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SUPLEMENTACAO DO MEIO DE TRANSPORTE COM ANTIOXIDANTES E
MODULADORES DE AMP CIiCLICO COMO ESTRATEGIA PARA MELHORAR A
QUALIDADE DE OOCITOS BOVINOS DESTINADOS A PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementacédo do meio
com diferentes fontes de macromoléculas, com bloqueadores da meiose e com
antioxidantes durante o transporte de o0citos bovinos por 6 horas sobre: 1)
progressdo da maturacao nuclear; 2) maturacdo citoplasmatica e 3) competéncia no
desenvolvimento e criotolerancia dos embrides produzidos. Para tanto, 0 meio de
transporte de odcitos foi suplementado com bloqueadores da meiose (forscolina e
IBMX; Experimento 1) ou com diferentes tipos de macromoléculas (SFB ou BSA,;
Experimento 2), sendo que estes tratamentos ainda receberam ou n&o a
suplementacdo com antioxidantes (mistura de cisteina, cisteamina e catalase). Os
oocitos foram incubados em incubadora portétil (Minitub®) para simulacdo de
transporte. Posteriormente, foram submetidos & maturagdo in vitro (MIV) em
incubadora a 5% de CO, em ar até completar 24h e, em seguida, foram fecundados
e 0s provaveis zigotos foram cultivados in vitro durante 7 dias. Foi feito um grupo
controle adicional no experimento I: MIV em incubadora com 10% de SFB por 24h.
No experimento Il foram feitos dois grupos controle adicionais MIV em incubadora
com 10% de SFB por 24h sem e com antioxidantes (cisteina, cisteamina e catalase).
Nos experimentos 1 e 2 foi avaliada a cinética da maturacédo nuclear e a maturacao
citoplasmatica (através do posicionamento de mitocondrias, do potencial de
membrana mitocondrial e do contetdo intracelular de espécies reativas do oxigénio)
apos o transporte e apos a MIV. Avaliou-se a taxa de clivagem (48 hpi) e de
desenvolvimento embrionario até a fase de blastocistos (168 hpi) e re-expanséo
apos 24 horas de re-cultivo. No experimento 1, a taxa de odcitos em GV foi maior
nos odcitos (P<0,05) do grupo Transporte com bloqueador (37,9%) e menor no
grupo Transporte sem bloqueador (10,1%), ambos estes grupos difeririam do grupo
Controle (20,0%). Enquanto a taxa de GVBD foi maior (P<0,05) no grupo Transporte
sem bloqueador (82,8%) e menor nos grupos Controle (77,0%) e Transporte com
bloqueador (62,0%). Nos odcitos dos grupos tratados com antioxidantes, apds 6h de
transporte, a concentragdo intracelular de ROS foi maior (P<0,05) no grupo
Transporte sem antioxidantes (1,5) e menor nos grupos Controle (1,0) e Transporte
com antioxidantes (1,1). Com relacdo ao tratamento com bloqueadores, a contracao
de ROS foi maior (P<0,05) nos odcitos do grupo Transporte sem bloqueador (1,5) e
menor nos grupos Controle (1,0) e Transporte com bloqueador (1,2). Apos 24 horas
de MIV houve interacdo entre os tratamentos (blogueadores+antioxidantes), sendo
gue os odcitos dos grupos Transporte Pre-MIV com antioxidantes (1,0) e Controle
(1,0) apresentaram a maior concentragéo de ROS (P<0,05), enquanto que 0S grupos
Transporte controle (0,6) e Transporte Pre-MIV sem antioxidantes (0,5) exibiram as
menores concentragcbes de ROS. Com relacdo ao potencial de membrana de
mitocondrial (PMM), houve interagédo entre os tratamentos quando os odcitos foram
valiados apés 6 e 24 horas. Apos 6 horas Transporte Pré-MIV sem antioxidantes
(1,00) e Controle (0,9+0,08) apresentaram o maior PMM, que diferiu (P<0,05) dos



grupos Transporte Pré-MIV com antioxidantes (0,6) e Transporte controle (0,6). Apos
24 horas, os grupos Controle (1,00) e Transporte Pré-MIVcom antioxidantes (0,8)
apresentaram o maior PMM, e diferiram (P<0,05) dos demais grupos (0,5-0,6). No
experimento 2, a taxa de odcitos em GVBD foi maior (P<0,05) no grupo Transporte
SFB (86,8%) e menor em Controle (77,0%), ambos os grupos foram semelhantes a
Transporte BSA (82,8%). Nos odcitos dos grupos tratados com antioxidantes apos 6
horas as concentracdes de ROS foi maior (P<0,05) no grupo Transporte sem
antioxidantes (1,6) e menor nos grupos Controle sem antioxidantes (1,0), Controle
com antioxidantes (1,1) e Transporte com antioxidantes (1,2) e apos a MIV foi maior
no controle (1,0) diferindo (P<0,05) dos demais grupos (0,5-0,7). Com relacdo ao
PMM, ap6s 6 horas de transporte houve interacdo entre 0s tratamentos
(macromoléculas+antioxidantes), o grupo Controle (1,0) apresentou maior (P<0,05)
PMM, e nos grupos Controle com antioxidantes (0,6), Transporte SFB com
antioxidantes (0,6) e Transporte BSA (0,6) foi observado menor PMM. Ap6s 24
horas nédo foi verificado interacdo entre os tratamentos, nos odcitos tratados com
antioxidantes, o grupo Controle (1,0) mostrou maior (P<0,05) PMM, os grupos
Transporte sem antioxidantes (0,4) e Transporte com antioxidantes (0,5)
apresentaram menor PMM. A adi¢do de bloqueadores da meiose (IBMX associado a
forscolina) ao meio de transporte de od0citos bovinos permite um transporte
adequado por 6h, preservando a qualidade e integridade dos odcitos e permitindo
uma producdo embrionaria semelhante & obtida in vitro a partir de odcitos que néo
foram submetidos ao transporte.

Palavras-chave: blogueadores da meiose, maturagdo in vitro, antioxidantes,
macromoléculas, transporte de odcitos.



SUPPLEMENTATION OF TRANSPORT MEDIUM WITH ANTIOXIDANTS AND
MODULATORS OF cAMP AS A STRATEGY TO IMPROVE THE QUALITY OF
CATTLE OOCYTES INTENDED FOR PRODUCTION IN VITRO EMBRYOS

Abstract - The objective of this study was to evaluate the effects of supplementation
of the medium with different sources of macromolecules with blockers of meiosis and
antioxidants during transport of bovine oocytes for 6 hours on: 1) progression of
nuclear maturation; 2) cytoplasmic maturation and 3) competence in the
development and cryotolerance of embryos produced. Therefore, the medium of
transport oocytes was supplemented with blocking of meiosis (forskolin and IBMX;
Experiment 1) or with different types of macromolecules (FCS or BSA; Experiment 2),
and these treatments yet received or not antioxidant supplementation (mixture of
cysteine, cysteamine and catalase). Oocytes were incubated in a portable incubator
(Minitub®) for transport simulation. Posteriorly were submitted in vitro maturation
(IVM) in incubator at 5% CO2 in air until to complete 24 hours and then were
fertilized and presumptive zygotes were cultured in vitro for 7 days. Has been made
an additional control group in the experiment I: MIV incubator with 10% FCS for 24
hours (Control). In the second experiment were performed two additional control
groups: IVM incubator with 10% FCS for 24 hours (Control); and IVM in an incubator
with 10% FCS and antioxidants (cysteine, cysteamine and catalase) for 24 hours
(Contr+Atx). In Experiments 1 and 2 were evaluated after nuclear maturation kinetics
and cytoplasmic maturation (made by positioning mitochondria, the mitochondrial
membrane potential and intracellular content of reactive oxygen species) of transport
and after IVM. We evaluated the cleavage (48 hpi), embryo development to the
blastocyst stage (168 hpi), and the re-expansion rate after 24 hours of re-cultivation.
In experiment 1, the GVBD rate was higher (P<0.05) in Transport group (82.8%) and
lower in control group (77.0%) and Transport with blocker (62.0%). In oocytes treated
groups antioxidants, after 6 hours of transport, the intracellular concentration of ROS
was higher (P<0.05) in Transport group (1.5) and lower in group Control (1.0) and
Transport with Antioxidants (1.1). Regarding the treatment with blockers, ROS
contraction was higher (P <0.05) in the oocytes Transport group (1.5) and lower in
groups Ccontrol (1.0) and Transport with Blocker (1.2). After 24 hours of IVM
interaction was observed between treatments (blockers+antioxidants), and the
groups of oocytes Transport Pre-IVM + Atx(1.0) and Control (1.0) had the highest
concentration of ROS (P<0.05), while Transport Control (0.6) and Transport Pre-IVM
(0.5) groups exhibited the lowest concentrations of ROS. Regarding the
mitochondrial membrane potential (MMP), there was an interaction between
treatments when the oocytes were evaluated after 6 and 24 hours. After 6 hours
Transport Pre-IVM (1.00) and Control (0.9 = 0.08) had the highest MMP, which
differed (P<0.05) Transport Pre-IVM + Atx (0.6) and Transport Control (0.6) groups.
After 24 hours, the Control (1.0) and Transport Pre-IVM + Atx (0.8) groups had the
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highest MMP and differ (P<0.05) from the others groups (0.5 to 0.6). In experiment 2,
the GVBD oocyte rate was higher (P<0.05) in the Transport FCS group (86.8%) and
lowest in Control FCS (77.0%), both groups were similar Transport BSA (82.8%).
With respect to the concentration of ROS in the groups supplemented with
macromolecules, after 6 hours was higher (P<0.05) in the TB group (1.5) and TS
(1.3) and lower in CS (1.0). In oocytes groups treated with antioxidants after 6 hours
ROS concentration was higher (P <0.05) in Transport group (1.6) and lower in
Control (1.0), Control with Antioxidants (1.1) and Transport with Antioxidants (1.2)
groups and after IVM was higher in Control (1,0) differ (P<0.05) from the other
groups (0.5 to 0.7). Regarding PMM, after 6 hours of transport was no interaction
between treatments (macromolecules+antioxidants), Control (1,0) group had higher
(P<0.05) MMP, and Transport BSA (0.6) was observed less MMP. After 24 hours
was not verified interaction between treatments, in oocytes treated with antioxidants,
the Control (1.0) group demonstrate higher (P<0.05) MMP, Transport (0.4) and
Transport with Antioxidants (0.5) groups had a lower MMP. The addition of blocking
meiosis (IBMX associated with forskolin) in oocytes transport medium permits
adequate transport for 6h, preserving the quality and integrity of the oocyte and
allowing embryo production similar to that obtained in vitro from oocytes that were
not subjected to transport.

Keywords: blocking meiosis, in vitro maturation, antioxidants, macromolecules,
oocyte transport.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

As biotecnologias da reproducéo assistida vém sendo empregadas em larga
escala, tanto na reproducdo humana quanto na reproducdo animal, principalmente
em bovinos. Destaca-se especialmente a producao in vitro (PIV) de embrides, que
consiste na obtencdo dos odcitos, maturacao in vitro (MIV), fertilizacéo in vitro (FIV)
e cultivo in vitro (CIV) de embrides. Através da PIV é possivel diminuir o intervalo
entre as geracdes e promover o melhoramento genético do rebanho, mas a técnica
também proporciona outras vantagens, tais como a obtencdo de embribes de
fémeas inférteis ou prenhas (MERTON et al.,2013).

Para finalidades de pesquisa, 0s odcitos sdo geralmente obtidos a partir de
ovarios de abatedouro, mas a aplicacdo comercial exige a obtencdo dos o0d0citos
através da aspiracao folicular guiada por ultra-sonografia (“ovum pick-up” - OPU) em
fémeas vivas. A OPU associada a PIV tem sido empregada em programas
comerciais de reproducdo bovina, pois através desta associacdo € possivel
aumentar o numero de embrides de doadoras de elevado potencial genético

(GUEMRA et al., 2014).

Entretanto, a eficiéncia da PIV de embrides € considerada baixa quando
comparada com a producgdo in vivo. Isto porque a aquisicdo da competéncia do
olOcito para retomar a meiose e, posteriormente, para se desenvolver em um
embrido normal é gradual e ocorre ao longo da oogénese, sob controle e com
suporte das células foliculares. Quando os odcitos sdo retirados do ambiente
folicular, retomam a meiose espontaneamente sem estarem plenamente
capacitados, ndo sendo capazes de suportar a FIV e ter um desenvolvimento
embrionario normal (YANG et al., 1998). Devido a isso, a maturacdo in vitro €
considerada como um passo primordial e decisivo, pois a qualidade dos odcitos e 0
meio de cultivo interferem diretamente na aquisicdo da competéncia oocitaria e no
futuro desenvolvimento do embrido (DEMYDA-PEYRAS et al., 2013).



O bloqueio temporario da retomada da meiose tem sido utilizado como
estratégia para que o0s oo6citos tenham oportunidade de passar pelas as
modificacdes necessarias para aquisicdo da competéncia. Esse tempo adicional,
denominado cultivo de pré-maturacdo, pode propiciar uma oportunidade para que
haja melhor sincronizagdo entre maturacdo nuclear e citoplasmatica, melhorando a
capacitacdo do odcito (ADONA et al., 2008; FERREIRA et al., 2009). Diversos tipos
de inibidores da meiose ja foram utilizados com sucesso. A forscolina e o 3-isobutyl-
1-methylxanthine (IBMX), por exemplo, sdo moduladores do monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) e, ao elevar os niveis de AMPc intraoocitario, mantém o
blogueio meiético (EZOE et al., 2015).

Outra estratégia utilizada para otimizar as condicbes do cultivo de PIV é a
adicao de antioxidantes ao meio de maturacdo. Quando os odécitos sdo aspirados do
foliculo ovariano, perdem a defesa natural dos antioxidantes presentes no ambiente
folicular. Desta forma, se tornam mais suscetiveis as ac¢des prejudiciais de elevadas
concentracbes de espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo geradas em
decorréncia de varios fatores exdgenos inerentes aos sistemas de cultivo, tais como
exposicdo a luz, elevadas concentracbes de oxigénio ou até mesmo certas
substancias presentes nos meios de cultivo (GUERIN et al., 2001). O desequilibrio
entre a capacidade antioxidante do odcito/embrido e o excesso de ROS pode levar a
condicdo de estresse oxidativo, que pode acarretar em diferentes tipos de injurias
celulares, tais como peroxidacdo lipidica, oxidacdo de aminoacidos e &acidos
nucléicos, bem como apoptose (FEUGANG et al., 2003).

Assim, a adicdo de antioxidantes ao meio MIV poderia ser benéfica. A
glutationa (GSH) € a principal protecdo do odécito contra os efeitos das ROS, pois
atua na manutencéo do estado redugéo-oxidacdo (redox) das células, protegendo-as
contra os danos oxidativos (DELEUZE & GOUDET, 2010) ao promover a
detoxificacdo de peroxidos lipidicos e de proteinas tioladas, bem como a remocao
das ROS, especialmente o peroxido de hidrogénio (H,0;) (JOHNSON & NARS-
ESFAHANI, 1994). Portanto, o aumento da sintese de GSH durante a maturagéo
pode ser correlacionado com a competéncia do oOcito para 0 posterior
desenvolvimento embrionario inicial e viabilidade poés-criopreservacdo (FURNUS et
al., 2008). A cisteina e a cistemina sdo moléculas precursoras de GSH e, quando



presentes no meio de cultivo, aumentam a sua sintese e, portanto, proporcionam
maior protecdo a célula. Visando maior protecdo contra as ROS, pode-se associar
também a catalase aos antioxidantes intracelulares cisteina e cisteamina, visto que é
um antioxidante enzimatico extracelular e podera proteger os oécitos das ROS
presentes nos meios de cultivo, favorecendo o sistema de producéo in vitro de
embrides.

Devido a distancia entre o laboratério e local de coleta dos oocitos, o
transporte pode durar muitas horas e com isso diminuir a viabilidade dos mesmos,
representando um desafio para a PIV comercial. O transporte dos oécitos em meio
suplementado com bloqueadores da meiose (sistema de pré-maturacdo) e
antioxidantes pode ser uma alternativa para melhorar a viabilidade e qualidade dos
o0citos bovinos. Assim sendo, o presente estudo propde a avaliacdo dos efeitos de
um sistema pré-maturacdo que consiste da suplementacdo do meio de transporte
com moduladores de AMP ciclico (forcolina e IBMX), com diferentes macromoléculas
(SFB e BSA) e com adicdo de antioxidantes (cisteina, cisteamina e catalase) sobre
as taxas de maturacdo nuclear, avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial,
distribuicdo citoplasméatica de mitocéndrias, producdo de espécies reativas de
oxigénio, desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto e criotolerancia
destes. Visando a melhora a qualidade dos odécitos e 0 subsequente
desenvolvimento embrionario, assim como diminuir a concentracao intracelular das
ROS.



REVISAO DE LITERATURA

Transporte de Odcitos

Apesar dos avancos obtidos na producao in vitro de embrides (PIVE)
bovinos e o estabelecimento de sua utilizacdo na rotina comercial, ha mais de 10
anos os indices tem se mantido estaveis, ou seja, a taxa de maturagdo nuclear e de
fecundacao sdo em torno de 80% e a de producédo de blastocistos em torno de 35-
40% (PONTES et al.,, 2011). As taxas de blastocistos maturados in vivo sao
superiores as encontradas in vitro, por isso acredita-se que a maturacdo in vitro
ainda seja um dos passos limitantes para o incremento na eficiéncia da PIV. No
cenario comercial da PIVE, o grande desafio é o transporte de odcitos do local de
coleta até o laboratdrio, o que pode demorar horas e, com isso, diminuir a viabilidade
e qualidade dos COC aspirados (NEVES et al., 2010; PHONGNIMITR et al., 2013).

As condi¢cBes de transporte dos odécitos sdo consideradas um fator limitante
da producao comercial, pois a temperatura, o pH do meio e a duracéo do transporte
vao influenciar na competéncia oocitaria e em sua capacidade de produzir embrides
viaveis (MIRANDA et al., 2007; SILVA et al., 2011).

Os métodos de transporte dos complexos cumulus-oécitos (COCs) variam;
por exemplo, podem ser acondicionados em tubos de poliestireno ou em criotubos
gue sdo mantidos em recipientes com diferentes fontes de aquecimento e sem
controle da atmosfera gasosa, ou em incubadoras portateis com controle da
atmosfera gasosa e temperatura. Um dos principais fatores que interferem na PIVE
€ 0 meio utilizado durante o transporte-maturacdo de odcitos bovinos, que pode ser
constituido de TCM-199 (sais de Earle) acrescido de bicarbonato e Hepes
(tampdes), com ou sem adicdo de hormdnios (GARCIA et al., 1998; SILVA et al.,
2011). Quando nao se tem controle da atmosfera gasosa durante o transporte é
necesséaria a adicdo de um tampado organico para minimizar as variagdes de pH.
Outro fator essencial é o controle eficiente da temperatura (idealmente a 38,5°C)
durante o transporte, que simula as condi¢bes encontradas in vivo e in vitro (LOIOLA
et al., 2014).



O fluido folicular (FF) bovino € uma alternativa para manutencao dos COCs
durante o transporte. O FF obtido de foliculos com diametro entre 2 e 8 mm pode ser
utilizado para manutencdo de odcitos bovinos antes do inicio da MIV por periodos
curtos (LEHMKUHL et al., 2000). Os odcitos mantidos em FF sofrem um bloqueio
do ciclo meibtico, possibilitando maior sincronia entre maturacao citoplasmatica e
nuclear. Todavia, existe grande variacdo conforme a réplica do FF, além do risco de
se introduzir agentes infecciosos por ser um produto de origem biolégica (LEIVAS et
al., 2004).

Antioxidantes

O transporte de odcitos e a PIVE podem afetar a estrutura e o metabolismo
celular devido a producdo excessiva de ROS, comprometendo a sobrevivéncia
celular. In vivo, os odcitos e embrides estdo protegidos por antioxidantes presentes
nos foliculos e em fluidos do oviduto, porém in vitro perdem essa defesa natural
(UFER et al., 2010).

Diversos fatores exdgenos e enddgenos podem elevar a producdo de ROS.
Entre os principais fatores exdgenos estdo a elevada tenséo de oxigénio, 0 excesso
de glucose, ions metélicos, luz, espermatozoides e 0 processo de criopreservacao
de odcitos e embrides. O principal fator endégeno que influencia na producédo de
ROS é a fosforilacdo oxidativa, via metabdlica que gera grande parte da energia

produzida no organismo.

A fosforilacdo oxidativa, que ocorre na mitocondria, implica em cinco
complexos enzimaticos chamados de cadeia respiratéria (ou cadeia transportadora
de elétrons). Os complexos de | a IV estdo envolvidos no transporte de elétrons
através de uma série de proteinas via reacdes redox (redugbes oxidativas), tendo
como destino final uma molécula de oxigénio. Em condi¢cbes de normalidade, o
oxigénio é convertido em agua no complexo IV e a energia é estocada e usada para
a producédo de ATP no complexo V. Entretanto, durante esse processo pode haver

perda de elétrons entre os complexos e estes elétrons podem se ligar ao oxigénio



(que € consumido pela mitocéndria no complexo IV para formar 4gua) produzindo,
entdo, ROS (BARJA, 2007).

Em condi¢gBes de normalidade hd um equilibrio entra a produgcédo de ROS e
0S agentes antioxidantes intracelulares; entretanto, a producdo excessiva de ROS
e/ou a queda nas reservas endogenas de antioxidantes leva a um desequilibrio
denominado estresse oxidativo. O perdxido de hidrogénio (H20O,), o radical hidroxila
(HO) e o radical peréxido (ROO-) sdo as ROS comumente envolvidas nos processos
de atividade ovariana e gametogénese, incluindo a maturacdo oocitaria (ROCHA-
FRIGONI et al., 2014). A elevacédo nos niveis de ROS promove diversas alteracdes,
como peroxidacgao lipidica, fragmentacéo do DNA, oxidacao de diversas moléculas e
morte celular (AGARWAL et al., 2003). A membrana é um dos componentes
celulares mais atingidos em decorréncia da oxidacdo dos &cidos graxos ou
peroxidacdo lipidica, gerando alteracbes na sua estrutura e permeabilidade
(GUERIN et al., 2001). Como estratégia para diminuir a concentrac¢do intraoocitaria
de ROS durante PIV, tem-se testado a adicdo de agentes antioxidantes aos meios
de cultivo, com a finalidade de minimizar possiveis danos provocados pelo excesso

da producédo de ROS.

Os antioxidantes sdo moléculas capazes de converter as ROS em agua e
oxigénio, prevenindo o aumento de suas concentracées no meio ou dentro da célula.
Em baixas concentragdes, os antioxidantes retardam ou inibem a oxidacdo de um
determinado substrato oxidavel de maneira eficaz, podendo atuar por meio do
sistema enzimético ou ndo enzimatico. Os antioxidantes enzimaticos (ou naturais)
sdo compostos pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), peroxirredoxinas e
catalase (CAT). O sistema n&do enzimatico inclui compostos hidrofilicos e lipofilicos,
como vitamina C (acido ascorbico) e vitamina E (alfa-tocoferol), glutationa, glutationa
redutase (GSH redutase), glutationa peroxidase (GSH peroxidase), diferentes
compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido uUrico e &cido lipdico
(NORDBERG e ARNER, 2001).

A cisteina e a cisteamina sdao moléculas precursoras da GSH, esta é
considerada como principal componente sulfidril ndo proteico presente nas células e

exerce funcéo de protecdo contra os efeitos destrutivos das ROS. O nivel de GSH



aumenta durante a MIV e, in vivo, tem seu pico proximo a ovulacdo. Sua sintese
esta relacionada com a disponibilidade de cisteina no meio extracelular, entretanto a
cisteina € um aminoacido muito instavel fora da célula e é auto-oxidada em cistina. A
cisteamina, componente tiol de baixo peso molecular, reduz a cistina em cisteina,
disponibilizando sua captacéo pelas células e estimulando a sintese intracelular de
GSH (HOCHI et al., 1991; MERTON et al., 2013).

A catalase é um antioxidante enzimatico que atua na remocao do peréxido
de hidrogénio extra-celular ao catalisar a conversado do peroxido de hidrogénio em
oxigénio molecular e duas moléculas de agua. De acordo com Orsi e Leese (2001),
a adicao de catalase ao meio de cultivo foi benéfica, uma vez que melhorou o
desenvolvimento embrionério (ORSI E LEESE 2001).

Deste modo, a adicdo de cisteina, cisteamina e catalase ao meio de
transporte pode proporcionar protecdo contra os danos oxidativos ao oécito durante
o cultivo de pré-maturacdo, favorecendo o0 subsequente desenvolvimento

embrionario.

Pode-se mensurar as espécies reativas de oxigénio com auxilio da sonda 2"-
7" diclorodihidrofluoesceina diacetato, forma quimicamente reduzida. Esta é
permeavel a membrana celular e ndo fluorescente. Na presenca de ROS, este
composto é oxidado no interior da célula e produz um composto verde fluorescente,
2", 7"- diclorofluoresceina , que permanece intracelular (SRIVASTAVA et al., 2009).
Também foi demonstrado que a oxidacdo do 2°-7° diclorodihidrofluoesceina

diacetato € quantitativamente proporcional a concentracdo de peréxido de
hidrogénio gerado (HIRABAYASHI et al., 1985).

Maturacdo de oocitos

O processo de diferenciacdo do odcito é longo e tem seu inicio durante a
vida fetal. Durante o desenvolvimento folicular o odcito adquire competéncia para
posteriormente retomar a meiose e realizar com éxito a maturacdo nuclear e
citoplasmatica (LONERGAN et al., 2003; BARRETTO et al., 2007).



Maturacéo Nuclear

Desde a formacéo e crescimento dos odcitos e dos foliculos, até apos o
periodo de dominancia folicular, a meiose dos odécitos permanece blogueada no
estadio de dipléteno da profase da primeira meiose (primeiro bloqueio da meiose). O
reinicio da meiose, in vivo, ocorre estimulado pelo pico pré-ovulatério de LH, quando
0s 00citos se apresentam competentes (competéncia meiética). A retomada da
meiose é caracterizada pela quebra da vesicula germinativa e progressao até
metafase Il, quando ocorre novo bloqueio até a fertilizacdo. Esta progressao do
desenvolvimento do odcito em resposta ao pico de LH € denominada maturacéo
oocitéria e € marcada por uma série de transformacdes bioquimicas e estruturais no
citoplasma e no nucleo do odcito, tanto in vivo quanto in vitro (MACHATKOVA et al.,

2004; DE SOUSA et al., 2004).

O monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) desempenha importante papel
na manutencdo do bloqueio da meiose no estadio de dipléteno. Esta molécula
sinalizadora é sintetizada no o6cito e nas células cumulus, das quais migram para o
odcito via juncdes GAP. O nivel de AMPc intraoocitario é essencial para manutencao
do blogueio meidtico, assim como o nivel do monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc) que inibe a fosfodiesterase 3A (PDE3A), a enzima que impede a
degradacdo do AMPc. O GMPc é sintetizado pelas células do cumulus e migra para
0 odcito pelas juncdes GAP; esta molécula de sinalizacdo atua na manutencdo dos
niveis de AMPc, impedindo a progressao meidtica (TRIPATHI et al., 2010)

Os niveis moderados de AMPc estimulam a atividade da proteina quinase A
(PKA), a qual fosforila a subunidade catalitica (CDK1) do fator promotor da
maturacdo (MPF), inativando-o e, assim, mantém o bloqueio meidtico conforme
mostra a Figura 1. In vivo, com o pico de LH, h4 um aumento inicial significativo da
concentracéo intraoocitaria de AMPc, induzindo a PKA a produzir EGF (Epidermal
Growth Factor). O EGF atua estimulando a atividade da proteina cinase ativada por
mitdogenos (MAPK) nas células do cumulus, mas n&o no oocito, gerando interrupgao
na comunicacao entre cumulus e odcito através da fosforilacdo da proteina conexina
43 presente nas juncdes GAP. Desta forma, ocorre diminuicdo dos niveis de AMPc e

GMPc intraoocitario, ativacdo da PDE3A, defosforilacdo da CDK1 e ativagdo do



MPF, com consequente quebra da vesicula germinativa (Figura 2), caracterizando a
retomada da meiose (ZENG et al., 2014).

Figura 1. Modelo proposto de manutencédo do bloqueio meiético no odécito

em estadio de diploteno (Préfase 1) no foliculo pré-ovulatério (fonte:
TRIPATHI et al., 2010)
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Figura 2. Modelo proposto de retomada da meiose induzida pelo LH (fonte:
TRIPATHI et al., 2010).

Maturacdao citoplasmatica

A maturacdo nuclear e citoplasmatica sdo eventos interligados que ocorrem

em sincronia. A maturacdo citoplasmatica envolve a redistribuicdo de organelas e
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dindmica dos filamentos do citoesqueleto, além da transcricdo, armazenamento e

processamento de RNAmM expressos pelos cromossomos (FERREIRA et al., 2009).

A migracéo das organelas ocorre via citoesqueleto, pelos microfilamentos e
microtubulos, e o seu reposicionamento ira depender das necessidades da célula
como mostra a Figura 3. O reticulo endoplasmatico se apresenta uniformemente
distribuido e os granulos corticais dispersos em forma de clusters durante a profase
I. Quando h& retomada da meiose, com progresso até a fase de MIl, ocorre a
movimentacdo dos granulos corticais para a periferia do o0citos e entdo, na
fertilizacdo do odcito, ha grande liberacdo de célcio pelo reticulo endoplasmatico
com subsequente exocitose dos granulos corticais (ALBERTINI et al., 1992;
FERREIRA et al., 2009).

A mitocbndria fornece o aporte energético necessario a célula durante a
maturacado, por isso existe a necessidade de sua redistribuicdo para os locais que
demandam mais energia. Durante o estadio de Profase | (o6cito imaturo em vesicula
germinativa), as mitocondrias se localizam na periferia do odcito, enquanto que no
estadio de Metafase Il (MIl; oécito maturado) estao dispersas no centro da célula,
proximas ao fuso meiético (STOJKOVIC et al., 2001).

Alguns marcadores fluorescentes conseguem avaliar o potencial da
membrana mitocondrial, que estd relacionado a capacidade da mitocondria em
bombear prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas, por meio da
energia livre gerada pelo transporte de elétrons (CHEN, 1988). O mecanismo de
incorporacao das sondas fluorescentes ocorre quando esta se difunde livremente
pela membrana plasmatica até o citosol da célula e se acumula eletroforeticamente
na matriz da mitocondria metabolicamente ativa, guiada por forgca motriz de préton
gerado por transferéncia de cadeia de elétron localizada na membrana mitocondrial
interna (CELEGHINI et al.,, 2007). Para avaliagdo da atividade mitocondrial
destacam-se as sondas fluorescentes H2-CMXros e CMXros, conhecidas
comercialmente como Mito Tracker Red®. De acordo com Celeghini et al. (2007) o
CMXros so emite fluorescéncia em mitocondrias com alta atividade mitocondrial, ndo

havendo fluorescéncia em mitocondrias com baixa ou média atividade, o que
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revelava a desvantagem desta sonda, por ndo permitir a classificagédo da atividade

mitocondrial.
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Figura 3. Esquema da distribuicdo das organelas citolpasmética durante a maturacao, fertilizagdo e
formacao do zigoto bovino (fonte: FERREIRA et al., 2009).

Suplementacao proteica durante a MIV

s

A PIVE é influenciada por diversos fatores, incluindo o suplemento de
macromoléculas nos meios de cultivo. Foi demonstrado que o tipo de proteina
utilizada no meio de maturacdo de odcitos pode influenciar o futuro desenvolvimento
embrionario (SHIRAZI et al., 2012).

As fontes proteicas mais utilizadas nos meios de cultivo in vitro séo a albina
bovina séria (BSA) e o soro fetal bovino (SFB) (DE MATOS et al., 2002; RIZOS et
al., 2002; SOUZA-FABJAN et al., 2013). Esses componentes sdo particulas coloides
gue suplementam o meio com fatores de crescimento, horménios, aminoacidos e
proteinas que sdo benéficas ao desenvolvimento do embrido (WEBSTER 1982;
ZUELKE and BRACKETT 1990). O Soro e o BSA, quando utilizados no meio
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maturacdo (MIV), podem agir na manutencdo do pH, quelar metais pesados,
fornecer protecédo contra ROS e estimular o crescimento (RIZOS et al., 2002).

A utilizacdo de TCM-199 e SFB durante a MIV pode elevar
significativamente a maturacdo oocitaria e o0 subsequente desenvolvimento
embriondrio. Sua utilizacdo é efetiva na retomada da meiose e na maturagcéo
citoplasmatica, além das taxas de clivagem e blastocistos serem superiores quando
0s o6citos sdo maturados em meio de MIV suplementado com SFB, quando
comparado a utilizacdo de BSA (DOWNS et al. 2009; DEL COLLADO et al., 2015).

Entretanto, o SFB possui elevadas concentracdes de acidos graxos, 0 que
acarreta em grande acumulo lipidico intraoocitario. O aumento de lipideos gera
maior B-oxidagdo na mitocondria, via metabdlica que fornece suporte energético
necessario a célula. A B-oxidacdo gera ambnia como substrato lipidico, o pode
culminar em danos na membrana mitocondrial (quando em grande quantidade)
(RUSSEL et al., 2006). O excessivo acumulo de lipideos durante a PIV também esta
associado a baixa criotolerancia dos embrides produzidos. Os embrides bovinos
produzidos mediante a utilizacdo de soro nos meios de cultivo apresentam maiores
taxas de apoptose e maior massa celular interna, o que também contribui para
reducado da criotolerancia das estruturas em questao (RIZOS et al., 2002; DUNNING
et al., 2010).

Em substituicdo ao soro, frequentemente utiliza-se o BSA como fonte
proteica em meios de cultivo de odcitos e embrides. O BSA, diferentemente do SFB,
ndo ocasiona elevacao lipidica tdo pronunciada e ndo € prejudicial a membrana
mitocondrial. Assim como nao diminui a critolerancia dos embrides produzidos in
vitro. Porém, foi relatado que pode diminuir a maturacdo nuclear (atraso na
retomada da meiose) quando os odcitos sdo cultivados com BSA durante a MIV
(DUNNING et al., 2010). A inadequada maturacéo nuclear pode ser decorrente da
falta de L-carnitina na composicdo do meio com BSA, pois esta é responsavel pelo
transporte dos acidos graxos para dentro da membrana mitocondrial para que ocorra
a p-oxidacdo, assim fornecendo aporte energético para a retomada da meiose
(DOWNS et al. 2009; DUNNING et al. 2010).
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Uma vez que as macromoléculas de origem animal (SFB e BSA) sofrem
variacbes na sua composicdo e risco de transmissdo de patdgenos, como
encefalopatia espongiforme bovina e virus (ABE et al., 1999; RATY et al., 2011),
moléculas sintéticas podem ser utilizadas em sua substituicdo, tais como o
polivinilpirrolidona (PVP), alcool polivinilico (PVA) e Knockout (GOLDSBOROUGH et
al. 1998; MINGOTI et al., 2011).

Pré-cultivo com inibidores da meiose

Durante a MIV, geralmente utiliza-se odécitos provenientes de aspiracao
folicular, provenientes de foliculos que possuam entre 3 a 8 mm de diametro; no
entanto, estima-se que grande parte dessa populacdo seja incompetente para o
desenvolvimento. Quando o6citos sao removidos do ambiente folicular, ocorre uma
interrupc@o do estimulo que mantém o bloqueio mei6tico e estes retomam a meiose
espontaneamente. Observa-se entdo uma perda da sincronia entre maturacao
citoplasmatica e nuclear, o que influencia negativamente a aquisicdo da
competéncia oocitaria (LONERGAN et al.,1994; ADONA, 2006).

Uma alternativa proposta para melhorar a sincronia entre maturacao
citoplasmatica e nuclear é submeter os odcitos a um cultivo de pré-maturacao,
durante o qual o bloqueio meidtico permanece mantido (fase de vesicula
germinativa), permitindo um tempo adicional para que o0s o06citos tenham
oportunidade de chegar aos estagios finais de seu desenvolvimento (DEKEL, 2005;
DUMONT et al., 2005). Como principais métodos de inibicdo da meiose, pode-se
utilizar os inibidores fisioldgicos (fluido folicular), os agentes moduladores de AMPc,
os inibidores da atividade de proteinas quinases e, como método alternativo, o
SPOM ("stimulated physiological oocyte maturation") (EPPIG J., 1989; ALBUZ et al.,
2010).

O SPOM, proposto por Albuz et al. (2010), é um sistema que simula a
maturacgéo fisiologica que ocorre em in vivo e apresenta resultados promissores,
pois aumenta a producdo de embrides. Todavia, este sistema parece ser adequado

apenas no sistema idealizado pelos autores, visto que Rose et al. (2013) e Li et al.
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(2016), ndo observaram aumento na producao e qualidade de embrides produzidos
in vitro quando utilizaram SPOM em presenca de FSHr, BSA e em baixa tensao de
oxigénio. Assim, este sistema representa uma alternativa para o aumento da
eficiéncia da MIV e da PIVE de animais, mas sdo necessarios mais estudos para

demonstracao de sua efic4cia.

Os inibidores farmacologicos e fisiolégicos da maturagdo nuclear tém sido
amplamente testados. Os inibidores da atividade das quinases (MPF e MAPK),
como a roscovitina e butirolactona, atuam na competicdo por sitios de ligacdo de
ATP, impedindo a ligacdo do ATP necessario para as atividades de fosforilacao.

Existem ainda os inibidores que podem manter altas concentracdes de
AMPc no interior do oécito, como o IBMX e a forscolina (NEANT e GERRIER, 1988;
JESSUS et al., 1991; MEIJER, 1996; SIMILI et al., 1997; DODE e ADONA. 2001;
BILODEAU-GOESEELS, 2003). O IBMX é um inibidor de PDE nédo especifico e
também previne a hidrélise do GMPc. J& a forscolina € derivada de uma planta
asiatica (Colleus paraphoskolii) e € um ativador da adenilciclase, enzima que
aumenta os niveis de AMPc nas células do cumulus. Sistemas envolvendo pré-
maturacdo com forscolina e IBMX mostraram grande e rapido aumento nos niveis de
AMPc, assim como a manutencdo dos niveis de GMPc (ZENG et al.,, 2014). De
acordo com Ezoe et al. (2015), apds o tratamento com forscolina e IBMX durante a
pré-maturacdo conseguiu-se elevar os niveis de AMPc, com consequente melhora

na competéncia para o desenvolvimento embrionario futuro.

Criopreservacédo de embrides

Como anteriormente relatado, a adicdo de bloqueadores da meiose e
antioxidantes ao meio de transporte, num sistema de pré-MIV, pode ser uma
estratégia interessante para melhorar a qualidade e viabilidade dos odcitos. Tal
melhoria pode ser benéfica para a futura criopreservacdo dos embrides, uma vez
que existem evidéncias de que as condicdes de maturacdo podem influenciar a

gualidade dos embrides produzidos in vitro (RATY et al., 2011).
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O processo de criopreservacdo tem como principio a utilizacdo de
temperaturas muito reduzidas, como estratégia para privacao de energia e reducao
do metabolismo, resultando na preservacéo de forma eficiente da estrutura e fungéo
de células. A criopreservacdo exige a exposicdo de células a substancias
crioprotetoras antes do processo de reducdo de temperatura, com substituicdo da
dgua presente no meio intracelular por crioproterores, através de um gradiente
osmotico. Isto resulta em desidratacdo e, consequentemente, maior protecao celular.
A criopreservacdo de embribes bovinos tem sido empregada comercialmente em
larga escala, pois permite a formacdo de bancos genéticos e o aproveitamento
reprodutivo dos animais (PEGG, 2007; LUZ et al., 2011; GUTNISKY et al., 2013).

Os procedimentos mais utilizados para criopreservacdo de embrides sao o
congelamento lento tradicional e a vitrificacdo. Ambos os métodos vem sendo
utilizados para criopreservacdo de odcitos e embrides em diversas espécies, com
bons resultados. A congelacdo lenta utiliza baixas concentracbes de agentes
crioprotetores e o resfriamento € realizado de forma gradual. Por outro lado, a
vitrificagcdo consiste em resfriamento ultra-rapido (em torno de 20.000 °C/min) e a
estrutura a ser criopreservada é imersa diretamente em nitrogénio liquido (sem
utilizacao de equipamentos sofisticados). A vitrificagdo apresenta a desvantagem de
utilizar altas concentracbes de crioprotetores com consequente efeito toxico,
entretanto elimina totalmente as injuarias decorrentes da formacéo de cristais de gelo
(VAJTA et al., 1998; WOWK, 2010; CHANKITISAKUL et al., 2013).

Diversos métodos de vitrificacdo tém sido utilizados de forma eficiente,
como: “Open Pulled Straw” (OPS), Cryoloop, Cryotop, Cryoleaf, Cryotech e Vitri-inga
(VAJTA et al., 1998; ALMODIN et al., 2010; GUTNISKY et al.,2013). As técnicas de
vitrificacdo diferem entre si por detalhes técnicos, que incluem as solugcbes de
equilibrio, parametros de diluicdo, métodos de resfriamento, estocagem e
aguecimento. Essa variedade dificulta a escolha da melhor técnica, variando de
acordo com o laboratério (VAJTA et al., 2014).

Estes métodos foram desenvolvidos de forma a utilizar o minimo volume de
solucéo de vitrificagdo. O protocolo da Vitri-inga descrito por Almodim et al. (2010),

apresentou resultados positivos, sendo considerado um método eficiente de
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vitrificacdo para criopreservagdo de gametas e embrides humanos e bovinos
(ALMODIN et al., 2010).
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CAPITULO 2 - SUPLEMENTACAO COM MODULADORES DE AMPc E
ANTIOXIDANTES DURANTE O TRANSPORTE DE OOCITOS BOVINOS E SEUS
EFEITOS SOBRE A MATURACAO NUCLEAR E CITOPLASMATICA E SOBRE A
PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo com
bloqueadores da meiose e antioxidantes durante o transporte de odcitos bovinos por
6 horas sobre: 1) progressdo da maturacdo nuclear; 2) maturacao citoplasmatica e
3) competéncia no desenvolvimento e criotolerancia dos embrides produzidos. Para
tanto, o meio de transporte de odcitos foi suplementado com forscolina e IBMX, e 0s
antioxidantes cisteina, cisteamina e catalase. Os od6citos foram incubados em
incubadora portatil  (Minitub®) para simulacdo de transporte, durante 6h.
Posteriormente, foram submetidos & maturacéo in vitro (MIV) em incubadora a 5%
de CO, em ar até completar 24h e, em seguida, foram fecundados e os provaveis
zigotos foram cultivados in vitro durante 7 dias. Foi feito um grupo controle neste
experimento: MIV com 10% de SFB, em incubadora por 24h (Controle). Foram
avaliadas a cinética da maturacdo nuclear e maturacdo citoplasmatica (pelos
seguintes parametros: avaliacdo do posicionamento de mitocéndrias, do potencial de
membrana mitocondrial e do conteudo intracelular de espécies reativas do oxigénio)
apos o transporte e apdés a MIV. Foram feitas a avaliacdo da taxa de clivagem (48
hpi), do desenvolvimento embrionario até a fase de blastocistos (168 hpi) e taxa de
re-expansdo apos 24 horas de re-cultivo. A taxa de odcitos em GV foi maior nos
oocitos (P<0,05) do grupo Transporte com bloqueador (37,9%) e menor no grupo
Transporte sem bloqueador (10,1%) ambos estes grupos diferiiam do grupo
Controle (20,0%). Nos odcitos dos grupos tratados com antioxidantes, apds 6h de
transporte, a concentragdo intracelular de ROS foi maior (P<0,05) no grupo
Transporte sem antioxidantes (1,5) e menor nos grupos Controle (1,0) e Transporte
com antioxidantes (1,1). Com relacdo ao tratamento com bloqueadores, a contracao
de ROS foi maior (P<0,05) nos odcitos do grupo Transporte sem bloqueadores (1,5)
e menor nos grupos Controle (1,0) e Transporte com bloqueador (1,2). Apés 24
horas de MIV houve interacdo entre os tratamentos (blogueadores+antioxidantes),
sendo que os odcitos dos grupos Transporte Pré-MIV com antioxidantes (1,0) e
Controle (1,0) apresentaram a maior concentracéo de ROS (P<0,05), enquanto que
0s grupos Transporte Controle (0,6) e Transporte Pre-MIV (0,5) exibiram as menores
concentracbes de ROS. Com relagédo ao potencial de membrana de mitocondrial
(PMM), houve interacao entre os tratamentos quando os odécitos foram valiados apos
6 e 24 horas. Ap6s 6 horas Transporte Pré-MIV (1,00) e Controle (0,9+0,08)
apresentaram o maior (P<0,05) PMM, e os grupos Transporte Pré-MIV com
antioxidantes (0,6) e Transporte Controle (0,6) menor PMM. Ap6s 24 horas, 0s
grupos Controle (1,00) e Transporte Pré-MIV com antioxidantes (0,8) apresentaram
o maior PMM, e diferiram (P<0,05) dos demais grupos (0,5-0,6). A adicdo de
inibidores da meiose (IBMX associado a forscolina) e antioxidantes, ao meio de
transporte de o6citos bovinos permite um transporte adequado por 6h, preservando
a qualidade e integridade dos oocitos e proporcionando condicbes de maturacao
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oocitaria semelhante a obtida in vitro a partir de odcitos que nao foram submetidos
ao transporte.

Palavras-chave: Transporte, odcito bovino, antioxidantes, bloqueador da meiose,
maturagao in vitro
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SUPPLEMENTATION WITH CAMP MODULATORS AND ANTIOXIDANTS
DURING THE TRANSPORT OF BOVINE OOCYTES AND EFFECTS ON
NUCLEAR AND CYTOPLASMIC MATURATION AND ON PRODUCTION IN VITRO
EMBRYOS

Abstract - The objective of this study was to evaluate the effects of supplementation
with antioxidants blockers meiosis and during transport of bovine oocytes for 6 hours
on: 1) progression of nuclear maturation; 2) cytoplasmic maturation and 3)
competence in the development and cryotolerance of embryos produced. Therefore,
the means of transport of oocytes was supplemented with forskolin and IBMX, and
antioxidants cysteine, cysteamine and catalase. Oocytes were incubated in a
portable incubator (Minitub®) for transport simulation for 6h. They were posteriorly
submitted in vitro maturation (IVM) in an incubator in 5% CO, in air at to complete 24
hours and then were fertilized and presumptive zygotes were cultured in vitro for 7
days. A control group was done in this experiment: IVM with 10% FCS for 24 hours
(Control). The kinetics of nuclear maturation and cytoplasmic maturation (made by
the following parameters: evaluation of positioning of mitochondria, the mitochondrial
membrane potential and intracellular content of reactive oxygen species) were
evaluated after transport and after IVM. They were made to evaluate the rate of
cleavage (48 hpi) and embryo development to the blastocyst stage (168 hpi), and the
rate of re-expansion after 24 hours of re-cultivation. The rate of oocytes in the GV
oocytes was higher (P<0.05) of Transpor with Blocker group (37.9%) and lower in the
group Transport (10.1%) of these two groups differed from Control group (20.0%). In
oocytes treated groups antioxidants, after 6 hours of transport, the intracellular
concentration of ROS was higher (P <0.05) in group Transpot (1.5) and lower in the
Control (1.0) and Transport with Antioxidants (1.1) groups. Regarding the treatment
with blockers, ROS concentration was higher (P <0.05) in the oocytes Transport
group (1.5) and lower in Control (1.0) and Transpot with Blockers (1.2). After 24
hours of IVM interaction was observed between treatments (blockers+antioxidants),
and the groups of Transport Pre-IVM + Atx (1.0) and Control (1.0) had the highest
concentration of ROS (P<0.05), while Transport Control (0.6) and Transport Pre-IVM
(0.5) exhibited the lowest concentrations of ROS. Regarding the mitochondrial
membrane potential (MMP), there was an interaction between treatments when the
oocytes were evaluated after 6 and 24 hours. After 6 hours Transport Pre-IVM (1.00)
and Control (0.9 £ 0.08) had the highest MMP (P<0.05) and Transport Pre-IVM + Atx
(0.6) and Transport Control (0.6) groups lower MMP. After 24 hours, the Contr (1.00)
and Transport Pre-IVM + Atx (0.8) groups had the highest MMP, and differ (P<0.05)
from de others groups (0.5 to 0.6). The addition of meiosis inhibitor (IBMX associated
with forskolin), and antioxidants, in the oocytes transport medium permits adequate
transport for 6h, preserving the quality and integrity of the oocyte and providing
oocyte maturation conditions similar to that obtained in vitro from oocytes that were
not submitted to transport.

Keywords: Transport, bovine oocyte, antioxidants, blocker meiosis, in vitro
maturation.
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INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) bovinos apresenta limitagcdes quando
comparada com a producéo in vivo, pois a taxa de blastocistos produzidos in vitro é
aproximadamente 35% enquanto que, in vivo, a taxa se aproxima de 80%
(LONERGAN et al., 2007). Esta diferenca se deve principalmente a qualidade do
odcito, que € um fator determinante para o futuro desenvolvimento do blastocisto
(LONERGAN et al., 2016). Isto se deve a retomada da meiose de forma espontéanea,
a qual ocorre quando os odcitos sao aspirados dos foliculos para utilizacdo em
programas de PIVE. A precoce progressdo meidtica leva a assincronia entre a
maturacdo nuclear e citoplasmatica, o que influencia negativamente na qualidade do
oocito (GILCHRIST e THOMPSON, 2007; ROSE et al., 2013; HUANG et al., 2013).

A maturacdo do odcito envolve a maturacdo nuclear e a maturagao
citoplasmatica. A maturacdo nuclear compreende diversas etapas da progressao da
meiose, que inclui duas divisbes consecutivas dos cromossomos (fases M) sem que
haja nova replicacdo de DNA (fase S). Nos 04citos, a meiose progride até o estadio
de metéafase Il (MIl), quando ocorre um bloqueio meidtico que se estende até a
fecundacdo. A penetracdo do espermatozodide é o estimulo que ativa a conclusao do
ciclo meiético e inicia o desenvolvimento embrionario (VAN DEN HURK & ZHAO,
2005). A maturacao citoplasmatica inclui a redistribuicdo das organelas celulares,
migracdo das mitocOndrias para a posicdo perinuclear e acumulo de granulos ao
longo do oolema, reorganizacdo do citoesqueleto e a sintese e armazenamento de
proteinas, além de conferir ao odécito as condi¢cdes necessarias para que haja o
bloqueio da polispermia em caso de fecundacdo (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005;
HYTTEL et al., 1986; LONERGAN et al., 2016).

Na maturacdo nuclear, o ambiente folicular € responséavel tanto pelo
bloqueio meidtico em Profase | (vesicula germinativa) quanto para a retomada da
meiose. In vivo, a manutencdo do odécito em bloqueio meidtico € marcada por
elevados niveis intraoocitario de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), sendo
que o pico pré-ovulatério de LH é responsavel pela retomada da meiose. Na
progressdo da meiose ocorre a interrupgdo da comunicacao (via juncdes GAP) entre

células do cumulus (CCs) e odcito, promovendo a interrupgdo da transferéncia de
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monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) para o odcito. Esta diminuicdo nos niveis
de GMPc leva a ativacédo da fosfodiesterase 3A (PDE3A) e aumento na hidrélise de
AMPc, diminuindo assim seus niveis intraoocitario e provocando a retomada da
meiose (LONERGAN 2016).

Foi descrito que a inibicdo temporaria da retomada da meiose, através do
cultivo com moduladores de AMPc antes da maturacdo (pré-maturacdo) pode
simular alguns processos da maturacdo do od6cito que ocorre in vivo e, desta forma,
levar ao maior desenvolvimento da competéncia oocitaria (LUCIANO et al., 1999;
GUIXUE et al., 2001; SHU et al., 2008; ALBUZ et al., 2010; ROSE et al., 2013;
ZENG et al., 2013, 2014; FRANCIOSI et al., 2014; RICHANI et al., 2014).

Para evitar a queda dos niveis de AMPc durante a pré-MIV pode-se utilizar
algum inibidor inespecifico de PDE, como 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), em
conjunto com a forscolina, que é um ativador da enzima adenilato ciclase e atua
estimulando a sintese de AMPc pelo complexo cumulus-oécitos (COC)
(FUNAHASHI et al., 1997; GILCHRIST, 2011). A utilizagdo da forscolina juntamente
com o IBMX durante a pré-MIV mostrou efeito positivo sobre a competéncia oocitaria
e a taxa de desenvolvimento embrionario (ALBUZ et al., 2010; ZENG et al., 2013,
2014; RICHANI et al., 2014), além de prolongar a comunicac¢ao, via juncbes GAP,
entre células do cumulus e odécito (THOMAS et al., 2004; SHU et al.,, 2008;
LUCIANO et al., 2011; FRANCIOSI et al., 2014). A ligacdo bidirecional entre as CCs
e oocito permite a transferéncia de diversos nutrientes e pequenas moléculas
essenciais para o crescimento do odécito e para suportar, futuramente, o inicio do
desenvolvimento do embrionario. Um dos fatores transferidos entre CCs e odcitos €
a glutationa (GSH), a qual atua como agente antioxidante na maturacdo do odcito,
fertilizagdo e no desenvolvimento embrionario (DE MATOS et al.,, 1997, 2002,
TAKASHI et al. 2002;CURNQOW et al., 2008; TAKEO et al., 2015). Foi sugerido por Li
et al. (2016) que um dos mecanismos pelo qual a pré-MIV, com moduladores de
AMPc, melhora a competéncia do o0cito, esta em facilitar a transferéncia e acimulo
da GSH das CCs para o odcito.

A presenca do aminoacido cisteina no meio de cultivo € um fator limitante
para a sintese de GSH pelo odcito, porém a cisteina é rapidamente oxidada em

cistina, o que limita a sintese. A cisteamina, componente thiol de baixo peso
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molecular, reduz a cistina em cisteina, disponibilizando sua captagcédo pela célula.
Logo, a adicdo de cisteina juntamente com a cisteamina vai estimular a sintese e
aumentam a concetracao intracelular do GSH (TAKAHASHI et al., 2002; WOLF,
2005). Entretanto, a glutationa néo esta presente no meio extracelular e, por isso, a
adicdo da catalase, antioxidante enzimético extracelular, ao meio também pode ter
efeito positivo, visto que este antioxidante promove a reducdo das ROS e da
apoptose em embrides bovinos (ROCHA-FRIGONI et al., 2013).

A adicdo de antioxidantes ao meio MIV pode melhorar a qualidade e
beneficiar o desenvolvimento embrionario, visto que e elevada presséao parcial de O,
(aproximadamente 20% de O, atmosférico) durante a PIV resulta em aumento na
producdo de ROS, diferentemente do que ocorre in vivo (3-9% O no interior do
limen do trato reprodutivo das fémeas) (LIM et al.,, 1999; MASTROIANNI &
JONES,1965; WATSON et al., 1994; BAVISTER, 1995).

Conforme Raty et al. (2011), as condi¢cdes de maturagdo podem influenciar a
qualidade dos embriées produzidos in vitro. Portanto, a suplementacdo do meio de
transporte de odécitos bovinos com moduladores de AMPc e antioxidantes, num
sistema de pré-MIV, pode otimizar o periodo de transporte, além de sua possivel
influéncia positiva sobre a qualidade e viabilidade dos od6citos e sobre o futuro
desenvolvimento e criotolerancia dos embrides. Deste modo, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da pré-MIV com moduladores de AMPc (forscolina e
IBMX) e antioxidantes (cisteina, cisteamina e catalase) durante a simulacdo de
transporte por 6 horas, seguido do cultivo MIV por 18 horas adicionais, sobre a
maturacdo nuclear, concentracdo intracelular de ROS, potencial de membrana
mitocondrial, distribuicdo das mitocondrias, o desenvolvimento embrionario e a

criotolerancia dos embrides.

MATERIAL E METODOS

Reagentes quimicos
Os regentes quimicos utilizados foram adquiridos da empresa Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), caso contrario estdo especificados no texto.

Materiais plasticos e tubos foram obtidos da empresa Corning Inc. (Acton, MA, USA).
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Obtencdao e selecdo de o6citos

Os ovérios de bovinos abatidos nos frigorificos da regido de Aracatuba-SP
foram retirados das carcacas, aproximadamente 20 minutos ap0s o abate, mantidos
em solucdo salina estéril a 30-35°C e transportados para o laboratério em caixas
térmicas, ndo excedendo o limite de 3 horas desde o abate até o inicio das
aspiracdes. As puncdes foliculares foram realizadas manualmente, com auxilio de
agulha de calibre 18-G adaptada a seringa de 10 ml, ambas descartaveis, sendo que
foram aspirados apenas os foliculos com diametro entre 3 a 8 mm. Todo o material
aspirado foi transferido para tubos plasticos de 50 ml, os quais ficaram em repouso
(decantacdo) por 15 minutos para posterior selecdo dos odécitos. O sedimento foi
transferido para placas de poliestireno de 60 mm de didmetro e avaliado em
microscopio estereoscopico. Os odcitos foram selecionados em fluido folicular puro,
o qual foi obtido do sobrenadante dos tubos de aspiracdo, em cada réplica do
experimento; o fluido foi centrifugado a 12500 x g por 5 minutos, em seguida o
sobrenadante foi recuperado e acrescido 75ul/ml de penicilina/estreptomicina.
Apenas o6citos com cumulus compacto (complexos cumulus-o6cito - COCSs),
contendo pelo menos quatro camadas de células e de aparéncia saudavel
(citoplasma de granulacdo homogénea) foram selecionados para 0s experimentos.
Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em fluido folicular e duas vezes
em meio TCM-199 (suplementado com 0,2 mM de piruvato, 75 ug de amicacina e

0,3% BSA). Posteriormente, foram destinados aos procedimentos subsequentes.

Simulagéo do transporte

Os odcitos selecionados foram submetidos a simulacdo de transporte
anteriormente ao cultivo de maturacéo in vitro. Os COCs foram acondicionados em
criotubos (25 COCs/criotubo) contendo 500 ul de: 1) meio de transporte (TCM-199

suplementado com 0,2 mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de sodio e 75 ug de
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amicacina) acrescido de 0,3% de BSA, 100 uM de forscolina e 500 uM de IBMX; 2)
meio de transporte acrescido de 0,3% de BSA, 100 yM de forscolina, 500 uM de
IBMX e mistura de antioxidantes, conforme preconizado por Rocha-Frigoni (2014)
[100 uM de cisteamina associada a 0,6 mM de seu precursor, a cisteina (DELEUZE
& GOUDET, 2010; ALI et al., 2003) e 100 Ul catalase (ORSI & LEESE, 2001)]; 3)
meio de maturagédo B-199 (TCM-199 suplementado com 0,2 mM de piruvato, 25 mM
de bicarbonato de sédio, 75 ug de amicacina, 1 ug de 17-8 estradiol/ml, 0,5 ug de
FSH/ml e 100 Ul de hCG/ml) acrescido de 0,6% de BSA,; ou 4) meio de maturagao
B-199 acrescido de 0,6% de BSA e mistura de antioxidantes. O meio foi coberto com
400 pl 6leo mineral e os criotubos foram gaseificados com mistura gasosa contendo
5% de O, 5% de CO, e N, em balanco. A seguir, foram acondicionados em

incubadora portétil (Minitub) a 38,5°C durante 6 horas.

Maturacao in vitro

Apos a simulacdo de transporte, os od6citos foram transferidos para
microgotas de 100 pl de meio de maturacdo B-199 suplementado com 10% de SFB,
recobertas com 6leo mineral. O meio de maturagdo dos odcitos que foram
submetidos ao transporte simulado na presenca da mistura de antioxidantes também
recebeu suplementacdo com a mistura (0,6 mM cisteina + 100 uM cisteamina + 100
Ul catalase); o meio de MIV dos demais odécitos ndo foi suplementado com a
mistura. O cultivo de maturacdo foi conduzido em incubadora (Thermo Forma) com
temperatura de 38,5°C, maxima umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar, por mais
18 horas. Desta forma, o tempo total de cultivo de maturacdo foi de 24 horas (6
horas em transporte simulado em incubadora portétil e mais 18 horas em incubadora
de COy).

Odcitos do grupo controle (Controle Incubadora SFB) foram maturados em
microgotas de 100 pl de meio de maturacdo B-199 suplementado com 10% de SFB,
recobertas com 6leo mineral, em incubadora com temperatura de 38,5°C, maxima
umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar, por 24 horas.

A descricdo dos grupos experimentais pode ser melhor visualizada no item

Delineamento Experimental.
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Avaliacao da maturagéo nuclear

Os odcitos foram desnudados por sucessivas pipetagens em solugdo de
hialuronidase 0,2% em PBS, acrescida de 1% PVP. Posteriormente, foram fixados
em paraformaldeido 4% por 10 minutos e foram permeabilizados em solucdo de
Triton X-100 0,5% em citrato de sédio 0,1% por 5 minutos. Em seguida, foram
corados com 1 ug/mL de Hoechst 33342 por 15 minutos, no escuro, em temperatura
ambiente. Posteriormente, foram avaliados em microscoépio invertido equipado com
epifluorescéncia (Olympus, 1X51; excitacdo 404 nm e emissdo 526 nm) para
determinacdo do estadio da meiose. Os odcitos foram classificados em imaturos
(configuracdo nuclear em vesicula germinativa - VG), maturos (metafase Il - Mll) e
em estadios intermediarios (Int.) da meiose (quebra da vesicula germinativa - GVBD,

metafase | - MI, anafase | — Al ou teléfase | - Tl).

Avaliacdo da distribuicdo citoplasmatica das mitocondrias e do

potencial de membrana mitocondrial

Para avaliacdo da distribuicdo citoplasmatica das mitocondrias e do
potencial de membrana mitocondrial (PMM), os oécitos foram desnudados e corados
com a sonda fluorescente MitoTracker Red® (CMXROs, Molecular Probes,
Invitrogen, Oregon, USA), de acordo com as informacdes do fabricante. Os odcitos
foram incubados no escuro por 30 minutos em PBS com 1% de PVP acrescido de
500 nM de MitoTracker Red® CMXROs, em temperatura de 37°C. Posteriormente,
foram lavados trés vezes em PBS e avaliados imediatamente em microscopio
invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51), sob excitacdo de 543 nm
e emissao de 575 nm. As imagens obtidas foram armazenadas e, ap0s conversao
para escala de cinza, foram analisadas com auxilio do software Q-Capture Pro
Image (Media Cybernetics, Inc., Versao 5.0.1.26) para quantificagdo da intensidade
de fluorescéncia emitida, mensurada em pixels. A intensidade do sinal de
“‘background” foi subtraida dos valores medidos das imagens. Um grupo

experimental foi escolhido como calibrador (grupo Controle Incubadora SFB) e o
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valor de cada imagem foi dividido pela média do calibrador para gerar os niveis de
expressao relativa de fluorescéncia (unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF).
Quanto maior a intensidade de fluorescéncia, maior o PMM. Os odcitos foram
também classificados de acordo com a distribuicdo citoplasmatica de mitocondrias
(distribuicdo periférica: oo6citos imaturos; distribuicdo dispersa: odcitos maturos;

transicao: odcitos parcialmente maturos).

Mensuracdo do conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio

pelo ensaio com diclorofluoresceina

Os niveis intracelulares de ROS (H,0,, HO-, ROO-) foram quantificados
através da utilizacdo da sonda fluorescente diacetato de 6-carboxi-2’,7’-
diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA, Molecular Probes, Invitrogen).
Resumidamente, os odcitos foram lavados duas vezes em PBS e incubados em 5
MM de H,DCFDA durante 30 minutos no escuro, 38°C e 5% CO, em ar. Os odécitos
foram entdo lavados duas vezes em PBS e analisados imediatamente em
microscoépio invertido, sob excitacdo de 495 nm e emissdo de 520 nm. As imagens
obtidas foram armazenadas e, apds conversdo para escala de cinza, foram
analisadas com auxilio do software Q-Capture Pro Image para quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia emitida, mensurada em pixels. A intensidade do sinal
de “background” foi subtraida dos valores medidos das imagens. O grupo Controle
Incubadora SFB foi escolhido como calibrador e o valor de cada imagem foi dividido
pela média do calibrador para gerar os niveis de expressao relativa de fluorescéncia

(expressos em UAF).
Fertilizacao in vitro

Foi utilizado o sémen de um anico touro e da mesma partida. A palheta de
sémen foi descongelada a temperatura de 36°C por 40 segundos e o0s
espermatozoides vivos foram obtidos por centrifugacdo em gradiente de densidade
descontinua (45 e 90%) de Percoll durante 7 minutos a 2500xg em temperatura
ambiente. O sedimento recuperado foi avaliado quanto ao volume, concentragéo e

motilidade espermatica. A concentracdo final foi ajustada para 25x10° de
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espermatozoides vivos por ml de meio fecundacdo (TALP-FIV; PARRISH et al.,
1988) suplementado com 40 pl/ml solu¢cdo de PHE (1 mM de hipotaurina, 2 mM de
penicilamina e 250 mM de epinefrina) e 10 pg/ml de heparina. Aproximadamente
100x10° espermatozéides foram adicionados a cada gota de 100 pl de meio TALP-
FIV designado para cada grupo experimental. Os COCs foram lavados duas vezes
em meio TCM-199 HEPES, suplementado com 0,5% de BSA livre de acidos graxos,
e uma vez em meio TALP-FIV. Foram adicionados 25 COCs por microgota de FIV,
sendo estes co-incubados a 38,5°C, por 18 horas, em atmosfera de 5% de CO, em

ar.

Cultivo embrionério in vitro

O cultivo embrionéario foi realizado em microgotas contendo 100 pl de meio
SOF (VAJTA et al., 1999) suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% de SFB,
recobertas com 6leo mineral e mantidas em temperatura de 38,5°C, atmosfera 5%
de CO, em ar, por até 7 dias.

Ap6s 72 horas do cultivo, 50% do meio de cultivo foi renovado. A clivagem
foi avaliada 48 horas pos-inseminacdo (hpi), e o desenvolvimento embrionario foi
avaliado 144 e 168 hpi.

Vitrificac&o e aquecimento dos embrides

Os procedimentos utilizados para vitrificacdo e aquecimento foram
realizados de acordo com o protocolo Vitri-Ingad® (Ingamed, Parand, Brasil), sendo

0S meios e hastes adquiridos desta empresa.

Os blastocistos expandidos obtidos no dia 7 do CIV e classificados em grau
1 e 2, de acordo com o Manual da IETS (WRIGHT, 2009), foram selecionados para
vitrificagcdo. Os embrides foram lavados duas vezes em solu¢do de manutengédo sem
crioprotetores (“Holding”) antes de serem transferidos para a solugdo VI-I de
vitrificacdo, durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente, foram transferidos para
solucéo VI-II, durante 60 segundos em temperatura ambiente. Os embrides foram

entdo depositados na porcéo final da haste de vitrificagdo com o minimo volume de
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meio. Os protetores das hastes foram colocados horizontalmente no vapor de
nitrogénio (N.) liquido por alguns minutos antes de iniciar o procedimento, para
entdo serem mergulhados verticalmente de modo a ficarem totalmente submersos.
Finalmente, as hastes contendo os embrides foram introduzidas no protetor, sendo
entdo armazenadas em botijdes criogénicos até o momento do uso nas etapas
posteriores.

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

embrionaria (sobrevivéncia in vitro).

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os COCs selecionados foram divididos em 5 grupos experimentais, conforme

descrito a seguir e como exposto na Figura 1:

(1) Controle Incubadora (Contr): Os odcitos foram maturados em meio B-199
suplementado com 10% SFB por 24 horas em incubadora de bancada
(Thermo Forma).

(2) Transporte Controle (Transp Contr): COCs foram submetidos a simulacéo
de transporte, em meio B-199 suplementado com 0,6% BSA por 6 horas em
incubadora portatil (Minitub). A seguir, foram maturados em meio B-199
suplementado com 10% SFB por 18 horas em incubadora de bancada.

(3) Transporte Atx (Transp Contr+Atx): COCs foram submetidos a simulagéo
de transporte, em meio B-199 suplementado com 0,6% de BSA e mistura de
antioxidantes (Atx: 100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul

catalase) por 6 horas em Minitub. A seguir, foram maturados em meio B-199
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suplementado com 10% SFB e mistura de antioxidantes por 18 horas em
incubadora de bancada.

(4) Transporte com Pré-MIV (Transp Pré-MIV): COCs foram submetidos a
simulacédo de transporte (pré-MIV), em meio de transporte suplementado com
0,3% BSA, 100 uM Forskolina e 500 uM IBMX, por 6 horas em Minitub. A
seguir, foram maturados em meio B-199 suplementado com 10% SFB por 18
horas em incubadora de bancada.

(5) Transporte com Pré-MIV+Atx (Transp Pré-MIV+Atx): COCs foram
submetidos a simulacdo de transporte (pré-MIV), em meio de transporte
suplementado com 0,3% BSA, 100 pM Forskolina, 500 uM IBMX e mistura de
antioxidantes por 6 horas em Minitub. A seguir, foram MIV em meio B-199
com 10% SFB e mistura de antioxidantes por 18 horas em incubadora de

bancada.

Uma parte dos odcitos foi avaliada ao final do transporte simulado (6 horas) e
apo6s o cultivo de MIV (24 horas de cultivo: transporte + MIV) pela coloragcdo com
Hoechst 33342 para determinacdo do momento final de conclusdo da maturacao
(MII). A maturacdo citoplasmatica foi avaliada pela quantificacdo do contetdo
intracelular de ROS (coloracdo com H,DCFDA) e pelo reposicionamento das
mitocondrias e potencial de membrana mitocondrial (coloracdo com MitoTracker
Red®).

O restante dos odcitos foi submetido a fecundacéo in vitro e foi avaliado o
desenvolvimento embriondrio até a fase de blastocistos. Os embrides produzidos
foram vitrificados e a criotolerancia destes foi avaliada apdés o aquecimento e

cultivo por 24 horas.
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Controle Transporte
. Transporte
incubadora com Pré-MIV
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Sem ATX Sem ATX Com ATX Sem ATX Com ATX
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(1) MIV convencional durante 24 horas (TCM 199 + SFB)

(2) Transporte por 6 horas (TCM 199 + BSA) + MIV convencional durante 18 horas (TCM 199 + SFB)

(3) Transporte por 6 horas (TCM 199 + BSA + ATX) + MIV convencional durante 18 horas (TCM 199 + SFB + ATX)

(4) Transporte por 6 horas (Pré-MIV em TCM 199 + BSA) + MIV convencional durante 18 horas (TCM 199 + SFB)

(5) Transporte por 6 horas (Pré-MIV em TCM 199 + BSA + ATX) + MIV convencional durante 18 horas (TCM 199 +
SFB + ATX)

¢' Coleta de amostras

Figura 1. Grupos experimentais propostos para o experimento

ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram repetidos no minimo 3 vezes para cada avaliagao
proposta, em replicatas independentes. Para as analises em porcentagens (variaveis
binomiais: progressdo da meiose, reposicionamento das mitocondrias, taxas de
clivagem e de producéo de blastocistos e taxa de sobrevivéncia pés-aquecimento) a
unidade experimental para cada replicata foi uma microgota da placa de cultivo
celular contendo 25 odcitos. Para as demais analises (concentracao intracelular de
ROS e PMM), a unidade experimental foi um odcito individual. As taxas de clivagem
e de producdo de blastocistos foi calculada a partir do numero de odcitos
inseminados. Os dados foram analisados pela fragdo de odcitos ou embrides
cultivados que atingiram os estagios determinados, reportada em termos de

porcentagem.
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As porcentagens foram transformadas utilizando arco seno raiz quadrada. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), considerando um modelo
estatistico que inclui os bloqueadores da meiose como suplemento do meio de
cultivo (presenca ou auséncia de blogueador), a suplementacdo com a mistura de
antioxidantes (presenca ou auséncia de antioxidantes) e possiveis interacdes. As
comparagdes multiplas das médias foram determinadas pelo teste de Tukey,
incluindo-se uma testemunha adicional (grupo Controle incubadora SFB). O estudo
comparativo da sobrevivéncia pés-aguecimento foi avaliado pelo teste do Qui-
quadrado (x%). As anélises foram realizadas no programa JMP versdo 5.0.1 (SAS
Institute) e o nivel de significancia adotado foi de 5%.

As médias estdo apresentadas na forma de médias dos quadrados minimos
(LSM) % erro padrdao da média (EPM).

RESULTADOS

Estadio da meiose

As taxas de maturacdo nuclear apos 6 horas de transporte simulado e apoés
24 horas de MIV estéo representadas na Figura 2. Como ndo houve interacao entre
o efeito dos bloqueadores da meiose e antioxidantes (P>0,05), os dados estédo
apresentados separadamente, como variaveis independentes (Tabelas 1 e 2).
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Figura 2. Maturacdo nuclear em od6citos submetidos ao transporte simulado na

presenca ou auséncia de bloqueadores da meiose e antioxidantes. Vesicula germinativa
(VG); quebra da vesicula germinativa (GVBD); metafase | (Ml); anafase |/ tel6fase | (Al/Tl); metafase
Il (MIl). Transp Pré-MIV: odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA e bloqueadores da meiose (100 uM de forscolina
e 500 uM de IBMX); Transp Pré-MIV+Atx: oécitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em
incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA, bloqueadores da meiose e mistura
de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase); Transp Contr: odcitos
submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com 0,6% BSA; Transp Contr+Atx: odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h, em
incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e mistura de antioxidantes. Apos
transporte, os oécitos foram maturados por 18 horas (duracéo total da MIV = 24h) em incubadora com
5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB; od6citos transportados em meio
suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a
mesma mistura.

A analise da comparacdo das médias dos efeitos principais (efeito dos
bloqueadores da meiose e dos antioxidantes) foi feita com a inclusdo de uma
testemunha adicional (grupo Controle Incubadora SFB: C). A suplementagcdo do
meio com antioxidantes (Tabela 1) ndo afetou (P>0,05) a progressdo da meiose,
avaliada ao término do transporte (GV: 20,0+4,5% a 24,1+6,3%; GVBD: 71,3+4,7% a
77,0£3,9%; MI: 2,5+1,5% a 4,4+2,1%; Al/TI: 0%; e MIl: 0%) e ao término da MIV
(GV: 0%; GVBD: 7,6+1,2% a 9,9+1,3%; MI: 0% a 3,3+1,5%; Al/Tl: 0% a 0,6+0,6%; e
MIl: 86,6+2,6% a 91,4+1,0%).

Tabela 1. Efeitos da suplementacdo do meio de transporte com antioxidantes

(cisteina + cisteamina + catalase) sobre a maturacdo nuclear de odécitos bovinos
destinados a producao in vitro de embrides (médias dos quadrados minimos + EPM)

Grupo N Duragdo %GV % GVBD % MI % AI/TI % Ml
da MIV  (LSM+EPM) (LSM+EPM) (LSM+EPM) (LSM+EPM) (LSM+EPM)
C 88 20,0+4,5 77,0+3,9 2,8+1,7 0 0
T 172 6h 23,9+4,6 73,4+3,6 2,5+1,5 0 0
TA 170 24,1+6,3 71,3+4,7 4.4+2 1 0 0
C 67 0 8,5+1,0 0 0 91,4+1,0
T 125 24h 0 7,6+1,2 2,2+1,0 0,6+0,6 89,5+1,2
TA 135 0 9,9+1,3 3,3+1,5 0 86,6+2,6

Vesicula germinativa (VG); quebra da vesicula germinativa (GVBD); metéafase | (Ml); anafase I/
teléfase | (Al/TI); metafase Il (MIl). C (controle incubadora): o6citos maturados in vitro em meio MIV
suplementado com 10% SFB por 24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem antioxidante):
oocitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV
suplementado com 0,6% BSA; TA (transporte com antioxidante): oocitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e com a
mistura de antioxidantes (100 yM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase). Apds
transporte, os od6citos foram maturados por 18 horas (duracéo total da MIV = 24h) em incubadora com
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5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio
suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a
mesma mistura. Ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P>0,05).

A suplementagdo do meio com bloqueadores da meiose (Tabela 2) afetou
(P<0,05) as taxas de GV, GVBD e MI ao término do transporte. Foram observadas
maiores frequéncias de GV (P<0,05) no grupo TB (37,9£2,0%) em comparag¢ao com
o grupo T (10,1+1,5%), sendo que ambos estes grupos diferiram (P>0,05) de C
(20,0+4,5%). As taxas de GVBD nao diferiram (P>0,05) entre os grupos C
(77,0£3,9%) e T (82,8+1,1%), no entanto ambos os grupos diferiram (P<0,05) do
grupo TB (62,0+2,0%). As taxas de MI dos grupos TB (0%) e C (2,8+1,7%) foram
semelhantes (P>0,05), embora o grupo TB tenha diferido (P<0,05) de T (6,9+2,0%).
Ao término do transporte nenhum odcito se apresentava em Al/TI (0%) e MIl (0%).
Apés 24 horas de MIV, nenhum odcito se encontrava em GV (0%), sendo que a
maior parte deles se encontrava em MIl (86,9+2,5% a 91,4+1,0%), ndo havendo
diferenca (P>0,05) entre os grupos. Nao foram observadas diferencas (P>0,05) entre
as taxas de odcitos nas fases de GVDB (8,4+1,5% a 9,1+1,2%), MI (0% a 3,9+1,3%)
e Al/TI (0% a 0,6+0,6%) ao término da MIV.

Tabela 2. Efeitos da suplementacdo do meio de transporte com bloqueadores da

meiose (forscolina + IBMX) sobre a maturacdo nuclear de od4citos bovinos
destinados a producéo in vitro de embrides (médias dos quadrados minimos + EPM)

Grupo N  Duracdo %GV % GVBD % M % AI/TI % MI
da MIV  (LSM+EPM) (LSM+EPM) (LSM+EPM) (LSM+EPM) (LSM+EPM)

C 88 20,0+4,5° 77,0£3,9* 2,8+1,7® 0 0

T 172 6h 10,1+1,5° 82,8+1,12  6,9+2,0% 0 0

B 170 37,9+2,0° 62,0+2,0° oP 0 0

C 67 0 8,5+1,0? 0? 0? 91,4+1,0%

T 125 24h 0 8,4+1,52  3,9+1,3% 0,6+0,6% 86,9+2,52

B 135 0 9,1+1,2®  1,6+1,0° 0? 89,1+1,52

Vesicula germinativa (VG); quebra da vesicula germinativa (GVBD); metafase | (MIl); anafase I/
teléfase | (Al/TI); metafase Il (MIl). C (controle incubadora com SFB): o6citos maturados in vitro em
meio MIV suplementado com 10% SFB por 24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem
bloqueador): oécitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV suplementado com 0,6% BSA, sem adicdo de bloqueadores; TB (transporte com bloqueador):
oocitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV
suplementado com 0,3% BSA e bloqueadores da meiose (100 uM forscolina e 500 uM de IBMX).
Apé6s transporte, os odcitos foram maturados por 18 horas (duracdo total da MIV = 24h) em
incubadora com 5% CO,em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em
meio suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com
a mesma mistura. *Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Concentracao intracelular de ROS

As concentracdes intracelulares de ROS (expressas em UAF) apds 6 horas
de transporte simulado estéao representadas na Figura 3. Como nao houve interacao
entre o efeito dos blogueadores e dos antioxidantes (P>0,05), os dados estéo

apresentados separadamente, como variaveis independentes (Tabelas 3 e 4).

Efeitos principais:

Antioxidantes: P = 0.0018
Bloqueador da meiose: P = 0.0907
Interagao: P =0.1030

1,5

UAF
=
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OTransp Pré-MIV ~ OTransp Pré-MIV+Atx ~ B Transp Contr B Transp Contr+Atx

Figura 3. Concentragdo intracelular de espécies reativas de oxigénio em odcitos
submetidos ao transporte simulado na presenca ou auséncia de bloqueadores da

meiose e antioxidantes. Transp Pré-MIV: odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h
em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA e bloqueadores da meiose (100
MM de forscolina e 500 uM de IBMX); Transp Pré-MIV+Atx: odécitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA,
bloqueadores da meiose e mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100
Ul catalase); Transp Contr: odécitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp Contr+Atx: odcitos submetidos ao
transporte simulado durante 6h, em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA
e mistura de antioxidantes. Valores expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).
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O efeito dos antioxidantes (Tabela 3) resultou em diferenga significativa
(P<0,05) na contracdo de ROS em odcitos apds 6 horas de transporte, sendo que o
maior valor foi observado no grupo T (1,5+0,08), que diferiu (P<0,05) dos grupos C
(1,0£0,08) e TA (1,1+0,06).

Tabela 3. Concentracdes intracelulares de ROS (expressas em unidades arbitrarias

de fluorescéncia) em odcitos cultivados em meio com ou sem antioxidantes (cisteina
+ cisteamina + catalase) durante transporte simulado por 6 horas

Grupo N Unidades arbitrarias de fluorescéncia
(LSM+SEM)
C 58 1,0+0,08"
T 132 1,5+0,08%
TA 125 1,1+0,06"

C (controle incubadora): o6citos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por
24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem antioxidante): odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA; TA
(transporte com antioxidante): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e com a mistura de antioxidantes (100 uM de
cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase). L etras diferentes na mesma coluna diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A suplementacédo com bloqueadores da meiose (Tabela 4) alterou (P<0,05) a
concentracdo de ROS dos oécitos ao término do transporte. Os grupos C (1,0+0,08)
e TB (1,2+0,06) apresentaram menores concentracdes intracelulares de ROS em

comparacao com o grupo T (1,5+0,08; P<0,05).

Tabela 4. Concentracfes intracelulares de ROS (expressas em unidades arbitrarias
de fluorescéncia) em od0citos cultivados em meio com ou sem bloqueadores da
meiose (forscolina+IBMX) durante transporte simulado por 6 horas

Grupo N Unidades arbitrérias de fluorescéncia
(LSM+SEM)
C 58 1,00,08°
T 126 1,5+0,08°
B 131 1,20,06"

C (controle): odcitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por 6h em
incubadora com 5% CO,; T (transporte sem bloqueadores): o6citos maturados in vitro em meio MIV
suplementado com 0,6% de BSA por 6h em Minitub; TB (transporte com bloqueadores): odcitos
maturados in vitro meio MIV suplementado com 0,3% de BSA com bloqueadores (100 uM de
forscolina e 500 uM de IBMX) por 6h em Minitub. ) etras diferentes na mesma coluna diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Foi observada interacdo (P<0,05) entre o efeito dos antioxidantes e dos
blogueadores ao término da meiose, portanto os dados de todos 0s grupos estédo
apresentados na Figura 4. O grupo Transp Pré-MIV+Atx (1,0+0,1) apresentou a
maior concentracdo de ROS, e diferiu (P<0,05) de todos os grupos com excecao de
Contr (1,0+£0,05). Os grupos Transp Contr (0,6+0,02) e Transp Pré-MIV (0,5+0,03)
exibiram as menores concentragcdes de ROS, diferindo (P<0,05) dos grupos Contr e
Transp Pré-MIV+Atx, porém semelhantes (P>0,05) ao grupo Transp Contr+Atx
(0,7+0,06).

Efeitos Principais:

Antioxidantes: P < 0.0001
Bloqueadores da meiose: P = 0.0183
Interagao: P < 0.0001
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Figura 4. Concentragdo intracelular de espécies reativas de oxigénio em od6citos
submetidos ao transporte simulado em meio suplementado na presenga ou auséncia

de bloqueadores da meiose e antioxidantes. Contr: o6citos maturados in vitro em meio MIV
suplementado com 10% SFB por 6h em incubadora com 5% CO,; Transp Pré-MIV: odcitos
submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com 0,3% BSA e bloqueadores da meiose (100 uM de forscolina e 500 uM de IBMX); Transp Pré-
MIV+Atx: o6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV
suplementado com 0,3% BSA, bloqueadores da meiose e mistura de antioxidantes (100 uM de
cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase); Transp Contr: o6citos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp
Contr+Atx: oocitos submetidos ao transporte simulado durante 6h, em incubadora Minitub, em meio
MIV suplementado com 0,6% BSA e mistura de antioxidantes. Apés transporte, 0os o0citos foram
maturados por 18 horas (duracéo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio
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MIV suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de
antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura. Valores expressos
em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF). | etras diferentes na mesma coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Potencial de membrana mitocondrial (PMM)

Foi observada interacdo (P<0,05) entre o efeito dos antioxidantes e dos
bloqueadores da meiose na analise do PMM em odcitos ao final do transporte
simulado e ao término da MIV, portanto os dados de todos 0s grupos estédo

apresentados na Figura 5.

Ao final do transporte, os grupos Transp Pré-MIV (1,00+0,09) e Contr
(0,940,08) apresentaram o maior PMM, que diferiu (P<0,05) dos grupos Transp Pré-
MIV+Atx (0,6+0,05) e Transp Contr (0,6+£0,04). Porém, todos estes grupos
anteriormente citados foram semelhantes ao grupo Transp Contr+Atx (0,8+0,06). Ao
término da MIV, os grupos Contr (1,00+0,05) e Transp Pré-MIV+Atx (0,8+0,04)
apresentaram o maior PMM, que diferiram (P<0,05) dos grupos Transp Pré-MIV
(0,6+0,04), Transp Contr (0,5+£0,02) e Transp Contr+Atx (0,5+0,03).
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Efeitos Principais: Efeitos Principais:
Antioxidantes: P = 0.0415 Antioxidantes: P < 0.0001
Bloqueadores da meiose: P = 0.0635 Bloqueadores da meiose:P < 0.0001
Interagdo: < 0.0001 Interagao: < 0.0001
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Figura 5. Potencial de membrana mitocondrial de o6citos submetidos ao transporte
simulado em meio suplementado com diferentes bloqueadores da meiose e

antioxidantes. Contr: o6citos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por 24h
em incubadora com 5% CO,. Transp Pré-MIV: odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h
em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA e bloqueadores da meiose (100
MM de forscolina e 500 uM de IBMX); Transp Pré-MIV+Atx: odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA,
bloqueadores da meiose e mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100
Ul catalase); Transp Contr: oécitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp Contr+Atx: od4citos submetidos ao
transporte simulado durante 6h, em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA
e mistura de antioxidantes. Apoés transporte, os odcitos foram maturados por 18 horas (duracao total
da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB;
odcitos transportados em meio suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em
meio MIV suplementado com a mesma mistura. Valores expressos em unidades arbitrarias de
fluorescéncia (UAF). *’Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Distribuicao citoplasmética das mitocondrias

A distribuicdo citoplasmética das mitocdndrias apds 6 horas de transporte
simulado e apés 24 horas de MIV esta representada na Figura 6. Como nao houve
interacdo entre o efeito dos bloqueadores e dos antioxidantes (P>0,05), os dados

estdo apresentados separadamente, como variaveis independentes (Tabelas 7 e 8).
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Figura 6. Distribuicdo citoplasmatica das mitocondrias em od6citos submetidos ao
transporte simulado em meio suplementado com diferentes bloqueadores da meiose

e antioxidantes. Transp Pré-MIV: odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em
incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA e bloqueadores da meiose (100 yM
de forscolina e 500 uM de IBMX); Transp Pré-MIV+Atx: odcitos submetidos ao transporte simulado
durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA, bloqueadores da
meiose e mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase);
Transp Contr: oécitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp Contr+Atx: odcitos submetidos ao transporte simulado
durante 6h, em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e mistura de
antioxidantes. Apos transporte, os odcitos foram maturados por 18 horas (duracéo total da MIV = 24h)
em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB; odécitos transportados
em meio suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado
com a mesma mistura.

A suplementacdo do meio com antioxidantes (Tabela 5) ndo afetou (P>0,05)
0 reposicionamento citoplasmético das mitocondrias em odcitos avaliados ao
término do transporte, sendo a maior parte das mitocondrias encontrava-se em fase
de transicdo (36,2+6,7% a 48,8+1,9%) ou dispersas no citoplasma (39,8+5,5% a
54,4+8,9%) e, em menor parte, na periferia dos oocitos (9,1+2,7% a 17,2+5,8%).
Apos 24 horas de MIV, as mitocondrias ocupavam a posicdo predominantemente
dispersa no citoplasma dos oécitos (90,0+1,3% a 92,0+1,9%). Neste momento, néo
foram encontradas mitocondrias na periferia dos odcitos e poucas se encontravam
em transicao (7,9+1,9% a 9,9+1,3%), sendo que os grupos nao diferiram (P>0,05)

entre si.
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Tabela 5. Efeitos da suplementacdo do meio de transporte com antioxidantes
(cisteina + cisteamina + catalase) sobre a distribuicdo citoplasmatica das
mitocondrias em odcitos bovinos destinados a producao in vitro de embrides (médias
dos quadrados minimos + EPM)

Grupo N Duracdo % Periférica % Transicéo % Geral
daMIV  (LSM+SEM) (LSM+SEM) (LSM+SEM)
C 89 11,3+6,8 48,8+1,9 39,8+5,5
T 73 6h 17,245,8 37,3%5,1 45,3+10,0
TA 140 9,1+2/7 36,2+6,7 54,4+8,9
C 81 0 9,9+1,3 90,0+1,3
T 78 24h 0 7,919 92,0+1,9
TA 161 0 8,2+1,2 91,7+1,2

C (controle incubadora): odcitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por
24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem antioxidante): odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA; TA
(transporte com antioxidante): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e com a mistura de antioxidantes (100 uM de
cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase). Apos transporte, os odcitos foram maturados por
18 horas (duracdo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV
suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de
antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura. Nao foram
observadas diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P>0,05).

Da mesma forma, a suplementacdo do meio com bloqueadores da meiose
(Tabela 6) nao afetou (P>0,05) o reposicionamento citoplasmatico das mitocéndrias
em odocitos avaliados ao término do transporte, sendo que neste momento a maior
parte das mitocOndrias encontrava-se em transicdo (29,3+5,1% a 48,8+1,9%) ou
estavam dispersas no citoplasma (39,8t5,5% a 62,7+7,1%), havendo poucas
mitocondrias na periferia do odcito (7,8+2,2% a 18,4+5,6%). Ao término da MIV, a
maior parte das mitocondrias estava distribuida de forma dispersa (90,0+1,3% a
92,9+1,3%), havendo poucas em transicdo (7,0+1,3% a 9,9+1,3%) e nenhuma se
localizava na periferia do o6cito, sendo que os grupos nao diferiram (P>0,05) entre

Si.
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Tabela 6. Efeitos da suplementacdo do meio de transporte com bloqueadores da
meiose (forscolina + IBMX) sobre a distribuicdo citoplasmética das mitocéndrias de
odcitos bovinos destinados a producéo in vitro de embries (médias dos quadrados
minimos £ EPM)

Grupo N Duracao % Periférica % Transigcéo % Geral
da MIV (LSM+SEM) (LSM+SEM) (LSM+SEM)

C 89 11,346,8 48,8+1,9 39,845,5
T 73 6h 7,8+2,2 29,345,1 62,7+7,1
B 140 18,445,6 43,0+4,6 38,5+8,6
C 81 0 9,9+1,3 90,0+1,3
T 78 24h 0 7,0+1,3 92,9+1,3
B 161 0 9,1+1,7 90,8+1,7

C (controle incubadora): o6citos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por
24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem bloqueadores): oécitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV com 0,6% de BSA sem suplementagéo
com bloqueadores da meiose; TB (transporte com bloqueadores): o6citos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV com 0,3% de BSA suplementado com
blogueadores (100 uM de forscolina e 500 uM de IBMX). ApOs transporte, os oécitos foram
maturados em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB e mistura
de antioxidantes por 18 horas (duracao total da MIV = 24h). Nao foram observadas diferencas entre
os tratamentos pelo teste de Tukey (P>0,05).

Desenvolvimento embrionario

As taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario até a fase de
blastocistos para os diferentes tratamentos estédo representadas na Figura 7. Como
nao houve interacdo entre o efeito da macromolécula e presenca de antioxidantes
(P>0,05), os dados estdo apresentados separadamente, como variaveis
independentes (Tabelas 9 e 10).
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Efeitos Principais: Efeitos Principais:
Antioxidantes: P = 0.1606 Antioxidantes: P =0.3339
Bloqueadores da meiose: P = 0.0855 Bloqueadores da meiose: P = 0.8667
Interagao: P =0.1981 Interagdao: P =0.8401
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Figura 7. Clivagem e desenvolvimento de embrides produzidos a partir de odcitos
bovinos submetidos ao transporte simulado em meio na presenca ou auséncia de

bloqueadores da meiose e antioxidantes. Transp Pré-MIV: odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA e
blogueadores da meiose (100 uM de forscolina e 500 yM de IBMX); Transp Pré-MIV+Atx: odcitos
submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com 0,3% BSA, bloqueadores da meiose e mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM
de cisteina e 100 Ul catalase); Transp Contr: odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h
em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp Contr+Atx: 00citos
submetidos ao transporte simulado durante 6h, em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com 0,6% BSA e mistura de antioxidantes. Apos transporte, os oécitos foram maturados por 18 horas
(duracéo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com
10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de antioxidantes foram
maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura.

A suplementacdo do meio de transporte com antioxidantes (Tabela 7) nao
afetou (P>0,05) as taxas de clivagem (76,8+t2,0% a 83,4+2,7%) e de
desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto (36,0+2,6% a 39,8+4,5%).

Da mesma forma, a suplementacéo do meio de transporte com bloqueadores
da meiose (Tabela 8) ndo afetou (P>0,05) as taxas de clivagem (76,3+1,6% a
83,4+2,7%) e de desenvolvimento embrionario (37,6+2,8% a 39,8+4,5%).
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Tabela 7. Clivagem e desenvolvimento de embrides bovinos produzidos in vitro a
partir de odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6 horas em meio
suplementado antioxidantes (cisteina + cisteamina + catalase) (médias dos
quadrados minimos + EPM)

Grupo N Clivagem Blastocisto
(LSM+SEM) (LSM+SEM)

C 223 83,412,7 39,8+4,5

T 433 80,6+1,8 39,9+27

TA 459 76,8+2,0 36,0+2,6

C (controle incubadora): o6citos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por
24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem antioxidante): oocitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV com 0,6% BSA sem suplementacdo com a
mistura de antioxidantes; TA (transporte com antioxidante): odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV com 0,6% BSA suplementado com a
mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase). Apos
transporte, os odcitos foram maturados por 18 horas (duragéo total da MIV = 24h) em incubadora com
5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio
suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a
mesma mistura. N&o foram observadas diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P>0,05).

Tabela 8. Clivagem e desenvolvimento de embrides bovinos produzidos in vitro a
partir de odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6 horas em meio
suplementado com bloqueadores da meiose (forscolina + IBMX) (médias dos
guadrados minimos = EPM)

Grupo N Clivagem Blastocisto
LSM+SEM LSM+SEM
C 223 83,4+2,7 39,8+4,5
T 447 81,0+2,1 37,6+2,8
B 445 76,3+1,6 38,3+2,7

C (controle incubadora com SFB): oécitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10%
SFB por 24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem blogueadores): oécitos submetidos ao
transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA;
TB (transporte com bloqueadores): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em
incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA e 100 uM de forscolina e 500 uM de
IBMX. Apoés transporte, os odécitos foram maturados por 18 horas (duracéo total da MIV = 24h) em
incubadora com 5% CO,em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em
meio suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com
a mesma mistura. Ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey
(P>0,05).

Sobrevivéncia a criopreservacao

As taxas de re-expansdo embrionaria apds aquecimento e cultivo in vitro por
24 horas podem ser visualizadas na Tabela 9. A suplementacdo do meio de
transporte com blogueadores da meiose e/ou antioxidantes nao afetou (P>0,05) a
taxa re-expansao embrionaria (50% a 71,4%).
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Tabela 9. Taxas de re-expansdo ap6s aquecimento e cultivo in vitro por 24 horas de
embrides bovinos produzidos in vitro a partir de odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6 horas em meio suplementado com blogueadores da meiose
(forscolina + IBMX) e/ou antioxidantes (cisteina + cisteamina + catalase)

Grupos Embrides Re-expanséo
desvitrificados 24 h
(n) n (%)
Contr 23 16 (69,5%)
Transp Pré-MIV 18 12 (66,6%)
Transp Pré-MIV+Atx 21 15 (71,4%)
Transp Contr 14 7 (50,0%)
Transp Contr+Atx 16 9 (56,2%)

Contr (controle incubadora): oécitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por
24h em incubadora com 5% CO,. Transp Pré-MIV: od6citos submetidos ao transporte simulado
durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA e bloqueadores da
meiose (100 uM de forscolina e 500 uM de IBMX); Transp Pré-MIV+Atx: odcitos submetidos ao
transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,3% BSA,
bloqueadores da meiose e mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100
Ul catalase); Transp Contr: oécitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp Contr+Atx: od4citos submetidos ao
transporte simulado durante 6h, em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA
e mistura de antioxidantes. Apés transporte, os odécitos foram maturados por 18 horas (duracéo total
da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB;
odcitos transportados em meio suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em
meio MIV suplementado com a mesma mistura. Nao foram observadas diferencas entre os
tratamentos pelo teste do qui-quadrado (P>0,05).

DISCUSSAO

A remocéo dos odcitos do ambiente inibitério do foliculo estimula a retomada
espontanea da meiose, o que pode levar a perda da sincronia entre maturacéo
nuclear e citoplasmatica, influenciando negativamente na qualidade oocitaria (YANG
et al., 1998). Além disso, a MIV é geralmente conduzida em atmosfera gasosa
superior a presente nas condi¢bes in vivo, 0 que pode resultar no aumento da
producdo de ROS e diminuir a viabilidade dos COCs (THOMPSON et al., 1990;
VOELKEL e HU, 1992; CORREA et al., 2008). As condi¢bes durante o transporte,
como meio, temperatura e duracdo do transporte, também podem diminuir a
viabilidade e qualidade dos COCs e influenciar sua capacidade de produzir embrides
viaveis. Como estratégia para melhorar a eficiéncia da PIV, pode-se incorporar ao
transporte dos COCs o cultivo de pré-MIV na presenca de inibidores da meiose, tais

como forscolina e IBMX, visando bloquear a meiose e fornecer tempo adicional para
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a capacitacdo do odcito. Ainda, a suplementacdo do meio com antioxidantes intra
(cisteina e cisteamina) e extracelulares (catalase) pode ser vantajosa na
neutralizacdo das ROS. No presente estudo, o sistema de transporte de o0citos em
pré-MIV com antioxidantes foi viavel, pois o desenvolvimento embrionario foi
semelhante entre grupos de od0citos submetidos ao transporte e 0S grupos
maturados por todo periodo em incubadora a 5% de CO..

Foi descrito anteriormente que o sistema de pré-MIV com moduladores de
AMPc atenuou a maturacéo espontanea do odcito e prolongou a comunicagcao entre
células do cumulus e odécito pelas juncdes "gap", levando a uma significante melhora
no desenvolvimento embrionario (ALBUZ et al., 2010; ZENG et al., 2013). No
presente estudo foi observado que o uso de forscolina e IBMX (moduladores de
AMPc) durante o transporte por um periodo de 6 horas conseguiu manter a meiose
parcialmente bloqueada, pois odcitos suplementados com blogueadores da meiose
(TB) apresentaram maior taxa de odcitos em GV quando comparados aos grupos C
e TS. A forscolina atua estimulando a sintese de AMPc pela adenilato ciclase,
engquanto que o IBMX inibe a fosfodiesterase (PDE) que é responséavel por hidrolisar
o AMPc (ZENG et al.,, 2014; LI et al.,2016). Desta forma, possivelmente os
moduladores de AMPc utilizados durante a pré-maturacdo foram eficientes em
manter elevados os niveis de AMPc, retardando temporariamente a retomada da
meiose e fornecendo tempo adicional para a capacitacdo odcitaria (HUANG et al.,
2013; ROSE et al., 2013; LI et al., 2016).

O hormonio luteinizante (LH) é responséavel pela expansédo das células do
cumulus devido a producéo de &cido hialurbnico, com consequente fechamento das
juncdes "gap" que fazem a comunicacdo entre ceélulas do cumulus e odcito,
culminando na condensacéo da cromatina e progressao da meiose. Enquanto que o
hormonio foliculo estimulante (FSH) atua na inducéo da maturagcéo (SMITZ, 2011; LI
et al., 2013; LUCIANDO & LODDE et al., 2013). Por isso, durante a pré-maturacao o
meio ndo foi suplementado com estas gonodatrofinas, de modo a evitar qualquer

estimulo para a retomada da meiose.

Ja nos oocitos submetidos ao transporte simulado sem bloqueadores, foi

evidenciada a aceleragcao da meiose assim como a maior contragcao de ROS quando
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comparado aos odcitos do grupo controle. As ROS, especificamente o H,O, atuam
na sinalizacédo celular e modulam varios aspectos fisiolégicos dos odcitos, incluindo
o blogueio e retomada do ciclo meidtico, sendo que elevadas concentracdes de
H,O, e baixas de oOxido nitrico sinalizam a retomada da meiose em o6citos bovinos
(COMBELLES et al.,, 2009; LOPES et al., 2010). Portanto, de acordo com o0s
resultados encontrados neste estudo, parece que a precoce retomada da meiose

neste grupo (TS) pode estar ligada a elevada concentracdo de ROS.

ApoGs o transporte, a maior parte dos os o6citos em todos 0s grupos estava
em GVBD e pequena propor¢ao dos COCs no estadio de GV, visto que a GVBD se
inicia apés 6 horas de MIV e é maxima apos 8 horas (LI et al., 2005). Depois do
transporte, os odcitos foram submetidos a MIV por 18 horas adicionais em meio livre
de inibidor. Os odcitos que passaram pela pré-maturacdo completaram a maturacéo
ao mesmo tempo (24 horas) que os demais grupos (C e TS). Portanto, mesmo apos
a exposicdo dos odcitos aos moduladores de AMPc, forscolina e IBMX, os od6citos
foram capazes de retomar e concluir a meiose, chegando a MIl. Com relacdo a
suplementacdo com antioxidantes, 0s grupos transportados com ou sem
suplementacao de antioxidantes (TA e T respectivamente), apresentaram resultados

semelhantes ao controle, apds 24h de MIV grande parte dos odcitos atingiram MIl.

Foi demonstrado anteriormente que os antioxidantes podem ser eficientes
quando as condi¢des de cultivo sdo inadequadas por si s6, ndo sendo evidenciada
sua acao em condicdes ideais de cultivo (HARVEY et al., 2007). Assim, como
sugerido por estes autores (HARVEY et al., 2007), a suplementacdo com
antioxidantes durante o transporte foi eficiente para melhorar as condicbes do
cultivo, ja que foi verificada menor concentracdo intracelular de ROS nestes grupos
(TA) quando comprado ao odcitos transportados sem antioxidantes (T).
Curiosamente, odcitos transportados sem antioxidantes, e que apresentaram maior
concentracdo de ROS apos o transporte, exibiram menor concentracdo de ROS ao
final da MIV. Evidéncias recentes demonstram que a ocorréncia de estresse
controlado durante a maturacdo ou cultivo in vitro de embries pode ser benéfica
para que 0S mesmos ativem mecanismos de sobrevivéncia e adquiram maior

resisténcia a sobrevivéncia (THORPE et al., 2013).
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Com relacdo aos grupos tratados com bloqueadores, apdés 6 horas o0s
oocitos transportados com blogueadores da meiose (TB) apresentaram menor
concentracdo de ROS quando comparado aos o00citos transportados sem
bloqueadores (T), e foram semelhantes ao grupo controle. Possivelmente, o
blogueio temporério da meiose no grupo TB pode ter prolongado a comunicacao
entre células cumulus-o6cito por um periodo adicional, assim aumentou a
transferéncia e o acumulo de GSH no od0cito e, possivelmente, gerou a maior
neutralizacdo das ROS (LI et al., 2016). Todavia, esta hipotese necessita ser

comprovada.

Quando avaliada a influéncia dos bloqueadores e dos antioxidantes e seus
efeitos no PMM dos od6citos apds 6 horas de transporte, foi encontrado maior PMM
nos oocitos dos grupos Transp Pré-MIV e Contr. No grupo controle, o elevado PMM
pode ser em virtude das condi¢cdes ideais de cultivo em incubadora a 5% CO,,
diferentemente dos demais grupos. Enquanto que no grupo Transp Pré-MIV, o
prolongamento da comunicagéo entre as células do cumulus e o odcito, através da
manutencdo nos niveis de AMPc, pode ter proporcionado maior transferéncia de
substratos energéticos como piruvato e lactato e, desta forma, possivelmente possa
ter favorecido a atividade metabdlica da célula (SUTTON-MCDOWALL et al., 2010;
ZENG et al., 2014).

Apbs 24 horas de MIV, houve interacdo entre os efeitos dos bloqueadores e
dos antioxidantes sobre a concentracdo intracelular de ROS e o potencial de
membrana mitocondrial. Os odcitos utilizam oxigénio para producdo de energia, por
meio da fosforilacdo oxidativa nas mitocéndrias, desta forma estas organelas sao
consideradas a maior fonte de ROS (DELEUZE & GOUDET, 2010). Os grupos
Transp. Pré-MIV+Atx e Contr apresentaram maior concentracao intracelular de ROS,
porém nestes grupos também foi verificado um elevado potencial de membrana
mitocondrial, o que pode, portanto, ter gerado maior producdo de ROS decorrente
de uma provavel maior atividade metabdlica celular. Logo, nos grupos Transp
BSA+Atx, Transp BSA e Transp Pré-MIV, onde foram encontradas baixas
concentragbes de ROS, o menor potencial de membrana mitocondrial encontrado

pode ser explicado pela possivel menor atividade das mitocéndrias.
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Apesar dos efeitos negativos que pode causar quando presente em
elevadas concentracfes, a producdo de ROS pode ser considerada fisiolégica em
algumas circunstancias. Conforme Thorpe et al.(2013), pequenos aumentos nos
niveis de radicais superoxido, produzidos na mitocondria, tem um efeito protetor
durante o estresse induzido por perdxido de hidrogénio (H.O2); em resposta as
elevadas concentracdes de H,O,, vai ocorrer o aumento na producdo de radicais
superoéxido e, desta forma, ativacdo do mecanismo de defesa celular contra as ROS.
Este mecanismo utiliza pequenas moléculas, como a glutationa e defesas
enzimaticas (SOD, catalase, tiorredoxinas) para neutralizar as ROS, entretanto o
papel da mitocondria e os mecanismos moleculares envolvidos na remocéo do
peréxido de hidrogénio ndo estdo completamente elucidados (TEMPLE, 2005;
THORPE et al.,, 2013). No presente estudo, a concentracdo intracelular de ROS
apos 24 horas de MIV foi menor do que a encontrada apds 6 horas de transporte,
em todos 0s grupos com excec¢ao do grupo controle. Este resultado pode indicar que
possivelmente houve a ativacdo do mecanismo de defesa descrito por Thorpe et al.
(2013). Logo, houve possivelmente uma tolerancia dos oécitos as ROS.

Em odcitos imaturos, as mitocondrias estdo predominantemente dispostas
na periferia do odcito e, ao final da maturacdo, encontram-se dispersas pelo
ooplasma (ADONA et al., 2008; OLIVEIRA e SILVA et al.,, 2011). Este padrdo de
distribuicdo também foi encontrado nos tratamentos empregados, demonstrado o
correto reposicionamento das mitocondrias devido & sua migracdo para os locais
que requerem mais energia na célula.

O uso de inibidores da meiose durante o transporte de odcitos por um
periodo prévio a maturacdo pode aumentar a competéncia oocitaria para o
desenvolvimento embrionario, assim como foi demonstrado que a utilizacdo de
antioxidantes durante MIV pode melhorar a viabilidade dos odcitos e a futura
producdo de embrides in vitro (ALBUZ et al., 2010; ORSI e LEESE 2001; RICHANI
et al., 2014; ZENG et al., 2014; LI et al., 2016). Por outro lado, de acordo com
Miranda et al. (2007) e Silva et al. (2011), o transporte pode diminuir a viabilidade
dos odcitos e afetar a producdo de embrides. Desta forma, embora o cultivo de pré-
MIV com antioxidantes durante o transporte por 6 horas ndo tenha promovido o

aumento da competéncia para o desenvolvimento embrionario, foi eficiente para
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manter a qualidade e competéncia oocitaria, visto que as taxas de clivagem,
producdo de blastocistos e re-expansdo embrionaria apdés 0s processos de
vitrificagdo e aquecimento dos embrides produzidos in vitro a partir de odcitos
submetidos previamente ao transporte foi semelhante a producdo de embribes a
partir de o6citos maturados por todo periodo em incubadora a 5% CO..

A criopreservacdo de embrides bovinos & fundamental, pois muitas vezes o
namero de embrides produzidos € maior que 0 numero de receptoras disponiveis
(SANCHES et al.,, 2013). No entanto os embrides bovinos sdo sensiveis a
criopreservacéo devido a sua elevada concentracéo lipideos (LEAO et al., 2014). A
forscolina além de atuar na sincronizacdo da meiose pode estimular a lipolise,
diminuindo o acumulo lipidico nos odécitos em embrides o que pode influenciar
positivamente a critolorancia dos embrides. De acordo com Prates et al. (2013), a
forscolina utilizada na suplementacédo do meio de MIV, ndo diminuiu concentracao
lipidica nos odécitos. Todavia quando utilizada como suplementacdo do meio de CIV,
diminuiu a concentracdo de lipideos dos embriées produzidos in vitro (SANCHES et
al., 2013). No presente estudo a forscolina utilizada na suplementacdo do meio de
transporte teve efeito positivo no bloqueio da meiose, mas possivelmente né&o
interferiu na concentracdo de lipideos dos o6citos e consequentemente dos
embribes, pois a criotolerancia avaliada pela re-expansdo dos blastocistos, foi

semelhante entre todos os grupos.

CONCLUSAO

O cultivo de pré-maturacdo com os inibidores da meiose forscolina e IBMX foi
eficiente em retardar a retomada da meiose e pode ser utilizado para otimizar o
periodo de transporte, visto que a producéao in vitro de embrides a partir de odcitos
pré-maturados sem gonadotrofinas foi semelhante a do grupo controle maturado em
meio com gonadotrofinas, em incubadora a 5% de CO, por todo o periodo de MIV .
Os antioxidantes cisteina, cisteamina e catalase foram eficientes apenas durante o
transporte, quando as condi¢des de cultivo se mostraram sub-6timas. O transporte

de odcitos bovinos em meio suplementado com bloqueadores da meiose e/ou
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antioxidantes, pelo periodo de 6 horas, ndo afetou a producdo embribes in vitro

assim como a criotolerancia dos mesmos.
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CAPITULO 3 - TRANSPORTE DE OOCITOS BOVINOS EM MEIO
SUPLEMENTADO COM DIFERENTES FONTES DE MACROMOLECULAS E
ANTIOXIDANTES: EFEITOS SOBRE A MATURACAO NUCLEAR E
CITOPLASMATICA E SOBRE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO IN VITRO

RESUMO- O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementacédo do meio
com SFB e BSA, do tratamento com antioxidantes durante o transporte de odcitos
bovinos por 6 horas sobre: 1) progressdo da maturacdo nuclear; 2) maturagao
citoplasmatica e 3) competéncia no desenvolvimento e criotolerancia dos embrides
produzidos. Para tanto, o meio de transporte de odcitos foi suplementado com
marcromoléculas (SFB ou BSA), e os antioxidantes cisteina, cisteamina e catalase.
Os odcitos foram incubados em incubadora portatil (Minitub®) para simulacdo de
transporte. Posteriormente, foram submetidos a maturacdo in vitro (MIV) em
incubadora a 5% de CO, em ar até completar 24h e, em seguida, foram fecundados
e 0s provaveis zigotos foram cultivados in vitro durante 7 dias. Foram feitos dois
grupos controle: MIV com 10% de SFB (Controle); MIV com 10% de SFB e os
antioxidantes cisteina, cisteamina e catalase (Controle com antioxidantes), por 24h.
Foram avaliados a cinética da maturacdo nuclear e maturacéo citoplasmatica (pelos
seguintes parametros: avaliacdo do posicionamento de mitocondrias, do potencial de
membrana mitocondrial e do conteudo intracelular de espécies reativas do oxigénio)
apos o transporte e apdés a MIV. Foram feitas a avaliacdo da taxa de clivagem (48
hpi), do desenvolvimento embrionario até a fase de blastocistos (168 hpi), e taxa de
re-expansdo apds 24 horas de re-cultivo. A taxa de odcitos em GVBD foi maior
(P<0,05) no grupo Transporte SFB (86,8%) e menor no grupo Controle (77,0%),
ambos os grupos foram semelhantes ao Transporte BSA (82,8%). Com relacdo a
concentracdo de ROS, nos odcitos tratados com antioxidantes apés 6 horas as
concentracdes de ROS foram maior (P<0,05) no grupo Transporte sem antioxidantes
(1,6) e menor nos grupos Controle (1,0), Controle com antioxidantes (1,1) e
Transporte com antioxidantes (1,2) e apés a MIV foi maior (P<0,05) no grupo
Controle (1,0). Com relacdo ao PMM, apds 6 horas de transporte houve interacéo
entre os tratamentos (macromoléculas+antioxidantes), o grupo Controle (1,0)
apresentou maior (P<0,05) PMM, mas foi semelhante (P>0,05) ao grupo Transporte
SFB (0,8) e Transporte BSA com antioxidantes (0,8), nos grupos Controle com
antioxidantes (0,6) e Transp SFB com antioxidantes (0,6) foi observado menor PMM,
porém estes grupos foram semelhantes (P>0,05) ao Transporte BSA (0,6) e
Transporte BSA com antioxidantes. Apos 24 horas ndo foi verificado interacédo entre
0s tratamentos, nos odcitos tratados com antioxidantes, o grupo Controle (1,0)
mostrou maior (P<0,05) PMM, os grupos Transporte sem antioxidantes (0,4) e
Transporte com antioxidantes (0,5) apresentaram menor PMM e o grupo Controle
com antioxidantes (0,8) diferiu (P<0,05) de todos 0s grupos experimentais. A
suplementacdo do meio com SFB ou BSA, e antioxidantes no meio de transpor por 6
horas, n&o interferiu na producéo e criotolerancia dos embrides.

Palavras-chave: Transporte, o00citos bovino, antioxidantes, macromoléculas,
maturacao in vitro
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TRANSPORT OF BOVINE OOCYTES IN MEDIUM SUPPLEMENTED WITH
MACROMOLECULES DIFFERENT SOURCES AND ANTIOXIDANTS: EFFECTS
ON NUCLEAR AND CYTOPLASMIC MATURATION AND ON EMBRYONIC
DEVELOPMENT IN VITRO

Abstract- The objective of this study was to evaluate the effects of the medium

supplemented with FCS and BSA, treatment with antioxidants during transport of
bovine oocytes for 6 hours on: 1) progression of nuclear maturation; 2) cytoplasmic
maturation and 3) competence in the development and cryotolerance of embryos
produced. Therefore, the means of transport of oocytes was supplemented with
marcromoléculas (FCS or BSA), and antioxidants cysteine, cysteamine and catalase.
Oocytes were incubated in a portable incubator (Minitub®) for transport simulation for
6h. They were posteriorly submitted in vitro maturation (IVM) in incubator in 5% CO- in air
to complete 24 hours and then were fertilized and presumptive zygotes were cultured
in vitro for 7 days. Two control groups were made: IVM with 10% FCS for 24 hours
(Control); IVM with 10% FCS and antioxidants (cysteine, cysteamine and catalase)
for 24 h (Control+Atx). We evaluated the kinetics of nuclear maturation and
cytoplasmic maturation (made by: the following parameters: evaluation of positioning
of mitochondria, the mitochondrial membrane potential and intracellular content of
reactive oxygen species) after transport and after IVM. They were made to evaluate
the rate of cleavage (48 hpi) and embryo development to the blastocyst stage (168
hpi), and the rate of re-expansion after 24 hours of re-cultivation. The GVBD oocyte
rate was higher (P<0.05) in the Transport FCS group (86.8%) and lowest in Control
FCS (77.0%), both groups were similar Transport BSA (82.8%). With respect to the
concentration of ROS in oocytes treated with antioxidants after 6 hours ROS
concentration was higher (P<0.05) in Transport (1.6) group and lower in Control (1,0)
Control with Antioxidants (1,1) and Transport with Antioxidants (1.2) groups and after
IVM was higher in Control (1.0) group. Regarding MMP, after 6 hours of transport
was no interaction between treatments (macromolecules+antioxidants), Control
group (1.0) were higher (P <0.05) MMP, but was similar (P> 0.05) Transport the FCS
group (0.8) and Transport BSA + Atx (0.8), in Control + Atx (0.6) and Transport FCS
+ Atx (0.6) groups weres lower MMP observed, but these groups were similar
(P>0.05) the Transport BSA (0.6) and Transport BSA + Atx. After 24 hours was not
verified interaction between treatments in oocytes treated with antioxidants, the
Control (1.0) group demonstrate higher (P <0.05) MMP, Tranport (0.4) and Transport
with Antioxidants (0.5) groups had a lower MMP and Control with Antioxidants group
(O, 8) differed (P<0.05) of all experimental groups. Supplementation of the medium
with FCS or BSA, and antioxidants in the transport medium for 6 hours did not affect
the production and cryotolerance embryos.

Keywords: Transport, bovine oocyte, antioxidants, macromolecules, in vitro
maturation
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INTRODUCAO

A utilizacdo de biotecnologias reprodutivas, juntamente com a selecao
genética do rebanho, é a melhor estratégia para aumentar rapidamente a
produtividade na pecuaria. O aprimoramento da producéo in vitro (PIV) na dltima
década e sua eficacia tem sido relatada em diversos estudos, por isso aumentou sua
aplicacdo em escala comercial (BONI, 2012; PONTES et al., 2009; MOROTTI et al.,
2014; PELLEGRINO et al., 2016). Entretanto, a eficiéncia da PIV ainda é
considerada baixa, pois apenas 30% dos odcitos cultivados chegam ao estagio de

blastocisto.

Os embrides produzidos in vivo apresentam maior qualidade e viabilidade do
gue aqueles produzidos por maturacéo, fertilizacéo e cultivo in vitro (LONERGAN et
al., 2007; ULLOA et al., 2008 PONTES et al., 2009). A qualidade e a maturacdo do
o0cito estdo entre as possiveis causas das diferencas entre producédo in vitro e in
Vivo e estes sdo 0s principais fatores que merecem atencdo para a que se possa
aumentar a eficiéncia da PIV (DEMYDA-PEYRAS et al., 2013). A composi¢édo do
meio utilizado na MIV tem grande impacto na qualidade do odcito e na sua
competéncia para a fertilizagdo (DEMYDA-PEYRAS et al., 2013). Comumente
utiliza-se suplementacdo proteica de origem animal nos meios de MIV e, entre as
macromoléculas utilizadas como suplemento, o soro fetal bovino (SFB) proporciona
maiores taxas de producdo de embrides em sistemas de PIV. O SFB contém
substancias benéficas como fatores de crescimento, quelantes de metais pesado e
componentes que ajudam na expansao das células do cumulus (ABE and HOSHI
2003). No entanto, este composto proteico tem o potencial o transmitir diversos
patégenos e alterar a expressao de varios genes. Além disso, a absorcao de lipideos
pelos odécitos bovinos maturados in vitro na presenca de SFB é muito elevada, o que
pode prejudicar a qualidade oocitaria e também a qualidade e critolerancia dos
embrides (KIM et al., 2001; ABE et al., 1999 e RIZOS et al., 2003). Em funcédo do
excessivo do acumulo intracelular de lipideos, ha consequentemente o aumento da
sensibilidade ao estresse oxidativo e a criopreservacdo (PEREIRA et al., 2008; AL
DARWICH et al., 2011).
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Como alternativa para a substituicdo do SFB, pode-se utilizar a albumina
sérica bovina (BSA) para suplementacdo do meio de MIV, sendo que esta € um
composto proteico semi-definido livre de acidos graxos. Todavia, os resultados
obtidos através da utilizacdo de BSA na PIV sdo controversos, pois existem relatos
de que a BSA retarda a maturacdo nuclear, diminui a expansao das células do
cumulus e reduz a producdo de embrides em comparacao ao SFB (DEL COLLADO
et al., 2015). Entretanto, Russel et al. (2006) ndo demonstraram haver diferencas na
maturacdo nuclear e nas taxas de blastocistos quando comparou BSA e SFB como

suplementos dos meios de MIV.

O acumulo lipidico em excesso na célula € um fator limitante para o
desenvolvimento e criotolerancia do embrido PIV. Entretanto, em concentracdes
fisiolégicas, os lipideos sdo essenciais para o metabolismo energético da célula. A
energia, em forma de ATP, é gerada pela B-oxidacdo dos acidos graxos nas
mitocondrias. Sob condigbes fisioldgicas, a B-oxidacado nas mitocdndrias é a principal
fonte de ROS nos odcitos e embrides. As ROS sao formadas durante as etapas
intermediarias da reducdo da molécula de oxigénio e estdo envolvidas em diversos
processos relacionados com a fisiologia ovariana, incluindo a maturacdo oocitaria
(ISHIKAWA, 1993; SABATINI et al., 1999; BEHRMAN et al., 2001). Em condi¢des
fisiologicas ha um equilibrio entre a producdo de ROS e os mecanismos enddgenos
antioxidantes. No entanto, em sistemas in vitro pode ocorrer a elevacdo na
concentracdo de ROS devido as condicdes inerentes ao sistema, tais como
exposicdo a luz, tensdo de O, cétions metalicos e também em decorréncia de
fatores enddégenos, como maior atividade mitocondrial (NARS-ESFAHANI, 1990; &
NARSESFAHANI & JOHNSON, 1991; GOTO et al., 1993; NODA 1992; GUERIN et
al., 2001; DELEUZE & GOUDET, 2010).

A presenca de ROS em excesso nos odctios implica no desbalanco entre
ROS e as defesas enddgenas antioxidantes, gerando o denominado estresse
oxidativo. Este estresse é prejudicial a célula, pois pode gerar injarias como a
peroxidacdo lipidica, danos mitocondriais, oxidacdo de aminoacidos e acidos
nucleicos, culminando em apoptose (HALIWELL & GUTTERIDGE, 1992; JOHNSON
& NARS ESFAHANI 1994; ALl et al., 2003; KITAGAWA et al., 2004). Para proteger
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odcitos e embrides contra o estresse oxidativo durante a PIV, tem sido sugerido a
adicdo de antioxidantes aos meios de cultivo. Os antioxidantes, por definicdo, séo
qualquer substancia que, quando presentes em baixa concentracbes comparado ao
substrato oxidavel, atrasa significantemente ou inibe a oxidacdo deste substrato
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Os antioxidantes podem ser dos tipos
enzimaticos ou ndo enziméaticos, além de possuirem mecanismos de agdo distintos e
atuarem dentro ou fora da célula. A catalase € um antioxidante enzimatico
extracelular que atua na reducdo do perdxido de hidrogénio (H.O,) em agua e
oxigénio molecular, e sua adicdo ao meio de cultivo teoricamente tende a ser
benéfica, Muito embora diversos trabalhos ndo tenham demostrado sua eficacia (LI
et al., 1993; BILODEAU et al., 2003).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo tiol de baixo peso molecular e é o
principal componente sulfidril ndo proteico presente nas células, atuando como
principal antioxidante ndo enzimatico na eliminagdo das ROS. A concentragdo deste
antioxidante ao final da maturacdo é considerada como um bom marcador
bioquimico da viabilidade do oécito. A GSH é formada pelos aminoacidos glutamato,
cisteina e glicina, sendo que sua sintese € limitada pela presenca da L-cisteina no
meio extracelular (DELEUZE & GOUDET, 2010). Entretanto, a cisteina € um
aminoacido muito instavel fora da célula e é auto-oxidada em cistina, impedindo a
sua captacédo. A cistemina € um componente tiol de baixo peso molecular que reduz
a cistina em cisteina e promove a captacdo deste aminoacido pelas células,
aumentando assim a sintese de GSH. Consequentemente, a cisteamina pode ser
considerada um fator determinante no mecanismo de defesa contra ROS (MERTON
et al., 2013). Em diversos trabalhos tem sido relatado o efeito benéfico da adicédo de
cisteina e cisteamina ao meio de MIV sobre a produgcdo de embrides (ALl et al.,
2003; BALASUBRAMANIAN et al., 2007; MERTON et al., 2013).

O transporte do local de coleta até o laboratério é considerado como fator
limitante para a PIV comercial, pois as condicdes como temperatura, composicéo do
meio e duracdo do transporte podem influenciar na competéncia oocitaria e em sua
capacidade de produzir embribes viaveis (SILVA et al., 2011). O meio utilizado
durante transporte € um dos principais fatores que interferem na PIV (GARCIA et al.,

1998), por isso a escolha da macromolécula a ser utilizada no meio de transporte-
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maturagcdo, assim como a adicdo de antioxidantes, pode ter influéncia benéfica
sobre os odcitos e a PIV, pois podem fornecer condicbes mais adequadas de
maturacdo, mesmo durante o transporte.

Assim sendo, o presente estudo tem como objetivo realizar o transporte de
oocitos bovinos em meio suplementado com diferentes macromoléculas (SFB ou
BSA) e antioxidantes de agéo intra- (cisteina e cisteamina) e extra-celular (catalase),
e avaliar seus efeitos sobre a maturacéo nuclear e citoplasmatica, bem como sobre
0 subsequente desenvolvimento embrionario e criotolerancia dos embrides. Diante
do exposto, foi proposto a busca de alternativas que preservem ao maximo a
vibilidade do odcito durante o transporte destes do local de coleta até o laboratério
de PIV.

MATERIAL E METODOS

Reagentes quimicos
Os regentes quimicos utilizados foram adquiridos da empresa Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), caso contrario estdo especificados no texto.

Materiais plasticos e tubos foram obtidos da empresa Corning Inc. (Acton, MA, USA).

Obtencao e selecédo de o6citos

Os ovarios de bovinos abatidos nos frigorificos da regido de Aracatuba-SP
foram retirados das carcacas, aproximadamente 20 minutos ap6s o abate, mantidos
em solucdo salina estéril a 30-35°C e transportados para o laboratério em caixas
térmicas, ndo excedendo o limite de 3 horas desde o abate até o inicio das
aspiragdes. As puncdes foliculares foram realizadas manualmente, com auxilio de
agulha de calibre 18-G adaptada a seringa de 10 ml, ambas descartaveis, sendo que
foram aspirados apenas os foliculos com diametro entre 3 a 8 mm. Todo o material
aspirado foi transferido para tubos plasticos de 50 ml, os quais ficaram em repouso
(decantacdo) por 15 minutos para posterior selecdo dos odcitos. O sedimento foi
transferido para placas de poliestireno de 60 mm de diametro e avaliado em

microscopio estereoscopico. Os odécitos foram selecionados em fluido folicular puro,
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o qual foi obtido do sobrenadante dos tubos de aspiragdo, em cada réplica do
experimento; o fluido foi centrifugado a 12500 x g por 5 minutos, em seguida o
sobrenadante foi recuperado e acrescido 75ul/ml de penicilina/estreptomicina.
Apenas od6citos com cumulus compacto (complexos cumulus-o6cito - COCs),
contendo pelo menos quatro camadas de células e de aparéncia saudavel
(citoplasma de granulacdo homogénea) foram selecionados para 0s experimentos.
Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em fluido folicular e duas vezes
em meio TCM-199 (suplementado com 0,2 mM de piruvato, 75 ug de amicacina e

0,3% BSA). Posteriormente, foram destinados aos procedimentos subsequentes.

Simulagéo do transporte

Os od0citos selecionados foram submetidos a simulacdo de transporte
anteriormente ao cultivo de maturacgéo in vitro. Os COCs foram acondicionados em
criotubos (25 COCs/criotubo) contendo 500 pl de meio composto por: 1) meio de
maturacdo B-199 (TCM-199 suplementado com 0,2 mM de piruvato, 25 mM de
bicarbonato de sddio, 75 ug de amicacina, 1 ug de 17-f estradiol/ml, 0,5 ug de
FSH/ml e 100 Ul de hCG/ml) acrescido de 10% de SFB; ou 2) meio de maturacao B-
199 acrescido de 0,6% de BSA. Ainda, os meios descritos receberam ou néo a
suplementacdo de uma mistura de antioxidantes, conforme preconizado por Rocha-
Frigoni (2014) [100 pM de cisteamina associada a 0,6 mM de seu precursor, a
cisteina (DELEUZE & GOUDET, 2010; ALI et al., 2003) e 100 Ul catalase (ORSI &
LEESE, 2001)]. O meio foi coberto com 400 pl 6leo mineral e os criotubos foram
gaseificados com mistura gasosa contendo 5% de O,, 5% de CO, e N, em balanco.
A seguir, foram acondicionados em incubadora portatil (Minitub) a 38,5°C durante 6

horas.
Maturacgao in vitro

Apés a simulacdo de transporte, os od0citos foram transferidos para
microgotas de 100 pl de meio de maturacdo B-199 suplementado com 10% de SFB,
recobertas com oOleo mineral. O meio de maturacdo dos odécitos que foram

submetidos ao transporte simulado na presenca da mistura de antioxidantes também
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recebeu suplementacdo com a mistura (0,6 mM cisteina + 100 uM cisteamina + 100
Ul catalase); o meio de MIV dos demais odécitos ndo foi suplementado com a
mistura. O cultivo de maturacédo foi conduzido em incubadora (Thermo Forma) com
temperatura de 38,5°C, maxima umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar, por mais
18 horas. Desta forma, o tempo total de cultivo de maturacéo foi de 24 horas (6
horas em transporte simulado em incubadora portatil e mais 18 horas em incubadora
de COy,).

Odcitos do grupo controle (Controle Incubadora SFB) foram maturados em
microgotas de 100 pl de meio de maturacdo B-199 suplementado com 10% de SFB,
recobertas com 6leo mineral, em incubadora com temperatura de 38,5°C, maxima
umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar, por 24 horas. Enquanto que 0s 00citos
do grupo controle com antioxidantes (Controle Incubadora SFB + Atx) foram
maturados em microgotas de 100 pyl de meio de maturacdo B-199 suplementado
com 10% de SFB e a mistura de antioxidantes (0,6 mM cisteina + 100 yM cisteamina
+ 100 Ul catalase), recobertas com 6leo mineral, em incubadora com temperatura de
38,5°C, maxima umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar, por 24 horas.

A descricdo dos grupos experimentais pode ser melhor visualizada no item

Delineamento Experimental.

Avaliacdo da maturagéo nuclear

Os odcitos foram desnudados por sucessivas pipetagens em solugcdo de
hialuronidase 0,2% em PBS, acrescida de 1% PVP. Posteriormente, foram fixados
em paraformaldeido 4% por 10 minutos e foram permeabilizados em solucédo de
Triton X-100 0,5% em citrato de sédio 0,1% por 5 minutos. Em seguida, foram
corados com 1 ug/mL de Hoechst 33342 por 15 minutos, no escuro, em temperatura
ambiente. Posteriormente, foram avaliados em microscopio invertido equipado com
epifluorescéncia (Olympus, IX51; excitacdo 404 nm e emissdo 526 nm) para
determinacdo do estadio da meiose. Os odcitos foram classificados em imaturos
(configuracdo nuclear em vesicula germinativa - VG), maturos (metafase Il - Mll) e
em estadios intermediarios (Int.) da meiose (quebra da vesicula germinativa - GVBD,

metafase | - Ml, anafase | — Al ou teléfase | - Tl).
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Avaliacdo da distribuicdo citoplasmatica das mitocondrias e do

potencial de membrana mitocondrial

Para avaliacdo da distribuicdo citoplasmatica das mitocondrias e do
potencial de membrana mitocondrial (PMM), os odécitos foram desnudados e corados
com a sonda fluorescente MitoTracker Red® (CMXROs, Molecular Probes,
Invitrogen, Oregon, USA), de acordo com as informac¢des do fabricante. Os odcitos
foram incubados no escuro por 30 minutos em PBS com 1% de PVP acrescido de
500 nM de MitoTracker Red® CMXROs, em temperatura de 37°C. Posteriormente,
foram lavados trés vezes em PBS e avaliados imediatamente em microscopio
invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51), sob excitacdo de 543 nm
e emissao de 575 nm. As imagens obtidas foram armazenadas e, ap0s conversao
para escala de cinza, foram analisadas com auxilio do software Q-Capture Pro
Image (Media Cybernetics, Inc., Versado 5.0.1.26) para quantificacdo da intensidade
de fluorescéncia emitida, mensurada em pixels. A intensidade do sinal de
“‘background” foi subtraida dos valores medidos das imagens. Um grupo
experimental foi escolhido como calibrador (grupo Controle Incubadora SFB) e o
valor de cada imagem foi dividido pela média do calibrador para gerar os niveis de
expressao relativa de fluorescéncia (unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF).
Quanto maior a intensidade de fluorescéncia, maior o PMM. Os odécitos foram
também classificados de acordo com a distribuicdo citoplasmatica de mitocondrias
(distribuicdo periférica: odcitos imaturos; distribuicdo dispersa: od6citos maturos;

transicdo: odcitos parcialmente maturos).

Mensuracédo do conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio

pelo ensaio com diclorofluoresceina

Os niveis intracelulares de ROS (H,0,, HO:, ROO:) foram quantificados
através da utilizagdo da sonda fluorescente diacetato de 6-carboxi-2’,7’-
diclorodihidrofluoresceina (H2.DCFDA,; Molecular Probes, Invitrogen).

Resumidamente, os oocitos foram lavados duas vezes em PBS e incubados em 5



73

MM de H,DCFDA durante 30 minutos no escuro, 38°C e 5% CO, em ar. Os odcitos
foram entdo lavados duas vezes em PBS e analisados imediatamente em
microscopio invertido, sob excitacdo de 495 nm e emissdo de 520 nm. As imagens
obtidas foram armazenadas e, apds conversdo para escala de cinza, foram
analisadas com auxilio do software Q-Capture Pro Image para quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia emitida, mensurada em pixels. A intensidade do sinal
de “background” foi subtraida dos valores medidos das imagens. O grupo Controle
Incubadora SFB foi escolhido como calibrador e o valor de cada imagem foi dividido
pela média do calibrador para gerar os niveis de expressao relativa de fluorescéncia
(expressos em UAF).

Fertilizago in vitro

Foi utilizado o sémen de um Unico touro e da mesma partida. A palheta de
sémen foi descongelada a temperatura de 36°C por 40 segundos e o0s
espermatozoides vivos foram obtidos por centrifugacdo em gradiente de densidade
descontinua (45 e 90%) de Percoll durante 7 minutos a 2500xg em temperatura
ambiente. O sedimento recuperado foi avaliado quanto ao volume, concentragéo e
motilidade espermatica. A concentracdo final foi ajustada para 25x10° de
espermatozoides vivos por ml de meio fecundagédo (TALP-FIV; PARRISH et al.,
1988) suplementado com 40 pl/ml solucdo de PHE (1 mM de hipotaurina, 2 mM de
penicilamina e 250 mM de epinefrina) e 10 pg/ml de heparina. Aproximadamente
100x10°% espermatozdides foram adicionados a cada gota de 100 pl de meio TALP-
FIV designado para cada grupo experimental. Os COCs foram lavados duas vezes
em meio TCM-199 HEPES, suplementado com 0,5% de BSA livre de acidos graxos,
e uma vez em meio TALP-FIV. Foram adicionados 25 COCs por microgota de FIV,
sendo estes co-incubados a 38,5°C, por 18 horas, em atmosfera de 5% de CO, em

ar.

Cultivo embrionario in vitro

O cultivo embrionario foi realizado em microgotas contendo 100 pl de meio
SOF (VAJTA et al.,, 1999) suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% de SFB,
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recobertas com 6leo mineral e mantidas em temperatura de 38,5°C, atmosfera 5%
de CO, em ar, por até 7 dias.

Apo6s 72 horas do cultivo, 50% do meio de cultivo foi renovado. A clivagem
foi avaliada 48 horas pos-inseminacédo (hpi), e o desenvolvimento embrionario foi
avaliado 144 e 168 hpi.

Vitrificag&do e aguecimento dos embrides

Os procedimentos utilizados para vitrificacdo e aquecimento foram
realizados de acordo com o protocolo Vitri-Ingd® (Ingamed, Parand, Brasil), sendo

0S meios e hastes adquiridos desta empresa.

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

Para aguecimento dos embribes, as hastes foram retiradas do N, e a
extremidade contendo os embrides foi imersa em solugcdo DV-I de desvitrificacéo
durante 1 minuto, a 37°C, até que a microgota fosse desfeita. Em seguida, os
embrides foram transferidos para a solucdo DV-Il por 3 minutos em temperatura
ambiente e, finalmente, para a solucdo DV-Ill por 10 minutos em temperatura
ambiente. Por fim, foram lavados duas vezes em solugdo de lavagem em

temperatura ambiente e cultivados em meio SOFaa por 24 horas em atmosfera de
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5% CO, em ar. Ao final do periodo, foram avaliadas as taxas de re-expansao

embrionéria (sobrevivéncia in vitro).

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os COCs selecionados foram divididos em 6 grupos experimentais, conforme

descrito a seguir e como mostrado na Figura 1:

(1) Controle Incubadora (Contr): Os o6citos foram maturados em meio B-199
suplementado com 10% SFB por 24 horas em incubadora de bancada
(Thermo Forma).

(2) Controle Incubadora Atx (Contr+Atx): Os odcitos foram maturados em meio
B-199 suplementado com 10% SFB e mistura de antioxidantes (Atx: 100 M
de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase) por 24 horas em
incubadora de bancada.

(3) Transporte BSA (Transp BSA): COCs foram submetidos a simulacdo de
transporte, em meio B-199 suplementado com 0,6% BSA por 6 horas em
incubadora portatil (Minitub). A seguir, foram maturados em meio B-199
suplementado com 10% SFB por 18 horas em incubadora de bancada.

(4) Transporte BSA Atx (Transp BSA+Atx): COCs foram submetidos a
simulacdo de transporte, em meio B-199 suplementado com 0,6% BSA e
mistura de antioxidantes por 6 horas em incubadora portatil (Minitub). A
seguir, foram maturados em meio B-199 suplementado com 10% SFB e
mistura de antioxidantes por 18 horas em incubadora de bancada.

(5) Transporte SFB (Transp SFB): COCs foram submetidos a simulacdo de
transporte, em meio B-199 suplementado com 10% SFB por 6 horas em
incubadora portatil (Minitub). A seguir, foram maturados em meio B-199
suplementado com 10% SFB por 18 horas em incubadora de bancada.

(6) Transporte SFB Atx (Tranp SFB+Atx): COCs foram submetidos a simulagéo
de transporte, em meio B-199 suplementado com 10% SFB e mistura de
antioxidantes por 6 horas em incubadora portatil (Minitub). A seguir, foram
maturados em meio B-199 suplementado com 10% SFB e mistura de

antioxidantes por 18 horas em incubadora de bancada.
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Uma parte dos odcitos foi avaliada ao final do transporte simulado (6 horas) e
apos o cultivo de MIV (24 horas de cultivo: transporte + MIV) pela coloracdo com
Hoechst 33342 para determinacdo do momento final de conclusdo da maturacéo
(MIl). A maturacdo citoplasmatica foi avaliada pela quantificagdo do conteudo
intracelular de ROS (coloracdo com H;DCFDA) e pelo reposicionamento das
mitocondrias e potencial de membrana mitocondrial (coloragdo com MitoTracker
Red®).

O restante dos odcitos foi submetido a fecundacgéo in vitro e foi avaliado o
desenvolvimento embrionario até a fase de blastocistos. Os embrides produzidos
foram vitrificados e a criotolerancia destes foi avaliada apds o aguecimento e cultivo

por 24 horas.

Controle Transporte Transporte
incubadora B-199 ¢/ BSA B-199 ¢/ SFB
| | |
I 1 I 1 I 1
Sem ATX Com ATX Sem ATX Com ATX Sem ATX Com ATX
(1) (2) (3) (4) (5) (6)

@[ MIV MI] FIV ’ CIv

(1) MIV convencional durante 24 horas (TCM 199 + SFB)

(2) MIV convencional durante 24 horas (TCM 199 + SFB + ATX)

(3) Transporte por 6 horas (TCM 199 + BSA) + MIV convencional durante 18 horas (TCM 199 + SFB)

(4) Transporte por 6 horas (TCM 199 + BSA + ATX) + MIV convencional durante 18 horas (TCM 199 + SFB + ATX)
(5) Transporte por 6 horas (TCM 199 + SFB) + MIV convencional durante 18 horas (TCM 199 + SFB)

(6) Transporte por 6 horas (TCM 199 + SFB + ATX) + MIV convencional durante 18 horas (TCM 199 + SFB + ATX)

\1' Coleta de amostras

Figura 1. Grupos experimentais propostos para o experimento.
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ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram repetidos no minimo 3 vezes para cada avaliagao
proposta, em replicatas independentes. Para as analises em porcentagens (variaveis
binomiais: progressdo da meiose, reposicionamento das mitocondrias, taxas de
clivagem e de producéo de blastocistos e taxa de sobrevivéncia pés-aquecimento) a
unidade experimental para cada replicata foi uma microgota da placa de cultivo
celular contendo 25 odcitos. Para as demais andlises (concentracdo intracelular de
ROS e PMM), a unidade experimental foi um odcito individual. As taxas de clivagem
e de producdo de blastocistos foi calculada a partir do numero de odcitos
inseminados. Os dados foram analisados pela fragcdo de odcitos ou embrides
cultivados que atingiram os estagios determinados, reportada em termos de
porcentagem.

As porcentagens foram transformadas utilizando arco seno raiz quadrada. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), considerando um modelo
estatistico fatorial 2x2 que inclui a macromolécula utilizada como suplemento do
meio de cultivo (SFB ou BSA), a suplementacdo com a mistura de antioxidantes
(presenca ou auséncia de antioxidantes) e possiveis interacfes. As comparaces
multiplas das médias foram determinadas pelo teste de Tukey, incluindo-se duas
testemunhas adicionais (grupo Controle incubadora SFB e grupo Controle
incubadora SFB + Atx). O estudo comparativo da sobrevivéncia pés-aquecimento foi
avaliado pelo teste do Qui-quadrado (x°). As andlises foram realizadas no programa
JMP versao 5.0.1 (SAS) Institute e o nivel de significancia adotado foi de 5%.

As meédias estdo apresentadas na forma de médias dos quadrados minimos
(LSM) % erro padrdao da media (EPM).
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RESULTADOS

Estadio da meiose
As taxas de maturacdo nuclear apés 6 horas de transporte simulado e apés
24 horas de MIV estao representadas na Figura 2. Como ndo houve interagéo entre
o efeito da macromolécula e antioxidantes (P>0,05), os dados estdo apresentados

separadamente, como variaveis independentes (Tabelas 1 e 2).

6h 24h

100 -
90 - —
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

7 e ol Il -

GV GVBD Ml Al/TI Ml GV GVBD Ml Al/TI Ml

%

OTransp SFB OTransp SFB+Atx B Transp BSA B Transp BSA+Atx

Figura 2. Maturacdo nuclear em o6citos submetidos ao transporte simulado
suplementado com diferentes macromoléculas e na presenca ou auséncia de

antioxidantes. Vesicula germinativa (VG); quebra da vesicula germinativa (GVBD); metéafase | (MI);
anéafase I/ teléfase | (Al/TI); metéafase Il (MIl). Transp SFB (transporte com SFB): oécitos submetidos
ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB
por 6h; Transp SFB+Atx (transporte com SFB e antioxidante): odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB e mistura de
antioxidantes (100 yM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase); Transp BSA (transporte
com BSA): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp BSA+Atx (transporte com BSA e antioxidante): odcitos
submetidos ao transporte simulado durante 6h, em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com 0,6% BSA e mistura de antioxidantes. Apés transporte, os odécitos foram maturados por 18 horas
(duracéo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com
10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de antioxidantes foram
maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura.

A andlise da comparacdo das médias dos efeitos principais (efeito das
macromoléculas e dos antioxidantes) foi feita com a inclusdo de uma ou duas

testemunhas adicionais, respectivamente para o efeito das macromoléculas e dos
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antioxidantes. A suplementacdo do meio com macromoléculas (Tabela 1) nédo
resultou em diferenca significativa (P>0,05) sobre as taxas de GV (9,9+2,4% a
20,0+4,5), MI (2,8+1,7% a 6,9+2,0%), Al/TI (0%) e MIl (0%) apdés 6 horas de
transporte simulado; as taxas de GVBD néo diferiram (P>0,05) entre os grupos TS
(86,8+2,4%) e TB (82,8+1,1%), embora o grupo TS tenha diferido (P<0,05) do grupo
controle (77,0+3,9%). Apds 24 horas de MIV, nenhum odcito se encontrava em GV
(0%), sendo que a maior parte deles se encontrava em MIl (86,9+2,5% a
91,441,0%), nao havendo diferenca (P>0,05) entre os grupos. Nao foram
observadas diferencas (P>0,05) entre as taxas de odcitos nas fases de GVDB
(8,3+2,2% a 8,5+1,0%), MI (0 a 3,9+1,3%) e Al/TI (0 a 0,6:0,6%) ao término da MIV.

Tabela 1. Efeitos de diferentes macromoléculas (soro fetal bovino ou albumina
sérica bovina) utilizadas como suplemento do meio de transporte sobre a maturacao
nuclear de odcitos bovinos destinados a producéo in vitro de embribes (médias dos
guadrados minimos = EPM)

Grupo N Duragao % GV % GVBD % MI % Al/TI % MII
da MIV (LSM+EPM) (LSM+EPM) (LSM*EPM) (LSMEPM) (LSM+EPM)

CS 88 20,0+4,52 77,0¢3,9° 2,8+1,72 0 0

TS 172 6h 9,9+2,42 86,8+2,42 3,1+1,62 0 0

TB 170 10,1+1,52 82,8+1,5® 6,9+2,0 0 0

CS 67 0 8,5+1,0° 0® 0® 91,4+1,0%

TS 125 24h 0 8,3%+2,42 0,6+0,62 0® 90,9+2,32

TB 135 0 8,4+1,5° 3,9+1,32 0,640,682 86,9+2,5%

Vesicula germinativa (VG); quebra da vesicula germinativa (GVBD); metafase | (Ml); anafase I/
teléfase | (Al/TI); metafase Il (MIl). CS (controle incubadora com SFB): oécitos maturados in vitro em
meio MIV suplementado com 10% SFB por 24h em incubadora com 5% CO,; TS (transporte com
SFB): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV
suplementado com 10% SFB; TB (transporte com BSA): od4citos submetidos ao transporte simulado
durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA. Apds transporte, 0s
odcitos foram maturados por 18 horas (duragdo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em
ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB; odécitos transportados em meio suplementado com
mistura de antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura.
%) etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A suplementacao do meio com antioxidantes (Tabela 2) ndo afetou (P>0,05) a
progressdo da meiose, avaliada ao término do transporte (GV: 9,6+2,4% a
20,0+4,5%; GVBD: 76,2+2,8% a 85,7+2,2%; MI: 2,8+1,7% a 5,5+1,9%; Al/TI: 0%; e
MIl: 0%) e ao término da MIV (GV: 0%; GVBD: 6,7+1,6% a 10,0£1,8%; MI: O a
2,241,0%; Al/TI: 0 a 1,41,4+%; e MIl: 87,52,8+% a 91,4+1,0%).
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Tabela 2. Efeitos da suplementacdo do meio de transporte com antioxidantes
(cisteina + cisteamina + catalase) sobre a maturacdo nuclear de odécitos bovinos

destinados a producéo in vitro de embrides (médias dos quadrados minimos + EPM)

Grupo N Duracdo %GV % GVBD % Ml % Al/TI % Ml
da MIV (LSM+EPM) (LSM+EPM) (LSM+EPM) (LSM+EPM) (LSM+EPM)
C 88 20,0+4,5 77,0+3,9 2,8+1,7 0 0
CA 95 6h 18,3+2,1 76,2+2,8 5,4+1,0 0 0
T 166 9,612,4 85,7+2,2 4,61,9 0 0
TA 176 10,5+1,5 83,9+1,7 5,5+1,9 0 0
C 67 0 8,5+1,0 0 0 91,4+1,0
CA 68 0 8,7+4,3 0 1,4+1,4 89,7+3,7
24h
T 136 0 6,7+1,6 2,2+1,0 0,6+0,6 90,3+2,2
TA 124 0 10,0+1,8 2,3+1,5 0 87,5+2,8

Vesicula germinativa (VG); quebra da vesicula germinativa (GVBD); metafase | (Ml); anafase I/
teléfase | (Al/TI); metéfase Il (MIl). C (controle incubadora): o6citos maturados in vitro em meio MIV
suplementado com 10% SFB por 24h em incubadora com 5% CO,; CA (controle incubadora com
antioxidante): odécitos maturados in vitro meio MIV suplementado com 10% SFB e mistura de
antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase) por 24h em incubadora
com 5% COg; T (transporte sem antioxidante): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h
em incubadora Minitub, em meio MIV sem suplementacdo com a mistura de antioxidantes; TA
(transporte com BSA): o6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub,
em meio MIV suplementado com a mistura de antioxidantes. ApoOs transporte, os odcitos foram
maturados por 18 horas (duracéo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio
MIV suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de
antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura. Nao foram
observadas diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).

Concentracao intracelular de ROS

As concentracdes intracelulares de ROS (expressas em UAF) apés 6 horas
de transporte simulado e apds 24 horas de MIV estdo representadas na Figura 3.
Como nado houve interacdo entre o efeito da macromolécula e presenca de
antioxidantes (P>0,05), os dados estdo apresentados separadamente, como
variaveis independentes (Tabelas 3 e 4).
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Figura 3. Concentragdo intracelular de espécies reativas de oxigénio em odcitos
submetidos ao transporte simulado com diferentes macromoléculas e na presenca

ou auséncia de antioxidantes. Transp SFB (transporte com SFB): odcitos submetidos ao
transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB
por 6h; Transp SFB+Atx (transporte com SFB e antioxidante): odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB e mistura de
antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase); Transp BSA (transporte
com BSA): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp BSA+Atx (transporte com BSA e antioxidante): oécitos
submetidos ao transporte simulado durante 6h, em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com 0,6% BSA e mistura de antioxidantes. ApG@s transporte, os odcitos foram maturados por 18 horas
(duracéo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com
10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de antioxidantes foram
maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura. Valores expressos em unidades
arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

A suplementacdo do meio com macromoléculas (Tabela 3) ndo alterou
(P>0,05) as concentracoes intracelulares de ROS em od6citos submetidos ao
transporte simulado por 6 horas (TS: 1,38+0,08; TB: 1,50+0,08). Porém, odcitos de
ambos estes grupos submetidos ao transporte exibiram maiores concentragbes
(P<0,05) de ROS em comparacdo com o grupo controle (incubadora de COy:

1,00+0,08). Da mesma forma, nao foi observada diferengca nas concentracdes de
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ROS intracelulares em od6citos maturados in vitro apés o transporte simulado (TS:
0,62+0,02; e TB: 0,66+0,03), porém ambos estes grupos exibiram menores

guantidades de ROS (P<0,05) quando comparados ao grupo controle (1,00+0,05).

Tabela 3. Efeitos de diferentes macromoléculas (soro fetal bovino ou albumina
sérica bovina) utilizadas como suplemento do meio de transporte sobre a
concentragdo intracelular de ROS (expressas em unidades arbitrarias de
fluorescéncia) em od0citos bovinos destinados a producgdo in vitro de embrides
(médias dos quadrados minimos + EPM)

Grupo N Momento da avaliagdo
Apds o transporte (6h) Apds a MIV (24h)
CS 58 1,00+0,082 1,00+0,05%
TS 128 1,38+0,08° 0,62+0,02°
B 126 1,50+0,08° 0,66+0,03°

CS (controle incubadora com SFB): o6citos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10%
SFB por 24h em incubadora com 5% CO,; TS (transporte com SFB): odcitos submetidos ao
transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB;
TB (transporte com BSA): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA. Apds transporte, os odcitos foram maturados
por 18 horas (duracéo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV
suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de
antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura. ) etras diferentes
na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A suplementagdo com antioxidantes resultou em diferenca significativa
(P>0,05) nas concentrac@es intracelulares de ROS encontradas em odcitos ao final
do transporte simulado por 6 horas (Tabela 4), sendo que grupo T (1,61+0,08)
apresentou maiores (P>0,05) concentracdes de ROS quando comparado aos grupos
C (1,00+0,08), CA (1,14+0,07) e TA (1,22+0,08). Ap6s 24 horas de MIV, a maior
concentracdo de ROS foi observada no grupo C (1,00+0,05), que diferiu (P<0,05)
dos demais grupos. As menores concentracdes de ROS foram encontradas no
grupo T (0,58+0,02), que diferiu (P<0,05) do grupo CA (0,78+0,05); porém, ambos
estes grupos néo diferiram (P>0,05) do grupo TA (0,70+0,04).
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Tabela 4. Efeitos da suplementacdo do meio de transporte com antioxidantes
(cisteina + cisteamina + catalase) sobre a concentracdo intracelular de ROS
(expressas em unidades arbitrarias de fluorescéncia) em odcitos bovinos destinados
a producéo in vitro de embrides (médias dos quadrados minimos + EPM)

Grupo N Momento de avaliagéo
Apds o transporte (6h) Apds a MIV (24h)
C 58 1,00+0,08° 1,00+0,05?
CA 73 1,14+0,07° 0,78+0,05"
T 144 1,61+0,08? 0,58+0,02°
TA 110 1,22+0,08" 0,70+0,04"

C (controle incubadora): o6citos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por
24h em incubadora com 5% CO,; CA (controle incubadora com antioxidante): odcitos maturados in
vitro meio MIV suplementado com 10% SFB e mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6
mM de cisteina e 100 Ul catalase) por 24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem
antioxidante): o6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV sem suplementacdo com a mistura de antioxidantes; TA (transporte com BSA): odcitos
submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com a mistura de antioxidantes. Apds transporte, os odcitos foram maturados por 18 horas (duracéo
total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB;
odcitos transportados em meio suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em
meio MIV suplementado com a mesma mistura. | etras diferentes na mesma coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Potencial de membrana mitocondrial

Foi observada interacdo (P>0,05) entre o efeito da macromolécula e
presenca de antioxidantes na analise do PMM em odcitos ao final do transporte
simulado, portanto os dados de todos o0s grupos estéo apresentados na Figura 4. O
grupo Contr (1,00£0,05) apresentou o maior PMM, gue diferiu (P<0,05) de todos os
grupos com excecédo de Transp SFB (0,87+0,05) e Transp BSA+Atx (0,82+0,06). Os
grupos Contr+Atx (0,62+0,05) e Transp SFB+Atx (0,61+0,05) exibiram os menores
PMMs, diferindo (P<0,05) dos grupos Contr e Transp SFB, porém semelhantes
(P>0,05) aos grupos Transp BSA+Atx e Transp BSA (0,68+0,04).
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Figura 4. Potencial de membrana mitocondrial em odécitos submetidos ao transporte
simulado em meio suplementado com diferentes macromoléculas e na presenca ou

auséncia de antioxidantes. Contr (controle): odcitos maturados in vitro em meio MIV
suplementado com 10% SFB por 6h em incubadora com 5% CO,; Contr+Atx (controle antioxidante):
odcitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB e mistura e antioxidantes (100
MM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase) por 6h em incubadora com 5% CO,; Transp
SFB (transporte com SFB): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB; Transp SFB+Atx (transporte com SFB e
antioxidante): o6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV suplementado com 10% SFB e mistura e antioxidantes; Trnasp BSA (transporte com BSA):
odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV
suplementado com 0,6%; Transp BSA+Atx (transporte com BSA e antioxidante): oécitos submetidos
ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6%
BSA e mistura e antioxidantes. Valores expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).
) etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os resultados da analise do PMM ao final da MIV de odcitos previamente
submetidos ao transporte simulado estdo apresentados na Figura 5. Como néo
houve interacdo entre o efeito da macromolécula e presenca de antioxidantes
(P>0,05), os dados estdo apresentados separadamente, como variaveis

independentes (Tabelas 5 e 6).
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Efeitos Principais:
Macromoléculas: P < 0,0001
Antioxidantes: P = 0.1845
Interagdo: P =0.1608
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Figura 5. Potencial de membrana mitocondrial ao final do cultivo de maturacéo de
o0citos previamente submetidos ao transporte simulado em meio suplementado com

diferentes macromoléculas e na presenca ou auséncia de antioxidantes. Trnasp SFB
(transporte com SFB): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub,
em meio MIV suplementado com 10% SFB por 6h; Transp SFB+Atx (transporte com SFB e
antioxidante): o6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV suplementado com 10% SFB e mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de
cisteina e 100 Ul catalase); Transp BSA (transporte com BSA): odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp
BSA+Atx (transporte com BSA e antioxidante): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h,
em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e mistura de antioxidantes. Apés
transporte, os odcitos foram maturados por 18 horas (duracao total da MIV = 24h) em incubadora com
5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio
suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a
mesma mistura. Valores expressos em unidades arbitréarias de fluorescéncia (UAF).

A suplementacdo com diferentes macromoléculas (Tabela 5) resultou em
diferenca significativa (P<0,05) no PMM de odcitos ao final da MIV, sendo que o
maior valor foi observado no grupo C (1,00+0,05) e o menor valor no grupo TS
(0,41+0,01); ambos estes grupos diferiram (P<0,05) do grupo TB (0,57+0,02).
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Tabela 5. Efeitos de diferentes macromoléculas (soro fetal bovino ou albumina
sérica bovina) utilizadas como suplemento do meio de transporte sobre o potencial
de membrana mitocondrial (expresso em unidades arbitrarias de fluorescéncia) em
odcitos bovinos destinados a producéo in vitro de embries (médias dos quadrados
minimos + EPM)

Grupo N Unidades arbitrarias de fluorescéncia
(LSM+SEM)
CS 62 1,0+0,052
TS 116 0,4+0,01°
TB 121 0,50,02"

CS (controle incubadora com SFB): odcitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10%
SFB por 24h em incubadora com 5% CO,; TS (transporte com SFB): odécitos submetidos ao
transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB;
TB (transporte com BSA): odécitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA. Apds transporte, os od6citos foram maturados
por 18 horas (duracéo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV
suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de
antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura. | etras diferentes
na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A suplementacdo com antioxidantes (Tabela 6) ndo alterou (P>0,05) o PMM
de odcitos maduros que foram previamente submetidos ao transporte simulado (T:
0,48+0,01 vs. TA: 0,51+0,02). Porém, ambos estes grupos diferiram (P<0,05) de C
(1,00+0,05) e de CA (0,84+0,04), os quais também diferiram entre si (P<0,05).

Tabela 6. Efeitos da suplementacdo do meio de transporte com antioxidantes
(cisteina + cisteamina + catalase) sobre o potencial de membrana mitocondrial
(expresso em unidades arbitrarias de fluorescéncia) em odcitos bovinos destinados
a producdo in vitro de embrides (médias dos quadrados minimos + EPM)

Grupo N Unidades arbitrarias de fluorescéncia
(LSM+SEM)
C 62 1,0+0,052
CA 62 0,8+0,04°
T 120 0,4+0,01°
TA 117 0,5+0,02°

C (controle incubadora): odcitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por
24h em incubadora com 5% CO,; CA (controle incubadora com antioxidante): oécitos maturados in
vitro meio MIV suplementado com 10% SFB e mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6
mM de cisteina e 100 Ul catalase) por 24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem
antioxidante): o6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV sem suplementacdo com a mistura de antioxidantes; TA (transporte com BSA): odcitos
submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com a mistura de antioxidantes. Apés transporte, os odcitos foram maturados por 18 horas (duragéo
total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB;
odcitos transportados em meio suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em
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meio MIV suplementado com a mesma mistura. | etras diferentes na mesma coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Distribuicdo citoplasmética das mitocdndrias

A distribuic@o citoplasmética das mitocondrias apdés 6 horas de transporte
simulado e apds 24 horas de MIV esté representada na Figura 6. Como ndo houve
interacdo entre o efeito da macromolécula e presenca de antioxidantes (P>0,05), os
dados estdo apresentados separadamente, como variaveis independentes (Tabelas
7 e 8).

A suplementagdo do meio com diferentes macromoléculas (Tabela 7) n&o
afetou (P>0,05) o reposicionamento citoplasmatico das mitocondrias em o0d0citos
avaliados ao término do transporte, sendo a maior parte das mitocéndrias
encontrava-se em fase de transicdo (29,3% a 48,8%) ou dispersas no citoplasma
(39,8% a 62,7%), e em menor parte na periferia dos oécitos (7,1% a 11,3%). Apos
24 horas de MIV, as mitocondrias ocupavam a posi¢cédo predominantemente dispersa
no citoplasma do odcito (90,0% a 92,9%). Nao foram encontradas mitocéndrias na
periferia do odcito e poucas se encontravam em transicao (7,0% a 9,9%), sendo que

0s grupos nao diferiram (P>0,05) entre si.
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Figura 6. Distribuicdo citoplasmética das mitocondrias em odécitos submetidos ao
transporte simulado em meio suplementado com diferentes macromoléculas e na
presenca ou auséncia de antioxidantes. Transp SFB (transporte com SFB): odcitos
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submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com 10% SFB por 6h; Transp SFB+Atx (transporte com SFB e antioxidante): odcitos submetidos ao
transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB e
mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e 100 Ul catalase); Transp BSA
(transporte com BSA): o6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub,
em meio MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp BSA+Atx (transporte com BSA e antioxidante):
odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h, em incubadora Minitub, em meio MIV
suplementado com 0,6% BSA e mistura de antioxidantes. Apds transporte, os odcitos foram
maturados por 18 horas (duracao total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio
MIV suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de
antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura.

Da mesma forma, a suplementacédo do meio com antioxidantes (Tabela 8) nao
afetou (P>0,05) o reposicionamento citoplasmatico das mitocondrias em odcitos
avaliados ao término do transporte, sendo que neste momento a maior parte das
mitocondrias encontrava-se em transicao (31,2% a 48,8%) ou estavam dispersas no
citoplasma (39,8% a 68,7%), havendo poucas mitocdndrias na periferia do odécito (0
a 11,3%). Ao término da MIV, a maior parte das mitocondrias estava distribuida de
forma dispersa (90,0% a 94,0%), havendo poucas em transicdo (5,9% a 9,9%) e
nenhuma se localizava na periferia do odcito, sendo que os grupos nao diferiram
(P>0,05) entre si.

Tabela 7. Efeitos da suplementacdo do meio de transporte com diferentes fontes de
macromoléculas sobre a distribuicdo citoplasmatica das mitocondrias de odcitos
bovinos destinados a producao in vitro de embrides (médias dos quadrados minimos
+ EPM)

Grupo N Duragdo % Periférica % Transicao % Geral
daMIV  (LSM+SEM) (LSM+SEM) (LSM+SEM)
CsS 89 11,346,8 48,8+1,9 39,845,5
TS 176 6h 7,1+1,3 36,6+7,4 56,1+8,2
B 156 7,8+2,2 29,345,1 92,7+7,1
CsS 81 0 9,9+1,3 90,0+1,3
TS 166 24h 0 8,1+2,3 91,8+2,3
TB 153 0 7,0+1,3 92,9+1,3

CS (controle incubadora com SFB): oécitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10%
SFB por 24h em incubadora com 5% CO,; TS (transporte com SFB): oécitos submetidos ao
transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB;
TB (transporte com BSA): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA. Apds transporte, os odécitos foram maturados
por 18 horas (duracédo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV
suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de
antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura. Nao foram
observadas diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 8. Efeitos da suplementacdo do meio de transporte com antioxidantes
(cisteina + cisteamina + catalase) sobre a distribuicdo citoplasmatica das
mitocondrias de odcitos bovinos destinados a producao in vitro de embrides (médias
dos quadrados minimos = EPM)

Grupo N Duracdo % Periférica % Transicéo % Geral
da MIV (LSM£SEM) (LSM+SEM) (LSM+SEM)
C 89 11,346,8 48,818,1 39,845,5
CA 73 6h 0 31,2499 68,7+4,0
T 192 7,7+1,6 34,4457 57,7+6,6
TA 140 7,019 32,0346,2 60,9+9,5
C 81 0 9,9+1,3 90,0+1,3
CA 78 24h 0 5,9+4,2 94,0+4,2
T 158 0 7,220 92,7+2,0
TA 161 0 7,8+1,8 92,1+1,8

C (controle incubadora): odcitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por
24h em incubadora com 5% CO,; CA (controle incubadora com antioxidante): oécitos maturados in
vitro meio MIV suplementado com 10% SFB e mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6
mM de cisteina e 100 Ul catalase) por 24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem
antioxidante): o6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV sem suplementacdo com a mistura de antioxidantes; TA (transporte com BSA): odcitos
submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com a mistura de antioxidantes. Apés transporte, os odcitos foram maturados por 18 horas (duragéo
total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB,;
o0citos transportados em meio suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em
meio MIV suplementado com a mesma mistura. N&o foram observadas diferencas entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).

Desenvolvimento embrionéario

As taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario até a fase de
blastocistos para os diferentes tratamentos estédo representadas na Figura 7. Como
nao houve interacdo entre o efeito da macromolécula e presenca de antioxidantes
(P>0,05), os dados estdo apresentados separadamente, como variaveis
independentes (Tabelas 9 e 10).
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Efeitos Principais: Efeitos Principais:
Macromoléculas: P =0.2931 Macromoléculas: P = 0.7767
Antioxidantes: P = 0.8782 Antioxidantes: P = 0.1267
Interagdo: P = 0.7988 Interagdo: P = 0.5030
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Figura 7. Clivagem e desenvolvimento de embrides produzidos a partir de odécitos
bovinos submetidos ao transporte simulado em meio suplementado com diferentes

macromoléculas e na presenca ou auséncia de antioxidantes. Transp SFB (transporte
com SFB): od6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV suplementado com 10% SFB por 6h; Transp SFB+Atx (transporte com SFB e antioxidante):
o0citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV
suplementado com 10% SFB e mistura de antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e
100 Ul catalase); Transp BSA (transporte com BSA): odcitos submetidos ao transporte simulado
durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA; Transp BSA+Atx
(transporte com BSA e antioxidante): o6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h, em
incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e mistura de antioxidantes. Apoés
transporte, os odcitos foram maturados por 18 horas (duragéo total da MIV = 24h) em incubadora com
5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio
suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a
mesma mistura.

A suplementacdo do meio de transporte com diferentes macromoléculas
(Tabela 9) nao afetou (P>0,05) as taxas de clivagem (77,7+2,1% a 83,4+2,7%) e de
desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto (36,6+1,9% a 39,8+4,5%).

Da mesma forma, a suplementacdo do meio de transporte com antioxidantes
(Tabela 10) ndo afetou (P>0,05) as taxas de clivagem (77,6+3,7% a 83,442,7%) e de
desenvolvimento embrionario (33,243,4% a 39,8+4,5%).
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Tabela 9. Clivagem e desenvolvimento de embrides bovinos produzidos in vitro a
partir de odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6 horas em meio
suplementado com diferentes macromoléculas (médias dos quadrados minimos *
EPM)

Grupo N odcitos % Clivagem % Blastocisto
(LSM+SEM) (LSM+SEM)
Cs 223 83,4+2,7 39,8+4,5
TS 398 77,7£2,1 36,6£1,9
B 447 81,0£2,1 37,6%2,8

CS (controle incubadora com SFB): oécitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10%
SFB por 24h em incubadora com 5% CO,; TS (transporte com SFB): odécitos submetidos ao
transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB;
TB (transporte com BSA): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora
Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA. ). ApGs transporte, 0s odcitos foram maturados
por 18 horas (duracédo total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV
suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de
antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura. Nao foram
observadas diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 10. Clivagem e desenvolvimento de embrides bovinos produzidos in vitro a
partir de odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6 horas em meio
suplementado com antioxidantes (cisteina + cisteamina + catalase) (médias dos
guadrados minimos + EPM)

Grupo N odcitos % Clivagem % Blastocisto
(LSM+SEM) (LSM+SEM)
C 223 83,4127 39,8+4,5
CA 208 76,6+3,7 33,2+3,4
T 408 79,2+2,3 39,8+2,2
TA 437 79,6+1,9 34,5+2 .5

C (controle incubadora): od6citos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por
24h em incubadora com 5% CO,; CA (controle incubadora com antioxidante): oécitos maturados in
vitro meio MIV suplementado com 10% SFB e mistura de antioxidantes (100 yM de cisteamina, 0,6
mM de cisteina e 100 Ul catalase) por 24h em incubadora com 5% CO,; T (transporte sem
antioxidante): o6citos submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio
MIV sem suplementacdo com a mistura de antioxidantes; TA (transporte com BSA): odcitos
submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com a mistura de antioxidantes. ). ApOs transporte, os oécitos foram maturados por 18 horas
(duracao total da MIV = 24h) em incubadora com 5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com
10% SFB; odcitos transportados em meio suplementado com mistura de antioxidantes foram
maturados em meio MIV suplementado com a mesma mistura. Nao foram observadas diferengas
entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).



92

Vitrificagéo

Foi realizado o estudo comparativo da sobrevivéncia pds-aquecimento, as
taxas de re-expansdo embrionaria apos aquecimento e cultivo in vitro por 24 horas
podem ser visualizadas na Tabela 11. A suplementacédo do meio de transporte com
macromoléculas (SFB ou BSA) e/ou antioxidantes nao afetou (P>0,05) a taxa re-
expansao embrionaria (40,9% a 69,5%).

Tabela 11. Taxas de re-expansédo ap6s aquecimento e cultivo in vitro por 24 horas de
embrides bovinos produzidos in vitro a partir de odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6 horas em meio suplementado com diferentes macromoléculas
(SFB ou BSA) e/ou antioxidantes (cisteina + cisteamina + catalase)

Grupos Embrides Re-expansao
Desvitrificados 24 h
(n) n (%)
Contr 23 16 (69,5%)
Contr+Atx 23 13 (56,5%)
Transp SFB 22 9 (40,9%)
Tranp SFB+A 29 13 (44,8%)
Transp BSA 14 7 (50,0%)
Transp BSA+Atx 16 9 (56,2%)

Ccontr (controle): oécitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por 6h em
incubadora com 5% CO,; Contr+Atx (controle antioxidante): o6citos maturados in vitro em meio MIV
suplementado com 10% SFB e mistura e antioxidantes (100 uM de cisteamina, 0,6 mM de cisteina e
100 Ul catalase) por 6h em incubadora com 5% CO,; Transp SFB (transporte com SFB): odécitos
submetidos ao transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado
com 10% SFB; Transp SFB+Atx (transporte com SFB e antioxidante): odcitos submetidos ao
transporte simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 10% SFB e
mistura e antioxidantes; Transp BSA (transporte com BSA): odcitos submetidos ao transporte
simulado durante 6h em incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6%; Transp BSA+Atx
(transporte com BSA e antioxidante): odcitos submetidos ao transporte simulado durante 6h em
incubadora Minitub, em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e mistura e antioxidantes. ). Apés
transporte, os od6citos foram maturados por 18 horas (duragéo total da MIV = 24h) em incubadora com
5% CO, em ar, em meio MIV suplementado com 10% SFB; odcitos transportados em meio
suplementado com mistura de antioxidantes foram maturados em meio MIV suplementado com a
mesma mistura. Ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).

DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da suplementacéo
do meio de transporte de odcitos bovinos com diferentes fontes de macromoléculas
(SFB ou BSA) e com a adicao de antioxidantes (cisteina + cisteamina + catalase) no
transporte e na MIV, sobre a qualidade oocitaria e sobre o subsequente

desenvolvimento e criotolerancia dos embrides. Para tanto, foi necessario avaliar a
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qualidade oocitaria através da maturagdo nuclear, producdo de ROS, potencial de
membrana mitocondrial e distribuicdo das mitocéndrias. O desenvolvimento
embrionario foi avaliado pela clivagem e producéo de blastocistos, e a criotolerancia
pela re-expansdo dos embribes apds desvitrificagdo. A macromolécula e/ou os
antioxidantes utilizados nédo influenciaram o desenvolvimento embrionério. No
entanto, o transporte teve efeitos sobre o odcito, pois acelerou a meiose, gerou
maior producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio e menor potencial de

membrana mitocondrial.

As condi¢cdes de transporte dos odécitos sdo consideradas um fator limitante
para a difusdo PIV, pois a temperatura, o pH do meio e a duracdo do transporte
podem influenciar na competéncia do odcito e, assim, diminuir sua viabilidade
(MIRANDA et al., 2007; SILVA et al., 2011). Os odcitos que foram submetidos ao
transporte, independentemente da macromolécula utilizada, apresentaram maior
concentracdo intracelular de ROS quando comparado aos grupos que
permaneceram por todo periodo em incubadora com 5% de CO,. Durante o
transporte ndo ha o controle da atmosfera gasosa, este fator pode ter levado a
alteracédo do pH do meio, além da possivel hiperoxia devido a elevada tensao de O,
e aumento da atividade enzimatica das oxidases, culminando assim na elevacdo da
producdo de ROS (GUERIN et. al.,2001; GUEMRA et al., 2014).

Nos od0citos submetidos ao transporte em meio suplementado com
antioxidantes (TA), a concentracdo intracelular de ROS se equiparou a do grupo
mantido por todo periodo em incubadora com 5% de CO, em ar. Por outro lado, nos
odcitos transportados sem a suplementacédo de antioxidantes houve maior producao
de ROS. Estes achados corroboram com dados de Harvey et al. (2007), que
relataram que os antioxidantes foram eficientes apenas quando as condi¢cdes de
cultivo por si sé se mostram inadequadas. O mesmo ocorreu no presente estudo,
pois os antioxidantes foram eficientes apenas quando as condi¢cdes de cultivo se
mostraram mais adversas (durante o transporte), ndo sendo evidenciada sua agao
quando os odcitos foram cultivados em condigcbes mais controladas, dentro da

incubadora.
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Com relacdo a maturacdo nuclear, apos 6 horas foi encontrada maior taxa
de GVBD nos odcitos submetidos ao transporte em comparacdo com aqueles
cultivados em incubadora. Esta aceleracdo da meiose pode ser supostamente
atribuida a elevacdo das ROS, ja que o peroxido de hidrogénio (H,O,) atua como
molécula sinalizadora e modula varios aspectos da fisiologia do odcito, incluindo o
blogueio e retomada do ciclo meidtico (COMBELLES et al., 2009; LOPES et al.,
2010; PANDEY et al., 2010). Quando a concentra¢éo intracelular de H,O, encontra-
se elevada e o Oxido nitrico (NO) diminuido, vai ocorrer uma sinalizagcao para induzir

a retomada da meiose, 0 que possivelmente pode ter ocorrido neste trabalho.

Durante a MIV, h& o reposicionamento das mitocondrias em direcdo as areas
que requerem mais energia, sendo observada a movimentacdo a partir da regiao
mais periférica, no odécito imaturo (VG), em direcdo a posicdo mais dispersa no
citoplasma ap6s 12 a 18 horas de cultura, de GVBD até MIl (HYTTEL et al., 1986;
NISHI et al., 2003; FERREIRA et al., 2009). Apo6s 6 horas de transporte as
mitocondrias se encontravam entre transicao e dispersas, e apos 24 horas de MIV
guando os odcitos se encontravam em MIl as mitocéndrias estavam distribuidas de
forma heterogénea, dispersas no citoplasma, como sugerido por Ferreira et al.
(2009). Isto ocorre porque conforme h& progressao da maturacéo nuclear, ocorre a

migracao das mitocéndrias para os locais que requerem mais energia na célula.

A mitocdndria sintetiza, através da B-oxidagcédo, o trifosfato de adenosina
(ATP) necessério para suportar 0s processos de maturacdo oocitaria, fertilizacédo e
desenvolvimento embrionario (VAN BLERKOM, 2011; DADARWAL et al., 2015). A
B-oxidacdo implica em cinco complexos enzimaticos chamados de cadeia
respiratoria (ou cadeia transportadora de elétrons) para a producdo de ATP.
Entretanto, durante esse processo pode haver perda de elétrons entre os complexos
e estes elétrons podem se ligar ao oxigénio produzindo, entdo, as ROS (BARJA,
2007; ANDRADE et al., 2010). Neste experimento foi verificado que, apds o término
da MIV, o grupo controle que ndo foi suplementado com antioxidantes apresentou
maior PMM e maior concentracdo intracelular de ROS, sugerindo que a maior
atividade mitocondrial pode ter elevado a producédo de ROS. Ao contrario, os od6citos

do grupo transporte sem antioxidantes apresentaram menor PMM com consequente
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menor producdo de ROS quando comparado aos demais grupos, sugerindo que a

menor atividade das mitocondrias ocasionou a menor producao de ROS.

A macromolécula utilizada também pode ter influéncia sobre o PMM, pois o
SFB, comumente utilizado nos meio de MIV, contém alta concentracao lipideos, e o
acumulo lipidico pode causar efeitos prejudiciais na membrana da mitocondria
devido a formacdo de aménia como substrato (RUSSEL et al., 2006). O resultado
encontrado neste experimento corrobora com os achados de Russel et al. (2006), j&
gue ao fim da MIV o grupo suplementado por todo periodo com SFB mostrou menor
PMM quando comparado ao grupo suplementado com BSA durante o transporte. O
BSA € uma fonte proteica que comumente é utilizada em substituicdo ao soro nos
meios de MIV (DEL COLLADO et al., 2015).

De acordo com Pribenszky et al. (2012) e Thorpe et al. (2013), o estresse
controlado por peréxido de hidrogénio (H,O2) pode conferir resisténcia a célula ao
estresse oxidativo. Uma vez que elevadas concentracdes intracelulares de H,0,
podem estimular a producédo do anion superoxido (O2") pela mitocéndria (citocromo b
no complexo Il da cadeia respiratéria). O O,, em baixas concentracbes, pode
possuir efeito benéfico de protecdo a célula, pois vai estimular a sintese e a
elevacdo dos antioxidantes MnSOD, GSH, GPRx e catalase, que atuam na
neutralizacdo das ROS (THORPE et al., 2013). O mecanismo de defesa das células
descrito anteriormente pode explicar as menores contragcdes de ROS encontradas
as 24 horas de MIV neste estudo. Os o00citos mostraram-se tolerantes as ROS,
possivelmente porgque o transporte proporcionou 0 estresse necessario para que 0s
00citos conseguissem aumentar suas reservas antioxidantes e neutralizar as ROS.
Por isso, ao fim da MIV foram observadas contracbes menores de ROS do que as
observadas apoés 6 horas de transporte.

A suplementacdo do meio com a mistura dos antioxidantes cisteina,
cisteamina e catalase, durante o transporte simulado e na MIV, ndo demonstrou
efeito positivo nos oo0citos, nem sobre a producdo de embrides. O resultado
encontrado pode significar que neste sistema a dose e a mistura dos antioxidantes
intra e extra-celulares utilizados durante o transporte e na MIV néo foi eficaz, pois

diversos trabalhos relataram o aumento na producdo de embrides decorrentes da
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suplementacdo da MIV com antioxidantes (NABENISHI et al., 2011;MERTON et al.,
2013).

Quando comparados os grupos cultivados por todo o periodo em incubadora
a 5% de CO; e os grupos transportados, observamos que o transporte simulado de
o0citos bovinos por 6 horas ocasionou elevacao das espécies reativas de oxigénio,
acelerou a maturagédo nuclear e diminuiu o potencial da membrana mitocondrial de
oocitos maturos. Possivelmente isto se deva as condigbes como pH do meio,
atmosfera gasosa e a duracdo do transporte, ou seja, condicbes sub-6timas de
cultivo que possam ter afetado o metabolismo da célula, gerando a elevacédo das
ROS que acarretou na diminuicdo do PMM e aceleracdo da meiose, como ja
descrito anteriormente. No entanto, apesar das diferencas encontradas nos odécitos
dos grupos transportados e controle, ndo houve diferenca com relacdo as taxas de
clivagem, blastocisto e re-expansdo embrionaria. Possivelmente porque o 0d0cito
conseguiu ativar mecanismos de defesa e neutralizar as ROS, como sugerido por
Thorpe et al. (2013), pois a possivel elevacao do H,O, pode ocasionar a producdo
de do anion superéxido (O3 pela mitocondria. Desta forma, pode-se hipotetizar que
0S pequenos aumentos dos niveis do O, pela mitocbndria tenham ativado as
defesas antioxidantes, o que proporcionou protecdo a célula. Todavia, ndo foram
avaliadas as concentracdes de O, neste estudo, entdo esta hipdtese necessita ser
comprovada. Mas se esta suposicado for verdadeira, possivelmente o aumento na
contracdo de ROS durante o transporte tenha desencadeado ativacdo deste
mecanismo de defesa, sendo possivel evidenciar a diminuicdo das ROS ao fim da
maturacdo. Assim sendo, apds o término da MIV, os odcitos conseguiram neutralizar
as ROS, diminuindo sua concentracdo intracelular, o que possivelmente permitiu
uma producdo embrionaria semelhante a obtida in vitro a partir de oo0citos que nao
foram submetidos ao transporte.

O meio de MIV pode ter influéncia sobre a qualidade dos embrides produzidos
in vitro, a suplementacdo do meio com antioxidantes (cisteina e cisteamina) pode
elevar a concentragédo intracelular de GSH. Esta elevacdo de GSH durante a
maturacdo estd relacionada com a competéncia oocitaria para o subsequente
desenvolvimento embrionario e com a viabilidade apés a criopreservacdo (FURNUS
et al. 2008). Porém neste estudo nao foi evidenciado o aumento da criotolerancia
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dos embrides obtidos a partir de odcitos tratados com antioxidantes, possivelmente

porque este tratamento foi eficaz apenas durante o periodo de transporte.

A macromolécula utilizada (SFB ou BSA) também pode influenciar a
qualidade oocitaria e o futuro desenvolvimento embrionario. De acordo com Shirazi
et al. (2012), os embrides obtidos a partir de oocitos MIV em meio suplementado
com SFB apresentaram maior tamanho e maior acumulo lipidico com consequente
menor criotolerancia quando comparado a BSA. Todavia no presente estudo nao
foram encontradas diferencas entre as taxas de re-expansao quando avaliada a
suplementacdo com SFB ou BSA e/ou antioxidantes. Possivelmente porque a fonte
proteica BSA foi utilizada apenas durante o transporte, e apos este periodo o0s
odcitos foram submetidos a MIV em meio com SFB.

CONCLUSAO

Concluiu-se que a suplementacdo com SFB ou BSA durante o transporte, e
com antioxidantes durante o transporte e a maturacao in vitro ndo influenciaram no
desenvolvimento embrionario. A mistura dos antioxidantes cisteina, cisteamina e
catalase foi eficiente apenas sob as condi¢Bes de transporte em incubadora portatil,
nao sendo evidenciada sua acdo nas condicbes de MIV em incubadora a 5% de
CO,. Apesar das condicbes de transporte possivelmente terem elevado a
concentragdo intracelular de ROS e acelerado a meiose, 0s 00citos conseguiram
reverter estes resultados apos a MIV. Desta forma néo foi evidenciada diferencas na

producao in vitro de embrides entre os grupos experimentais.
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CONSIDERACOES FINAIS

A suplementacdo do meio de transporte com bloqueadores da meiose,
diferentes macromoléculas e antioxidantes teve como objetivo melhorar a qualidade
dos odcitos submetidos ao transporte, de modo a influenciar positivamente no

desenvolvimento embrionario e criotolerancia doa embrides.

Os moduladores de AMPc, forcolina e IBMX, foram utilizados com o objetivo
de bloquear a meiose e fornecer tempo adicional para a capacitacdo do odcito.
Neste trabalho a associacdo da forscolina e do IBMX foi eficiente em bloquear a
meiose temporariamente, e foi possivel otimizar o periodo de transporte. Entretanto

nao houve aumento nas taxas de clivagem, blastdcitos e re-expansao dos embrides.

A associacdo de antioxidantes intra- (cisteina e cisteamina) e extra-celulares
(catalase) foi utilizada durante o transporte e na MIV, com intuito de diminuir a
concentragdo intracelular de ROS nos odcitos. Porém a mistura e a dose dos
antioxidantes utilizados foram eficientes apenas quando utilizado durante o
transporte, onde as condicfes cultivos eram sub-6timas. N&o sendo evidenciada sua
eficacia quando os foram avaliados a concentracdo intracelular de ROS ao fim da
MIV.

A suplementacdo do meio de transporte com fontes proteicas, SFB ou BSA
ndo influenciou a qualidade oocitaria, desenvolvimento embrionario e a
criotolerancia. Possivelmente porque o periodo da utilizacdo foi muito curto, néo
sendo evidenciadas diferencas na qualidade dos odécitos submetidos ao transporte
com SFB ou BSA.

O transporte dos odcitos acelerou a meiose, assim sendo a suplementacéao do
meio de transporte com blogueadores da meiose pode ser uma alternativa para
otimizar este periodo. E essencial a realizacdo de pesquisas voltadas ao transporte
de odcitos bovinos, pois quanto menor o estresse dos odcitos durante este periodo,

melhor sera a qualidade oocitaria, desenvolvimento embrionario e criotolerancia.



