente utilizado nos sistemas de PIV de
embrides, o TCM-199, possui baixa concentragdo de cisteina em sua composigao
(0,6 uM). Além disso, a cisteina é rapidamente oxidada em cistina, o que por sua vez
limita sua disponibilidade para a sintese de GSH (SAGARA et al., 1993). De acordo
com ALl et al. (2003), a suplementagdo com cisteina (0,6 mM) no meio de MIV ou
ClV, durante as primeiras 72 horas de cultivo de desenvolvimento embrionario,
melhorou a taxa de moérulas e blastocistos quando comparado com embrides
cultivados sem suplementagcdo com antioxidantes. Ainda, a suplementagdo com
cisteina, B-mercaptoetanol e cistina no meio MIV de odcitos bovinos melhorou a taxa
de desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto (DE MATOS et al.,
1997). Devido a isso, a adi¢do de cisteina no meio MIV & de grande interesse para

aprimorar o sistema de PIV de embrides bovinos.



A cisteamina, um antioxidante n&o enzimatico, atua como um agente redutor.
Ela interage diretamente com o radical hidroxila (OH’), pode quelar alguns ions
metalicos que potencializam os danos oxidativos (GUERIN et al., 2001) e prevenir a
oxidagao da cisteina em cistina, visto que a ultima ndo consegue ser captada pelos
oocitos de mamiferos. Logo, ha maior disponibilidade de cisteina para captagéo
pelas células e, consequentemente, aumento dos estoques intracelulares de GSH
(ALI et al., 2003).

Além da GSH, os sistemas bioldgicos desenvolveram outros mecanismos
para controlar os niveis de ROS, incluindo mecanismos celulates enzimaticos como,
por exemplo, a superoxido dismutase (SOD), catalase e peroxidases (CETICA et al.,
2001). Ainda, para modulagdo das ROS extracelulares, pode-se suplementar os
meios de CIV com antioxidantes enzimaticos de acao extracelular (ALl et al. 2003).
Por exemplo, a catalase € um antioxidante enzimatico, que pode ser adicionado
durante as etapas da PIV, e por ser impermeavel atua removendo o H,O, produzido
no meio extracelular, como por exemplo o meio de cultivo (GUERIN et al., 2001).
Embora o mRNA para a maioria dos antioxidantes enzimaticos ja tenham sido
detectados em odcitos e embrides de mamiferos (LEQUARRE et al., 2001), ainda ha
poucos e contraditorios estudos demonstrando os efeitos protetores destes
antioxidantes em sistemas de PIV. De acordo com ALl et al. (2003), a
suplementacdo com 5 ou 127 Ul de catalase durante as primeiras 72 horas de CIV
ou durante a MIV ndo melhorou as taxas de desenvolvimento embrionario. Por outro
lado, Orsi & Leese (2001) demonstraram que a suplementagdo do meio CIV com
100 Ul de catalase melhorou o desenvolvimento embrionario, através da reducéo do
conteudo de H,O,. Mais recentemente, Rocha-Frigoni et al. (2014) demonstrou que
a adi¢ao de catalase durante a PIV promoveu reducédo dos niveis intracelulares de
ROS e da taxa de apoptose de embrides bovinos, de forma que estes resultados
estimulam o aprofundamento de estudos visando a modulacdo das ROS
extracelulares em sistemas de PIV.

Em suma, a suplementagdo com antioxidantes durante a MIV melhora a
competéncia de odcitos para o desenvolvimento embrionario subsequente, podendo
refletir em melhores taxas de sobrevivéncia embrionaria in vitro pds-aquecimento de

blastocistos bovinos PV e vitrificados.



4.3 Fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) e seu papel biolégico
em odcitos e embrides bovinos

Os fatores de crescimento semelhante a insulina | e Il (IGF-l e IGF-Il) sdo
polipeptideos estruturalmente semelhantes a pré-insulina e se ligam a receptores
especificos na superficie celular. Os IGFs circulam no plasma ligados a proteinas
especificas, denominadas proteinas de ligagdo do IGF (do inglés, IGF-binding
proteins — IGFBP) que, por sua vez, transportam o IGF até as células alvos (KANE
et al., 1997).

A insulina e os membros da familia IGF sao fatores de crescimento peptidicos
de baixo peso molecular que atuam principalmente na regulagdo do crescimento e
diferenciagao celular. Tais fatores, em associacdo a diversos outros presentes no
trato reprodutivo feminino, atuam de maneira autocrina ou paracrina na regulagao da
proliferagao celular (BYRNE et al., 2002).

Ja foi demonstrada a presenga do IGF-I e Il no liquido folicular (SPICER &
ECHTERNKAMP, 1995), em secrec¢des uterinas e no trato reprodutivo (GABLER et
al., 1997), bem como a expressao de seus receptores (IGFR-I e IGFR-Il) em odcitos
e embrides bovinos (BLOCK, 2007). Sabe-se que a redugédo das IGFBPs pode ser
correlacionada com o aumento da atividade proteolitica da proteina sérica A
associada a prenhez (PAPP-A). Esta atua degradando as IGFBPs e, desta forma,
aumenta a disponibilidade do IGF livre para exercer suas fung¢des biologicas
(MONGET et al., 2003).

Os efeitos benéficos do IGF-I no desenvolvimento embrionario, tanto na
presenca quanto na auséncia de estresse, foram demonstrados em diversas
espécies (PALMA et al., 1997). Diversos relatos indicam que fatores de crescimento,
como o IGF-I, exercem efeito positivo sobre o desenvolvimento pré-implantacional
por estimular o metabolismo e o crescimento embrionario via redu¢cao da apoptose e
aumento do numero total de blastbmeros (LOTT et al., 2010) e, ainda, por alterar o
transporte de glicose (PANTALEON & KAYE, 1996).

Os IGFs estimulam a proliferacdo celular, mitogénese e a atividade de
horménios esteroides (KAMADA et al., 1992). Ainda, estudos relatam que o IGF-I
induz a mitose em células da granulosa (ARMSTRONG & XIA, 1993), maturagao



oocitaria (HARPER & BRACKETT, 1993) e desenvolvimento de embrides bovinos
(KAYE et al.,1992).

Mesmo quando blastocistos sdo submetidos a condi¢ées adversas, como
estresse térmico (HANSEN, 2007) e oxidativo (MOSS et al., 2009; KURZAVA et al.,
2002), o IGF-I atua como um fator de sobrevivéncia ao reduzir os efeitos deletérios
sobre o desenvolvimento e viabilidade embrionaria. De acordo com Block et al.
(2008), a suplementagao com IGF-I durante o cultivo in vitro reduziu a abundancia
de transcritos de Hsp70 (heat-shock proteins 70) em embrides bovinos,
demonstrando que este fator de crescimento reduz os efeitos deletérios em
condicbes de estresse celular e, consequentemente, melhora a sobrevivéncia
embrionaria através da alteracdo do padréo de expresséo de diversos genes. Ainda,
o IGF-I promove a inativacdo de proteinas com acao pré-apoptética, como BAX e
caspase-9, e induz de transcricdo das proteinas anti-apoptoticas, como a Bcl-2 e
Bcl-xL (HANSEN, 2007).

Foi também demonstrado por Moss et al. (2009) que a adi¢do de IGF-I no
meio de cultivo in vitro, na presenga de 1 yM de menadiona, inibiu o bloqueio do
desenvolvimento embrionario decorrente da agdo das ROS, demonstrando que este
fator de crescimento pode atuar na redu¢ao da apoptose apds condigdo de estresse
oxidativo.

Pelo exposto, estdo bem elucidados os efeitos benéficos do IGF sobre a
proliferacdo e diferenciagdo celular. No entanto, o mecanismo pelo qual esses
peptideos atuam na protecdo contra os danos decorrentes da acdo da ROS ainda

nao é evidente.

4.4 Apoptose

Em mamiferos, a apoptose € um processo fundamental no controle da
qualidade do desenvolvimento embrionario, em decorréncia da eliminagao de células
danificadas, n&o funcionais e anormais (PAULA-LOPES & HANSEN, 2002). Este
processo € regulado por uma sequéncia de eventos bioquimicos intracelulares com
consequente fragmentagdo do DNA, diminuigdo do tamanho celular, condensagéo
da cromatina, formacao de corpos apoptéticos, peroxidacao lipidica e aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial (VAN SOOM et al., 2002).
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A mitocdndria tem papel crucial no equilibrio entre a prevencao e indugao da
apoptose mediante liberagdo do citocromo C e fator indutor de apoptose (AlF), que
ativam as pro-caspases 2, 3 e 9 (SHCHEPINA, 2002). A familia de genes Bcl-2 é
uma das vias que atua na regulagdo da resposta apoptotica, sendo que suas
proteinas podem inibir ou propagar o processo apoptotico (AFFORD & RANDHAWA,
2000). Resumidamente, a Bcl-2 previne a apoptose através da manutencdo do
potencial de membrana mitocondrial (Aym) e, consequentemente, inibe a liberagao
do citocromo C. A BAX por sua vez, altera o Aym com consequente liberagdo do
citocromo C e ativagdo das caspases 9 e 3, culminando com a apoptose celular
(YANG & RAJAMAHENDRAN, 2002). Neste contexto, o Aym é utilizado como
indicador de atividade mitocondrial e pode auxiliar na compreensdo de processos
fisiologicos e patolégicos nos quais a fungdo mitocondrial esta envolvida
(VANBLERKOM et al., 2003).

O acumulo de superéxido e H,O, em blastocistos parece estar relacionado
com maiores taxas de apoptose. Como alternativa, a utilizacdo de antioxidantes
(GUERIN et al., 2001) e de fatores de crescimento, como o IGF-l, reduz a
porcentagem de células apoptoticas (MAKAREVICH et al., 2002). Neste contexto, a
suplementagdo com antioxidantes e fatores de crescimentos em diferentes etapas
da PIV, sob condi¢gdes de estresse oxidativo, poderia diminuir as taxas de apoptose

e melhorar a resisténcia a criopreservagao em embrides bovinos.

4.5 Criopreservacgao e criotolerancia de embriées PIV

A criopreservagao de embrides bovinos PIV oferece uma série de vantagens,
como a preservagao de material para o estabelecimento de bancos genéticos para
uso futuro, armazenamento de embrides ndo transferidos, maior facilidade com
relagdo ao intercambio comercial de animais/embrides entre diferentes regides do
territério brasileiro ou mesmo com outros paises, além de proporcionar a otimizagao
do aproveitamento de gametas femininos.

A criopreservagdo visa manter o metabolismo celular em estado de
quiescéncia, tornando possivel a conservacao de células e tecidos por tempo
indeterminado. O primeiro sucesso desta técnica foi mencionado por Whittingham et
al. (1971), utilizando embrides de camundongos. Desde entdo muitas pesquisas tém
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sido realizadas para a criopreservagao de embrides bovinos PIV, pois estes sao
mais sensiveis a criopreservagdo e tem as taxas de gestacdo significativamente
menores apods a transferéncia quando comparado com embrides produzidos in vivo
também criopreservados (DOBRISNKY, 2002; HASLER, 1995; FAIR et al., 2001;
MARTINEZ et al., 2006).

IMAI et al. (2002) relataram que os embrides PIV sdo mais sensiveis as
baixas temperaturas e possuem criotolerancia inferior quando comparados aqueles
obtidos em condigdo in vivo. Este fato parece estar altamente correlacionado com o
conteudo lipidio intracitoplasmatico de tais odcitos, havendo diferengas tanto na
quantidade como na composicéo lipidica (SEIDEL et al., 2006). Isto ocorre porque o
sistema de cultivo in vitro pode influenciar a morfologia e o metabolismo do odcito e
do embrido (LONERGAN et al 2003.; RIZOS et al., 2003). A aparéncia mais escura
de embrides bovinos cultivados in vitro na presengca de soro € atribuida a um
aumento do conteudo lipidico (ABE et al. 2002), uma vez que ocorre a captagédo de
lipideos provenientes do soro por odécitos bovinos maturados in vitro (KIM et al.,
1997, GENICOT et al., 2005). O aumento de lipideos intracelulares compromete a
qualidade dos embrides, aumentando a sua sensibilidade ao estresse oxidativo e
criopreservacgao (REIS et al., 2003).

Devido ao fato de que a sensibilidade para refrigeracado e criotolerancia de
oocitos e embrides de mamiferos esta diretamente relacionada ao seu conteudo
lipidico (KIM et al., 2001; ABE et al., 2002; SEIDEL, 2006), recentes esforgos tem
focado a atengdo na modificacdo da composicdo do meio de cultivo in vitro com a
intencdo de alterar o conteudo lipidio de embrides. Por exemplo, o cultivo de
embrides na auséncia de soro fetal resulta em menor acumulo lipidico
intracitoplasmatico e, consequentemente, melhora a criotolerancia de tais embrides
(RIZOS et al., 2003).

Devido ao aumento da concentracdo lipidica no citoplasma de embrides
durante o CIV, observa-se a ocorréncia de peroxidagao lipidica durante o cultivo, a
criopreservagao e no aquecimento. Apds a criopreservagao, os embrides PIV sao
ainda mais susceptiveis aos danos oxidativos, visto que sua estrutura ainda muito
delicada ndo possui os mecanismos de defesa maduros (ALl et al, 2002;
NEDAMBALE et al., 2006; HOSSEINI et al., 2009). Observagbes feitas para
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espermatozoides bovinos demonstram que a criopreservagao diminui os estoques
de GSH em 78% e de SOD em 50%, o que sugere que o estresse oxidativo ocorre
durante e/ou apos o ciclo de criopreservagao/descongelacdo. Esse fato pode
explicar a menor viabilidade observada em odcitos/embrides apds a criopreservagao
(GUERIN et al., 2001). Devido a isso, a suplementacdo com antioxidantes nos meio
de CIV e de cultivo pos-descongelacdo melhora a viabilidade embrionaria
(NEDAMBALE et al., 2006).

Ha relatos de que a adicdo de antioxidantes, como o [-mercaptoetanol,
durante os processos de aquecimento e cultivo embrionario pds-aquecimento é
extremamente importante, visto que ha aumento nas taxas de re-expansdo e
sobrevivéncia dos blastocistos (NEDAMBALE et al., 2006). Segundo Feungang et al.
(2004), a adigao desse antioxidante desempenha um papel critico no aumento da
resisténcia de embrides vitrificados ao estresse oxidativo, o0 que consequentemente

reduz a apoptose celular e fragmentagado do DNA.
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CAPITULO 2 - EFEITO DA SUPLEMENTAGAO COM ANTIOXIDANTES
DURANTE A MATURAGAO IN VITRO SOBRE A QUALIDADE E
AQUISICAO DE COMPETENCIA OOCITARIA PARA O
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

RESUMO - Neste estudo foi avaliado se: (1) o sistema de maturagéo in vitro
(MIV) de odcitos bovinos gera estresse oxidativo; (2) a suplementagédo do meio de
MIV com antioxidantes intracelulares (cisteina e cisteamina; C+C) e/ou
extracelulares (catalase; CAT) altera a concentragdo intracelular de ROS e de
glutationa (GSH), o potencial de membrana mitocondrial, maturagdo nuclear e
ocorréncia de apoptose em odcitos bovinos, bem como o desenvolvimento
embrionario subsequente. A taxa de maturagcdo nuclear ndo foi afetada pelos
tratamentos (76,7% a 80,0%; P> 0,05). A porcentagem de apoptose do grupo
C+C+CAT (10,8%) foi superior (P<0,05) ao grupo CAT (1,9%), porém os grupos
Controle (5,8%) e C+C (5,5%) n&o diferiram dos demais grupos (P>0,05). Os niveis
intracelulares de ROS encontrados nos grupos C+C e C+C+CAT (1,06; média)
foram tdo baixas como a observada em odcitos imaturos (Oh: 1,00), e o maior
(P<0,05) acumulo de ROS foi encontrado no grupo Controle (1,91). A concentragao
intracelular de GSH foi reduzida (P<0,05) em todos os grupos (0,17 a 0,51) quando
comparados aos oocitos imaturos (1,00), no entanto os grupos Controle, CAT e
C+C+CAT (0,23; média) apresentaram menores (P<0,05) concentragbes de GSH
comparados ao grupo C+C (0,51). O potencial de membrana mitocondrial aumentou
(1,6; média) em todos os grupos (P<0,05) quando comparado com os odcitos
imaturos (Oh: 1,00), com exceg¢do do grupo C+C (0,94). A taxa de blastocistos foi
maior (P<0,05) no grupo C+C+CAT (46,2%) em comparagdo com 0s outros grupos
(28,2% a 33,3%). Em conclusdo, a suplementagdo antioxidantes intra- e
extracelulares durante a MIV reduziu os niveis intracelulares de ROS e aumentou o
potencial de membrana mitocondrial em odcitos bovinos, levando a um aumento na

competéncia oocitaria para o desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: odcito, estresse oxidativo, bovino
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1. INTRODUCAO

Muitas tentativas tém sido feitas para melhorar os resultados da produgao in
vitro (PIV) de embrides bovinos através do aprimoramento das condicbes dos
sistemas de cultivo, especialmente durante a etapa de maturacgéo in vitro (MIV). Este
€ um passo crucial porque a aquisicao de competéncia de odcitos maturados in vitro
(MIV) é inferior quando comparado aos maturados in vivo. Sabe-se que o ambiente
de cultivo aos quais odécitos e embrides sdo expostos pode afetar sua qualidade
(MINGOTI et al., 2009; MINGOTI et al., 2011; ROCHA-FRIGONI et al., 2014;
ROCHA-FRIGONI et al., 2015) e entre os diversos fatores que podem influenciar as
condi¢des de cultivo, nas ultimas décadas tém se dado atencao especial ao estresse
oxidativo induzido pela elevada tensdo de oxigénio (CORREA et al., 2008). A tensdo
de oxigénio rotineiramente utilizada nos sistemas de PIV é frequentemente mais
elevada do que a encontrada no trato reprodutor feminino (~ 20% e 3 a 9% de O,,
respectivamente) e essa elevada tensdo de oxigénio resulta em produgéo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o radical superdxido (O2’), perodxido
de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH-) que correspondem a redug¢do de um,
dois e trés elétrons, respectivamente. Juntamente com a elevada tensdo de
oxigénio, outros fatores exdgenos capazes de induzir a produgdo de ROS podem ser
encontrados no meio de cultivo, incluindo tragos de cations metalicos, tais como Fe
e Cu, frequentemente presentes na agua e/ou produtos quimicos utilizados para a
preparacgdo dos meios de cultivo, ou a aminooxidase encontrados no soro (GUERIN
et al., 2001; MARTIN ROMERO et al., 2008).

A producdo de ROS € um processo normal que ocorre no interior das células,
incluindo as células de cumulus, embrides e odcitos (GUERIN et al., 2001). Sob
condigbes fisioldgicas, a principal fonte de ROS é a fosforilagdo oxidativa nas
mitocéndrias, como um resultado da reacdo de transferéncia de elétrons para o
oxigénio (FEUGANG et al., 2004). Embora as ROS estejam envolvidas em muitos
processos fisioldgicos relacionados com a atividade do ovario e a gametogénese
(BERHMAN et al., 2001), na capacidade fertilizante dos espermatozoides bovinos e
na interacdo entre os espermatozoides e odcitos (GONCALVES et al., 2010), o
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estresse oxidativo ocorre quando a producdo de ROS excede o0s mecanismos
celulares de defesa antioxidantes, resultando em perturbacbes dos processos
regulados por reagbes de redugdo-oxidagdo (redox). Estes radicais sao
extremamente reativos e instaveis, e podem interagir com diversas moléculas para
adquirirem elétrons e, assim, tornarem-se estaveis (DELEUZE & GOUDET, 2010).
Estas interagdes podem, por sua vez, induzir uma cascata de reagdes em cadeia,
culminando em danos celulares, incluindo a peroxidagao lipidica (principalmente
fosfolipidios de membrana) e oxidacdo de aminoacidos e acidos nucléicos (GUERIN
et al., 2001; BAIN et al., 2011; PIERCE et al., 2004). Além disso, elevados niveis de
ROS podem causar danos no DNA, em decorréncia da ruptura das membranas
mitocondriais com a consequente liberagao de citocromo C e ativacdo da cascata de
caspases, culminando em apoptose e falha do desenvolvimento embrionario
(TRVDA et al., 2011). Assim, o estresse oxidativo pode subsequentemente diminuir
a viabilidade dos embrides produzidos in vitro (KITAGAWA et al., 2004).

Com intuito de minimizar os danos decorrentes do estresse oxidativo, os
sistemas biolégicos desenvolveram mecanismos antioxidantes para controlar os
niveis de ROS, tanto com agdo enzimatica (superdxido dismutase, a glutationa
peroxidase, catalase) como ndo enzimatica (a-tocoferol, acido ascérbico, B-caroteno
e glutationa, entre outros) (JOHNSON et al., 1994). Desta forma, dada a constante
ameaca a viabilidade celular impostas pela acao das ROS, estes antioxidantes tém
sido utilizados nos sistemas de cultivo para a producdo de embrides bovinos, com o
objetivo de melhorar a qualidade de odcitos e embrides in vitro. Relatos presentes
na literatura sdo muito controversos sobre os efeitos da suplementagdo com
antioxidantes enzimaticas extracelulares, como a catalase (ORSI E LEESE, 2001,
ALl et al, 2003). No entanto, recentemente foi demonstrado que a adicdo de
catalase durante a PIV reduziu os niveis intracelulares de ROS e a taxa de apoptose
em embrides bovinos (ROCHA-FRIGONI et al., 2014) e este achado estimula
estudos futuros sobre a modulagdo da producido extracelular de ROS, visando
melhorar o sistema de PIV.

Mais atencdo tém sido dada a suplementacdo do meio de MIV com
compostos de tiol, tais como cisteina ou cistina (DE MATOS et al, 2000) e
cisteamina (DELEUZE & GOUDET, 2010), que aumentam os niveis intracelulares de
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glutationa (GSH) em odcitos bovinos. Alteragdes na concentragdo de GSH e no
estado redox tém sido associados com o estresse oxidativo induzido por peréxidos e
outros agentes oxidantes na mitocondria (LASH et al., 2006). O GSH atua como o
principal sistema de defesa ndo enzimatica em oocitos e embrides para promover a
desintoxicacdo de perodxidos lipidicos e proteinas tioladas e a remogédo do H,0O»
(JOHNSON et al.,, 1994). A biossintese da GSH é limitada pela disponibilidade de
cisteina no meio de cultivo, no entanto, esta substéncia é instavel fora da célula e,
provavelmente, pouca cisteina esteja presente no meio de cultivo devido a sua auto-
oxidagdo em cistina (CURNOW et al., 2008). Os compostos de tiol de baixo peso
molecular, tais como a cisteamina e B-mercaptoetanol, promovem a reducado de
cistina em cisteina, aumentando a captacdo de cisteina e sintese de GSH
(DELEUZE & GOUDET, 2010).

O estado redox do GSH e de outros compostos de tiol sdo considerados
fundamentais para o funcionamento e atividade mitocondrial (LASH et al., 2006). No
que se diz respeito a odcitos e embrides, a fungdo mitocondrial € um parametro
importante para avaliar a competéncia, por desempenharem papel vital através da
producdo de adenosina trifosfato (ATP) para a maioria das reagdes metabdlicas
celulares, incluindo o ciclo de Krebs, metabolismo dos acidos graxos, da ureia e de
metabdlitos hormonais, e também da sua funcdo no armazenamento de mediadores
de apoptose/necrose e sobrevivéncia celular, ions e outros co-fatores importantes
para a regulagdo da homeostase (TARAZONA et al., 2006; SCHEFFLER et al,
1999).

No presente estudo, temos como hipotese que a melhoria da qualidade do
oocito ao final da etapa de maturacao in vitro, através do aumento da concentragao
intracelular de GSH e da fungdo mitocondrial, aumentaria a aquisicdo de
competéncia oocitaria para o desenvolvimento embrionario. Portanto, neste estudo
foi avaliado se: (1) o sistema de MIV de odcitos bovinos gera estresse oxidativo; (2)
a suplementagdo do meio de MIV com antioxidantes intracelulares (cisteina e
cisteamina; C+C) e/ou extracelulares (catalase; CAT) melhora o sistema de cultivo e
altera os niveis intracelulares de ROS e GSH, o potencial de membrana mitocondrial
em oocitos bovinos ao final da maturacdo, bem como o desenvolvimento

embrionario subsequente.
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2. MATERIAL E METODOS

Reagentes quimicos

Os reagentes utilizados foram da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA), caso contrario estdo especificados no texto. Todos os reagentes s&o
testados pra cultivo celular. O meio de MIV utilizado foi o TCM-199 (Gibco,
Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino (SFB; Gibco, Invitrogen Co.), 0,2 mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de
sédio, 50 pg/mL de amicacina, 0,5 yg/mL de FSH (Folltropin-V, Bionique Animal
Health, Ontario, Canda) e 100 Ul/mL de hCG (Vetecor, Hertape Calier). O meio de
fertilizagdo utilizado foi o Tyrode’s albumin lactate pyruvate (TALP), previamente
descrito (PARRISH et al., 1988), contendo 0,2 mM de piruvato, 13 mM de lactato de
sédio, 50 pg/mL de amicacina e 40 pL/mL de solugdo de PHE (20 uM de
penicilamina, 10 yM hipotaurina, e 2 yM epinefrina), 10 pg/mL heparina e 6 mg/mL
de albumina sérica bovina (BSA) livre de acidos graxos. Materiais plasticos e tubos
foram obtidos da empresa Corning Inc. (Acton, MA, USA). O meio de cultivo
embrionario utilizado foi o Synthetic Oviduct Fluid (SOF) modificado, previamente
descrito (VAJTA et al., 1999) suplementado com 0,2 mM de L-glutamina, 0,34 mM
de citrato de sddio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de BME aminoacidos essenciais, 1%
MEM aminoacidos nao essenciais, 50 pyg/mL de amicacina, 5 mg/mL de BSA e 2,5%
(v/v) de SFB.

Obtencao de odcitos e maturagao in vitro

Ovarios de vacas abatidas em frigorificos foram transportados até o
laboratorio a uma temperatura entre 30-35°C. Complexos cumulus-odcitos (COCs)
foram aspirados de foliculos antrais (3-8 mm de diametro), com seringa acoplada a
uma agulha 18-G. O material aspirado foi transferido para tubos de 50 mL e
decantado por 15 minutos e somente odcitos circundados com pelo menos quatro
camadas de células do cumulus compactas e com citoplasma contendo granulagéo
homogénea foram selecionados para o cultivo de maturagdo. Os COCs
selecionados (n=1791) foram lavados e cultivados em meio de maturagdo TCM-199
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com ou sem a suplementagdo com antioxidantes como segue: 1) 0,6 mM de cisteina
associado a 100 pyM de cisteamina (C+C); 2) 100 Ul de catalase (CAT); 3) 0,6 mM
de cisteina associado a 100 uM de cisteamina e 100 Ul de catalase (C+C+CAT); ou
4) sem a suplementacdo com antioxidantes (Controle). Foram transferidas 50
estruturas para cada pogo da placa de cultivo de 4 pogos (NUNC®, Nunclon Delta
Treated 4-well IVF Dish, Denmark), contendo 500 yL de meio de maturagdo (as
diferengas entre os grupos estao descritas no delineamento experimental). O cultivo
de maturacgao foi realizado em atmosfera de 5% CO; em ar e com maxima umidade,

durante 22 horas.

Separacao espermatica e fertilizagao in vitro

Ao término da MIV, os odcitos foram submetidos a fecundacao utilizando
sémen de um unico touro Nelore (Bos indicus) da mesma partida e com fertilidade
comprovada para produgao in vitro. As palhetas foram descongeladas a temperatura
de 36°C por 40 segundos e os espermatozoides moveis foram selecionados e
separados do diluidor por centrifugagdo em gradiente de densidade descontinua de
Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) em duas fases (250 yL de Percoll 45%
sobre 250 yL de Percoll 90%, em microtubo de 1,5 mL) a 2500xg por 7 minutos. O
sedimento recuperado foi avaliado quando ao volume, concentracdo e motilidade
espermatica. A concentracdo espermatica utilizada foi 2 x 10° espermatozoides/mL
de meio de fertilizagdo. Foram adicionados 25 odcitos/gota, onde permaneceram em
atmosfera de 5% de CO, em ar a 38,5°C durante 18-22 horas. O dia da fertilizagao

foi considerado como Dia 0.

Cultivo embrionario in vitro

Ap0s a fertilizagdo os provaveis zigotos foram transferidos para o meio de CIV
e cultivados em monocamada de células do cumulus. O cultivo foi realizado em
pocos de placas de cultivo de 4 pogos (NUNC®, Nunclon Delta Treated 4-well IVF
Dish, Denmark) contendo 500 yL de meio SOF suplementado 0,5% de BSA e 2,5%
de SFB em incubadora com atmosfera de 5% de CO, em ar e temperatura de

38,5°C por até sete dias. Apos 72 horas de cultivo, 50% do meio de cultivo foi
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renovado. A clivagem foi avaliada 72 horas pos-inseminagédo (hpi) e o

desenvolvimento embrionario foi avaliado as 168 hpi (Dia 7).

Determinacao da taxa de apoptose e avaliagao da maturagao nuclear

A fragmentacdo do DNA em odcitos foi observada apds a marcagao das
células em apoptose pela coloragdo “In situ terminal deoxinucleotidyl transferase
mediated dUTP Nick end labeling assay” (TUNEL; Roche Diagnostics, Indianapolis,
IN, USA), conforme recomendacao do fabricante. Os odcitos foram desnudados por
sucessivas pipetagens em solugéo de hialuronidase 0,2% em PBS, acrescido de 1%
PVP (PBS-PVP). Posteriormente, foram fixados em paraformaldeido 4% por 1 hora
e foram permeabilizados em solugao de Triton X-100 (0,5%, v/v) em citrato de sodio
(0,1%), por 30 minutos a temperatura ambiente.

Os odcitos do controle positivo foram incubados com DNAse | (50 Ul/mL de
agua Milli-Q) (RNAse free) a 37°C por 1 hora, sendo que durante este periodo os
embrides dos tratamentos permaneceram em PBS-PVP. Subsequentemente, foram
incubados em 10 pL da mistura para a reagdo TUNEL (proporc¢ao de 1:9, enzima e
tampé&o) por 1 hora em cédmara umida a 37°C, no escuro. Os odcitos do controle
negativo foram incubados na auséncia da enzima. Posteriormente, foram incubados
em solugédo Hoechst 33342 (1 pg/mL de PBS-PVP) por 30 minutos, em temperatura
ambiente.

Por fim, foram lavados em PBS-PVP e colocados entre lamina e laminula com
glicerina tamponada (9:1). Posteriormente, foram avaliados em microscopio

equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51), excitagcdo de 510-550 nm e

emissdo de 590 nm, quanto a fragmentacdo de DNA (TUNEL positivas
fluorescéncia verde ou amarelada pontual dentro no nucleo) e excitagdo 404 nm e
emissao 526 nm para determinacédo do estadio da meiose. Os odcitos classificados
em VG foram considerados imaturos e aqueles que apresentaram placa metafasica
e extrusao do primeiro corpusculo polar foram classificados em MIl. Odcitos em
estadios de maturagdo entre VG e MIl (quebra da vesicula germinativa - GVBD,
metafase | - MI, anafase | — Al ou teléfase | - Tl) foram classificados em estadios

intermediarios (INT) da meiose. A coloragao foi realizada em odcitos imediatamente
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apos a remogao do foliculo (0O hora) e apés a MIV (22 horas). Imagens

representativas desta coloracdo podem ser observadas na Figura 1.

Mensuragao do conteudo intracelular de GSH reduzida

O conteudo intracelular de GSH reduzida foram quantificados através da
utilizagdo da sonda fluorescente ThiolTracker™ Violet (Glutathione Detection
Reagent; Molecular probes, Invitrogen, Oregon, USA) de acordo com as informacgdes
do fabricante. Resumidamente, os odcitos foram desnudados e lavados duas vezes
em PBS e, posteriormente, incubados em 20 pM de ThiolTracker™ Violet durante 30
minutos no escuro, a 37,0°C em 5% de CO; em ar. Posteriormente, foram lavados
duas vezes em PBS e foram avaliados imediatamente em microscoépio invertido
equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51), sob excitacdo de 404 nm e
emissado de 526 nm. As imagens foram fotografadas e analisadas pelo programa Q-
Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26) para
quantificacdo da intensidade de fluorescéncia emitida (pixels). A intensidade do sinal
de “background” foi subtraida dos valores medidos das imagens. Uma das amostras
experimentais foi escolhida como o calibrador (grupo Oh) e o valor de cada imagem
foi dividido pela média do calibrador para gerar os niveis de expressao relativa de
fluorescéncia (unidades arbitrarias de fluorescéncia). A coloragéo foi realizada em
oocitos imediatamente apdés a remocao do foliculo (O horas) e apos a MIV (22
horas). Imagens representativas desta coloragdo podem ser observadas na Figura 1.

Mensuragcao do conteudo intracelular de ROS pelo ensaio com
diclorofluoresceina

O conteudo intracelular de ROS (H2O2, HO+, ROO-) foram quantificados
através da sonda fluorescente diacetato de 6-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina
(H2DCFDA; Molecular Probes), como descrito por Bain et al. (2011). O procedimento
foi realizado nos odcitos apds a remogéo das células do cumulus. Os odcitos foram
lavados duas vezes em PBS e incubados em 5 uyM de H,DCFDA durante 30
minutos, no escuro, a 38,5°C e 5% de CO; em ar. Posteriormente, foram lavados
duas vezes em PBS e avaliados imediatamente em microscopio invertido equipado
com epifluorescéncia (Olympus IX51; excitacdo de 495 nm e emiss&o de 520 nm).
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As imagens obtidas foram posteriormente analisadas pelo programa Q-Capture Pro
Image software (Media Cybernetics, Inc. Version 5.0.1.26) para quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia emitida, mensurada em pixels. A intensidade do sinal
de “background” foi subtraida dos valores medidos das imagens. Uma das amostras
experimentais foi escolhida como o calibrador (grupo Oh) e o valor de cada imagem
foi dividido pela média do calibrador para gerar os niveis de expressao relativa de
fluorescéncia (unidades arbitrarias de fluorescéncia). Quanto maior a intensidade de
fluorescéncia, maior o conteudo intracelular de ROS. A coloracao foi realizada em
oocitos imediatamente apdés a remocdo do foliculo (O horas) e apos a MIV (22

horas). Imagens representativas desta coloragdo podem ser observadas na Figura 1.

Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial (Aym) foi avaliado pela coloragdo com
MitoTracker Red® (CMXROs, Molecular Probes), de acordo com as recomendagdes
do fabricante. O procedimento nos odcitos foi realizado apds a remogao das células
do cumulus. Os odcitos foram lavados duas vezes em PBS e incubados em 0,5 uM
de MitoTracker Red® durante 30 minutos, no escuro, a 38,5°C e 5% de CO, em ar.
Posteriormente, foram lavados duas vezes em PBS e avaliados imediatamente em
microscopio invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51; 543 nm de
excitacdo e 575 nm de emissdo). As imagens obtidas foram armazenadas e
posteriormente processadas e analisadas pelo software Q-Capture Pro Image
software (Media Cybernetics, Inc., Versdo 5.0.1.26) para quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia emitida, mensurada em pixels. A intensidade do sinal
de “background” foi subtraida dos valores medidos das imagens. Uma das amostras
experimentais foi escolhida como o calibrador (grupo Oh) e o valor de cada imagem
foi dividido pela média do calibrador para gerar os niveis de expressao relativa de
fluorescéncia (unidades arbitrarias de fluorescéncia). Quanto maior a intensidade de
fluorescéncia, maior o potencial de membrana mitocondrial. A coloragéo foi realizada
em odcitos imediatamente apds a remogao do foliculo (0O horas) e apés a MIV (22
horas). Imagens representativas desta coloracdo podem ser observadas na Figura 1.



Figura 1. Imagem ilustrativa de odcitos bovinos corados com a sonda fluorescente
ThiolTracker Violet para deteccédo da glutationa (GSH) intracelular (A); com a sonda
fluorescente H,DCFDA para detecgdo das espécies reativas de oxigénio (ROS)
intracelulares (B); com a sonda fluorescente MitoTracker Red para avaliagdo do
potencial de membrana mitocondrial (C); com a sonda fluorescente Hoechst 33342
para a identificagdo do material nuclear (em azul, D); e ensaio TUNEL para a
determinacdo da fragmentacdo nuclear (em verde, E). Os odcitos foram avaliados

em microscopia de epifluorescéncia (ver no texto o detalhamento dos filtros
utilizados para cada sonda). Aumento 20 X.
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Analise estatistica

Dentro de cada replicata, um pogo da placa de cultivo contendo 50 odcitos foi
considerada a unidade experimental para cada grupo. O experimento foi repetido no
minimo 5 vezes, em dias diferentes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando um
efeito estatisticamente significativo foi encontrado, comparagbes multiplas das
médias foram determinadas pelo teste de Tukey (JMP verséo 5.0.1, SAS Institute).
Os dados de porcentagens foram transformadas utilizando arco-seno raiz quadrada.
As variaveis binomiais foram analisadas pelo teste de Qui-Quadrado. Diferencas

com probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas significativas.

3. RESULTADOS

Os resultados para os estadios da maturacdo nuclear em odcitos esta
sumarizado na Tabela 1. Nao houve diferenga (P>0,05) entre os grupos com relagéo
aos oocitos nos estadios de VG (10,6 a 14,5%), INT (5,5 a 12,5%) e MIl (76,6 a
80,0%) ao final da MIV. Dos oécitos que foram avaliados imediatamente apds a
aspiracao folicular (Oh), 98,4% se encontravam em estadio de VG, 1,6% em INT e
0% em MIlI (dados ndo demonstrados na tabela). A porcentagem de apoptose
(nucleo TUNEL-positivo) do grupo C+C+CAT (10,8%) foi superior (P<0,05) ao grupo
CAT (1,9%); e os grupos Controle (5,8%) e C+C (5,5%) nao diferiram dos demais
grupos (P>0,05).
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Tabela 1. Fase da maturagao nuclear e ocorréncia de apoptose em odcitos bovinos MIV em
meio suplementado com diferentes antioxidantes.

Grupos N 06citos Fase da meiose TUNEL Positivo
VG n (%) INT n (%) MiIl n (%) n (%)
Controle 120 13 (10,8) 15 (12,5) 92 (76,7) 7 (5,8)ab
C+C 110 16 (14,5) 6 (5,5) 88 (80,0) 6 (5,5)ab
CAT 104 11 (10,6) 10 (9,6) 83(79,8) 2 (1,9)°
C+C+CAT 102 12 (11,8) 10 (9,8) 80(78,4) 11(10,8)b

Maturagdo nuclear e apoptose em odcitos bovinos MIV em meio suplementado ou ndo com diferentes antioxidantes.
Controle = odcitos submetidos a MIV sem suplementagdo com antioxidantes. C+C = odcitos submetidos a MIV com
suplementagdo de cisteina 0,6 mM associado com cisteamina 100 uM. CAT= odcitos submetidos a MIV com suplementagdo
de 100 Ul catalase. C+C+CAT = odcitos submetidos a MIV com suplementagdo de cisteina 0,6 mM associado com cisteamina
100 uM e 100 Ul catalase. Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Qui-Quadrado (P<0,05).

O acumulo intracelular de GSH em odcitos bovinos (Figura 2), expressos em
unidades arbitrarias de fluorescéncia, foram reduzidos (P<0,05) em todos os grupos
experimentais (0,17+0,09 a 0,51+0,05) quando comparados ao grupo Oh
(1,00+0,08). Nao houve diferenga (P>0,05) entre os grupos Controle (0,24+0,02),
CAT (0,2840,03) e C+C+CAT (0,17+0,08), e esses grupos apresentaram
concentragdes menores de GSH (P<0,05) comparados ao grupo C+C (0,51+0,05).
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Figura 2. Concentragdes intracelulares de GSH (quantificados em unidades
arbitrarias de fluorescéncia) em odcitos maturados in vitro em meio suplementado ou

nao com antioxidantes. oh = Odcitos imaturos. Controle = odcitos submetidos a MIV sem suplementag&o
com antioxidantes. C + C = odcitos submetidos a MIV com suplementagdo de cisteina 0,6 mM associado com
cisteamina 100 yM. CAT= odcitos submetidos a MIV com suplementagdo de 100 Ul catalase. C + C + CAT =
odcitos submetidos a MIV com suplementacao de cisteina 0,6 mM associado com cisteamina 100 uM e 100 Ul
catalase. Barras com letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

A concentracéo intracelular de ROS (Figura 3) em odcitos bovinos, expressos

em unidades arbitrarias de fluorescéncia, foram menores (P<0,05) nos grupos Oh
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(1,004£0,12), C+C (1,11£0,04) e C+C+CAT (1,07£0,04), porém nao diferiram entre si
(P>0,05). As maiores concentragdes de ROS foram encontradas no grupo Controle
(1,911£0,10), que diferiu (P<0,05) de todos os grupos mencionados e do grupo CAT
(1,45+0,08).
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Figura 3. Concentragdes intracelulares de ROS (quantificados em unidades
arbitrarias de fluorescéncia) de odcitos maturados in vitro em meio suplementado ou

nao com antioxidantes. oh = Oécitos imaturos. Controle = odcitos submetidos a MIV sem suplementago
com antioxidantes. C + C = odcitos submetidos a MIV com suplementacéo de cisteina 0,6 mM associado com
cisteamina 100 pM. CAT= odcitos submetidos a MIV com suplementagdo de 100 Ul catalase. C + C + CAT =
odcitos submetidos a MIV com suplementagéo de cisteina 0,6 mM associado com cisteamina 100 uM e 100 Ul
catalase. Barras com letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

O potencial de membrana mitocondrial (Figura 4), também expresso em
unidades arbitrarias de fluorescéncia, aumentou (1,41+£0,05 a 1,811£0,07) em todos
os grupos (P<0,05) comparados ao grupo 0Oh (1,00+0,05), com excegéo do grupo
C+C (0,9410,03), que nao diferiu (P>0,05).
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Figura 4. Potencial de membrana mitocondrial (quantificado em unidades arbitrarias
de fluorescéncia) de odcitos maturados in vitro em meio suplementado ou nao com

antioxidantes. oh = Oécitos imaturos. Controle = odcitos submetidos a MIV sem suplementagdo com
antioxidantes. C + C = odcitos submetidos a MIV com suplementacdo de cisteina 0,6 mM associado com
cisteamina 100 pM. CAT= odcitos submetidos a MIV com suplementacdo de 100 Ul catalase. C + C + CAT =
odcitos submetidos a MIV com suplementagéo de cisteina 0,6 mM associado com cisteamina 100 uM e 100 Ul
catalase. Barras com letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Os efeitos da suplementagdao com antioxidantes durante a MIV sobre as taxas
de clivagem e blastocistos estdo representados na Figura 5. Nao houve efeito
(P>0,05) da suplementacdo com antioxidantes nas taxas de clivagem (72,5 a
75,4%). No entanto, o desenvolvimento embrionario até a fase de blastocistos
aumentou (P<0,05) no grupo C+C+CAT (46,2%) comparado aos demais grupos
(28,2 a 33,3%).
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Figura 5. Efeito da suplementacdo com diferentes antioxidantes durante a maturagao
in vitro de odcitos bovinos sobre as taxas de clivagem e desenvolvimento até a fase

de blastocistos. Controle = odécitos submetidos a MIV sem suplementagdo com antioxidantes. C + C =
oocitos submetidos a MIV com suplementagdo de cisteina 0,6 mM associado com cisteamina 100 uM. CAT=
oocitos submetidos a MIV com suplementagao de 100 Ul catalase. C + C + CAT = odcitos submetidos a MIV com
suplementacdo de cisteina 0,6 mM associado com cisteamina 100 uM e 100 Ul catalase. Barras com letras
distintas diferem significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

4. DISCUSSAO

Neste estudo foram comparados os efeitos da suplementagcdo com
antioxidantes intracelulares e/ou extracelulares sobre o potencial de membrana
mitocondrial e acumulo intracelular de ROS e GSH entre odcitos bovinos imaturos
(Oh) e maturados cultivados em condigdes de cultivo padrédo de MIV. Os principais
resultados aqui relatados sugerem que: (1) as maiores concentragdes intracelulares
de ROS em odcitos maturados do grupo Controle em comparagao aos odcitos
imaturos indicam que as condigdes utilizadas para o cultivo de MIV pode gerar
estresse oxidativo; (2) a suplementagdo do meio de MIV com C+C e C+C+CAT evita
o aumento do acumulo intracelular de ROS ao final da etapa de maturacao
assemelhando-se aos encontrados em odcitos imaturos; (3) com a excec¢do do
grupo C+C, um aumento do potencial de membrana mitocondrial foi observado em
oocitos maturados quando comparado aos odcitos imaturos, sugerindo um papel da
funcdo mitocondrial na competéncia oocitaria; e (4) o aumento do potencial de
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membrana mitocondrial em odcitos ao final da etapa de maturagao foi associado a
uma maior aquisigdo de competéncia para desenvolvimento, isto €, maior o
desenvolvimento embrionario in vitro.

Os efeitos da modulacdo do Aym e os niveis intracelulares de ROS e GSH
durante a MIV, na presenga de antioxidantes intra- e extracelulares, foram
investigados sobre a conclusdo da meiose. Os resultados demonstraram que a
porcentagem de odcitos que concluiram a maturag&o nuclear ao final da MIV n&o foi
afetada pela suplementacdo com antioxidantes e a porcentagem de odcitos que
atingiram o estadio de MIl (76,7% - 80,5%) foi semelhante (MORADO et al., 2009;
CETICA et al., 2001) ou superior (MEIYU et al., 2014) aquelas reportadas na
literatura. Relatos presentes da literatura indicam que o aumento da atividade
mitocondrial € aparentemente necessario para permitir a maturacdo nuclear e
conclusdo da meiose Il (DE VANTERY et al, 1997, PICTON et al, 1998;.
TARAZONA et al., 2006). Além disso, em ambos os gametas (masculinos e
femininos), a GSH esta envolvida na protecdo das células contra os danos
decorrentes do estresse oxidativo e na manutengdo da morfologia do fuso meidtico
do oodcito (LUBERDA et al., 2005; MORADO et al., 2009). Desta forma, como
demonstrado neste estudo, os sistemas propostos para MIV forneceram condi¢coes
satisfatérias (no meio extracelular e/ou intracelular) para permitir a conclusdo da
maturagcao nuclear em odcitos, bem como a aquisicdo de competéncia para o
desenvolvimento embrionario subsequente até o estagio de blastocisto.

A proporcdo de odcitos TUNEL-positivo (oocitos em apoptose) do grupo
C+C+CAT foi superior a encontrada no grupo MIV na presenga de antioxidante
extracelular (CAT). No entanto, essa porcentagem é inferior as observadas em
diversos estudos; por exemplo, recentemente Meiyu et al. (2014) relataram que 30%
dos odcitos apresentaram nucleo TUNEL-positivo apds a etapa de maturagéo in
vitro. A apoptose é um fenémeno fisiologico que ocorre com o proposito de eliminar
células lesadas e é sabido que a deficiéncia na conclusdo da maturagdo nuclear
associada a um aumento da propor¢ao de odcitos em apoptose ao final da MIV esta
correlacionada com a redugdo nas taxas de desenvolvimento embrionario (MEIYU et
al., 2014). No entanto, como demonstrado nesse estudo, os sistemas propostos para

MIV permitiram que odcitos concluissem a maturagdo nuclear e os achados de
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porcentagem de apoptose sdo aceitaveis, ndo comprometendo a competéncia de
oocitos para o desenvolvimento embrionario subsequente.

Com o objetivo de avaliar os efeitos do sistema de cultivo da MIV sobre a
qualidade dos odcitos, alguns parametros especificos de maturagao citoplasmatica
(os niveis intracelulares de GSH e de ROS e o Aym) foram comparados entre os
oocitos maturados e recuperados imediatamente apds a aspiragao folicular (o6citos
imaturos). Os niveis intracelulares de ROS aumentaram ao final da MV no grupo
Controle comparado aos odcitos imaturos. Durante a MIV, a formacédo de
determinados niveis de ROS pode aumentar a aquisicdo de competéncia de odcitos
para o desenvolvimento embrionario, sugerindo que as ROS podem desempenhar
diferentes papéis, dependendo do momento e da quantidade que estdo presentes ao
longo do cultivo de odcitos bovinos (BLONDIN et al., 1997). No entanto, o equilibrio
entre a produgdo de ROS e os mecanismos de defesa celular antioxidante é
essencial para o cultivo in vitro, caso contrario, o estresse oxidativo pode resultar em
danos celulares, particularmente por perturbar a membrana mitocondrial, o que pode
culminar em apoptose e falha no desenvolvimento embrionario (TRVDA et al., 2011).
Assim, verificou-se que os niveis intracelulares de ROS em odcitos maturados na
presenca de antioxidantes intracelulares (grupos C+C e C+C+CAT) foram mantidos
baixos como os niveis observados em odcitos imaturos, porém o mesmo nao foi
observado em odcitos maturados na presenga do antioxidante extracelular (grupo
CAT). No entanto, ao final da maturagdo, os niveis intracelulares de ROS no grupo
CAT foram menores quando comparados ao grupo Controle. Estes efeitos eram
esperados e sao decorrentes da acao da catalase na remogao do H,O, produzida no
meio extracelular (ou seja, no meio de cultivo), enquanto que os antioxidantes
intracelulares (cisteina associada a cisteamina) atuam na remocdo das ROS
intracelulares, produzidas pelos odcitos e células do cumulus em resposta a
utilizacdo do oxigénio para produgao de energia através da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial (DELEUZE & GOUDET, 2010, ROCHA-FRIGONI et al., 2014). Desta
forma, o efeito esperado era uma redugédo nos efeitos deletérios decorrentes da
acéo do H.0, e de outras ROS (GUERIN et al., 2001), tais como as modificacdes
oxidativas de componentes celulares, como o DNA, lipidos e proteinas (DELEUZE
& GOUDET, 2010). Curiosamente, a utilizacdo da catalase parece ser uma
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estratégia que permite a producdo de niveis intracelulares intermediarios de ROS ao
final da maturacédo, uma vez que evidéncias indicam que as ROS podem regular a
funcdo celular controlando a producdo e a ativacdo de substancias que tém
atividade biolégica nas principais vias de sinalizagdo celular (BUHIMSCHI et al.,
2000; MARSHALL et al., 2000; MORADO et al., 2009). Assim, a catalase pode atuar
como antioxidante reduzindo os elevados niveis de ROS sem comprometer as
fungdes celulares envolvidas em processos fisiologicos dependentes do equilibrio
redox.

A sintese intracelular de GSH é fundamental na maturagao citoplasmatica
oocitaria (EPPIG et al., 1996) e elevados niveis de GSH no final da etapa de
maturacdo sdo considerados bons marcadores bioquimicos para a qualidade de
oocitos (DE MATOS et al., 1995) visto que atuam como reservatorio para protegéo
contra danos oxidativos em zigotos e embrides anteriormente a transicdo materno-
zigotica e sintese de novo de GSH (DELEUZE & GOUDET, 2010). No entanto, os
resultados do presente estudo demonstraram uma diminuigdo nos niveis
intracelulares de GSH em od6citos maturados de todos os grupos quando
comparados com os odcitos imaturos (Oh). Isso possivelmente ocorreu devido as
condi¢cbes de incubacdo, que podem promover maior mobilizagado e utilizacédo do
GSH visando a neutralizacdo da continua e elevada produg¢ado de ROS pelas células
e pelo meio de cultivo (LIVINGSTON et al., 2009; CURNOW et al., 2008, CETICA et
al., 2001). Interessantemente, a comparagdo entre os odcitos maturados in vitro
revelaram uma reducdo menos acentuada dos estoques intracelulares de GSH
comparado aos odcitos maturados na presenca de cisteina e cisteamina (grupo
C+C), que sao precursores para a sintese de glutationa reduzida. Assim, uma vez
que a sintese intracelular de GSH foi estimulada por estes compostos tiols, o
esgotamento dos niveis de GSH no final de MIV foi inferior. Por outro lado, a adigéo
da catalase nao atenuou a diminui¢gdo nos niveis de GSH em odcitos maturados in
vitro, uma vez que este antioxidante extracelular enzimatico ndo estimula a sintese
de novo de GSH. A catalase é incapaz de atravessar a membrana plasmatica, de
modo que este antioxidante ndo atua na remocgao do H»O, produzido pela célula
(KOURIDAKIS & GARDNER 1995; ROCHA-FRIGONI et al., 2014) entdo atua
modulando as ROS produzidas pelo préprio meio de cultivo. No entanto, a
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suplementacdo do meio de MIV com ambos antioxidantes avaliadas neste estudo
(intra- e extracelular) foram eficientes para evitar o estresse oxidativo, uma vez que
protegeram os oocitos contra os danos decorrentes dos elevados niveis de ROS.

Embora a deplecéo dos niveis intracelulares de GSH nos odécitos maturados
na presenga de antioxidantes intracelulares (Grupo C+C) tenha sido menor,
contrariamente ao esperado o mesmo ndo foi observado quando odcitos foram
maturados com uma combinagdo de antioxidantes intra- e extracelulares (grupo
C+C+CAT). No entanto, os oocitos deste grupo apresentaram elevado Aym ao final
da etapa de maturacédo e, sabe-se que o aumento da atividade mitocondrial em
odcitos leva a um aumento na troca de elétrons na membrana mitocondrial interna,
que é considerado como um das principais fontes de ROS (ZHAO et al., 2011).
Logo, em condicdo de elevado Aym, espera-se que a produgdo de ROS seja
elevada, mas no entanto os niveis intracelulares de ROS em odcitos maturados do
grupos C+C+CAT foi similar ao grupo C+C (apenas antioxidantes intracelulares) e
menor do que o grupo CAT (apenas antioxidante extracelular), sugerindo que a GSH
tenha sido consumida, a fim de evitar os efeitos deletérios dos elevados niveis de
ROS (DELEUZE & GOUDET, 2010). Desta forma, os resultados aqui apresentados
indicam que o estresse oxidativo induzido por ambas as reacbes metabdlicas
intracelulares e pelo meio extracelular devem ser consideradas no estudo do
metabolismo redox em células sob condi¢gdes de incubagao in vitro.

O conceito de competéncia oocitaria ainda n&o esta completamente elucidado
(DURANTHON E RENARD, 2001), mas a mitocondria pode desempenhar papel
importante na aquisigdo de competéncia (CUMMINS et al., 2004), uma vez que o
estado metabdlico mitocondrial, baseado no Aym e conteudo de ATP, pode ser
associado a qualidade oocitaria. Com exceg¢éo do grupo C+C, os resultados obtidos
neste estudo demonstraram que odcitos imaturos apresentaram menor Aym
comparado com oocitos maturados in vitro. Estudos anteriores também
demonstraram que poucos odcitos imaturos possuem atividade mitocondrial,
provavelmente porque a maioria das mitocdndrias ainda sdo imaturas; no entanto
apds a etapa de maturagao, a atividade mitocondrial em od6citos aumenta e a sua
distribuicdo torna-se difusa pelo citoplasma (STOJKOVIC et al., 2001; WILDING et
al., 2001; TAMASSIA et al., 2004). De acordo com Tarazona et al. (2006), o aumento
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do Aym é aparentemente necessario para suportar outros eventos da maturagao
que sdo dependentes da producdo de ATP, tais como a maturagcdo nuclear e a
conclusédo da MIl (DE VANTERY et al, 1997; PICTON et al.,, 1998), maturacéo
citoplasmatica (PICTON et al., 1998), reorganizacdo do citoesqueleto (WANG E
LESSMAN, 2002; VAN BLERKOM et al., 2000), bem como o acumulo de transcritos
necessarios para suportarem o desenvolvimento inicial antes da ativagdo do genoma
embrionario (PICTON et al., 1998; GARY 2001; TROUNSON et al., 2001). Ja a
producao inadequada de ATP ira resultar em bloqueio do desenvolvimento, uma vez
que sao necessarias quantidades suficientes de ATP para inumeros eventos
celulares apds a fecundacgéo, incluindo a organizagdo dos microtubulos, regulagéo
do ciclo celular, a segregacdo dos cromossomos e restruturagcdo da membrana
plasmatica (TORNER, 2008; BENTOV, 2011). Assim, é evidente que as
mitocondrias devem fornecer quantidades adequadas de ATP para suportar os
primeiros dias do desenvolvimento embrionario (THOUAS, 2005; LIN, 2004), uma
vez que a replicagcdo do DNA mitocondrial (DNAmt) e proliferagdo mitocondrial n&o
ocorre até o estadio de blastocisto (THUNDATHIL, 2005), mas sabe-se que as vias
metabodlicas aerObica e anaerdbica atuam conjuntamente visando atender as
necessidades energéticas inerentes ao embrido nos estagios iniciais (CHAPPEL,
2013). Como o conteudo de ATP nao foi avaliado nesse estudo, ndo podemos
correlacionar o baixo Aym com baixo suprimento de energia em odcitos do grupo
C+C, mas podemos supor que os niveis de ATP nao estavam abaixo do nivel
minimo permitido, porque alguns desses eventos ATP-dependentes, como a
conclusdao da MIl e o desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto,
foram devidamente concluidos neste estudo.

Por outro lado, observou-se que o aumento do potencial de membrana
mitocondrial encontrado em odcitos maturados na presenca da associagao de
antioxidantes intra- e extracelulares (C+C+CAT) refletiu em aumento do
desenvolvimento embrionario in vitro. Assim, os resultados do presente estudo
demonstraram que a utilizagdo de apenas um unico parametro de avaliacdo da
qualidade dos odcitos ndo € adequado para prever a aquisicao de competéncia para
o desenvolvimento embrionario. No entanto, a avaliacdo simultadnea de diferentes

parametros de qualidade oocitaria pode indicar, com maior confiabilidade, a melhor
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condicdo de incubacdo a ser estabelecida durante a MIV de odcitos bovinos.
Baseado nisso, verificou-se que os odcitos maturados em meio suplementado com
uma combinacdo de cisteina, cisteamina e catalase ndo apresentaram as maiores
concentracdes de GSH ao final de etapa de MIV, que é considerado como um bom
marcador bioquimico para a qualidade do odécito (DE MATOS et al., 1995), no
entanto tais oocitos demonstraram aumento significativo do potencial da membrana
mitocondrial, que pode resultar em aumento da producdo de ATP, o que reflete em
melhoria da competéncia oocitaria para o desenvolvimento embrionario subsequente
(STOJKOVIC et al., 2001).

5. CONCLUSAO

A suplementacdo com antioxidantes intra- (cisteina e cisteamina) e
extracelular (catalase) aumentou o potencial de membrana mitocondrial e reduziu o
acumulo intracelular de ROS, o que refletiu em melhoria da competéncia oocitaria

para o desenvolvimento embrionario subsequente.
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CAPITULO 3 - EFEITO DA SUPLEMENTAGAO COM ANTIOXIDANTE DURANTE
A MATURAGAO IN VITRO SOBRE A QUALIDADE E
DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES BOVINOS EM CONDIGAO
DE ESTRESSE OXIDATIVO

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar se a suplementagdo do meio
de MIV com antioxidantes intracelulares e extracelulares (cisteina, cisteamina e
catalase; ATX) & capaz de minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo
induzido durante o CIV através da avaliacdo da concentracao intracelular de ROS e
de glutationa (GSH), atividade de caspases, ocorréncia de apoptose, bem como o
desenvolvimento embrionario subsequente, como se segue: 1) MIV + CIV na
auséncia de menadiona (Controle); 2) MIV ATX + CIV (Controle ATX); 3) MIV + CIV
na presenga de menadiona (MD); 4) MIV ATX + CIV na presenca de menadiona
(ATX MD). A concentragao intracelular de GSH foi similar (P>0,05) entre os grupos
(18,0 a 21,1). O acumulo intracelular de ROS encontrado no grupo MD (21,7) foi
superior (P<0,05) aos observados nos grupos Controle (17,0) e Controle ATX (17,5),
ja o grupo ATX MD (19,0) nao diferiu (P>0,05) dos grupos anteriormente
mencionados. Com relagao a atividade de caspases nédo houve diferenga (P>0,05)
entre os grupos (33,7 a 40,8). No entanto, as porcentagens de apoptose
encontradas nos grupos MD (22,4%) e ATX MD (22,3%) foram superiores (P<0,05)
comparadas aos grupos Controle (12,8%) e Controle ATX (9,4%). O
desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto foi menor (P<0,05) no
grupo MD (21,30%) comparados aos grupos Controle (35,4%) e Controle ATX
(34,5%), porém o grupo ATX MD (28,3%) nao diferiu (P>0,05) dos demais grupos.
Em conclusédo, a suplementagdo com antioxidantes durante a MIV minimizou os
efeitos deletérios decorrentes da condigdo de estresse oxidativo, induzido pela MD
durante o CIV, sobre os niveis intracelulares de ROS e desenvolvimento embrionario
até a fase de blastocistos.

Palavras-chave: competéncia oocitaria, menadiona, bovino
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1. INTRODUGAO

O desenvolvimento embrionario in vitro € afetado primariamente pela
qualidade oocitaria (FUKUI & OYMADA, 2004). O ambiente de cultivo aos quais os
gametas e embrides sdo expostos também podem comprometer a qualidade e a
produgcdo in vitro de embrides, principalmente em situagcdes que estimulem o
aumento expressivo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Sob
condigdes fisiologicas, as ROS s&o produzidas por odcitos, embrides e pelas células
do cumulus durante o metabolismo aerdbico, mais especificamente durante a
fosforilagdo oxidativa nas mitocdndrias, como resultado da reagao de transferéncia
de elétrons para a molécula de oxigénio (FEUGANG et al., 2004). No entanto, as
condi¢gbes de incubagédo adotadas nos sistemas de PIV podem gerar uma condig&o
de estresse oxidativo, dentre as quais pode-se citar a prépria composicdo dos meios
de cultivo, a suplementacdo com macromoléculas e outras substancias que
compdem os meios, ou mesmo as tensdes suprafisiologicas de oxigénio (~20%) que
sdo rotineiramente utilizadas nos sistemas de PIV (CORREA et al., 2008; MINGOTI
et al., 2009; MARTIN-ROMERO 2010). O desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes (NABENISHI et al., 2011) no cultivo podem levar a instalacédo do
processo denominado estresse oxidativo, que resulta em perturbacdes de processos
regulados por reac¢des de redugdo-oxidagédo (redox) e culmina em danos celulares,
tais como a peroxidagdo lipidica, oxidagdo de aminoacidos e acidos nucléicos
(GUERIN et al., 2001; BAIN et al., 2011; KITAGAWA et al., 2004) e bloqueio do
desenvolvimento embrionario in vitro (FUKUlI & OYAMADA, 2004). Mais
especificamente, elevados niveis de ROS podem causar danos no DNA, em
decorréncia da ruptura das membranas mitocondriais com a consequente liberagao
de citocromo C e a ativacdo da cascata de caspases, culminando em apoptose e
falha do desenvolvimento embrionario (TRVDA et al., 2011). No entanto, embora
elevadas concentragbes de ROS possam ser deletérias, elas atuam como moléculas
sinalizadoras e podem influenciar diversas fungdes celulares quando presentes em
concentragdes fisiolégicas como, por exemplo, a produgado de energia e proliferagéo

celular no desenvolvimento inicial de embrides, diferenciagcéo celular e expressao
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génica (UFER et al, 2010). Desta forma, a modulagdo da producdo intra- e
extracelular de ROS é uma das chaves para o aprimoramento do desenvolvimento
embrionario in vitro (TAKAHASHI et al., 2012).

Para que haja um equilibrio na concentragcdo de ROS produzidas pelos
oocitos no ambiente folicular, especialmente durante o processo de ovulagdo, o
fluido folicular e as células do cumulus possuem diferentes tipos de agentes
antioxidantes, seja de acdo enzimatica (superdxido dismutase, glutationa
peroxidase, catalase) ou n&o enzimatica (glutationa, acido ascorbico, a-tocoferol, 3-
caroteno) que atuam neutralizando as ROS produzidas in vivo (MORADO et al.
2009). Por outro lado, na condi¢ado in vitro, os gametas e embrides sdo incubados
em meios de cultivo que, por sua vez, representam uma importante fonte de ROS
nas biotécnicas de reproducéo assistida (MARTIN-ROMERO 2010). Neste contexto,
o acumulo de ROS e o estresse oxidativo levam ao envelhecimento e deterioragao
da qualidade do odcito e das células da granulosa (TAMURA et al. 2012), o que
compromete a competéncia oocitaria para o desenvolvimento in vitro.

Atualmente, mais atencdo tém sido dada a suplementagcdo do meio de MIV
com compostos de tiol, tais como cisteina ou cistina (DE MATOS et al., 2000) e
cisteamina (DELEUZE & GOUDET, 2010), que podem aumentar os niveis
intracelulares de glutationa (GSH) em odcitos bovinos. O GSH atua como o principal
sistema de defesa ndo enzimatica em odécitos e embrides para promover a
desintoxicacdo de perodxidos lipidicos e proteinas tioladas e a remogédo do H,0O»
(JOHNSON et al.,, 1994). A biossintese da GSH é limitada pela disponibilidade de
cisteina no meio de cultivo, no entanto, esta substéncia é instavel fora da célula e,
provavelmente, pouca cisteina esteja presente no meio de cultivo devido a sua auto-
oxidagdo em cistina (CURNOW et al., 2008). Os compostos de tiol de baixo peso
molecular, tais como a cisteamina e B-mercaptoetanol, promovem a reducédo de
cistina em cisteina, aumentando a captacdo de cisteina e a sintese de GSH
(DELEUZE & GOUDET, 2010).

Os antioxidantes de agao enzimatica extracelular tem sido menos estudados,
todavia foi recentemente demonstrado que a adicao de catalase durante a PIV
reduziu os niveis intracelulares de ROS e a taxa de apoptose em embrides bovinos
(ROCHA-FRIGONI et al., 2014). Este achado estimula a proposicdo de novos
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estudos para investigar a modulagdo da producdo extracelular de ROS, visando
melhorar o sistema de PIV. Ainda, ndo ha relatos da suplementagdo com
antioxidantes intra- e extracelulares associados durante a MIV sobre a competéncia
oocitaria para o desenvolvimento embrionario subsequente.

Dada a constante ameaca a viabilidade celular imposta pela agcdo das ROS,
varios estudos tem focado a atengao na utilizacdo de substancias antioxidantes em
sistemas de PIV. A utilizacdo de compostos que induzam um aumento expressivo na
producdo de ROS, como a menadiona, pode ser uma ferramenta interessante em
estudos sistematizados sobre os danos deletérios decorrentes do estresse oxidativo.
A menadiona, ou vitamina ks, € uma naftoquinona utilizada como fonte de vitaminas
na nutricdo animal (MOSS et al., 2009). Na presenca de oxigénio, esta substancia
induz a geragao de Oz, H,O2 e outras ROS (MONKS et al., 1992), resultando em
apoptose (MOSS et al.,2009). Desta forma, a utilizagdo da menadiona como
geradora de estresse oxidativo em sistemas de PIV pode ser um modelo
interessante para a avaliagdo do efeito protetor ou promotor de sobrevivéncia de
drogas especificas, tais como antioxidantes extra ou intracelulares.

Os efeitos da suplementagdo com antioxidantes durante a MIV ja foram bem
documentados, no entanto os efeitos dessa suplementagdo sobre a aquisicdo de
resisténcia aos danos decorrentes do estresse oxidativo durante o desenvolvimento
embrionario nunca foi descrita. Desta forma, o presente estudo foi delineado para
testar a hipotese de que a suplementagdo com antioxidantes durante a etapa de
maturacgao in vitro € capaz de minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo
induzido pela menadiona sobre o desenvolvimento embrionario até a fase de
blastocistos. Portanto, neste estudo foi avaliado se: (1) a adicdo de 5 yM de MD
durante o cultivo in vitro gera estresse oxidativo; (2) a suplementagdo do meio de
MIV com associagdo de antioxidantes intracelulares e extracelulares (cisteina,
cisteamina e catalase) é capaz de minimizar os efeitos deletérios do estresse
oxidativo induzido durante o CIV, avaliando-se especificamente o0s niveis
intracelulares de ROS e de glutationa (GSH), atividade de caspases e ocorréncia de

apoptose, bem como o desenvolvimento embrionario subsequente.
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2. MATERIAL E METODOS

Reagentes quimicos

Os reagentes utilizados foram da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA), caso contrario estdo especificados no texto. Todos os reagentes s&o
testados pra cultivo celular. O meio de MIV utilizado foi o TCM-199 (Gibco,
Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino (SFB; Gibco, Invitrogen Co.), 0,2 mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de
sédio, 50 pg/mL de amicacina, 0,5 yg/mL de FSH (Folltropin-V, Bionique Animal
Health, Ontario, Canda) e 100 Ul/mL de hCG (Vetecor, Hertape Calier). O meio de
fertilizagdo utilizado foi o Tyrode’s albumin lactate pyruvate (TALP), previamente
descrito (PARRISH et al., 1988), contendo 0,2 mM de piruvato, 13 mM de lactato de
sédio, 50 pg/mL de amicacina e 40 pL/mL de solugdo de PHE (20 uM de
penicilamina, 10 yM hipotaurina, e 2 yM epinefrina), 10 pg/mL heparina e 6 mg/mL
de albumina sérica bovina (BSA) livre de acidos graxos. Materiais plasticos e tubos
foram obtidos da empresa Corning Inc. (Acton, MA, USA). O meio de cultivo
embrionario utilizado foi o Synthetic Oviduct Fluid (SOF) modificado, previamente
descrito (VAJTA et al., 1999) suplementado com 0,2 mM de L-glutamina, 0,34 mM
de citrato de sddio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de BME aminoacidos essenciais, 1%
MEM aminoacidos nao essenciais, 50 pyg/mL de amicacina, 5 mg/mL de BSA e 2,5%
(v/v) de SFB.

Obtencao de odcitos e maturagao in vitro

Ovarios de vacas abatidas em frigorificos foram transportados até o
laboratorio a uma temperatura entre 30-35°C. Complexos cumulus-odcitos (COCs)
foram aspirados de foliculos antrais (3-8 mm de diametro), com seringa acoplada a
uma agulha 18-G. O material aspirado foi transferido para tubos de 50 mL e
decantado por 15 minutos e somente odcitos circundados com pelo menos quatro
camadas de células do cumulus compactas e com citoplasma contendo granulagéo
homogénea foram selecionados para o cultivo de maturagdo. Os COCs
selecionados foram lavados e cultivados em meio de maturacdo TCM-199 com ou
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sem a suplementacdo com antioxidantes, como se segue: 0,6 mM de cisteina
associado a 100 pM de cisteamina e 100 Ul de catalase (ATX); ou sem a
suplementagdo com antioxidantes (Controle). Foram transferidas 50 estruturas para
cada pogo da placa de cultivo de 4 pogos (NUNC®, Nunclon Delta Treated 4-well
IVF Dish, Denmark), contendo 500 pL de meio de maturagéo (as diferengas entre os
grupos estdo descritas no delineamento experimental). O cultivo de maturagao foi
realizado em atmosfera de 5% CO, em ar e com maxima umidade, durante 22

horas.

Separacao espermatica e fertilizagao in vitro

Ao término da MIV, os odcitos foram submetidos a fecundacao utilizando
sémen de um unico touro Nelore (Bos indicus) da mesma partida e com fertilidade
comprovada para produgao in vitro. As palhetas foram descongeladas a temperatura
de 36°C por 40 segundos e os espermatozoides moveis foram selecionados e
separados do diluidor por centrifugagdo em gradiente de densidade descontinua de
Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) em duas fases (250 yL de Percoll 45%
sobre 250 yL de Percoll 90%, em microtubo de 1,5 mL) a 2500xg por 7 minutos. O
sedimento recuperado foi avaliado quando ao volume, concentracdo e motilidade
espermatica. A concentracdo espermatica utilizada foi 2 x 10° espermatozoides/mL
de meio de fertilizagdo. Foram adicionados 25 odcitos/gota, onde permaneceram em
atmosfera de 5% de CO, em ar a 38,5°C durante 18-22 horas. O dia da fertilizagao
foi considerado como Dia 0.

Cultivo embrionario in vitro

Ap0s a fertilizagdo os provaveis zigotos foram transferidos para o meio de CIV
e cultivados em monocamada de células do cumulus. O cultivo foi realizado em
pocos de placas de cultivo de 4 pogos (NUNC®, Nunclon Delta Treated 4-well IVF
Dish, Denmark) contendo 500 yL de meio SOF suplementado 0,5% de BSA e 2,5%
de SFB em incubadora com atmosfera de 5% de CO, em ar e temperatura de
38,5°C por até sete dias.

Apos 72 horas de cultivo, 50% do meio de cultivo foi renovado. A clivagem foi
avaliada 72 horas pos-inseminacado (hpi) e o desenvolvimento embrionario foi
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avaliado as 168 hpi (Dia 7). Do Dia 6 até o final do CIV os embrides foram cultivados

em meio SOF na presenca ou auséncia de 5 yM de menadiona.

Mensuragao do conteudo intracelular de GSH reduzida

O conteudo intracelular de GSH reduzida foram quantificados através da
utilizagdo da sonda fluorescente ThiolTracker™ Violet (Glutathione Detection
Reagent; Molecular probes, Invitrogen, Oregon, USA) de acordo com as informacgdes
do fabricante. Resumidamente, os embrides foram desnudados e lavados duas
vezes em PBS e, posteriormente, incubados em 20 uM de ThiolTracker™ Violet
durante 30 minutos no escuro, a 37,0°C em 5% de CO, em ar. Posteriormente,
foram lavados duas vezes em PBS e foram avaliados imediatamente em
microscopio invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51), sob excitagao
de 404 nm e emisséo de 526 nm. As imagens foram fotografadas e analisadas pelo
programa Q-Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26)
para quantificacdo da intensidade de fluorescéncia emitida (pixels). A intensidade do
sinal de "background" foi subtraida dos valores medidos das imagens. Imagens
representativas desta coloracdo podem ser observadas na Figura 1.

Mensuragcao do conteudo intracelular de ROS pelo ensaio com
diclorofluoresceina

O conteudo intracelular de ROS (H2O2, HO+, ROO-) foram quantificados
através da sonda fluorescente diacetato de 6-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina
(H2DCFDA; Molecular Probes), como descrito por Bain et al. (2011). O procedimento
foi realizado nos embrides apds a remocédo das células do cumulus. Os embrides
foram lavados duas vezes em PBS e incubados em 5 yM de H,DCFDA durante 30
minutos, no escuro, a 38,5°C e 5% de CO; em ar. Posteriormente, foram lavados
duas vezes em PBS e avaliados imediatamente em microscopio invertido equipado
com epifluorescéncia (Olympus 1X51; excitacdo de 495 nm e emiss&o de 520 nm).
As imagens obtidas foram posteriormente analisadas pelo programa Q-Capture Pro
Image software (Media Cybernetics, Inc. Version 5.0.1.26) para quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia emitida (Figura 4), mensurada em pixels. A intensidade
do sinal de "background" foi subtraida dos valores medidos das imagens. Quanto
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maior a intensidade de fluorescéncia, maior o conteudo intracelular de ROS (Figura

1).

Mensuracao da atividade das caspases 3 e 7

A mensuragao da atividade das caspase 3 e 7 foi realizada em blastocistos
expandidos utilizando um inibidor fluorescente enzimatico (FLICA), que reage
covalentemente com as caspases ativas emitindo fluorescéncia. O ensaio foi
realizado com a sonda fluorescente “Image iT LIVE Red Caspase-3 and-7 Detection
Kit” (Molecular Probes, Invitrogen, OR, USA), de acordo com as informagdes do
fabricante. Brevemente, os embrides foram incubadas em 10 uL da solugdo 30 X
FLICA em camara umida a 37 C por 1 hora, no escuro. Em seguida, foram lavados
na solucdo 1 X buffer e fixados em paraformaldeido 4% por 40 minutos. Foram
montadas as laminas com glicerol e os embrides corados foram avaliados
imediatamente em microscopio invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus,
IX51), sob excitacdo de 550 nm e emiss&do de 595 nm. As imagens foram
fotografadas e analisadas pelo programa Q-Capture Pro Image software (Media
Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26) para quantificagdo da intensidade de
fluorescéncia emitida (pixels). A intensidade do sinal de "background" foi subtraida
dos valores medidos das imagens (Figura 1).

Deteccado de fragmentagcao nuclear (coloragao “terminal transferase assay” -
TUNEL)

A fragmentacdo do DNA em blastocistos iniciais e blastocistos foi observada
apés a marcagao das células em apoptose pela coloragdo “In situ terminal
deoxinucleotidyl transferase mediated dUTP Nick end labeling assay” (TUNEL;
Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), conforme recomendagédo do fabricante.
Os embrides foram lavados por quatro vezes em PBS 1% PVP (PBS-PVP) e
posteriormente fixados, com zona pelucida intacta, em solugdo de paraformaldeido
(4%), a temperatura ambiente por 1 hora. Os embrides foram permeabilizados em
solugdo de Triton X-100 (0,5%, v/v) em citrato de sodio (0,1%), a temperatura

ambiente por 30 minutos.
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Os embrides reservados para o controle positivo foram incubados com DNAse
I (50 Ul/mL de agua Milli-Q) (RNAse free) a 37°C por 1 hora, enquanto que aqueles
dos tratamentos permaneceram, pelo mesmo periodo, em gotas de 100 uL de PBS-
PVP. Posteriormente, todos os embrides foram lavados em PBS-PVP e incubados,
em camara umida, com 15 pL da mistura (1:9, da enzima — tubo 1 e do tampé&o da
enzima — tubo 2, respectivamente) para a coloragdo de TUNEL (In Situ Cell Death
Detection Kit, Fluorescein, Roche Applied Science, IN, USA), por 1 hora a 37°C no
escuro. Os odcitos/embrides reservados para o controle negativo foram incubados
na auséncia da enzima “terminal deoxynucleotidyl transferase” (TdT) (tubo 1, contida
no kit). Posteriormente, foram incubados em solugdo Hoechst 33342 (1 pg/mL de
PBS-PVP) por 30 minutos, em temperatura ambiente. Por fim, foram lavados em
PBS-PVP e colocados entre I&mina e laminula com glicerina tamponada (9:1).
Posteriormente, foram avaliados em microscépio equipado com epifluorescéncia
(Olympus, [X51), excitagdo de 510-550 nm e emissdo de 590 nm, quanto a
fragmentacao de DNA (TUNEL positivas = fluorescéncia verde ou amarelada pontual
dentro no nucleo) e excitagdo 404 nm e emissdo 526 nm, quanto ao numero total de
células (determinado pelos nucleos corados em azul pelo corante Hoechst). Imagens

representativas desta coloracdo podem ser observadas na Figura 1.



Figura 1. Imagem ilustrativa de embrides bovinos corados com a sonda fluorescente
Hoechst 33342 para a identificacdo dos nucleos e contagem do numero total de
células (em azul, A); ensaio TUNEL para detecgdo das células em apoptose (em
verde, B); sobreposicdo das imagens (C); embrides corados com a sonda
fluorescente ThiolTracker Violet para detecgcédo da glutationa (GSH) intracelular (D);
embrides corados com a sonda fluorescente H,DCFDA para deteccdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS) intracelulares (E); e embrides corados com a sonda
fluorescente FLICA para mensuragado da atividade de caspases 3 e 7 (F). Os
embrides foram avaliados em microscopia de epifluorescéncia (ver no texto o
detalhamento dos filtros utilizados para cada sonda). Aumento 20 X.
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Delineamento experimental

COCs (n= 1678) foram MIV em meio sem a suplementagdo com antioxidantes
(Controle) ou suplementados com 0,6 mM de cisteina associado a 100 pM de
cisteamina e 100 Ul de catalase (antioxidante; ATX). Apdés a MIV, os odcitos foram
fertilizados in vitro e os provaveis zigotos foram cultivados em meio SOF. Do Dia 6
até o final do CIV os embrides foram cultivados na presenca ou auséncia de 5 uM de
menadiona (MD), como se segue: 1) MIV + CIV na auséncia de MD (Controle); 2)
MIV ATX + CIV na auséncia de menadiona (Controle ATX); 3) MIV + CIV na
presenca de menadiona (MD); ou 4) MIV ATX + CIV na presenca de menadiona
(ATX MD).

No Dia 7 foi avaliado o desenvolvimento embrionario até a fase de
blastocistos e os mesmos foram destinados as avaliagbes quanto aos niveis
intracelulares de ROS e GSH, atividade de caspases, numero total de blastbmeros e

ocorréncia de apoptose.

Analise estatistica

Dentro de cada replicata, um pogo da placa de cultivo contendo 50 odcitos foi
considerada a unidade experimental para cada grupo. O experimento foi repetido no
minimo 5 vezes, em dias diferentes. A taxa de blastocistos foi calculada
considerando-se o numero total de o6citos maturados.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando um
efeito estatisticamente significativo foi encontrado, comparagbes multiplas das
meédias foram determinadas pelo teste de Tukey (JMP versdo 5.0.1, SAS Institute).
As porcentagens foram transformadas em arco-seno raiz quadrada. As variaveis
binomiais foram analisadas pelo teste de Qui-Quadrado. Diferencas com
probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas significativas.
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3. RESULTADOS

O conteudo intracelular de GSH em embrides bovinos (Figura 2), expressos
em unidades arbitrarias de fluorescéncia, foram similares (P>0,05) em todos os
grupos experimentais (18,0£2,78 a 21,1+2,40).
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14,0 -
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10,0 -
8,0 -
6,0 -
4,0 -
20 -

0,0
Controle Controle ATX ATX MD

Unidades arbitrarias de
fluorescéncia

Figura 2. Concentragbes intracelulares de GSH (determinados em unidades
arbitrarias de fluorescéncia) em embrides produzidos in vitro submetidos ao estresse

oxidativo e oriundos de odcitos maturados in vitro na presenca de antioxidantes.
Controle = embrides produzidos em meio SOFaa. Controle ATX = embrides produzidos a partir de odcitos
maturados in vitro em meio contendo antioxidantes. MD = embrides produzidos em meio SOFaa na presenca de
5,0 uyM de MD. ATX MD = embrides produzidos a partir de odcitos maturados in vitro em meio contendo
antioxidantes e cultivados em SOFaa suplementado na presenca de 5,0 uM de MD. N&o houve diferenga entre
os grupos pelo teste de Tukey (P>0,05).

As menores concentragdes intracelulares de ROS (Figura 3) em embrides
bovinos, expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia, foram observados nos
grupos Controle (17,0£0,83) e Controle ATX (17,6+0,66), os quais nao diferiram
(P>0,05) entre si e do grupo ATX MD (19,0£0,91). O maior acumulo de ROS foi
encontrado no grupo MD (21,7+1,66) que diferiu (P<0,05) dos grupos Controle e
Controle ATX, porém nao diferiu (P>0,05) do grupo ATX MD.
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Figura 3. Concentragbes intracelulares de ROS (determinados em unidades
arbitrarias de fluorescéncia) em embrides produzidos in vitro submetidos ao estresse

oxidativo e oriundos de odcitos maturados in vitro na presenca de antioxidantes.
Controle = embrides produzidos em meio SOFaa. Controle ATX = embries produzidos a partir de odcitos
maturados in vitro em meio contendo antioxidantes. MD = embrides produzidos em meio SOFaa na presenca de
5,0 uyM de MD. ATX MD = embrides produzidos a partir de odcitos maturados in vitro em meio contendo
antioxidantes e cultivados em SOFaa suplementado na presenca de 5,0 yM de MD. Barras com letras distintas
diferem significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Os resultados de atividade de caspases para os diferentes grupos
experimentais estdo representados na Figura 4, expressos em unidades arbitrarias
de fluorescéncia, e foram similares (P>0,05) para todos os grupos experimentais
(33,343,90 a 40,8+4,40).
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Figura 4. Atividade de caspases 3 e 7 (determinados em unidades arbitrarias de
fluorescéncia) em embrides produzidos in vitro submetidos ao estresse oxidativo e

oriundos de odécitos maturados in vitro na presenga de antioxidantes. Controle = embrides
produzidos em meio SOFaa. Controle ATX = embrides produzidos a partir de odcitos maturados in vitro em meio
contendo antioxidantes. MD = embrides produzidos em meio SOFaa na presenca de 5,0 yM de MD. ATX MD =
embrides produzidos a partir de odcitos maturados in vitro em meio contendo antioxidantes e cultivados em
SOFaa suplementado na presencga de 5,0 yM de MD. N&o houve diferenga entre os grupos pelo Teste de Tukey
(P>0,05).

O numero total de células e a porcentagem de células em apoptose estao
representados na Tabela 2. N&o houve diferenca (P>0,05) no numero total de
células entre os grupos experimentais (68,6+2,07 a 74,8+2,00). As maiores
porcentagens de apoptose foram encontradas nos grupos MD (22,4%%2,33) e ATX
MD (22,3%+1,38) que né&o diferiram entre si (P>0,05), porém foram superiores
(P<0,05) aos grupos Controle (12,8%+0,99) e Controle ATX (9,4%%=0,75).

Tabela 1. Numero total de células e porcentagem de apoptose em embrides produzidos in
vitro submetidos ao estresse oxidativo e oriundos de odcitos maturados in vitro na presencga
de antioxidantes.

Grupos N‘_’~ Nl]mt’a'rc_J de células % T_UNEL
embrides (média £ EPM) (Yomédia + EPM)
Controle 57 70,6 £ 1,98 12,8 +0,99°
Controle ATX 78 68,6 £ 2,07 9,4 0,75
MD 22 70,4 £ 3,26 22,4 +2,33%
ATX MD 37 74,8 £ 2,00 22,3+ 1,382

Numero total de células e porcentagem de apoptose em blastocistos produzidos in vitro na presenga ou auséncia
de menadiona (MD). Controle = embrides produzidos em meio SOFaa. Controle = embrides produzidos em meio
SOFaa. Controle ATX = embrides produzidos a partir de odcitos maturados in vitro em meio contendo
antioxidantes. MD = embrides produzidos em meio SOFaa na presencga de 5,0 uyM de MD. ATX MD = embrides
produzidos a partir de odcitos maturados in vitro em meio contendo antioxidantes e cultivados em SOFaa
suplementado na presencga de 5,0 uM de MD. Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de
Tukey (P<0,05).
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A taxa de clivagem e blastocistos estdo representadas na Figura 5. Nao
houve diferenca (P>0,05) na taxa de clivagem entre os grupos experimentais
(79,7%x1,66 a 83,9%+3,72). Ja a taxa de blastocistos foi menor (P<0,05) no grupo
MD (21,3%%2,93) em relagdo aos grupos Controle (35,3%+3,41) e Controle ATX
(34,5%=3,09), porém o grupo ATX MD (28,3%+3,49) ndo diferiu dos demais grupos
experimentais (P>0,05).
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Figura 5. Taxa de clivagem e blastocistos obtidas a partir de odcitos maturados in
vitro na presenga ou ndo de antioxidante e dos embrides cultivados in vitro na

presenca ou auséncia de menadiona (MD). Controle = embriées produzidos em meio SOFaa.
Controle = embrides produzidos em meio SOFaa. Controle ATX = embrides produzidos a partir de odcitos
maturados in vitro em meio contendo antioxidantes. MD = embrides produzidos em meio SOFaa na presenga de
5,0 uM de MD. ATX MD = embrides produzidos a partir de odcitos maturados in vitro em meio contendo
antioxidantes e cultivados em SOFaa suplementado na presenga de 5,0 yM de MD. Barras com letras distintas
diferem significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

4. DISCUSSAO

Este estudo avaliou os efeitos da suplementagcdo com a associagcdo de
antioxidantes intracelulares e extracelulares durante a MIV de odcitos bovinos sobre
a aquisicdo de resisténcia aos danos decorrentes do estresse oxidativo induzido
pela menadiona durante o CIV. Os principais resultados aqui relatados sugerem que:
1) o aumento dos niveis intracelulares de ROS e da apoptose associados a redugao
do desenvolvimento embrionario in vitro indicam que a adigdo de 5 yM de MD
durante o CIV gerou uma condigédo de estresse oxidativo e (2) a suplementacéo do
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meio de MIV foi associada a uma maior aquisicdo de resisténcia ao estresse
oxidativo induzido pela MD sobre a competéncia para o desenvolvimento
embrionario até o estadio de blastocistos, ao reduzir parcialmente os niveis
intracelulares de ROS, no entanto ndo reduziu a ocorréncia de apoptose.

Diversos compostos podem ser utilizados para modular a defesa contra o
estresse oxidativo (GUERIN et al., 2001). Dentre eles, antioxidantes ndo enzimaticos
(GSH, acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno) e enzimaticos (glutationa peroxidase,
catalase e superoxido dismutase) demonstraram proteger embrides contra os danos
decorrentes da agdo das ROS (MORADO et al, 2009). Neste estudo, os niveis
intracelulares de GSH em blastocistos bovinos ndo foram afetados pela
suplementagdo com antioxidantes durante a etapa de MIV e pela presenca de
menadiona durante o CIV. Sabe-se que a protegcdo contra o estresse oxidativo em
embrides bovinos até a transicdo materno zigotica é determinada primeiramente
pelos estoques maternos de antioxidantes nos oocitos (HARVEY et al., 1995). No
entanto, embrides pré-implantacionais apresentam reduzidos niveis de GSH,
principalmente em decorréncia de deficiéncias na biossintese da glutationa durante
o desenvolvimento embrionario (LIM et al., 1996), o que sugere que existam outros
mecanismos de defesa antioxidante. Mais recentemente, foi demonstrado que em
embrides, a partir do estagio de 8 células, a principal via de resposta ao estresse
oxidativo € mediada pelo fator NRF2 (nuclear fator like 2; GAD et al., 2012). O NRF2
€ um fator de transcrigdo que atua na regulagdo da expressdao de genes
antioxidantes de agao enzimatica, como a SOD-1 e CAT. Logo, embrides que forem
capazes de ativar a via de resposta mediada pelo NRF2 tem maior probabilidade de
atingir o estagio de blastocisto (AMIN et al., 2014), o que indica que o papel dos
antioxidantes enzimaticos é fundamental na aquisicdo de competéncia para o
desenvolvimento embrionario in vitro.

A adicdo da menadiona resultou em aumento nos niveis intracelulares de
ROS, o que era esperado devido a sua agao de promover a redug¢ao enzimatica de
um e dois elétrons, convertendo o O, em Oy e H,O2 respectivamente (MOSS et al.,
2009). Neste contexto, a menadiona tém sido amplamente utilizada como indutor de
estresse oxidativo, utilizando-se como modelo de estudos o embrido bovino (ASSIS
et al, 2015). A suplementagcdo com a associagdo de antioxidantes intra- e
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extracelulares durante a MIV reduziu parcialmente os niveis intracelulares de ROS
em embrides bovinos sob condi¢cao de estresse oxidativo induzido, no entanto, esse
efeito ndo foi decorrente de um aumento nos estoques intracelulares de GSH nos
blastocistos. E sabido que a protecdo contra as ROS depende também de uma
reserva enddgena de enzimas antioxidantes, na forma de estoques de RNAm,
armazenadas durante a oogénese e maturagdo oocitaria na forma de RNAm
(HARVEY et al.,, 1995). Desta forma, os resultados indicam que os sistemas
antioxidantes enzimaticos tenham também um papel fundamental sobre a aquisigao
de resisténcia a acdo das ROS durante o desenvolvimento do embrido pré-
implantacional (GAD et al., 2012).

Elevados niveis de ROS, decorrentes da adicdo de menadiona, levaram ao
aumento expressivo da porcentagem de células TUNEL-positivas (MOSS et al,
2009), sem no entanto afetar o numero total de blastdmeros, da mesma forma como
anteriormente reportado por Simdes et al. (2013) e Moss et al. (2009). Sabe-se que
o acumulo de superédxido e H,O, em blastocistos parece estar relacionado com
maiores taxas de apoptose (MATWEE et al., 2000), demonstrando que quanto maior
a susceptibilidade ao estresse oxidativo, maior € o numero de células em apoptose e
tal correlagdo positiva ja foi demonstrada em embrides (MOSS et al., 2009) e
espermatozoides bovinos (SIMOES et al., 2013). Elevados niveis de ROS causam
danos no DNA em decorréncia da ruptura das membranas mitocondriais com
consequente liberacdo do citocromo C e ativagdo da cascata de caspases
culminando com apoptose (TVRDA et al., 2011). No entanto, a suplementagdo com
antioxidantes intra- e extracelulares associados durante a MIV n&o minimizou a
ocorréncia de apoptose em blastocistos bovinos submetidos ao estresse oxidativo
induzido durante o CIV. Ja foi anteriormente demonstrado que a qualidade oocitaria
determina a proporgdo de oocitos que alcangam o estagio de blastocistos, no
entanto as condigcdes de incubacao estabelecidas durante o cultivo tém maior
impacto sobre a qualidade embrionaria in vitro e, consequentemente, sobre a
ocorréncia de apoptose (RATY et al., 2011). De acordo com Vandaele et al. (2007),
a apoptose é predominantemente influenciada pela qualidade oocitaria apenas até o
estagio de morula, ja que durante as primeiras clivagens, o desenvolvimento

embrionario € mantido pelo RNAm materno, proteinas e mitocéndrias sintetizadas e
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estocadas durante a maturagéo oocitaria. Apds as primeiras clivagens, as condi¢des
de cultivo tem maior impacto sobre a qualidade do embrido e o aumento das ROS é
0 primeiro processo requerido para a indugdo da apoptose durante o
desenvolvimento embrionario, seguido, posteriormente, pelo bloqueio da atividade
das peroxidases (UFER et al., 2010). A maioria dos genes implicados na resposta ao
estresse sdo regulados por alteragdes no estado redox ou pelos niveis de ROS
intracelulares. No entanto, os mecanismos pelos quais as ROS atuam sobre essas
vias nao estdo completamente elucidados (ADLER et al., 1999).

O aumento dos niveis de ROS induzido pela menadiona ndo resultou em
aumento da atividade de caspases em blastocistos bovinos que sobreviveram aos
estresse oxidativo induzido, apesar destes apresentarem maior porcentagem de
apoptose. De maneira geral, as ROS promovem ativagdo da via mitocondrial da
apoptose mediante liberagdo do citocromo C e fator promotor de apoptose (APAF-1),
que ativam a caspase 9 e posteriormente a ativagdo da caspase executora 3
(SHCHEPINA, 2002). No entanto, a atividade de caspases e a fragmentagao nuclear
(TUNEL) podem nado apresentar correlagdo positiva, pois s&o eventos
cronologicamente distintos da via da apoptose, onde o aumento da atividade das
caspases ocorre anteriormente a formacao dos corpos apoptoticos (VANDAELE et
al., 2007). Para que esta correlagdo pudesse ter sido observada no presente estudo,
talvez a abordagem deveria ter sido diferente, podendo ser interessante focar na
deteccdo da atividade de caspases em embrides sobreviventes e n&o-sobreviventes,
ou ainda nas primeiras horas de incubagdo com a menadiona.

De maneira semelhante, a suplementagdo com antioxidantes durante a MIV
também nao alterou a atividade de caspases em blastocistos bovinos submetidos ao
estresse oxidativo induzido. Recentemente foi demonstrado que transcritos
maternos da caspase 3 foram expressos em apenas 40% dos oocitos bovinos
maturados, mas ndo foram detectados em odcitos imaturos (YUAN et al., 2005).
Ainda a influéncia da qualidade oocitaria se torna evidente apods a fertilizacéo e até a
transicdo materno-zigodtica no estagio de 8-16 células, onde o genoma embrionario é
ativado. Portanto, a viabilidade embrionaria depende apenas parcialmente da
qualidade oocitaria (VANDAELE et al., 2007), sendo que as condigdes de cultivo
exercem maior impacto sobre a ativacdo das vias da apoptose mediada pelas
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caspases durante o desenvolvimento pré-implantacional de embrides bovinos (RATY
et al., 2011).

A indugdo do estresse oxidativo exerceu efeito negativo sobre a taxa de
blastocistos (ASSIS et al., 2015; MOSS et al., 2009) e a suplementagdo com
antioxidantes durante a MIV reduziu parcialmente o impacto sobre o
desenvolvimento embrionario. De maneira semelhante a outros relatos, o estresse
oxidativo induzido resultou em redug¢do da qualidade, evidenciado pelo aumento da
fragmentagdo nuclear, aumento nos niveis intracelulares de ROS (MOSS et al.,
2009) e bloqueio ou atraso do desenvolvimento até o estagio de blastocistos (ASSIS
et al, 2015), possivelmente por afetar de maneira drastica o metabolismo
embrionario (TAKAHASHI et al., 2012), bem como pelo estabelecimento do
desequilibrio redox (GUERIN et al., 2001). Em outros estudos a concentracdo de 5
MM de MD levou a parada do desenvolvimento embrionario até o estadio de
blastocistos (MOSS et al., 2009), o que sugere que essa concentracdo possa
exercer um efeito embriotdxico, visto que embrides pré-implantacionais sdo muito
susceptiveis aos danos decorrentes das ROS. Possivelmente, isso seja decorrente
da diferenca entre as condi¢cdes de incubagdo e meios de cultivo utilizados nos
diferentes estudos, o que sabidamente exerce forte impacto sobre a qualidade e
competéncia embrionario in vitro (GUERIN et al., 2001).

Ainda, blastocistos bovinos que sobrevivem ao estresse oxidativo apresentam
modificagdes no transcriptoma, com intuito de se adaptarem as perturbagdes no
estado redox, porém tais alteragbes podem comprometer a sinalizacao celular e
culminar em degeneracdo embrionaria ou falha no reconhecimento materno
(CAGNONE et al,, 2013). No entanto, mais estudos devem ser conduzidos para
verificar se as respostas adaptativas ao estresse oxidativo ndo comprometem a
viabilidade embrionaria. Em suma, o estudo dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento e diferenciacdo em embrides pré-implantacionais associado ao
aprimoramento das condi¢cdes de incubacao estabelecidas durante o cultivo in vitro é
fundamental para que se possa aprimorar o sucesso da PIV (TAKAHASHI et al.,
2012).
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5. CONCLUSAO

A suplementacdo com a associagdo de antioxidantes intra- (cisteina e
cisteamina) e extracelulares (catalase) durante a maturagéo in vitro minimizou os
efeitos decorrentes do estresse oxidativo induzido pela menadiona em embrides
bovinos, visto que a concentragdo intracelular de ROS e taxa de blastocistos foram

semelhantes ao controle.
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CAPITULO 4 - EFEITO DA SUPLEMENTAGAO COM IGF-1 DURANTE O
CULTIVO IN VITRO SOBRE A QUALIDADE E
DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES BOVINOS EM
CONDIGAO DE ESTRESSE OXIDATIVO

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar se a suplementagdo do meio de
cultivo in vitro com IGF-1 (IGF) é capaz de minimizar os efeitos deletérios do
estresse oxidativo induzido pela menadiona (MD) durante o CIV, através da
avaliacdo da concentragao intracelular de ROS e glutationa (GSH), atividade de
caspases, ocorréncia de apoptose, desenvolvimento embrionario, criotolerancia e
padrdao de expressdo génica, como se segue: 1) MIV + CIV na auséncia de
menadiona (Controle); 2) MIV + CIV IGF (IGF); 3) MIV + CIV na presenga de
menadiona (MD); 4) MIV + CIV IGF na presenga de menadiona (IGF MD). A
concentracgdo intracelular de GSH foi similar (P>0,05) entre os grupos (18,0 a 20,0).
O acumulo intracelular de ROS encontrado no grupo MD (21,7) foi superior (P<0,05)
ao observado no grupo Controle (17,0), ja os grupos IGF (19,2) e IGF MD (18,0) n&o
diferiram (P>0,05) dos grupos mencionados. Com relagdo a atividade de caspases,
nao houve diferenga (P>0,05) entre os grupos (33,7 a 40,3). O numero total de
células nao diferiu (P>0,05) entre os grupos (66,7 a 72,7). As maiores porcentagens
de apoptose foram encontradas no grupo MD (22,3%) e foram superiores (P<0,05)
aos grupos Controle (12,8%), IGF (9,0%) e IGF MD (15,6%). Niveis intermediarios
de porcentagem de apoptose foram encontrados nos grupos Controle e IGF MD, que
nao diferiram entre si (P>0,05), porém tais grupos foram superiores (P<0,05)
comparado ao grupo IGF, que apresentou as menores porcentagens (P<0,05). A
taxa de blastocistos (P<0,05) foi menor no grupo MD (21,30%) comparados aos
grupos Controle (35,4%) e IGF (34,5%), porém o grupo IGF MD (28,3%) nao diferiu
(P>0,05) dos demais grupos. A taxa de re-expansédo foi menor (P<0,05) no grupo
MD (49,1%) em relagdo aos grupos Controle (77,4%) e IGF (69,2%), porém tais
grupos nao diferiram entre si (P>0,05). O grupo IGF MD (57,6%) néao diferiu (P>0,05)
dos grupos IGF e MD, porém foi inferior (P<0,05) comparado ao grupo Controle. N&o
houve diferenga (P>0,05) na expresséao relativa do gene CASP3 (0,95 a 1,42) e
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GPX-1 (0,52 a 1,04) entre os grupos. No entanto, a expressao do gene SOD-1 foi
maior (P<0,05) no grupo IGF MD (1,04) comparado ao grupo IGF (0,59), porém
estes grupos né&o diferiram (P>0,05) dos grupos Controle (0,78) e MD (0,74). Em
conclusao, a adicao de IGF-1 durante o CIV aumentou a resisténcia ao estresse
oxidativo induzido pela MD, visto que aumentou a expressdo do gene antioxidante
SOD-1, o que resultou em reducédo da apoptose e melhorou o desenvolvimento e
criotolerancia de blastocistos bovinos.

Palavras-chave: producéo in vitro, menadiona, apoptose
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1. INTRODUCAO

O sistema de produgéo in vitro (PIV) de embrides bovinos € amplamente
empregado com finalidades de pesquisa e comercial, porém tais embrides
apresentam pior qualidade e competéncia de desenvolvimento em comparagédo com
os obtidos in vivo. Ainda, embrides produzidos in vitro sdo mais sensiveis as baixas
temperaturas e possuem criotolerancia inferior quando comparados a embrides
produzidos in vivo (IMAIl et al., 2002). Isso ocorre devido ao aumento na
concentracgéo lipidica de embrides durante o cultivo in vitro (CIV), em decorréncia da
inclusdo de certos componentes no meio de cultivo como, por exemplo, o soro fetal.
O cultivo in vitro afeta o equilibrio das reagbes de redugcédo e oxidagao (redox)
através do aumento da produc¢do de ROS ou reducédo da capacidade antioxidante,
resultando na produgcdo de embrides de pior qualidade (CAGNONE et al., 2013).
Neste contexto, o acumulo de lipideos e consequente, o aumento da peroxidagao
lipidica decorrente da acdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) no embrido
produzidos in vitro € prejudicial ao seu desenvolvimento e criotolerancia
(NEDAMBALE et al., 2006).

O estresse oxidativo é o resultado do desequilibrio entre a produgdo de ROS
e 0s mecanismos celulares antioxidantes (FEUGANG et al., 2003), e pode acarretar
diferentes tipos de injurias celulares, tais como peroxidagao lipidica, oxidagado de
aminoacidos e acidos nucléicos, bem como apoptose. Mais especificamente,
elevados niveis de ROS causam danos no DNA em decorréncia da ruptura das
membranas mitocondriais com consequente liberacdo do citocromo C e ativacéo da
cascata de caspases, culminando com apoptose (TVRDA et al., 2011). Estes fatores
em conjunto podem diminuir a viabilidade embrionaria (KITAGAWA et al., 2004),
especialmente em embrides produzidos in vitro que sao mais susceptiveis aos
danos oxidativos, visto que seus mecanismos de defesa sao insuficientes para
proteger sua delicada estrutura celular (GOTO et al., 1993) e consequentemente, os
tornam mais sensiveis a criopreservacéo (SEIDEL et al., 2006).

Considerando a importancia do impacto do estresse oxidativo durante o

cultivo in vitro, diversos estudos analisaram os efeitos da exposigdo de agentes pro-
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oxidantes como a 2,2-azobis (2-amidinopropano)di-hidrocloreto (AAPH) e
menadiona (MOSS et al., 2009), que aumentam a produgdo de ROS e do DL-
butionina (S, R) sulfoximina (BSO), um inibidor especifico da sintese de glutationa
sobre a qualidade e desenvolvimento embrionario in vitro (FEUGANG et al., 2003;
GUERIN et al., 2001). A menadiona, ou vitamina k3, € uma naftoquinona utilizada
como fonte de vitaminas na nutrigdo animal (MOSS et al., 2009). Na presenga de
oxigénio, esta substancia induz a geragdo de Oz, H,O;, e outras ROS (MONKS et
al., 1992), resultando em apoptose (ASSIS et al., 2015). Neste contexto, sabe-se
que o acumulo de ROS resulta em reducédo da qualidade embrionaria, evidenciado
pelo aumento da fragmentagao nuclear (MOSS et al., 2009) e bloqueio ou atraso do
desenvolvimento até o estagio de blastocistos (ASSIS et al., 2015), possivelmente
por afetar de maneira drastica o metabolismo embrionario (TAKAHASHI et al.,
2012), bem como pelo desequilibrio redox (GUERIN et al., 2001). Desta forma, a
utilizacdo da menadiona como geradora de estresse oxidativo em sistemas de PIV
pode ser um modelo interessante para a avaliagao do efeito protetor ou promotor de
sobrevivéncia de drogas especificas, tais como antioxidantes e fatores de
crescimento.

Para evitar danos induzidos pelo estresse oxidativo ao embrido, varios
antioxidantes podem ser adicionados aos meios de cultivo in vitro para melhorar o
desenvolvimento com sucesso variavel, como [-mercaptoetanol, cisteina, cistina e
cisteamina (DE MATOS et al.,, 1997; ALI et al., 2003). Estes compostos servem
como precursores da sintese de glutationa (GSH), a qual atua na manutengédo do
estado redox nas células, protegendo-as contra os danos oxidativos (DELEUZE &
GOUDET, 2010) ao promover a detoxificacdo de perdxidos lipidicos e de proteinas
tioladas, bem como a remocdo de H;O, em embrides (JOHNSON & NARS-
ESFAHANI, 1994).

Além dos antioxidantes, outros fatores ja demonstraram desempenhar
importante papel no desenvolvimento embrionario em condi¢gbes adversas, como por
exemplo, fatores de crescimento. Diversos relatos indicam que o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I) atua como um fator de
sobrevivéncia ao reduzir os efeitos deletérios sobre o desenvolvimento e viabilidade

embrionaria quando blastocistos sdo submetidos a condigbes adversas, como
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estresse oxidativo (MOSS et al., 2009; KURZAWA et al., 2002). O IGF-I exerce efeito
positivo sobre o desenvolvimento pré-implantacional por estimular o metabolismo e o
crescimento embrionario, via reducdo da apoptose e aumento do numero total de
blastémeros (LOTT et al., 2010).

Os efeitos da suplementagdo com IGF-1 durante a CIV ja foram bem
documentados, no entanto os efeitos dessa suplementagdo sobre a aquisicdo de
resisténcia aos danos decorrentes do estresse oxidativo sobre a qualidade e
criotolerancia embrionarias nunca foram investigadas. Desta forma, no presente
estudo, temos como hipétese que a suplementacdo com IGF-1 durante a etapa de
cultivo in vitro seja capaz de minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo
induzido pela menadiona sobre o desenvolvimento embrionario até a fase de
blastocistos. Portanto, neste estudo foi avaliado se: (1) a adicdo de 5 yM de MD
durante o cultivo in vitro gera estresse oxidativo; (2) a suplementagdo do meio de
CIV com IGF-1 é capaz de minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo
induzido durante o CIV, avaliando-se especificamente as concentragdes
intracelulares de ROS e de glutationa (GSH), atividade de caspases e ocorréncia de
apoptose, desenvolvimento e criotolerancia embrionarios, bem como expressao de

genes correlacionados com a apoptose e mecanismos antioxidantes.

2. MATERIAL E METODOS

Reagentes quimicos

Os reagentes utilizados foram da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA), caso contrario estdo especificados no texto. Todos os reagentes s&o
testados pra cultivo celular. O meio de MIV utilizado foi o TCM-199 (Gibco,
Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino (SFB; Gibco, Invitrogen Co.), 0,2 mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de
sédio, 50 pg/mL de amicacina, 0,5 yg/mL de FSH (Folltropin-V, Bionique Animal
Health, Ontario, Canda) e 100 Ul/mL de hCG (Vetecor, Hertape Calier). O meio de
fertilizagdo utilizado foi o Tyrode’s albumin lactate pyruvate (TALP), previamente
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descrito (PARRISH et al., 1988), contendo 0,2 mM de piruvato, 13 mM de lactato de
sédio, 50 pg/mL de amicacina e 40 pL/mL de solugdo de PHE (20 uM de
penicilamina, 10 yM hipotaurina, e 2 yM epinefrina), 10 pg/mL heparina e 6 mg/mL
de albumina sérica bovina (BSA) livre de acidos graxos. Materiais plasticos e tubos
foram obtidos da empresa Corning Inc. (Acton, MA, USA). O meio de cultivo
embrionario utilizado foi o Synthetic Oviduct Fluid (SOF) modificado, previamente
descrito (VAJTA et al., 1999) suplementado com 0,2 mM de L-glutamina, 0,34 mM
de citrato de sddio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de BME aminoacidos essenciais, 1%
MEM aminoacidos nao essenciais, 50 pyg/mL de amicacina, 5 mg/mL de BSA e 2,5%
(v/v) de SFB.

Obtencao de odcitos e maturagao in vitro

Ovarios de vacas abatidas em frigorificos foram transportados até o
laboratorio a uma temperatura entre 30-35°C. Complexos cumulus-odcitos (COCs)
foram aspirados de foliculos antrais (3-8 mm de diametro), com seringa acoplada a
uma agulha 18-G. O material aspirado foi transferido para tubos de 50 mL e
decantado por 15 minutos e somente odcitos circundados com pelo menos quatro
camadas de células do cumulus compactas e com citoplasma contendo granulagéo
homogénea foram selecionados para o cultivo de maturagdo. Foram transferidas 50
estruturas para cada pogo da placa de cultivo de 4 pogos (NUNC®, Nunclon Delta
Treated 4-well IVF Dish, Denmark), contendo 500 yL de meio de maturagdo (as
diferengas entre os grupos estao descritas no delineamento experimental). O cultivo
de maturacgao foi realizado em atmosfera de 5% CO; em ar e com maxima umidade,

durante 22 horas.

Separacao espermatica e fertilizagao in vitro

Ao término da MIV, os odcitos foram submetidos a fecundacao utilizando
sémen de um unico touro Nelore (Bos indicus) da mesma partida e com fertilidade
comprovada para produgao in vitro. As palhetas foram descongeladas a temperatura
de 36°C por 40 segundos e os espermatozoides moveis foram selecionados e
separados do diluidor por centrifugagdo em gradiente de densidade descontinua de
Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) em duas fases (250 yL de Percoll 45%
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sobre 250 yL de Percoll 90%, em microtubo de 1,5 mL) a 2500xg por 7 minutos. O
sedimento recuperado foi avaliado quando ao volume, concentracdo e motilidade
espermatica. A concentracdo espermatica utilizada foi 2 x 10° espermatozoides/mL
de meio de fertilizagdo. Foram adicionados 25 odcitos/gota, onde permanecerdo em
atmosfera de 5% de CO; em ar a 38,5°C durante 18-22 horas. O dia da fertilizag&o

foi considerado como Dia 0.

Cultivo embrionario in vitro

ApOs a fertilizagdo os provaveis zigotos foram transferidos para o meio de CIV
e cultivados em monocamada de células do cumulus. O cultivo foi realizado em
pocos de placas de cultivo de 4 pogos (NUNC®, Nunclon Delta Treated 4-well IVF
Dish, Denmark) contendo 500 yL de meio SOF suplementado com 100 ng/mL IGF-1
(IGF) ou sem a suplementacgéo (Controle), em incubadora com atmosfera de 5% de
CO; em ar e temperatura de 38,5°C por até sete dias.

Apos 72 horas de cultivo, 50% do meio de cultivo foi renovado. A clivagem foi
avaliada 72 horas poés-inseminagao (hpi), e o desenvolvimento embrionario foi
avaliado as 168 hpi (Dia 7). Do Dia 6 até o final do CIV os embrides foram cultivados

em meio SOF na presenca ou auséncia de 5 yM menadiona (MOSS et al., 2009).

Mensuragao do conteudo intracelular de GSH reduzida

O conteudo intracelular de GSH reduzida foi quantificado através da utilizagao
da sonda fluorescente ThiolTracker™ Violet (Glutathione Detection Reagent;
Molecular probes, Invitrogen, Oregon, USA), de acordo com as informag¢des do
fabricante. Resumidamente, os embrides foram desnudados e lavados duas vezes
em PBS e, posteriormente, incubados em 20 pM de ThiolTracker™ Violet durante 30
minutos no escuro, a 37,0°C em 5% de CO; em ar. Posteriormente, foram lavados
duas vezes em PBS e foram avaliados imediatamente em microscoépio invertido
equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51), sob excitacdo de 404 nm e
emissado de 526 nm. As imagens foram fotografadas e analisadas pelo programa Q-
Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26) para

quantificacado da intensidade de fluorescéncia emitida.
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Mensuragcao do conteudo intracelular de ROS pelo ensaio com
diclorofluoresceina

O conteudo intracelular de ROS (H202, HO+, ROQO¢) foi quantificado através
da sonda fluorescente diacetato de 6-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina
(H2DCFDA; Molecular Probes), como descrito por Bain et al. (2011). O procedimento
foi realizado nos embrides apds a remocédo das células do cumulus. Os embrides
foram lavados duas vezes em PBS e incubados em 5 yM de H,DCFDA durante 30
minutos, no escuro, a 38,5°C e 5% de CO, em ar. Posteriormente, foram lavados
duas vezes em PBS e avaliados imediatamente em microscopio invertido equipado
com epifluorescéncia (Olympus IX51; excitacdo de 495 nm e emissédo de 520 nm).
As imagens obtidas foram posteriormente analisadas pelo programa Q-Capture Pro
Image software (Media Cybernetics, Inc. Version 5.0.1.26) para quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia emitida, mensurada em pixels. Quanto maior a

intensidade de fluorescéncia, maior o conteudo intracelular de ROS.

Mensuracao da atividade das caspases 3 e 7

A mensuragao da atividade das caspase 3 e 7 foi realizada nos blastocistos
expandidos pela coloragdo com a sonda fluorescente “Image iT LIVE Red Caspase-
3 and-7 Detection Kit” (FLICA, Molecular Probes, Invitrogen, OR, USA), de acordo
com as informacdes do fabricante. Brevemente, os embrides foram incubadas em 10
ML da solugdo 30 X FLICA em cémara umida a 37 C por 1 hora, no escuro. Em
seguida, foram lavados na solugdo 1 X buffer e fixados em paraformaldeido 4% por
40 minutos. Foram montadas as laminas com glicerol e os embrides corados foram
avaliados imediatamente em microscopio invertido equipado com epifluorescéncia
(Olympus, 1X51), sob excitagdo de 550 nm e emissdo de 595 nm. As imagens foram
fotografadas e analisadas pelo programa Q-Capture Pro Image software (Media
Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26) para quantificagdo da intensidade de

fluorescéncia emitida.
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Deteccado de fragmentagcao nuclear (coloragao “terminal transferase assay” -
TUNEL)

A fragmentacdo do DNA em blastocistos iniciais e blastocistos foi observada
apés a marcagao das células em apoptose pela coloragdo “In situ terminal
deoxinucleotidyl transferase mediated dUTP Nick end labeling assay” (TUNEL;
Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), conforme recomendagédo do fabricante.
Os embrides foram lavados por quatro vezes em PBS 1% PVP (PBS-PVP) e
posteriormente fixados, com zona pelucida intacta, em solugdo de paraformaldeido
(4%), a temperatura ambiente por 1 hora. Os embrides foram permeabilizados em
solugdo de Triton X-100 (0,5%, v/v) em citrato de sédio (0,1%), a temperatura
ambiente por 30 minutos.

Os embrides reservados para o controle positivo foram incubados com DNAse
| (50 Ul/mL de agua Milli-Q) (RNAse free) a 37°C por 1 hora, enquanto que aqueles
dos tratamentos permanecerao, pelo mesmo periodo, em gotas de 100 yL de PBS-
PVP. Posteriormente, todos os embrides foram lavados em PBS-PVP e incubados,
em camara umida, com 15 pL da mistura (1:9, da enzima — tubo 1 e do tampé&o da
enzima — tubo 2, respectivamente) para a coloragdo de TUNEL (In Situ Cell Death
Detection Kit, Fluorescein, Roche Applied Science, IN, USA), por 1 hora a 37°C no
escuro. Os odcitos/embrides reservados para o controle negativo foram incubados
na auséncia da enzima “terminal deoxynucleotidyl transferase” (TdT) (tubo 1, contida
no kit). Posteriormente, foram incubados em solugdo Hoechst 33342 (1 pg/mL de
PBS-PVP) por 30 minutos, em temperatura ambiente.

Por fim, foram lavados em PBS-PVP e colocados entre lamina e laminula com
glicerina tamponada (9:1). Posteriormente, foram avaliados em microscopio

equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51), excitacdo de 510-550 nm e

emissdo de 590 nm, quanto a fragmentacdo de DNA (TUNEL positivas
fluorescéncia verde ou amarelada pontual dentro no nucleo) e excitagdo 404 nm e
emissao 526 nm, quanto ao numero total de blastomeros (determinado pelos
nucleos corados em azul pelo corante Hoechst).
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Vitrificagao e aquecimento dos embrides

Os procedimentos utilizados para Vvitrificagdo e reaquecimento foram
realizados de acordo com o protocolo Vitri-Inga® (Ingamed, Parana, Brasil), sendo
gue os meios foram adquiridos desta empresa.

Apenas blastocistos expandidos, obtidos no dia 7 do CIV, de grau 1 e 2,
classificados de acordo com o Manual da IETS (WRIGHT, 2009), foram
selecionados para a vitrificagdo. Os embrides foram lavados duas vezes em solugao
de manutengdo sem crioprotetores (“Holding”) antes de serem transferidos para a
solugdo VI-I de vitrificagdo, durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente, foram
transferidos para solugéao VI-Il, durante 60 segundos em temperatura ambiente. Os
embrides foram entdo depositados na porgao final da haste de vitrificagdo com o
minimo volume de meio. Os protetores das hastes foram colocados horizontalmente
no vapor de nitrogénio (N2) liquido por alguns minutos antes de iniciar o
procedimento, para entdo serem mergulhados verticalmente de modo a ficarem
totalmente submersos. Finalmente, as hastes contendo os embrides foram
introduzidas no protetor, sendo entdo armazenadas em botijdes criogénicos até o
momento do uso nas etapas posteriores.

Para o aquecimento dos embrides, as hastes foram retiradas do N, e a
extremidade contendo os embrides foi imersa em solucdo DV-I de desvitrificagao
durante 1 minuto, a 37°C, até que a microgota fosse desfeita. Em seguida, os
embrides foram transferidos para a solugdo DV-II por 3 minutos em temperatura
ambiente e, finalmente, para a solugdo DV-IlIl por 10 minutos em temperatura
ambiente. Por fim, foram lavados duas vezes em solugdo de lavagem em
temperatura ambiente e cultivados em meio SOFaa por 24 horas em atmosfera de
5% CO,. Ao final do periodo, foram avaliadas as taxas de re-expansao embrionaria

(sobrevivéncia in vitro).

Extracao de RNA total e reagcao de transcrigcao reversa

Com intuito de avaliar os efeitos do estresse oxidativo induzido e os possiveis
efeitos protetores do IGF-1 sobre o desenvolvimento e criotolerancia embrionarios
foi avaliada a expressdo de genes relacionados com apoptose (CASP3) e
mecanismos antioxidantes (GPX1 e SOD-1). Para tanto, pools de 5 blastocistos
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expandidos grau |, obtidos no dia 7 do cultivo, foram coletados. Brevemente, foram
lavados duas vezes em PBS suplementado com 0,1% de PVP (PBS-PVP em agua
ultra pura; Sigma) e incubados em solugédo 0,1% (p/v) de pronase (Streptomyces
grisues; Roche, Nutley, NJ, USA) em PBS-PVP para a remog¢ao da zona pelucida.
Posteriormente, foram lavados duas vezes em PBS-PVP e transferidos para
microtubos em 2 yL de PBS-PVP, congelados rapidamente em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer -80° C até a extragdo do RNA.

O extracdo do RNA de 4 pools de blastocistos por grupo foi realizada
utilizando o Qiagen RNeasy micro kit (Valencia, CA, USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Nessa etapa foi incluido o tratamento com DNase, para
eliminagdo de eventual contaminag&o por DNA gendmico. A eluicao foi realizada em
um volume de 14 pL. A qualidade do RNA foi avaliada utilizando o Agilent
Bioanalyzer 2100 (Santa Clara, CA, USA); com integridade de RNA variando entre
6,90 e 8,60.

A reacéo de transcriptase reversa (RT) foi realizada com High Capacity cDNA
Reverse Transcriptase Kit (Life Technologies), com a adi¢do (no tubo contendo o
RNA tratado com a DNAse |), de: 10 yL de RNA extraido, 2 yL de 10X Reverse
Transcription Buffer, 0,8 yL de 25X dNTPs, 2 yL de 10X random primers, 1 yL de
MultScribe Reverse Transcriptase, 1 yL de RNAse inhibitor, 3,2 pL Nuclease-free
H,O. Esta solugao foi incubada por 10 minutos a 25°C, seguido de 120 minutos a 37
°C, 5 minutos a 85 °C e finalmente 4 °C. Todas as incubac¢des foram realizadas no
termociclador PTC200 DNA Engine Thermal Cycler (MJ Research, CA, EUA). As

amostras de cDNA foram mantidas a -20° C até a andlise da express&o génica.

Expressao génica por qPCR

A anadlise de expressdo génica em embrides foi realizada utilizando os
ensaios TagMan inventariados (20X, Applied Biosystems). O ensaio possibilitou a
aquisicdo da abundancia de mRNA de 47 genes. Baseado nos objetivos deste
trabalho foram selecionados 3 genes de interesse: CASP3 (Assay ID:
Bt03250956_g1), GPX-1 (Assay ID: Bt03259217_g1) e SOD1 (Assay ID:
Bt03215423_g1). Foram utilizados os genes GAPDH (Assay ID: Bt03210913_g1),
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ACTB (Assay ID: Bt03279174 g1) e PPIA (Assay ID: Bt03224615 g1) como
controles enddgenos, os quais estavam incluidos no ensaio.

Anteriormente aos ciclos térmicos do qPCR, cada amostra foi submetida ao
processo de pré-amplificacdo, cada reagéo foi preparada como se segue: 1,25 pL
dos ensaios (ensaios TagMan foram agrupados e preparados para concentrag&o
final de 0,2 X para cada um dos ensaios), 2,5 yL PreAmp TagMan Master Mix
(Applied Biosystems) e 1,25 yL de cDNA. As reacdes foram ativadas a 95°C durante
10 min, seguido por 14 ciclos das duas etapas de desnaturagédo a 95°C durante 15 s,
e anelamento e extensdo a 60°C por 4 minutos. Estes produtos pré-amplificados
foram diluidos 5 vezes antes da analise por RT-gPCR.

Para analise de expressdo génica, utilizou-se o sistema de analise
microfluidica em larga escala “Biomark HD da Fluidigm®”. Para isso, cada amostra
recebeu a preparagcdo (Solugdo Amostra), que consistia em 2,25 yL do cDNA
(produtos pré-amplificado), 2,5 yL de TagMan Universal PCR Master Mix (2X,
Applied Biosystems) e 0,25 pL de 20X GE Reagente Amostra Loading (Fluidigm); e
para cada ensaio, foi preparado outra solugédo (Solugdo Ensaio), que consistia em:
2,5 pL do 20X TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems) e 2,5 pL de
Reagente de Carreamento do Ensaio (2X, Fluidigm®). A analise foi realizada
utilizando-se o chip de expressao génica (Gene Expression — GE) 96.96 Dynamic
Array™ Integrated Fluidic Circuits (Fluidigm). Apos o condicionamento do chip, cada
Solugdo Amostra foi carregada em um pogo do chip (5 yL de cada uma), o mesmo
foi feito para cada Solu¢do Ensaio (5 pyL de cada um). O ciclo térmico qPCR e
deteccéo foi realizado no Sistema Biomark HD (Fluidigm, South San Francisco, CA,
EUA) utilizando o protocolo TagMan GE 96x96 padrdo, que consistia de 5 minutos
de ativagdo da enzima inicial a 95°C, seguido por 40 ciclos de desnaturacéo,
anelamento e extensdo (95°C por 15 s seguido de 60°C durante 60 s).

Todas as analises foram realizadas em duplicata e os valores de Ct foram
calculados a partir de software do sistema (Biomark PCR tempo real, Fluidigm).
Diferencas na taxa de expressao dos genes foram normalizadas pela frequéncia de
expressao daquele que foi considerado o melhor controle endégeno (GAPDH, PPIA
e ACTB). Para selecionar o gene enddégeno mais estavel, os trés genes supracitados
tiveram seu padrédo de expressdo comparados através do software online RefFinder
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(XIE et al., 2012), o qual apontou o GAPDH como o gene enddégeno mais estavel.
Para determinar os valores relativos de expresséo, a seguinte férmula foi utilizada:
AACt = ACt (amostra alvo) — ACt (amostra calibradora = grupo Controle).
Posteriormente, os niveis de expressdo relativos dos genes candidatos foram
calculados com a expressao 224! (Fold Change), e entdo utilizados para a analise
estatistica e representagéo grafica.

Delineamento experimental

COCs (n= 1656) foram maturados em meio TCM-199 suplementado com 10%
de SFB. Apds a MIV, os odcitos foram fertilizados in vitro e os provaveis zigotos
foram cultivados em meio SOF suplementado com 2,5% de SFB e 0,5% de BSA
(Controle) ou ainda suplementado com 100 uM de IGF-1 (IGF). Do Dia 6 até o final
do CIV, os embrides foram cultivados na presenca ou auséncia de 5 uyM de
menadiona (MD), como se segue: 1) CIV na auséncia de MD (Controle); 2) CIV na
presenca de IGF-1 (IGF); 3) CIV na presenga de menadiona (MD); ou 4) CIV na
presenca de menadiona e de IGF-1 (IGF MD).

No Dia 7 foi avaliado o desenvolvimento embrionario até a fase de
blastocistos e os mesmos foram destinados as avaliagbes quanto aos niveis
intracelulares de ROS e GSH, atividade de caspases, numero total de blastémeros e

ocorréncia de apoptose, criotolerancia e avaliagdo da expressao de genes-alvo.

Analise estatistica

Dentro de cada replicata, um pogo da placa de cultivo contendo 50 odcitos foi
considerada a unidade experimental para cada grupo. O experimento foi repetido no
minimo 5 vezes, em dias diferentes. A taxa de blastocistos foi calculada
considerando o numero total de o6citos maturados.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando um
efeito estatisticamente significativo foi encontrado, comparagbes multiplas das
médias foram determinadas pelo teste de Tukey (SAS Programa V.8). As
porcentagens foram transformadas utilizando arco-seno raiz quadrada. As variaveis
binomiais foram analisadas pelo teste de Qui-Quadrado. Diferencas com
probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas significativas.
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3. RESULTADOS

O conteudo intracelular de GSH em embrides bovinos (Figura 1), expresso
em unidades arbitrarias de fluorescéncia, foi similar (P>0,05) em todos os grupos
experimentais (18,1+3,93 a 20,1+2,17).
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Figura 1. Concentragdes intracelulares de GSH (quantificadas em unidades
arbitrarias de fluorescéncia) em embrides produzidos in vitro em meio suplementado

ou nado com IGF-1 e na presenga ou auséncia de menadiona. Controle = embrides
produzidos em meio SOFaa. IGF = embrides produzidos em meio SOFaa suplementado com 100 ng/mL de IGF-
1. MD = embrides produzidos em meio SOFaa na presenca de 5,0 yM de MD. IGF MD= embrides produzidos em
meio SOFaa suplementado com 100 ng/mL de IGF-1 na presenca de 5,0 yM de MD. Barras com letras distintas
diferem significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

As concentragdes intracelulares de ROS (Figura 2) em embrides bovinos,
expressas em unidades arbitrarias de fluorescéncia, foram maiores no grupo MD
(21,7£0,71) que diferiu (P<0,05) do grupo Controle (17,0+1,66). Niveis intermediarios
de ROS foram encontrados nos grupos IGF (19,2+0,66) e IGF MD (18,0+1,02), que
nao diferiram (P>0,05) dos demais grupos (Controle e MD).
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Figura 2. Concentragdes intracelulares de ROS (quantificadas em unidades
arbitrarias de fluorescéncia) em embrides produzidos in vitro em meio suplementado

ou nado com IGF-1 e na presenga ou auséncia de menadiona. Controle = embrides
produzidos em meio SOFaa. IGF = embrides produzidos em meio SOFaa suplementado com 100 ng/mL de IGF-
1. MD = embrides produzidos em meio SOFaa na presenca de 5,0 yM de MD. IGF MD = embrides produzidos
em meio SOFaa suplementado com 100 ng/mL de IGF-1 na presenca de 5,0 yM de MD. Barras com letras
distintas diferem significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

A atividade de caspases para os diferentes grupos experimentais esta
representada na Figura 3, expressa em unidades arbitrarias de fluorescéncia, e foi
similar (P>0,05) em todos os grupos experimentais (33,7+3,90 a 41,1+£3,10).
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Figura 3. Atividade de caspases 3 e 7 (quantificadas em unidades arbitrarias de
fluorescéncia) de embrides produzidos in vitro em meio suplementado ou nao com

IGF-1 e na presenga ou auséncia de menadiona. Controle = embriées produzidos em meio
SOFaa. IGF = embrides produzidos em meio SOFaa suplementado com 100 ng/mL de IGF-1. MD = embries
produzidos em meio SOFaa na presenga de 5,0 yM de MD. IGF MD= embriées produzidos em meio SOFaa
suplementado com 100 ng/mL de IGF-1 na presenga de 5,0 uyM de MD. N&o houve diferenga entre os grupos
pelo Teste de Tukey (P>0,05).

O numero total de células e a porcentagem de células em apoptose estao
representados na Tabela 1. Nao houve diferenga (P>0,05) no numero total de
células entre os grupos experimentais (66,3+2,56 a 72,7+2,04). As maiores
porcentagens de apoptose foram encontradas no grupo MD (22,3%%1,65) e foram
superiores (P<0,05) aos grupos Controle (12,8%%1,02), IGF (9,0%0,97) e IGF MD
(15,6%=1,43). Niveis intermediarios de porcentagem de apoptose foram encontrados
nos grupos Controle e IGF MD, que né&o diferiram entre si (P>0,05), porém tais
grupos foram superiores (P<0,05) comparado ao grupo IGF, que apresentou as
menores porcentagens comparados aos demais grupos experimentais (P<0,05).
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Tabela 1. Numero total de células e porcentagem de apoptose em embrides produzidos in
vitro em meio suplementado ou ndo com IGF-1 e na presenga ou auséncia de menadiona.

Grupos N‘_’~ Nl]mc’er(_) de células % T_UNEL
embrides (média £ EPM) (Yomédia + EPM)
Controle 57 70,6 £ 1,98 12,8% +1,02°
IGF 63 72,7 £ 2,04 9,0% + 0,97°
MD 22 70,4 £+ 3,26 22,3% * 1,65°
IGF MD 29 66,3 £ 2,56 15,6% = 1,43°

Numero total de células e porcentagem de apoptose em blastocistos produzidos in vitro na presenga ou auséncia
de menadiona (MD). Controle = embrides produzidos em meio SOFaa. Controle = embrides produzidos em meio
SOFaa. IGF = embrides produzidos em meio SOFaa suplementado com 100 ng/mL de IGF-1. MD = embries
produzidos em meio SOFaa na presenga de 5,0 uM de MD. IGF MD = embrides produzidos em meio SOFaa
suplementado com 100 ng/mL de IGF-1 na presenga de 5,0 uM de MD. Letras diferentes na mesma coluna
diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).

As taxas de clivagem e blastocistos estao representadas na Figura 4. Nao
houve diferengca (P>0,05) na taxa de clivagem entre os grupos experimentais
(79,7%x1,66 a 83,9%+3,72). Ja a taxa de blastocistos foi menor (P<0,05) no grupo
MD (21,3%%2,93) em relagcdo aos grupos Controle (35,4%%3,41) e IGF
(34,5%=3,09), porém o grupo IGF MD (28,3%%3,49) ndo diferiu dos demais grupos
experimentais (P>0,05).
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Figura 4. Taxas de clivagem e blastocistos obtidas de embrides bovinos produzidos
in vitro em meio suplementado ou ndo com IGF-1 e na presenca ou auséncia de

menadiona. Controle = embrides produzidos em meio SOFaa. IGF = embrides produzidos em meio SOFaa
suplementado com 100 ng/mL de IGF-1. MD = embrides produzidos em meio SOFaa na presenga de 5,0 uM de
MD. IGF MD= embrides produzidos em meio SOFaa suplementado com 100 ng/mL de IGF-1 na presencga de 5,0
UM de MD. Barras com letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

A taxa de re-expansao de blastocistos expandidos apds 24 h de recultivo in
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vitro esta representada na Figura 5. A taxa de re-expanséao foi menor (P<0,05) no
grupo MD (49,1%) em relagao aos grupos Controle (77,4%) e IGF (69,2%), porém
tais grupos nao diferiram entre si (P>0,05). O grupo IGF MD (57,6%) nao diferiu
(P>0,05) dos grupos IGF e MD, porém foi inferior (P<0,05) comparado ao grupo
Controle.
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Figura 5. Taxa de re-expansdo apds 24 h de recultivo de blastocistos bovinos
produzidos in vitro em meio suplementado ou ndo com IGF-1 e na presenga ou

auséncia de menadiona. Controle = embrides produzidos em meio SOFaa. IGF = embrides produzidos
em meio SOFaa suplementado com 100ng/mL de IGF-1. MD = embribes produzidos em meio SOFaa na
presenca de 5,0 yM de MD. IGF MD= embrides produzidos em meio SOFaa suplementado com 100 ng/mL de

IGF-1 na presenca de 5,0 yM de MD. Barras com letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Qui-
quadrado (P< 0,05).

Os resultados da expressao génica estao representados na Figura 6. Nao
houve diferenga (P>0,05) na expressao relativa do gene CASP3 entre os grupos
experimentais (0,95+0,09 a 1,4210,21). De maneira semelhante, a expressao do
gene GPX-1 nao diferiu (P>0,05) entre os grupos (0,52+0,09 a 1,04+0,27). Ja a
expressdao do gene SOD-1 foi maior (P<0,05) no grupo IGF MD (1,04+0,16)
comparado ao grupo IGF (0,59+0,05), porém estes grupos nao diferiram (P>0,05)
dos grupos Controle (0,78+0,08) e MD (0,74+0,06).
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Figura 6. Expressdo relativa dos genes caspase 3 (CASP3), glutationa
peroxidadase 1 (GPX-1) e superoxido dismutase 1 (SOD-1) em blastocistos bovinos
produzidos in vitro em meio suplementado ou ndo com IGF-1 e na presenca ou

auséncia de menadiona. Controle = embrides produzidos em meio SOFaa. IGF = embrides produzidos
em meio SOFaa suplementado com 100ng/mL de IGF-1. MD = embribes produzidos em meio SOFaa na
presenca de 5,0 uM de MD. IGF MD= embrides produzidos em meio SOFaa suplementado com 100 ng/mL de

IGF-1 na presenca de 5,0 yM de MD. Dados apresentados Barras com letras distintas diferem significativamente
pelo Teste de Tukey (P<0,05).

4. DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados os efeitos da suplementacdo com IGF-1 sobre
a aquisicdo de resisténcia aos danos decorrentes do estresse oxidativo induzido
durante o CIV de embrides bovinos, através da avaliacdo do conteudo intracelular de
ROS e GSH, atividade de caspases, ocorréncia de apoptose, taxa de blastocistos,
criotolerancia embrionaria e expressao de genes-alvo. Os principais resultados aqui
relatados sugerem que: 1) o0 aumento das concentragdes intracelulares de ROS e da
ocorréncia de apoptose, associados a redugado do desenvolvimento embrionario in

vitro, indicam que a adigdo de 5 yM de MD durante o CIV gerou uma condigcédo de
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estresse oxidativo; (2) a suplementacdo do meio de CIV com IGF-1 foi capaz de
minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo induzido durante o CIV, ao
reverter a ocorréncia de apoptose, reduzir parcialmente o acumulo intracelular de
ROS e o impacto sobre o desenvolvimento e criotolerdncia embrionarios; e (3) a
adicdo de IGF-1 durante a CIV foi associada a uma maior aquisi¢ao de resisténcia
ao estresse oxidativo induzido pela MD por aumentar a expressao do gene
antioxidante SOD-1, e consequentemente, prevenir a ocorréncia de apoptose em
blastocistos bovinos.

Diversos compostos podem ser utilizados para modular a defesa contra o
estresse oxidativo (GUERIN et al, 2001). Dentre eles, o fator de crescimento
multifuncional IGF-1 atua reduzindo os efeitos do estresse oxidativo (MOSS et al,,
2009) e térmico (JOUSAN E HANSEN, 2007) sobre o desenvolvimento embrionario.
Neste estudo, os niveis intracelulares de GSH em blastocistos bovinos n&o foram
afetados pela presenca de menadiona durante o CIV. De forma semelhante,
Feugang et al. (2003) relataram que a adigdo do agente pro-oxidante AAPH, que
também induz o aumento da producido das ROS, nao afetou o pool intracelular de
GSH. De acordo com os mesmos autores, apenas a adicdo do BSO reduziu os
niveis intracelulares de GSH, visto que este composto atua inibindo de maneira
irreversivel a sintese de glutationa. Sabe-se que a protecdo contra o estresse
oxidativo em embrides bovinos até a transicdo materno zigotica € determinada
primeiramente pelos estoques maternos de antioxidantes nos odcitos (HARVEY et
al., 1995). Ainda, blastocistos bovinos do dia 7 do cultivo apresentam niveis
reduzidos de GSH quando comparados ao estagio de mérula (FEUGANG et al,,
2003). Acredita-se que os reduzidos niveis de GSH em embrides pré-
implantacionais seja decorrente principalmente de deficiéncias na biossintese da
glutationa durante o desenvolvimento embrionario (LIM et al., 1996), o que sugere
que existam outros mecanismos de defesa antioxidante, como, por exemplo,
antioxidantes de ac&o enzimatica (AMIN et al., 2014).

A adicdo da menadiona resultou em aumento nos niveis intracelulares de
ROS (ASSIS et al., 2015; LOOR et al., 2010), o que era esperado devido a sua agao
de promover a reducao enzimatica de um e dois elétron, convertendo o O, em O, e

H203, respectivamente (MONKS et al., 1992). Neste contexto, a menadiona tém sido
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amplamente utilizada como indutor de estresse oxidativo, utilizando-se como modelo
de estudos o embrido bovino (ASSIS et al., 2015). A suplementacdo com IGF-1, na
presenca ou auséncia de menadiona, nao afetou os niveis intracelulares de ROS em
embrides bovinos, visto que este fator de crescimento protege os embrides
bloqueando os efeitos decorrentes das ROS, mais especificamente a ocorréncia de
apoptose, e n&o através da reducdo da produgdo das ROS em si (MOSS et al,
2009).

Elevadas concentragcdes de ROS, decorrentes da adicdo de menadiona,
levaram ao aumento expressivo da porcentagem de células TUNEL-positivas
(MOSS et al., 2009), sem no entanto afetar o nimero total de blastémeros (SIMOES
et al., 2013; BLOCK et al., 2008). De maneira semelhante, a adicao dos agentes pro-
oxidantes AAPH e BSO promoveram aumento da fragmentagcdo do DNA em
embrides bovinos (FEUGANG et al., 2003). Elevadas concentragdes de menadiona
reduzem o potencial de membrana mitocondrial, com consequente ativagao de poros
mitocondriais de permeabilidade transitoria, levando a redistribuicdo do citocromo C
da mitocdndria para o citoplasma, que, posteriormente, promove danos ao DNA e o
inicio da apoptose (LOOR et al., 2010). Além disso, sabe-se que o acumulo de
superoxido e H,O, em blastocistos parece estar relacionado com maiores taxas de
apoptose (MATWEE et al.,, 2000). A suplementacdo com IGF-1 durante o CIV
reduziu a ocorréncia de apoptose em blastocistos bovinos, sem no entanto aumentar
o numero total de células (BLOCK et al., 2008). Além disso, o IGF-1 reverteu o efeito
da adigcdo de 5 yM de menadiona sobre 0 aumento da apoptose, no entanto em
outro relato, o IGF-1 exerceu efeito protetor apenas em concentragdes inferiores (1 e
2,5 uyM; MOSS et al. 2009).

O aumento das ROS induzido pela menadiona nao resultou em aumento da
atividade de caspases em blastocistos bovinos que sobreviveram aos estresse
oxidativo induzido, apesar de apresentarem maior porcentagem de apoptose. O
estresse oxidativo durante o tratamento com menadiona foi associado com
despolarizacdo mitocondrial e liberacdo do citocromo C para o citosol, culminando
em ativagcdo da caspase 3 e apoptose (LOOR et al., 2010). A adicdo de um inibidor
especifico da caspase 3 (Ac-DEVD-CHO) durante a exposicdo de blastocistos a

agentes pro-oxidantes, como AAPH e BSO, preveniram parcialmente o aumento da
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fragmentagao nuclear, o que sugere que a apoptose seja parcialmente dependente
da atividade da caspase 3. Ja a adigdo do inibidor da caspase 3 durante o estagio
de modrula ndo afetou a taxa de blastomeros TUNEL-positivos em blastocistos no dia
7 do cultivo in vitro, o que sugere que a fragmentac&o nuclear em células da massa
celular interna (MCI) possa ser caspase-independente (FEUGANG et al., 2003). No
entanto, a atividade de caspases e a fragmentacdo nuclear (TUNEL) ndo devem ser
correlacionadas pois sdo eventos cronologicamente distintos da via da apoptose,
onde o aumento da atividade das caspases ocorre anteriormente a formagao dos
corpos apoptoticos (VANDAELE et al., 2007). Para que esta correlagado pudesse ter
sido observada no presente estudo, talvez a abordagem deveria ter sido diferente,
podendo ser interessante focar na deteccdo da atividade de caspases em embrides
sobreviventes e ndo-sobreviventes, ou ainda nas primeiras horas de incubagdo com
a menadiona.

A exposicéo a agentes pro-oxidantes pode levar ao estabelecimento de duas
populagdes de blastocistos: sobreviventes e nao sobreviventes (FEUGANG et al.,
2003). Os blastocistos que sobreviveram ao estresse oxidativo induzido pela
menadiona n&o diferiram morfologicamente, como, por exemplo, no numero de
células e grau de expansao, dos embrides do grupo Controle. No entanto, a indugéo
do estresse oxidativo exerceu efeito negativo sobre a taxa de re-expansao, ja que
houve aumento da concentracéo intracelular de ROS e da ocorréncia de apoptose.
Além disso, esses blastocistos que foram cultivados na presenca de menadiona sao
expostos novamente a condicdo de estresse oxidativo durante o processo de
vitrificacdo/aquecimento, visto que ha um aumento expressivo na produ¢cdo de ROS
durante o processo, resultando em peroxidagao lipidica e ruptura da membrana
plasmatica (KORKONEN et al., 2012) e, consequentemente, reducdo da
sobrevivéncia embrionaria pos-criopreservacao. A suplementacdo com IGF-1
durante o CIV na presenga de menadiona reduziu parcialmente o impacto sobre a
taxa de re-expansédo embrionaria. Provavelmente, o aumento da expressao do gene
antioxidante SOD-1, verificado nesse grupo experimental, e, consequentemente, da
capacidade antioxidante, levou ao aumento da resisténcia a criopreservagao
(SALZANO et al., 2014).
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A suplementagao com IGF-1, em condi¢cdo de estresse oxidativo, aumentou a
expressao do gene antioxidante SOD-1, que atua removendo o anion superéxido, o
que tornou os embrides mais resistentes por aumentar a ativacdo do sistema
antioxidante enzimatico embrionario (HARVEY et al, 1995). Ainda, sabe-se que
alteragdes no padrao de expressdo de enzimas antioxidantes, como a catalase,
superoxido dismutase e glutationa peroxidase podem contribuir com a habilidade de
desenvolvimento embrionario sob condi¢cdes de estresse oxidativo (KORKONEN et
al., 2012). Sabe-se que as condi¢gdes de cultivo pods-fertilizagdo aos quais os
embrides sao expostos podem alterar de maneira drastica o padrao de expressao
génica em blastocistos, que por sua vez, pode culminar em sérias implicagées na
qualidade embrionaria (LONERGAN et al., 2003). No entanto, este € o caso n&o
somente na comparagdo de embrides obtidos in vivo e in vitro, mas também dos
diferentes sistemas de cultivo estabelecidos na rotina de PIV de embrides bovinos
(WRENZYCKI et al., 2001), bem como o estabelecimento da condicdo de estresse
oxidativo in vitro (AMIN et al., 2014). A adicdo da menadiona nao alterou o padréo
de expressdo do gene GPX-1, que atua removendo o H>O2, no entanto existem
outros sistemas antioxidantes enzimaticos, como a catalase, que exercem o mesmo
papel (GUERIN et al., 2001). A maioria dos genes implicados na resposta ao
estresse sdo regulados por alteragdes no estado redox ou pelos niveis de ROS
intracelulares. No entanto, os mecanismos pelos quais as ROS atuam sobre essas
vias nao estdo completamente elucidados (ADLER et al.,, 1999). A expressao do
gene CASP3 nao diferiu entre os grupos, o que esta em concordancia com o0s
achados do presente estudo em que nao houve diferenga na mensuracdo da
atividade de caspases 3 e 7 nos blastocistos submetidos ou ndo ao estresse
oxidativo. De acordo com relatos presentes na literatura, o padrao de expressao de
genes envolvidos na cascata da apoptose, como o BAX (VANDAELE et al., 2007) e
a caspase 3, ndo foi afetado pela origem dos blastocistos (in vivo e in vitro) ou pelas
condigbes estabelecidas durante o cultivo in vitro (KUZMANY et al., 2010; CANEPA
et al., 2014).

A indugdo do estresse oxidativo exerceu efeito negativo sobre a taxa de
blastocistos (ASSIS et al., 2015; MOSS et al., 2009) e a suplementagdo com IGF-1

durante o CIV reduziu parcialmente o impacto sobre o desenvolvimento embrionario.
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Em outros estudos anteriormente reportados, a concentragéo de 5 uM de MD levou
a parada do desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocistos (MOSS et
al., 2009), o que sugere que essa concentracdo possa exercer um efeito
embriotoxico, visto que embrides pré-implantacionais sdo muito susceptiveis aos
danos decorrentes das ROS (GUERIN et al., 2001). Ainda, a adigdo de agentes pro-
oxidantes aumentou a proporgao de blastocistos degenerados no dia 8 do cultivo in
vitro, mas nao afetou a transicdo morula-blastocistos, o que sugere que blastocistos
bovinos s&do mais sensiveis ao estresse oxidativo comparado com estagios mais
iniciais do desenvolvimento embrionario (FEUGANG et al., 2003). O IGF-1 nao
melhorou o desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocistos, no entanto
isso ndo significa que n&o afete a sobrevivéncia embrionaria em condigbes de
estresse (BLOCK et al., 2008). De maneira semelhante a outros relatos, o estresse
oxidativo induzido resultou em reducdo da qualidade, evidenciado pelo aumento da
fragmentagao nuclear (MOSS et al., 2009) e bloqueio ou atraso do desenvolvimento
até o estagio de blastocistos (ASSIS et al, 2015), possivelmente por afetar de
maneira drastica o metabolismo embrionario (TAKAHASHI et al., 2012), visto que as
ROS podem levar a despolarizagao das células do trofoectoderma e inativacdo na
bomba de Na*/K*-ATPase levando a falha na formag&o da blastocele e degeneragéo
dos blastocistos (FEUGANG et al., 2003).

Com intuito de se adaptarem as perturbacdes no estado redox, blastocistos
bovinos que sobrevivem ao estresse oxidativo apresentam modificagcbes no
transcriptoma, porém tais alteracbes podem comprometer a sinalizagao celular e
culminar em degeneracdo embrionaria ou falha no reconhecimento materno
(CAGNONE et al., 2013). Em suma, o estudo dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento e diferenciacdo em embrides pré-implantacionais associado ao
aprimoramento das condi¢des de incubacao estabelecidas durante o cultivo in vitro é
fundamental para o sucesso da PIV (TAKAHASHI et al., 2012).
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5. CONCLUSAO

A adicdo de IGF-1 durante o CIV aumentou a resisténcia de blastocistos
bovinos ao estresse oxidativo induzido pela menadiona, visto que aumentou a
expressao do gene antioxidante SOD-1, o que refletiu em redugédo da apoptose e do

impacto sobre o desenvolvimento e criotolerdncia embrionarios.
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CAPITULO 5 - CONSIDERAGOES FINAIS

A adicédo de antioxidantes intra- e extracelulares durante a maturagao in vitro
ou de IGF-1 durante o cultivo in vitro reduziram os efeitos deletérios decorrentes do
estresse oxidativo induzido pela menadiona sobre a aquisicdo de competéncia para
o desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocistos.

A incubagcdo com a menadiona, durante o estagio de morula/blastocistos,
resultou em redugao no desenvolvimento embrionario in vitro. Os blastocistos que
sobreviveram ao estresse oxidativo apresentaram maiores concentragcoes
intracelulares de ROS, maior taxa de apoptose, o que refletiu em reducdo da
criotolerancia embrionaria, apesar de ndo apresentarem alteracbes em sua
morfologia.

Aprimorar as condi¢des de producdo in vitro de embrides € um complexo
desafio que tem relagdo com os meios de cultivo utilizados, com as mudancas
dinamicas dos requisitos especificos dos embrides nos diversos estagios de
desenvolvimento e com a ocorréncia de perturbagées no equilibrio redox. Desta
forma, o estudo sistematizado dos efeitos do estresse oxidativo sobre a qualidade,
criotolerancia e transcriptoma embrionarios e o aprimoramento das condi¢gbes de
incubagao estabelecidas durante o cultivo sdo fundamentais para o sucesso da PIV

de embrides bovinos.



