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AVALIACAO DOS EFEITOS DA INIBICAO DA MATURACAO NUCLEAR E DE
ANTIOXIDANTES SOBRE A MATURAGAO OOCITARIA, FECUNDACAO E
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO BOVINO IN VITRO.

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacdo do meio
de maturacdo com roscovitina, butirolactona I, cisteamina e B-mercaptoetanol na
maturacdo oocitdria e suas consequéncias na fecundagcdo e desenvolvimento
embrionario bovino in vitro, além da variabilidade da frequéncia de danos ao DNA
embrionario. Odcitos foram maturados a 38,8°C em atmosfera de 5% CO, em ar em
meio TCM-199 suplementado com 0,6% BSA, 0,5 ug FSH, 100 Ul hCG e 1 ug
estradiol/mL (controle - C), adicionado de 50 uM de cisteamina (CC) ou 50 pM de B-
mercaptoetanol (CM). O grupo padrao do laboratério (S) foi suplementado com 10% de
SFB como fonte protéica. Os oécitos em meio suplementado com butirolactona | ou
roscovitina foram pré-maturados por 24 horas em meio TCM-199 suplementado com
0,3% BSA, antibiético e piruvato, de acordo com os grupos: 100 uM de butirolactona |
(CB), 100 uM de butirolactona | + 50 uM de cisteamina (CBC), 100 uM de butirolactona
| + 50 uM de B-mercaptoetanol (CBM), 25 uM de roscovitina (CR), 25 uM de roscovitina
+ 50 uM de cisteamina (CRC) e 25 uM de roscovitina + 50 uM de B-mercaptoetanol
(CRM). Apés o cultivo de pré-maturacao, foram transferidos para gotas com meio
controle para maturacao por 8, 16 e 24 horas, para avaliagdo da maturacdo nuclear e
citoplasmatica, e dosagem da [GSHi]. A fecundacao foi realizada apés 24 horas do
inicio do cultivo de maturacdo (grupos sem inibidores), e 20 horas (grupos com
inibidores). O cultivo de desenvolvimento foi realizado em meio SOF-Modificado
suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% de SFB a temperatura de 38,8°C por 192
horas. Observou-se que a butirolactona | é capaz de bloquear a maturagcao meiética de
maneira reversivel e mais eficiente que a roscovitina, e que os antioxidantes nao
interferiram na retomada da maturacdo nuclear. A butirolactona |, ao contrario da
roscovitina, interferiu no reposicionamento dos GC atrasando a maturagao

citoplasmatica. A adicao de antioxidantes cisteamina e B-mercaptoetanol no cultivo de
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maturagao nao proporcionou aumento da [GSHi] nos odcitos. Os resultados mostraram
que o bloqueio da meiose de odcitos com butirolactona | ndo prejudicou a subsequente
fecundagdo e nem o desenvolvimento embrionario, ao contrdrio do bloqueio com
roscovitina que influenciou negativamente estes parametros. A adicdo dos antioxidantes
ao meio de maturacdo nao influenciou na produgédo e na qualidade dos blastocistos. A
taxa de apoptose celular e fragmentacdo de DNA nos embriées produzidos in vitro séo

maiores naqueles maturados com SFB que com butirolactona | e 3-mercaptoetanol.

Palavras-Chave: Maturagao in vitro, fecundacao in vitro, o6cito, bovino, granulos

corticais, glutationa, embrido, antioxidantes, butirolactona I, roscovitina.
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EFFECTS OF NUCLEAR MATURATION INHIBITION AND ANTIOXIDANTS ON
OOCYTE MATURATION, FERTILIZATION AND BOVINE EMBRYONIC
DEVELOPMENT IN VITRO

ABSTRACT - The aim of this work was to evaluate the effects of maturation
media supplementation with roscovitine, butyrolactone |, cysteamine and -
mercaptoethanol on oocyte maturation and the consequences on fertilization and bovine
embryo development in vitro, and also DNA damage frequency in embryos. Oocytes
were matured at 38.8°C under a 5% CO; in air environment, in TCM-199 medium
supplemented with 0.6% BSA, 0.5 ug FSH, 100 IU hCG and 1 ug estradiol/mL (control
group - C) and with either 50 uM cysteamine (CC group) or 50 uM B-mercaptoethanol
(CM group). The standard group of the laboratory (S group) was supplemented with
10% FCS as protein source. The oocytes in which groups were pre-incubated for 24
hours with butyrolactone | and roscovitine in TCM-199 medium supplemented with 0.3%
BSA, antibiotic and pyruvate were culturedaccording to the groups: 100 uM
butyrolactone | (CB), 100 uM butyrolactone | + 50 uM cysteamine (CBC), 100 uM
butyrolactone | + 50 uM B-mercaptoethanol (CBM), 25 uM roscovitine (CR), 25 uM
roscovitine + 50 uM cysteamine (CRC) and 25 uM roscovitine + 50 uM B-
mercaptoethanol (CRM). After the pre-incubation, the oocytes were transferred to the
control maturation medium for 8, 16 and 24 hours for evaluation of nuclear and
cytoplasmic maturation and [GSHi] dosage. For IVF, the oocytes were fertilized at 24
hours after the beginning of maturation (groups without inhibition), or 20 hours (groups
with inhibition). Embryo culture was in SOF-Modified medium supplemented with 0.5%
BSA and 2.5% FCS at 38.8°C for 192 hours. We observed that butyrolactone | is
capable of reversibly blocking meiotic maturation more effectively than roscovitine, and
that addition of antioxidants did not interferewith resumption of nuclear maturation.
Unlike roscovitine, butyrolactone | interfered with repositioning of the cortical granules,
thus delaying cytoplasmic maturation. Addition of cysteamine and -mercaptoethanol to
the maturation media did not increase [GSHi] in the oocytes. Results show that blocking

maturation with butyrolactone | was not prejudicial to fertilization and to subsequent
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embryo development, while roscovitine decrease both fertilization and embryo
development rates. Addition of antioxidants to the maturation media did not alter
blastocyst production or quality. Both apoptotic and DNA fragmentation rates in in vitro
produced embryos are higher when maturation media contains FCS than when it

contains butyrolactone | and B-mercaptoethanol.

Key words: In vitro maturation, in vitro fertilization, oocyte, bovine, cortical granules,

glutathione, embryo, antioxidants, butyrolactone |, roscovitine.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS
Introducao

O odcito adquire progressivamente a habilidade de retomar e concluir a meiose
durante a foliculogénese (LONERGAN et al.,, 1994), e adquire plena capacidade de
desenvolvimento somente ao final da foliculogénese. Odcitos removidos de foliculos
menores que 1 mm de didmetro podem reiniciar a meiose quando cultivados in vitro,
porém somente oocitos obtidos de foliculos maiores que 2 mm sdo capazes de atingir o
estadio de metafase Il. Ainda, estudos tém demonstrado que a capacidade de
desenvolvimento do o6cito bovino maturado in vivo é superior a do maturado in vitro.
Esta diferenca é possivelmente atribuida as agdes capacitantes que o foliculo
dominante exerce sobre o odcito, acoes estas que sado abolidas durante o processo de
maturacdo in vitro. Trabalhos demonstraram que o odécito sofre significantes
modulagdes quando esta incluso no foliculo dominante, especialmente em relagéo a
sua ultraestrutura e atividades funcionais (HYTTEL et al., 1997). Devido a isto, tem-se
atribuido ao foliculo um papel fundamental na aquisicdo da plena competéncia de
desenvolvimento do oécito. E durante esta fase de desenvolvimento que o oécito atinge
sua capacidade plena e, devido a este fato, o termo “capacitagéo oocitaria” foi sugerido
(HYTTEL et al., 1997).

In vivo, oécitos meioticamente competentes sdo mantidos no estadio de vesicula
germinativa (VG) no ambiente folicular até que ocorra o pico pré-ovulatério de
gonadotrofinas, o que estimula a maturagcdo do odcito. Baseado nos estudos de
HYTTEL et al. (1997), fica claro que a maturagdo nao se trata apenas da ativagcéo de
um gameta quiescente, sendo o apogeu de uma série de longos processos
preparatorios. Apds a conclusdo da maturagédo, o oécito secundéario hapléide torna-se
equipado com toda a maquinaria celular necessaria para permitir 0 sucesso da
fertilizacao e do desenvolvimento embrionario inicial.

Odcitos utilizados para fins de biotecnologia in vitro sdo geralmente obtidos de

foliculos de 2-8 mm de didametro. Assim que sdo removidos do ambiente inibitério do



foliculo, os o6citos meioticamente competentes retomam espontaneamente o processo
de meiose. Porém, uma fracdo destes odcitos ndo adquire plena competéncia
citoplasmatica. Desta forma, a inibicao reversivel da meiose pela butirolactona | e pela
roscovitina pode ser explorada usando-se um duplo sistema de cultura com pré-
maturacdo com inibidores seguida de maturacdo, com o objetivo de aumentar a
competéncia de desenvolvimento dos oécitos (PONDERATO et al., 2001). Estudos de
cocristalizagdo indicaram que a butirolactona | e a roscovitina seguem o mesmo
caminho inibitério: essas duas moléculas competem com o ATP versus o sitio de
ligagdo do ATP da cdc2 cinase, bloqueando a atividade de fosforilagdo (PONDERATO
et al., 2001).

Na maioria das espécies, o inicio do desenvolvimento de embrides fertilizados in
vivo ocorre no lumen do oviduto (BATTERIDGE, 1995), o qual mantém uma pressao de
O. mais baixa que a da atmosfera (BISHOP, 1956; MAAS et al., 1976), protegendo
assim os embrides de mamiferos do estresse oxidativo (MASTROIANNI e JONES,
1965; LI e FOOTE., 1993; NODA et al., 1994; WATSON et al., 1994). Em sistemas de
cultivo in vitro, o estresse oxidativo ocorre quando o acumulo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS) ultrapassa a capacidade antioxidante do sistema. A alta concentragao
de O, atmosférico induz a geracao de radicais livres que sao produzidos por varias vias
metabdlicas e enzimas do od6cito, embrido ou das células foliculares (células do
cumulus) co-cultivadas com estes. O estresse oxidativo danifica os embrides ao causar
peroxidacdo de fosfolipideos de membrana e alterar muitos tipos de moléculas
celulares, tais como lipideos, proteinas e acidos nucléicos (NASR-ESFAHANI et al.,
1990). As consequéncias incluem alteracbes mitocondriais, bloqueio de
desenvolvimento, deplecdo do ATP e apoptose (KOWALTOWSKI e VERCESI, 1999;
HYSLOP et al., 1988; YANG et al., 1998). Assim, a adicao de antioxidantes ao meio de
cultura tem se demonstrada efetiva na manutencao e desenvolvimento embrionario in
vitro (TAKAHASHI et al., 1993; LIM et al., 1996; CAAMANO et al., 1996; LIM et al.,
1999).

Indubitavelmente, muitos fatores biol6égicos agem de forma conjunta para

preparar o odcito imaturo para um desenvolvimento bem sucedido e um embrido



competente depois da fecundacdo. Defeitos na maturacdo oocitaria podem
possivelmente ser causados por uma inadequada maturagao nuclear ou citoplasmatica,
ou mesmo por uma falha em ambas (YANG et al., 1998). A compreensdo exata das
necessidades metabodlicas do odcito em sistemas de cultivo de maturagdo in vitro
pressupde a necessidade de novas pesquisas até que seja estabelecida a condigao
ideal para que o maior numero possivel de odécitos maturados in vitro adquira a
competéncia de desenvolvimento e torne-se héabil para sustentar o desenvolvimento
inicial do embrido.

Com este intuito, este trabalho busca acrescentar informacdes referentes as
necessidades metabdlicas/fisiologicas para a adequada capacitacao/maturacao do
odcito e, baseado nestas necessidades, definir um sistema de cultivo que aumente a
producdo e a qualidade dos embrides bovinos produzidos in vitro. Para isso, este
trabalho tem por objetivo principal avaliar os efeitos da suplementacdo do meio de pré-
maturagdo com Butirolactona | ou Roscovitina por 8, 16 ou 24 horas seguido do cultivo
de maturacao in vitro, além da suplementacdo com os antioxidantes B-mercaptoetanol
ou cisteamina, sobre o retardo na maturacdo nuclear de od6citos, maturacao
citoplasmatica, momento da fecundagdo e competéncia no desenvolvimento de

embrides bovinos.

Objetivos

1. Avaliar a eficacia da roscovitina e da butirolactona | como inibidores da
maturacdo nuclear no meio de pré-maturacao por 8, 16 ou 24 horas e relacionar a
competéncia oocitéaria e a fase da meiose nos tempos de 8, 16 e 24 horas do inicio do
cultivo de maturacao do oécito bovino.

2. Avaliar o efeito da suplementacao do meio de pré-maturacao e maturacao com
antioxidantes (B-mercaptoetanol ou cisteamina) sobre a competéncia oocitaria, cinética
da maturagado nuclear, fecundacdo e competéncia do desenvolvimento embrionario in

vitro.



3. Definir qual o melhor momento para realizar a fecundacdo de odcitos
maturados in vitro, em meio suplementado com roscovitina, butirolactona I, B-
mercaptoetanol e cisteamina por 16, 20 ou 24 horas.

4. Verificar a competéncia no desenvolvimento embrionario in vitro apés a
fecundacao de odcitos previamente submetidos ao retardo da maturagéo nuclear com
suplementacao de roscovitina e butirolactona | no meio pré-maturacao por 8, 16 ou 24
horas.

5. Avaliar o efeito da suplementacdo do meio de maturagdo com antioxidantes e
inibidores da maturacao sobre a variabilidade da freqiéncia de danos no DNA.

6. Estabelecer correlacbes entre danos no DNA e taxa de maturagao,

fecundacéo e de desenvolvimento de embrides até o estadio de blastocisto.
Revisao da Literatura

Maturacao de odcitos em mamiferos

Denomina-se maturagdo meidtica a conversao de odcitos imaturos plenamente
crescidos, inclusos no foliculo antral, em o6citos maturos nao fecundados,
anteriormente a ovulagcdo. A maturacao meidtica refere-se a progressao nuclear do
estadio dictioteno até a M Il (primeira reducdo meiotica), assim como as alteracdes
metabdlicas necessarias para a ativacdo do odcito apdés a fecundacao (MINGOTI,
1995).

A maturacdo compreende todos os eventos que permitem ao odcito expressar
seu potencial maximo de desenvolvimento apoés a fecundacao. Durante a maturacao, os
odcitos sofrem varias alteracbes nucleares e citoplasmaticas. Os eventos nucleares
incluem: quebra da vesicula germinativa (GVBD), desaparecimento do nucléolo,
condensagao da cromatina, extrusdo do primeiro corpusculo polar e formacao do
segundo fuso meibtico, enquanto os eventos citoplasmaticos incluem: redistribuicao das
organelas intracelulares (mitocondrias migram para posicdo perinuclear e granulos
corticais depositam-se abaixo da membrana vitelina) e maturacdo dos mecanismos de

liberacdo do Ca®**. A retomada da meiose coincide com a expansdo das células do



cumulus na superficie do odcito (revisado por HE et al., 1997). Sabe-se que gréanulos
corticais (GC) sao granulos secretores, cujo exsudato € capaz de alterar a fungéao e
promover o endurecimento da zona pelucida (CHERR et al., 1988). Baseado nestas
modificagdes morfoldgicas, o processo de maturagao nuclear é dividido nos estadios da
meiose: vesicula germinativa (VG), caracterizada por um nucleo visivel e proeminente,
diacinese (D), metafase | (M I), anafase | (A 1), telofase | (T 1) e metafase Il (M II)
(DONAHUE, 1968; MOTLIK e FULKA, 1976; MOTLIK et al., 1978). Ainda podemos citar
a fase de metafase Il (M Ill) descrita por KUBIAK (1989) e ARAKI et al. (1996) que
observaram a emissdo do segundo corpusculo polar em odcitos de camundongo.

Quando incluso no foliculo ovulatério de Graaf in vivo, o oécito retoma a
maturacdo meidtica apd6s o pico pré-ovulatério de gonadotrofinas (horménio foliculo
estimulante - FSH e horménio luteinizante - LH), as quais induzem alteracées
fisiolégicas na atividade das células do cumulus (MASUI e CLARKE, 1979). As funcdes
principais do LH sdo a estimulagdo da maturacao folicular final, a ativagcdo do odcito
para que reinicie a meiose (encontra-se em préfase |), a ovulacao e a luteinizacao das
células da granulosa e da teca que formarao o corpo Iiteo (BO et al., 2000).

Em cultivo in vitro, os complexos-cumulus-o6cito (COCs) isolados em meio
simples de cultivo retomam a meiose espontaneamente, mesmo na completa auséncia
de horménios (PINCUS e ENZMANN, 1935), provavelmente pela simples remogao de
algum fator inibitério presente no foliculo integro. Tem sido sugerido que o inibidor da
maturacdo oocitaria (OMI), produto das células da granulosa, mantém o odcito em
estadio dictioteno da primeira préfase meidtica (TSAFRIRI, 1985). O OMI é um
polipeptideo que é encontrado no fluido folicular de ovarios de uma variedade de
mamiferos e que impede o odcito de sofrer maturagdo meidtica espontanea quando
cultivado in vitro WASSARMAN e ALBERTINI, 1994).

A segunda divisdo meio6tica comeca em M Il, mas ndo é completa até que ocorra
a penetracdo do espermatozoide. O término da segunda divisdo meibtica é
acompanhado da extrusdo do segundo corpusculo polar para o espago perivitelino
(GORDON, 1994). A retomada da meiose (M Il) em oécitos mamiferos € acompanhada
de um substancial aumento na atividade de muitas cinases (CROSBY et al., 1984;



BORNSLAEGER et al.,, 1986; KASTROP et al., 1990). O componente central desta
atividade é o fator promotor de maturacdao (MPF). O MPF é uma serina/treonina
proteina cinase composta por uma subunidade regulatéria, a ciclina B, e uma
subunidade catalitica, p34°®? (LOHKA et al., 1988; LABBE et al., 1989). Um possivel
papel da proteina cinase ativada por mitdgeno (MAPK) durante o inicio e progressao da
meiose foi reportado por FISSORE et al. (1996).

Inibidores da maturacao in vitro de oécitos

Muitos inibidores quimicos potentes da retomada da meiose podem ser usados
in vitro. Em bovinos e em outros animais de grande porte, a sintese protéica € requerida
para completar a maturagdo nuclear (SIRARD et al., 1989; MOTLIK et al., 1990;
KASTROP et al., 1991). O uso de inibidores da sintese protéica permite o cultivo de
odcitos bovinos de maneira reversivel na retomada da meiose (LONERGAN et al.,
1998).

In vivo, os odécitos alcancam a aquisicdo da maturagdo do citoplasma
(capacitacao) e a competéncia para retomar a meiose (maturacao) depois de uma série
longa de processos preparatorios envolvendo transcricdo e conseqlente tradugédo de
transcritos durante a profase meidtica (GOSDEN et al., 1997; HYTTEL et al., 1997). A
retomada da meiose envolve a condensagdo dos cromossomos, que resulta em um
subito bloqueio da transcricdo e é acompanhada de profundas modificagées no padrao
de neosintese protéica (WU et al.,, 1996; LONERGAN et al., 1997). Os eventos
moleculares relacionados a esta diferenciacao tardia do odcito ndo sdao conhecidos,
mas suspeita-se que transcritos e proteinas sdo estocados em uma forma estavel
durante este periodo e tém uma importante funcdo durante o desenvolvimento
embrionario precoce, quando o genoma embriondrio permanece quiescente
(MERMILLOD et al., 2000).

Durante a maturacao citoplasmatica, o aumento pronunciado na atividade das
cinases inicia uma complexa cascata de fosforilacdo de proteina especifica e
desfosforilagcdo, envolvendo um numero de cinases, como o MPF e a familia da MAPK
(MOTLIK et al., 1998).



No caminho da tradugé@o, o MPF é uma cinase envolvida na divisao celular e na
regulacdo do ciclo de transicdo da célula G2/M de todas as células eucaribticas. A
ativagcdo do MPF é também um ponto chave da retomada da meiose em oécitos que
correspondem a transigao da G2/M (revisto por EPPIG et al., 1996). A ativagdo do MPF
€ um processo “two-steps” envolvendo a formagao de um complexo entre a subunidade
da cinase (p34°®?, homoéloga ao produto do gene cdc2 da levedura) e uma subunidade
regulatéria (ciclina B). Uma vez formado esse complexo pode ser ativado pela
desfosforilagdo da treonina 14 e residuos da tirosina 15 da subunidade p34. Assim, em
bovinos, a atividade do MPF requer tanto a neosintese protéica como as cascatas de
fosforilagdo/desfosforilacao. A estabilidade da atividade do MPF pode ser prevenida por
drogas que agem nesses dois niveis (MERMILLOD et al., 2000).

A maturacao nuclear do oécito ndo é suficiente para resultar no subseqliente
desenvolvimento embrionério. Pode-se hipotetizar que se odécitos sdo cultivados in vitro
antes da maturagdao sob condicdes que mantém estacionado o estadio de vesicula
germinativa (VG), estes podem ter a oportunidade de adquirir uma grande competéncia
no desenvolvimento. Tentativas tém sido feitas com o intuito de manter a meiose
estacionada com estabilizacdo farmacoldgica (realizada pelo cicloheximide, 6-
dimetilaminopurina, butirolactona |, roscovitina) ou com inibidores fisiolégicos (células
da teca) (RICHARD et al., 1997; SAEKI et al., 1997; AVERY et al., 1998; KUBELKA et
al., 2000; MERMILLOD et al., 2000).

Roscovitina, uma purina conhecida especificamente por inibir a atividade da MPF
cinase em numerosos sistemas celulares, mantém odcitos bovinos no estadio de
vesicula germinativa (MERMILLOD et al., 2000). A roscovitina é um inibidor seletivo das
cinases dependentes de ciclinas cdk 1, 2 e 5 (KNOCKAERT et al., 2002). MERMILLOD
et al. (2000) investigaram o uso de 25 uM de roscovitina por 24 horas para demonstrar
que é possivel o cultivo de odcitos bovinos com inibidor de meiose sem diminuir seus
resultados no potencial de desenvolvimento.

Butirolactona | € um dos compostos que funcionam como um potente, especifico
e reversivel inibidor da quebra da vesicula germinativa (GVBD). Esta molécula age
como um inibidor competitivo do ATP, € um inibidor potente e especifico de cinases



dependente de ciclinas (cdks), e tem algum efeito inibitério em outras proteinas cinases
como a MAPK (KITAGAWA et al., 1993, 1994; MOTLIK et al.,, 1998). Recentemente,
KUBELKA et al. (2000), demonstraram que a butirolactona | na concentragédo de 100
UM pode manter a meiose estacionada em bovinos por 24 a 28 horas.

Estudos de cocristalizacdo indicaram que a butirolactona | e a roscovitina
seguem o mesmo caminho inibitério: essas duas moléculas competem com o ATP
versus o sitio de ligagdo do ATP da cdc2 cinase, blogueando a atividade de
fosforilagdo. Esta inibicdo é reversivel e pode ser explorada usando-se um duplo
sistema de cultura com pré-maturagcdo com inibidores seguida de maturagdo, com o
objetivo de aumentar a competéncia de desenvolvimento dos oécitos (PONDERATO et
al., 2001). Derivados de purinas mais especificos, direcionados para a inibicdo do MPF,
tém sido recentemente designados e usados com sucesso para prevenir a divisao
celular e retomada da meiose em organismos menores (revisto por MEIJER, 1996;
MEIJER e KIM, 1997).

Antioxidantes

No metabolismo celular, durante o desenvolvimento embrionario, as espécies
reativas de oxigénio (ROS), que incluem anion superéxido (Oy), perdxido de hidrogénio
(H20,) e radical hidroxila (OH-), sdo constantemente liberadas do processo de quebra
de ATP (fonte energética celular) (FEUGANG et al., 2004).

Estes radicais livres sdo os mais importantes oxidantes biologicos, pois séo
potentes eletrofilos que agem em centros nucleofilicos, com terminagées —OH, —NH e
grupos —SH, de pequenos componentes e macromoléculas celulares (DNA, proteinas e
polissacarideos), causando consequéncias irreversiveis, como a morte celular
(apoptose ou necrose) (KNAPEN et al., 1999). A concentracao intracelular das ROS é
aumentada nos sistemas de cultivo in vitro, onde elevadas quantidades de O, e H>O»
foram detectadas (FEUGANG et al., 2004).

Esta bem conhecido que as concentracées de O, no lumen do trato reprodutivo
feminino estdo entre um terco (3 a 9%) do encontrado nas condi¢cdes in Vvitro
(MASTRIOANNI e JONES, 1965). O cultivo de embrides com alta tensdo de oxigénio in



vitro (20%) pode produzir mais radical livre (FOWLER e CALLINGHAM, 1978) do que
em embrides cultivados com 5 ou 7% de O, (NASR-ESFAHANI et al., 1990; LIU e
FOOTE, 1995).

Parece que o balango entre a producao de espécies reativas ao oxigénio (ROS)
e sua “limpeza” é um importante fator para a aquisicao da habilidade da fecundacgéao in
vitro (DE LAMIRANDE et al., 1997). Parece que embrides cultivados in vitro que s&o
expostos ao estresse oxidativo tém seu mecanismo de defesa insuficiente para proteger
sua delicada estrutura celular (ALI et al., 2003). Efeitos de radicais livres derivados do
oxigénio durante o cultivo in vitro tém sido demonstrados em muitas espécies. Tem sido
demonstrado que as ROS induzem disfungcdo mitocondrial, danos ao DNA, RNA e
proteinas (COMPORTI, 1989) bem como inibicdo da fusdo espermatozéide-odcito
(AITKEN et al.,, 1993). Para proteger o odcito e os embrides do estresse oxidativo
durante o cultivo, muitos antioxidantes podem ser adicionados ao meio de cultivo.

Glutationa (GSH) é um antioxidante natural presente em ambos os gametas, mas
em niveis variaveis. O aumento nas concentragdes intracelulares de GSH é mostrado
em odcitos que progridem da fase de vesicula germinativa para metéafase I, mas a GSH
€ baixa em zigotos fecundados no estadio pré-nuclear quando comparados com odcitos
maturos (CALVIN et al.,, 1986; PERREAULT et al., 1988; FUNAHASHI et al., 1995;
MIYAMURA et al., 1995). Entretanto, a GSH possui um importante papel na protecao da
célula contra os danos oxidativos (DE MATOS e FURNUS, 2000). Os niveis de GSH
encontrados no odécito no final da maturacdo sao considerados bons marcadores
bioquimicos da viabilidade oocitaria (ABEYDEERA et al., 1998).

DE MATOS et al. (1996) demonstraram que a adicao de cisteamina, cisteina e -
mercaptoetanol ao meio de maturacao aumentaram a sintese de GSH no oécito bovino
durante a MIV. Este aumento no conteddo da GSH supre os o6citos maturados in vitro
de um grande estoque de GSH disponivel para protecdo do embrido até o estadio de
blastocisto (TELFORD et al., 1990; DE MATOS et al., 1995, 1996), melhorando a
eficiéncia da produgao in vitro de blastocistos de odcitos imaturos.

O precursor da GSH em odcitos é a cisteina (DE MATOS e FURNUS, 2000), que
pode ter um papel importante como antioxidante quando suplementado em sistemas de
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cultivo. A GSH é o maior composto sulfidrico ndo proteico em células de mamiferos e
serve como reservatorio de cisteina (MEISTER e TATE, 1976).

DE MATOS et al. (1995; 1996) demonstraram que a suplementagédo do meio de
MIV com cisteamina aumentou o conteudo intracelular de GSH em odcitos bovinos e
melhorou o desenvolvimento e qualidade dos embrides, produzindo mais embrides que
atingiram o estadio de blastocisto no dia 6 do que embrides produzidos em meio de
maturacao sem suplementacéo.

Proteger embrides contra o estresse oxidativo parece ser uma das chaves em
melhorar o desenvolvimento. Tem sido demonstrado que o desenvolvimento de
embrides bovinos foi promovido pelo uso do B-mercaptoetanol, um composto tiol de
baixo peso molecular usado como agente redutor em meios de cultivo (TAKAHASHI et
al., 1993). O efeito do B-mercaptoetanol na maturagao oocitaria e no desenvolvimento
embrionario esté correlacionado com a biosintese intracelular de GSH (TAKAHASHI et
al., 1993; DE MATOS et al., 1996; DE MATOS e FURNUS, 2000).

Apoptose

A apoptose é a forma mais generalizada de morte celular, pois é a que ocorre
tanto no desenvolvimento embrionario-fetal como ao longo da vida adulta. O conceito
revolucionario de morte celular por apoptose, contrastando com o de necrose, foi
proposto ha 26 anos por (KERR e SEARLE, 1972): “As células fisiologicamente
indesejaveis ndo necrosam, elas apoptosam”. A morte celular programada é
caracteristica no desenvolvimento de animais e plantas. Esse tipo de morte celular é tao
importante quanto o processo mitético no sentido de produzir um individuo.

Na apoptose ha diminuicdo do tamanho celular e condensagao do nucleo. Os
conteudos nuclear e citoplasmatico se fragmentam no fim do processo originando os
corpos apoptéticos. Esses restos sao fagocitados por células vizinhas do mesmo tipo ou
por macrofagos. A condensacao da cromatina na periferia do nicleo é consequiéncia do
colapso da cromatina resultante do descolamento das algcas cromoss6micas da lamina
nuclear que se desintegram na apoptose (OBERHAMMER et al.,1993).
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A apoptose é caracterizada por uma série de eventos bioquimicos e morfol6gicos
observados no nucleo e no citoplasma das células que entram neste processo. A
condensacgao e fragmentacdo do DNA nuclear estdo comumente associadas a quebra
do DNA nuclear em fragmentos de 200 pares de base. Similarmente, o citoplasma se
torna denso e com corpos apoptéticos e vesicula, e € observado ainda, peroxidagao
lipidica e oxidacdo de proteinas e aumento do reticulo endoplasmatico (HALL, 1999). E
confirmada in situ por meio do ensaio TUNEL, que a enzima terminal “deoxynucleotidyl
transferase” (TdT) catalisa a incorporagdo de “biotinylated deoxyuridine” (dUTP) nos
locais de quebra de DNA. O sinal é amplificado por fluorescéncia. A reagdo TUNEL
preferencialmente detecta células que iniciaram o processo de morte celular. A
apoptose é observada em condigdes normais no desenvolvimento de embrides in vivo e
in vitro do inicio do desenvolvimento de embrides (NEUBER et al., 2002). O indice de
células em apoptose pode indicar a qualidade de blastocistos produzidos.

A relacdo entre o desenvolvimento embrionario e danos ao DNA pode ser
medida pela técnica do Cometa. O ensaio Cometa é baseado no principio que danos ao
DNA reduzem o tamanho de fragmentos do DNA. Este efeito é detectado aplicando um
campo eletroforético para lisar as células. Os fragmentos de DNA corados formam um
tipico padrao de migracdo semelhante a um cometa (HELMA e UHL, 2000). A detecgéo
de danos aos fragmentos de DNA pelo ensaio Cometa € um método proveitoso para
avaliar o estresse oxidativo ou outras condi¢gbes de cultivo embrionario que podem
comprometer o desenvolvimento embrionario. O ensaio Cometa, que pode detectar
danos ao DNA de células individuais, permite a quantificagdo de danos ao DNA tanto
pelo monitoramento da freqiéncia de danos do DNA como pela extensao (TAKAHASHI
et al., 2000).
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CAPITULO 2 - MATURAGCAO NUCLEAR, DISTRIBUIGAO DE GRANULOS
CORTICAIS E CONCENTRAGCAO INTRAOOCITARIA DE GLUTATIONA EM
OOCITOS TRATADOS COM INIBIDORES DA MATURAGCAO NUCLEAR E
ANTIOXIDANTES

RESUMO - A maturacao oocitaria € marcada pela retomada da primeira divisao
da meiose com progressao do estadio de vesicula germinativa (VG) da préfase | até a
metafase Il (MIl). Nesta fase ocorrem todos os eventos necessarios para que o 0d4cito
expresse seu potencial maximo de desenvolvimento apds a fecundagéo. Os inibidores
de maturagao nuclear, butirolactona | e roscovitina, mantém os od6citos bovinos no
estadio de VG de maneira reversivel. Os antioxidantes (cisteamina e B-mercaptoetanol)
protegem as células do estresse oxidativo nos meios de cultivo. Objetivou-se avaliar os
efeitos da butirolactona I, roscovitina, cisteamina e -mercaptoetanol sobre a maturacao
nuclear e citoplasmatica in vitro de odécitos bovinos e sobre a concentracdo intracelular
de glutationa [GSHi] desses oécitos. Para avaliar o bloqueio meiético e a cinética da
maturagao nuclear odcitos foram corados com Mowiol-Hoechst apés 8, 16 e 24 horas
do inicio de MIV. Ao final das 24 horas de cultivo, os odcitos de todos os grupos
apresentaram taxas esperadas de M Il variando de 73,42 a 85,36% (P>0,05),
demonstrando que a retomada da meiose foi reversivel nos grupos pré-maturados com
inibidores. A maturacdo citoplasmatica foi avaliada pela distribuicido dos GC pela
coloragdo FITC-LCA apoés 16 e 24 horas de MIV, apresentando maior porcentagem
(P<0,05) dos odcitos maturos (78,52 — 82,92%) nos grupos pré-maturados com
roscovitina em comparagdo com os demais grupos, variando de 52,07 a 66,17%. Para
avaliar o estresse oxidativo do meio, mensuramos a [GSHi] dos o6citos com 24 horas
de MIV, sendo que o grupo SFB obteve a maior concentragdo (3,66 pmol/odcito;
P<0,05). A butirolactona | é capaz de bloquear a maturacdo meio6tica de maneira
reversivel e mais eficiente que a roscovitina, e a presenga dos antioxidantes cisteamina

e B-mercaptoetanol ndo interferiu na retomada da maturacao nuclear.

Palavras-Chave: Maturacao in vitro, o6cito, bovino, granulos corticais, glutationa
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Introducao

A maturacdo compreende todos os eventos que permitem ao odécito expressar
seu potencial maximo de desenvolvimento ap6s a fecundagéo. Durante a maturacao, os
odcitos sofrem varias alteragbes nucleares e citoplasméticas. Os eventos nucleares
incluem: quebra da vesicula germinativa (GVBD), desaparecimento do nucléolo,
condensagcao da cromatina, extrusdo do primeiro corpusculo polar e formacado do
segundo fuso meibtico, enquanto os eventos citoplasmaticos incluem: redistribuicao das
organelas intracelulares (mitocondrias migram para posicdo perinuclear e granulos
corticais depositam-se abaixo da membrana vitelina) e maturacdo dos mecanismos de
liberagdo do Ca?* (revisado por HE et al., 1997). Sabe-se que granulos corticais (GC)
sdo granulos secretores, cujo exsudato é capaz de alterar a fungcdo e promover o
endurecimento da zona pelucida (CHERR et al., 1988).

Apenas a maturacdo nuclear do odcito ndo é suficiente para resultar no
subseqliente desenvolvimento embrionario. A maturacao nuclear e a citoplasmatica sao
consideradas importantes para o desenvolvimento embrionario normal apds a
fertilizacao (YANG et al., 1998). Pode-se hipotetizar que a competéncia para o
desenvolvimento de odcitos maturados in vifro aumente se estes odcitos forem
mantidos no estadio de vesicula germinativa (VG), permitindo uma oportunidade
adicional para que a maturagao citoplasméatica ocorra (RODRIGUEZ e FARIN, 2004).
Tentativas tém sido feitas com o intuito de manter a meiose estacionada com
estabilizacdo farmacoldgica (realizada pelo cicloheximide, 6-dimetilaminopurina,
butirolactona |, roscovitina) ou com inibidores fisiologicos (células da teca) (RICHARD et
al., 1997; SAEKI et al., 1997; AVERY et al., 1998; KUBELKA et al., 2000; MERMILLOD
et al.,, 2000). A roscovitina € uma purina conhecida especificamente por inibir a
atividade da MPF cinase em numerosos sistemas celulares, mantém odcitos bovinos no
estadio de vesicula germinativa (MERMILLOD et al., 2000) e € um inibidor seletivo das
cinases dependentes de ciclinas cdk 1, 2 e 5 (KNOCKAERT et al., 2002). Butirolactona |
€ um dos compostos que funcionam como um potente, especifico e reversivel inibidor

da quebra da vesicula germinativa (GVBD). Esta molécula age como um inibidor
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competitivo do ATP, € um inibidor potente e especifico de cinases dependente de
ciclinas (cdks), e tem algum efeito inibitério em outras proteinas cinases como a MAPK
(KITAGAWA et al., 1993; 1994; MOTLIK et al., 1998).

Todavia, a utilizagdo de um sistema duplo de cultivo de oécitos (pré-maturacéao
com inibidores seguido de maturagdo), implica na manutencao dos oécitos em cultivo
por periodo de tempo mais prolongado que o habitual, expondo-os a provaveis efeitos
deletérios que podem ser oriundos do sistema de cultivo, como por exemplo as
elevadas concentracdes de oxigénio (O2). Em sistemas de cultivo in vitro, o0 estresse
oxidativo ocorre quando o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ultrapassa
a capacidade antioxidante do sistema. A alta concentracdao de O, atmosférico induz a
geracgao de radicais livres que sao produzidos por varias vias metabodlicas e enzimas do
odcito, embrido ou das células foliculares (células do cumulus) co-cultivadas com estes
(NASR-ESFAHANI et al., 1990). Para proteger o oécito e os embrides do estresse
oxidativo durante o cultivo, antioxidantes podem ser adicionados ao meio de cultivo.
Glutationa (GSH) é um antioxidante natural presente em ambos os gametas, mas em
niveis variaveis. Os niveis de GSH encontrados no oécito no final da maturacédo sao
considerados bons marcadores bioquimicos da viabilidade oocitaria (ABEYDEERA et
al., 1998).

Indubitavelmente, muitos fatores biol6gicos agem de forma conjunta para
preparar o oocito imaturo para um desenvolvimento bem sucedido e um embrido
competente depois da fecundacdo. Defeitos na maturacdo oocitaria podem,
possivelmente, serem causados por uma inadequada maturacdo nuclear ou
citoplasmatica, ou mesmo por uma falha em ambas (YANG et al, 1998). A
compreensdo exata das necessidades metabdlicas do oécito em sistemas de cultivo de
maturacdo in vitro pressupde a necessidade de novas pesquisas até que seja
estabelecida a condigao ideal para que o maior numero possivel de oécitos maturados
in vitro adquira a competéncia de desenvolvimento e torne-se habil para sustentar o
desenvolvimento inicial do embrido.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a cinética da maturagdo nuclear e
citoplasmatica (avaliada pela migragao dos granulos corticais) e producao de glutationa
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de o6citos maturados com inibidores da maturacao nuclear e antioxidantes durante a

inibicdo da maturagao nuclear e ap6s a sua reversao.

Material e Métodos

Obtencao dos odcitos

Os ovarios de bovinos abatidos nos abatedouros de Guararapes-SP e Birigli-SP
foram retirados das carcacas aproximadamente 20 minutos apds o abate, mantidos em
solugdo salina estéril a 30-35°C e transportados para o laborat6rio em caixas térmicas,
nao excedendo o limite de 6 horas desde o abate até o inicio das aspiragbes. As
puncdes foliculares foram realizadas manualmente por meio de agulha de calibre 18-G
adaptada a seringa de 20 mL, ambas descartaveis. Todo o material aspirado foi
transferido para tubos plasticos de 50 mL e decantado por 15 minutos para selecao dos
odcitos.

Selecao dos odcitos

O sedimento foi transferido para placas de poliestireno de 60 mm de diametro e
avaliado em microscopio estereoscopico. Os oécitos com cumulus compacto, possuindo
pelo menos 4 camadas de células e de aparéncia saudavel (citoplasma de granulacao

homogénea) foram selecionados para o cultivo de maturagéo.

Maturacao dos odcitos

Os od6citos selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199
(meio TCM-199 suplementado com 0,2 mM de piruvato, 20 mM de HEPES, 5 mM de
bicarbonato de sédio e 75 ug/mL de amicacina) e uma vez em meio de pré-maturagao
(meio TCM-199 suplementado com 75 ug/mL de amicacina, 0,3% de BSA e 0,2 mM de
piruvato). O meio de pré-maturagéo foi suplementado com 25 uM de roscovitina ou 100
UM de butirolactona | e 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 uM de cisteamina. Somente
foram pré-maturados os oécitos dos grupos contendo inibidores da maturacao nuclear.

Estes odcitos foram avaliados quanto a cinética de maturagéo nuclear apos 8, 16 e 24
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horas do inicio do pré-cultivo e também avaliados quanto a cinética de maturacao
citoplasmatica ap6s 24 horas de pré-cultivo.

Ao término do cultivo de pré-maturacéo, os odcitos foram transferidos para placa
de cultura contendo meio de maturacdo B-199 (meio TCM-199, suplementado com 0,2
mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de sédio, 75 ug/mL de amicacina, 1 ug/mL de
17-B estradiol, 0,5 ug/mL de FSH, 100 Ul/mL de hCG e 0,6% de BSA) suplementado ou
ndo com 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 uM de cisteamina. Os demais grupos
experimentais (sem inibidores da maturacédo nuclear) foram apenas cultivados em meio
de maturagdo B-199. Os odcitos foram avaliados quanto a cinética de maturacao
nuclear apés 8, 16 e 24 horas de cultivo de maturagdo, e quanto a cinética de
maturacao citoplasmatica apds 16 e 24 horas de cultivo. Também foi mensurada a
concentracdo intracelular de glutationa dos odcitos apds 24 horas do cultivo de
maturacao.

Os o6citos de todos os grupos foram cultivados em microgotas de 100 uL de
meio recoberto com éleo mineral, em estufa a 38,8°C com atmosfera de 5% de CO, em

ar e maxima umidade.

Métodos de coloracao

Coloracao com gel Mowiol-Hoechst

Os odcitos foram retirados do meio de maturacdo, colocados em tubos de
microcentrifuga com tripsina a 0,1% e levados ao vortex para remoc¢ao das células do
cumulus por 3 a 5 minutos. Os odcitos desnudos foram fixados em solugcdo de
formamida 4% durante 5 minutos e em seguida em solugdo de Triton 1% por 10
minutos. Foram corados em gel Mowiol-Hoechst (10 ug de Hoechst 33342 para 1 mL
da solugcao de gel) entre lamina e laminula (HOUSE EAR INSTITUTE, 2001). Para
analise quanto aos estadios da meiose (VG, M | e M Il), as Iaminas foram visualizadas
em microscépio equipado com epifluorescéncia (Microscopio Olympus [IX51-1l;
excitacao 330 a 385 nm e emissao 420 nm). A classificagao dos odcitos de acordo com
as diversas fases da meiose pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1 - Fotomicrografia das diversas fases da maturagéo nuclear de oécitos bovinos
observados sob microscépio de epifluorescéncia A) Odbcitos em VG: cromossomos
descondensados; B) Odécitos em M |: cromossomos condensados; C) Odécitos em M II:
cromossomos condensados na placa metafdsica e no primeiro corpusculo polar (1°
CP).

Coloracao de granulos corticais

Foi utilizada a metodologia descrita por CHERR et al. (1988) com algumas
modificagdes. A zona pelucida foi removida por incubagdo em pronase 0,5% por
aproximadamente 5 minutos. Depois, os o06citos foram fixados em solucdo de
formaldeido em PBS a 3% por 30 minutos, e em seguida incubados durante a noite em
solugao de bloqueio — SB (PBS com 1 mg/mL de BSA, 100 mM de glicina e 0,2% de
azida de sodio). Os odcitos foram permeabilizados por 5 minutos em SB acrescida de
0,1% de Triton X-100 e a seguir foram incubados em 10 ug/mL de Lens culinaris
aglutinina conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC-LCA; esta lecitina se liga
especificamente a a-D-manose presente nos granulos corticais) em SB por 15 min. Em
seguida, os o6citos foram lavados em SB 3 vezes. As laminas foram montadas em gel
Mowiol-Hoechst e visualizadas em microscépio de epifluorescéncia (Microscopio
Olympus IX51-ll; excitacdo 420 a 460 nm e emissdo 515 nm) para avaliagdo da
distribuigcdo dos granulos corticais no interior dos o6citos. De acordo com o padrao de
distribuicdo dos granulos corticais, os odcitos foram classificados em trés grupos: GC
distribuidos em “clusters” — odécito imaturo; GC dispersos (periféricos) e parcialmente
em “clusters” — parcialmente maturos; GC periféricos — o6citos maturos (figura 2), de
acordo com HOSOE e SHIOYA (1996) e MEO (2002).



25

Figura 2 - Fotomicrografia das diversas fases da maturacao citoplasmatica de odcitos
bovinos observados sob microscopio de epifluorescéncia A) GC dispostos em “clusters”
no interior do odcito (oécito imaturo); B) GC dispostos tanto no centro como na periferia
do odcito (odcito parcialmente maturo); C) GC dispostos na periferia do oécito (odcito

maturo).

Mensuracdao da concentracado intraoocitaria de glutationa dos odcitos
maturados

O protocolo utilizado foi descrito por BROWNE e ARMSTRONG (1998) com
algumas adaptacdes. Apds o cultivo de MIV, 30 odcitos de cada tratamento foram
desnudados com tripsina 0,1% e depositados em microtubo (500uL) contendo 100 uL
de solugao de extracao de acido meta-fosférico (SEAM - 1,67 g de acido meta-fosférico,
200 mg de EDTA e 30 g de NaCl em 90 mL de H20). Para lise dos odcitos, cada
amostra foi agitada com agulha de insulina (29 G “/2") e posteriormente estocada em
freezer 20°C. Apés a colheita de cinco repeticdes as amostras foram descongeladas e
centrifugadas por 4 minutos a 1.500 rpm (540xg) para precipitacdo dos “debris”
celulares. O sobrenadante (100 uL) de cada amostra foi transferido individualmente
para um tubo de ensaio contendo 2 mL de solucao tampéao de glutationa (TG - 0,1 M de
fosfato de s6dio monobasico e 5 mM de EDTA em 1 L de H20 — pH 8,0). Foram
adicionados 100 pL do reagente o-phthaldialdehyde - OPT (25 mg de OPT em 25 mL
de metanol) em cada tubo de ensaio e estes foram incubados por 15 minutos no
escuro. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro (Hitachi — F-2500) ajustado para
emissao de fluorescéncia de 420 nm e excitagdo de 350 nm. A [GSHi] em pmol de cada

amostra foi determinada pela equacao da reta obtida da curva padrao da concentragao
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de GSH. Esta concentracao foi dividida pelo numero de oécitos presentes em cada
amostra para se obter a [GSHi] em pmol por oécito.

Construcao da curva padrao da concentracao de GSH
Foi preparada uma solugao padrao de GSH (0,10 mg de GSH reduzida por mL
de TG). Esta solugdo padrdo foi diluida em agua Milli-Q em concentracoes
decrescentes totalizando 5 amostras (0,05, 0,04, 0,03, 0,02, 0,01 mg/mL de GSH) e
uma sem GSH (branco, 0 mg/mL). De cada amostra foram retirados 100 pL e
homogeneizados com 1,9 mL de SEAM. Foram retirados 100 uL dessa solugao, que foi
homogeneizada com 2 mL TG. Em cada tubo foi adicionado 100 uL do reagente OPT,
homogeneizado e incubado por exatamente 15 minutos antes da leitura em
espectrofotébmetro. A leitura foi realizada com emisséo de fluorescéncia de 420 nm e
excitacao de 350 nm. Foram realizadas cinco repeticées para cada amostra padrdo. As
concentragcbes das amostras padrao foram convertidas em pmol de GSH. A partir
destas concentragoes, foi elaborada uma curva padrdo, sendo obtida a equacgédo da
reta:
Equacao do gréfico y = 0,1446x - 0,7374
x = (y + 0,7374)/ 0,1446

Sendo: x= concentracdo da amostra em pmol e y = emissdo da amostra em 420 nm
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Curva Padrio Glutationa
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Figura 3 - Curva padrao de glutationa.

Delineamento experimental

Os od6citos foram pré-maturados em meio suplementado com 0,3% de BSA e 25
UM de roscovitina ou 100 uM de butirolactona | e 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 uM
de cisteamina. Depois foram maturados em meio B-199 suplementado com 0,6% de
BSA e 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 pM de cisteamina conforme grupos
experimentais abaixo:

Pré-Maturacao:

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 25 uM de roscovitina (R);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 25 uM de roscovitina + 50 uM de
cisteamina (RC);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 25 uM de roscovitina + 50 uM de 3-
mercaptoetanol (RM);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 100 uM de butirolactona | (B);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 100 uM de butirolactona | + 50 uM
de cisteamina (BC);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 100 uM de butirolactona | + 50 uM
de B-mercaptoetanol (BM);
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Maturacao:
((S) - B-199 suplementado com 10% de SFB (PADRAO);
o F?;kﬂﬂlv ) (C) —»B-199 suplementado com 0,6% de BSA (CONTROLE);
(CC) —»B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 uM de cisteamina;

(CM) —»B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 pM de p-mercaptoetanol;
?(CR) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA
(CRC) —» B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 uM de cisteamina
(CRM) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 pM de B-

COM mercaptoetanol
PREMIV (CB) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA

(CBC) — 199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 uM de cisteamina

(CBM) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 pM de B-
\_mercaptoetanol

Experimento I: Cinética da Maturacao Nuclear

Os od6citos foram avaliados quanto a cinética da maturagao nuclear:

= Pré-maturacao (grupos com inibidores de maturagdo nuclear): 8, 16 e 24
horas do inicio da pré-maturagao pela coloracao com gel Mowiol-Hoechst.

= Maturacao: 8, 16 e 24 horas do inicio da maturacéo pela coloragdo com gel

Mowiol-Hoechst.

Experimento II: Cinética da Maturacao Citoplasmatica

Os odcitos foram avaliados quanto a cinética da maturagéo citoplasmatica:

= Pré-maturacdo (grupos com inibidores de maturacao nuclear): 24 horas do
inicio da pré-maturacao pela coloracao dos granulos corticais (GC) com Lens culinaris
aglutinina conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC-LCA).

= Maturacao: 16 e 24 horas do inicio da maturagao pela coloragdo dos GC com
(FITC-LCA).
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Experimento IlI: Determinacao da Concentracao Intraoocitaria de Glutationa
Os odécitos foram coletados para a determinagdo da concentracdo de glutationa

intraoocitaria utilizando espectrofluorimetro com 24 horas do inicio da maturagao.

Analise Estatistica

Para avaliar o efeito da suplementacdo do meio de cultura com inibidores da
maturacao nuclear e antioxidantes sobre a maturagdo os dados foram analisados pela
fracdo de odcitos cultivados que atingiram os estagios determinados de maturacao,

reportados em termos de porcentagem (%). Como a porcentagem de odcitos maturados

nao obteve distribuicdo normal, os dados foram transformados em arc sen J% . Foi
aplicada analise de variancia (ANOVA) para comparagao dos tratamentos em cada uma
das fases de maturacdo dos odcitos e, posteriormente, foi aplicado teste de Duncan
para comparacao multipla das médias.

Para avaliar o efeito da suplementacdo do meio de cultura com antioxidantes
sobre a variavel concentracdo de glutationa intracelular dos odécitos foi realizada
ANOVA para comparagao dos tratamentos. Posteriormente foi aplicado teste de
Duncan para comparacao multipla das médias.

O nivel de significancia adotado foi de 5%. A anadlise estatistica foi efetuada

empregando-se o sistema SAS (Statistical Analysis System).
Resultados
Experimento | — Cinética da Maturacao Nuclear

Cultivo de Pré-Maturacao

Apb6s 8 horas do inicio do cultivo de pré-maturacdo observou-se que a maioria
dos odcitos estava na fase de VG para todos os grupos avaliados. Todavia, foi
observada maior porcentagem (P<0,05) de o6citos em VG (94,38 — 97,53%) nos grupos
pré-maturados com butirolactona |, ao passo que uma pequena porcentagem daqueles
pré-maturados com roscovitina escapou desta inibicao e se encontravam na fase de M |
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(11,11 — 26,33%) (P<0,05; Tabela 1). Com 16 horas do inicio do cultivo de pré-
maturacdo, a maior parte odécitos dos grupos pré-maturados com butirolactona |
encontrava-se em VG (93,06 — 96,01%), enquanto que os pré-maturados com
roscovitina estavam em M | (19,11 — 30,11%) (P<0,05; Tabela 2). Ao final das 24 horas
do cultivo de pré-maturagdo os odcitos dos grupos pré-maturados com butirolactona |
ainda permaneceram em VG (84,15 — 85,85%), mas parte dos odcitos pré-maturados
com roscovitina alcangou o estadio de M 1l (18,57 — 29,11%) (P<0,05; Tabela 3).

Tabela 1 — Estadio nuclear de o6citos pré-maturados durante 8 horas com inibidores da
maturacdo nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes (cisteamina ou [3-

mercaptoetanol).

Grupos Odcitos Fase da meiose n (%omédia £ EPM)
Cultivados VG M| M I
B 67 63 (94,58 + 1,76)® 2 (2,56 £1,62)° 2 (2,86 £1,84)%
BC 79 77 (97,53 + 1,56)? 2 (2,47 £1,56)° 0 (0,00 + 0,00)*
BM 64 61 (94,38 + 2,63)® 3 (5,62 +2,63)™ 0 (0,00 £ 0,00)*
R 75 66 (88,89 + 3,94)° 9 (11,11 £3,94)° 0 (0,00 + 0,00)*
RC 81 59 (73,67 + 3,68)° 22 (26,33 + 3,68)* 0 (0,00 + 0,00)*
RM 73 54 (73,98 + 4,09)° 18 (24,83 + 3,68)° 1(1,19+1,19)°

VG: Vesicula Germinativa; M I: Metafase I; M II: Metéafase |II.

¢ etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).

Tabela 2 — Estadio nuclear de oécitos pré-maturados durante 16 horas com inibidores
da maturacao nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes (cisteamina ou B-

mercaptoetanol).

Grupos Odcitos Fase da meiose n (%omédia + EPM)
Cultivados VG M I M I
B 62 7 (93,06 + 4,52)% 3 (4,17 +2,85)° 2 (2,78 +2,78)?
BC 75 0 (93,31 £2,73)2 5 (6,69 + 2,73)™ 0 (0,00 £ 0,00)*
BM 60 57 (96,01 + 1,80)* 2 (2,80 +1,78)° 1(1,19+£1,19)
R 73 4 (75,62 +7,15°  15(19,11 £ 4,92)® 4 (5,28 + 4,09)?
RC 49 0 (62,11 £5,71)° 16 (30,11 £ 3,93)* 3 (7,78 £6,54)%
RM 77 55 (70,84 + 5,59)° 17 (22,43 £ 5,87)° 5 (6,73 £ 3,96)*

VG: Vesicula Germinativa; M I: Metafase I; M II: Metafase |II.
¢ etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).
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Tabela 3 — Estadio nuclear de oécitos pré-maturados durante 24 horas com inibidores
da maturacao nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes (cisteamina ou B-

mercaptoetanol).

Grupos Odcitos Fase da meiose n (%omédia + EPM)
Cultivados VG M I M I

B 83 71 (85,85 + 7,26)* 6 (7,09 + 3,59)* 6 (7,07 +5,38)°
BC 65 55 (84,31 + 8,19)2 7 (11,53 + 6,42)° 34,17 £4,17)°
BM 85 72 (84,15 +9,16)* 9 (11,00 = 6,00)? 4 (4,85 + 3,55)°

R 79 52 (66,41 +10,98)® 12 (15,02+5,33)®  15(18,57 + 7,20)°
RC 74 44 (58,35 + 11,25)® 9 (12,54 £ 5,12)? 21 (29,11 + 9,06)?
RM 77 42 (54,05 + 6,73)° 13 16,87 + 5,67)% 22 (29,08 + 6,03)*

VG: Vesicula Germinativa; M I: Metafase I; M II: Metafase II.
% | etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).

Cultivo de Maturacao

Apoés 8 horas do inicio do cultivo de maturagéo observou-se que os odécitos dos
grupos pré-maturados com roscovitina estavam distribuidos nas trés fases avaliadas VG
(29,56 — 43,25%), M | (22,21 — 27,74%) e M Il (34,54 — 42,70%), € que 0s demais
grupos tiveram os od6citos blogueados em VG (70,84 — 86,86%) (P<0,05; Tabela 4).
Com 16 horas do inicio do cultivo de maturagdo a maior parte dos oo6citos dos grupos
sem inibidores de maturagdo nuclear estava em M | (48,76 — 55,33%), ao passo que a
maioria dos o6citos dos grupos pré-maturados com butirolactona | ja havia alcan¢ado o
estadio de M Il (65,64 — 69,79%) e os dos grupos pré-maturados com roscovitina
ficaram praticamente distribuidos entre as fases de M | (36,08 — 50,83%) e M |l (40,41 —
51,74%; Tabela 5). Ao final das 24 horas do cultivo de maturacdo, observou-se que a
maioria dos oécitos estava na fase de M Il (73,42 — 85,36%), para todos 0s grupos
avaliados (P>0,05; Tabela 6), demonstrando que o bloqueio da butirolactona | e
roscovitina foi totalmente reversivel.
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Tabela 4 — Estadio nuclear de oécitos pré-maturados durante 24 horas com inibidores

da maturacao nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes (cisteamina ou B-

mercaptoetanol) seguidos do cultivo de maturacao por 8 horas.

Grupos Odcitos Fase da meiose n (Yomédia + EPM)
Cultivados VG M I M I
S 81 63 (78,57 £10,27)> 18 (21,43 £ 10,27)? 0 (0,00 + 0,00)°
C 78 67 (86,86 £5,31)2 10 (11,97 + 4,54)? 11,11 +£1,11)>
CC 81 64 (80,52 + 5,70)? 17 (20,12 £ 6,23)7 0 (0,00 + 0,00)°
CM 86 72 (84,00 +5,71)? 13 (14,82 + 5,30)% 1(1,19+ 1,19)bc
CB 80 56 (70,84 + 10,05)* 19 (22,84 + 8,90)* 5 (6,32 + 3,08)°
CBC 65 52 (83,18 + 7,00)® 9 (11,96 + 4,96)° 4 (4,87 +2,52)
CBM 80 64 (80,24 + 8,68)° 15 (18,57 £+ 7,67)% 1(1,19+ 1,19)bc
CR 72 30 (43,25 + 5,76)ID 16 (22,21 £ 5,00)? 26 (34,54 +6,31)?
CRC 83 32 (38,61 + 7,26)b 20 (22,68 + 4,92)* 31 (37,25 + 5,43)?
CRM 84 24 (29,56 + 7,05)° 24 (27,74 + 8,63)* 36 (42,70 + 6,09)°

VG: Vesicula Germinativa; M I: Metafase I; M II: Metafase II.
¢ etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).

Tabela 5 — Estadio nuclear de oécitos pré-maturados durante 24 horas com inibidores

da maturacao nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes (cisteamina ou B-

mercaptoetanol) seguidos do cultivo de maturacao por 16 horas.

Grupos Odcitos Fase da meiose n (Y%omédia + EPM)
Cultivados VG M1 M I

S 69 11 (17,63 + 10,90 38 (52,22 +9,60)* 20 (30,15 + 9,99)*°
C 70 17 (23,69 +6,08)* 30 (48,76 £8,72)* 18 (27,55 + 10,74)™
cC 70 12 (21,67 +8,01)* 39 (55,33 +9,55)*° 18 (23,01 +10,85)°
CM 80 11 (13,42+ 5,15 44 (55,01 £6,01)°  25(31,57 +9,77)™
CB 71 8 (11,71 £ 3,88)? 13 (18,50 +4,93)® 48 (69,79 + 7,20)?
CBC 76 11 (13,92+5,33)>  12(16,31 +£4,58)° 53 (69,77 + 5,65)°
CBM 72 9 (12,40 + 3,97) 15 (21,96 +6,50)° 48 (65,64 + 7,16)?
CR 72 14 (17,23 £6,07)* 24 (36,08 £ 8,09)® 34 (46,69 * 6,06)**°
CRC 78 9 (11,24 £3,13)° 29 (37,02 +6,05)® 40 (51,74 + 6,82)*
CRM 78 7 (8,76 + 3,53) 39 (50,83 +£7,08)° 32 (40,41 £7,77)™

VG: Vesicula Germinativa; M I: Metafase I; M II: Metafase |II.
¢ etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).
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Tabela 6 — Estadio nuclear de oécitos pré-maturados durante 24 horas com inibidores
da maturacao nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes (cisteamina ou B-

mercaptoetanol) seguidos do cultivo de maturacao por 24 horas.

Grupos Odcitos Fase da meiose n (%omédia + EPM)

Cultivados VG M M I

S 79 0 (0,00 + 0,00)? 12 (16,55 + 5,84)* 67 (83,46 + 5,84)?
C 79 0 (0,00 + 0,00)? 15 (18,96 + 2,99)° 64 (81,05 + 2,99)*
CC 84 2 (2,38 +1,51)? 14 (16,52 + 2,00)? 68 (81,03 + 2,08)?
CM 79 1(1,39 +1,39)2 14 (18,11 + 3,62)% 64 (80,50 + 4,84)%
CB 71 2 (3,27 +2,18)? 10 (12,84 £ 5,02)® 59 (83,89 + 4,07)*
CBC 67 0 (0,00 + 0,00)? 15 (26,58 + 9,64)? 52 (73,42 + 9,64)%
CBM 78 2 (2,47 + 1,56)? 12 (15,53 + 3,57)% 64 (82,00 + 2,68)%
CR 84 1(1,11+1,11)2 19 (23,58 + 5,16)® 64 (75,31 +5,12)%
CRC 78 1(1,28 £1,28)% 10 (13,35 + 3,40)® 67 (85,36 + 3,77)*
CRM 62 2 (2,56 + 2,56)* 13 (17,54 £ 6,72)° 47 (79,90 + 7,57)*

VG: Vesicula Germinativa; M I: Metafase I; M II: Metafase II.
¢ etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).

Experimento Il — Cinética da Maturacao Citoplasmatica

Cultivo de Pré-Maturacao

Os resultados obtidos com 24 horas do inicio do cultivo de pré-maturacao
demonstraram que os odcitos pré-maturados com butirolactona | encontraram-se
imaturos (38,85 — 49,81%) e parcialmente maturos (32,80 — 40,38%), enquanto que
aqueles pré-maturados com roscovitina estavam, na sua maioria, maturos (46,11 —
51,08%) (P<0,05; Tabela 7).
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Tabela 7 — Avaliagdo da maturacédo citoplasmatica pela distribuicdo de granulos
corticais em od0citos pré-maturados durante 24 horas com inibidores da maturacéao
nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes (cisteamina ou -

mercaptoetanol).

Grupos Odcitos Distribuicao de granulos corticais n (Y%omédia + EPM)
Cultivados Imaturo Parcialmente Maturo
Maturo
Oh 70 34 (48,54 + 10,50) 25 (35,32 + 4,53) 11 (16,14 £ 7,28)
B 72 36 (49,45 +11,24)* 25(34,43+5,79)* 11 (16,12+ 6,43)ID
BC 72 35 (49,81 +11,85)* 24 (32,80+8,06)* 13(17,39+7,20)°
BM 63 25(38,85+10,71)* 26 (40,38 +8,00)* 12 (20,77 + 8,42)°
R 82 17 (21,04 £5,84)* 23 (27,89 £ 3,26)° 42 (51,08 + 8,22)2
RC 72 19 (26,59 + 4,31)* 17 (25,10 £5,58)® 36 (48,32 + 9,03)*
RM 70 17 (24,15+5,69)* 20 (29,74 +3,21)® 33 (46,11 + 4,66)?

~ ®| etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).

Cultivo de Maturacao

Apobs 16 horas do inicio do cultivo de maturacao observou-se que os oécitos dos
grupos sem inibidores de maturacdo nuclear e daqueles pré-maturados com
butirolactona | apresentaram-se imaturos (23,55 -37,53%), parcialmente maturos (25,07
— 35,00%) e maturos (28,62 — 46,96%). A diferenga (P<0,05) ocorreu principalmente em
relagdo aos grupos pré-maturados com roscovitina em que a maioria dos odécitos estava
maturo (61,15 -71,79%; Tabela 8). Ao final das 24 horas do cultivo de maturacédo a
maior parte dos odcitos estava maturo (52,07 — 82,92%) para todos o0s grupos
avaliados. Porém, os odécitos maturados com SFB tiveram a menor porcentagem de

o6citos maturos quando comparados aos demais grupos (P<0,05; Tabela 9).
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Tabela 8 — Avaliacdo da maturacéo citoplasmatica pela distribuicdo de granulos corticais
em oocitos pré-maturados durante 24 horas com inibidores da maturacdo nuclear
(butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes (cisteamina ou B-mercaptoetanol) seguidos

do cultivo de maturacao por 16 horas.

Grupos Odcitos Distribuicao de granulos corticais n (Y%emédia + EPM)
Cultivados Imaturo Parcialmente Maturo
Maturo
S 78 30 (38,43 + 5,95)? 26 (32,95 + 3,03)? 22 (28,62 + 6,67)°
C 81 25 (31,10 £ 10,07)®° 24 (29,88 + 5,48)? 32 (39,02 + 10,21)°
cC 87 24 (27,43 £5,79)*° 31 (34,79 + 5,28)° 32 (37,79 £ 8,19)>
CM 77 18 (23,55 + 6,74)*™° 26 (35,00 + 7,25)? 33 (41,45 + 12,18)"™
CB 70 27 (37,53 + 5,07)? 19 (27,78 £ 3,38)2 24 (34,69 + 3,30)®
CBC 65 22 (27,34 +7,18)*° 19 (25,70 + 6,00)2 24 (46,97 + 11,07)%*
CBM 63 19 (30,45 + 6,08)® 15 (25,07 + 2,87)* 29 (44,48 + 5,97)%
CR 83 14 (17,57 £ 4,96)*° 18 (21,28 + 3,54)? 51 (61,15 + 7,00)*
CRC 80 10 (12,09 +£5,07) 16 (19,80 + 2,96)? 54 (68,12 + 7,37)®
CRM 77 8 (10,05 + 4,14)° 15 (19,45 + 5,38)2 55 (71,79 + 7,13)*

@9 etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).

Tabela 9 — Avaliacdo da maturacéo citoplasmatica pela distribuicdo de granulos corticais
em oo6citos pré-maturados durante 24 horas com inibidores da maturagao nuclear
(butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes (cisteamina ou B-mercaptoetanol) seguidos

do cultivo de maturacgao por 24 horas.

Grupos Odcitos Distribuicao de granulos corticais n (Y%omédia £ EPM)
Cultivados Imaturo Parcialmente Maturo
Maturo

S 60 14 (22,07 £ 5,35)® 15 (25,86 + 4,08)* 31 (52,07 £ 3,02)°
C 70 15 (21,32 £ 5,36)* 9 (12,78 £ 1,58)* 46 (65,90 + 6,70)%°
cC 83 13 (15,00 + 4,28)® 20 (24,68 £ 4,11)? 50 (60,32 + 2,64)>
CM 69 9 (13,87 £ 4,92)® 17 (21,53 £ 5,05)° 43 (64,60 * 7,09)™
CB 73 15 (20,88 £ 4,42)* 10 (12,95 £ 5,58)* 48 (66,17 + 8,51)%°
CBC 72 14 (20,71 £ 5,63)% 16 (23,85 £ 6,47)° 42 (55,44 + 9,37)™
CBM 81 13 (16,63 + 5,20)? 21 (26,48 + 5,21)2 47 (56,89 + 7,76)>
CR 64 4 (4,85 + 3,55)° 6 (12,23 £ 7,94)° 54 (82,92 + 8,50)*
CRC 77 3 (4,05 + 1,86)° 11 (15,23 + 5,41)? 63 (80,73 £ 4,62)®
CRM 80 3(4,17+2,85)° 14 (17,31 £ 4,47) 63 (78,52 + 4,73)*

& | etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).
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Experimento Il — Determinacdo da Concentracao Intraoocitaria de
Glutationa

A avaliacdo da concentragdo intraoocitdria de GSH por o6cito nos diferentes
grupos experimentais demonstrou que oécitos maturados com SFB apresentaram a
maior [GSHi] (3,66 pmol) quando comparado aos grupos CB, CBM, CR e CRM (2,18;
2,12; 2,14; 2,00 pmol) respectivamente (P<0,05; Tabela 10 e Figura 4).

Tabela 10 - Concentragédo de glutationa intracelular por odcito submetidos a diferentes
condi¢des de maturacao por 24 horas.

Grupo N de oécitos [ ] GSH [média(pmol/oécito) + EPM]
S 150 3,66 + 0,852
C 150 3,20 + 0,33%®
CcC 150 2,91 +0,68%°
CM 150 3,02 +0,35%
CB 150 2,18 +0,23°
CBC 150 2,61 +0,34%
CBM 150 2,12 +0,16°
CR 150 2,14 +0,27°
CRC 150 2,78 +0,31%°
CRM 150 2,00 + 0,24°
Total 1500 Média total = 2,66 pmol/o6cito

@ etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).
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S C CC CM CB CBC CBM CR CRC CRM
GRUPOS

Figura 4 — Concentracdao de GSH intracelular em oécitos maturados em diferentes
meios de cultura por 24 horas.

S= SFB (10%), C= BSA (0,6%), CC= BSA (0,6%) + CIS (50 pM), CM= BSA (0,6%) + BME (50 uM),
CB= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 uM) / MIV BSA (0,6%); CBC= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 pM)
+ CIS (50 uM) / MIV BSA (0,6%) + CIS (50 uM), CBM= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 uM) + BME (50
uM) / MIV BSA (0,6%) + BME (50 uM), CR= pré-MIV BSA (0,3%) + R (25 uM) / MIV BSA (0,6%);
CRC-= pré-MIV BSA (0,3%) + R (25 pM) + CIS (50 uM) / MIV BSA (0,6%) + CIS (50 uM), CRM= pré-
MIV BSA (0,3%) + R (25 pM) + BME (50 puM) / MIV BSA (0,6%) + BME (50 pM).

% | etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).

Discussao

Experimento | — Cinética da Maturacao Nuclear

O cultivo de pré-maturacao na presenca de inibidores meidticos é uma tentativa
de se mimetizar a capacitagdo oocitaria que ocorre in vivo. O bloqueio meidtico visa
manter os o0citos em estadio de vesicula germinativa (VG) para que os mesmos
tenham um tempo adicional para sofrer as modificagbes que ocorrem antes da
maturagao propriamente dita (HYTTEL et al., 1997) e adquirir maior competéncia para
o desenvolvimento (KUBELKA et al., 2000; MERMILLOD et al., 2000). Neste sentido, o
odcito pode ter a possibilidade de construir, modificar e armazenar novas proteinas
sintetizadas e ribonucleoproteinas que podem aumentar a competéncia de

desenvolvimento.
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Um dos tratamentos usualmente utilizados é o cultivo de pré-maturagdo na
presenca de inibidores de cinases dependentes de ciclinas (CDK) (MERMILLOD et al.,
2000; PONDERATO et al.,, 2001; KUBELKA et al.,, 2002). A butirolactona | tem
demonstrado inibir a retomada da meiose de oécitos bovinos de maneira reversivel por
24 horas sem ter um efeito negativo no subseqlente estadio de blastocisto (MOTLIK et
al., 1998; IMAI et al., 1999; KUBELKA et al.,, 2000; LONERGAN et al., 2000). Do
mesmo modo, a roscovitina tem demonstrado ser efetiva em bovinos (MERMILLOD et
al., 2000).

O presente trabalho verificou a cinética da maturagao nuclear de o6citos bovinos
maturados na presenca dos inibidores butirolactona | ou roscovitina, adicionados ou
ndo dos antioxidantes cisteamina ou [B-mercaptoetanol. A cinética da maturagao
nuclear foi observada durante o cultivo de pré-maturacdo (com os inibidores), e
também durante a maturagdo sem a presenca destes inibidores.

Com 8 e 16 horas do cultivo de pré-maturagédo, observamos que a maioria dos
odcitos de todos os grupos encontrava-se no estadio de VG. Entretanto, foi observada
maior porcentagem de odcitos em VG nos grupos pré-maturados com butirolactona I,
ao passo que uma pequena porcentagem daqueles pré-maturados com roscovitina
escapou desta inibicdo e se encontravam na fase de M |. A roscovitina atua inibindo as
cinases especificas dependentes de ciclo celular cdc2, cdk2 e cdk5 (MEIJER et al.,
1997); e a butirolactona | atua como inibidor especifico das cinases cdk2 e cdc2
(KITAGAWA et al.,, 1993). Ambas atuam competindo pelo sitio de ligagdo do ATP
dessas cinases (DAMIENS e MEIJER, 2000), e assim podem prevenir a retomada da
meiose inibindo a atividade do MPF (KUBELKA et al., 2000; KRISCHEK e MEINECKE,
2001). Esta diferenca na atividade inibitéria das cinases pode ser explicada por
MERMILLOD et al., (2000), que sugeriram que a roscovitina, em baixas doses, pode
ser eficiente em inibir a atividade do MPF (assim como a butirolactona 1), mas ndo em
inibir a atividade da MAPK, permitindo a retomada da meiose pelos odécitos até o
estadio de M I.

As taxas de bloqueio meiético usando butirolactona | (por 24 horas no cultivo de
pré-maturacao) neste estudo (85,85%) foram similares aos resultados de ADONA e
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LEAL (2004) (97,5%) e de KUBELKA et al. (2000) (89,5%). O blogueio meiético com a
roscovitina apresentou 66,41% dos o6citos em VG e 18,57% em M ll, enquanto que
ADONA e LEAL (2004) observaram 79,9% dos odcitos em VG, e MERMILLOD et al.
(2000) 83% dos oécitos em VG. Observamos que estes inibidores sdo efetivos em
bloquear a meiose de odcitos bovinos, entretanto a butirolactona | se mostrou mais
eficiente neste bloqueio que a roscovitina.

Para verificar a reversibilidade do bloqueio meidtico da roscovitina e da
butirolactona I, cultivamos os odcitos pré-maturados por 24 horas por mais 8, 16 e 24
horas na auséncia dos inibidores e observamos e estadio de maturagao.

Apobs 8 horas do inicio do cultivo de maturagao, observou-se que os odécitos dos
grupos pré-maturados com roscovitina estavam distribuidos nas trés fases avaliadas
(VG, M| e M 1), e que em todos os outros grupos ainda se encontravam na fase de
VG. Com 16 horas do inicio do cultivo de maturacdo, a maior parte dos odcitos dos
grupos sem inibidores de maturacdo nuclear estava em M |, ao passo que a maioria
dos odcitos dos grupos pré-maturados com butirolactona | ja havia alcangcado o estadio
de M Il, e os dos grupos pré-maturados com roscovitina ficaram praticamente
distribuidos entre as fases de M | e M Il. Da mesma maneira que ADONA e LEAL
(2004), foi observada uma aceleragdo da meiose apoés transferéncia dos odcitos para
meio sem inibidores. Essa aceleracdo pode ser um padrao do tipo de droga e ndo um
efeito da concentragao, pois € observada em diferentes espécies, diferentes inibidores
de CDK (butirolactona |, roscovitina e a mistura de ambos) e concentracdes diferentes
como 10 e 100 pM.

Alguns estudos mostram que o bloqueio da meiose de od6citos nao inibe
completamente a sintese (MARCHAL et al., 2001) e fosforilagéo protéicas (VIGNERON
et al.,, 2004) ou a transcricdo (LEQUARRE et al., 2004). WU et al. (2002) ainda
observaram que a MAPK, embora inibida durante o bloqueio, € rapidamente ativada
apds a remogao do inibidor. Isso indica que durante o bloqueio pode haver acumulo de
fatores necessarios a progressao meiética.

O efeito dessa aceleracdo, porém, nao parece ser deletério, pois as taxas de

desenvolvimento até a fase de blastocisto usando tais tratamentos ndo foram
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prejudicadas (BEKER-VAN WOUDENBERG et al., 2006) e podem até melhorar o
desenvolvimento até blastocisto (COY et al., 2005a). Além disso, recentemente foi
relatado o nascimento de leitdes produzidos in vitro a partir de odcitos bloqueados
antes da MIV (COY et al., 2005b). O significado da aceleragcdo da meiose ainda nao
esta bem esclarecido.

Com relacao a reversibilidade do bloqueio meiético da butirolactona | ao final do
cultivo de maturacdo, nossos resultados (83,89% dos odcitos em M IlI) foram
semelhantes aos de KUBELKA et al. (2000) (91%) e de LONERGAN et al. (2000)
(93,6%). A roscovitina demonstrou-se reversivel em 75,31% dos o6citos em M I,
entretanto, outros autores observaram que 89% a 96% dos odcitos atingiram o estadio
de M Il (MERMILLOD et al., 2000; ADONA e LEAL 2004). Os resultados demonstram
que os odcitos pré-maturados com estes inibidores de maturacao nuclear sao capazes
de reverter o bloqueio meiético e retomar a meiose chegando a M Il quando retirados
do meio de cultivo com inibidores, mas que a butirolactona | é capaz de bloquear a
maturagdo meibtica de maneira reversivel e mais eficiente que a roscovitina. A
maturacdo ainda pode ser atingida até mesmo em tempo inferior (16 horas) quando
comparados aos odcitos cultivados normalmente.

Observamos também que a presenca dos antioxidantes (cisteamina e B-
mercaptoetanol) nos meios de pré-maturagdo e maturacdo nao interferiu na agédo da
butirolactona | e roscovitina em bloquear e retomar a maturagdo nuclear, ja que os
grupos contendo estes antioxidantes se comportaram da mesma maneira que 0s
grupos somente com inibidores. A adicdo de cisteamina e -mercaptoetanol ao meio de
maturacdo aumenta a sintese de GSH no od6cito bovino durante a MIV (DE MATOS et
al. 1996). Devido a sua acao, era esperado que estes antioxidantes nao interferissem

na inibicdo da MIV ou na cinética da maturagédo nuclear pés-inibicao.

Experimento Il — Cinética da Maturacao Citoplasmatica

Sabe-se que granulos corticais (GC) sao granulos secretores, cujo exsudato é
capaz de alterar a fungédo e promover o endurecimento da zona peltcida (CHERR et al.,
1988). O padrao de distribuicdo dos granulos corticais pode ser utilizado na avaliagao
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da maturagcao citoplasmatica, ja que a maturagao citoplasmatica esta associada as
mudangas celulares que ocorrem durante a maturagdo nuclear e a migragdo dos
granulos corticais e reposicionamento das mitocdndrias (SIRARD, 2001).

O presente trabalho verificou a cinética da maturag¢éo citoplasmatica de oocitos
bovinos maturados na presengca dos inibidores butirolactona | ou roscovitina,
adicionados ou nao dos antioxidantes cisteamina ou B-mercaptoetanol. A cinética da
maturacao citoplasmatica foi observada ao final do cultivo de pré-maturacao, seguido
de maturagédo sem a presenca destes inibidores.

Os granulos corticais nos oécitos imaturos estdo distribuidos por todo o
citoplasma celular e sua migragéao para a regiao periférica do oécito (cértex) ocorre com
o avanco da maturacdo (CONNORS et al., 1998; WESSEL et al., 2001; VELILLA et al.,
2004). Nos odcitos bloqueados com butirolactona | por 24 horas nao foi constatada
migracao dos granulos corticais para o cortex celular, mantendo a mesma distribuicao
de odcitos imaturos. Estes resultados sugerem que a butirolactona | pode interferir no
reposicionamento dos GC bloqueando, também, a maturacao citoplamatica. Os o6citos
pré-maturados com roscovitina apresentaram, na sua maioria, os GC dispersos na
periferia, assim como COY et al.,, (2005a) que observaram que a utilizagdo de um
enantibmero da roscovitina bloqueia a meiose, mas nao totalmente a migracdo de
granulos corticais, ja que uma parcela dos odcitos tratados apresentou migracao.
Entretanto, BARRETTO et al. (2007) sugeriram que o bloqueio meidtico em odcitos
bovinos realizado pela roscovitina nao influencia na migracdo de granulos corticais.
Essa contradicdo pode ser resultado de diferengcas nas condi¢des de cultivo, tipo de
droga ou de avaliagdo ou bloqueio menos eficiente.

Analisando os resultados do cultivo de maturacao, ap6és 16 horas observou-se
que os o0citos dos grupos sem inibidores de maturacdo nuclear e daqueles pré-
maturados com butirolactona | apresentaram-se imaturos, parcialmente maturos e
maturos. ApOs a retirada dos oocitos do meio com a butirolactona |, estes se
comportaram de forma semelhante aos grupos sem inibidores, sugerindo que a
butirolactona | estava influenciando os padrdes de distribuicdo de GC. Em relagéo aos

grupos pré-maturados com roscovitina, a maioria dos o00citos estava maturo,
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apresentando o mesmo comportamento do final da pré-maturacao com 24 horas. Fica
bem claro que a roscovitina nado interfere na distribuicdo dos GC e maturagao
citoplasmatica dos odcitos.

Em odcitos maturados in vivo ou in vitro os granulos corticais sdo encontrados
em sua maioria na regido do cértex celular (CONNORS et al., 1998; WESSEL et al.,
2001; VELILLA et al., 2004), sendo um dos indicativos de maturagéo citoplasmatica. A
migragao dos granulos corticais para a regiao do cértex celular, nos oécitos maturados
in vitro por 24 horas ap6s o bloqueio da meiose com butirolactona | foi similar aos
odcitos submetidos somente a maturacao in vitro. Esses resultados condizem com os
descritos para odécitos maturados in vitro (VELILLA et al., 2004), sugerindo que o
bloqueio do ciclo meibtico pela butirolactona | nos odécitos bovinos néo afeta a migracao
dos gréanulos corticais no pos-blogueio meiodtico. COY et al. (2005a) também
observaram migragao normal apés a MIV de oécitos bloqueados com roscovitina, assim
como em nosso estudo.

Os o6citos maturados com SFB tiveram a menor porcentagem de odcitos
maturos quando comparados aos demais grupos. Desta maneira, podemos observar
que apenas 50% oécitos maturados com SFB tém os GC distribuidos na periferia dos
odcitos. Assim, baseado especificamente na redistribuicdo dos GC, os resultados
demonstraram que o bloqueio meibtico, tanto com roscovitina como com butirolactona |,
da uma oportunidade adicional para melhorar a maturacgao citoplasmatica. A adicao dos
antioxidantes parecem nao interferir na maturagdo citoplasmética, ja que os grupos
contendo estes antioxidantes se comportaram da mesma maneira que 0S Qrupos
somente com inibidores. Assim como na maturagdo nuclear, era esperado que estes
antioxidantes néo interferissem na cinética da maturagao citoplasmatica ja que atuam

no meio de maturacdo aumentando a sintese de GSH no odécito bovino durante a MIV.

Experimento Il — Determinacdo da Concentracao Intraoocitaria de
Glutationa

A glutationa (GSH) é um tripeptideo fundamental para a protecao celular contra o
estresse oxidativo e participa ativamente dos processos de maturacao oocitaria



43

(KNAPEN et al., 1999; ABEYDEERA et al., 1998, 1999). Sua funcéao principal é a de
protecdo da membrana celular. DE MATOS et al. (1996) demonstraram que a adicao de
cisteamina, cisteina e B-mercaptoetanol ao meio de maturacdo aumenta a sintese de
GSH em odcitos bovinos durante a MIV. Este aumento de GSH abastece os odcitos
maturados in vitro de grande estoque de GSH disponivel para a protegdo do embrido
até o estadio de blastocisto (DE MATOS et al., 1995, 1996; TELFORD et al., 1990).
Avaliando as concentracoes de GSH por oécito observamos que 0s grupos pré-
maturados somente com inibidores e sem antioxidantes (CB e CR), e também os
grupos pré-maturados e em seguida cultivados com B-mercaptoetanol (CBM e CRM)
foram os grupos com menor produgdo de GSH intracelular, ou ainda apresentaram
maior consumo. Como os grupos CB e CR nao foram suplementados com nenhum tipo
de antioxidante, a baixa concentracao intracelular de GSH era esperada. Entretanto, os
grupos CBM e CRM foram pré-maturados e em seguida maturados na presenga de B-
mercaptoetanol e apresentaram apenas a concentracdo de GSH de 2,12 e 2,00
pmol/oécito, respectivamente. O resultado esperado era que houvesse uma
concentracao de GSH similar ao grupo CM (apenas maturado com B-mercaptoetanol),
que teve uma concentracdo de GSH de 3,02 pmol/oécito e foi semelhante aos demais
grupos com antioxidantes e também aos grupos S e C, com 3,66 e 3,20 pmol/odcito
respectivamente. AVELINO (2004) obteve maior concentracdo de GSH (5,51
pmol/oécito) para os o0citos maturados com [-mercaptoetanol, todavia este autor
utilizou associacdo do B-mercaptoetanol com cisteina e utilizou o dobro da dose (100
uM) que utilizamos (50 pM). O mesmo ocorreu com 0s 00citos maturados com
cisteamina, sendo que nossos resultados foram de 2,91 pmol/o6cito (50 uM) diferindo
de AVELINO (2004) com 5,51 pmol/o6cito (100 uM), e de WOLF (2005) com 4,25
pmol/oécito (100 uM) (ambos com o6citos maturados com cisteamina + cisteina), assim
como outros resultados da literatura na espécie bovina (DE MATOS et al., 1996, 2002;
VAN SOOM et al.,, 2002). Dessa forma, parece que os inibidores butirolactona | e
roscovitina podem interferir na agdo antioxidante do B-mercaptoetanol. Observamos,

ainda, que concentracbes maiores de cisteamina ou B-mercaptoetanol ja foram
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avaliadas e podem ser mais eficientes em aumentar as concentragdes intracelulares de
GSH em odcitos bovinos maturados in vitro.

FURNUS e DE MATOS (1999) demonstraram que a biosintese de GSH no oécito
é limitada pela presence de L-cisteina no meio. Além disso, apds a preparagao do meio,
a cisteina sofre auto-oxidacao formando cistina, e consequentemente a produgdo de
GSH pode ser prejudicada devido a caréncia deste substrato, e oécitos podem maturar
em condi¢des sub-6timas (DE MATOS e FURNUS, 2000). Estas considera¢des podem
explicar as diferengas observadas nos levando a pensar que a associagdo com a
cisteina se faz necesséria para que aumente a producao intracelular de GSH em oécito
bovinos.

Conclusées

A butirolactona | é capaz de bloquear a maturacdo meidtica de maneira
reversivel e mais eficiente que a roscovitina.

A presenga dos antioxidantes cisteamina e B-mercaptoetanol influenciou de
maneira negativa o bloqueio da meiose com roscovitina, porém nao interferiu na
posterior retomada da maturagcéo nuclear.

A butirolactona | interferiu no reposicionamento dos GC atrasando, também, a
maturacao citoplasmatica.

A roscovitina nao interferiu na distribuicado dos GC e maturagao citoplasmatica de
odcitos bovinos.

A adigao dos antioxidantes ao meio de maturagdo nao interferiu na cinética da
maturacao citoplasmatica.

A adicdo de antioxidantes cisteamina e [-mercaptoetanol no cultivo de
maturacdo nao proporcionou aumento da concentragdo de glutationa nos odcitos,
porém a adicdo de cisteamina durante o cultivo de pré-maturacdo permitiu que as

concentragdes de glutationa ficassem similares as dos grupos controle.
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CAPITULO 3 — AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO E DA QUALIDADE DE
EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO APOS INIBICAO DA MEIOSE COM
BUTIROLACTONA | E ROSCOVITINA EM MEIO SUPLEMENTADO COM
ANTIOXIDANTES

RESUMO - Muitos fatores influenciam o desenvolvimento e viabilidade do
embrido, sendo de particular importancia as condigées de cultivo do odcito durante o
processo de maturacdo. Neste experimento, odcitos bovinos foram pré-maturados com
inibidor de maturacdo nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e maturados in vitro com
antioxidante (cisteamina ou B-mercaptoetanol). Os oécitos foram subseqlientemente
fecundados e cultivados in vitro. A avaliacdo do desenvolvimento embrionario foi
realizada 40 horas poés-inseminacao (hpi) (clivagem), 168 horas (formacdo de
blastocistos) e 192 horas (blastocistos eclodidos e em processo de eclosdo). Os grupos
de odcitos pré-maturados com roscovitina tiveram a menor taxa de clivagem (73,33 —
75,25%), formagao de blastocistos (14,17 — 19,10% com 168 hpi) (22,71 - 25,48% 192
hpi) e eclosédo (6,55 — 25,51%) quando comparados aos demais grupos (P<0,05). Os
outros grupos variaram a taxa de clivagem entre 85,00 e 90,69%, formagdo de
blastocistos com 168 hpi entre 33,66 e 49,00%, e com 192 hpi entre 41,45 e 58,00% e
eclosdo entre 24,93 e 38,23%. A qualidade embrionaria foi avaliada 168 hpi pela
técnica de coloracdo diferencial por fluorocromo com a contagem do numero total de
células e numero de células da massa celular interna (MCI) e do trofoblasto (TF). Nao
foi observada diferenca (P>0,05) entre os tratamentos em relacdo ao numero total de
células da MCI (27,55 — 33,85%) e do TF (66,15 — 72,45%). Os resultados mostraram
que o bloqueio da meiose de odcitos com butirolactona | ndo prejudicou a subsequente
fecundagao e nem o desenvolvimento embrionario. Todavia, o bloqueio com roscovitina
influenciou negativamente estes parametros, e a adicdo dos antioxidantes cisteamina
ou B-mercaptoetanol ao meio de maturacao nao influenciou a produgéo e a qualidade
dos blastocistos.

Palavras-Chave: maturagcdo in vitro, fecundagdo in vitro, embrido, bovino,

antioxidantes, butirolactona I, roscovitina.
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Introducao

Nos sistemas de producdo in vitro de embrides (PIV) varios parametros
influenciam o desenvolvimento e a viabilidade embrionéria, sendo particularmente
importante a condigdo de cultivo do o6cito durante o processo de maturagdo. O meio de
maturacdo e seus suplementos podem atuar de forma benéfica ou ndo no
desenvolvimento embrionario (BRISON e SCHULTZ, 1997; KRISHER e BAVISTER,
1998).

A maturacdo compreende todos os eventos que permitem ao odécito expressar
seu potencial maximo de desenvolvimento ap6s a fecundacéo, incluindo a progressao
da meiose (maturacao nuclear) e alteragbes morfolégicas, bioquimicas e moleculares
(maturagao citoplasmatica). Entretanto, a maturagdo nuclear do o6cito nao é suficiente
para resultar no subsequente desenvolvimento embrionario. Pode-se hipotetizar que se
odcitos s&o cultivados in vitro antes da maturacdo sob condicbes que mantém
estacionado o estadio de vesicula germinativa (VG), estes podem ter a oportunidade de
adquirir uma grande competéncia no desenvolvimento. Tentativas tém sido feitas com o
intuito de manter a meiose estacionada com estabilizacdo farmacoldgica, e dentre as
drogas mais utilizadas para este propédsito pode-se citar o cicloheximide, 6-
dimetilaminopurina, butirolactona | e a roscovitina (RICHARD et al., 1997; SAEKI et al.,
1997; AVERY et al.,, 1998; KUBELKA et al., 2000; MERMILLOD et al., 2000). Esta
inibicao é reversivel e pode ser explorada usando-se um duplo sistema de cultura com
pré-maturacao com inibidores seguida de maturacdo, com o objetivo de aumentar a
competéncia de desenvolvimento dos oécitos (PONDERATO et al., 2001).

Por outro lado, a pré-maturacédo implica no prolongamento do tempo em que o0s
odcitos sdo mantidos em cultivo. Em sistemas de cultivo in vitro, o estresse oxidativo
ocorre quando o acumulo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) ultrapassa a
capacidade antioxidante do sistema. Nesta situacdo, os embrides sao danificados
devido a peroxidacao de fosfolipideos de membrana e a alteracdo de muitos tipos de
moléculas celulares, tais como lipideos, proteinas e &acidos nucléicos (NASR-
ESFAHANI et al., 1990). As ROS ainda induzem a inibicdo da fusao espermatozéide-
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oocito (AITKEN et al., 1993). Assim, a adicao de antioxidantes ao meio de cultura tem
demonstrado ser efetiva na manutencdo do desenvolvimento embrionario in vitro
(TAKAHASHI et al., 1993; LIM et al., 1996; CAAMANO et al., 1996; LIM et al., 1999).
DE MATOS et al. (1995; 1996) demonstraram que a suplementacdo do meio de MIV
com cisteamina aumentou o conteudo intracelular de GSH em od6citos bovinos e
melhorou o desenvolvimento e qualidade dos embrides. Proteger embrides contra o
estresse oxidativo parece ser uma das chaves em melhorar o desenvolvimento.

Os objetivos deste trabalho foram determinar qual o melhor momento de
fecundacdo e avaliar o desenvolvimento e qualidade de embrides obtidos a partir de

odcitos cultivados com inibidores da maturacao nuclear e antioxidantes.

Material e Métodos

Obtencao e selecao dos odcitos

Os ovarios de bovinos abatidos nos abatedouros de Guararapes-SP e Birigli-SP
foram retirados das carcacas aproximadamente 20 minutos apds o abate, mantidos em
solugao salina estéril a 30-35°C e transportados para o laboratério em caixas térmicas,
ndo excedendo o limite de 6 horas desde o abate até o inicio das aspiracdes. As
puncdes foliculares foram realizadas manualmente por meio de agulha de calibre 18-G
adaptada a seringa de 20 mL, ambas descartaveis. Todo o material aspirado foi
transferido para tubos plasticos de 50 mL e decantado por 15 minutos para selecao dos
odcitos.

O sedimento foi transferido para placas de poliestireno de 60 mm de diametro e
avaliado em microscépio esterioscépico. Os o6citos com cumulus compacto, possuindo
pelo menos 4 camadas de células e de aparéncia saudavel (citoplasma de granulacao

homogénea) foram selecionados para o cultivo de maturagéo.

Maturacao dos odcitos
Os od6citos selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199
(meio TCM-199 suplementado com 0,2 mM de piruvato, 20 mM de HEPES, 5 mM de
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bicarbonato de sédio e 75 ug/mL de amicacina) e uma vez em meio de pré-maturacao
(meio TCM-199, suplementado com 75 pug/mL de amicacina, 0,3% de BSA e 0,2 mM de
piruvato). O meio de pré-maturagéo foi suplementado com 25 uM de roscovitina ou 100
UM de butirolactona | e 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 uM de cisteamina. Somente
foram pré-maturados os odcitos dos grupos contendo inibidores da maturagao nuclear.

Ao término do cultivo de pré-maturacao, os oécitos foram transferidos para placa
de cultura contendo meio de maturacao B-199 (meio TCM-199 suplementado com 0,2
mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de sddio, 75 ug/mL de amicacina, 1 ug/m de 17-
B estradiolL, 0,5 png/mL de FSH, 100 Ul/mL de hCG e 0,6% de BSA) suplementado ou
ndao com 50 uM de B-mercaptoetanol e/ou 50 uM de cisteamina. Os demais grupos
experimentais (sem inibidores da maturacédo nuclear) foram apenas cultivados em meio
de maturacao B-199.

Os o6citos de todos os grupos foram cultivados em microgotas de 100 uL de
meio recoberto com 6leo mineral, em estufa a 38,8°C com atmosfera de 5% de CO, em

ar e maxima umidade.

Fecundacao in vitro

Apb6s o cultivo de maturacdo (24 horas para os grupos sem inibidores de
maturacdo nuclear, e 20 horas para os grupos com inibidores), os COCs foram
submetidos a fecundacéao in vitro. Foi utilizado sémen de um unico doador e lote da
raca Limousin. A palheta foi descongelada em banho-maria a 35-37°C durante 30
segundos e lavada por trés vezes em 2 mL de meio TL-Sémen cada vez, adicionado de
antibiético e 2 uL/mL do estoque C, por centrifugacdo a 750 rpm (270xg), durante 5
minutos. Na udltima lavagem, 30 uL do sedimento foi recuperado e depositado em um
microtubo com 30 pL de meio TALP-FIV, sendo feita avaliagdo de suas caracteristicas
(motilidade e concentragdo espermatica). A concentragdo foi ajustada para 25x10°
espermatozoéides vivos por mL, sendo adicionados 4 uL desta diluicao para cada gota
de fecundacgdo (concentracdo final de 100 x 10° espermatozdides por gota de meio).
Ap6s a maturacao, os o0citos de cada grupo foram lavados no meio de fecundacao
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(TALP-FIV) suplementado com 10 ug/mL de heparina, 160 uL PHE e 0,6% BSA, sendo
entdo transferidos para as microgotas de fecundagdo (20 odcitos/microgota). A
fecundacao foi realizada a 38,8°C, por 24 horas em estufa contendo 5% CO. em ar
atmosférico e 99% de umidade.

Cultivo de desenvolvimento

Os zigotos foram lavados duas vezes em meio TALP e uma vez no meio mSOF,
sendo entdo transferidos para as microgotas do cultivo de desenvolvimento in vitro
(CIV). O cultivo de desenvolvimento embrionario foi realizado em microgotas de 100 uL
de meio mSOF suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% SFB. O cultivo foi conduzido
em estufa a temperatura de 38,8°C, contendo 5% de CO. em ar atmosférico e 99% de
umidade, durante 7 dias. A cada 48 horas, 50% do meio de cultivo foram renovados. A
avaliacao do desenvolvimento embrionario foi realizada as 40 horas (clivagem), 168
horas (formacao de blastocistos) e 192 horas (blastocistos eclodidos e em processo de
eclosao) pos-inseminagao (hpi).

Determinacao da massa celular interna (MCI) e trofoblasto (TF)

A qualidade morfolégica dos blastocistos foi avaliada pela propor¢cdo do nimero
de células da MCI e do TF em relacdo ao numero total (T) de células. O numero de
células da MCI e do TF foi determinado pela coloracao diferencial por fluorocromo,
descrita por IWASAKI et al. (1990). A zona pelucida dos blastocistos foi removida em
solugéo acida (pH 2,5) por 5 a 10 segundos e, em seguida, estes foram lavados trés
vezes em meio TCM-199 Hepes com 10% de SFB e duas vezes em meio TCM-199
Hepes sem SFB. Posteriormente, os blastocistos foram fixados em solugdo de PBS
com &cido picrico (10mM) e polivinil-pirrolidona (PVP) (3mg/mL) sobre gelo, durante 10
minutos. A seguir, foram lavados em meio TCM-199 Hepes, incubados a 38,5°C por 30
minutos em soro de coelho anti-bovino na proporcdo de 1:10 em meio TCM-199
Bicarbonato. Apds nova lavagem em meio TCM-199 Hepes com 10% de SFB, os
embrides foram incubados a 38,5°C por 30 minutos em complemento de cobaia na
proporcao de 1:10 em meio TCM-199 Hepes acrescido de iodeto de propidio (10ug/mL)
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e de Hoechst 33342 (10ug/mL). Por fim, foram lavados em PBS com 0,3% de BSA e
colocados entre lamina e laminula com glicerina tamponada (9:1). Os blastocistos foram
avaliados em microscopio de epifluorescéncia (excitagao de 330-385nm e emissao de
420nm) quanto ao numero de células da MCI (nucleos com fluorescéncia azul,
determinada pelo Hoechst 33342 — corante vital) e do TF (nucleos com fluorescéncia

rosa, determinada pelo iodeto de propidio — corante n&o vital).

Delineamento experimental

Os odcitos foram pré-maturados em meio suplementado com 0,3% de BSA e 25
UM de roscovitina ou 100 uM de butirolactona I, e 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 uM
de cisteamina. Depois foram maturados em meio B-199 suplementado com 0,6% de
BSA e 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 pM de cisteamina conforme grupos

experimentais abaixo:

Pré-Maturacao:

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 25 uM de roscovitina (R);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 25 uM de roscovitina + 50 uM de
cisteamina (RC);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 25 uM de roscovitina + 50 uM de 3-
mercaptoetanol (RM);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 100 uM de butirolactona | (B);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 100 uM de butirolactona | + 50 uM
de cisteamina (BC);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 100 uM de butirolactona | + 50 uM
de B-mercaptoetanol (BM);
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Maturacao:
((S) — B-199 suplementado com 10% de SFB (PADRAO);
o F?;kﬂﬂlv J (C) —»B-199 suplementado com 0,6% de BSA (CONTROLE);
(CC) —»B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 uM de cisteamina;

K(CM) —B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 pM de B-mercaptoetanol;
[ (CR) —» B-199 suplementado com 0,6% de BSA
(CRC) —» B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 uM de cisteamina
(CRM) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 pM de B-
COM mercaptoetanol
PRE-MIV
(CB) —» B-199 suplementado com 0,6% de BSA
(CBC) — 199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 uM de cisteamina
(CBM) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 pM de B-

\mercaptoetanol

Experimento I: Momento de fecundacao

Este experimento foi realizado para determinar qual o melhor momento de
fecundagao de odcitos maturados in vitro, em meio suplementado com roscovitina ou
butirolactona I. Desta forma os odcitos foram pré-maturados por 24 horas em meio
suplementado com 0,3% de BSA e 25 uM de Roscovitina (R) ou 100 uM de
Butirolactona | (B) e em seguida maturados por 16, 20 ou 24 horas em meio B-199
suplementado com 0,6% de BSA conforme grupos experimentais (CR) e (CB). Os
grupos experimentais (S) e (C) foram apenas cultivados em meio de maturagcado B-199
por 24 horas. Depois foram submetidos a fecundacao por 24 horas e avaliadas a

capacidade de clivagem e a competéncia em desenvolvimento até a fase de blastocisto.

Experimento Il: Avaliacao do desenvolvimento embrionario
Neste experimento, os odcitos depois de maturados (24 horas para 0s grupos
sem inibidores de maturacao nuclear, e 20 horas para os grupos com inibidores) foram
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submetidos a fecundacao por 24 horas. Foram avaliadas a capacidade de clivagem e a

competéncia em desenvolvimento até a fase de blastocisto.

Experimento lll: Avaliacao da qualidade embrionaria
Neste experimento, foi avaliada a qualidade embrionaria pela coloragédo

diferencial dos embrides (trofoblasto e massa celular interna).

Analise Estatistica

Para avaliar-se o efeito da suplementagdo do meio de cultura com inibidores da
maturagdo nuclear e antioxidantes sobre 0 momento de fecundacao (experimento 1), e
sobre a fecundagdo e desenvolvimento do embrido (experimento Il), os dados foram
analisados pela fracao de odécitos cultivados que atingiram os estagios determinados de
desenvolvimento, reportados em termos de porcentagem (%). Como a porcentagem de
oocitos clivados e blastocistos ndao obteve distribuicdo normal, os dados foram

transformados em arc sen % . Foi aplicada andlise de variancia (ANOVA) para
comparacgao dos tratamentos, em cada uma das fases de desenvolvimento do embrido
e posteriormente foi aplicado teste de Tukey para comparacdo mdultipla das médias.
Para as variaveis porcentagens de MCI e de TF em relagcdo ao numero total de células
do embrido (experimento lll) foi realizada a analise de varidncia (ANOVA) e
posteriormente foi aplicado teste de Tukey para comparacao multipla das médias. Para
comparagdo entre as médias e as frequéncias de blastocistos reclassificados como
superiores ou excelentes foi utilizado o teste exato de Fisher.

O nivel de significancia adotado foi de 5%. A anadlise estatistica foi efetuada

empregando-se o sistema SAS (Statistical Analysis System).
Resultados
Experimento I: Momento de fecundacao

Os od6citos pré-maturados com roscovitina ou butirolactona | e maturados por 16

ou 20 horas tiveram uma produgcao de embrides semelhante entre si e entre 0os grupos
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padrao do laboratério (10% SFB) e controle (0,6% BSA) com 168 (16,67 a 41,00%) e
192 horas (23,41 a 46,63%) de cultivo. Entretanto, com 24 horas de cultivo de
maturacdo, os grupos dos odcitos pré-maturados com roscovitina ou butirolactona |
tiveram a menor taxa de formagao de blastocistos (8,89 e 10,00%, respectivamente) ao
final das 168 horas quando comparados aos demais grupos (Tabela 1). Como néo
houve diferenga entre os grupos nos horarios de 16 e 20 horas de maturagao, optou-se
em realizar a FIV com 20 horas de maturacdo para 0s grupos pré-maturados com
inibidores de maturacdo nuclear, e 24 horas de maturacdo para os grupos maturados

sem inibidores de maturagao nuclear.

Tabela 1 - Desenvolvimento embrionario de odcitos pré-maturados durante 24 horas
com inibidores da maturacao nuclear (butirolactona | ou roscovitina) seguidos do cultivo

de maturacao por 16, 20 ou 24 horas.

Grupos  Horério N? de Clivagem Bl (168 h) Bl (192 h)
Fiv (h) oécitos n (Média (%) + EPM)

S 24 88 79 (89,73 £5,29)* 36 (41,00 +4,32)* 40 (45,59 + 6,13)?
C 24 88 85 (96,59 £ 0,04)* 35(39,81 +1,57)* 41 (46,63 + 2,58)*
CB 16 90 72 (80,00 £5,09)° 16 (17,78 +9,09)® 25 (27,78 + 13,65)°
CR 16 89 77 (86,59 £ 5,04)° 28 (31,57 +5,27)® 35(39,35 + 6,81)°
CB 20 90 76 (84,44 +6,19)° 15(16,67 +3,33)® 29 (32,22 + 5,88)°
CR 20 89 72 (80,80 £5,09)° 15(16,70+7,66)® 21 (23,41 +9,56)°
CB 24 90 83 (92,22 £2,94)° 9 (10,00 +3,85)° 21 (23,33 + 6,67)°
CR 24 90 67 (74,44 + 4,84)° 8 (8,89 + 7,29)° 8 (8,89 + 7,29)%

| etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).

Experimento Il: Avaliacao do desenvolvimento embrionario

Os grupos de odcitos pré-maturados com roscovitina tiveram a menor taxa de
clivagem (73,33 — 75,25%), formacao de blastocistos (14,17 — 19,10% com 168 hpi)
(22,71 - 25,48% 192 hpi) e eclosao (6,55 — 25,51%) quando comparados aos demais
grupos (P<0,05). O grupo dos odcitos maturados com SFB teve a maior produgéao de
blastocistos com 168 hpi (49,00%) quando comparado aos grupos pré-maturados com
roscovitina (P<0,05), mas nao diferiu dos demais grupos. A taxa de formacao de
blastocistos com 192 hpi nos grupos sem inibidores de maturagao nuclear e naqueles
pré-maturados com butirolactona | foi de 41,45 — 58,00% e a eclosao ficou entre 24,93
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— 38,23%, diferindo apenas dos grupos pré-maturados com roscovitina (P<0,05). Os

resultados estdo demonstrados na tabela 2 e figura 1:

Tabela 2 — Desenvolvimento embrionario de odcitos pré-maturados durante 24 horas

com inibidores da maturagao nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes

(cisteamina ou B-mercaptoetanol) seguidos do cultivo de maturagao por 20 horas.

Grupos N¢de Clivagem Blastocistos n (Média (%) + EPM)
Obcitos BI (168 h) BI (192 h) Eclos&o (192 h)
° i (90,221 i82,94)@ (49,00816 2,49)* (58,08 9:22,64)"" (38,2333 5.96)"
© O 0069t104 (38220308 (57.08£337¢ (2618 % 546"
o i (88,591 iﬁ 30 (37,45 Ei_r53,92)ab (50,1 88i7 1,87)* (24,9324—’26’35)ab
oM o0 (87,561:?2,44)5"’ (35,33 ?_73,85)*’”" (46,677143,33)ab (25,872104’84)ab
°8 i (85,oo1 :72,66)ab (34,10 i96,46)ab° (46,688118,27)ab (26,572179’22)”
e (85,051 i%,sg)ab (33,66 ?_r94,54)ab° (41,45 136,75)“" (31 ,852179’48)ab
CBM 7o (85,8915(.)2,38)6"’ (34,89 ?_r13,91 ) (47,56813 5,78)* (33,83:?—*13’06)ab
oR 177 (73,3; 103,54)b (14,1 72¢5 4,19)° (22,7141r0 2,50° (6,55 ”—’34’37)C
ore. (77,091324,87)“ (16,41 2183,1 7 (221 3182,43)‘3 (7,50 f 3,541
CRM 172 129 33 44 A

(75,25 + 4,12)°

(19,10 * 3,04)"*

(25,48 + 4,13)™

(25,51 + 8,45)*

29| etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).
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Figura 1 — Desenvolvimento embrionario de o6citos pré-maturados durante 24 horas

com inibidores da maturagao nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e antioxidantes
(cisteamina ou B-mercaptoetanol) seguidos do cultivo de maturagao por 20 horas.

S= SFB (10%), C= BSA (0,6%), CC= BSA (0,6%) + CIS (50 pM), CM= BSA (0,6%) + BME (50 uM),
CB= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 uM) / MIV BSA (0,6%); CBC= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 uM)
+ CIS (50 pM) / MIV BSA (0,6%) + CIS (50 pM), CBM= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 uM) + BME (50
uM) / MIV BSA (0,6%) + BME (50 uM), CR= pré-MIV BSA (0,3%) + R (25 uM) / MIV BSA (0,6%);
CRC-= pré-MIV BSA (0,3%) + R (25 pM) + CIS (50 uM) / MIV BSA (0,6%) + CIS (50 uM), CRM= pré-
MIV BSA (0,3%) + R (25 uM) + BME (50 uM) / MIV BSA (0,6%) + BME (50 uM).

abcd | etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).

Experimento lll: Avaliacao da qualidade embrionaria
A qualidade dos blastocistos produzidos apdés 168 horas de cultivo in vitro,

verificada pela técnica de coloracao diferencial (Figura 2), foi semelhante (P>0,05) entre
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os tratamentos. A porcentagem de células da MCI variou entre 27,55 — 33,85% e do TF
entre 66,15 — 72,45% (Tabela 3 e Figura 3).

Figura 2 — Blastocisto corado pela técnica de coloracao diferencial, 168 horas apés
FIV, observados em microscopio de epifluorescéncia.

Azul: nacleo de células da massa celular interna (MCI), Hoechst 33342; Rosa: nucleo
de células do trofoblasto (TF), iodeto de propideo.

Tabela 3 — Porcentagem média de células da MCl e TF, em relagdo ao numero total de
células dos blastocistos corados por meio de coloragao diferencial por fluorocromo apés

168 horas de fecundacao dos odcitos maturados em diferentes meios.

Grupos MCI TF Células Totais
Média (%) + EPM Média (n) + EPM
S 29,33 + 1,822 70,67 £ 1,822 50 + 2,772
C 30,18 + 2,292 69,82 + 2,29% 48 +2,90%
CC 27,74 +1,98% 72,26 + 1,982 51 +2,80%
CM 27,76 + 2,452 72,24 + 2 452 51 + 3,542
CB 29,50 + 2,192 70,50 £ 2,192 46 + 2,66%
CBC 33,85 +2,10% 66,15 +2,10% 47 + 2,502
CBM 29,79 +1,78% 70,21 £1,78% 47 +1,60%
CR 30,01 +2,492 69,99 + 2,492 44 + 2 372
CRC 30,74 £ 2,27¢ 69,26 + 2,272 45 + 2,982
CRM 27,65 +1,64% 72,45 + 1,642 49 + 4,002

? Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de ANOVA (P>0,05).
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Figura 3 — Percentagem de células da MCI e TF dos blastocistos desenvolvidos por
168 horas proveniente de odécitos maturados in vitro em diferentes meios de cultura.

S= SFB (10%), C= BSA (0,6%), CC= BSA (0,6%) + CIS (50 pM), CM= BSA (0,6%) + BME (50 uM),
CB-= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 uM) / MIV BSA (0,6%); CBC= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 pM)
+ CIS (50 pM) / MIV BSA (0,6%) + CIS (50 pM), CBM= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 uM) + BME (50
uM) / MIV BSA (0,6%) + PME (50 pM), CR= pré-MIV BSA (0,3%) + R (25 uM) / MIV BSA (0,6%);
CRC-= pré-MIV BSA (0,3%) + R (25 uM) + CIS (50 uM) / MIV BSA (0,6%) + CIS (50 pM), CRM= pré-
MIV BSA (0,3%) + R (25 pM) + BME (50 pM) / MIV BSA (0,6%) + BME (50 pM).

? Letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de ANOVA (P>0,05).

Discussao

Experimento I: Momento de fecundacao
Neste estudo foi verificado que a producédo de embrides a partir de odcitos pré-
maturados com roscovitina ou butirolactona | e maturados por 16 ou 20 horas foi

semelhante entre si e entre os grupos controle com SFB e BSA, tanto as 168 quanto as
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192 horas de cultivo. Observamos que o00citos pré-maturados com inibidores e
posteriormente maturados por um periodo de 20 horas resultaram, ao final de 192
horas de cultivo, 23,41% de blastocistos (roscovitina) e 32,22% (butirolactona I).
ADONA e LEAL (2004) que obtiveram resultados semelhantes aos nossos, 24,2% de
blastocistos (roscovitina) e 32,3% (butirolactona |I) com 18 horas de maturacéao.

Ao final das 24 horas de cultivo de maturagdo, os grupos dos odcitos pré-
maturados com roscovitina ou butirolactona | tiveram a menor taxa de formacao de
blastocistos (8,89 e 10,00%, respectivamente) avaliados as 168 horas, quando
comparados aos demais grupos. Estes dados sugerem que o momento da fecundagao
in vitro de odcitos pré-maturados com inibidores de maturagédo nuclear pode interferir na
qualidade do desenvolvimento embrionario. LAGUTINA et al. (2002) observou que
82,5% dos odcitos tratados com roscovitina alcancaram a maturacao depois de 16
horas de MIV. As mesmas observacdes foram feitas por HASHIMOTO et al. (2002)
usando butirolactona | (mais de 85% dos odécitos em M |l com 18 horas de MIV), assim
como ADONA e LEAL (2004) que obtiveram mais de 90% de o6citos bloqueados com
butirolactona | ou roscovitina em M Il apés 18 horas de MIV. Provavelmente este fato
ocorre devido a retomada da meiose destes o6citos estar acelerada apds a retirada do
inibidor, e indica que estes odcitos ja estdo aptos a serem fecundados com 16 ou 18
horas de MIV. Outra possibilidade é a utilizagdo de inibidores que ndo assegurem um
bloqueio meibtico tao efetivo, permitindo com que parte dos odcitos atinjam o estadio de
M Il ao final do cultivo de inibicdo. A maturagdo nuclear destes od6citos ocorreria por um
longo periodo de tempo, somando-se o periodo de cultivo da inibicdo e de cultura de
maturacao (mais de 42 horas). Uma proporcao desses odcitos cultivados in vitro teria
ficado envelhecida, antes da FIV e CIV. KIM et al. (1996) sugeriram que o0citos que
envelhecem in vitro tém o subsequente desenvolvimento embrionario diminuido,

principalmente por comprometer elementos do citoesqueleto.

Experimento II: Avaliacao do desenvolvimento embrionario
Nos sistemas de producdo in vitro de embrides (PIV) varios parametros

influenciam o desenvolvimento e a viabilidade embrionaria, sendo particularmente
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importante a condicao de cultivo do o6cito durante o processo de maturagao. O meio de
maturacdo e seus suplementos podem atuar de forma benéfica ou ndo no
desenvolvimento embrionario (BRISON e SCHULTZ, 1997; KRISHER e BAVISTER,
1998). Recentemente RIZOS et al. (2002) demonstraram que o principal fator que afeta
as taxas de blastocistos é a qualidade do odcito, enquanto que as condigdes do sistema
de cultivo in vitro influenciam a qualidade de desenvolvimento dos blastocistos. Esta
qualidade dos oécitos pode ser relacionada ao periodo de capacitacao observada in
vivo. Acredita-se que a competéncia de desenvolvimento pode ser melhorada se
o6citos forem mantidos em bloqueio meidtico por um periodo (cultura de pré-
maturacao) antes de retomar a meiose, tentando mimetizar a capacitagédo (HYTTEL et
al., 1997; LONERGAN et al., 2000).

Nossos resultados demonstraram que 0s grupos de odécitos pré-maturados com
roscovitina tiveram a menor taxa de clivagem (73,33 — 75,25%) quando comparados
aos demais grupos, assim como a menor produc¢ao de blastocistos com 168 hpi (14,17
—19,10%). Ja a taxa de formacéao de blastocistos com 192 hpi apds a inibicdo meidtica
com roscovitina foi de 22,71%, similar aos achados de ADONA e LEAL (2004) com
24%, MERMILLOD et al. (2000) com 31% e LAGUTINA et al. (2002) com 25%. A taxa
de desenvolvimento embrionario 192 hpi apds a inibicdo meidtica com butirolactona | foi
de 46,68%, semelhante aos grupos controle SFB e BSA e melhores do que as obtidas
por ADONA e LEAL (2004) com 32% e LONERGAN et al. (2000) com 27%. Essas
diferencas entre os laboratérios pode ser o resultado de variagdes nas condi¢cdes de
cultivo.

A melhor performance da butirolactona | pode ser atribuida a sua melhor e mais
uniforme inibicdo meiodtica (85,85%) do que a roscovitina (66,41%), 0 que pode ter
implicagbes posteriores durante o desenvolvimento embrionario. Considerando que no
tratamento com roscovitina houve uma proporcdo de odcitos que escaparam do
bloqueio meidtico (18,57% em MIl no final da cultura de inibicdo), e entdo iniciaram a
progressao meiotica, seria esperado que alguns desses odcitos estariam em maturacao
nuclear por um longo periodo de tempo, somando a inibicdo e o periodo de cultura de
maturacdo (mais de 42 horas), sendo que parte desses oécitos in vitro estaria
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envelhecida, antes mesmo da fecundacdo e do cultivo, podendo diminui o
desenvolvimento embrionario. Por outro lado, no tratamento com butirolactona | poucos
odcitos escaparam do bloqueio (7,07%) e sofreram o processo de envelhecimento,
resultando em melhor desenvolvimento (os dados referentes a inibicdo da maturacao
nuclear estdo dispostos no capitulo 2).

Parece provavel que embrides cultivados in vitro que sdo expostos ao estresse
oxidativo tém seu mecanismo de defesa insuficiente para proteger sua delicada
estrutura celular (ALl et al., 2003). Para proteger os o6citos e os embrides do estresse
oxidativo, muitos antioxidantes podem ser adicionados ao meio de cultivo. DE MATOS
et al. (1996) demonstraram que a adi¢cdo de cisteamina, cisteina e B-mercaptoetanol ao
meio de maturagdo aumentou a sintese de glutationa (GSH) intracelular e o
desenvolvimento de blatocisto.

Nossos resultados demonstraram que a adicao dos antioxidantes cisteamina ou
B-mercaptoetanol ao meio de maturagéao nao influenciaram na produgéo de blastocistos
em relagao aos grupos controle SFB e BSA com 168 e 192 hpi. DE MATOS e FURNUS
(2000) e AVELINO (2004) relataram um aumento da produgédo de blastocisto 168 hpi
provenientes de odécitos maturados com 100 uM de B-mercaptoetanol em relagdo ao
grupo controle (maturagao com SFB). Essas diferengas entre os laboratérios podem ser
o resultado de variagdes nas condi¢des de cultivo, pois foi previamente demonstrado
que a associacao de p-mercaptoetanol com cisteina, numa concentracao de 100 uM de
B-mercaptoetanol podem proporcionar melhores resultados do que os observados em
nosso estudo (AVELINO, 2004).

A produgao de blastocistos 168 hpi provenientes de odcitos maturados com
cisteamina foi semelhante as dos grupos controle assim como para AVELINO (2004) e
WOLF (2005), apesar destes autores terem utilizado a associagao de cisteamina com
cisteina, e o dobro da concentracdo de cisteamina na maturacdo que em nosso
experimento.

Em estudos anteriores, aumento do percentual de desenvolvimento embrionario
foi ressaltado ap6s maturacao dos odécitos na presenca unicamente de substratos ou
precursores de GSH em diversas espécies, entre elas a bovina (DE MATOS et al.,
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1996; DE MATOS e FURNUS, 2000). Entretanto, em alguns estudos o uso individual de
cisteamina ou B-mercaptoetanol ndo favoreceu o desenvolvimento individual de
blastocistos da espécie bovina. GUYADER-JOLI et al. (1998) demonstraram que sua
producdo de embrides ndo melhorou apds a adicdo de 50, 100 ou 250 puM de
cisteamina no meio de maturagdo. BLONDIN et al. (1997) também nao observaram
aumento no percentual de blastocistos apdés maturacdo de obcitos em meio
suplementado com 10, 100 ou 500 uM de B-mercaptoetanol.

Outro fator que se evidenciou em nossos resultados foi a baixa taxa de clivagem,
producdo de embrides com 168 e 192 hpi e eclosdo dos grupos dos oécitos pré-
maturados com roscovitina. Parece que neste caso os antioxidantes nao tiveram
influéncia alguma nos resultados, e que a pré-maturagdo com roscovitina pode ter

interferido no desenvolvimento embrionario.

Experimento lll: Avaliacao da qualidade embrionaria

O numero de células é um dos parametros mais utilizados para caracterizar a
qualidade de embrides produzidos in vitro. Durante o processo de desenvolvimento de
embrides pré-implantagdo as células embrionérias se diferenciam em TF ou MCI. As
células do TF estdo localizadas externamente nos blastocistos e originam as
membranas extra-embrionarias, enquanto que as células da MCI originam o feto e
contribuem para a formacéo das membranas extra-embriondrias (NEUBER et al., 2002).
O desenvolvimento fetal normal é dependente do numero de células do embrido (LANE
e GARDNER, 1997) e o estabelecimento de uma propor¢cdo entre MCILTF &
considerada essencial para assegurar a viabilidade embrionaria (FLEMING, 1987).
Embora nédo se tenha um padréo ideal para esta razéo, tem se adotado os valores de
uma célula da MClI para duas de TF (AVELINO, 2004).

Neste experimento foram avaliadas as médias do numero de células da MCI e do
TF. De forma geral, a qualidade dos blastocistos produzidos ap6s 168 horas de cultivo
in vitro, verificada pela técnica de coloragdo diferencial, foi semelhante entre os
tratamentos. A adi¢cdo dos antioxidantes cisteamina ou B-mercaptoetanol nado aumentou

o percentual de células na MCI, no TF e nem no tamanho do blastocisto (numero total
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de células). Da mesma maneira, WOLF (2005) nao observou diferenca no tratamento
com cisteina associada a cisteamina, nem AVELINO (2004) no tratamento de cisteina
associada ao B-mercaptoetanol. Entretanto, este dltimo autor verificou um aumento no
percentual de células da MCI no tratamento suplementado com cisteina associada a
cisteamina em relagcdo ao controle. A utilizacdo de odcitos tratados com inibidores de
maturacao nuclear nao influenciou no percentual de células na MCI, no TF e numero

total de células dos embridoes cultivados.

Conclusoes

Odbcitos pré-maturados com roscovitina ou butirolactona | tém menor taxa de
formacao de blastocistos se maturados por longos periodos (24 horas).

O bloqueio da meiose de obcitos com butirolactona | ndo prejudicou a
subseqliente fecundacdo e nem o desenvolvimento embrionario. Todavia, o bloqueio
com roscovitina influenciou negativamente estes parametros.

A adicdo dos antioxidantes cisteamina ou p-mercaptoetanol ao meio de
maturagao nao influenciou na producgao de blastocistos.

A adicao dos antioxidantes cisteamina ou (3-mercaptoetanol e dos inibidores de
maturacdo nuclear roscovitina ou butirolactona | ndo influenciou na qualidade dos

embrides avaliada pela coloragéo diferencial.
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CAPITULO 4 — AVALIACAO DA FRAGMENTACAO DE DNA EM EMBRIOES
PRODUZIDOS IN VITRO APOS FECUNDACAO DE OOCITOS TRATADOS COM
INIBIDORES DA MATURAGCAO NUCLEAR E ANTIOXIDANTES

RESUMO - A apoptose é a forma mais generalizada de morte celular. E
caracterizada por uma série de eventos bioquimicos e morfologicos observados no
nucleo e no citoplasma das células que entram neste processo. O estresse oxidativo
danifica os embrides podendo levar a apoptose. Odcitos bovinos pré-maturados com
inibidor de maturacdo nuclear (butirolactona | ou roscovitina) e maturados in vitro com
antioxidante (cisteamina ou B-mercaptoetanol) foram fecundados e cultivados in vitro. A
qualidade embrionéria foi avaliada com 168 hpi pela técnica de coloragdo TUNEL com a
contagem de células totais e apoptoticas. Os embrides do grupo cujos odcitos foram
maturados com SFB obtiveram a maior porcentagem (P<0,05) de células apoptoticas
(5,75%) quando comparado ao grupo CBM (pré-MIV com BSA, butirolactona | e B-
mercaptoetanol seguido de MIV com BSA e B-mercaptoetanol) com a menor
porcentagem (3,00%). A fragmentacdo de DNA total dos embrides foi avaliada 168 hpi
pela técnica do Cometa e ndo foi observada diferenga significativa (P>0,05) entre os
tratamentos em relacao a freqiéncia e extensdo de danos do DNA que variou de 0 a
38,18 %. Concluimos que a taxa de apoptose celular e fragmentacdo de DNA nos
embrides produzidos in vitro sdo maiores naqueles maturados com SFB que com

butirolactona | e B-mercaptoetanol.

Palavras-Chave: maturagcdo in vitro, fecundacdo in vitro, embrido, bovino,

antioxidantes, butirolactona I, roscovitina, TUNEL, ensaio Cometa.
Introducao
A apoptose é a forma mais generalizada de morte celular, pois é a que ocorre

tanto no desenvolvimento embrionario-fetal como ao longo da vida adulta. O conceito

de morte celular por apoptose, contrastando com o de necrose, foi proposto ha 26 anos
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por KERR e SEARLE (1972): “As células fisiologicamente indesejaveis nao necrosam,
elas apoptosam”. A morte celular programada é caracteristica no desenvolvimento de
animais e plantas. Esse tipo de morte celular é tdo importante quanto o processo
mit6tico no sentido de produzir um individuo.

A apoptose € caracterizada por uma série de eventos bioquimicos e morfolégicos
observados no nucleo e no citoplasma das células que entram neste processo. A
condensacgao e fragmentacdo do DNA nuclear estdo comumente associadas a quebra
do DNA nuclear em fragmentos de 200 pares de base. Similarmente, o citoplasma se
torna denso e com corpos apoptéticos e vesiculas, e é observado ainda peroxidagao
lipidica, oxidacao de proteinas e aumento do reticulo endoplasmatico (HALL, 1999).

A apoptose € confirmada in situ por meio do ensaio TUNEL, que a enzima
terminal “deoxynucleotidyl transferase” (TdT) catalisa a incorporacado de “biotinylated
deoxyuridine” (dUTP) nos locais de quebra de DNA. O sinal € amplificado por
fluorescéncia e a reacao detecta preferencialmente células que iniciaram o processo de
morte celular. A apoptose € observada em condicbes normais no inicio do
desenvolvimento de embrides in vivo e in vitro (NEUBER et al., 2002). O indice de
células em apoptose pode indicar a qualidade de blastocistos produzidos.

A técnica de eletroforese de células em microgel é aplicada em muitos estudos
relacionados a integridade de DNA e qualidade celular. O ensaio Cometa € baseado no
principio de que danos ao DNA reduzem o tamanho de fragmentos do DNA. Este efeito
€ detectado aplicando um campo eletroforético para lisar as células. Os fragmentos de
DNA corados formam um tipico padrao de migracdo semelhante a um cometa (HELMA
e UHL, 2000). A deteccao de danos aos fragmentos de DNA pelo ensaio Cometa € um
método eficiente para avaliar danos no DNA de células (odcitos ou embrides)
submetidos ao estresse oxidativo que ainda pode causar peroxidacao de fosfolipideos
de membrana e alterar muitos tipos de moléculas celulares, tais como lipideos,
proteinas e &acidos nucléicos (NASR-ESFAHANI et al., 1990), podendo levar a
alteracbes mitocondriais, bloqueio de desenvolvimento, deplecdo do ATP e apoptose
(KOWALTOWSKI e VERCESI, 1999; HYSLOP et al.,, 1988; YANG et al., 1998). O
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ensaio Cometa permite a quantificacao tanto pelo monitoramento da freqiiéncia como
pela extensao dos danos ao DNA (TAKAHASHI et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade de embrides através da
fragmentacdo de DNA, obtidos a partir de od6citos cultivados com inibidores da

maturagao nuclear e antioxidantes, utilizando as técnicas do TUNEL e Cometa.

Material e Métodos

Obtencao e selecao dos odcitos

Os ovarios de bovinos abatidos nos abatedouros de Guararapes-SP e Birigli-SP
foram retirados das carcagas aproximadamente 20 minutos apds o abate, mantidos em
solucao salina estéril a 30-35°C e transportados para o laboratério em caixas térmicas,
nao excedendo o limite de 6 horas desde o abate até o inicio das aspiragbes. As
pungdes foliculares foram realizadas manualmente por meio de agulha de calibre 18-G,
adaptada a seringa de 20 mL, ambas descartaveis. Todo o material aspirado foi
transferido para tubos plasticos de 50 mL e decantado por 15 minutos para selecao dos
odcitos.

O sedimento foi transferido para placas de poliestireno de 60 mm de diametro e
avaliado em microscépio esterioscépico. Os o6citos com cumulus compacto, possuindo
pelo menos 4 camadas de células e de aparéncia saudavel (citoplasma de granulacao

homogénea) foram selecionados para o cultivo de maturagéo.

Maturacao dos odcitos

Os od6citos selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199
(meio TCM-199 suplementado com 0,2 mM de piruvato, 20 mM de HEPES, 5 mM de
bicarbonato de sédio e 75 ug/mL de amicacina) e uma vez em meio de pré-maturacao
(meio TCM-199 suplementado com 75 pg/mL de amicacina, 0,3% de BSA e 0,2 mM de
piruvato). O meio de pré-maturagéo foi suplementado com 25 uM de roscovitina ou 100
UM de butirolactona | e 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 uM de cisteamina. Somente

foram pré-maturados os od6citos dos grupos contendo inibidores da maturagdo nuclear.



74

Ao término do cultivo de pré-maturacao, os oécitos foram transferidos para placa
de cultura contendo meio de maturacédo B-199 (meio TCM-199 suplementado com 0,2
mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de sédio, 75 ug/mL de amicacina, 1 ug/mL de
17-B estradiol, 0,5 ug/mL de FSH, 100 Ul/mL de hCG e 0,6% de BSA) suplementado ou
ndo com 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 uM de cisteamina. Os demais grupos
experimentais (sem inibidores da maturacédo nuclear) foram apenas cultivados em meio
de maturacao B-199.

Os o6citos de todos os grupos foram cultivados em microgotas de 100 uL de
meio recoberto com 6leo mineral, em estufa a 38,8°C com atmosfera de 5% de CO, em

ar e maxima umidade.

Fecundacao in vitro

Apb6s o cultivo de maturacdo (24 horas para os grupos sem inibidores de
maturacdo nuclear, e 20 horas para os grupos com inibidores), os COCs foram
submetidos a fecundagao in vitro. Foi utilizado sémen de um Unico doador da raca
Limousin de um unico lote. A palheta foi descongelada em banho-maria a 35-37°C
durante 30 segundos e lavada por trés vezes em 2 mL de meio TL-Sémen cada vez,
adicionado de antibidtico e 2 uL/mL do estoque C, por centrifugacao a 750 rpm (270xg),
durante 5 minutos. Na ultima lavagem, 30 uL do sedimento foi recuperado e depositado
em um microtubo com 30 pL de meio TALP-FIV, sendo feita avaliacdo de suas
caracteristicas (motilidade e concentracdo espermatica). A concentragcdo foi ajustada
para 25x10° espermatozéides vivos por mL, sendo adicionados 4 uL desta diluicdo para
cada gota de fecundagao (concentracdo final de 100 x 10° espermatozéides por gota de
meio). Apds a maturagdo, os odcitos de cada grupo foram lavados no meio de
fecundacéo (TALP-FIV) suplementado com 10 pg/mL de heparina, 160 uL PHE e 0,6%
BSA, sendo entdo transferidos para as microgotas de fecundagdo (20
odcitos/microgota). A fecundacdo foi realizada a 38,8°C, por 24 horas em estufa

contendo 5% CO, em ar atmosférico e 99% de umidade.
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Cultivo de desenvolvimento

Os zigotos foram lavados duas vezes em meio TALP e uma vez no meio mSOF,
sendo entdo transferidos para as microgotas do cultivo de desenvolvimento in vitro
(CIV). O cultivo de desenvolvimento embrionario foi realizado em microgotas de 100 uL
de meio mSOF suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% SFB. O cultivo foi conduzido
em estufa a temperatura de 38,8°C, contendo 5% de CO. em ar atmosférico e 99% de
umidade, durante 7 dias. A cada 48 horas, 50% do meio de cultivo foi renovado. A
avaliacdo do desenvolvimento embrionéario foi realizada as 40 horas (clivagem), 168
horas (formacao de blastocistos) e 192 horas (blastocistos eclodidos e em processo de

eclosao) pos-inseminagao (hpi).

Coloracao “Terminal Transferase Assay” - TUNEL

As células em apoptose dos embrides foram marcadas pela coloracao “In situ
terminal deoxinucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay” (TUNEL),
descrita por PAULA-LOPES e HANSEN (2002). Os blastocistos foram lavados por
quatro vezes em 100 uL de PBS com PVP (1 mg/mL) (PBS-PVP) e posteriormente
fixados, com a zona pelucida intacta, em 100 uL de solugdo de paraformaldeido (4%
em PBS, pH 7,4) a temperatura ambiente por 1 hora. Os embrides foram lavados em
PBS-PVP e foram armazenados sob refrigeracdo (4°C), por 1 a 7 dias, para posterior
processamento. Estes embrides foram entdo permeabilizados em solugédo de Triton X-
100 (0,5%, v/v) em citrato de sédio (0,1%), por 30 minutos em temperatura ambiente.
Os embrides reservados para controle positivo foram incubados com DNAse | (50 Ul/mL
de agua Milli-Q) (RNAse free) a 37°C por 1 hora, enquanto que os embrides dos
tratamentos ficaram em gotas de 100 uL de PBS-PVP. Posteriormente, todos os
embrides foram lavados em PBS-PVP e incubados, em camara umida, com 15 uL da
mistura (1:9, da enzima — tubo 1 e do tampao da enzima — tubo 2, respectivamente)
para a coloracdo TUNEL (/In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein, Roche
Diagnostics, Germany), por 1 hora a 37°C no escuro. Os embrides reservados para
controle negativo foram incubados na auséncia da enzima “terminal deoxinucleotidyl

transferase” (TdT) (tubo 1, contida no kit). Os embrides foram incubados em RNAse A
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(50 pg/mL de agua Milli-Q) por 1 hora em temperatura ambiente, seguida por incubacao
com iodeto de propidio (0,5 pg/mL de PBS-PVP) por 30 minutos em temperatura
ambiente. Por fim, estes embrides foram lavados em PBS-PVP e colocados entre
lamina e laminula com glicerina tamponada (9:1). Os blastocistos foram avaliados em
microscopio de epifluorescéncia (excitagao de 510-550nm e emissédo de 590nm) quanto
ao numero de células com fragmentacdo de DNA (TUNEL positivas — fluorescéncia
verde ou amarela pontual dentro do ndcleo) localizadas na MCI ou no TF em relagédo ao
nuamero total de células do blastocisto, determinado pelos nicleos corados em vermelho

pelo iodeto de propideo.

Ensaio Cometa

Os embrides provenientes de odécitos maturados nos diferentes meios de cultivo
foram colhidos e lavados em TCM-199 Hepes com 10% de SFB, e posteriormente
lavados em gel de agarose “low melting point” (LMP) (0,75%) a uma temperatura de
37°C e depositados enfileirados sobre lamina. A lamina foi deixada sob camera Umida a
4°C por 10 minutos, e em seguida foi recoberta com mais 1 mL de gel de agar (1%).

A lamina preparada foi deixada dentro de uma camara umida a 4°C por mais 30
minutos para polimerizagdo do gel, sendo posteriormente colocada em solugdo de lise
[Tris (10 mM), Triton X-100 (1%), Na,EDTA (100 mM), Proteinase K (5 pug/mL), NaCl 2,5
(mM) por 2 horas a 50°C. Apés a lise, a lamina foi colocada em solugéo de eletroforese
altamente alcalina pH 13-14 [NaOH (300 mM, Na;EDTA (1 mM)] por vinte minutos para
separagdo das fitas de DNA. Finalmente, correu-se o gel a 1,5 Volts por cm, com
amperagem de 200 a 350 mA.

A lamina foi lavada com solucdo de Tris-HCI (0,4 M) para neutralizar a reagao e
em seguida o gel foi corado com brometo de etideo (10 pg/mL) durante 15 minutos. As
laminas foram visualizadas em microscopio equipado com epifluorescéncia
(Microscépio Olympus IX51-11l; excitagdo 340 a 380 nm e emissao 430 nm).

Os embrides destinados ao ensaio Cometa foram avaliados a partir do
comprimento da cauda e intensidade de coloragcdo do nucleo. Foram classificados de
acordo com a migracdao do DNA: C(0) sem migracdo de DNA, C(1) com um pequeno
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halo a sua volta, C(2) com uma pequena cauda e nucleo bem corado, C(3) com a
cauda de tamanho médio e nudcleo parcialmente corado e C(4) com o nucleo quase
totalmente descorado e cauda longa (ANDERSON et al.,1994; VISVARDIS et al., 1997).

Esta classificagcdo pode ser visualizada na Figura 1:

o o & &

0 1 2 3 4

Figura 1 - Classificacado da integridade de DNA total (Modificado de ANDERSON et al.,
1994 e VISVARDS et al.,, 1997). (0) célula onde ocorreu pouca quebra de DNA e
apenas difusdo do DNA no gel, (1) pequena quebra e pouca migracao de DNA, (2)

quebra e migracao parcial de DNA, (3) quebra e migracdo de DNA acetuada e (4)
grande quebra e alta migracdo de DNA.

Delineamento experimental

Os od6citos foram pré-maturados em meio suplementado com 0,3% de BSA e 25
UM de roscovitina ou 100 uM de butirolactona I, e 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 uM
de cisteamina. Depois foram maturados em meio B-199 suplementado com 0,6% de
BSA e 50 uM de B-mercaptoetanol ou 50 pM de cisteamina conforme grupos

experimentais abaixo:

Pré-Maturacao:

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 25 uM de roscovitina (R);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 25 uM de roscovitina + 50 uM de
cisteamina (RC);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 25 uM de roscovitina + 50 uM de 3-
mercaptoetanol (RM);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 100 uM de butirolactona | (B);
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TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 100 uM de butirolactona | + 50 uM

de cisteamina (BC);

TCM-199 suplementado com 0,3% de BSA + 100 uM de butirolactona | + 50 uM

de B-mercaptoetanol (BM);

SEM
PRE-MIV

COM
PRE-MIV

Maturacao:
((S) — B-199 suplementado com 10% de SFB (PADRAO);
(C) —»B-199 suplementado com 0,6% de BSA (CONTROLE);
(CC) —»B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 uM de cisteamina;
\(CM) —B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 pM de B-mercaptoetanol;
/(CR) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA
(CRC) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 uM de cisteamina
(CRM) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 pM de B-
mercaptoetanol
(CB) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA
(CBC) — 199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 uM de cisteamina
(CBM) — B-199 suplementado com 0,6% de BSA + 50 pM de B-

\/mercaptoetanol

Experimento |: Avaliacao da fragmentacao de DNA pela coloracao

“Terminal Transferase Assay” - TUNEL

Neste experimento, os odcitos depois de maturados (24 horas para 0s grupos

sem inibidores de maturagao nuclear, e 20 horas para os grupos com inibidores), foram

submetidos a fecundacao por 24 horas. Os zigotos foram cultivados in vitro em meio
SOF-Modificado, suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% de SFB. Os embrides foram

avaliados as 168 hpi pela técnica do TUNEL para determinacdo do numero de células

totais e apoptoéticas.
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Experimento Il: Avaliacao da fragmentacao de DNA pelo ensaio Cometa
Neste experimento, os odcitos foram maturados, fecundados e cultivados nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente. Os embrides foram avaliados as 168 hpi

pela técnica do Cometa para verificagdo da fragmentacao de DNA total.

Analise Estatistica

Para avaliagédo do efeito da suplementacdo do meio de cultura com inibidores da
maturagcao nuclear e antioxidantes sobre fragmentacao de DNA do embrido através das
técnicas do TUNEL e Cometa, os dados foram analisados pela fragdo de odcitos que
atingiram o estadio de blastocisto com 168 hpi, reportados em termos de porcentagem
(%). Como a porcentagem de blastocistos ndo obteve distribuicdo normal, os dados
foram transformados em arc sen /% . No experimento |, foi aplicada andlise de
variancia (ANOVA) para comparagcao dos tratamentos e posteriormente foi aplicado
teste de Tukey para comparacao multipla das médias. No experimento Il, foi aplicada
analise de variancia (ANOVA) para comparacao dos tratamentos, em cada uma das
classes de fragmentacdo de DNA do embrido, e posteriormente foi aplicado teste de
Tukey para comparacao multipla das médias.

O nivel de significancia adotado foi de 5%. A anadlise estatistica foi efetuada

empregando-se o sistema SAS (Statistical Analysis System).
Resultados

Experimento |: Avaliacado da fragmentacado de DNA pela coloracao
“Terminal Transferase Assay” — TUNEL

Os blastocistos desenvolvidos apés 168 horas de cultivo in vitro foram
observados pela coloragdo TUNEL em microscopio epifluorescente, sendo que as
células TUNEL positivas apresentaram fluorescéncia verde ou amarela pontual dentro
do ndcleo, localizada na MCI ou no TF em relacdo ao numero total de células do
blastocisto, determinado pelos nucleos corados em vermelho pelo iodeto de propideo
(Figura 2). O grupo de odcitos pré-maturados com SFB apresentou maior porcentagem
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(5,75%) de células em apoptose quando comparado com o grupo CBM (pré-MIV BSA +
B + BME / MIV BSA + BME) que obteve apenas 3,00% (P<0,05), nédo diferindo dos

demais grupos (Tabela 1 e Figura 3).

DNA Fragmentado

Figura 2 — Blastocistos corados pela técnica de coloracao TUNEL, 168 horas apés FIV,
observados em microscépio de epifluorescéncia. A) Controle Positivo TUNEL — tratados
com DNAse [; B) Controle Negativo TUNEL — tratados sem TdT; C) Blastocisto que
apresentou fragmentacdo do DNA. As setas demonstram locais da quebra do DNA

dentro do nucleo. (TdT — enzima “terminal deoxinucleotidyl transferase”).

Tabela 1 — Porcentagem de células em apoptose verificadas pela técnica do TUNEL e
tamanho (nimero médio de células/blastocisto) de embrides produzidos de odcitos

maturados em diferentes meios.

Grupos Apoptose (TUNEL) Média Células/Bl + EPM
Média (%) + EPM

S 5 (5,75 + 0,82)? 81 + 3,85°
C 3(3,93 +0,64)® 79 + 2,89°
cC 4 (4,53 £ 0,48)® 81 +2,74°
CM 4 (4,62 +0,64)® 83 + 3,262
CB 3 (3,87 £ 0,49)® 77 + 2,65°
CBC 3 (3,24 £0,34)® 81 + 2,53
CBM 2 (3,00 +0,23)° 77 +2,52°
CR 4 (5,38 +0,84)® 82 + 4,35°
CRC 3 (3,68 £ 0,62)® 77 +3,87°
CRM 3 (3,32 £ 0,44)® 79 + 5,32°

"™ | etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).
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Figura 3 — Percentual de fragmentacdo do DNA encontradas em blastocistos corados

por TUNEL apés 168 horas de fecundagao dos oécitos maturados em diferentes meios.
S= SFB (10%), C= BSA (0,6%), CC= BSA (0,6%) + CIS (50 pM), CM= BSA (0,6%) + BME (50 pM),
CB-= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 uM) / MIV BSA (0,6%); CBC= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 uM)
+ CIS (50 pM) / MIV BSA (0,6%) + CIS (50 pM), CBM= pré-MIV BSA (0,3%) + B (100 pM) + BME (50
uM) / MIV BSA (0,6%) + BME (50 uM), CR= pré-MIV BSA (0,3%) + R (25 uM) / MIV BSA (0,6%);
CRC-= pré-MIV BSA (0,3%) + R (25 uM) + CIS (50 uM) / MIV BSA (0,6%) + CIS (50 pM), CRM= pré-
MIV BSA (0,3%) + R (25 uM) + BME (50 uM) / MIV BSA (0,6%) + BME (50 uM).

% | etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de ANOVA (P<0,05).

Experimento Il: Avaliacao da fragmentacao de DNA pelo ensaio Cometa

Os blastocistos foram corados pela técnica do Cometa apds 168 horas de cultivo
in vitro, observados em microscopio epifluorescente e avaliados a partir do comprimento
da cauda e intensidade de coloracao dos nucleos (Figura 4). A classificacao foi feita em
classes de acordo com a de ANDERSON et al.,1994 e VISVARDIS et al., 1997. Os
blastocistos ndo apresentaram diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos em
relacdo a frequéncia e extensdo de danos do DNA. Os percentuais € as médias da
fragmentacado de DNA total dos embrides estdao demonstrados na tabela 2.
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Figura 4 — Classes de fragmentacdo de DNA em blastdbmeros de blastocistos

produzidos 168 horas apds FIV.

Tabela 2 — Porcentagem de fragmentacdo de DNA total de embrides submetidos a

técnica do Cometa provenientes de o6citos maturados em diferentes meios.

Grupos Classificacdo Cometa
Média (%) + EPM
Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
S 5 18 19 12 18
(7,05 £ 4,32)* (23,79 £8,89)* (27,72 +5,99)* (18,98 £6,82)* (22,47 + 12,93)*
C 4 12 22 12 10
(6,41 £2,11)2  (20,43+6,32)® (38,18 +5,69)* (19,14 +3,01)* (15,84 +6,61)°
CC 1 7 14 15 11
(1,52 +£1,52) (24,53 £+15,50)* (26,71 £7,90)® (29,25 +6,87) (17,99 * 8,48)*
CM 4 9 19 14 4
(5,74 +4,46)% (17,47 £10,21)® (33,26 +6,99)* (29,84 +8,19)* (13,69 + 8,27)2
CB 5 13 17 21 6
(10,48 £5,04)* (22,76 £6,29)* (27,38 £4,46)® (30,57 + 7,42)* (8,81 £ 4,67)%
CBC 11 17 17 12 6
(17,39 £8,04)* (27,51 £7,52)* (26,27 £7,16)® (18,29 +7,95)® (10,54 + 7,05)
CBM 14 12 15 11 4
(23,36 £ 10,96)* (21,87 +6,38)* (26,22 +8,50)* (21,13 £8,81)2 (7,41 + 4,04)®
CR 7 4 6 10 3
(27,50 £9,46)* (14,17 £10,03)* (19,44 £9,04)* (31,35+12,22)* (7,54 +5,01)?
CRC 1 7 13 11 2
(3,33 + 3,33)* (20,69 +5,49)* (36,67 £4,71)* (33,19 +6,24)* (6,11 + 3,89)°
CRM 6 5 9 9 0
(18,06 +6,24)> (15,28 +6,94)* (31,94 +4,52)* (34,72+10,19)* (0,00 + 0,00)?

# Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de ANOVA (P>0,05).
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Discussao

Experimento |: Avaliacao da fragmentacao de DNA pela coloracao
“Terminal Transferase Assay” — TUNEL

O numero de células embrionarias e o percentual de morte celular ou apoptose
sdo usuais indicadores da qualidade embrionaria. Quanto maior o nimero de células e
menor a taxa de apoptose, melhor a qualidade do embrido. A apoptose no inicio do
desenvolvimento embrionario é observada sob condigcdes in vivo e in vitro. O embrido
pode apresentar apoptose em blastdmeros inviaveis, durante a formacao da blastocele,
ou ainda em condicbes de estresse durante o cultivo in vitro. A apoptose é
caracterizada por uma série de eventos bioquimicos e morfologicos observados no
nuacleo e no citoplasma das células que entram neste processo. A condensacao e
fragmentagdo do DNA nuclear estdo comumente associadas a quebra do DNA nuclear
em fragmentos de 200 pares de base (HALL, 1999). A reacdo TUNEL (GAVRIELI et al.,
1992) possibilita a deteccao in situ de células apoptéticas apontando uma extensiva
fragmentacdo de DNA oligonucleossomal gerada pela atividade de DNAse endégena
durante o processo de apoptose.

O percentual reduzido de células em apoptose observadas em todos os
tratamentos indicou que nossas condigbes de cultivo embrionario foram satisfatorias. O
grupo de odcitos maturados com SFB apresentou maior porcentagem de células em
apoptose quando comparado aqueles maturados com butirolactona | e pB-
mercaptoetanol. BAVISTER et al. (1992) relataram que o SFB possui citocinas e fatores
de crescimento que estimulam a divisdo mitética. Desta maneira, embrides
provenientes de o06citos maturados com SFB clivam mais rapidamente, e
provavelmente, essa velocidade de clivagem tenha correlagdo com maior taxa de
fragmentacdo de DNA, e consequentemente com apoptose. Outro fator importante
relacionado a apoptose se refere ao estresse oxidativo, que pode variar dependendo do
sistema de cultivo e dos fatores de crescimento presentes no SFB (YOUNG et al.,
1998). VAN SOOM et al. (2002) relataram que a apoptose in vitro pode ser induzida
pela presenga de radicais livres do oxigénio. Desta maneira, a maior porcentagem de
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células em apoptose dos embrides de odécitos maturados com SFB pode ter ocorrido
por duas hipoéteses: 1) o SFB possui fatores de crescimento que estimulam a diviséo
mitética levando os embrides a clivagem mais rapidamente e maior taxa de
fragmentacdo de DNA e 2) algumas substancias presentes no SFB, de composicao
indefinida, e o sistema de cultivo podem levar ao estresse oxidativo e induzir a
apoptose.

Apesar de ser 0 grupo com maior taxa de apoptose, 0s o6citos maturados com
SFB produziram o maior niumero de blastocistos com 168 e 192 horas de cultivo.
PORTER et al. (2001) colocaram que o fato de oécitos maturados com SFB produzir
mais embrides seja devido aos fatores de crescimento e proteinas que este possa
conter, entretanto esses embrides tém menor integridade de DNA e estdo mais
suscetiveis a apoptose, o que é um indicativo de menor qualidade embrionaria.

A adicdo de antioxidantes exerce uma influéncia positiva sobre o
desenvolvimento embrionario de bovinos, aumentando a concentracao intracelular de
GSH no oécito e o numero de células (VAN SOOM et al., 2002). Em nosso estudo, a
associacdo da butirolactona | e B-mercaptoetanol foi benéfica aos embrides que
apresentaram menor porcentagem de células em apoptose. Entretanto, nao
observamos um efeito positivo da GSH sobre as taxas de produgcdo embrionaria e
reducao das células em apoptose para os grupos de oécitos maturados com cisteamina
e B-mercaptoetanol que apresentaram as mesmas taxas de células apotéticas dos
grupos controle com BSA e SFB, assim como VAN SOOM et al. (2002) e WOLF (2005)
que nao observaram este efeito positivo. As condigdes de cultivo, como a tensdo de
oxigénio e a composigao do meio, podem ter influéncia no efeito positivo da adigao dos

antioxidantes no desenvolvimento embrionario.

Experimento IlI: Avaliacao da fragmentacao de DNA pelo ensaio Cometa
A deteccao de danos nos fragmentos de DNA pelo ensaio Cometa é um método
proveitoso para avaliar um dos efeitos prejudiciais ocasionados pelo estresse oxidativo

ou outras condicoes de cultivo embrionario que podem comprometer o desenvolvimento
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embrionario. O ensaio Cometa permite a quantificacdo dos danos de DNA monitorando
tanto a freqiéncia como a extensao dos danos ao DNA (TAKAHASHI et al., 2000).

Em nosso estudo, os blastocistos ndo apresentaram diferenga entre os
tratamentos em relacdo a freqiéncia e extensdo de danos causados ao DNA.
Observamos que a incidéncia de fragmentacdo de DNA de classe 4 (que caracteriza
grande quebra e alta migracdo de DNA) nao foi muito alta para todos os grupos,
indicando que nossas condi¢des de cultivo embrionario foram satisfatérias. TAKAHASHI
et al. (2000) relatam que o ensaio Cometa é uma boa técnica para se avaliar a
qualidade do meio de cultura e seus aditivos.

Apesar de néo haver diferenca entre os tratamentos, observamos que a grande
fragmentacéo e alta migracdo de DNA representada pela classe 4 foram maiores no
grupo de odcitos maturados com SFB, ao passo que, pouca quebra de DNA (classe 0)
foi verificada nos grupos com butirolactona | e 3-mercaptoetanol e com roscovitina. Este
resultado teve uma correlacdo com o0s nossos achados dos embrides submetidos a
técnica do TUNEL, no qual o grupo de o6citos maturados com SFB apresentou maior
porcentagem de células em apoptose que o grupo com butirolactona | e B-
mercaptoetanol. Observamos que as duas técnicas utilizadas (TUNEL e Cometa) foram
igualmente eficientes e demonstraram resultados coerentes. Estas consideragdes sdo
relevantes quando YANG et al., 1998 relataram que os danos causados ao DNA
possam resultar em apoptose. Como visto anteriormente, embrides cultivados em SFB
clivam mais rapidamente podendo ter correlacdo com maior taxa de fragmentacéao de
DNA, e consequentemente com apoptose (BAVISTER et al., 1992).

Parece que a fragmentacao de DNA e a apoptose podem sem prejudiciais ao
desenvolvimento embrionario. Entretanto, o grupo do SFB apresentou a maior produgao
de blastocistos. HARDY (1999) colocou que a morte celular nos embrides pode ser um
mecanismo para eliminar células anormais e células com potencial de desenvolvimento
improprio. Os embrides maturados em SFB, por clivarem mais rapidamente, necessitam
de um mecanismo fisioldgico que elimine o excesso de células (principalmente as de
ma qualidade) para garantir a sua producao.
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Além da quantidade de embrides produzidos, a morte celular pode estar
relacionada com a qualidade do embrido. Acredita-se que blastocistos com grande
namero de células tenham maior probabilidade de implantar e dar origem a
descendéncia (VAN SOOM et al., 1997). Blastocistos com numero reduzido de células
tem uma incidéncia alta e varidvel de fragmentacdo de DNA (BYRNE et al., 1999;
HARDY et al., 1989). Entretanto, HARDY, (1999) e JURISICOVA et al. (1998)
levantaram a hipétese de que a morte celular, ap6s certo patamar, € prejudicial para o

desenvolvimento embrionario.

Conclusoes

A taxa de apoptose celular e fragmentagédo de DNA nos embriées produzidos in
vitro sdo maiores naqueles maturados com SFB que com butirolactona | e -
mercaptoetanol.

O bloqueio meidtico e a associagdo aos antioxidantes cisteamina e f-

mercaptoetanol n&o interferiram na apoptose.
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