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ADICAO DE ASTAXANTINA AO MEIO DE CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES
BOVINOS NA TECNICA DE TRANSFERENCIA DIRETA

RESUMO - Tendo em vista a grande expansao do mercado de producao in vitro de
embrides no Brasil e no mundo é fundamental que pesquisadores busquem cada vez
mais inovar na identificacdo de moléculas e concentragfes adequadas para aprimorar
e otimizar os protocolos de producdao in vitro e criopreservagao de embrides. A adicéo
de antioxidantes aos meios contendo embries pode ser benéfica, melhorando a
viabilidade e qualidade embrionaria. O presente estudo tem como objetivo testar o uso
do antioxidante astaxantina adicionado ao meio de criopreservacgao de embrides, pela
técnica de congelacao lenta. Foi realizada a producéo in vitro de embrides a partir de
odcitos provindos de ovarios de animais abatidos em frigorifico. O objetivo do
experimento foi eleger a melhor dose de astaxantina adicionada ao meio de
congelacado para transferéncia direta, quanto a reexpansao apés descongelacéo e
apoptose. Nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados e controle. A
adicdo de astaxantina nas doses de 0,25 ou 1,5 pM ao meio de criopreservacéo de
embrides ndo aumentou a viabilidade dos embrides pds congelacédo e ndo reduziu a
apoptose, mantendo-se similar ao grupo controle.

Palavras-chaves: antioxidante; carotenoide; congelacédo lenta; transferéncia direta.



ADDITION OF ASTAXANTHIN TO BOVINE EMBRYO
CRYOPRESERVATION MEDIUM IN THE DIRECT TRANSFER TECHNIQUE

ABSTRACT - Due the great expansion of the in vitro embryo production in Brazil
and in the world, it is essential that researchers innovate in the identification of
molecules and adequate concentrations to improve and optimize in vitro
production protocols and embryo cryopreservation. The addition of antioxidants
to media containing embryos can be beneficial, improving embryo viability and
quality. The present study aims to test the use of the antioxidant astaxanthin
added to the embryo cryopreservation medium, using the slow freezing
technique. The aim of the experiment was to choose the best dose of astaxanthin
added to the embryo freezing medium for direct transfer, regarding re-expansion
after thawing and apoptosis. There was no significant difference between treated
and control groups. The addition of astaxanthin at doses of 0.25 or 1.5 uM to the
embryo cryopreservation medium did not increase the viability of the post-
freezing embryos and did not reduce apoptosis, remaining similar to the control

group.

Key Words: antioxidant; carotenoid; slow freezing; direct transfer.



LISTA DE FIGURA

Capitulo 1

Figura 1. Representacdo esqueméatica de um embrido durante as etapas de
congelagao lenta e VItrfiCAGAO0. .........cooiiiiiiiiiee e 8
Capitulo 2

Figura 1. Fotomicrografias de embrides produzidos in vitro, criopreservados
pela técnica de congelagao lenta..........ccccuviieiieii s 48

Figura 2. Fotomicrografias de embrifes produzidos in vitro apds tratamento



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.Taxas da analise de reexpansao € €ClOS80........ccccccvverereeicieieecnienns 47
Tabela 2. indices da anélise de coloracéo Hoechst € TUnel........c.cccoevveveeeennne, 47
Tabela 3. DOSE-TESPOSIA L......ccciiiiiieii e 50

Tabela 4. DOSE-TESPOSIA 2.......cciueiiiiiiiiieiieite et 50



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Com o avancado desenvolvimento da producdo in vitro, pesquisas séo
realizadas com o propadsito de inovar e identificar uma combinac¢éo de moléculas
que seja eficiente para criopreservacao de embrides, odcitos e espermatozoides
de diferentes espécies, com objetivo de diminuir os danos celulares e aumentar
os indices de viabilidade (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2014).

Atualmente a maneira mais eficiente de manter a viabilidade embrionéria
por longos periodos é realizada por meio do processo de criopreservacao. Por
isso é importante desenvolver técnicas que sejam eficientes, simples, rapidas,
viaveis e de facil aplicacdo em pesquisas e em escala comercial (PRADO, 2011).

Um dos maiores obstaculos para disseminacdo da producéo in vitro de
embrides bovinos é devido a baixa criotolerancia, ou seja, devido aos efeitos
deletérios inerentes ao processo. A sobrevivéncia embrionaria apds o processo
de criopreservacao esta relacionada a fatores como teor do conteudo lipidico,
metabolismo embrionario, indice apoptético e padrdo de expressdo génica
(SUDANO et al., 2013). Uma forma de melhorar a qualidade das células e
aumentar a criotoleréncia dos embrides é reduzindo o estresse oxidativo e a
peroxidacao lipidica, por meio do uso de antioxidantes. Com isso é possivel
evitar lesbes as ceélulas embrionarias e otimizar a sobrevivéncia dos embrides
apos descongelacao (DINNYES et al., 2006; MEZZALIRA; VIEIRA, 2006).

Um antioxidante que vem se mostrando promissor na produgéo in vitro de
embrides € a astaxantina. Quando adicionada aos meios de producao in vitro

melhorou o desenvolvimento e a qualidade dos embrides, protegendo-os dos



efeitos deletérios do estresse térmico, otimizando as taxas de maturacao,
fertilizacdo e desenvolvimento embrionério (LI et al, 2015). Lin et al., (2018),
avaliaram o efeito da utilizacdo de agentes antioxidantes durante a maturacao in
vitro de embrides e observaram uma melhora significativa na qualidade e no
desenvolvimento de od6citos de baixa qualidade. Além disso, adi¢cdo de
antioxidantes diminuiu a producéo de ROS, apoptose e lesées no DNA. O uso
de antioxidantes como a astaxantina € capaz de reduzir os indices apoptéticos
(YANG; RAJAMAHENDRAN, 2002). Entretanto, at¢é o momento ndo foram
encontrados estudos com a inclusdo da AST na criopreservacao de embrides
bovinos.

O objetivo no presente estudo é testar a adicdo do antioxidante
astaxantina ao meio de criopreservacao de embrides bovinos produzidos in vitro,
pela técnica de congelacdo lenta, visando reduzir os danos durante este

processo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Producado in vitro e criopreservacao de embrides

A producéo in vitro de embrides bovinos (PIVE) é usada como alternativa
para aumentar e explorar o nUmero de animais geneticamente superiores em um
curto espaco de tempo, melhorando a eficiéncia reprodutiva e o desempenho
dos rebanhos (VIANA; CAMARGO, 2007; VALENTE et al., 2019).

A utilizag&o da producéao in vitro aumentou significativamente no mercado,
tanto na pecuaria leiteira como na de corte nos ultimos anos, sendo assim, o
namero de embrides derivados in vitro ultrapassou o numero de embribes

produzidos in vivo, a nivel mundial (FERRE et al, 2020). O percentual de



embrides produzidos in vitro e criopreservados ainda é inferior a transferéncia a
fresco, visto que esta ainda é a mais utilizada, pois apresenta indices maiores
de prenhez (SUDANO et al., 2014; SANTOS-NETO et al., 2017; VIANA, 2018).

A transferéncia de embrides bovinos tornou-se uma importante
ferramenta para programas de melhoramento genético, nos quais a qualidade e
o estado dos embrides (frescos ou congelados) é crucial em termos de sua
aplicabilidade (FERRE et al, 2020; IETS 1997-2017; VALENTE et al., 2019).

A criopreservagao permite conservar o embrido por longos periodos em
estado de quiescéncia, possibilitando o transporte, a exportacao e a importacao
de material genético de animais de interesse zootécnico, facilitando a
multiplicacéo da genética em varios continentes diferentes, facilitando a logistica
de transporte e dispersdo de material genético (ALMINANA; CUELLO, 2018;
SARAGUSTY; ARAYV, 2011). Por meio da criopreservacao € possivel manter a
viabilidade de embrides excedentes produzidos in vitro (GONCALVES et al.,
2008). A técnica permite também que gametas sejam criopreservados e que
bancos genéticos sejam criados a partir de diferentes racas e espécies se
tornando uma ferramenta essencial, pois por meio dela é possivel conservar o
genoma de espécies com risco de extincdo oferecendo maior variabilidade
genética (ALMINANA; CUELLO, 2018).

A criopreservacao é reversivel quando bem aplicada e quando sé&o eleitos
embribes de boa qualidade, possibilitando que o embrido suporte a
criopreservacdo e retome o seu metabolismo e desenvolvimento apos a
descongelacédo (SEIDEL JR., 1986; VAJTA; KUWAYAMA, 2006; SUDANO et al.,

2013).



Segundo Carvalho et al. (2011), as técnicas de criopreservacao mais
aplicadas a nivel de pesquisa e comercial sdo as técnicas de congelacao lenta
e vitrificacdo sendo os métodos de criopreservacdo que mais se destacam.
Durante o processo de criopreservacdo remove-se 0 maximo de agua
intracelular para evitar a formacdo de cristais de gelo, o que causa danos
celulares irreversiveis e entdo a 4gua € substituida pelo crioprotetor, que ira
possibilitar a técnica.

A técnica de vitrificacdo é baseada na eliminacédo total da formacéo de
cristais de gelo. Sua desvantagem € devido as altas concentracbes de
crioprotetores que aumentam as chances de danos osmoticos e toxicos, mas a
alta velocidade de resfriamento resulta em uma rapida passagem através da
temperatura critica ao redor de 0°C, o que minimiza os danos causados pelo frio.

Atualmente, o método de criopreservacdo mais popular para embrides
PIVE ainda ¢ a vitrificagdo (VAJTA, 2006; FERRE et al., 2020). A vitrificacio
baseou seus pontos em ser uma técnica rapida e de menor custo de
equipamento (VAJTA e KUWAYAMA, 2006) e pode ser mais adequada para
embrides com maior teor lipidico do que a técnica de congelacéo lenta. Além
disso, a vitrificacdo inclui varias etapas de equilibrio antes da imersao em
nitrogénio, o que torna problematica a vitrificacgdo de um grande volume de
embrides (VOLKEL; HU, 1992; VALENTE et al, 2019).

De acordo com Vajta (1997), a congelacéao tradicional de embrides é uma
técnica que permite a manutengao do equilibrio entre danos osmoéticos e toxicos,
pois utiliza baixas concentracdes de crioprotetores, controlando a formacao de
cristais de gelo através da congelacdo do meio extracelular e a desidratacao do

embrido.



O primeiro caso relatado obtendo sucesso durante a congelagéo e
descongelacdo de embrides, foi no trabalho de Whittingham et al. em 1972, com
testes realizados em embrides de camundongos. A partir de entdo, foram
realizados novos estudos com objetivo de criopreservar sémen e embribes
(GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2014). De acordo com Valente et al.
(2019), a técnica foi aplicada com éxito em diferentes espécies, como na espécie
bovina por Wilmut e Rowson em 1973.

Os embribes podem ser transferidos logo apds realizada a
descongelacdo, sem necessidade de diluir os meios de criopreservacgéo, visto
que ja possuem concentracdo minima (VOLKEL; HU,1992). Leibo (1983)
desenvolveu o método no qual a diluicdo do crioprotetor acontece na prépria
palheta ap6s a descongelacdo, possibilitando a transferéncia direta para as
receptoras sem avaliacdo microscépica prévia (VALENTE et al., 2019).

A congelacao lenta conta com curvas de refrigeracdo e congelacéo
programaveis controladas por um equipamento sofisticado especifico. As
desvantagens do método de congelacédo lenta séo devido ao seu alto custo pela
utilizacdo de equipamentos especificos e o maior risco de formagédo de cristais
de gelo intracelulares durante a criopreservagao, causando danos celulares
irreversiveis (CARVALHO et al., 2011).

O sucesso da realizacao da técnica de congelacao lenta estd em alcancar
curvas adequadas de resfriamento e aquecimento e a utilizacdo de
crioprotetores eficientes (VAJTA; KUWAYAMA, 2006).

Existe uma linha ténue entre a velocidade ideal de congelacdo e o
surgimento de alteracdes nas estruturas celulares do embrido. Um grafico em

formato de “U” invertido é usado como referéncia as curvas ideais de



congelacédo, no qual, de acordo com o aumento da curva de congelacao, ha
também aumento da sobrevivéncia dos embrides ap0s realizada a
descongelacao, até atingir o equilibrio, entdo a curva para de subir e se mantém
equilibrada (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2014).

Em condi¢cdes de exploragdo, os embrides DT oferecem uma grande
vantagem sobre os protocolos de diluicdo pds-descongelacdo. No entanto,
apenas embrides in vitro de grau 1 (alta qualidade), segundo critério da IETS
(1997-2017), sdo adequados para métodos de criopreservacdo DT, a fim de
atingir taxas de prenhez aceitaveis (VAJTA, 2006; FERRE et al., 2020).

A capacidade de congelar embrides e transferi-los diretamente apds um
protocolo simples de descongelacdo para receptoras previamente sincronizadas
facilita a implementagéo em larga escala desta biotecnologia, ao mesmo tempo
que estimula a comercializacdo nacional e internacional de genética de elite de
forma segura. A principal vantagem do método DT sobre a remocao gradual do
crioprotetor ap6s a descongelacdo baseia-se no aumento da produtividade
devido a implantacdo de um grande nimero de embries num curto periodo de
tempo (VAJTA; KUWAYAMA, 2006; CARVALHO et al., 2011; FERRE et al.,
2020).

Apesar da diferenca entre embrides frescos e congelados in vivo ser muito
pequena, 0 mesmo nao ocorre com embrides derivados in vitro. Os principais
desafios sdo relacionados a qualidade embrionaria e a criotolerancia dos
embrides, apresentando baixa producao de blastocistos in vitro, baixas taxas de
implantacdo embrionarias, altas de perdas gestacionais (MEZZALIRA; VIEIRA,
2006, GONCALVES et al., 2008) e baixas taxas de sobrevivéncia apos

criopreservacao (VALENTE et al., 2019),



As diferencas de qualidade entre os embrides produzidos in vitro e 0s
embrides produzidos in vivo poderiam explicar o baixo desempenho de
criosobrevivéncia dos in vitro. Entre elas estdo o sistema de cultivo, com
formulacdo de meios semidefinidos ou definidos, presenca de fatores de
crescimento, aditivos naturais e/ou sintéticos, presenca de monocamada de
células sométicas, ambiente de cultivo, densidade embrionéria, condi¢cbes
atmosféricas e frequéncia de mudanca e troca de meio. Condi¢Ges de cultivo in
vitro abaixo do ideal afetam o o6cito e 0 embrido ndo apenas morfologicamente,
mas fisiologicamente também. Além disso, o metabolismo do embrido, o
conteudo lipidico do citoplasma, a velocidade de divisdo celular, a compactacao
da mérula e a expressao génica, também contribuem para definir a qualidade do
embrido, a competéncia de desenvolvimento e a criotolerancia (FERRE et al,
2020).

A baixa criotolerancia dos embrides produzidos in vitro esta relacionada
com o indice de apoptose celular e a quantidade e conteudo lipidico presentes
no citoplasma (ABE et al.,, 2002; SUDANO et al., 2011 e 2014). Os danos
causados pela criopreservacdo estdo relacionados com a transicdo de fase
lipidica e a peroxidacdo lipidica na congelacdo e descongelacdo. Em
temperaturas fisioldgicas, as goticulas de lipidios estdo em uma fase fluida,
proporcionando elasticidade as membranas e as estruturas intracelulares. No
entanto, apos o resfriamento ocorre a transicéo de fase lipidica, onde a taxa de
difusdo de moléculas hidrofébicas e a permeabilidade das membranas
diminuem, levando a rigidez das membranas, redistribuicdo de lipidios
intracelulares e, potencialmente, ruptura de organelas associadas a goticulas

lipidicas. Além disso, o grau de saturacao lipidica varia entre espécies, racas e



estagios embrionarios (ABE et al., 2002; SUDANO et al., 2011; FERRE et al,
2020).

Um protocolo inovador que aperfeicoasse a producdo in vitro e a técnica
de criopreservacdo de embrides alavancaria e difundiria ainda mais esta
biotecnologia, solucionando os principais gargalos que limitam seu uso (VAJTA,
2013, ALMINANA; CUELLO, 2018).

A figura 1 ilustra os processos de criopreservacgao, diferenciando as
técnicas de congelacdo lenta e vitrificacdo. llustrando as diferencas de
osmolaridade presente nos diferentes meios usados na realizagcao da técnica e
como isso impacta durante a criopreservacao, ilustrando as crioinjurias sofridas

pelo embrido.
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Figura 0-1. “Representagdo esquematica de um embrido durante as etapas de
congelagao lenta e vitrificagdo. O sombreamento mais escuro representa uma
osmolaridade do crioprotetor utilizado mais elevada. As alteragbes no tamanho
do embrido representam encolhimento e reexpansdo em resposta a
osmolaridade da solugdo e as concentracdes de crioprotetores. Hexagonos



demonstram a formacgéao de cristais de gelo” durante o processo de congelacéo
lenta de acordo com a queda da temperatura. O mesmo nao acontece com a
vitrificacdo, onde o embrido ndo sofre com formagédo de cristais de gelo
(Adaptacéo da figura de FERRE et al, 2020).

2.2. LesOes causadas ao embrido durante a criopreservacgéo

As injurias causadas nos embrides pelo processo de criopreservagao
reduzem as taxas de sobrevivéncia embrionaria, causando consideraveis danos
morfologicos e funcionais. Porém, a extensdo das crioinjarias pode ser variavel
e dependente da espécie, origem do embrido, se € produzido in vitro ou in vivo
e 0 estagio de desenvolvimento embrionario no momento da criopreservagao
(DALCIN; LUCCI, 2010).

As alteragbes nos embrides durante a criopreservacdo, mais
precisamente durante os ciclos de desidratacdo-reidratacédo, podem ser em nivel
celular e molecular. As alteragBes celulares sdo choque osmético e lesdes
osméticas que afetam o citoesqueleto, deformidades celulares e danos
estruturais como, por exemplo, o acumulo de detritos celulares e acumulo de
vesiculas, podendo as mitocdndrias sofrerem também alteracdes. Embrides que
sofrem pequenas lesGes podem se recuperar e regenerar, liberando as células
mortas, depois de cultivados por 24 horas (KASAI et al., 1996; VAJTA et al.,
1997; DOBRINSKY et al., 2000; NAGAI et al., 2006; CUELLO et al., 2007;
DALCIN et al., 2013; ZANDER-FOX et al., 2013).

Ja as alteragbes em nivel molecular afetam a integridade do DNA,
causando fraturas ou fragmentacdo de DNA e também alteracfes na expressao
de varios genes pelo excesso de radicais livres, podendo a adicdo de

antioxidantes beneficiar o procedimento, reduzindo os efeitos nocivos dos
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radicais livres nas células embrionarias (CUELLO et al., 2005; HOSSEINI et al.,
2009; KADER et al., 2009; SHAW et al., 2012).

A criopreservacdo também aumenta a peroxidacdo lipidica, que € a
degradacdo oxidativa de lipidios e &cidos graxos insaturados, que acontece
devido a reacdo em cadeia de radicais livres presentes nas membranas celulares
e causando danos as membranas bioldgicas, prejudicando sua estrutura e
funcdo. Isto causa disfuncdes celulares devido a variagdes no transporte de ions
através da membrana, aumento da viscosidade, imobilizacdo de proteinas e
aumento de fosfolipidios, promovendo assim lise celular (DUMOULIN et al.,
1999; LOPEZ-DAMIAN et al., 2020).

Embrides produzidos in vitro possuem menor taxa de viabilidade e
resisténcia a criopreservacao quando comparados com embrides produzidos in
Vivo, e é possivel afirmar isso através das seguintes caracteristicas que podem
ser encontradas em embrides PIVE: formacdo de vacuolos em células
trofoblasticas, conexdes intercelulares reduzidas e aumento de conteddo
lipidico, o que reduz a criotolerancia (LONERGAN et al., 2001). Este tltimo fator
ocorre, pois, o processo de contracdo osmoética (saida de agua do meio
intracelular para o meio extracelular, devido a maior concentracdo dos
crioprotetores) faz com que as membranas se tornem mais flacidas e os
blastdbmeros se tornem mais vulneraveis a perda de componentes celulares,
sendo essas alteragdes associadas a transicao lipidica podendo causar danos a
estrutura da membrana, perda da fluidez e ruptura (WOLFE e BRYANT, 1999;
ABE et al., 2002; VALENTE et al., 2019).

Ademais, o potencial da membrana mitocondrial e 0 aumento de espécies

reativas de oxigénio causam danos ultraestruturais nas préprias mitocondrias,
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levando & diminuicdo do conteudo de ATP, desregulacdo das mitocéndrias e
aumento dos genes relacionados a apoptose. A disfuncdo mitocondrial foi
correlacionada com a parada do desenvolvimento e morte embrionéria (CAO et
al., 2009; GUALTIERI et al., 2021).

A apoptose é essencial para o desenvolvimento e maturacdo de gametas
e embrides, auxiliando no processo de formacdo de érgaos e estruturas vitais
(TRANGUCH et al., 2003), sendo considerado um processo de morte celular
programada. Esta associada a mecanismos genéticos moleculares que sofrem
estimulos externos ou internos e agem sobre células individuais (HARDY, 1999).
Também pode ser considerado um mecanismo de defesa celular essencial
(ELMORE, 2007), porém em niveis elevados causa a morte embrionaria ou
desenvolvimento de anomalias incompativeis com a gestacdo (BRILL et al.,
1999). O processo de apoptose celular pode ser desencadeado em resposta a
estimulos nao fisiolégicos, como temperatura, agentes toxicos, estresse
oxidativo e radiacdo. As células apoptéticas possuem caracteristicas
morfologicas préprias como a marginalizacdo da cromatina e formacdo de
corpos apoptoticos (MEN et al., 2003).

Para que o processo de morte celular programada ou apoptose aconteca
€ necessario a presenca de enzimas de caspase e seus mMRNAS, que podem
ser detectados em células embrionarias durante o processo de pré-implantagéo,
no estagio de desenvolvimento blastocisto (dia 7) (GONCALVES; FIGUEIREDO;
FREITAS, 2014). Essas enzimas fazem parte de uma cascata provocada em
resposta a manifestacdes de mecanismos pré-apoptoticos, que atuam na lise de
proteinas essenciais para a homeostase celular, causando a morte celular. A

enzima caspase € a principal desencadeadora da cascata de mecanismos pro-
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apoptoticos, sendo regulada por proteinas da familia Bcl-2 (BRILL et al,1999),
que se localizam no interior das membranas celulares, consideradas como
oncoproteinas prototipicas (HAUNSTETTER; IZUMO, 1998). A proteina Bcl-2
possui como fungéo prevenir o mecanismo de apoptose, através da liberacédo de
citocromo da mitocondria (YANG et al.,, 1997). A proteina do gene Bax € o
primeiro membro pré-apoptotico, sua expressdo resulta em apoptose celular
(YANG; RAJAMAHENDRAN, 2002).

Algumas estratégias podem ser empregadas para aumentar a
sobrevivéncia de embrides produzidos in vitro ap0s a criopreservagao, como por
exemplo, a modificacdo das condi¢des de cultivo in vitro para reduzir o acamulo
lipidico, suplementacdo do meio com agentes lipoliticos, cultivo sob sistema de
baixa pressao de oxigénio para minimizar o estresse oxidativo e a adicdo de
antioxidantes ao meio de cultivo, para reduzir as espécies reativas de oxigénio e

agentes que causam oxidacao celular (DODE et al., 2013).

2.3 Espécies reativas ao oxigénio (ROS)

O metabolismo mitocondrial é a principal fonte de energia em embrides
de mamiferos (ALMANSA-ORDONEZ et al., 2020) e a criopreservacao pode
comprometer a fungcdo mitocondrial, levando a uma formagéo excessiva de
espécies reativas de oxigénio, causando o0 estresse oxidativo intracelular
elevado, o que diminui a competéncia dos espermatozoides, dos o0citos e a
dindmica da fertilizagéo e do desenvolvimento embrionario. As mitocondrias sao
organelas fundamentais para o metabolismo celular e a sintese de ATP, também

sdo responsaveis pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
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processo fundamental e fisiol6gico. Também sdo responséveis pela homeostase
do calcio e pela morte celular. As espécies reativas de oxigénio tém papel
fundamental para o desenvolvimento embrionario, porém em excesso causam
grandes maleficios (GUALTIERI et al., 2021).

As ROS séo produzidas fisiologicamente em baixos niveis pelas células
reprodutivas e sdo fundamentais para o desenvolvimento embrionario e
essenciais na sinalizacdo redox (desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes) levando a uma interrupcdo da sinalizacdo e controle redox e,
consequentemente, dano celular. No entanto, quando a producdo de ROS é
excessiva sobrecarrega o sistema de defesa antioxidante fisiolégico da célula,
entdo surge um estado de estresse oxidativo, que por sua vez, afeta a estrutura
e funcao das proteinas, lipidios e DNA, danificando a atividade celular ou levando
a morte celular (GUALTIERI et al., 2021).

O excesso de ROS é prejudicial ao desenvolvimento embrionario, sendo
o principal causador de atraso ou parada no desenvolvimento e morte
embrionaria em diferentes estagios de desenvolvimento e inducdo de apoptose
(TANAKA et al., 1995). Isso se deve principalmente ao fato de que as ROS
reagem com moléculas complexas de lipidios, proteinas e o proprio DNA,
causando graves disfuncbes como a inativacdo enzimatica, anormalidade
mitocondrial, fragmentacdo de DNA (ASHOK et al., 2003), metilagcdo de DNA e
acetilacao de histonas, sendo estas relacionadas com modificacfes epigenéticas
causadas no desenvolvimento inicial do embrido (LI et al., 2015).

As ROS séao formadas por radical anion superéxido, oxigénio singlete,
peréxido de hidrogénio, hidroxila e oxido nitrico (NO — espécie reativa de

nitrogénio), que sao participantes da reacéo redox (processo quimico pelo qual
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h& transferéncia de elétrons). Sdo formadas durante o metabolismo celular, que
também causa estresse celular, e induzem a peroxidagéo lipidica no interior da
membrana celular, resultando na diminuicdo da fungéo celular e perda da
integridade de membrana o que propicia a permeabilidade celular (HANCOCK
et al., 2001; CHOI et al., 2004). O 6xido nitrico (NO) atua regulando a divisédo
mitética dos embries, mas seu excesso pode causar a interrupcdo de

desenvolvimento e induzir a apoptose embrionaria (TRANGUCH et al., 2003).

2.4. Antioxidantes e Astaxantina

Antioxidante é uma molécula considerada capaz de impedir a oxidacao e
danos oxidativos em tecidos ou células causadas pelos radicais livres e ROS
produzidos pelo proprio metabolismo aerdbio dos organismos. O aumento de
moléculas oxidantes no organismo promove uma reacdo em cadeia com
proteinas, lipidios e DNA causando danos nas préprias proteinas, lipidios, ao
DNA e ao organismo como um todo. As moléculas oxidativas podem ser inibidas
por antioxidantes endégenos (sistema de agentes antioxidantes produzidos pelo
préprio organismo para controlar agentes oxidantes) e exdgenos (suplementos
contendo agentes antioxidantes, utilizados de maneira externa, ou seja, atraves
de suplementacgdo), como é o caso dos carotenoides, mais especificamente a
astaxantina (NAGUIB, 2000). Os antioxidantes presentes nos carotenoides
possuem a funcéo de estabilizar os radicais livres formados apds a reacdo com
os radicais livres ja ativos no sistema (LAWLOR; O'BRIEN, 1995). Outra
propriedade interessante é que a astaxantina ndo se transforma em pro-
oxidativa, como acontece com alguns antioxidantes (MARTIN et al, 1999).

Segundo Singh; Patil; Barkate (2020), a molécula astaxantina foi extraida

e isolada pela primeira vez em uma lagosta, pelos pesquisadores Kuhn e
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Sorensen em 1938 e entdo foi muito utilizada como corante alimenticio em
produtos para animais e humanos, devido ao seu pigmento alaranjado. Nos dias
atuais, a astaxantina tem sido muito utilizada em setores da aquicultura, em
cosmeéticos, formulagBes nutracéuticas e farmacéuticas e também em alimentos
como corante e antioxidante (DAVINELLI; NIELSEN; SCAPAGNINI, 2018).

Considerado um carotenoide xantofila, a astaxantina pode ser encontrada
comumente em algas marinhas e extraida principalmente de uma microalga
verde, a Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis, Chlorococcum e
Phaffia rhodozyma, porém a astaxantina pode ser encontrada também em frutos
do mar, como camarao, salméao e lagostas (AMBATI et al., 2014). Este poderoso
antioxidante é muito encontrado em ambiente aquatico, com um marcante
pigmento alaranjado que pode ser encontrado nas espécies produtoras desta
molécula (KIDD, 2011). A molécula natural é obtida a partir da microalga verde
Haematococcus pluvialis, que possui células encistadas com astaxantina e €
considerada uma das melhores fontes naturais da molécula; j& a astaxantina
vendida comercialmente é obtida grande parte através da levedura Phaffia
rhodozyma ou por sintese quimica e uma pequena parte através da
Haematococcus pluvialis (RANGA et al., 2010).

As algas marinhas acumulam maior quantidade de astaxantina quando
estas sdo submetidas ao estresse. No caso, a astaxantina funciona como uma
defesa, protegendo as algas de fatores como o aumento da salinidade,
deficiéncia de nitrogénio, protecdo contra a luz ultravioleta, aumento da
temperatura e fatores oxidantes (RAVI et al.,, 2012). Deste modo, oferece
toler&ncia ao estresse e atua como antioxidante, entre outras fungbes como

controle da reag&o imunoldgica, auxilia na melhoria da capacidade reprodutiva e
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também como fonte de pigmentacdo para diferentes espécies (DAVINELLI,
NIELSEN; SCAPAGNINI, 2018).

A estrutura da molécula de astaxantina contém &tomos de carbono,
hidrogénio e oxigénio (HIGUERA; FELIX; GOYCOOLEA; 2006). A forma mais
abundante na natureza consiste em estereoisbmeros, isdbmeros geomeétricos,
formas livres e esterificadas, ja a forma sintética compreende a forma de
isbmeros. A forma molecular da astaxantina € C40H5204 e a sua massa molar
é 596,84 g/mol (HIGUERA; FELIX; GOYCOOLEA; 2006). A astaxantina possui
ligacBes duplas conjugadas no centro do composto o que é responsavel pela cor
e pela funcéo antioxidante da molécula, pois essa ligacdo dupla conjugada atua
doando elétrons e reagindo com radicais livres, dessa forma consegue converté-
los em um produto mais estavel e encerrar a reacao de radicais livres (GUERIN;
HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003). Somente a astaxantina possui uma estrutura
molecular Unica que a diferencia dos demais antioxidantes, conferindo assim
uma maior propriedade antioxidante e permitindo que ela atue dentro e fora da
membrana celular (HUSSEIN et al., 2006). A cadeia de polieno é responséavel
por capturar radicais livres presentes na membrana celular e o anel terminal por
eliminar os radicais livres nas partes externas e internas da membrana celular
(AUGUSTI et al., 2012).

A astaxantina € considerada o melhor e mais eficiente antioxidante em
comparacao aos outros carotenoides, devido a sua melhor atividade biologica e
a sua forma de se ligar a membrana celular, que € de dentro para fora. A
astaxantina promove aumento das enzimas antioxidantes superéxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase (GPx) e liberacdo de calcio no citosol. A

astaxantina é capaz de proteger células, lipidios e lipoproteinas de membrana
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contra os danos oxidativos, também é conhecida e muito utilizada devido as suas
propriedades e fung¢des anti-inflamatorias, imunomoduladoras e funcdes de
reparo no DNA (RANGA et al., 2010; SINGH, PATIL E BARKATE, 2020).

A suplementacéo do antioxidante astaxantina tem se mostrado benéfica
em diversos trabalhos realizados com modelos in vitro. A suplementacédo dos
meios contendo embrides com astaxantina diminui significativamente a producao
de ROS e melhora a estabilidade cromossomica (LI et al., 2015).

A suplementacé&o com astaxantina foi positiva no trabalho de XIANG et al,
2021; onde foi observado efeitos benéficos do seu uso na maturacao oocitaria
de suinos, além disso, os odcitos tratados com astaxantina durante a vitrificacéo
e maturacdo melhoraram a qualidade e a competéncia de desenvolvimento. O
tratamento com astaxantina durante os procedimentos de vitrificacdo e
maturacao in vitro aumentaram a taxa de sobrevivéncia do odcito.

Lin et al., (2018) avaliaram o efeito da utilizagdo de antioxidantes durante
a maturacao in vitro de embrides e observaram uma melhora significativa na
qualidade e no desenvolvimento de odécitos de baixa qualidade. Além disso,
adicdo de antioxidantes diminuiu a producédo de ROS, apoptose e lesdes no
DNA. O uso de antioxidantes como a astaxantina é capaz de reduzir os indices
apoptoéticos (YANG; RAJAMAHENDRAN, 2002).

ISPADA et al., (2018), também fizeram uso de astaxantina no meio de
maturagéo de oocitos bovinos, observando efeitos benéficos onde houve resgate
dos efeitos negativos do choque térmico. A astaxantina neutralizou o aumento
induzido por choque térmico de espécies reativas de oxigénio (ROS) e restaurou
a competéncia de desenvolvimento do odcito. Eles ndo observaram efeito da

astaxantina na peroxidacéao lipidica do meio de maturacdo ou na atividade da
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glutationa peroxidase na peroxidacao lipidica do meio de maturagcdo ou na
atividade da glutationa peroxidase e catalase em od6citos e células do cumulus.
Em resumo, o choque térmico direto reduziu a competéncia oocitéria, que foi
restaurada pela astaxantina, possivelmente através da regulacdo da atividade
de ROS e superoxido dismutase (SOD) em odcitos e células do cimulos bovino.

ABDEL-GHANI et al, 2019 fez uso do antioxidante astaxantina no meio
de maturacédo in vitro de odécitos bovinos para testar o efeito antioxidante da
molécula. Eles encontraram resultados positivos com o uso de astaxantina, onde
observou-se melhora na viabilidade de odcitos, baixa nos niveis de ROS,
melhores taxas de formacéo de blastocisto e numero total de células em relagédo
ao grupo controle. A suplementacdo do meio com astaxantina melhora a
qualidade de odcitos bovinos e formacdo de blastocisto devido seus efeitos
antioxidantes.

KUROKI, et al, 2013, utilizou astaxantina no meio de cultivo in vitro para
reduzir o comprometimento induzido pelo estresse térmico em desenvolvimento
de blastocistos. O desenvolvimento do blastocisto no tratamento de estresse
térmico repetido diminuiu significativamente em comparacdo com aqueles em
estresse térmico Unico ou tratamento térmico normal. A adicdo de astaxantina
ao meio de cultivo levou a uma recuperacao significativa no desenvolvimento do
blastocisto, o antioxidante foi detectado no citoplasma dos embrides e observado
nas mitocondrias. Pode-se observar também que a astaxantina recuperou a
atividade mitocondrial diminuida em embriées e melhorou a competéncia ao
desenvolvimento de blastocistos induzido pelo estresse térmico. Os resultados
encontrados sugerem que a acao direta da astaxantina na atividade mitocondrial

via captagao celular € um mecanismo dos efeitos de melhoria.
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Deste modo, € possivel concluir que a astaxantina inibe mecanismos que
causam danos oxidativos, através da extincdo de oxigénio singlete, eliminacao
de radicais livres evitando assim as reagbes em cadeia, regulacéo da expresséo
génica, preservacdo da estrutura da membrana celular através da inibicdo da
peroxidacgéo lipidica (RANGA et al., 2010; KOMATSU et al., 2017), aumento das
funcBes do sistema imunolégico e também impedindo reacdes inflamatorias

(PARK et al., 2010).
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2.4 Avaliacdo de embrides produzidos in vitro

E importante que sejam realizadas analises em embrides que foram
criopreservados ap6s seu reaquecimento, com a finalidade de avaliar o
procedimento, sendo as mais comuns a avaliagao de re-expanséao da blastocele
e eclosdo da zona pellcida, que permitem avaliar viabilidade embrionéria e a
retomada de desenvolvimento metabdlico apds ser exposto a criopreservacao
(VALENTE et al., 2019). As avaliacdes das taxas de re-expansao e eclosdo
devem ser realizadas ap0s 24 e 48 horas depois do inicio do recultivo
embrionério apds descongelacao (LEITE, 2014).

O bom desenvolvimento embrionério é estabelecido pela proporcdo do
ndmero de células entre massa celular interna e trofoblasto (LANE; GARDNER,
1997). Assim, outra importante analise de qualidade que pode ser realizada é a
contagem do numero total de células embrionarias (COSTA et al., 2010). Esta
analise consiste em realizar coloracdo de nucleos de células embrionarias com
um corante especifico para DNA, o Hoechst 33342, e examinados em
microscoépio de fluorescéncia (PURSEL et al., 1985).

Células expostas a estresse celular e metabdlico desenvolvem
mecanismos de autodefesa, como por exemplo, a apoptose, autofagia
controlada ativada por proteases endégenas (PAROLIN; REASON, 2001). Um
dos métodos utilizados para a deteccdo de células apoptoticas € a marcacéo
extensa da fragmentacdo de DNA. Células em processo de apoptose possuem
atividade de DNAase endogena, que pode ser vista na marcacdo de DNA
(GJDRRET etal., 2003), por meio do Teste TUNEL (Transferase-mediated dUTP

nick-end labelling).
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RESUMO

Tendo em vista a grande expanséo do mercado de producéo in vitro de embrides
no Brasil e no mundo é fundamental que pesquisadores busquem cada vez mais
inovar na identificacdo de moléculas e concentrac6es adequadas para aprimorar
e otimizar os protocolos de producéo in vitro e de criopreservacao de embrides.
A adicdo de antioxidantes aos meios contendo embrides pode ser benéfica,
melhorando a viabilidade e qualidade embrionaria. O presente estudo tem como
objetivo testar o uso do antioxidante astaxantina, nas doses 0,25 e 1,5 uM,
adicionado ao meio de criopreservacdo de embrides para transferéncia direta,
guanto a reexpansdo apos descongelacdo e apoptose. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos tratados e controle. A adicdo de astaxantina nas
doses de 0,25 ou 1,5 uM ao meio de criopreservacao de embrides ndo aumentou
a viabilidade dos embrides pds congelacdo e ndo reduziu a apoptose, mantendo-
se similar ao grupo controle.

Palavras-chaves: antioxidante; carotenoide; congelacdo lenta; transferéncia
direta.

SUMMARY

Due the great expansion of the in vitro embryo production in Brazil and in the
world, it is essential that researchers innovate in the identification of molecules
and adequate concentrations to improve and optimize in vitro production
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protocols and embryo cryopreservation. The addition of antioxidants to media
containing embryos can be beneficial, improving embryo viability and quality. The
present study aims to test the use of the antioxidant astaxanthin added to the
embryo cryopreservation medium, using the slow freezing technique. The aim of
the experiment was to choose the best dose of astaxanthin added to the embryo
freezing medium for direct transfer, regarding re-expansion after thawing and
apoptosis. There was no significant difference between treated and control
groups. The addition of astaxanthin at doses of 0.25 or 1.5 uM to the embryo
cryopreservation medium did not increase the viability of the post-freezing
embryos and did not reduce apoptosis, remaining similar to the control group.

Keywords: antioxidant; carotenoid; slow freezing; direct transfer.

1. INTRODUCAO

Com o avancado desenvolvimento da producdo in vitro, pesquisas séo
realizadas com o propdsito de inovar e identificar uma combinac¢é@o de moléculas
que seja eficiente para criopreservacao de embrides, odcitos e espermatozoides
de diferentes espécies, com o objetivo de diminuir os danos celulares e aumentar
os indices de viabilidade (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2014).

Atualmente a maneira mais eficiente de manter a viabilidade embrionéria
por longos periodos é realizada por meio do processo de criopreservacao. Por
isso € importante desenvolver técnicas que sejam eficientes, simples, rapidas e
viaveis, de facil aplicacdo em pesquisas e em escala comercial (PRADO, 2011).

Um dos maiores obstaculos para disseminacdo da producéo in vitro de
embrides bovinos é a baixa criotolerancia devido aos efeitos deletérios inerentes
ao processo. A solucao consiste em utilizar estratégias para produzir embrides
bovinos in vitro de melhor qualidade e aumentar a sobrevivéncia dos mesmos
apos a descongelacdo (VALENTE et al., 2019).

A sobrevivéncia embrionaria apds o processo de criopreservacao esta
relacionada a fatores como teor do conteudo lipidico e sua composicéo,

metabolismo embrionario, indice apoptético e padrdo de expressao génica
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(SUDANO et al., 2013). Uma forma de melhorar a qualidade das células e
aumentar a criotolerdncia dos embrides é reduzindo o estresse oxidativo e a
peroxidacado lipidica, por meio do uso de antioxidantes. Com isso é possivel
evitar lesdes as ceélulas embrionérias e otimizar a sobrevivéncia dos embrides
apos descongelacdo (DINNYES et al., 2006; MEZZALIRA; VIEIRA, 2006).

Um antioxidante promissor é a astaxantina, cuja suplementac¢éo no cultivo
in vitro de embrides submetidos ao estresse térmico, recuperou as taxas de
desenvolvimento embrionario, com taxas de blastocisto similares as dos grupos
que ndo foram submetidos ao estresse térmico (KUROKI et al, 2013). Entretanto,
s80 escassos os trabalhos na literatura com o uso deste antioxidante em
diversas fases da producdo in vitro de embrides bovinos, ndo sendo encontrados
relatos para mitigar o efeito do estresse oxidativo durante a criopreservacao de
embrides.

Portanto, o objetivo do estudo proposto € testar a adicdo do antioxidante
astaxantina ao meio de criopreservacdo de embrides bovinos produzidos in vitro,
pela técnica de congelacdo lenta para transferéncia direta, visando avaliar o

efeito ap6s a descongelacéo.

2. MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado em parceria com um laboratorio comercial de
producdo de embrides in vitro (FERTVITRO, nas dependéncias da faculdade
UNIRP), sediado em S&o José do Rio Preto — SP. A producéo in vitro de
embrides foi realizada a partir de odcitos de ovarios oriundos de um abatedouro

proximo ao laboratério (BOl BAIO), seguindo o protocolo padrédo deste
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estabelecimento. Todos os meios utilizados no estudo foram meios comerciais
(BOTUPHARMA).

A diluicdo do antioxidante AST (Sigma SML0982) foi realizada de acordo
com instru¢des do fabricante, em dimetilsulfoxido (DMSO), na concentracéo de
1g/L (0,5 M) e as aliquotas foram congeladas a -20°C. A partir dai foram
realizadas novas diluicdes, todas utilizando o veiculo DMSO. No experimento
utilizamos a concentracdo de 1 pL de solucdo equivalente a 500 uM de AST,
sendo realizadas novas diluigdes para as doses utilizadas no experimento (0,125
uM; 0,25 uM; 0,5 pM e 1,25 uM; 1,5 uM; 2,5 uM). Apos as diluicBes as doses
foram incorporadas ao meio de criopreservacgao.

A curva de congelacao utilizada no experimento iniciou-se em — 6°C. Apos
2 minutos de estabilizacdo dos embriGes na maquina, realizou-se o seeding e a
curva decresceu a 0,5°C por minuto, com término do processo de congelagédo

em — 35°C. Apos as palhetas foram submersas em nitrogénio liquido a — 196°C.

2.1.0Obtencéo dos odcitos

Apés a chegada dos ovarios ao laboratério, foi realizada a aspiracao
folicular utilizando uma seringa de 3 mL e agulha 40x12 mm. O liquido folicular
foi cuidadosamente colocado em tubos cénicos Falcon de 50 mL em aquecedor
de tubos (WTA) a 37°C. O material aspirado foi levado para o fluxo laminar, onde
sedimentou por 10 minutos e, apos, avaliou-se o conteudo do pellet formado em
placas de poliestireno para o rastreio dos oo6citos sob estereomicroscopio.
Apenas odcitos de graus [, Il e Ill (viaveis; Leibfried e First adaptado por

Gongalves, Figueiredo, Freitas, 2014) foram colocados em uma placa contendo
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3 mL de meio de lavagem (TCM-199 HEPES, piruvato, antibiotico e soro fetal

bovino (SFB 10%)).

2.2.Maturacgéo in vitro (MIV)

Os odcitos viaveis foram lavados em duas gotas de meio de lavagem e
uma gota de meio de maturacdo (TCM-199, SFB 10%, piruvato, antibiotico,
horménio foliculo estimulante (FSH) e estradiol) e entdo, foram transferidos em
torno de 25 odcitos para gotas de 80 pL imersas em 6leo mineral. As placas de
MIV foram colocadas em estufa imida a 38°C e 5% de CO2 em ar por 18 a 24

horas.

2.3.Fertilizacao in vitro (FIV)

Apo6s a MIV, os odcitos foram lavados em duas gotas de meio CAP®
(BOTUPHARMA; contendo sais inorganicos, enriquecida com vitaminas,
aminoacidos, antibiético e HEPES) e em uma de meio FIV (BSA, piruvato,
heparina, PHE e antibiético), sendo transferidos para gotas de 50 pL (+ 25
odcitos/gota). Para a selecdo dos espermatozoides foi utilizado o gradiente de
separacdo, com o0 Select Sperm® (BOTUPHARMA; coloide de silica). Foi
utilizado sémen do touro testado para PIVE (producdo meédia de 30% de
blastocistos), empregando-se uma mesma partida durante todo o experimento.
Em um eppendorf de 1,5 mL, o sémen, descongelado a 37°C por 30 segundos,
foi colocado sobre o gradiente de separacao por silica, formado por 250 uL de
Select Sperm® + 250 uL de CAP® (45%) e no fundo do eppendorf 500 uL de

Select Sperm® (90%) e levado para centrifugacdo a 5000 RPM (3075 RCF ou x
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g) por 5 minutos (Eppendorf® centrifuge 5418). Apds, o pellet formado foi
depositado em um segundo eppendorf contendo 800 pL de meio FIV,
homogeneizado e centrifugado a 1200 RPM (738 RCF ou x g) por 3 minutos.
Apos centrifugacéo o pellet foi retirado e foram utilizados 5 pL (1 a 2 milhdes de
espermatozoides por mL) de sémen por gota de FIV. As condi¢cdes de atmosfera
foram as mesmas da MIV, com duracao entre 18 a 24 horas. O dia da FIV foi

considerado o dia 0 (DO).

2.4.Cultivo in vitro (CIV)

ApGs a FIV os presumiveis zigotos foram desnudados parcialmente nas
gotas de meio FIV e posteriormente lavados em duas gotas de meio CIV (SOF:
sais, bicarbonato, piruvato, cloreto de calcio, amino&cidos essenciais e nao
essenciais, glutamina, antibiético e SFB 2,5%). Em seguida foram transferidos
para placas com gotas de 80 pL de meio CIV, (x 25 zigotos/gota), permanecendo
a 38°C em alta tensao de oxigénio até o D4. Neste dia foi realizada a substituicao
de 50% do meio (feeding), avaliagdo da taxa de clivagem e remocéao dos zigotos
blogueados. Um segundo feeding foi realizado no D6 e contagem dos possiveis
embrides. No D7 foi avaliado o estagio de desenvolvimento dos embribes, de
acordo com Stringfellow e Seidel (1998), em graus 1 a 4. Apds esta avaliacdo o0s
embribes foram preparados para a realizacdo da técnica de congelacéo lenta

para transferéncia direta.

2.5.Congelacéo Lenta de Embrifes para Transferéncia Direta

Para realizacdo da técnica de congelacdo lenta foram selecionados

blastocistos expandidos (BX) de grau 1 e 2 no D7.
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A técnica de congelacéo lenta e descongelacéo dos embrides foi realizada
de acordo com Goncgalves, Figueiredo e Freitas (2014) e adaptada de acordo
com instrucdes do fabricante dos meios comerciais (BOTUPHARMA).

Os embrides foram lavados em solugéo salina tamponada com fosfato
(PBS) suplementado com 20% de SFB (meio Holding®; PRADO, 2011).
Posteriormente foram colocados em gotas de meio DT1 (meio contendo sucrose)
onde ficaram por aproximadamente 1,5 a 3 minutos ou até sofrerem retracao.
Em seguida, foram passados para o meio de DT2 (meio contendo etilenoglicol)
por 10 minutos para envase dos embrides. Para isto foi preparado um terceiro
meio (DT3), constituido de 50% de meio holding e 50% de meio DT2. Os
embrides foram envasados de modo a apresentarem a seguinte distribuicéo:
DT3, ar, DT3, ar, embrido em DT2, ar, DT3, ar, DT3. Na sequéncia, as palhetas
ja envasadas foram colocadas na maquina de congelacdo (Cryologic®) com
curva iniciada a -6°C, com decréscimo de 0,5°C por minuto. Ao atingir - 6°C foi
realizada a cristalizacdo (seeding) nas pontas adjacentes ao embrido utilizando-
se haste flexivel de algodao e, apos, a curva de congelacdo foi retomada. Ao
alcancar - 35°C, as palhetas foram retiradas e colocadas em raques para serem
imersas em nitrogénio liquido a -196°C.

Para o processo de descongelacéao cada palheta foi exposta ao ar por 10
segundos e depois mergulhadas em banho-maria a 30°C por 30 segundos. Apds,
a palheta foi agitada para ressuspenséo do embrido, o conteudo foi transferido
para uma placa de Petri, onde o0s embrides foram rastreados sob
estereomicroscopio, lavados em gotas individuais e ressuspendidos em solucéo
de diluicdo contendo glicose, meio de cultivo e 20% SFB. Apds a ressuspensao,

os embrides foram cultivados em estufa incubadora a 38°C com umidade de 95%
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e 5% de CO2, por 48 horas para avaliar as taxas de re-expansao da blastocele

e eclosdo da zona pelucida.

2.6.Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. O tratamento
com astaxantina foi adicionado apdés a producdo dos embrides, ao meio de
criopreservacéao. Foi realizado um comparativo entre o grupo controle negativo
(CON; meio comercial de congelacédo lenta para transferéncia direta), e grupo
Astaxantina (AST; suplementacao de 0,25 pM ou 1,5 uM de AST diluida em 10
mL de meio comercial de congelacéao lenta).

A diluicdo do antioxidante AST (Sigma SML0982) foi realizada em
dimetilsulféxido (DMSO), na concentracdo de 1g/L e as aliquotas foram
congeladas a -20°C (LI et al, 2015).

A escolha da dose se deu a partir da realizacdo de dois testes dose-
resposta (Material suplementar - Dose-resposta 1: 1,25 uM; 1,5 pM; 2,5 uM;
Tabela S1 e Dose-resposta 2: 0,125 uM; 0,25 uM; 0,5 uM; Tabela S2), no qual
foram comparadas as concentragdes de AST ao meio de criopreservacdo. Uma
vez que nao houve diferenca estatistica entre os grupos, as doses foram
escolhidas com base na diferenca numérica entre as taxas de reexpansao e de
ecloséo pos-descongelacdo, permanecendo as doses 0,25 uM e 1,5 pM.

Foram congelados um total de 805 embrides BX grau 1 (n=600) e 2
(n=205), obtidos em 10 réplicas; estes foram divididos de maneira homogénea
entre as reéplicas para congelamento e analises. Estes embrides foram

subdivididos para realizacéo das seguintes analises de qualidade: 1) reexpanséo
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e eclosao; 2) numero total de células embrionarias, células apoptoéticas e indice

apoptotico (TUNEL).

2.7.Analises de qualidade embrionaria

Apbs a descongelacao, parte dos embrides (n = 325) foram mantidos em
cultivo e foram avaliadas as taxas de re-expanséo e eclosdo as 24 e 48 horas.

A outra parte dos embrides em D7 foi avaliada quanto a apotpose pelo
teste TUNEL (n = 160). Para tanto, foi utilizado o protocolo do fabricante.
Inicialmente, os embrides foram fixados em paraformaldeido tamponado com
DPBS e, apos, armazenados por pelo menos 1 hora em geladeira em solucdo
permeabilizadora. Os embrides do grupo controle positivo foram lavados em
PBS e colocados em solugdo DNASE (TRIS HCL, MgCL2, DNASE, Agua MILIQ).
Os embrides do grupo controle negativo e as amostras do experimento foram
lavadas em PBS e todos (positivo, negativo e amostras) foram mantidos em
camara umida por 1 hora. Em seguida, os embrides do grupo controle negativo
foram expostos a solucdo marcadora do kit de deteccao de morte celular in situ
(Roche, Penzberg, Alemanha) e os embrides do grupo controle positivo e as
amostras foram expostos a solucdo enzimética e solugdo marcadora, sendo
todos mantidos em camara Umida por mais 1 hora. Posteriormente, todos os
grupos foram lavados em PBS e expostos ao corante HOECHST 33342 em
temperatura ambiente e no escuro por 10 minutos para coloracdo das células
embrionarias, analise que foi realizada em conjunto com a reacdo de TUNEL.
Apos os 10 minutos todos foram lavados novamente em PBS e foram colocados

em |lamina pré-identificadas e em gotas de VECTASHIELD. Em seguida foram
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cobertas com laminula e armazenadas em geladeira para posterior analise em
microscoépio de fluorescéncia.

A leitura foi realizada no microscopio de fluorescéncia da marca Olimpus,
com o programa Image-Plus 7.0, com os filtros Current Driver Qemaging
(7.0.3.23) e camera Select Settings com o programa orfa_ HE-O6DEZ (Faculdade
FAMERP, S&o José do Rio Preto — SP). Os filtros para visualizagdo dos embrides
foram 2 DAPI monocromaticos para visualizagdo do corante HOESCHT e
contagem do numero total de células e filtro FITO RGB para visualizacdo do
corante TUNEL e contagem de células apoptéticas. A exposicao utilizada para o
corante HOESCHT foi de 40 X e para o corante TUNEL 900X. Foi utilizada a

objetiva 40 X/ 0.75 do microscépio de fluorescéncia.

2.8.Analise estatistica

Os dados foram analisados com o software SAS v. 9.3 e os dados
percentuais foram transformados em arco seno antes da andlise para garantir a
normalidade dos dados. Todos os dados foram analisados por andlise de
variancia (PROC GLM) e as médias foram testadas por teste T. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Valores de P <

0.05 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados 3.432 odcitos de qualidade grau |, 1l e Ill, a partir dos
quais foram produzidos 1.139 embrides e congelados 805 no estagio de

blastocisto expandido (Figura 1A). Ap0s a descongelacdo, os embrides
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apresentaram baixa qualidade com aspecto degenerado, zona pellcida rompida
e grande parte mortos (Figura 1B a 1D).

Durante a elaboracdo e execucdo de nosso trabalho realizamos dois
dose-resposta para escolha das doses, com base nos parametros morfoldgicos
de reexpanséo e eclosao dos embrides pds descongelacao (Figuras 1E e 1F). A
escolha foi realizada pelos dados numéricos, visto que nao foram observadas
diferengas estatisticas (Tabelas S1 e S2). A escolha das doses surgiu a partir do
trabalho de Xiang et al. (2021), que adicionaram astaxantina 2, 5 yM aos meios
de maturacéo e vitrificagdo de o0citos suinos e obtiveram efeitos benéficos
associados ao uso do antioxidante. Na literatura foram encontrados trabalhos
utilizando astaxantina diluida em diferentes meios para odécitos e embrides
bovinos e suinos, porém nenhum trabalho foi encontrado utilizando a astaxantina
incorporada ao meio de criopreservacao na técnica de congelagéo lenta (DT) de
embrides bovinos.

Embora este seja o primeiro trabalho a empregar o antioxidante
astaxantina no meio de criopreservacao para transferéncia direta (Direct transfer
— DT), ndo foram observados efeitos benéficos, uma vez que n&o houve efeito
de tratamento para nenhuma das variaveis analisadas de reexpansao e eclosao
(Tabela 1) ou apoptose (Tabela 2). Deste modo, os dados médios (agrupados)
de taxa de sobrevivéncia embrionéaria foram de 40,28% (26,11% de taxa de re-
expansao e 14,17% de taxa de eclosdo) em 24 horas e de 16,57% (11,11% de
taxa de re-expansao e 5,46% de taxa de eclosdo) em 48 horas. Estes resultados
sdo inferiores ao reportado na literatura sobre congelacdo lenta para
transferéncia direta, que variam de 60,0 a 71,3% para taxa de sobrevivéncia com

24h (GOMEZ et al., 2020; ARSHAD et al., 2021), 65,6% com 48 horas (GOMEZ
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et al., 2020) e de 57,0% com 72 horas (ARSHAD et al., 2021). E importante
mencionar que ha poucos trabalhos publicados com DT e avaliacdo de
viabilidade in vitro e, portanto, a comparacdo com os demais trabalhos talvez
ndo seja apropriada, uma vez que aparentemente ha diferencas na forma de
calcular a sobrevivéncia. No estudo de Gomez et al. (2020) cita-se que o critério
adotado para classificar “live embryos” com 24 e 48h € baseado nas taxas de
reexpansao e eclosdo nestes momentos, porém foram apresentados apenas 0s
dados de embrides eclodindo e eclodidos. J& no estudo de Arshad et al. (2021)
esta taxa foi calculada como o nimero de embrides eclodidos pelo nimero de
embrides expandidos com 24 ou 72h. O que se observa a campo (Puelker, 2023;
Mansano, 2023 — comunicacao pessoal) € que ha grande variabilidade de
resultados com esta técnica, tanto com relagéo a reexpansao e eclosdo apos a
descongelacao, quanto com relacdo a prenhez e mortalidade embrionaria/ fetal.

Outro fator que pode ter contribuido com as baixas taxas de sobrevivéncia
pés criopreservacdo embrionaria pode estar associada com as racas pois, de
acordo com a revisao realizada por Hansen (2020), ha preocupacfes na indUstria
de que os embrides de bovinos Bos indicus sejam mais sensiveis a
criopreservacdo do que os embrides de Bos taurus, mesmo que a producéo e
aproveitamento de gametas e embrides in vitro seja completamente inverso a
afirmativa, sendo Bos indicus superior a Bos taurus. Isto justifica-se, pois, 0s
embrides Bos indicus sofrem maior estresse oxidativo causado pelo processo de
criopreservacdo, promovendo maiores danos celulares e diminuindo a
viabilidade embrionaria (LOPEZ-DAMIAN et al., 2020). Toda a produc&o in vitro
do presente experimento foi oriunda de aspiracdo de ovarios de abatedouro,

sendo de animais Bos indicus, assim como o0 sémen utilizado para a fertilizacdo
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in vitro. Ja nos estudos de Gomez et al., (2020) e Arshad et al., (2021), o material
era oriundo de animais taurinos. Portanto, o efeito de grupo genético pode ter
contribuido também para a baixa sobrevivéncia dos embribes pos
descongelacdo, uma vez que zebuinos sdo mais sensiveis aos processos de
criopreservagao.

Quanto a contagem total de nucleos, niumero de ndcleos apoptoéticos e
indice apoptotico (Tabela 2), os valores médios obtidos no presente estudo foram
de 77,35; 9,09 e 11,75%, respectivamente. Comparado a literatura, a contagem
do numero de células embrionérias pods descongelagéo varia de 96,9 a 118,5
(GOMEZ et al., 2020; ARSHAD et al., 2021) e o indice apoptético registrado para
a técnica de DT foi de 8,45% (GOMEZ et al., 2020). Foi possivel realizar apenas
duas analises de qualidade embrionaria devido a baixa qualidade dos embrifes
pés descongelacdo. Contrariamente ao esperado, o antioxidante astaxantina
ndo conseguiu fornecer suporte aos embridées durante a congelacao e apos a
descongelacao.

A técnica de criopreservacdo € considerada um teste de qualidade
embrionéria, visto que somente aqueles que estdo em bom estado sobrevivem
apos a descongelacdo (EALY et al.,, 2019). As condicbes de meios, cultivo,
atmosfera, entre outras, durante a producdo in vitro do embrido pode afetar a
capacidade de congelacédo e a competéncia para estabelecer uma boa taxa de
sobrevivéncia apos a descongelacéo e prenhez apos a transferéncia (HANSEN,
2020). De acordo com as estatisticas anuais da Sociedade Internacional de
Tecnologia de Embrides (IETS) (1997-2017), nos ultimos cinco anos, uma média
de quase 470.000 embrides bovinos produzidos in vitro foram transferidos

anualmente em todo o mundo. Do numero total de embrides transferidos, cerca
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de 80% foram transferidos frescos, ou seja, nao criopreservados; isto reflete a
menor qualidade dos embrides apds este processamento. Isso nos mostra que
ainda ha gargalos a serem solucionados nas técnicas de criopreservacao
(FERRE et al, 2020).

Embora a congelacdo lenta tenha taxas controladas e possa ser
facilmente adaptada para transferéncia direta (DT), a formacéo de cristais de
gelo continua sendo um problema (FERRE et al, 2020), além do estresse
oxidativo, estresse osmoético e toxicidade dos crioprotetores (SARAGUSTY e
ARAV, 2011). Porém a congelacdo lenta continua sendo estudada e utilizada
pois € uma técnica viavel, uma vez que os embrides podem ser transferidos
diretamente para a receptora apds a descongelacao (HANSEN, 2020). Acredita-
se que, no presente trabalho, houve cristalizacdo de gelo no interior dos
embrides, pois apds a descongelacéo grande parte dos embribes apresentaram
rompimento de zona pellcida e fragmentacdo de massa embrionaria.

Outra possibilidade é que os embrides do presente estudo tenham sofrido
com estresse oxidativo e peroxidacao lipidica durante a congelacéo lenta e apés
a descongelacao.

Apbs o processo de congelacdo e descongelacdo, os embrides sofrem
aumento de espécies reativas de oxigénio. De modo similar, em estudos de
congelacdo de sémen, observou-se que a partir do momento em que 0sS
espermatozoides sdo colocados no crioprotetor, a concentracdo de radicais
livres aumenta e sua producéo se intensifica com a descongelacdo. Sabe-se que
0 processo de hipotermia-hipdxia, vivenciado na congelacao, reduz os niveis de
ATP acompanhado pelo desacoplamento do sistema interno da membrana

mitocondrial, causando aumento nos niveis de oxigénio. Na descongelacdo ha
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reoxigenacao e aumento abrupto de oxigénio, de modo que sua alta reatividade
com as moléculas desencadeia a posterior formacao de radicais livres. Sabe-se
que os niveis elevados de ROS tem relacdo direta com a concentracdo de
oxigénio consumido. Os radicais livres sdo moléculas usadas na sinalizacéo
celular e aumentam consideravelmente durante o processo de desenvolvimento
embriondrio, com isso ha diminuicdo na atividade antioxidante pos-
descongelacdo o que leva ao estado de estresse oxidativo, onde lipidios,
proteinas e acidos nucléicos sédo afetados causando danos por peroxidacao
lipidica e apoptose. Os resultados obtidos de indice apoptético mostram uma
média de 10,71% de nucleos positivos para TUNEL em embrides congelados,
sugerindo que o processo de congelacdo aumenta as taxas de morte celular.
Além disso, as diferengcas no numero de nucleos apoptéticos podem estar
relacionadas aos niveis de radicais livres (LOPEZ-DAMIAN et al., 2020). Apesar
desta hipétese, a mesma néo foi testada no presente estudo.

A adicdo do antioxidante astaxantina foi realizada nos trabalhos dos
pesquisadores Xiang et al. (2021), Ispada et al (2018), Abdel-Ghanl et al. (2019)
e Kuroki et al. (2013). Todos estes autores encontraram efeito benéfico do
antioxidante astaxantina em seus trabalhos, utilizando-a em diferentes meios e
concentracbes, sendo eles, maturacdo, cultivo e vitrificagcdo, de odcitos e
embrides. Porém no presente trabalho ndo pudemos observar efeitos benéficos
do antioxidante, uma vez que a astaxantina foi utilizada no meio de
criopreservacdo de embrides bovinos e, ap0s a descongelacdo e processo de
reidratacéo, observou-se embrides de baixa qualidade, ndo apresentando efeitos
de melhora com o uso do antioxidante. Portanto a astaxantina ndo conseguiu

reverter e / ou minimizar os efeitos deletérios inerentes ao processo de
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criopreservacédo, possivelmente por ndo reduzir o estresse oxidativo sofrido
pelos embrides, uma vez que ndo houve diferenga entre 0os grupos tratamento e
controle.

Outras hipéteses relacionadas a baixa taxa de sobrevivéncia embrionaria
pés descongelagdo, sdo de que o tempo de exposicdo ao antioxidante
astaxantina pode ter sido insuficiente, pois os embrides ficaram expostos ao
antioxidante apenas por um periodo de 10 minutos antes de dar inicio a queda
de temperatura. Este tempo de exposicdo pode ter sido insuficiente, n&o
permitindo ao antioxidante exercer alguma atividade protetora, necessitando de
um periodo maior de exposi¢do para exercer alguma eficacia. Porém, ao se
comparar com o tempo de exposi¢cdo empregado com o uso de antioxidantes em
sémen, este ndo parece ser um entrave, ainda que se tratem de materiais
biolégicos distintos. A utilizacdo de antioxidantes incorporados ao meio de
congelacao durante a etapa de criopreservacao de sémen é muito comum, visto
que, sdo altamente sensiveis a baixas temperaturas e ao estresse térmico
ocasionado durante a criopreservacdo. Os antioxidantes estdo relacionados
com a melhora da criotolerancia dos espermatozoides e também podem
neutralizar o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica (PAPAS et al., 2019).

Talvez a adicdo de astaxantina ndo seja proveitosa na etapa de
criopreservacdo de embrides bovinos, talvez sendo mais eficiente em outras
etapas da producéo in vitro, a fim de produzir embrides de qualidade superior
para suportar o processo de congelacao.

Por fim, outra hipétese seria a que néo foi encontrada a dose adequada
para fornecer uma acéo antioxidante e crioprotetora aos embridées. Portanto,

sugere-se que sejam realizados mais estudos para avaliar os efeitos do
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antioxidante astaxantina nas células embrionédrias e a sua capacidade de
proteger os embrides dos efeitos adversos da criopreservagéo. Neste trabalho,
contrariamente ao esperado, a suplementacdo na etapa de congelacdo nas

doses utilizadas néo foi eficiente e, portanto, ndo se mostrou viavel para uso.

4. CONCLUSOES

A adicéo do antioxidante astaxantina nas doses de 0,25 ou 1,5 uM ao
meio de criopreservacao de embrides ndo aumentou a viabilidade dos embrides
pos congelacdo e ndo reduziu a apoptose, mantendo-se similar ao grupo

controle.

5. AGRADECIMENTOS

Agradecemos ao Laboratério Multiusuario (LMU) da Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP), Brasil e a FertVitro - Laboratorio
de Fertilizagdo In Vitro, pela concessdo na utilizacdo do laboratorio. A
Botuphrama pela concessédo de meios para a producdo in vitro e de
criopreservacdo de embrides. Ao Frigorifico Boi Baio pelo fornecimento dos
ovéarios. A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (FCAV-Unesp). A Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior e Reproducdo Animal (CAPES,
Cddigo Financeiro 001) e a Fundacdo de Amparo e Pesquisa do Estado de S&o

Paulo (Processo no. 2021/13932-5) pelo apoio financeiro.

6. REFERENCIAS

ABDEL-GHANI, M. A. et al. Astaxanthin improves the developmental
competence of in vitro-grown oocytes and modifies the steroidogenesis of



45

granulosa cells derived from bovine early antral follicles. Reproduction, Fertility
and Development, v. 31, n. 2, p. 272-281, 20109.

ARSHAD, U., SAGHEER, M., GONZALEZ-SILVESTRY, F. B., HASSAN, M.,
SOSA, F. Vitrification improves in-vitro embryonic survival in Bos taurus embryos
without increasing pregnancy rate post embryo transfer when compared to slow-
freezing: A systematic meta-analysis. Cryobiology, v. 101, p. 1-11, 2021.

DINNYES, A., MENG, Q., POLGAR, Z., BOONKUSO, D., SOMFAI, T.
Cryopreservation of mammalian embryos. Acta Scientiae Veterinariae, v. 34, p.
171-190, 2006.

EALY, A. D.; WOOLDRIDGE, L. K.; MCCOSKI, S. R. BOARD INVITED REVIEW:
Post-transfer consequences of in vitro-produced embryos in cattle. Journal of
animal science, v. 97, n. 6, p. 2555-2568, 2019.

FERRE, L. B. et al. Recent progress in bovine in vitro-derived embryo
cryotolerance: Impact of in vitro culture systems, advances in cryopreservation
and future considerations. Reproduction in Domestic Animals, v. 55, n. 6, p.
659-676, 2020.

GOMEZ, E., CARROCERA, S., MARTIN, D., PEREZ-JANEZ, J. J., PRENDES,
J., PRENDES, J. M., MUNOZ, M. Efficient one-step direct transfer to recipients
of thawed bovine embryos cultured in vitro and frozen in chemically defined
medium. Theriogenology, v. 146, p. 39-47, 2020.

GONGCALVES, P. B. D., FIGUEIREDO, J. R., FREITAS, V. J. F. Biotécnicas
aplicada a reproducao animal. Sdo Paulo: Roca, 2014.

HANSEN, P. J. Implications of assisted reproductive technologies for pregnancy
outcomes in mammals. Annual review of animal biosciences, v. 8, p. 395-413,
2020.

HANSEN, P. J. The incompletely fulfilled promise of embryo transfer in cattle—
why aren’t pregnancy rates greater and what can we do about it?. Journal of
Animal Science, v. 98, n. 11, p. skaa288, 2020.

ISPADA, Jéssica et al. Astaxanthin counteracts the effects of heat shock on the
maturation of bovine oocytes. Reproduction, Fertility and Development, v. 30,
n. 9, p. 1169-1179, 2018.

KUROKI, T. et al. Astaxanthin ameliorates heat stress-induced impairment of
blastocyst development In Vitro:—astaxanthin colocalization with and action on
mitochondria—. Journal of assisted reproduction and genetics, v. 30, n. 5, p.
623-631, 2013.

LI, R., WU, H., ZHUO, W. W., MAO, Q. F., LAN, H., ZHANG, Y., HUA, S.
Astaxanthin normalizes epigenetic modifications of bovine somatic cell cloned
embryos and decreases the generation of lipid peroxidation. Reproduction in
Domestic Animals, v. 50, n. 5, p. 793-799, 2015.

LOPEZ-DAMIAN, E. P., JIMENEZ-MEDINA, J. A., ALARCON, M. A,
LAMMOGLIA, M. A., HERNANDEZ, A., GALINA, C. S., FIORDELISIO, T.



46

Cryopreservation induces higher oxidative stress levels in Bos indicus embryos
compared with Bos taurus. Theriogenology, v. 143, p. 74-81, 2020.

MEZZALIRA, A., VIEIRA, A. D. Cryopreservation of cows oocytes and embryos.
Acta Scientiae Veterinariae, v. 34, p. 191-196, 2006.

PAPAS, M., CATALAN, J., FERNANDEZ-FUERTES, B., ARROYO, L.,
BASSOLS, A., MIRO, J.,YESTE, M. Specific activity of superoxide dismutase in
stallion seminal plasma is related to sperm cryotolerance. Antioxidants, v. 8, n.
11, p. 539, 2019.

PRADO, F. R. A. Efeitos da congelacao lenta e vitrificag&o sobre a qualidade
e viabilidade de embrides bovinos produzidos in vitro. 2011. 61f. Dissertacéo
(Mestrado) em Medicina Veterinaria (Area: Reproducéo Animal) — FCAV/Unesp,
2011.

SARAGUSTY, J., ARAV, A. Current progress in oocyte and embryo
cryopreservation by slow freezing and vitrification. Reproduction, v. 141, n. 1, p.
1, 2011.

STRINGFELLOW, D. A., SEIDEL, S. M. Manual da Sociedade Internacional
de Transferéncia de Embrides: Um Guia de Procedimentos e Informacdes
Gerais Para uso em Tecnologia de Transferéncia de Embrides Enfatizando
Procedimentos Sanitarios. Savoy: lllinois, 1998.

SUDANO, M. J., PASCHOAL, D. M., MAZIERO, R. R. D., RASCADO, T. S,,
GUASTALI, M. D., CROCOMO, L. F., MAGALHAES, L. C. O., MONTEIRO, B.
A., MARTINS JR, A., MACHADO, R., LANDIM-ALVARENGA, F. D. C. Improving
postcryopreservation survival capacity: an embryo-focused approach. Animal
Reproduction, p. 160-167, 2013.

VALENTE, R. S. Efeito da modulacdo da Acil-Coa Sintetase de cadeia longa no
desenvolvimento, qualidade e criotolerancia de embrifes bovinos produzidos in
vitro. 2019. 31F. Dissertacdo (Mestrado) Multicéntrico em Ciéncias Fisiologicas
— UNIPAMPA, 2019.

XIANG, D. C., JIA, B. Y., FU, X. W., GUOQO, J. X., HONG, Q. H., QUAN, G. B, &
WU, G. Q.. Role of astaxanthin as an efficient antioxidant on the in vitro
maturation and vitrification of porcine oocytes. Theriogenology, 2021.



47

7. FIGURAS E TABELAS

Tabela 1.Taxas de reexpansao e eclosao de embrides congelados pelo método
DT e cultivados por 24 e 48 h, conforme o tratamento (CON: controle negativo;
0,25 uM de astaxantina (AST) ou 1,5 uM AST) adicionado ao meio de
criopreservagao.

TRATAMENTO/ CON 025 UM AST  15uMAST \ \ opp
VARIAVEIS (n = 75) (n =78) (n =74)

TX expansao 2583+7,95 25093+6,17 26,58 + 8,39 0,91
com 24 h

TX eclosao 14,18 +5,15 13,68+7,28 14,61 + 6,65 0,94
com 24 h

TXsobrevivencia 456541012 396141049 41201101 0,38
com 24 h

TX expansao 11,36 £5,07 12,49+446 9,44+ 4,17 0,83
com 48 h

TX eclosdo 473+319  7,69+489  396+218 0,62
com 48 h

TX sobrevivéncia 16,09 + 7,07 20,18+8,18 13,40+571 0,80
com 48 h

Tabela 2. indices da analise de colora¢do Hoechst e Tunel

Média da contagem total de nucleos embrionarios, nucleos apoptéticos e indice
apoptético de embrides congelados pelo método DT, conforme o tratamento
(CON: controle negativo; 0,25 uM de astaxantina (AST) ou 1,5 uM AST)
adicionado ao meio de criopreservacao.

TRATAMENTO/ CON 025 IMAST _ 15uMAST _ VALOR
VARIAVEIS (n = 33) (n = 36) (n = 36) P
Total nucleos 76,50 + 9,77 77,89 + 6,65 77,67 4,10 0,10

Nucleos 581+147 1337+310  8,10+280 0.20

apoptoticos

indice apoptético 7,88 +2,35 19,17 +£5,64 14,16 £ 5,96 0,29
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r ®
Figura 1. Fotomicrografias de embrides produzidos in vitro, criopreservados
pela técnica de congelagéo lenta para transferéncia direta e submetidos a
reexpansao e eclosdo apés descongelacdo.A. Embrides grau | selecionados
para a criopreservacdo, B. Embrides degenerados apds descongelacdo (grupo
controle), C. Embrides degenerados apds descongelacéo (grupo 0,25 uM AST),
D. Embribes degenerados ap6s descongelagéo (grupo 1,5 uM AST), E.
Embrides reexpandidos/ em eclosdo apds descongelacdo (grupo controle,
dose-resposta 1), F. Embrides eclodidos apés descongelacéo (grupo controle,
dose-resposta 2)
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Figura 2. Fotomicrografias de embrifes produzidos in vitro apds tratamento
com AST, para contagem de ndcleos totais (azul, coloracdo Hoescht) e
apoptoticos (verde, reacdo TUNEL). A. Grupo controle, B. grupo 0,25 uM, C.
grupo 1,5 pM.
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(processo n° 1398/21), que aprovou e certificou sua conformidade com as
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normas expedidas pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal

(CONCEA).

10. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Taxas de reexpansao e eclosdo de embrides congelados pelo
meétodo DT e cultivados por 24 e 48 h, conforme o tratamento (CON: controle
negativo; 0,5 uM de astaxantina (AST), 1,5 uM AST e 2,5 pM AST) adicionado
ao meio de criopreservacéao (Dose-resposta 1).

TRATAMENTO/ CON 05uUMAST  15uMAST  25uMAST  VALOR
VARIAVEIS (n = 40) (n = 35) (n = 39) (n = 35) de P
TXexpansao a5 454678  47.37+12,55 52,62+412,88 24,77 +9.20 0,28
com 24 h
TX eclosdo 1458 +5,02 12,22 +7,77 333+333 18,75+ 10,96 0,52
com 24 h
TX
sobrevivéncia 50+ 11,64 59,58 + 877 5505+ 13,67 43,52 +7,79 0,73
com 24 h
TX expansao 20,87 +5,53 16,95+ 6,27 34,83+ 13,34 14,47 + 6 0,28
com 48 h
TX eclosdo 16,67 +10,54 32,22 +7,92 8,18+ 6,53 31,95+ 17,27 0,37
com 48 h
TX
sobrevivéncia 4653+ 10,45 4917+523  4301+13,08 46,42 + 14,56 0,99
com 48 H

Tabela S2. Taxas de reexpansdo e eclosdo de embrides congelados pelo
meétodo DT e cultivados por 24 e 48 h, conforme o tratamento (CON: controle
negativo; 0,125 pM de astaxantina (AST), 0,25 puM AST e 0,5 uM AST)
adicionado ao meio de criopreservacao (Dose-resposta 2).

TRATAMENTO/ CON 0,125 uM AST  0,25uM AST 0,5 uM AST  VALOR
VARIAVEIS (n = 35) (n = 34) (n = 35) (n = 30) deP

TX expanséo

46,22 + 12,53 29,26 + 7,80 28,40 +£ 9,36 47,00 + 8,93 0,52
com 24 h

TX eclosao

16,50 + 9,21 20,38 + 8,52 40,36 + 8,77 21,30 + 7,47 0,26
com 24 h

TX
sobrevivéncia 62,72 + 7,93 46,64 + 5,29 68,76 + 4,23 68,28 £ 9,18 0,30
com 24 h
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TX expanséo

33,10 £ 10,54 21,46 £ 7,65 17,50 + 4,79 16,95 + 6,27 0,43
com 48 h

TX eclosao

com 48 h 26,68 + 6,66 26,67 + 8,50 56,66 + 8,50 36,44 +7,18 0,19

X
sobrevivéncia 60,50 + 9,39 49,14 + 11,90 69,40 + 4,45 67,42 £ 9,83 0,47
com 48 H




