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EFEITOS DE ANTIOXIDANTES E DA ATMOSFERA GASOSA EM DIFERENTES
ETAPAS DA PRODUCAO IN VITRO SOBRE O DESENVOLVIMENTO E
CRIOTOLERANCIA DE EMBRIOES BOVINOS

RESUMO — O estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos da
suplementacdo com antioxidantes intracelulares e extracelulares em diferentes
etapas da PIV (MIV e/ou CIV), e da tensdo de oxigénio durante o CIV sobre o
desenvolvimento e criotoleréncia de embrides bovinos. No Exp.1 foi realizada a
suplementacdo com antioxidantes {0,6 mM cisteina (CIST), 0,6 mM cisteina
associado & 100 yM de cisteamina (C+C) e 100 Ul catalase (CAT)} durante todo o
periodo de CIV, em diferentes atmosferas gasosas {5% CO, em ar (20% O;) ou
atmosfera controlada (7% O,, 5% CO, e 88% Ny)}. J4, no Exp. 2 foi realizada a
suplementacdo com antioxidantes {0,6 mM cisteina (CIST), 100 Ul catalase (CAT)
e 100 uM de B-mercaptoetanol (3-ME)} durante 72 horas de CIV, nas diferentes
atmosferas gasosas. Posteriormente, apos definir a tensdo de oxigénio, bem
como, o periodo de suplementacdo adequado para o ClV, foi realizada a adicéo
de antioxidantes durante a maturagao in vitro (MIV) e/ou 72 horas de CIV (Exp.3).
No Exp.l, a taxa de desenvolvimento embrionério foi adversamente afetada
(P<0,05) pelos tratamentos CIST (11,2%) e C+C (1,4%), em relacdo ao Controle
(26,6%), e pela tensdo de oxigénio (17,2% e 11,1%; 20 e 7% Oy,
respectivamente). Em relacdo a taxa de re-expansdo, ap0s reaquecimento e
cultivo in vitro por 24 horas, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre os
tratamentos avaliados (66,7% a 100%). No Exp.2, as taxas de blastocistos néo
foram afetadas (P>0,05) pelos tratamentos CIST, B-ME e CAT (43,7% a 48,5%),
poréem a baixa tensdo de oxigénio afetou adversamente (P<0,05) o
desenvolvimento embrionério (52,1% e 38,4%; 20 e 7% O, respectivamente). A
mensuracao dos niveis intracelulares de ROS néo foi afetada (P>0,05) pelas
variaveis tratamentos (0,95 a 0,78) e tensdo de oxigénio (0,88 e 0,86; 20 e 7% O,

respectivamente). Nenhuma diferenca foi observada nas taxas de re-expanséo
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(P>0,05) entre os tratamentos avaliados (63,6% a 93,3%). No Exp.3, em relacao
aos diferentes antioxidantes e ao momento da suplementacdo, ndo houve
diferenca (P>0,05) nas taxas de clivagem (80,0% a 82,9% e 80,0% a 82,5%;
respectivamente) e de blastocistos (40,5% a 56,4% e 41,7% a 55,4%;
respectivamente), bem como no nimero de células totais (85,7 a 90,5 e 84,4 a
90,5; respectivamente) entre os grupos avaliados. J& a porcentagem de células
apoptoticas foi reduzida em ambas as varidveis em relacdo ao Controle (P<0,05).
Os resultados deste estudo demonstraram que embrides de todos 0s grupos
apresentaram reducdo nos niveis intracelulares de ROS (P<0,05), com excecéo
daqueles suplementados com B-ME durante o CIV (0,88), que nao diferiu (P>0,05)
do Controle (1,00). Apo6s reaquecimento e recultivo in vitro por 24 horas, as taxas
de re-expansdo embrionaria ndo foram afetadas (P>0,05) pelos tratamentos. Com
base nas presentes condicdes experimentais, a suplementacdo com antioxidantes
intracelulares durante todo o periodo de CIV e a baixa tenséo de oxigénio foram
deletérias ao desenvolvimento embrionéario. Por outro lado, a suplementacdo com
antioxidantes intra ou extracelulares durante a maturacdo e/ou durante as
primeiras 72 horas de cultivo in vitro diminuiu a geracdo de espécies reativas de
oxigénio e apoptose em blastocistos bovinos, todavia este beneficio ndo resultou

em aumento nas taxas de desenvolvimento e de criotolerancia embrionaria.

Palavras-Chave: antioxidantes, bovino, criopreservacédo, embrides, producéo in

vitro, tensdo de oxigénio
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EFFECTS OF ANTIOXIDANTS AND GAS ATMOSPHERE AT
DIFFERENTS STAGES OF IN VITRO PRODUCTION ON THE DEVELOPMENT
AND CRYORESISTANCE OF BOVINE EMBRYOS

SUMMARY - This study was conducted to evaluate the effects of intracellular and
extracellular antioxidants supplementation, in different stages of IVP (IVM and/or
IVC), and oxygen tension during IVC on development, quality and cryotolerance of
bovine embryos. Exp.1 was performed with the supplementation with antioxidants
{0.6 mM cysteine (CIST); 0.6 mM cysteine associated to 100 yM cysteamine
(C+C); 100 Ul catalase (CAT)} during entire period of IVC in different gaseous
atmospheres {5% CO, in air (20% O,) or controlled atmosphere (7% O, 5% CO,
and 88% Ny)}. Already, in Exp.2 was performed the antioxidant supplementation
{0.6 mM cysteine (CIST); 100 uM B-mercaptoethanol (B-ME); 100 Ul catalase
(CAT)} for 72 hours of IVC in different gaseous atmospheres. Later, after setting
the oxygen tension as well as the supplementation period suitable for IVC, was
carried out the addition of antioxidants during in vitro maturation (IVM) and/or 72
hours of IVC (Exp.3). In Exp.1, the rate of embryo development was adversely
affected (P<0.05) by the treatments CIST (11.2%) and C+C (1.4%), compared to
Control (26.6%), and oxygen tension (17.2% and 11.1%, 20 and 7%0O,,
respectively). Regarding the re-expansion rate after warming and in vitro culture for
24 hours, no difference (P>0.05) between the treatments were found (66.7% to
100%). In Exp.2, blastocysts rates were not affected (P>0.05) by treatments CIST,
B-ME and CAT (43.7% to 48.5%), but the low oxygen tension adversely affected
(P<0.05) embryo development (52.1% to 38.4%, 20 and 7%0,, respectively). The
quantification of intracellular levels of ROS was not affected (P>0.05) by the
variables treatments (0.95 to 0.78) and oxygen tension (0.88 to 0.86, 20 and
7%0,, respectively). No differences were observed in re-expansions rates
(P>0.05) between the treatments (63.6% to 93.3%). In Exp.3, in respect of different

antioxidant and the period of supplementation, no significant difference were found
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(P>0.05) in cleavage rates (80.0% to 82.9%, 80.0% to 82.5%, respectively) and
blastocysts frequencies (40.5% to 56.4%, 41.7% to 55.4%, respectively), as well as
the total number of blastomeres (85.7 to 90.5, 84.4 to 90.5, respectively) between
the groups. However, the percentage of apoptotic cells was reduced in both
variables, compared to Control (P<0.05). The results of this study demonstrated
that embryos of all groups showed a reduction in intracellular levels of ROS
(P<0.05), except those supplemented with 3-ME during IVC (0.88), which did not
differ (P>0.05) from Control (1.00). After warming an in vitro culture for 24 h,
embryo re-expansion rates were not affected by the treatments. Based on the
present experimental conditions, the intracellular antioxidant supplementation
during entire period of IVC and low oxygen tension were deleterious to embryonic
development. Moreover, the supplementation with intra or extracellular antioxidants
during maturation and/or during the first 72 hours of IVC decreased generation of
reactive oxygen species and apoptosis in bovine blastocysts, however this
improvement did not result in increase on rates of embryonic development and

criotolerance.

Keywords: antioxidants, bovine, cryopreservation, embryo, in vitro production,

oxygen tension



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Introducéo

Na maioria das espécies de mamiferos, os embrides em primeiros estagios
de desenvolvimento encontram-se no limen do oviduto, onde ha menor tenséo
parcial de oxigénio (3 a 15% O,; THOMPSON et al., 1990; VOELKEL et al., 1992)
quando comparado com o ar atmosférico (aproximadamente 20%; BETTERIDGE,
1995). Apesar disso, as condicbes de oxigénio atmosférico tém sido utilizadas
rotineiramente para cultura de embriées de mamiferos. Tensdes suprafisiolégicas
de oxigénio podem gerar a formacao de espécies reativas de oxigénio (do inglés,
ROS) durante a cultura de embrides (BAVISTER, 1995), gerando estresse
oxidativo.

O estresse oxidativo pode ser definido como o resultado do desequilibrio
entre a producdo de ROS e os mecanismos celulares antioxidantes (FEUGANG et
al., 2003). A auto-oxidacdo por ROS e radicais lipidicos sdo as principais causas
de danos e retardo no desenvolvimento celular durante o cultivo (JOENJE, 1989).
O estresse oxidativo promove peroxidacdo lipidica, oxidacdo de aminoacidos e
acidos nucléicos, o que consequentemente culmina com a apoptose celular
(RIZOS et al., 2001). A concentracao intracelular de ROS aumenta em sistemas
de producgéo in vitro (GOTO et al.,, 1993), podendo estar relacionada com o
bloqueio do desenvolvimento embrionario (NODA, 1992) e com a diminui¢cdo da
eficiéncia de producao e qualidade dos embrides produzidos (FEUNGANG et al.,
2003). Apesar desses efeitos negativos, a geracao de ROS pode ser considerada
fisiologica em algumas circunstancias e € um elemento importante da apoptose ou
morte celular programada, sendo um mecanismo de extrema importancia para
eliminacéo de células invidveis. No entanto, durante a cultura prolongada, varias

anomalias no desenvolvimento embrionario foram detectadas (LEESE et al., 1998)



e estas podem ser atribuidas a altas concentracGes de oxigénio as quais embrides
Sao expostos.

Embrides produzidos in vitro (PIV) sdo mais sensiveis as baixas
temperaturas e possuem criotolerancia inferior quando comparados a embrides
produzidos in vivo (IMAI et al., 2002). Isso ocorre devido ao aumento na
concentracéo lipidica de embrides durante o cultivo in vitro (CIV) em decorréncia
da inclusdo de certos componentes presentes no meio de cultivo, como por
exemplo, o soro fetal. O acumulo de lipideos e consequente aumento da oxidagao
lipidica por ROS no embrido PIV é prejudicial ao seu desenvolvimento e
criotelorancia, pois segundo TARIN & TROUNSON (1993), a inibicdo da oxidacao
lipidica aumenta a viabilidade de embrides de ratos apds o0s processos de
congelacéo e reaguecimento.

Para evitar danos induzidos pelo estresse oxidativo ao embrido, varios
antioxidantes podem ser adicionados ao meio de cultura para melhorar o
desenvolvimento com sucesso variavel (GOTO et al.,, 1993; NODA et al., 1991).
Diversos antioxidantes como o0 B-mercaptoetanol, cisteina, cistina, cisteamina,
catalase e vitamina E tem sido utilizados como suplementos do meio de
maturacdo de odcitos (DE MATOS et al.,, 1995; 1997) e de cultivo embrionario
(CAAMANO et al., 1996; LIM et al., 1999; TAKAHASHI et al., 1993; ORSI &
LEESE, 2001; OLSON & SEIDEL, 2000). Estes compostos servem como
precursores da sintese de glutationa (GSH) no embrido. A GSH é necessaria para
a detoxificacdo de perodxidos lipidicos e de proteinas tioladas, além disso também
esta envolvida na remocdo de peroxido de hidrogénio (H2O;) em embrides
(JOHNSON & NARS-ESFAHANI, 1994). Desta forma, o baixo desenvolvimento
embrionario em ambiente com elevada tensdo de oxigénio pode ser restaurado
com a adicdo de antioxidantes ao meio CIV (GOTO et al., 1993; NODA et al.,
1991).

A biossintese de GSH depende da presenca de L-cisteina no meio, sendo
que a acdo do B-mercaptoetanol consiste na incorporacdo da cisteina e cistina

presentes no meio de cultivo para dentro das células (CAAMANO et al., 1996; LIM



et al.,, 1999; TAKAHASHI et al., 1993; BANNAI et al.,, 1984; FURNUS & DE
MATOS, 1999). Estudos relatam que fora da célula, a cisteina é instavel e
provavelmente nem esteja presente no meio de cultivo devido a sua auto-oxidagéo
para cistina (BANNAI et al., 1984; SAGARA et al.,, 1993). Por outro lado, mais
recentemente foi demonstrado que, apds a suplementacédo inicial do meio de
maturacdo com 0,6 mM cisteina, esta ainda estava presente no meio apés 3 e 24
horas de incubacé&o (respectivamente em 40 e 3% da concentracao inicial), e isso
foi suficiente para estimular a sintese de GSH em odcitos bovinos (DE MATOS et
al., 1996).

A necessidade da suplementacdo com antioxidantes durante o CIV, em
condicdo de baixa tensdo de oxigénio, ainda ndo esta bem elucidada. Algumas
guestdes ainda necessitam ser compreendidas, tais como se a protecao deve ser
extracelular ou intracelular e qual o periodo de suplementacdo necessério (ALl et
al., 2003). Sobretudo, pouca atencdo tem sido dada ao efeito da adicdo de
antioxidantes nos meios de maturacéo in vitro (MIV) e CIV sobre a criotolerancia
dos embrides bovinos (HOSSEINI et al., 2009).

Pelo exposto, a protecdo dos embrides PIV contra o estresse oxidativo
parece ser uma das chaves para 0 aprimoramento do desenvolvimento
embrionario in vitro (TAKAHASHI et al., 2002). Desta forma, o estudo foi
conduzido com objetivo principal de avaliar os efeitos de antioxidantes,
intracelulares e extracelulares, e da atmosfera gasosa, nas diferentes etapas da
producdo in vitro, sobre o desenvolvimento e sucesso da criopreservacdo de

embrides bovinos.



Revisao de Literatura

Espécies reativas de oxigénio, sua relacdo com o estresse oxidativo e
seus efeitos na producdao in vitro de embrides bovinos

O estresse oxidativo pode ser definido como o resultado do desequilibrio
dos mecanismos enddgenos protetores quando relacionado com a producdo de
ROS. Sob condi¢8es fisiologicas, a fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias é a
principal fonte de ROS (FEUGANG et al., 2003).

As ROS séo produzidas por odcitos, embrides e pelas células do cumulus
oophorus (GUERIN et al., 2001) durante o metabolismo aerébico e s&o
extremamente reativas e instaveis, podendo interagir com diversas moléculas,
como por exemplo, acidos nucléicos, proteinas, carboidratos e lipideos, para
adquirirem elétrons e consequentemente se tornarem estaveis (DELEUZE &
GOUDET, 2010; WARNER, 1994). Essas interacdes, por sua vez, induzem uma
cascata de reacdes em cadeia que eventualmente podem levar a danos celulares
(ATTARAN et al., 2000; PIERCE et al., 2004; SZCZEPANSKA & KOZLIK, 2003).

As ROS sao formadas durante as etapas intermediarias da reducdo da
molécula de oxigénio, incluindo o radical superoxido (O,"), peroxido de hidrogénio
(H20,) e o radical hidroxila (OH") que correspondem a reducéo de um, dois e trés
elétrons, respectivamente. A ativacdo da molécula de oxigénio € catalisada por
pequenas moléculas (xenobidticos) ou por complexos metalicos. Ainda, o radical
hidroperéxido (HO2), um é&cido conjugado do radical superdxido, desempenha um
papel fundamental na ativacdo da cascata da peroxidacao lipidica nas membranas
celulares (GUERIN et al., 2001).

As ROS estdo envolvidas em diversos processos relacionados com a
fisiologia ovariana e gametogénese, incluindo a maturagdo odcitéria,
esteroidogénese e funcdo do corpo ldteo (ISHIKAWA, 1993; SABATINI et al.,
1999; BEHRMAN et al., 2001). Parece que o equilibrio entre a producédo de ROS e
0s mecanismos endégenos antioxidantes é um importante fator para a aquisicéo
da habilidade de fertilizagdo nos sistemas in vitro (DE LAMIRANDE et al., 1997).



Ja foi demonstrado que as ROS podem exercer efeitos benéficos na interacéo
entre os gametas, e maléficos na motilidade espermatica. A presenca de ROS
durante a fertilizacdo €é necesséaria para otimizar a interacdo o00cito-
espermatozoide (WOLF, 2005).

Todavia, a presenca de ROS em excesso implica em diferentes tipos de
injurias celulares, incluindo peroxidacéo lipidica (fosfolipideos de membrana),
oxidacdo de aminoécidos e acidos nucléicos, necrose e apoptose que podem
subsequentemente diminuir a viabilidade da PIV de embrides (HALIWELL &
GUTTERIDGE, 1992; JOHNSON & NARS ESFAHANI 1994; ALI et al., 2003;
KITAGAWA et al.,, 2004). A presenca de ROS tem sido relacionada com o
bloqueio do desenvolvimento de embribes de mamiferos in vitro, sendo que efeitos
deletérios na maturacdo odcitaria também podem alterar a qualidade embrionaria
(GUERIN et al., 2001).

A concentracdo intracelular de ROS aumenta em sistemas in vitro, visto que
elevadas quantidades de O?* e H,0, foram detectadas nos estagios iniciais de
clivagem em embrides de ratos PIV (NARS-ESFAHANI, 1990; & NARS-
ESFAHANI & JOHNSON, 1991; GOTO et al.,, 1993; NODA; 1992). Os embrides
produzidos e cultivados in vitro sdo mais susceptiveis aos danos oxidativos, visto
gue seus mecanismos de defesa s&o insuficientes para proteger sua delicada
estrutura celular (AITKEN et al., 1993).

Os o6citos utilizam oxigénio para producdo de energia, através da
fosforilacdo oxidativa nas mitocondrias. Logo, estes sdo considerados a maior
fonte de ROS e essa situacdo se agrava nos sistemas de MIV quando
comparados com a condi¢éo in vivo (DELEUZE & GOUDET, 2010). A producéo de
ROS em embribes de ratos e bovinos aumenta durante o CIV sob elevada tens&o
de oxigénio (20%). Porém, quando cultivados sob baixa tens&o de oxigénio (5-7%)
melhoram a taxa de desenvolvimento embriondrio em ambas as espécies
(GUERIN et al., 2001).

A producdo de ROS varia de acordo com o estagio de desenvolvimento

embrionério. Em ratos, o aumento da producdo de ROS ocorre no momento da



fecundacdo e na transicdo G2/M do segundo ciclo celular, o que pode ser
relacionado com o bloqueio do desenvolvimento embrionario in vitro (NARS-
ESFAHANI & JOHNSON, 1991). Diversos fatores exdgenos podem alterar a
producéo de ROS nos sistemas de PIV de embrides, como a elevada tenséo de
oxigénio durante o CIV, presenca de cations metdlicos na dgua e/ou reagentes
utilizados, exposicdo a luz visivel, producdo de ROS pelos espermatozoides
durante a FIV, excesso de glicose e o processo de criopreservagao/reaquecimento
(GUERIN et al., 2001).

Em suma, é evidente que o estresse oxidativo decorrente das técnicas de
reproducédo assistida ndo pode ser evitado. Porém, o excessivo estresse oxidativo
durante a PIV pode ser superado através da reducdo na producdo de ROS,
utilizando-se reduzida tenséo de oxigénio durante o CIV e/ou suplementacdo dos
meios de cultivo com antioxidantes. Porém, a producdo de ROS e 0s mecanismos
antioxidantes devem estar em constante equilibrio, visto que funcdes fisioldgicas

relacionadas a reproducdo podem ser comprometidas.

Biossintese da glutationa (GSH) e sua importancia no o6cito e no
embrido

A GSH é um tripeptideo tiol (radical -SH) de baixo peso molecular e é o
principal componente sulfidril ndo protéico presente nas células de mamiferos. A
GSH age como o principal antioxidante ndo enzimatico na eliminacdo das ROS e
na manutencéo do estado intracelular de redugcao-oxidacao (redox), especialmente
quando células sao cultivadas sob elevada tens&o de oxigénio (DE MATOS et al.,
1996; VIET LINH et al., 2009; WOLF, 2005).

A GSH é sintetizada em odcitos e embrides bovinos a partir do estadio de
8-16 células, apds a transicdo materno-zigotica (DE MATOS & FURNUS, 2000;
TAKAHASHI et al., 1993; LIM et al., 1996; HAMMOND et al., 2001). A GSH ¢é
formada pelos aminoacidos glutamato, cisteina e glicina, sendo que sua sintese é
limitada pela presenca da L-cisteina no meio extracelular. A sintese da GSH

ocorre no citosol das células em duas etapas: primeiramente, a enzima y-



glutamilcisteina sintetase catalisa a sintese da y-glutamil-cisteina a partir do
glutamato e da cisteina; posteriormente, na presenca da GSH sintetase, a glicina é
adicionada no terminal C da y-glutamil-cisteina (DELEUZE & GOUDET, 2010).

A GSH se apresenta sob duas formas: reduzida com um grupo sulfidril
(GSH), que é a forma predominante nas células (99,5%), ou oxidada, como um
dissulfeto (GSSG). O conteudo celular de GSH é regulado pelo ciclo y- glutamil
que tem como funcdo a sintese e a manutencdo do GSH na forma reduzida
(WOLF, 2005).

Para neutralizacdo das ROS ocorre a reacdo de reducado de duas moléculas
de GSH com uma molécula de H,0, catalisada pela glutationa peroxidase (GPX),
originando uma molécula de glutationa oxidada (GSSG) e duas de H,O. Por sua
vez, a GSSG é reduzida em GSH pela glutationa redutase na presenca de NADPH
(doador de elétrons) e desta forma, ha manutencdo do equilibrio de GSH e GSSG
na proporcao de 100:1 dentro das células (DELEUZE & GOUDET, 2010).

A sintese de GSH durante a maturagdo oocitaria in vivo € modulada pelas
gonadotrofinas e esta intimamente relacionada com a funcdo das células do
cumulus oophorus, que atuam no transporte da cisteina para o interior do odcito.
Com a proximidade da ovulagdo e ocorréncia do pico de LH, h4 aumento da
concentracdo dos estoques de GSH no odcito, possibilitando a protecdo futura
contra os danos oxidativos durante a fecundacéo e desenvolvimento embrionario
inicial (WOLF, 2005; TAKAHASHI et al., 1993; DE MATOS et al., 2002). Ainda, 0
aumento da GSH durante a maturacdo parece estar relacionado com a
competéncia do odcito para o posterior desenvolvimento embrionario (AVELINO,
2004).

Durante o processo de fecundacédo, a GSH atua na descondensacéo da
cabeca do espermatozoéide e, consequentemente, na formacdo do pronucleo
masculino e ativacdo oocitaria. Porém, durante a interacdo entre os gametas
(o6cito-espermatozoide), a GSH néo deve estar presente no meio extracelular,
visto que esse € um processo dependente da presenca de ROS (WOLF, 2005).



ApoOs a transicdo materno-zigotica (8-16 células) o embrido é capaz de
sintetizar suas préprias proteinas. Durante o desenvolvimento embrionario o
estado redox deve ser mantido, logo, a concentracdo de GSH deve ser satisfatéria
para que o embrido consiga suportar os danos relacionados com a acéo das ROS
(WOLF, 2005). Ainda, a concentracdo de GSH em embrides esta intimamente
correlacionada com o desenvolvimento inicial e viabilidade ap0s a criopreservagcao
(GUERIN et al., 2001).

Além de atuar como antioxidante, a GSH atua no transporte de
aminoacidos, principalmente a cisteina, na sintese protéica e de DNA e na
reducdo de dissulfitos. Ainda, a GSH é requerida para a eliminacdo de peréxidos
lipidicos e proteinas tioladas, controle da permeabilidade da membrana
mitocondrial e remoc¢do de H,O, em embrifes (DE MATOS et al., 2002; WOLF,
2005).

Efeito da adicdo de antioxidantes nos meios de cultivo in vitro

Os sistemas bioldgicos desenvolveram diversos mecanismos para
controlar os niveis de ROS, incluindo mecanismos enziméticos (superoxido
dismutase, catalase e peroxidases) e ndo enzimaticos (glutationa, vitaminas C e E,
entre outros) (HALIWELL & GUTTERIDGE, 1989; CETICA et al, 2001). Os
transcritos de RNAm para a maioria dos antioxidantes enzimaticos ja foram
detectados em odcitos e embrides de mamiferos (HARVEY et al, 1995; EL
MOUATASSIM et al., 1999; LEQUARRE et al., 2001).

Componentes de tiol de baixo peso molecular, como a cisteamina e o [3-
mercaptoetanol, reduzem a cistina em cisteina, o que disponibiliza a captacdo de
cisteina pelas células. Logo, a adicdo destes componentes nos meios de cultivo
de desenvolvimento, como o B-mercaptoetanol, a cisteamina e/ou a cisteina,
estimulam a sintese e aumentam a concentracdo intracelular de GSH (WOLF,
2005; TAKAHASHI et al., 2002).

A presenca de cisteina no meio de cultivo é fator limitante para a sintese de

GSH pelo oocito e embrido. O meio de maturagdo comumente utilizado nos



sistemas de PIV de embrifes, o TCM-199, possui baixa concentracdo de cisteina
em sua composicao (0,6 uM). Além disso, a cisteina é rapidamente oxidada em
cistina, o que por sua vez limita a sintese de GSH (WOLF, 2005). Devido a isso, a
adicdo de cisteina no meio MIV € de grande interesse para aprimorar o sistema de
PIV de embrides bovinos.

Por outro lado, o meio de cultivo de desenvolvimento embrionario SOFaa
(“Synthetic Oviduct Fluid” suplementado com aminoacidos) ndo possui cisteina em
sua composicdo. Mas ap0s a transicdo materno-zigética, os embribes sao
capazes de sintetizar suas proprias proteinas, incluindo o GSH necessario para
protecdo dos embribes contra os danos oxidativos até a fase inicial de
desenvolvimento. Logo, a sintese de novo de antioxidantes é necesséaria para
proporcionar condicdes de desenvolvimento do embrido até o estagio de
blastocisto (DELEUZE & GOUDET, 2010). Desta forma, é de grande interesse
aprimorar o sistema de CIV de embrides bovinos, fornecendo-lhes condi¢des para
melhorar a sua qualidade e viabilidade.

ALI et al. (2003) demonstraram que a suplementacédo com cisteina (0,6 mM)
no meio de MIV ou CIV, durante as primeiras 72 horas de desenvolvimento,
melhorou a taxa de morulas e blastocistos quando comparado com embrides
cultivados sem suplementacdo com antioxidantes. Ainda, a suplementacao com
cisteina, B-mercaptoetanol e cistina no meio MIV de odécitos bovinos melhorou a
taxa de desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto (DE MATOS et
al., 1997).

O B-mercaptoetanol (3-ME), um composto de tiol de baixo peso molecular
que atua como um a gente redutor, € um antioxidante ndo enzimético. Ele interage
diretamente com o radical hidroxila (OH) e pode também quelar alguns ions
metalicos que potencializam os danos oxidativos (HOSSEINI et al., 2009). A
adicdo de B-ME no meio de cultivo aumenta a protecdo contra o estresse oxidativo
durante o desenvolvimento embrionéario e, consequentemente, melhora a taxa de
producéo de blastocistos (NEDAMBALE et al., 2006).



10

O B-ME previne a oxidacao da cisteina (precursor da GSH) em cistina, visto
que a Ultima ndo consegue ser captada pelos oécitos de mamiferos. Portanto,
permite uma entrada maior da cisteina nas células e, consequentemente, o
aumento na sintese intracelular de GSH, verificada pelo aumento nos niveis
intracelulares de GSH (ALI et al., 2003; CAAMANO et al., 1996; 1998).

Alguns efeitos benéficos observados apds adicdo de B-ME (100 uM) no
meio de cultivo in vitro sdo a reducdo da fragmentacdo do DNA, dos niveis de
ROS e da mortalidade embrionaria sob condigdes de estresse oxidativo (20% de
02) (TAKAHASHI et al.,1993; TAKAHASHI et al., 2002; CAAMANO et al., 1998;
FEUGANG et al., 2004). Isto porque foi demonstrado que o efeito da adicédo de B-
ME na maturacdo oocitaria e desenvolvimento embrionario esta correlacionado
com o aumento nos niveis intracelulares de GSH (SA BARRETO, 2007).

Para modulacdo das ROS extracelulares pode-se suplementar os meios de
CIV com antioxidantes enzimaticos extracelulares, como a superéxido dismutase
(SOD) ou catalase. No entanto, os relatos na literatura sdo muito controversos em
relacdo aos efeitos dos antioxidantes enzimaticos na neutralizagdo das ROS na
PIV de embrides (ALl et al., 2003). Ainda de acordo com 0o mesmo autor, a
suplementacdo com 5 ou 127 Ul de catalase durante as primeiras 72 horas de CIV
ou durante e MIV ndo melhorou as taxas de desenvolvimento embrionério. Ja de
acordo com ORSI & LEESE (2001), a suplementacdo do meio CIV com 100 Ul de
catalase melhorou o desenvolvimento embrionario, através da reducdo do
conteudo de H,0s.

Os efeitos da catalase sao mais visiveis quando se realiza a microinjecdo
deste antioxidante em embrides pré-implantacionais. Ainda, os efeitos da catalase
podem ser mascarados em decorréncia da variagdo na composicdo de meios e
nos sistemas de cultivo entre os diversos relatos na literatura (ORSI & LEESE,
2001).

A catalase € um antioxidante enzimatico que atua removendo somente o
H.O, extracelular. Logo, a atividade da catalase parece ser menos efetiva na

remocdo das ROS em odcitos e embrides. A enzima Mn-SOD, presente na
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mitocondria, atua como antioxidante removendo os radicais superdéxidos e
formando a espécie reativa de oxigénio H,O,, que posteriormente serd removido
pela GPX ou pela catalase (CORREA et al., 2008).

De acordo com GUERIN et al. (2001) transcritos de catalase est&o
ausentes em odcitos em MIl, mas estdo presentes em blastocistos de ratos. Esse
fato sugere que talvez a catalase seja efetiva apenas apds a transicdo materno-
zigdtica. Ainda segundo o0 mesmo autor, sua efetividade ja foi demonstrada, uma
vez que a suplementagcdo do meio de cultivo com catalase ou outros antioxidantes

enzimaticos aumentou a taxa de blastocistos em coelhos, ratos e bovinos.

Controle de atmosfera gasosa durante a producéo in vitro de embrides
bovinos

A tensé&o de oxigénio na condic&o in vivo, via irrigacdo capilar dos tecidos,
exerce um importante papel no crescimento e atividade biossintética do foliculo
ovariano. Sabe-se que a concentracdo de oxigénio no interior do limen do trato
reprodutivo de fémeas € aproximadamente um terco (3-9%) daquela encontrada
nos sistemas de PIV de embrides (LIM et al., 1999; MASTROIANNI & JONES,
1965; WATSON et al, 1994). A elevada pressdo parcial de oxigénio
(aproximadamente 20% de O, atmosférico) durante o CIV de embrides bovinos
resulta em aumento na producédo de ROS (BAVISTER, 1995). Logo, na condi¢céo
in vivo ha protecdo dos embrides contra os efeitos deletérios do estresse
oxidativo. Em contrapartida, na condi¢céo in vitro, o fornecimento de oxigénio deve
ser manipulado visando suprir as necessidades metabdlicas dos odcitos (DIAS,
2003) e dos embrides.

De acordo com FEUGANG et al. (2003), o estresse oxidativo ocorre quando
a producdo de ROS é superior a eficiéncia dos mecanismos endoégenos
protetores. A elevada atmosfera de O, induz a produgcao de mais ROS, o que por
sua vez pode resultar em danos celulares (DIAS, 2003). Devido a isso, a utilizacao
de baixa tens&@o de oxigénio (5-7%) nos sistemas de PIV promove a reducéo na

producdo de ROS, sendo correlacionada com taxas satisfatorias de
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desenvolvimento embrionario (AUERBACH et al.,, 1968; HAIDRI et al.,, 1971;
BAVISTER et al., 1988; THOMPSON et al.,, 1990; VOELKEL et al., 1992;
FUGITANI et al., 1997; TAKAHASHI et al., 2000).

Todavia, ainda néo é claro se h&a necessidade da adicdo de antioxidantes
ao meio em sistemas de cultivo de desenvolvimento embrionario em atmosfera
com baixa concentragdo de O, (ALl et al., 2003).

Desta forma, tanto a utilizagcdo de baixa concentracdo de O, como a adigdo
de antioxidantes ao meio de cultura sédo efetivas na protecdo contra os efeitos
deletérios do estresse oxidativo, proporcionando boas condicbes de
desenvolvimento embrionario (DIAS, 2003; LIM et al.,, 1999; TAKAHASHI et al.,
2002; CAAMANO et al., 1996; SA BARRETO, 2007). Um de nossos propdsitos é
avaliar os efeitos da adicdo de antioxidantes ao meio em sistemas de cultivo de

desenvolvimento embrionario em atmosfera com baixa concentracéo de O..

Apoptose em células embrionérias

A apoptose, ou morte celular programada, € um processo fisiolégico, visto
que € essencial durante a embriogénese e morfogénese. Ela ocorre em condi¢cdes
normais do desenvolvimento de embrides in vivo e in vitro e € regulada por uma
séria de eventos bioquimicos e morfologicos. Neste processo sdo observadas
algumas caracteristicas no nucleo e citoplasma, tais como a fragmentacdo no
DNA, o citoplasma se torna denso e com corpos apoptoticos e vesiculas, ha
alteracdo na permeabilidade da membrana mitocondrial e aumento do reticulo
endoplasmatico. Tais efeitos deletérios ocorrem em decorréncia da presenca de
peroxidos, originados da peroxidacdo lipidica e oxidacdo de proteinas (WOLF,
2005; SA BARRETO, 2007).

Para deteccao de apoptose pode-se utilizar a técnica de “in situ terminal
deoxynecleotidy| transferase mediated dUTP Nick and labeling assay” (TUNEL),
onde a enzima deoxinucleotidil transferase adiciona nucleotideos biotinilados
marcados com fluoresceina no local de quebra da fita de DNA da célula em

apoptose, podendo ser entdo visualizada por microscopio de epifluorescéncia. A
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reacdo TUNEL detecta preferencialmente células que iniciaram o processo de
morte celular. O indice de células em apoptose € um doa parametros que podem
indicar a qualidade dos blastocistos produzidos (SA BARRETO, 2007).

A utilizacdo de tensdo suprafisiologica de oxigénio durante o cultivo
embrionéario pode acarretar em maior producdo de ROS e, consequentemente, em
maiores taxas de apoptose (VAN SOOM et al., 2002). O acumulo de superdxido e
H,O, em blastocistos parece estar relacionado com maiores taxas de apoptose.
Porém, a utilizacdo de antioxidantes enzimaticos reduz a porcentagem de células
apoptéticas (GUERIN et al.,, 2001). Portanto, a utilizacdo de baixa tensdo de
oxigénio e a suplementagcdo com antioxidantes no meio CIV acarretam em menor

taxa de células apoptoticas proporcionalmente ao total de blastémeros.

Criopreservacao e criotolerancia de embrides PIV

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

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

IMAI et al. (2002) relataram que os embrides PIV sdo mais sensiveis as

baixas temperaturas e possuem criotolerancia inferior quando comparados
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aqueles obtidos em condicdo in vivo. Este fato parece estar altamente
correlacionado com o conteudo lipidico intracitoplasmatico de tais embrides,
havendo diferencas tanto na quantidade como na composicdao lipidica (SEIDEL et
al., 2006). Isto ocorre porque o sistema de cultivo in vitro pode influenciar a
morfologia e o metabolismo do odcito e do embrido (LONERGAN et al., 2003a;
RIZOS et al., 2003). A aparéncia mais escura de embrides bovinos cultivados in
vitro na presenca de soro é atribuida ao aumento do conteudo lipidico (ABE et al.
2002), uma vez que ocorre a captacdo de lipideos provenientes do soro por
odcitos bovinos maturados in vitro (KIM et al., 1997, GENICOT et al., 2005). O
aumento de lipideos intracelulares compromete a qualidade dos embrides,
aumentando a sua sensibilidade ao estresse oxidativo e a criopreservagao (REIS
et al., 2003).

Devido ao fato de que a sensibilidade para refrigeracdo e criotolerancia de
o6citos e embribes de mamiferos esta diretamente relacionada ao seu contetdo
lipidico (KIM et al., 2001; ABE et al., 2002; SEIDEL, 2006), recentes esfor¢cos tem
focado a atencédo na modificacdo da composicdo do meio de cultivo in vitro com a
intenc&o de alterar o conteudo lipidico em embrides PIV. Por exemplo, o cultivo de
embribes na auséncia de soro fetal resulta em menor acumulo lipidico
intracitoplasmatico e, consequentemente, melhora a criotolerdncia dos mesmos
(RIZOS et al., 2003).

Devido ao aumento da concentracdo lipidica no citoplasma de embrides
durante o CIV, observa-se a ocorréncia de peroxidacdo lipidica durante os
periodos de cultivo, criopreservacao e de descongelacdo. Apos a criopreservacgao,
os embrides PIV sdo ainda mais susceptiveis aos danos oxidativos, visto que sua
estrutura ainda muito delicada ndo possui os mecanismos de defesa maduros (ALI
et al., 2002; NEDAMBALE et al., 2006, HOSSEINI et al.,, 2009). Observacdes
feitas para espermatozolides bovinos demonstram que a congelacdo diminui os
estoques de GSH em 78% e de SOD em 50%, o0 que sugere que 0 estresse
oxidativo ocorre durante e/ou apos o ciclo de congelacdo/descongelacdo. Esse

fato pode explicar a menor viabilidade que ocorrem em od6citos/embrides apds a
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criopreservacdo (GUERIN et al., 2001). Devido a isso, a suplementacdo com
antioxidantes nos meio de CIV pode melhorar a viabilidade embrionaria poés-
congelacaol/vitrificagdo (NEDAMBALE et al., 2006).
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CAPITULO 2 — EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM ANTIOXIDANTES E DA
ATMOSFERA GASOSA EM DIFERENTES PERIODOS DO CULTIVO IN VITRO
SOBRE O DESENVOLVIMENTO E CRIOTOLERANCIA DE EMBRIOES
BOVINOS

RESUMO — O aumento intracelular de espécies reativas de oxigénio (do inglés,
ROS), em decorréncia da utilizacdo de elevada tensdo de oxigénio ou da reducéo
dos estoques intracelulares de glutationa (GSH) durante o cultivo in vitro (CIV)
podem induzir ao estresse oxidativo, e consequentemente culminar com falha no
desenvolvimento embrionario. O estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o
efeito da suplementacdo com antioxidantes (0,6 mM cisteina - CIST; 0,6 mM
cisteina + 100 yM cisteamina - C+C; 100 Ul catalase - CAT ou 100 uM de B-
mercaptoetanol — B-ME), durante 3 ou 7 dias de CIV, e da atmosfera gasosa {5%
CO; em ar (20% O3) ou atmosfera controlada (7% O,, 5% CO, e 88% Ny)} sobre o
desenvolvimento e criotolerancia embrionarios, bem como niveis intracelulares de
ROS produzidos durante o cultivo de embrides bovinos. Quando a suplementacéo
com antioxidantes foi realizada durante 7 dias de CIV, a taxa de desenvolvimento
embrionério até o estagio de blastocistos foi adversamente afetada (P<0,05) pelos
tratamentos CIST (11,2%) e C+C (1,44%), em relagcdo ao Controle (26,6%), e pela
tensdo de oxigénio (17,2% e 11,11%; 20 e 7% O, respectivamente). Em relacdo a
taxa de re-expansdo embrionaria, ap6s reaquecimento e cultivo in vitro por 24
horas, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos avaliados
(66.67% a 100%). Ao avaliar a suplementacdo durante 3 dias de CIV, as taxas de
blastocistos ndo foram afetadas (P>0,05) pelos antioxidantes (43,66 a 48,5%),
poréem houve reducdo (P<0,05) nessas taxas na presenca de baixa tensdo de
oxigénio (52,1% e 38,4%; 20 e 7% O, respectivamente). A qualidade dos
embrides, que neste estudo foi avaliada pela mensuracédo dos niveis intracelulares
de ROS pela coloragdo com H,DCFDA, nédo foi afetada (P>0,05) pela

suplementacdo do meio com antioxidantes (0,95 a 0,78) ou pela tensdo de
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oxigénio (0,88 e 0,86; 20 e 7% O, respectivamente). Nenhuma diferenca (P>0,05)
foi observada nas taxas de re-expansao apoés reaquecimento de embrides entre 0s
tratamentos avaliados (63,6 a 93,3%). Os resultados indicam que as ROS
desempenham um importante papel na sinalizacdo celular de diversos eventos
fisiologicos visto que sua reducdo excessiva levou a parada do desenvolvimento
embrionério in vitro. Podemos concluir que a suplementacdo com antioxidantes
intracelulares durante todo o CIV foi deletéria ao desenvolvimento embrionario,
bem como a utilizagdo da atmosfera controlada. A suplementagcdo durante 72
horas de CIV ndo promoveu diferenca nas taxas de blastocistos e re-expanséo,

bem como na quantificagdo de ROS.

Palavras-Chaves: antioxidante, atmosfera gasosa, criotolerancia,

desenvolvimento embrionério, periodo de CIV
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Introducéo

A produgdo in vitro (PIV) de embribes bovinos em larga escala €
dependente da otimizagdo dos processos que envolvem as etapas de maturacao,
fertilizagdo e cultivo in vitro (CIV), bem como dos procedimentos que levem ao
aprimoramento da qualidade e criotolerancia embrionarias (RIZOS et al., 2001).

Muitas diferencas foram demonstradas entre embrides produzidos in vivo e
in vitro, como por exemplo, nimero de células, conteudo lipidico, criotolerancia e
anormalidades cromossomais (CORREA et al., 2008).

O potencial de desenvolvimento de embribes in vitro é influenciado,
primeiramente, pela qualidade dos od6citos aspirados de foliculos ovarianos
(FUKUI & OYAMADA, 2004; LONERGAN et al., 2003a). No entanto, as condi¢des
estabelecidas durante o CIV, no qual os embrides bovinos séo expostos, também
afetam a qualidade dos embrides PIV (TAKAHASHI et al., 2002; VAN SOOM et al,
2002; CORREA et al., 2008). Ainda, varios fatores podem influenciar as condicdes
de CIV, como a composicdo do meio, suplementacdo protéica, nimero de
embrides cultivados e atmosfera gasosa (CORREA et al., 2008).

Recentemente, as atengdes foram voltadas para a investigacdo da
importancia do estado intracelular de reducdo-oxidacdo (redox), mais
especificamente, do estresse oxidativo induzido pela utilizagdo de elevada tenséo
de oxigénio durante diferentes etapas da PIV (FUKUI & OYAMADA, 2004).
Embora, a tensdo de oxigénio no trato reprodutivo feminino (3 a 9% Oy
THOMPSON et al, 1990; VOELKEL et al., 1992) seja inferior a do ar
(aproximadamente 20%), as condi¢cdes de oxigénio atmosférico tém sido utilizadas
rotineiramente para cultura de embrides de mamiferos. Tensdes suprafisioldgicas
de oxigénio podem gerar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS:
H.O,, HO-, ROO-) em excesso e, consequentemente, prejudicar o sucesso da PIV
de embriGes (BAVISTER, 1995; CORREA et al, 2008).

Com o proposito de reduzir a producdo de ROS, a utilizacdo de baixa

tenséo de oxigénio (5 a 7%) no CIV de embrides bovinos tem sido correlacionada
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com taxas satisfatérias de desenvolvimento embrionario (FUJITANI et al., 1997;
TAKAHASHI et al., 2000).

Ja foi anteriormente demonstrado que o baixo desenvolvimento embrionério
em ambiente com elevada tensdo de O, pode ser restaurado pela adicdo de
antioxidantes ao meio de cultivo in vitro (GOTO et al., 1993; NODA et al., 1991),
tais como cisteina (0,6 mM; ALI et al.,, 2003), cisteamina (100 yM; DELEUZE &
GOUDET, 2010), catalase (100 Ul; ORSI & LEESE, 2001), B-mercaptoetanol (100
MM; HOSSEINI et al., 2009), dentre outros. Ainda, a presenca de células do
cumulus é muito benéfica para o desenvolvimento embrionario em ambiente com
elevada tensdo de Oy, visto que estas secretam agentes neutralizantes, como
antioxidantes e gquelantes de metais pesados, além de atuarem no transporte de
precursores para a sintese de glutationa (GSH) (CORREA et al., 2008). A GSH
atua na manutencdo do estado redox na célula protegendo-as contra os danos
oxidativos (JOHNSON & NARS-ESFAHANI, 1994; DELEUZE & GOUDET, 2010).
A sintese desta molécula ocorre em o0citos e embrides bovinos a partir do estadio
de 8-16 células, apés a transicdo materno-zigotica (DE MATOS & FURNUS, 2000;
TAKAHASHI et al., 1993; LIM et al., 1996; HAMMOND et al., 2001).

E evidente que o estresse oxidativo decorrente das técnicas de reproducéo
assistida ndo pode ser evitado. Todavia, 0 excessivo estresse oxidativo durante a
PIV pode ser superado através da reducao na producdo de ROS, utilizando-se
reduzida tensdo de oxigénio durante o CIV e/ou suplementacdo dos meios de
cultivo com antioxidantes. Porém, a producdo de ROS e 0s mecanismos
antioxidantes devem estar em constante equilibrio, visto que funcdes fisiologicas
relacionadas a reproducdo podem ser comprometidas, tanto na presenca de
excesso como na diminuicdo extrema de suas concentracbes. Uma vez que as
ROS atuam como moléculas sinalizadoras em diversas reacdes celulares, a
reducédo excessiva das mesmas pode acarretar em parada do desenvolvimento
embrionéario (DELEUZE & GOUDET, 2010; UFER et al., 2010).

A necessidade da suplementagcdo com antioxidantes durante o CIV, em

condicdo de baixa tensdo de oxigénio, ainda ndo esta bem elucidada. Algumas



28

guestdes ainda necessitam ser compreendidas, tais como se a protecdo deve ser
extracelular ou intracelular e qual o periodo de suplementacdo necessério (ALl et
al., 2003). Sobretudo, pouca atencédo tem sido dada ao efeito da adicdo de
antioxidantes nos meios de maturacéo in vitro (MIV) e CIV sobre a criotolerancia
dos embrides bovinos (HOSSEINI et al., 2009).

Desta forma, o presente estudo foi conduzido com intuito de determinar se
a suplementacdo com antioxidantes intracelulares (cisteina, cisteina associado a
cisteamina ou B-mercaptoetanol) ou extracelulares (catalase) durante 72 ou 168
horas de CIV, sob diferentes tensdes de oxigénio (20% ou 7%), € benéfica ou
prejudicial para o desenvolvimento, qualidade e criotolerancia de embrides
bovinos PIV. Mais especificamente, avaliou-se: desenvolvimento embrionario até a
fase de blastocisto; mensuracdo dos niveis intracelulares de ROS; taxas de

sobrevivéncia embrionaria apos o cultivo in vitro pos-reaquecimento.

Material e Métodos

Reagentes quimicos
Os reagentes utilizados foram obtidos da empresa Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO), caso contrario encontram-se especificados. Todos 0s reagentes sao

testados para cultivo celular.

Obtencao e selecao de odcitos provenientes de ovarios de abatedouro

Ovérios 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 6 horas desde o abate até o inicio
das aspiracbes. Foliculos de 3 a 8 mm de diametro foram puncionados
manualmente com auxilio de agulha de calibre 18-G adaptada a seringa de 10 mL,

ambas descartaveis. Todo o material aspirado foi transferido para tubos plasticos
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de 50 mL, os quais permaneceram em repouso (decantag¢do) por 15 minutos para
posterior selecdo dos complexos cumulus-o6citos (COCs). O sedimento foi
transferido para placas de poliestireno de 60 mm de didmetro e avaliado em
microscopio estereoscopico. Os COCs circundados com pelo menos quatro
camadas de células do cumulus compactas e com citoplasma contendo

granulacdo homogénea foram selecionados para o cultivo de maturacéo.

Maturacdo in vitro dos oocitos

Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-
199, constituido por TCM199 (Gibco BRL) suplementado com 0,2 mM de piruvato,
20 mM de HEPES, 5 mM de bicarbonato de sédio e 75 ug de gentamicina/mL.
Posteriormente, foi lavado uma vez em meio de maturacdo B-199, constituido de
TCM-199 suplementado com 0,2 mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de Sdédio,
75 ug de gentamicina/mL, 0,5 yg de FSH/mL (Pluset®, Hertape Calier, Juatuba,
MG, Brasil), 100 Ul de hCG/mL (Vetecor®, Hertape Calier, Juatuba, MG, Brasil) e
10% de SFB (Gibco BRL), antes de serem transferidos para o cultivo de
maturacao.

Foram transferidos 50 COCs/poco da placa de cultivo (Costar® 3526,
Corning Incorporated, NY, USA) contendo 500 yL de meio de maturacdo B-199.
Os COCs foram maturados por 22 horas em estufa a 38,5°C, 100% de umidade e

atmosfera de 5% de CO, em ar.

Fertilizacao in vitro

Para os procedimentos de fertilizac&o in vitro (FIV), foi utilizado o sémen de
um Unico touro Nelore da mesma partida. A palheta de sémen foi descongelada a
temperatura de 36°C por 40 segundos e o sedimento foi obtido por centrifugacao
em gradiente de densidade descontinua de Percoll (250 pyL de Percoll 45% sobre
250 pL de Percoll 90%, em microtubo de 1,5 mL; Pharmacia, Uppsala, Sweden),
durante 7 minutos a 2500xg em temperatura ambiente. O sedimento recuperado

foi avaliado quanto ao volume, concentracdo e motilidade espermética. A
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concentracdo final foi ajustada para 25x10° de espermatozéides vivos por ml de
meio fecundacéo (TALP-FIV) suplementado com 40 yL/mL solu¢é&o de PHE (1 mM
de hipotaurina, 2 mM de penicilamina e 250 mM de epinefrina) e 10 yg/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 B-199 e uma vez em meio TALP-FIV.
Foram adicionados 20 COCs por microgota de FIV, que foram co-incubados com
0s espermatozoides a 38,5°C, por 18-24 horas, em atmosfera de 5% de CO, em

ar.

Cultivo embrionéario in vitro

O cultivo de desenvolvimento foi realizado nas mesmas placas de pogos
utilizadas durante a MIV (Costar® 3526, Corning Incorporated, NY, USA). Foram
transferidos 50 COCs/poco da placa de cultivo contendo 500 pyL de meio
“Synthetic Oviduct Fluid” (SOF) suplementado com 0,2 mM de L-glutamina, 0,34
mM de citrato de sédio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de BEM aminoacidos
essenciais, 1% de MEM aminoacidos ndo essenciais, 0,5% de BSA e 2,5% de
SFB. O CIV foi conduzido em incubadora com atmosfera de 5% de CO, em ar, ou
em sacos transparentes de polipropileno (“bags”) vedados e inflados com a
mistura gasosa (7% O,, 5% CO, e 88% N»; White Martins, Sado Paulo, SP, Brasil),
em temperatura de 38,5°C e umidade de 100% por 7 dias (168 hpi).

No Experimento 1, apds 72 horas do cultivo, 50% do meio de cultivo foi
renovado. JA no Experimento 2, as 72 hpi, o meio de cultivo foi totalmente
renovado por meio SOF sem a suplementacdo com antioxidantes. Em ambos, a
clivagem foi avaliada 72 horas poés-inseminacdo (D3), e o desenvolvimento

embrionério avaliado as 168 hpi (D7).

Vitrificacdo e Reaguecimento dos embrides
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Os procedimentos utilizados para vitrificacdo e reaquecimento foram
realizados de acordo com o protocolo Vitri-Inga® (Ingamed, Parand, Brasil), sendo
0s meios adquiridos desta empresa.

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

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

embrionéria (sobrevivéncia in vitro) e ecloséo.

Mensuracdo do conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio
(ROS) 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'-
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diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA; Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, USA)
de acordo com BAIN et al (2011). Resumidamente, os embrides foram lavados
duas vezes em PBS e incubados em 5 uM de H,DCFDA durante 30 minutos no
escuro, a 38,5°C e 5% CO, em ar. Posteriormente, foram lavados duas vezes em
PBS. Os embrides corados foram avaliados imediatamente em microscopio
invertido de epifluorescéncia (Olympus, 1X51), sob excitacdo de 495 nm e emissao
de 520 nm, e analisados pelo programa Q-Capture Pro Image software (Media
Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26). Os valores da intensidade do sinal de
fluorescéncia obtidos dos embrifes analisados foram subtraidos da meédia dos

valores do “background” obtidos nas imagens.

Delineamento experimental

Experimento |. Efeitos da suplementacdo com antioxidantes e da
atmosfera gasosa durante todo o periodo de cultivo in vitro sobre o
desenvolvimento, qualidade e criotolerancia de embrides PIV

Neste estudo foram avaliados os efeitos da suplementacdo com
antioxidantes até 168 hpi (D7) e da tensdo in vitro de O, durante o CIV.
Posteriormente, blastocistos expandidos graus | e Il foram destinados a
vitrificagao.

Os embribes foram cultivados em incubadora com 5% de CO, em ar
atmosférico ou em mistura de gases. O meio CIV foi suplementado ou ndo com
diferentes antioxidantes, como se segue: 1) SOF sem suplementacdo sem
antioxidantes (Controle); 2) SOF suplementado com 0,6 mM de cisteina (C); 3)
SOF suplementado com 0,6 mM de cisteina associado a 100 uM de cisteamina
(C+C); 4) SOF suplementado com 100 Ul de catalase (CAT). Desta maneira, o
estudo obedeceu a um esquema fatorial 4x2 (4 tratamentos e 2 atmosferas, num

total de 8 grupos experimentais; Figura 1).
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Experimento |

Vitrificagao
Clivagem Desenv. Embrionario
0h 24h 24 hpi 72 hpi 144 hpi 168 hpi 24 h
! Y ! Y ! Y : —
MIV FIvV CIv Recultivo in vitro
l 1 Taxa de reexpansao
B-199 ~ Controle
38,5°C O | SOF+Cisteina (0,6 mM)
100% umidade || SOF+ Cisteina (0,6 mM) + Cisteamina (100 puM)
5% CO, & | SOF+Catalase (100 UI)

Controle
SOF+Cisteina (0,6 mM)
— SOF+ Cisteina (0,6 mM) + Cisteamina (100 pM)
SOF+Catalase (100 Ul)

7% 02

Figura 1. Atividades desenvolvidas no Experimento I.

Experimento IlI: Efeitos da suplementagcdo com antioxidantes e da
atmosfera gasosa durante 72 horas do cultivo in vitro sobre o
desenvolvimento, qualidade e criotolerancia de embrides PIV

Neste estudo foram avaliados os efeitos da suplementacdo com
antioxidantes até 72 hpi (D3) e da tenséo in vitro de O, durante o CIV. Ao final do
cultivo (D7), os blastocistos expandidos graus | e Il foram destinados a vitrificagcéo
e 0s blastocistos e blastocistos inicias foram submetido a coloragdo para
mensuracao de ROS.

Os embrides foram cultivados em incubadora com 5% de CO, em ar
atmosférico ou em mistura de gases. O meio CIV foi suplementado ou ndo com
diferentes antioxidantes, como se segue: 1) SOF sem suplementacdo sem
antioxidantes (Controle); 2) SOF suplementado com 0,6 mM de cisteina (C); 3)
SOF suplementado com 0,6 mM de cisteina associado a 100 pM de B-
mercaptoetanol (B-ME); 4) SOF suplementado com 100 Ul de catalase (CAT).
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Desta maneira, o0 estudo obedeceu a um esquema fatorial 4x2 (4 tratamentos e 2

atmosferas, num total de 8 grupos experimentais; Figura 2).

Experimento Il

Vitrificagao
ROS
Clivagem Desenv. Embrionario
Oh 24h 24 hpi 72 hpi 168 hpi 24 h
( 1 1 1 )
Y Y Y Y —
+ _ . L
MIV Fiv - TATX ATX Recultivo in vitro
\ Y J Taxa de re-expansédo
B-199 Clv
38,5°C - .
100% umidade «~ | Controle Reaquecimento
5% CO, O | SOF+Cisteina (0,6 mM)
§‘ SOF+B-Mercaptoetanol (100 uM)
N

SOF+Catalase (100 Ul)

Controle

SOF+Cisteina (0,6 mM)
SOF+B-Mercaptoetanol (100 pM)
SOF+Catalase (100 Ul)

7% 02
A

Figura 2. Atividades desenvolvidas no Experimento Il.

Andlise Estatistica

Cada experimento foi repetido no minimo 5 vezes para cada avaliagdo
proposta, em replicatas independentes. Em cada replicata, foi utilizado um pogo
da placa de cultivo celular com 50 odcitos para cada grupo experimental, sendo
que o poco foi considerado a unidade experimental. A taxa de blastocistos foi
calculada sobre o total de odcitos maturados.

Os dados foram analisados pela fracdo de embrifes cultivados atingindo os
estadios determinados, reportada em termos de porcentagem. As porcentagens
foram transformadas utilizando arco seno raiz quadrada e os dados transformados
foram analisados por PROC-GLM, considerando um modelo estatistico que inclui
o tratamento (suplemento do meio de cultivo), a atmosfera e possiveis interacdes.
Para comparacfes entre 0s grupos, a andlise de variancia foi utilizada nas

variaveis continuas. O estudo comparativo entre varidveis binomiais foi avaliado
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pelo teste do Qui-quadrado. Diferengcas com probabilidades (P) menores que 0,05
foram consideradas significativas.

As analises foram realizadas pelo programa SAS (Statistical Analysis
System) 9.0.

Resultados

Experimento |

Os valores das taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario até a fase
de blastocistos para os diferentes tratamentos estéo representados na Tabela 1.
Como néo houve interacao (P>0,05) entre os tratamentos (Controle, CIST, C+C,
CAT) e a tensdo de oxigénio (20 ou 7% O;), os resultados se encontram

apresentados separadamente, como variaveis independentes.
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Tabela 1. Clivagem e desenvolvimento de embrides cultivados in vitro em meio
suplementado com diferentes antioxidantes (cisteina, cisteina +

cisteamina ou catalase), até o D7 (168 hpi).

N° de Clivagem Blastocistos (168 hpi)
Tratamentos Tensdo de oxigénio
oocitos (% média + EPM) (% média + EPM)
20% O, 274 84,9% + 3,63 32,6% + 4,12
Controle

7% O, 208 71,0% * 3,63 20,5% + 4,12

20% O, 284 79,8% + 3,63 13,1% + 4,12
CIST

7% O, 224 72,4% + 3,63 9,3% + 4,12

20% O, 257 73,9% * 3,98 0,8% + 4,52
C+C

7% O, 210 70,6% * 3,98 2,0% £ 4,52

20% O, 295 68,3% +* 3,63 22,4% + 4,12
CAT

7% O, 245 69,4% +* 3,63 12,6% + 4,12
Total - 1997 73,8% 14,2%

Clivagem e desenvolvimento embrionario in vitro de embriGes cultivados em meio SOF
suplementado ou ndo com antioxidantes até as 168 hpi sob diferentes atmosferas gasosas (20 ou
7% 0O5). Controle = embrides submetidos ao CIV sem suplementagdo com antioxidantes, CIST =
embrides submetidos ao CIV com suplementag&o com cisteina 0,6 mM; C+C = embrides submetidos
ao CIV com suplementacdo com cisteina 0,6 mM + cisteamina 100 uM; CAT = embrides submetidos
ao CIV com suplementagdo com catalase 100 Ul.

Quando foi avaliado o efeito da tensdo de oxigénio, houve diferenca

significativa (P<0,05) entre a taxa de clivagem e de blastocistos (Tabela 2). A taxa

de clivagem foi superior (P<0,05) para o grupo 20% O, (76,6%) em comparagao

com o grupo 7% O (70,8%). De maneira semelhante, o desenvolvimento

embrionério até a fase de blastocisto em D7 foi superior (P<0,05) para o grupo

20% O, (17,2%) em comparagcao com o grupo 7% O, (11,1%).
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Tabela 2. Clivagem e desenvolvimento de embrides cultivados in vitro sob diferentes
tensdes de oxigénio.

Clivagem Blastocistos (168 hpi)
Tensdo de oxigénio N° Odcitos
(Yomédia £ EPM) (Yomédia = EPM)
20% O, 1110 76,6 £1,86° 17,2+2,11°%
7% O, 887 70,8+1,86° 11,1 £2,11°
Total 1997 73, 7% 14,2%

Clivagem e desenvolvimento embrionario (168 hpi) de embriGes CIV sob diferentes tensdes de oxigénio
(20 ou 7% Oy).
Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

O efeito dos antioxidantes sobre o desenvolvimento embrionério esta
demonstrado na Tabela 3. A taxa de clivagem foi semelhante (P>0,05) entre todos
os tratamentos (68,8 a 77,7%), com excecao do Controle (77,7%) e CAT (68,8%),
qgue diferiram entre si (P<0,05). O desenvolvimento embrionario até a fase de
blastocistos em D7 foi similar (P>0,05) entre os grupos Controle (26,6%) e CAT
(17,5%), porém o grupo C+C (1,4%) e CIST (11,2%) foram inferiores (P>0,05) ao
Controle (Tabela 3).
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Tabela 3. Clivagem e desenvolvimento de embribes cultivados in vitro em meio
suplementado com diferentes antioxidantes (cisteina, cisteina + cisteamina ou
catalase), até o D7 (168 hpi).

Clivagem Blastocistos (168 hpi)
Tratamentos N° Odcitos
(Yomédia + EPM) (Yomédia = EPM)

Controle 482 77,7+257°2 26,6 +2,91°2

CIST 508 76,1+257% 11,2 +2,91 "

c+C 467 722+281% 1,4+3,19°

CAT 540 68,8 +2,57° 17,5+2,91%®

Total 1997 73,7% 14,2%

Clivagem e desenvolvimento de embrides CIV em meios suplementados ou ndo com antioxidantes
até 168 hpi. Controle = embrides submetidos ao CIV sem suplementagdo com antioxidantes, CIST =
embrides submetidos ao CIV com suplementagédo com cisteina 0,6 mM; C+C = embrides submetidos
ao CIV com suplementagdo com cisteina 0,6 mM + cisteamina 100 uM; CAT = embrides submetidos
ao CIV com suplementacédo com catalase 100 Ul.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Em relacédo a taxa de re-expansao apos desvitrificacdo e recultivo in vitro
por 24 horas, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05). O
grupo experimental C+C 20% O, ndo pode ser avaliado visto que nao foram

obtidos embrides aptos a vitrificac&o (Tabela 4).
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Tabela 4. Taxa de re-expansado apoés desvitrificac&o e recultivo in vitro por 24 horas de
embrides CIV em meio suplementado com diferentes antioxidantes (cisteina,

cisteina + cisteamina ou catalase), até o D7 (168 hpi), em diferentes tensdes
de oxigénio (20 ou 7% de O,).

Embrides Embrides re-
Tratamentos Tens&o de oxigénio vitrificados expandidos apos 24 h
de cultivo
(N) s
20% O, 40 30 (75,0%) °
Controle

7% O, 18 15 (83,3%) °
20% O3 14 11 (78,6%) °

CIST
7% O, 4 3 (75,0%)

20% O, 0 _

Cc+C
00 2 2 (100,0%) °
20% O, 18 12 (66.7%) °

CAT
7% O, 12 9 (75,0%) *

Taxa de re-expansao de embrides produzidos in vitro e vitrificados apds recultivo de 24 horas. Controle =
embrides submetidos ao CIV sem suplementagcdo com antioxidantes, CIST = embri6es submetidos ao CIV
com suplementagdo com cisteina 0,6 mM; C+C = embrides submetidos ao CIV com suplementagdo com

cisteina 0,6 mM + cisteamina 100 uM; CAT = embrides submetidos ao CIV com suplementacdo com
catalase 100 UI.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste Qui-quadrado (P<0,05).

Experimento Il

Os valores das taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario até a fase
de blastocistos para os diferentes grupos estéo representados na Tabela 5. Como
nao houve interacdo entre tratamentos (Controle, CIST, B-ME, CAT) e tenséo de

oxigénio (20 ou 7% O,), os resultados estdo apresentados separadamente, como
variaveis independentes (P>0,05).
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Tabela 5. Desenvolvimento de embrides cultivados in vitro em meio suplementado
com diferentes antioxidantes (cisteina, f-mercaptoetanol ou catalase), até
o0 D3 (72 hpi), em diferentes tensbes de oxigénio (20 ou 7% de O,).

= Clivagem Blastocistos (168 hpi)
Tratamentos Ten_sa}o_de N° Odbcitos
oXigenio (% média + EPM) (% média + EPM)
20% O, 177 85,3 + 3,40 55,9 + 3,08
Controle

7% O, 130 83,8 + 3,40 36,9 + 3,08

20% O, 192 85,4 + 3,40 56,8 + 3,08
CIST

7% O, 146 78,8 £ 3,40 37,7 + 3,08

20% O, 198 81,8 + 3,40 49,5 + 3,08
B-ME

7% O, 157 76,4 + 3,40 36,3 + 3,08

20% O, 199 81,4 + 3,40 46,7 + 3,08
CAT

7% O, 179 77,1 £ 3,40 41,9 = 3,08
Total - 1378 81,3% 46,0%

Clivagem e desenvolvimento embrionario in vitro de embrides cultivados em meio SOF suplementado ou
ndo com antioxidantes até as 72 hpi sob diferentes atmosferas gasosas (20 ou 7% Oy) e posteriormente
cultivados em meio sem antioxidantes até 168 hpi. Controle = embrides submetidos ao CIV sem
suplementag&o com antioxidantes, CIST = embrides submetidos ao CIV com suplementagdo com cisteina
0,6 mM; B-ME = embri6es submetidos ao CIV com suplementagdo com B-mercaptoetanol 100 uM; CAT =
embrides submetidos ao CIV com suplementagéo com catalase 100 Ul.

Houve efeito (P<0,05) da tensdo de oxigénio sobre o desenvolvimento
embrionéario (Tabela 6), sendo que a tensdo de 20% O, proporcionou maiores
taxas (52,1%) de desenvolvimento em comparacdo com a tensdao de 7% O
(38,4%).

N&o houve efeito dos antioxidantes sobre o desenvolvimento embrionério
(P>0,05), sendo que as taxas de clivagem e blastocistos variaram entre 79,4% a
84,7% e 43,7% a 47,9%, respectivamente (Tabela 7).



41

Tabela 6. Clivagem e desenvolvimento de embrides cultivados in vitro sob diferentes
tensdes de oxigénio.

Tensogs_ de N° Odcitos Clivagem Bl(isggc}:stiss
oxigénio (%média = EPM) omédia fEPM)
20% O, 766 83,4+1,70% 52,1+154°%

7% O, 612 788+1,70° 38,4+1,54°
Total 1378 81,3% 46,0%

Clivagem e desenvolvimento embrionario (168 hpi) de embriées CIV em diferentes tensGes de oxigénio, 20 ou
7% Os.
Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 7. Clivagem e desenvolvimento de embrides cultivados in vitro em meio

suplementado com diferentes antioxidantes (cisteina, B-mercaptoetanol ou
catalase), até o D3 (72 hpi).

Tatamenos N0 Ghvogem | Bt (168 00
Controle 307 84,7 +2,40°2 479+2,18%°
CIST 338 82,5+2,40°% 48,5+2,18°
B-ME 355 79,4+2,40°% 43,7+2,18°
CAT 378 79,4+2,40° 44,4 +2,18°
Total 1378 81,3% 46,0%

Clivagem e desenvolvimento embrionario de embrifes CIV em meios suplementados ou ndo com
antioxidantes até 168 hpi. Controle = embri6es submetidos ao CIV sem suplementagdo com antioxidantes,
CIST = embriBes submetidos ao CIV com suplementagéo com cisteina 0,6 mM; B-ME = embriées submetidos
ao CIV com suplementagdo com [-mercaptoetanol 100 pM; CAT = embries submetidos ao CIV com
suplementagédo com catalase 100 Ul.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Com relacdo a quantificacdo intracelular de ROS, mensurado em unidades
arbitréarias de fluorescéncia emitida pela coloragcdo com H,DCFDA, a analise ndo
demonstrou interacdo (P>0,05) entre tratamentos (Controle, CIST, B-ME, CAT) e a
tensdo de oxigénio. Desta forma, estes resultados estdo apresentados
separadamente como variaveis independentes (Tabelas 8 e 9).

Nao houve efeito (P>0,05) da tensdo de oxigénio (Tabela 8) ou de
antioxidantes (Tabela 9) sobre os niveis intracelulares de ROS.
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Tabela 8. Niveis intracelulares de ROS em embrides bovinos cultivados in vitro sob
diferentes tensdes de oxigénio.

Tensdo de oxigénio Unidades arbitrarias de

N° embrides avaliados fluorescéncia
(Média + EPM)
20% O, 166 0,88 + 0,022
7% O, 84 0,86 + 0,04
Total 250

Mensuracdo de ROS em unidades de fluorescéncia arbitrarias pela coloragdo H,DCFDA de embrides CIV
sob diferentes tensfes de oxigénio (20 ou 7% Oy).
Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 9. Niveis intracelulares de ROS em embrides bovinos cultivados in vitro com
diferentes antioxidantes.

Unidades arbitrarias de

Tratamentos N° embrides avaliados fluorescéncia
(Média + EPM)
Controle 50 0,95 + 0,06
CIST 87 0,92 +0,05%
B-ME 51 0,78 + 0,04
CAT 62 0,83 + 0,04
Total 250 )

Mensuracdo de ROS em unidades de fluorescéncia arbitrarias pela coloragdo H,DCFDA de embrides CIV em
meios suplementados ou nao com antioxidantes. Controle = embrides submetidos ao CIV sem suplementacéo
com antioxidantes, CIST = embrifes submetidos ao CIV com suplementagdo com cisteina 0,6 mM; B-ME =
embribes submetidos ao CIV com suplementacdo com p-mercaptoetanol 100 puM; CAT = embribes
submetidos ao CIV com suplementacao com catalase 100 Ul.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

As taxas de re-expansdo embrionaria ap0s reaquecimento e recultivo in
vitro por 24 horas podem ser visualizadas na Tabela 10. Nao foi verificada
diferenca (P>0,05) entre o Controle e os diversos tratamentos dentro da mesma
tensdo de oxigénio (20% ou 7%). A comparacdo entre 0s grupos demonstrou
diferenca apenas entre os tratamentos CIST (93,3%) e CAT (63,6%), em tenséo

de 7% de oxigénio (P<0,05).
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Ndo houve diferenca (P>0,05) ao se comparar cada tratamento nas

diferentes tensdes de oxigénio (por exemplo, SOF 20% O, néo diferiu de SOF 7%

0y).

Tabela 10. Taxa de re-expanséo apos desvitrificag@o e recultivo in vitro por 24 horas de
embriGes CIV em meio suplementado com diferentes antioxidantes (cisteina,
B-mercaptoetanol, catalase) até o D3 (72 hpi), em diferentes tensdes de

oxigénio (20 ou 7% de O,).

Re-expanséao

Tratamentos Ten.séAes.de N° embrides vitrificados 24 h
oxigénio N (%)
Controle 20% O, 46 35 (76,1%)
B-ME 20% O, 47 33 (70,2%) *°
CIST 20% O, 39 31 (79,5%) *°
CAT 20% O, 22 15 (68,2%) *°
Controle 7% O, 20 18 (90,0%) *°
B-ME 7% O, 21 14 (66,7%) *°
CIST 7% O, 15 14 (93,3%) *
CAT 7% O, 22 14 (63,6%) °
Total - 232 174 (75,7%)

Taxa de re-expansdo de embrides produzidos in vitro e vitrificados apos recultivo de 24 horas. Controle =

embrides submetidos ao CIV sem suplementacdo com antioxidantes, CIST = embrides submetidos ao CIV

com suplementacéo com cisteina 0,6 mM; B-ME = embrides submetidos ao CIV com suplementacdo com £ -

mercatoetanol100 pM; CAT = embrides submetidos ao CIV com suplementagdo com catalase 100 Ul.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste Qui-quadrado (P<0,05).

Discusséao

O CIV geralmente é conduzido em atmosfera gasosa superior aquela

presente nas condi¢fes in vivo, 0 que pode resultar no aumento da producédo de

ROS. O excessivo acumulo de ROS ou a reducéo dos estoques intracelulares de

GSH podem levar ao desequilibrio do estado redox e bloqueio do desenvolvimento
embrionario in vitro (FUKUlI & OYAMADA, 2004). Com intuito de reduzir a

producdo de ROS em sistemas de CIV, pode-se utilizar uma reduzida tenséo de
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oxigénio. Outra alternativa utilizada, visando aumentar a protecdo intracelular
contra os efeitos deletérios das ROS, é realizar a suplementacdo do meio de
cultivo com diferentes antioxidantes (GOTO et al.,, 1993; NODA et al., 1991).
Porém, ainda néo esta bem elucidado se ha necessidade da suplementacdo com
antioxidantes em condi¢cOes de baixa tensdo de oxigénio (5-7%), ou ainda se a
protecdo deve ser intracelular ou extracelular (ALl et al., 2003).

Os resultados do presente estudo demonstraram reducdo das taxas de
desenvolvimento de embrides cultivados sob baixa tensdo de oxigénio.
Contrariamente aos nossos resultados, alguns estudos demonstraram efeito
benéfico de tensdes reduzidas sobre as taxas de desenvolvimento embrionario in
vitro (THOMPSON et al.,, 1990; VOELKEL et al., 1992; FUGITANI et al., 1997;
OLSON & SEIDEL; 2000; TAKAHASHI et al.,, 2000; GUERIN et al., 2001;
KITAGAWA et al., 2004). Diferencas entre os meios utilizados durante o cultivo e
as condi¢des de incubacéao estabelecidas podem explicar a inconsisténcia entre os
nossos resultados e os dados encontrados na literatura. Sabe-se que meios de
cultivo suplementados com soro, como no presente estudo, tém uma capacidade
antioxidante superior em relagdo a meios com auséncia dessa fonte protéica
(LEMINSKA et al., 2007). Mesmo a albumina sérica bovina (BSA), muitas vezes
utilizada em complementagdo ou em substituicdo ao soro, também pode atuar
como um agente antioxidante, uma vez que age quelando metais pesados
presentes no meio (ORSI & LEESE, 2001).

Ainda, outro fator que pode explicar a reducdo das taxas de
desenvolvimento de embribes cultivados sob baixa tensdo de oxigénio é a
utilizacdo das “bags” durante o cultivo. Diferentes sistemas foram desenvolvidos
visando garantir a baixa tensdo de oxigénio durante o cultivo, dentre eles podemos
citar a camara incubadora e as “bags”. De acordo com ARIAS et al. (2011), ao
comparar tais sistemas, a camara incubadora foi superior aos “bags” em relacdo
ao desenvolvimento e qualidade embrionarios, ja que nesta Ultima foram
observados maiores niveis intracelulares de ROS, de células apoptéticas, bem

como a expressao de genes correlacionados com o estresse oxidativo. Portanto,



45

nas condi¢cOes estabelecidas no nosso laboratério, € possivel que a utilizacdo de
baixa tensdo de oxigénio, associada a tais fatores acima mencionados, possa ter
influenciado no metabolismo e no potencial redox dos embrides, com reducao
acentuada na concentracao fisioldgica de ROS, interferindo assim no crescimento
e desenvolvimento embrionério in vitro (KARJA et al., 2006).

Por outro lado, em concordancia com nossos achados, alguns estudos
demonstram n&o haver efeito algum da utilizagcdo da baixa tensdo de oxigénio
sobre a taxa de desenvolvimento embrionario (KHURANA E NIEMANN, 2000;
CORREA et al., 2008; SOMFAI et al., 2010) ou, ainda, um efeito negativo (VAN
DER WESTERLAKEN et al.,, 1992). Primeiro porque, independentemente da
tensdo de oxigénio utilizada nos sistemas de cultivo, nenhuma delas representa as
mudancas dinamicas na concentracdo de oxigénio que ocorrem no trato
reprodutivo feminino (HARVEY et al.,, 2007). Portanto, mesmo as melhores
tentativas de incremento dos sistemas de PIV ainda estdo longe de se assemelhar
as situacodes in vivo. Outro fator prejudicial € que, com a utilizagdo de baixa tenséo
de oxigénio os embrides n&do sdo co-cultivados com células do cumulus. Por esta
razdo, ha aumento na manipulacdo embrionaria para remocéao destas células apés
a FIV, expondo os provaveis zigotos a um estresse que pode comprometer seu
potencial de desenvolvimento (CORREA et al., 2008). Ainda, é sabido que as
células do cumulus atuam eliminando metabdlitos téxicos do meio de cultivo, além
de secretarem diversos fatores embriotroficos (FUGITANI et al.,1997). Portanto, o
estresse oxidativo decorrente da elevada tensdo de oxigénio durante o cultivo,
pode ser minimizado com a utilizacdo de co-cultivo com tais células, de maneira
que a producdo de embribes seja semelhante nos dois sistemas. Finalmente,
outro fator a ser considerado é que as células do cumulus em co-cultivo com
embrides reduzem a tensdo de oxigénio no meio de cultivo, criando um
microambiente de reducdo gradativa da tensdo de oxigénio de fora (meio de
cultivo) para dentro do embrido (CAROLAN et al., 1995; KHURANA E NIEMANN
et al, 2000). Desta forma, todos estes efeitos discutidos podem ter mascarado um

possivel efeito benéfico da baixa tensdo de oxigénio no sistema de cultivo in vitro.
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Em suma, talvez o sistema de “bags” utilizado no presente estudo possa nao ter
sido o mais adequado para assegurar uma baixa tensdo de oxigénio durante o
ClVv, de tal maneira que tenha refletido nas taxas de blastocistos inferiores as
obtidas pela atmosfera padréo.

Com intuito de reduzir os efeitos deletérios das ROS, diversos antioxidantes
como o B-mercaptoetanol (TAKAHASHI et al.,, 1993; NEDAMBALE et al., 2006;
HOSSEINI et al., 2009), cisteina (VAN SOOM et al, 2002); cisteamina
(TAKAHASHI et al., 1993; DE MATOS et al., 1996; DE MATOS et al., 2002),
vitamina E (OLSON & SEIDEL, 2000) e catalase (ORSI & LEESE, 2001) tem sido
utilizados durante o cultivo de embrides.

A adicado de antioxidantes com intuito de combater os efeitos deletérios do
estresse oxidativo tém fornecido resultados muito contraditérios (NARS-
ESFAHANI et al.,, 1990; IWATA et al., 1998; VAN SOOM et al., 2002), muitas
vezes sendo satisfatério apenas quando o sistema de cultivo estabelecido por si
sO é inadequado (HARVEY et al., 2007). Porém, diversos relatos da literatura
demonstram os beneficios da utilizagdo de antioxidantes no cultivo in vitro (LIM et
al., 1996; CAAMANO et al, 1996). Com base nos resultados do experimento |, a
suplementacdo com antioxidantes intracelulares (cisteina associado ou nédo a
cisteamina) durante todo o periodo de cultivo foi prejudicial para o
desenvolvimento embrionario.

De forma semelhante VAN SOOM et al. (2002) descreveram reducao na
taxa de blastocistos com a suplementacdo com 0,6 mM de cisteina durante todo o
periodo de CIV. De acordo com LIM et al. (1999), em bovinos, apds o estagio de
8-16 células, que coincide com a transicdo materno-zigoética, ha inicio da sintese
de novo de GSH pelo embrido. Logo, pode ser hipotetizado que a suplementacéo
com antioxidantes apds esse periodo pode ter sido prejudicial ao desenvolvimento
embrionario em decorréncia da reducdo excessiva dos niveis intracelulares de
ROS. Sabe-se que concentracdes fisiologicas de ROS, principalmente de H,0,,
atuam como moléculas sinalizadoras que podem influenciar em diversas funcdes

celulares, como na producédo de energia e proliferagdo celular no desenvolvimento
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inicial de embrides, diferenciacdo celular e expressao génica, sendo que essas
reacdes sdo mediadas por fatores de transcricdo responsivos ao equilibrio redox
(BETTS E MADAN, 2008; LOPES et al., 2010). Ainda, flutuagBes nos niveis de
ROS sinalizam mecanismos intrinsecos que regulam diversas funcdes celulares,
particularmente no embrido pré-implantacional (HARVEY et al., 2007). Por
exemplo, os niveis de ROS aumentam significativamente em embrides com 2
células, quando comparados com odcitos e, posteriormente durante o CIV, h&
elevagcdo gradual até o estagio de morula. Em blastocistos, os valores de ROS
comegam a diminuir até alcancar niveis similares aos encontrados em o00citos
(DALVIT et al., 2005). Em suma, baixos niveis de ROS sinalizam proliferacdo e
diferenciagdo celular, por outro lado, elevados niveis de ROS levam ao
estabelecimento de morte celular (UFER et al.,, 2010). Em decorréncia dos
resultados aqui apresentados, a suplementacédo com antioxidantes durante todo o
periodo de cultivo in vitro foi prejudicial e, devido a isto, nos experimentos
subsequentes a suplementacéo foi realizada até 72 hpi, periodo correspondente a
ativacado do genoma embrionario em bovinos.

Com base nos resultados obtidos no experimento |l, o desenvolvimento
embrionério in vitro ndo foi influenciado pela suplementacdo com antioxidantes
durante 72 hpi, até a transicdo materno-zigética, diferindo de alguns relatos da
literatura (ALl et al., 2003; DE MATOS et al, 2002). O CIV € mais passivel de
exercer grande influéncia sobre a qualidade embrionaria, visto que é a fase da PIV
mais longa. Logo, a protecéo dos embrides contra os danos decorrentes das ROS
durante o CIV, através da adicdo de antioxidantes, pode contribuir
consideravelmente para melhorar o desenvolvimento e qualidade embrionérios,
através do aumento dos estoques intracelulares de GSH (NEDAMBALE et al.,
2006) e da reducao da fragmentacao do DNA (FEUGANG et al.,, 2004). Porém,
como discutido anteriormente, a composi¢cdo dos meios, como a presenca de SFB
e BSA, e a utilizacao de co-cultivo com células do cumulus podem mascarar o real
efeito dos antioxidantes. Logo, pode-se especular que a producdo de ROS e os

mecanismos antioxidantes, intra e extracelulares, estavam em equilibrio e que néo
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houve estabelecimento da condicdo de estresse oxidativo. Ainda, tais resultados
demonstram que a suplementacdo com antioxidantes durante todo o periodo do
CIV de embrides bovinos pode ser toxica e prejudicial ao desenvolvimento
embrionério, visto que a suplementacdo com antioxidantes durante até 72 hpi nao
gerou 0os mesmo resultados insatisfatérios observados na suplementacédo durante
todo o periodo de cultivo.

No presente estudo, a suplementagcdo com catalase né&o interferiu no
desenvolvimento embriondrio in vitro, visto que € um antioxidante extracelular e
age eliminando as ROS produzidas pelo proprio meio. Ainda, os efeitos da
catalase podem ser mascarados em decorréncia de sua inabilidade de atravessar
a membrana plasmética e consequentemente de remover os peréxidos de
hidrogénio produzidos pelo préoprio embrido (KOURIDAKIS & GARDNER, 1995).
Em contrapartida, ORSI & LEESE (2001) relataram melhores taxas de blastocistos
quando realizaram suplementagcdo com 100 Ul de catalase em meio KSOM, livre
de glutamina, em atmosfera de 20% de O, melhorou as taxas de blastocistos.
Como os antioxidantes atuam removendo as ROS por vias distintas, e sua acéo
pode ser influenciada pela composicdo do meio e pela tensdo de oxigénio, é
esperado que resultados conflitantes sejam encontrados na literatura. Ainda, seus
efeitos sdo mais pronunciados em atmosfera de 20% de O, e em meio TCM 199,
visto que o meio SOF ja contém diversos fatores que possuem capacidade
antioxidante como o piruvato, citrato, cistina, dentre outros (VAN SOOM et al.,
2002).

A elevada concentracdo dos niveis intracelulares de ROS, pela coloracéo
com a sonda fluorescente H,DCFDA, pode ser correlacionada com o bloqueio do
desenvolvimento embrionario in vitro em diversas espécies (BETTS E MADAN,
2008; BAIN et al.,, 2011). Porém, as ROS, principalmente o H,0,, atuam de
maneira similar ao oxido nitrico (NO) como moléculas sinalizadoras em diversos
processos fisiolégicos, incluindo a proliferacdo e diferenciagcdo celular, e
expressao de genes correlacionados com a resposta oxidativa modulada (UFER et
al., 2010; LOPES et al., 2010; BAIN et al., 2011). Com base nos resultados do
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experimento Il, os niveis intracelulares de ROS néo diferiram estatisticamente em
relacdo as diferentes tensdes de oxigénio adotadas durante o CIV, 20 ou 7% O,
corroborando com relatos da literatura (BAIN et al., 2011), ou nos diferentes
tratamentos, sendo que nos ultimos houve reducdo numérica importante nos
grupos [B-mercaptoetanol e catalase. Todavia, a suplementacdo com f3-
mercaptoetanol e catalase reduziu os niveis de ROS de maneira consistente,
porém néo significativa. Logo, esse efeito bioldgico pode ser correlacionado com a
melhor qualidade desses embrides PIV, que podem resultar em um acréscimo na
taxa de concepcgdo. Talvez, efeitos mais pronunciados poderiam ser observados
se fossem utilizadas condicdes de cultivo livres de fatores com capacidade
antioxidante. Nas condicOes estabelecidas no nosso laboratério em que foi
utiizado meio SOFaa suplementado com 2,5% de SFB e 5 mg/ml de BSA, em
atmosfera de 5% CO, em ar e com co-cultivo de células do cumulus, diversos
sistemas antioxidantes foram avaliados. Possivelmente, a similaridade nos niveis
intracelulares de ROS, entre as tensdes de oxigénio e os diferentes tratamentos
avaliados, obtidos podem ser em decorréncia da multiplicidade de fatores
avaliados na atmosfera padrdo e no controle, respectivamente. Como ja descrito
anteriormente, as células do cumulus atuam como varredores eliminando
metabolitos toxicos do meio de cultivo além de secretarem diversos fatores
embriotréficos (FUGITANI et al.,1997). Logo, é possivel que a presenca das
células do cumulus durante o CIV, em atmosfera de 5% CO, em ar, possa ter
reduzido a tensdo de oxigénio ao redor dos embribes e consequentemente a
mensuracao intracelular de ROS (HARVEY et al., 2007), se equiparando com 0s
niveis encontrados na condi¢cdo de baixa tensédo de oxigénio.

As condicdes estabelecidas durante o CIV de embrides bovinos podem
afetar a qualidade e, consequentemente, a criotolerancia de blastocistos PIV
(HOSSEINI et al., 2009), sendo que tais caracteristicas sado refletidas na alteragdo
do padrdo de expressdo de genes correlacionados com estresse oxidativo,
apoptose, juncbes GAP, proliferacdo e diferenciacdo celular, dentre outros

(PEREIRA et al., 2005). Entretanto, estd bem elucidado que os embrides bovinos
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PIV sdo mais sensiveis aos danos decorrentes da criopreservacédo e das ROS, o
que os torna extremamente vulneraveis ao estresse osmotico e oxidativo, em
decorréncia da peroxidacdo lipidica e consequentemente das modificacfes
espaciais das estruturas da membrana plasmatica (NEDAMBALE et al., 2006;
GUERIN et al., 2001). Porém, os resultados do presente estudo demonstraram
que a suplementacdo com antioxidantes durante o periodo de cultivo in vitro ndo
foi capaz de proteger os embrides do estresse oxidativo e de melhorar a
criotolerancia, ja que a taxa de re-expansao nao diferiu entre os grupos avaliados.
Corroborando com 0s nossos resultados, HOSSEINI et al. (2009) demonstraram
que a suplementacdo com B-mercaptoetanol durante todo o periodo de cultivo
embrionario in vitro ndo resultou em melhora nas taxas de re-expansao
embrionéria, porém, estes autores demonstraram que a adicdo desse antioxidante
no meio de cultivo in vitro poés-aquecimento melhorou a crioresisténcia em
decorréncia na reducdo da porcentagem de apoptose embrionédria. Logo, a
protecdo contra os danos decorrentes da acdo das ROS durante o cultivo
embrionario in vitro pds-aquecimento, parece ser uma estratégia interessante para
melhorar a criotolerancia de embrides PIV vitrificados.

Em suma, a utilizacdo de baixa tensdo de oxigénio e a suplementacdo com
antioxidantes intracelulares durante todo o periodo de CIV de embribes bovinos
afetou adversamente a taxa de desenvolvimento até a fase de blastocistos, porém
as taxas de sobrevivéncia embrionaria in vitro pés-reaquecimento foram similares
entre os grupos avaliados. Entretanto, a suplementacdo com antioxidantes,
intracelulares e extracelulares, durante as primeiras 72 horas de CIV, néo
interferiu nas taxas de blastocistos e de re-expansdo embrionéaria pos-vitrificagao.
Ainda, os niveis intracelulares de ROS foram semelhantes entre a elevada e baixa
tensdo de oxigénio, bem como, nos diferentes tratamentos avaliados. Desta forma,
alteracdes no estado redox estdo positivamente correlacionadas com o
desenvolvimento embrionério inicial e a suplementagcédo com antioxidantes durante

todo o periodo do CIV pode ser considerada prejudicial.
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Conclusdes

Conclui-se que a utilizacdo da atmosfera controlada em sistema de “bags”,
bem como a suplementacdo do meio de cultivo com antioxidantes intracelulares
durante todo o periodo de CIV, na presenca de soro e albumina sérica bovina,
foram deletérias ao desenvolvimento embrionario. A suplementacdo com
antioxidantes intracelulares ou extracelulares durante as primeiras 72 horas de
CIV nédo afetou as taxas de desenvolvimento embrionério até a fase de
blastocistos, as taxas de re-expansdo embrionaria pos-vitrificacdo, bem como os

niveis intracelulares de ROS.
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CAPITULO 3 - EFEITOS DE ANTIOXIDANTES NAS DIFERENTES ETAPAS DA
PRODUCAO IN VITRO SOBRE O DESENVOLVIMENTO E CRIOTOLERANCIA
DE EMBRIOES BOVINOS

RESUMO — Embrides bovinos produzidos in vitro (PIV) sdo mais susceptiveis aos
danos oxidativos, visto que seus mecanismos de defesa sado insuficientes para
proteger sua delicada estrutura celular. Logo, a suplementacdo in vitro com
antioxidantes intra e extracelulares, nas diversas etapas da PIV, é de grande
interesse para melhorar a qualidade, e conseguentemente, a criotolerancia
embrionaria. O estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da
suplementacdo com antioxidantes (0,6 mM cisteina — CIST; 100 Ul catalase —
CAT; e 100 uM de B-mercaptoetanol — B-ME) nos meios de maturagdo in vitro
(MIV) el/ou durante os 3 primeiros dias de cultivo in vitro (CIV) sobre o
desenvolvimento, qualidade e criotolerancia embrionérios, bem como nos niveis
intracelulares de espécies reativas de oxigénio (do inglés, ROS) produzidos
durante o cultivo de embrides bovinos. Em relacéo aos diferentes antioxidantes e
ao momento da suplementacéo (MIV e/ou CIV), ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) nas taxas de clivagem (80,0% a 82,91%; 80,0% a 82,48%,
respectivamente), de desenvolvimento até a fase de blastocistos (40,51% a
56,44%; 41,73% a 55,40%, respectivamente), bem como no numero total de
blastdbmeros (85,59 a 90,55; 84,38 a 90,51, respectivamente) em relacdo ao
Controle. Por outro lado, a suplementacédo com antioxidantes, seja na MIV, CIV ou
ambos, promoveu reducao na porcentagem de células apoptéticas e nos niveis
intracelulares de ROS em relagcdo ao Controle (P<0,05), com a Unica exce¢ao do
grupo B-ME (0,88) que néo diferiu estatisticamente (P>0,05) do Controle (1,00).
Apbs reaquecimento e cultivo in vitro por 24 horas, as taxas de re-expansao
embrionéria de todos os grupos nao diferiram do Controle (P>0,05). Porém, a
suplementacdo com B-ME e CAT durante a MIV proporcionou maiores taxas de
sobrevivéncia embrionaria in vitro em relacdo a suplementacdo destes

antioxidantes durante todo o processo de PIV (P<0,05), indicando que a
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suplementacdo durante o cultivo de maturacdo é mais benéfica do que quando
realizado em outros momentos do cultivo. Desta forma, embora a suplementacao
com antioxidantes, independentemente do momento da PIV, tenha promovido
reducdo nos niveis intracelulares de ROS e na porcentagem de apoptose nos
embrides, ndo melhorou o desenvolvimento e criotolerancia embrionaria. Podemos
concluir que a suplementacdo com antioxidantes foi uma estratégia interessante
para melhorar a qualidade do embrido no que diz respeito a diminuicdo da morte
celular ocasionada por estresse oxidativo, todavia esta melhoria nao se refletiu em

aumento da criotolerancia embrionaria.

Palavras-Chave: antioxidantes, apoptose, bovino, criopreservacao, producédo in
vitro, ROS
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Introducéo

O sistema de producédo in vitro (PIV) de embrides bovinos € amplamente
empregado para fins de pesquisa e comerciais, porém todas as etapas da PIV ndo
se equiparam quando comparadas com a producéao in vivo (MINGOTI et al., 2011).
Uma das razbes que explicam este fato € que embrides PIV sdo mais susceptiveis
aos danos oxidativos, visto que seus mecanismos de defesa sao insuficientes para
proteger sua delicada estrutura celular (AITKEN et al., 1993). Tais danos séo
decorrentes da elevada producdo de ROS nos sistemas de PIV de embribes,
devido & acdo de diversos fatores exdgenos como a elevada tensdo de oxigénio
durante o CIV, presenca de cations metalicos na dgua e/ou reagentes utilizados,
exposicdo a luz visivel, producdo de ROS pelos espermatozoides durante a
fertilizac&o in vitro (FIV) e o processo de criopreservagdo/reaquecimento (GUERIN
et al., 2001).

Embora prejudiciais quando em excesso, as ROS estdo envolvidas em
diversos processos fisioldgicos relacionados com a atividade ovariana e
gametogénese, incluindo a maturacdo oocitéria, esteroidogénese e funcdo do
corpo luteo (ISHIKAWA, 1993; SABATINI et al.,, 1999; BEHRMAN et al., 2001).
Ainda, sdo elementos fundamentais nas vias da apoptose ou morte celular
programada, sendo um mecanismo de extrema importancia na eliminacdo de
células inviaveis. Sabe-se que a presenca de ROS durante a fertilizacdo é
necessaria para otimizar a interacao odécito-espermatozoide (WOLF, 2005) e o
sucesso da fecundacdo (GONCALVES, 2006). Todavia, a presenca de ROS em
excesso implica em diferentes tipos de injarias celulares, incluindo peroxidacao
lipidica, oxidacdo de aminoécidos e &cidos nucléicos, necrose e apoptose,
podendo ser correlacionado com o bloqueio do desenvolvimento embrionario com
consequente diminuicdo da produtividade dos sistemas de PIV de embrides (ALI
et al., 2003; KITAGAWA et al., 2004; GUERIN et al., 2001). Desta forma, o
equilibrio das ROS é fundamental para proporcionar condi¢cbes favoraveis de

cultivo in vitro.
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Para evitar danos induzidos pelo estresse oxidativo, varios antioxidantes
intracelulares podem ser adicionados ao meio de cultura para melhorar o
desenvolvimento com sucesso variavel (GOTO et al.,, 1993; NODA et al., 1991).
Compostos de tiol de baixo peso molecular, como B-mercaptoetanol, cisteina,
cistina e cisteamina, sdo usados como suplementos do meio de maturacéo de
oocitos (DE MATOS et al., 1995; 1997) e de cultivo embrionario (CAAMANO et al.,
1996; LIM et al., 1999; TAKAHASHI et al., 1993).

Estes compostos sdo precursores para a sintese de glutationa (GSH), que
atua como principal sistema de defesa ndo enzimatico em embrifes. A GSH atua
na manutencdo do estado de reducéao-oxidacao (redox) na célula protegendo-as
contra os danos oxidativos (JOHNSON & NARS-ESFAHANI, 1994; DELEUZE &
GOUDET, 2010). A GSH ¢ sintetizada em o6citos e embrides bovinos a partir do
estadio de 8-16 células, apds a transicdo materno-zigética (DE MATOS &
FURNUS, 2000; TAKAHASHI et al.,, 1993; LIM et al., 1996; HAMMOND et al.,
2001). Ela é formada pelos aminoacidos glutamato, cisteina e glicina, sendo que
sua sintese € limitada pela presenca da L-cisteina no meio extracelular (DELEUZE
& GOUDET, 2010). Ainda, a concentracdo de GSH em embrifes esta intimamente
correlacionada com o desenvolvimento embrionério inicial e viabilidade apés a
criopreservacio (GUERIN et al., 2001).

Outra categoria de antioxidantes s&o os do tipo enzimaticos extracelulares,
como a superéxido dismutase (SOD) e catalase (ORSI & LEESE, 2001). Estes
podem ser utilizados para modulagdo das ROS extracelulares nos meios de cultivo
in vitro, porém os relatos na literatura sdo muito controversos em relacdo aos
efeitos destes antioxidantes na neutralizacdo das ROS na PIV de embrides (ALI et
al., 2003).

IMAI et al. (2002) relataram que os embrides PIV sdo mais sensiveis as
baixas temperaturas e possuem criotolerancia inferior quando comparados
aqueles obtidos em condicao in vivo. Provavelmente esse fato é decorrente dos
danos celulares e disturbios metabdlicos que os embrides sofrem no processo

congelacao-reaquecimento. O sucesso da criopreservacdo de embrides bovinos
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PIV é fundamental para que se possa estabelecer sua utilizacdo em escala
comercial. Com o0s recentes avangcos nos protocolos de congelacdo, a
criopreservacao de embrides PIV se tornou uma ferramenta rapida e confiavel na
que possibilitou o armazenamento por tempo indeterminado, de embribes com
potencial de desenvolvimento in vitro superior (MORATO et al., 2010). Todavia,
pouca atencdo tem sido dada ao possivel efeito benéfico da adicdo de
antioxidantes aos meios de maturagcdo e cultivo embrionério in vitro sobre a
criotolerancia dos embrides bovinos (HOSSEINI et al., 2009).

Desta forma, este estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito de
antioxidantes nas diferentes etapas da producé&o in vitro, sobre o desenvolvimento,
qualidade e sucesso da criopreservacdo de embrides bovinos. Mais
especificamente, avaliou-se: desenvolvimento embrionario até a fase de
blastocisto; mensuracéo dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio
(ROS: H,0,, HO-, ROO-); proporcédo entre células viaveis e células em apoptose
dos embrides, determinada pela coloracdo “in situ terminal deoxynecleotidyl
transferase mediated dUTP Nick and labeling assay’” (TUNEL); taxas de re-

expansdo embrionaria apos o cultivo in vitro pos-descongelacao.

Material e Métodos

Reagentes quimicos
Os reagentes utilizados foram obtidos da empresa Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO), caso contrario encontram-se especificados. Todos os reagentes séo

testados para cultivo celular.

Obtencéo e selecdo de odcitos provenientes de ovérios de abatedouro
Ovérios de bovinos abatidos nos frigorificos da regido de Aracatuba-SP
foram retirados das carcacas, aproximadamente 20 minutos apés o abate,
mantidos em solucdo salina estéril a 30-35°C e transportados para o laboratério
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em caixas térmicas, ndo excedendo o limite de 6 horas desde o abate até o inicio
das aspiracbes. Foliculos de 3 a 8 mm de didmetro foram puncionados
manualmente com auxilio de agulha de calibre 18 G adaptada a seringa de 10 mL,
ambas descartaveis. Todo o material aspirado foi transferido para tubos plasticos
de 50 mL, os quais permaneceram em repouso (decantacdo) por 15 minutos para
posterior selecdo dos complexos cumulus-odcitos (COCs). O sedimento foi
transferido para placas de poliestireno de 60 mm de diametro e avaliado em
microscopio estereoscépico. Os COCs circundados com pelo menos quatro
camadas de células do cumulus compactas e com citoplasma contendo

granulagcdo homogénea foram selecionados para o cultivo de maturacgéo.

Maturacdo in vitro dos o6citos

Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-
199, constituido por TCM199 (Gibco BRL) suplementado com 0,2 mM de piruvato,
20 mM de HEPES, 5 mM de bicarbonato de sodio e 75 ug de gentamicina/mL.
Posteriormente, foram lavados uma vez em meio de maturacdo B-199, constituido
de TCM-199 suplementado com 0,2 mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de
Sdédio, 75 ug de gentamicina/mL, 0,5 pg de FSH/mL (Pluset®, Hertape Calier,
Juatuba, MG, Brasil), 100 Ul de hCG/mL (Vetecor®, Hertape Calier, Juatuba, MG,
Brasil) e 10% de SFB (Gibco BRL), antes de serem transferidos para o cultivo de
maturacéao.

Foram transferidos 50 COCs/po¢co da placa de cultivo (Costar® 3526,
Corning Incorporated, NY, USA) contendo 500 pL de meio de maturagcdo B-199
suplementado ou n&o com antioxidantes. Os COCs foram maturados por 22 horas

em estufa a 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar.

Fertilizag&o in vitro
Para os procedimentos de fertilizacao in vitro (FIV), foi utilizado o sémen de
um unico touro Nelore da mesma partida. A palheta de sémen foi descongelada a

temperatura de 36°C por 40 segundos e o sedimento foi obtido por centrifugacéo
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em gradiente de densidade descontinua de Percoll (250 uL de Percoll 45% sobre
250 uL de Percoll 90%, em microtubo de 1,5 mL; Pharmacia, Uppsala, Sweden),
durante 7 minutos a 2500xg em temperatura ambiente. O sedimento recuperado
foi avaliado quanto ao volume, concentracdo e motilidade espermatica. A
concentracdo final foi ajustada para 25x10° de espermatozéides vivos por ml de
meio fecundacé&o (TALP-FIV) suplementado com 40 pyL/mL solu¢&o de PHE (1 mM
de hipotaurina, 2 mM de penicilamina e 250 mM de epinefrina) e 10 yg/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 B-199 e uma vez em meio TALP-FIV.
Foram adicionados 20 COCs por microgota de FIV, que foram co-incubados com
0os espermatozoéides a 38,5°C, por 18-24 horas, em atmosfera de 5% de CO, em

ar.

Cultivo embrionario in vitro

O cultivo de desenvolvimento foi realizado nas mesmas placas de pogos
utilizadas durante a MIV (Costar® 3526, Corning Incorporated, NY, USA). Foram
transferidos 50 COCs/poco da placa de cultivo contendo 500 pyL de meio
“Synthetic Oviduct Fluid” (SOF) suplementado 0,2 mM de L-glutamina, 0,34 mM de
citrato de sdédio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de BEM aminoé&cidos essenciais, 1%
de MEM aminoacidos n&o essenciais, 0,5% de BSA e 2,5% de SFB,
suplementado ou ndo com os mesmos antioxidantes utilizados durante a MIV. O
CIV foi conduzido em incubadora com atmosfera de 5% de CO; em ar, em
temperatura de 38,5°C e umidade de 100% por 7 dias (168 hpi). Durante as
primeiras 72 horas de CIV, o meio SOF foi suplementado ou ndo com 0s mesmos
antioxidantes utilizados no cultivo de maturacgéo.

Apés 72 horas do cultivo, o meio de cultivo foi totalmente renovado por
meio SOF sem a suplementacdo com antioxidantes. A clivagem foi avaliada 72
horas pés-inseminacéo (D3), e o desenvolvimento embrionéario avaliado as 168 hpi
(D7).
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Vitrificacdo e Reagquecimento dos embrides

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

Os blastocistos expandidos obtidos no dia 7 do CIV de grau 1 e 2,
classificados de acordo com o Manual da IETS (WRIGHT, 2009), foram
selecionados para vitrificagdo. Os embrides foram lavados duas vezes em solugcao
de manutencdo sem crioprotetores (“Holding”) antes de serem transferidos para a
solugcdo VI-I de vitrificagcdo, durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente, foram
transferidos para solugdo VI-II, durante 60 segundos em temperatura ambiente.
Os embrides foram entdo depositados na por¢éo final da haste de vitrificagcdo com
o minimo volume de meio. Os protetores das hastes foram colocados
horizontalmente no vapor de nitrogénio (N2) liquido por alguns minutos antes de
iniciar o procedimento, para entdo serem mergulhados verticaimente 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 reaquecimento dos embrides, as hastes foram retiradas do N, e a
extremidade contendo os embrides foi imersa em solucdo DV-I de desvitrificacdo
durante 1 minuto, a 37°C, até que a microgota fosse desfeita. Em seguida, os
embrides foram transferidos para a solugdo DV-Il por 3 minutos em temperatura
ambiente e, finalmente, para a solugcao DV-IIl por 10 minutos em temperatura
ambiente. Por fim, foram lavados duas vezes em solugcdo de lavagem em
temperatura ambiente e cultivados em meio SOFaa por 24 horas em atmosfera de
5% CO,. Ao final do periodo, foram avaliadas as taxas de re-expansao

embrionéria (sobrevivéncia in vitro).

Mensuracao do contetdo intracelular de espécies reativas de oxigénio
(ROS) pelo ensaio com diclorofluoresceina
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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, Oregon, USA)
de acordo com BAIN et al (2011). Resumidamente, os embrides foram lavados
duas vezes em PBS e incubados em 5 yM de H,DCFDA durante 30 minutos no
escuro, a 38,5°C e 5% CO, em ar. Posteriormente, foram lavados duas vezes em
PBS. Os embrides corados foram avaliados imediatamente em microscopio
invertido de epifluorescéncia (Olympus, IX51), sob excitacdo de 495 nm e emissao
de 520 nm, e analisados pelo programa Q-Capture Pro Image software (Media
Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26). Os valores da intensidade do sinal de
fluorescéncia obtidos dos embrifes analisados foram subtraidos da média dos

valores do “background” obtidos nas imagens.

Coloracao “Terminal Tranferase Assay” - TUNEL

As células em apoptose dos embrides foram marcadas pela coloragdo “in
situ terminal deoxynecleotidyl transferase mediated dUTP Nick and labeling assay”
(TUNEL), descrita por PAULA-LOPES e HANSEN (2002). Blastocistos obtidos no
D7 foram lavados por quatro vezes em 100 uL de PBS 1% PVP (PBS-PVP) e
posteriormente fixados, com a zona peldcida intacta, em 100 pyL de solugcdo de
paraformaldeido (4%), a temperatura ambiente por 1 hora. Os embries foram
permeabilizados em solucdo de Triton X-100 (0,5%, v/v) em citrato de sodio
(0,1%), por 30 minutos em temperatura ambiente.

Os embrides reservados para o controle positivo foram incubados com
DNAse | (50 Ul/mL de agua Milli-Q) (RNAse free) a 37°C por 1 hora, enquanto que
os embrides dos tratamentos permaneceram, pelo mesmo periodo, em gotas de
100 pl de PBS-PVP. Posteriormente, todos os embrides foram lavados em PBS-
PVP e incubados, em camara umida, com 15 pL da mistura (1:9, da enzima — tubo
1 e do tampéo da enzima — tubo 2, respectivamente) para a coloracdo de TUNEL
(In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein, Roche Applied Science, IN, USA),

por 1 hora a 37°C no escuro. Os embrides reservados para o controle negativo
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foram incubados na auséncia da enzima “terminal deoxynucleotidyl transferase”
(TdT) (tubo 1, contida no kit). Posteriormente, os embrides foram incubados em
solucdo Hoechst 33342 (1 pg/mL de PBS-PVP) por 30 minutos, em temperatura
ambiente.

Por fim, os embrides foram lavados em PBS-PVP e colocados entre lamina
e laminula com glicerina tamponada (9:1). Posteriormente, foram avaliados em
microscopio equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51), excitacdo de 510-
550 nm e emissao de 590 nm, quanto ao numero de células com fragmentacédo de
DNA (TUNEL positivas = fluorescéncia verde ou amarelada pontual dentro no
ndcleo) em relacdo ao numero total de células (determinado pelos nucleos

corados em azul pelo corante Hoechst).

Delineamento experimental

Neste estudo foram avaliados os efeitos da suplementacdo com
antioxidantes nos meios MIV e/ou CIV durante as primeiras 72 hpi (D3). As 168
hpi (D7) blastocistos expandidos graus | e Il foram destinados a vitrificagcdo e
blastocistos e blastocistos inicias foram destinados & coloracdo de ROS ou
TUNEL.

Um total de 1863 COCs foram MIV durante 22 horas em meio B-199, sem
suplementacdo com antioxidantes (Controle) ou suplementado com 0,6 mM de
cisteina (CIST; ALI et al., 2003), ou 100 uyM de B-mercaptoetanol (B-ME;
HOSSEINI et al., 2009), ou 100 Ul de catalase (CAT; ORSI & LEESE, 2001).

Apo6s a FIV, os zigotos foram cultivados em meio SOF suplementado com
ou sem 0s mesmos antioxidantes utilizados durante a MIV, nas primeiras 72 horas
de CIV. Posteriormente, todos os grupos foram cultivados em meio SOF sem
adicdo de antioxidantes.

Desta maneira, o estudo obedeceu a um esquema fatorial 3x3 (3
tratamentos - antioxidantes e 3 momentos - MIV e/ou CIV) mais um grupo
testemunha adicional (Controle), num total de 10 grupos experimentais (Figura 1).
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Experimento

Clivagem Desenv. Embrionario ~ TUNEL
oh 22h 24 hpi 72 hpi 168 hpi ROS 24 h
/ Vitrificacdo

( Y A . A Y A . ]

MIV FIvV +ATX - ATX. Recultivo in vitro

L T J Taxa de re-expanséo
Clv
Controle B-199 \ -SOFaa Reaquecimento

| SOF+ Cisteina (0,6 mM)
SOF + B-Mercaptoetanol (100 pM)
| SOF + Catalase (100 Ul)

Cisteina r
> [soraa
SOF + Cisteina (0,6 mM)
B-Mercaptoetanol —> _-SOFaa

SOF + B-Mercaptoetanol (100 pM)

Catalase _— -SOFaa
SOF + Catalase (100 Ul)

Figura 1. Atividades desenvolvidas no Experimento.

Analise Estatistica

Cada experimento foi repetido no minimo 5 vezes para cada avaliagao
proposta, em replicatas independentes. Em cada replicata, foi utilizado um pogo
da placa de cultivo celular com 50 odcitos para cada grupo experimental, sendo
que o poco foi considerado a unidade experimental.

Os dados foram analisados pela fragdo de embrides cultivados atingindo os
estadios determinados, reportada em termos de porcentagem. As porcentagens
foram transformadas utilizando arco seno raiz quadrada e os dados transformados
foram analisados por PROC-GLM, considerando um modelo estatistico que inclui
o tratamento (suplemento do meio de cultivo), o momento (MIV ou CIV) e
possiveis interacfes. Para comparacdes entre grupos, a andlise de variancia foi
utilizada nas variaveis continuas. O estudo comparativo entre variaveis binomiais
foi avaliado pelo teste do Qui-quadrado. Diferengcas com probabilidades (P)

menores que 0,05 foram consideradas significativas.
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As analises foram realizadas pelo programa SAS (Statistical Analysis
System) V.8.

Resultados

Os valores das taxas de clivagem e desenvolvimento embrionério até a fase
de blastocistos para os diferentes tratamentos estéo representados na Tabela 1.
Como nédo houve interacdo (P>0,05) entre os tratamentos (controle, cisteina,
catalase e B-mercaptoetanol) e o momento da suplementacdo com os diferentes
antioxidantes (MIV, CIV ou MIVICIV), os resultados se encontram apresentados

separadamente, como variaveis independentes.

Tabela 1. Médias (quadrados minimos + EPM) das taxas (%) de clivagem e
desenvolvimento de embrides bovinos produzidos a partir de o0citos
cultivados com diferentes antioxidantes durante a maturacdo e/ou cultivo in

vitro.
Clivagem Blastocistos
Antioxidante MIV CIiv N° odcitos O/ A (168 hpi)
(Yomédia £ EPM) (%média + EPM)
Controle - - 201 82,9% + 3,2 48,7% £3,4
B-ME + - 158 82,4% £ 5,2 514% +11,4
CIST + - 197 784% +2,1 53,9% = 6,0
CAT + - 210 795% + 3,5 59,7% + 2,3
B-ME - + 163 79,6% + 3,0 33,4% £ 9,3
CIST - + 169 80,5% + 3,1 37,1% + 3,2
CAT - + 200 83,6% + 3,7 53,0%+7,1
B-ME + + 153 87,0% 1,8 36,0% + 5,6
CIST + + 209 80,4%+25 34,4% + 4,2
CAT + + 203 81,2% + 3,0 56,8% £ 7,5
Total - - 1863 81,6% 46,4%

Taxa de clivagem e desenvolvimento de embribes cultivados em meios suplementados com diferentes
antioxidantes durante a maturacdo e/ou durante as primeiras 72 horas pos-fertilizagdo. Controle = sem
suplementagdo com antioxidantes; CIST = cisteina; B-ME = B-mercaptoetanol; CAT = catalase; MIV =
maturagao in vitro; CIV = cultivo in vitro. Ndo houve interagéo entre o tratamento (antioxidantes) e o momento
da suplementacao (MIV e/ou CIV).

Quando foi avaliado o efeito da suplementacdo com diferentes

antioxidantes, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre a taxa de clivagem
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e de blastocistos em relacdo ao Controle (Tabela 2). No entanto, o
desenvolvimento embrionario até a fase de blastocistos foi superior no grupo CAT
(56,44%) em relacdo aos grupos CIST (41,39%) e B-ME (40,51%) na producéo de
blastocistos (P<0,05).

Tabela 2. Efeitos da suplementacdo com diferentes antioxidantes durante a produgé&o in
vitro de embrides bovinos sobre as taxas (%) de clivagem e desenvolvimento
até a fase de blastocistos (médias dos quadrados minimos + EPM).

Antioxidante N° Odcitos Clivagem Blastocistos (168 hpi)
(% média £ EPM) (% média £ EPM)
Controle 201 82,1% + 3,22 48,8% + 3,4%®
B-ME 474 82,9% +2,1° 40,5% +5,3°
CIST 575 80,0% + 1,42 41,4% +3,5°
CAT 613 81,4%+1,9° 56,4% * 3,3°
Total 1863 81,6% 46,9%

Taxa de clivagem e desenvolvimento de embribes cultivados em meios suplementados com diferentes
antioxidantes durante a maturacdo e/ou durante as primeiras 72 horas pos-fertilizagdo. Controle = sem
suplementagdo com antioxidantes, CIST = cisteina; 3-ME = B-mercaptoetanol; CAT = catalase.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

N&ao houve diferenca significativa (P>0,05) entre a taxa de clivagem e de
desenvolvimento embriondrio até blastocistos apds suplementagcdo com

antioxidantes em diferentes momentos da producéao in vitro (Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos do momento (MIV e/ou CIV) da suplementacdo com diferentes
antioxidantes durante a producéo in vitro de embrides bovinos sobre as taxas
(%) de clivagem e desenvolvimento até a fase de blastocistos (médias dos
guadrados minimos = EPM).

0 ~s Clivagem Blastocistos (168 hpi
Momento N®Oocitos médin EPM) % médiai( EPM)p :
Controle 201 82,1% +3,2° 48,8% * 3,4°
MIV 565 80,0% + 2,0 ° 55,4% + 3,7
Y 532 81.6% + 1.8 ° 41.7%+ 4.5°
MIV/CIV 565 82.5% + 1.6 ° 42.6% + 4.3
Total 1863 81,5% 47,2%

Taxa de clivagem e desenvolvimento de embrides cultivados em meios suplementados com diferentes antioxidantes
durante a maturacao e/ou durante as primeiras 72 horas pos-fertilizagdo. MIV = maturacao in vitro; CIV = cultivo in vitro.
Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os niveis intracelulares de ROS foram quantificados e estdo expressos na

forma de unidades arbitrarias de fluorescéncia emitida pela coloragdo com o
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fluorocromo H,DCFDA (Tabela 4). A anélise demonstrou haver interacéo (P<0,05)
entre os tratamentos (controle, cisteina, B-mercaptoetanol e catalase) e o
momento da suplementacdo (MIV, CIV e MIV/CIV). Com a Unica excecdo dos
embrides cultivados in vitro com B-ME (0,88), os niveis intracelulares de ROS
emitidos por embrides de todos os outros grupos foram inferiores (P>0,05) quando

comparados com o controle (1,00).

Tabela 4. Niveis intracelulares de ROS em blastocistos bovinos produzidos in vitro a partir
de odcitos cultivados com diferentes antioxidantes durante a maturacdo e/ou

cultivo in vitro.

Unidades de
Antioxidante MIV ciy  Nembrides fluorescencia
avaliados arbitrarias
(Média + EPM)
Controle - - 18 1,00+0,072
B-ME + - 9 0,70 + 0,06 ™
CIST + - 10 0,78 + 0,05 ™
CAT + - 9 0,65 + 0,06 ¢
B-ME - + 10 0,88 + 0,05 &
CIST - + 9 0,60 + 0,06 ©
CAT - + 8 0,69 + 0,06 ™
B-ME + + 11 0,62+0,05°
CIST + + 11 0,77 + 0,05 ™
CAT + + 6 0,69 + 0,07 ™
Total - - 92 -

Mensuracédo de ROS (espécies reativas de oxigénio) em unidades de fluorescéncia arbitrarias pela coloragdo
H,DCFDA de embribes PIV em meios suplementados ou ndo com antioxidantes. Controle = sem
suplementagcdo com antioxidantes, CIST = cisteina; B-ME = B-mercaptoetanol; CAT = catalase; MIV =
maturacao in vitro; CIV = cultivo in vitro.

Houve interagdo entre as variaveis antioxidantes e MIV e/ou CIV (P<0,05).

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Com relagcdo ao numero total de células (blastomeros) e taxa de células
apoptoticas, ndo houve interacdo (P>0,05) entre os tratamentos e momento da
suplementacdo. Desta forma, o0s resultados se encontram apresentados

separadamente, como variaveis independentes (Tabelas 5 e 6). Quando foi
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avaliado o efeito da suplementacdo com diferentes antioxidantes, ndo houve
diferenca significativa (P>0,05) na contagem de células totais entre os grupos
avaliados. Porém, a porcentagem de células apoptoticas foi inferior em todos os
grupos quando comparados com o Controle (P<0,05), conforme demonstrado na
Tabela 5.

Tabela 5. Efeitos da suplementacdo com diferentes antioxidantes durante a producéo in
vitro sobre o nimero total de células e taxa (%) de apoptose em blastocistos

bovinos.
Antioxidantes N° embrides N° Total de células Células apoptoticas
avaliados (Média + EPM) (% média £ EPM)
Controle 13 85,7+35° 43+172°%
B-ME 45 90,5+2,6° 1,4+0,2°
CIST 72 86,9+2,6° 1,9+0,2°
CAT 51 86,2+2,3° 2,0+0,3°
Total 181 - -

Porcentagem de células em apoptose verificadas pela técnica do TUNEL de embrides produzidos in vitro a
partir de odcitos bovinos MIV e/ou CIV com diferentes suplementos de antioxidantes. Controle = sem
suplementagdo com antioxidantes, CIST = cisteina; B-ME = B-mercaptoetanol; CAT = catalase.

A porcentagem de células apoptdticas foi calculada sobre o nimero de células totais.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Quando foi avaliado o efeito do momento da suplementagcdo com
antioxidantes, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) na contagem de células
totais entre os grupos avaliados. Porém, a porcentagem de células apoptéticas foi
inferior em todos os grupos quando comparados com o Controle (P<0,05),

conforme demonstrado na Tabela 6.
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Tabela 6. Efeitos do momento (MIV e/ou CIV) da suplementacdo com diferentes
antioxidantes durante a producao in vitro sobre o nimero total de células e
taxa (%) de apoptose em blastocistos bovinos.

amiondames N e N oM Coeeaan T
Controle 13 85,7+35% 43+12°2
MIV 64 88,3+2,1° 1,7+0,2°
Clv 55 84,4+24° 2,0+0,3"°
MIV/CIV 49 90,5+3,0° 1,8+0,3°
Total 181 - -

Porcentagem de células em apoptose verificadas pela técnica do TUNEL de blastocistos produzidos in vitro
em relacdo aos diferentes momentos de cultivo. MIV = maturagédo in vitro; CIV = cultivo in vitro.

A porcentagem de células apoptoéticas foi calculada sobre o nimero de células totais.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Em relac&o a taxa de re-expanséo apds reaquecimento e cultivo in vitro por
24 horas, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e o controle
(P>0,05). Porém, a suplementacédo com p-ME e CAT durante a MIV proporcionou
maiores taxas de sobrevivéncia embrionéria in vitro em relacdo a suplementacédo

com estes antioxidantes durante todo o processo de PIV (P<0,05). Os resultados

estao demonstrados na Tabela 7.
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Tabela 7. Sobrevivéncia pos-desvitrificacdo de embrides produzidos a partir de odcitos
cultivados com antioxidantes durante a maturacdo ou cultivo in vitro.

Antioxidante MIV CIV  Neembrides vitrificados ~R© €XPansdo 24 h

N (%)
Controle - - 25 19 (76,00%) *
B-ME + - 15 14 (93,33%) @
- + 15 11 (73,33%) ®
+ + 16 8 (50,00%) "
CIST + - 26 20 (76,92%)
- + 38 27 (71,01%) ®
+ + 30 20 (66,66%) °
CAT + - 26 23 (88,46%) ?
- + 73 61 (83,56%)
+ + 62 41 (66,13%) °
Total - - 326 244

Taxa de re-expansao de blastocistos expandidos desvitrificados e cultivados in vitro em meio SOF, por 24
horas, obtidos de od6citos bovinos MIV e/ou CIV em meios suplementados com diferentes antioxidantes.
Controle = sem suplementacdo com antioxidantes, CIST = cisteina; B-ME = f-mercaptoetanol; CAT =
catalase; MIV = maturacao in vitro; CIV = cultivo in vitro.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado (P<0,05).

Discussao

A GSH atua como o principal antioxidante ndo enzimatico na eliminacao
das ROS e na manutencé&o do estado redox em oocitos e embrides (DE MATOS et
al., 1996; VIET LINH et al., 2009; WOLF, 2005). O aumento durante a maturacao
parece estar correlacionado com a competéncia do o0cito para o0 posterior
desenvolvimento embrionario, uma vez que atua na protecdo contra os danos
decorrentes da acdo das ROS até a ativagdo do genoma embrionario e inicio da
sintese de novo de GSH (AVELINO, 2004; DELEUZE & GOUDET, 2010). Ainda, a
concentracdo de GSH em embribes esta intimamente correlacionada com o
desenvolvimento inicial e viabilidade apés a criopreservacdo (GUERIN et al.,
2001). Logo, a suplementacéo com antioxidantes nas diferentes etapas da PIV de
embribes bovinos pode incrementar a qualidade e, consequentemente, a

criotolerancia embrionaria.
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Nesse estudo, o efeito da suplementacdo com antioxidantes, sobre as taxas
de clivagem e de desenvolvimento embrionario foram modestas, diferindo de
relatos encontrados na literatura (DE MATOS et al., 2002; ALl et al., 2003).
Curiosamente, observou-se que a suplementacdo com catalase foi superior a
suplementacdo com B-mercaptoetanol ou cisteina, demonstrando que a protecao
extracelular talvez tenha sido mais importante nas condi¢cbes estabelecidas no
presente estudo. Ainda, MARTIN-ROMERO (2008) demonstrou que o meio de
cultivo pode ser a maior fonte de ROS durante o CIV. Ainda com relacéo a estes
mesmos parametros, a suplementagdo com catalase demonstrou diferenca
consistente, embora nao significativa, em relacdo ao controle. Outro fato
observado em embrifes deste grupo € que estes apresentaram melhor qualidade
visual (de acordo com classificacdo proposta pelo Manual da IETS; WRIGHT,
2009) e sempre se encontravam em estagio de desenvolvimento mais avancados
as 168 hpi, em comparacdo com 0s outros grupos (dados ndo demonstrados).

A catalase é um antioxidante enzimatico extracelular que atua na
modulacdo das ROS que séo produzidas pelo préprio meio de cultura, porém os
relatos na literatura sdo muito controversos em relagdo aos efeitos destes
antioxidantes na neutralizacdo das ROS na PIV de embrides (ALl et al., 2003).
Entretanto, com base nos nossos resultados, podemos especular que a catalase
foi superior aos demais antioxidantes em decorréncia da manutencao do equilibrio
redox dos embrides PIV e da eliminagdo dos H,O, produzidos no ambiente
extracelular. Surpreendentemente, nesse estudo, a catalase demonstrou ser um
potente antioxidante e que sua utilizacdo pode melhorar a qualidade dos
blastocistos produzidos e, consequentemente, aprimorar o sistema de PIV de
embrides bovinos.

Os meios utilizados nos sistemas de producdo in vitro de embrides foram
suplementados com antioxidantes em diferentes etapas do cultivo (MIV, CIV ou
MIV/CIV) visando definir o momento mais apropriado para inclusdo destas
substancias. O desenvolvimento embrionério foi semelhante entre os diferentes

momentos da suplementacao.
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H& vasta literatura disponivel sobre os efeitos da inclusdo de antioxidantes
em sistemas de producgéo in vitro de embrides, todavia ndo ha um consenso sobre
qual o melhor tipo a ser utilizado, qual o momento ideal e qual concentracéo
apropriada. Embora diversos relatos demonstrem beneficios apds a inclusdo de
antioxidantes durante a maturacéo in vitro (TAKAHASHI et al., 1993; DE MATOS
et al., 1996; DE MATOS & FURNUS, 2000; VAN SOOM et al.,, 2002), outros
trabalhos demonstram que a suplementacéo com antioxidantes durante a MIV nao
influencia nas taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario até a fase de
blastocistos, apesar destes ultimos relatarem aumento dos estoques intracelulares
de GSH (DE MATOS et al., 1995; ALI et al., 2003; AVELINO, 2004; WOLF, 2005).
O meio TCM 199, que €& o mais frequentemente utilizado durante os
procedimentos de cultivo de maturacao in vitro pela maior parte dos laboratérios,
possui em sua composicao 0,6 uM de cisteina e 83,2 uM de cistina (0,0832 mM).
No entanto, devido a auto-oxidagdo, a concentracdo da cisteina é
significativamente diminuida apdés a preparacdo e equilibrio do meio em
incubadora (BANNAI, 1984; SAGARA et al., 1993). O papel dos componentes de
tiol de baixo peso molecular, como o B-mercaptoetanol e a cisteamina, é promover
a reducédo de cistina em cisteina, disponibilizando-a para captago pelas células o
que, consequentemente, estimula a sintese e aumenta a concentracéo intracelular
de GSH (ISSELS et al., 1988; TAKAHASHI et al.,, 2002; DELEUZE & GOUDET,
2010).

Nossos resultados demonstraram que nao houve efeito benéfico da adicao
de antioxidantes durante a MIV sobre a subsequente producdo de embribes.
Porém, de acordo com CETICA et al. (2001), a producdo de ROS em niveis
fisiologicos durante a MIV de od6citos bovinos pode melhorar a taxa de
desenvolvimento embrionario visto que a adicdo de antioxidantes intracelulares
pode tornar os od6citos menos competentes por inibirem o término da meiose.
Logo, as ROS podem atuar como moléculas sinalizadoras na inducdo da
maturacdo oocitaria. De acordo com os resultados obtidos no presente estudo,

pode-se hipotetizar que a nao incluséo de cisteina no meio de maturacdo pode ter
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mascarado o efeito dos antioxidantes intracelulares durante a MIV, pois
considerando-se a possibilidade de ter havido diminuicdo das concentracdes de
cisteina presente no meio TCM-199 devido a auto-oxidacado, é possivel que nao
tenha havido precursor suficiente para promover aumento nas concentragoes de
GSH no odcito.

A suplementacdo do meio de CIV ou MIV/CIV com antioxidantes n&o afetou
as taxas de desenvolvimento embrionario até a fase de blastocistos. Da mesma
forma como anteriormente citado para a suplementacdo do meio de MIV, a adi¢do
de antioxidantes durante o CIV, com intuito de combater os efeitos deletérios do
estresse oxidativo, tém fornecido resultados muito contraditérios (NARS-
ESFAHANI et al, 1990; IWATA et al, 1998; VAN SOOM et al, 2002),
demonstrando auséncia de efeitos (NARS-ESFAHANI et al., 1990; IWATA et al.,
1998), efeitos benéficos (DE MATOS et al., 2002; ALI et al., 2003; LIM et al., 1996)
ou ainda efeitos indesejaveis (VAN SOOM et al., 2002). Parece que efeitos
satisfatorios sdo observados apenas quando as condigdes do sistema de cultivo
estabelecido sdo inadequadas (HARVEY et al., 2007). O meio SOF, o qual foi
utilizado no presente estudo, possui em sua composicao 0,025 mM de cistina.
Logo, a adigcdo de precursores de GSH, como a cisteina ou cistina, associados ou
nao a componentes de tiol, parece ser uma estratégia interessante para aumentar
a disponibilidade de cisteina para a célula e, consequentemente, aumentar 0s
estoques intracelulares de GSH. Porém, no presente estudo ndo associamos o
precursor a um componente de tiol e, provavelmente, em decorréncia deste fato,
nao foi observado efeito da suplementacdo com antioxidantes. No entanto, como
demonstrado em nossos resultados, o Controle do laboratério apresentou taxas de
blastocistos superiores as encontradas em diversos relatos presentes na literatura
(OLSON & SEIDEL, 2000; VAN SOOM et al., 2002; ALl et al., 2003),
demonstrando que o sistema de PIV de embribes se apresentou adequado e
satisfatorio. Ainda, a composi¢cdo dos meios, com a presenca de SFB e BSA, a

utilizacdo de co-cultivo com células do cumulus, bem como as condi¢ces de
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incubacéao estabelecidas (THOMPSON et al.,, 1990) podem ter mascarado o
potencial efeito dos antioxidantes.

A sonda fluorescente H,DCFDA é oxidada pelos radicais peréxidos de
hidrogénio, seus derivados, outros peréxidos e indiretamente pelo anion
superoxido, proporcionando uma ferramenta confiavel para avaliar a producao
intracelular de ROS (DALVIT et al., 2005). Nesse estudo, observou-se diminuicao
dos niveis intracelulares de ROS em blastocistos de todos os grupos
experimentais, com excecdo daqueles cultivados em meio suplementado com 3-
mercaptoetanol durante o CIV. Assim, a producdo de embrides em meio
suplementado com B-mercaptoetanol ndo alterou a quantidade e nem a qualidade
dos embrides produzidos. Como discutido anteriormente, 0 mecanismo de acao
deste thiol consiste na reducdo da cistina em cisteina, disponibilizando-a para
aumentar a captacao pelas células com consequente aumento nas concentracoes
de GSH. Porém, nas presentes condi¢des, o efeito do B-mercaptoetanol pode ter
sido mascarado devido a possivel insuficiéncia de concentracdes de precursores
no meio de cultivo de desenvolvimento (FEUGANG et al., 2004) ou mesmo devido
as condi¢cOes satisfatorias pré-existentes no sistema de cultivo estabelecido em
nosso laboratério.

Por outro lado, a suplementagcdo com antioxidantes intra e extracelulares,
durante a PIV de embrides bovinos promoveu reducdo das ROS, provavelmente,
pelo aumento dos estoques intracelulares de GSH ou pela remo¢do do H,0,
produzido no meio extracelular, respectivamente. Ja esta bem elucidado, que a
concentracdo de GSH depende da disponibilidade de cisteina para sua sintese e
que a adicdo de componentes de tiol possibilitam sua captacdao (DELEUZE &
GOUDET, 2010). Porém, os relatos na literatura sdao muito controversos em
relacdo aos efeitos dos antioxidantes extracelulares, como a catalase, na
neutralizacdo das ROS na PIV de embrides (ALl et al., 2003). Em suma, nesse
estudo foi demonstrado o efeito da catalase na diminuicdo das ROS intracelulares

de embrides bovinos PIV.



78

Nesse estudo, o numero total de células embrionarias ndo diferiu entre os
tratamentos, discordando de alguns relatos da literatura (CAAMANO et al., 1996;
VAN SOOM et al., 2002; FEUGANG et al., 2004). Porém, o status apoptoético foi
reduzido, corroborando com alguns relatos da literatura (FERNANDES &
COTTER, 1994; FEUGANG et al., 2004), mas diferindo de outros (VAN SOOM et
al., 2002). E bem conhecido que a producio excessiva de ROS, decorrente de
certas condicdes estabelecidas no CIV, pode levar a morte celular por apoptose,
resultando em bloqueio do desenvolvimento embrionario (MATWEE et al., 2000).
A apoptose é considerada um fenémeno fisiolégico que ocorre, por exemplo,
durante a embriogénese, cuja finalidade é eliminar células inviaveis e lesadas que
poderiam comprometer o desenvolvimento do embrido (FEUGANG et al., 2004).
Os resultados do presente estudo demonstraram claramente que a utilizacdo de
antioxidantes em sistemas de PIV melhorou a qualidade dos embriées bovinos no
que diz respeito a sua capacidade de defesa contra o estresse oxidativo, visto que
promoveu a diminuicdo dos niveis intracelulares de ROS e a reducdo da
porcentagem de células apoptoéticas. A relacdo direta entre estes fatores é
claramente conhecida (VAN SOOM et al., 2002), todavia, de acordo com nosso
conhecimento, é a primeira vez que este efeito € demonstrado em sistema de PIV
com a utilizacdo da catalase. Em suma, a suplementacdo com antioxidantes,
sejam estes intracelulares ou extracelulares, ndo promoveu aumento na taxa de
producdo in vitro de embrides bovinos, porém refletiu de maneira benéfica na sua
qualidade.

O aumento na qualidade dos embrifes, determinada neste estudo pela
reducdo nos niveis intracelulares de ROS e do “status” apoptotico, contrariamente
ao esperado, nao refletiu em aumento na taxa de sobrevivéncia embrionaria poés-
vitrificag@o. Foi observado aumento numérico na sobrevivéncia de embrides dos
grupos que receberam suplementacdo com -mercaptoetanol e catalase durante a
MIV, ou com catalase durante o CIV, todavia esta diferenca nao foi significativa.
Provavelmente, o incremento nos parametros de qualidade observados neste

estudo nado foi suficiente para sobrepor varios outros fatores estressantes
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envolvidos no processo de congelacdo/reaquecimento de embrides,
principalmente o desencadeamento da peroxidacdo lipidica, ruptura da membrana
plasmatica e, na pior das situacdes, morte celular (KORHONEN et al., 2012).
Atualmente, varios estudos vém sendo desenvolvidos visando a melhoria dos
sistemas de criopreservacdo de embrides de mamiferos. Varias etapas dos
processos celulares que ocorrem nesta situacdo especifica ainda devem ser
melhor compreendidas, pois somente este conhecimento pode levar a sua
transposicdo. Assim, acredita-se que melhorias isoladas, como as aqui
demonstradas, ndo sejam suficientes para promover 0 aumento expressivo nos
indices de criopreservacdo. Todavia, cada incremento individual deve ser
aplicado, levando-se em conta que a melhoria expressiva apenas sera possivel
apos a adocdo de critérios globais, que atuem conjuntamente a favor da
manutencéo da viabilidade do embriéo.

As taxas de sobrevivéncia in vitro de embrides cultivados com [3-
mercaptoetanol e catalase durante todo o periodo de PIV (MIV e CIV) foram
inferiores em relacdo a suplementacdo com estes antioxidantes em momentos
distintos, ou seja, somente na MIV ou no CIV. Conforme discutido anteriormente,
pode-se supor que a suplementacdo prolongada com estes antioxidantes tenha
interferido no equilibrio redox. Consequentemente, a perturbacdo de diversos
mecanismos fisiologicos de sinalizacéo celular, dependentes de ROS, podem ter
resultado na reducédo da taxa de re-expansdo embrionéaria nos grupos citados. Por
outro lado, um fato determinante a ser considerado € que, apés a criopreservacgao,
os embrides adquirem fragilidade estrutural por se tornarem extremamente
vulneraveis aos danos decorrentes das ROS (NEDAMBALE et al., 2006). Assim,
mais uma vez parece ser essencial o estabelecimento de um equilibrio entre
producéo e eliminacdo das ROS. A protecédo contra os danos oxidativos parece
ser uma estratégia interessante para melhorar a taxa de sobrevivéncia de
embrides pds-reaquecimento, todavia, deve-se procurar estabelecer uma condicao
de equilibrio entre producéo e eliminagdo das ROS.
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Em sintese, foi demonstrado no presente estudo que a adicdo dos
antioxidantes intracelulares (cisteina ou [-mercaptoetanol) ou extracelular
(catalase) durante a MIV e/ou até 72 hpi promoveu reducdo dos niveis
intracelulares de ROS e da morte celular por apoptose em blastocistos bovinos,
todavia nao influenciou o desenvolvimento embrionério até a fase de blastocistos e

nem a sobrevivéncia embrionaria in vitro pés-reaquecimento.

Concluséo

Pode-se concluir que a suplementacdo com antioxidantes é uma estratégia
interessante para melhorar a qualidade do embrido no que diz respeito a
diminuicdo da morte celular ocasionada por estresse oxidativo, todavia esta

melhoria ndo se reflete em aumento da criotolerancia embrionaria.
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