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Figura 11.8. Representacao gréfica da porcentagem média e desvio padrdo de oécitos
com granulos corticais na periferia, como indicio de maturacao
citoplasmatica, apés 24h de maturagé@o in vitro, em meios suplementados
com 5, 10 e 15% de FE. **°Colunas com sobrescritos diferentes, diferem
ENEFE Si (P<0,05).. ..t

Figura 11.9. Representacao grafica da porcentagem média e desvio padrao de oécitos
com granulos corticais na periferia, como indicio de maturagéo
citoplasmatica, apds 24h de maturagéo in vitro, em meios suplementados
com 20, 40 e 60 pL/mL de SS. **Colunas com sobrescritos diferentes,
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Figura 1.10. Representagao grafica da porcentagem média e desvio padréo de
odcitos com granulos corticais na periferia, como indicio de maturacao
citoplasmatica, apdés 24h de maturagéo in vitro, em meios suplementados
com 2, 4 e 6 mg/mL de C. **Colunas com sobrescritos diferentes, diferem
ENEFE Si (P<0,05).. .. et ea e
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I.11. Representagdo grafica da porcentagem média e desvio padrao de
obcitos com granulos corticais na periferia, como indicio de maturacao
citoplasmatica, apdés 24h de maturagé@o in vitro, em meios suplementados
com 2, 4 e 6 mg/mL de A. **Colunas com sobrescritos diferentes, diferem
ENEFE Si (P<0,05)...e et

I.12. Representacdo grafica da porcentagem média e desvio padrdo de
oo6citos em metafase Il, apdés 24 h de maturagdo in vitro, em meios
suplementados com 10%SFB (C), 10% FE e 20puL/ml SS. **Colunas com
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I.14. Representacdo grafica da quantificacdo das taxas de clivagem sob
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I.15. Representacdo grafica da quantificacdo das taxas de produgcao de
blastocistos sob diferentes suplementos protéicos na etapa de MIV.
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1.20. Representacdo grafica da quantificacdo das taxas de clivagem, de
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suplementos protéicos nas etapas de MIV e CIV. #Colunas com sobrescritos
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interna (MCI), nos blastocistos, sob diferentes suplementos protéicos nas
etapas de MIV e CIV de producéo in vitro de embriées bovinos. **Colunas
com sobrescritos diferentes dentro de cada categoria (MCI, TF, TOTAL),
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Figura 11.26. Fotomicrografia de blastocisto (sete dias ap6s a FIV) avaliados pela
técnica de coloragao diferencial sob microscopia de epifluorescéncia. Azul
(Hoechst 33342): nucleo das células da massa celular interna; Rosa
(iodeto de propideo + Hoechst): nucleo das células do trofoblasto..............

Figura 11.27. Representacao grafica do numero médio total de células em apoptose....

Figura 11.28. Representagcao grafica do niumero médio total de células em apoptose,
presentes na MCI e TF, em relagdo ao numero médio de células totais por
DIASTOCISTO. ..t —————

Figura 11.29. Blastocistos no dia 7, corados pela técnica de coloracdo TUNEL,
observados em microscopio de epifluorescéncia. a) Blastdmeros corados
pelo Hoechst 33342; b) Células com fragmentacdo do DNA, com ndcleo
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Figura 11.30. Representacao grafica da quantificacdo das taxas de eclosdo dos

embrides descongelados, sob diferentes suplementos protéicos......................

Figura lll.1. Diagrama de funcionamento de um espectrémetro de massas (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2005)......cceiiiiieiiiieeeiieie et ee ettt ee e e enees

Figura IlIl.2. Espectrdmetro de massas MALDI-TOF-MS. Um feixe de laser causa
dessorcao e ionizagdo de moléculas (tanto da matriz quanto da amostra)
depositadas em uma placa de metal. Uma vez transferidas para a fase
gasosa, as moléculas carregadas sao direcionadas eletrostaticamente da
fonte de ionizacdo para o analisador de massas. Analisadores “time-of-flight”
(TOF) separam ions de acordo com sua relagdo massa/carga (m/2)...............

Figura Ill.3. Estrutura basica de glicerolipideos, glicerofosfolipideos e esfingolipideos
detectados nos espectros de massas de odcitos e embrides bovinos. Pode-
se observar a estrutura de um acido graxo, o qual possui nimero variavel de
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carbonos e diferentes graus de instauracdo (duplas ligacoes). Os &acidos
graxos fazem parte da estrutura dos GL, GP e EL e sao responsaveis pela
grande variagao de possiveis espécies lipidicas encontradas nestas classes
(adaptado de Blanksby e Mitchell, 2010).......cccveiiiiieiiiee e

Figura Illl.4. Espectros de massas que indicam TAG de um odcito imaturo, de um
oécito maturado e de um blastocisto. Os espectros foram obtidos por
espectrometria de massas por dessorcdo e ionizacdo a laser assistida por
matriz (MALDI-TOF MS) com matriz acido 2,5,-dihidroxido benzéico (DHB)
(FERREIRA €t al., 2009).....ccuuiiiieeeieeesiie ettt ettt e snee e

Figura Ill.5. Com auxilio de estereomicroscépio os embrides séo transferidos das
placas de poliestireno até a placa de MALDI, onde cada embrido ocupa um
“spot”. Antes da anadlise recobre-se o embrido com 1uL de solucdo de matriz
orgénica, a qual auxiliard no processo de ionizacdo de moléculas de lipideo
(fosfatidilcolinas, esfingomielinas e triacilglicerdis) presentes no embrido.....

Figura 1ll.6. A figura ilustra 0 momento que o laser causa impacto ao embrido e
fosfolipideos sao ionizados, gerando o espectro (adaptado de
FERREIRA €t @l., 2010) ... uuiiiiieiiieeiee e

Figura II.7. Etapas de obtencao do perfil lipidico de embrides por MALDI-MS. A: Um
Unico blastocisto bovino é colocado em um spot da placa de MALDI (96 ou
384 posicoes) com auxilio de estereomicroscépio, e recoberto pela matriz
orgéanica. B: Um feixe de laser dessorve e ioniza os lipideos presentes no
embrido, os quais sdo detectados pelo equipamento. O espectro de massas
mostra as m/z na abscissa (eixo X) e a intensidade relativa na ordenada (eixo
Y). C: Espectro MALDI-MS/MS do ion de m/z 810.6 mostrando perdas
neutras de 59 Da em (a) e 183 Da (b) e os ions 184 Da (c) e 147 Da (d)
fragmentos diagndsticos de fosfocolinas.........occveevieiiiiiiiee

Figura IIl.8. Espectros de massas contendo o perfil lipidico de odcitos dos seis grupos
de MIV. Os espectros foram obtidos por MALDI-TOF MS com matriz DHB em
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modo positivo de ionizagao. (a) Grupo-OVA, (b) grupo-SFB (c) grupo-BSA,
(d) grupo-FE, (e) grupo-SR, (f) grupo-K. (1) corresponde a regiao onde se
encontra maior concentracao de esfingomielinas e fosfocolinas e em (2) esta
a regiao do espectro de massas onde pode-se observar diversos valores de
m/z correspondentes a TAG. Ver tabela H.1........ccoeiiiiiii e,

Figura lIl.9. Grafico de PCA considerando as amostras dos seis grupos experimentais
(grupo-OVA, grupo-SFB, grupo-BSA, grupo-FE, grupo-SR e grupo-K) e
indicando a porcentagem da variancia explicada pelos componentes
PHNCIPAIS T € 2.t e e e e e e aneeee e e

Figura Ill.10. Grafico de PCA considerando as amostras dos grupos OVA e BSA,
mostrando a porcentagem da variancia explicada pelos componentes
(o] Ter o F= 11 T I T PO UPPPR SRR

Figura lll.11. Grafico de PCA considerando as amostras dos grupos OVA e FE,
mostrando a porcentagem da variancia explicada pelos componentes
PHNCIPAIS T € 2.ttt ettt e e e st e e e e e eneeeeea

Figura Ill.12. Grafico de PCA considerando as amostras dos grupos OVA e K,
mostrando a porcentagem da variancia explicada pelos componentes
PHNCIPAIS 1 € 2.ttt e e e e eeee e e

Figura lll.13. Espectros de massas de um unico blastocisto do grupo suplementado
durante a MIV com (a) OVA, (b) SFB, (¢) FE e (d) SR.....cccceeiiieeeeeeeeeee

Figura lll.14. Grafico de PCA comparando o perfil lipidico de blastocistos dos grupos
OVA (salientados com circulo vermelho), SFB, FE e SR, mostrando a
porcentagem da varidncia explicada pelos componentes principais 1 e 2.........
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Figura Ill.15. Grafico de PCA comparando o perfil lipidico de blastocistos dos grupos
OVA e SFB. Os embriées do grupo SFB dentro do circulo vermelho tiveram o
perfil com maiores diferencas em relacdo ao grupo OVA. O Perfil lipidico da
amostras indicada como O_2 esta mostrado na figura Ill.11 (a) e o embrido
SFB_4 na figura I 11 (I0)..eeee e
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES INICIAIS
1. INTRODUCAO

A biotécnica de producao in vitro de embrides (PIV)

Durante os ultimos anos, a pecuaria no Brasil obteve um enorme ganho de
volume e produtividade. A aplicacdo de técnicas modernas de producgao, incluindo as
biotecnologias ligadas a reproducao animal, contribuiu para o destaque do pais perante
o mundo (LUCHIARI FILHO, 2006), e ainda, em condicdo de destaque dentro do
contexto internacional relativo a produgéo in vitro (PIV) de embrides bovinos (THIBIER,
2002; FIGUEIREDO, GONCALVES, VISINTIN, 2008).

O Brasil foi classificado como o primeiro pais em volume de embrides produzidos
in vitro, de acordo com o ultimo relatério da Sociedade Internacional de Transferéncia
de Embrides (IETS). Essa atividade tornou-se intensa no pais em razdo da combinag¢édo
de varios fatores, tais como o volume do rebanho bovino, a preponderancia de racas
zebuinas em grande parte do territério nacional, e as condi¢gdes de mercado no Brasil
(PONTES et al., 2009).

As biotecnologias aplicadas a reproducdao animal vém causando grandes
impactos, principalmente nas ultimas décadas. No entanto, até mesmo as biotécnicas
mais complexas como a transferéncia nuclear (TN), ou clonagem, e a transgenia, ou
manipulacao genética, sdo dependentes da técnica basica de PIV de embrides.

A PIV de embrides bovinos vem sendo utilizada com perspectivas promissoras,
tendo viabilizado o nascimento de um expressivo numero de produtos (SENEDA et al.,
2002). A finalidade principal dessa biotecnologia é a multiplicagdo de animais que
apresentam caracteristicas genéticas (reais ou especulativas) de alto valor de mercado.
Igualmente, embora em menor escala, o emprego da PIV também viabiliza programas
de selecao em nucleos de rebanhos submetidos ao processo da técnica de MOET e
teste de progénie (TP) (CAMARGO, 2002).



A PIV de embrides bovinos é uma ferramenta muito importante para o
melhoramento genético animal, desde que utilizada com critério. Sendo assim, os
avangos na bovinocultura podem ser acelerados com o uso dessa biotecnologia, com a
finalidade de maior exploragédo reprodutiva de animais geneticamente superiores e de
interesse zootécnico.

Em mamiferos, a fecundacdo e o desenvolvimento embrionério inicial in vivo
ocorrem nas tubas uterinas, e a principal razdo de se estudar e investigar o fluido
presente no oviduto € para se obter sucesso nas técnicas de transferéncia de embrides
(TE) e produgéo in vitro de embrides (PIV) (LEESE et al., 2001).

Historicamente, o meio de cultivo para o desenvolvimento in vitro de embrides de
mamiferos contém soro fetal bovino (SFB) ou albumina como suplemento, na forma de
albumina sérica bovina (BSA) ou albumina sérica humana (HSA) (BAVISTER et al.,
1992; GARDNER e LANE, 1993). Assim, SFB e BSA sao as fontes protéicas mais
comumente utilizadas como suplemento dos meios nas etapas de maturacéo,
fecundagao e cultivo para a PIV de embrides bovinos (MINGOTI, 2000).

As barreiras sanitarias para comercializacdo de embrides bovinos produzidos in
vitro sdo decorrentes da falta de controle dos produtos de origem animal que séo
utilizados como fontes de suplementacao protéica, adicionados aos meios de cultivo
(BAVISTER et al., 1992). SFB e BSA sao misturas complexas e ndo definidas de
diferentes proteinas, possivelmente contendo varios pequenos peptideos, substratos
energéticos e fatores de crescimento que participam no desenvolvimento embrionario
(KANE e HEADON, 1980; MENEZO et al, 1982; KANE, 1985). Por outro lado, a
albumina sérica bovina e o soro fetal bovino sdo preparados e purificados a partir de
produtos derivados sanguineos e, consequentemente, apresentam alto risco de
contaminacéao por diversos patdégenos (KRISHER e BAVISTER, 1999).

Alternativas a utilizacdo de SFB e BSA tém sido buscadas por meio da utilizagao
de macromoléculas sintéticas, como o alcool polivinilico (PVA) e a polivinil pirrolidona
(PVP). Entretanto, os resultados obtidos com essas macromoléculas sintéticas s&o
muito controversos com relacdo a quantidade e a qualidade de embrides produzidos in
vitro.



A utilizacdo de PVA em substituicdo a albumina no meio de cultivo embrionario
promoveu redugcdo nas taxas de desenvolvimento comparado aos sistemas
suplementados com SFB e BSA (TAKAHASHI e FIRST, 1992; KESKINTEPE e
BRACKETT, 1996; ECKERT et al., 1998; KRISHER et al., 1999; WRENZYCKI et al.,
1999), demonstrando que o desenvolvimento embrionario necessita de fatores
encontrados no SFB para diferenciacao e proliferagéo celular (LIM et al., 1999a). Além
disso, andlises dos blastocistos cultivados com PVA revelaram alteracdes metabdlicas
(ECKERT et al., 1998) e conteudo protéico (THOMPSON et al., 1998) comparado ao
cultivo contendo albumina. Estudos comprovam que PVA nao é capaz de sustentar a
reacao acrossomal e a fecundacao, em varias espécies (BAVISTER et al., 1992). Dessa
maneira, Soria (2005) observou que os sistemas definidos de cultivo embrionario que
utilizaram macromoléculas sintéticas produziram baixas taxas de blastocistos.

A capacidade de maturagdo oocitaria, fecundacdo e o subsequente cultivo do
desenvolvimento de embrides, na auséncia de proteinas derivadas do sangue, sao
passos significativos adiante ao desenvolvimento de um sistema completamente
definido de producao in vitro de embrides, o qual pode ser avaliado e contribuir tanto
em pesquisas fundamentais, bem como em programas de producdo (GARDNER et al.,
1994).

Segundo Bielansky (1998), é certo que embrides livres de patdbgenos podem ser
produzidos, porém ainda nao estdo estabelecidos os melhores métodos que proverao
esta seguranca. Sendo assim, o comércio internacional de embrides PIV pode ser mais
seguro quando obtidos de doadoras com estado sanitario conhecido, comparado
aqueles produzidos por fecundacdo in vitro de o6citos de animais abatidos
comercialmente.

Assim, sistemas semidefinidos ou definidos, com diferentes fontes protéicas,
livres de contaminantes e agentes patogénicos, poderdo contribuir com consideraveis
avancos na PIV de embrides bovinos.



2. OBJETIVOS

2.2. Objetivos gerais

Estudar os efeitos da substituicao de proteinas derivadas sanguineas da espécie
bovina (SFB e BSA) por fontes protéicas alternativas, nas etapas de maturagao e cultivo
no sistema de producao in vitro (PIV) de embriées bovinos.

2.3. Objetivos especificos

e Definir quais as concentracdes adequadas de fontes protéicas (fluido embriénico
- FE, substituto de SFB — SS, conalbumina - C, albumina fragdo VIl - A) a serem
utilizadas nas etapas de MIV e CIV.

e Avaliar a influéncia de diferentes fontes protéicas (SFB, FE, SS, ovalbumina
(OVA), knockout (K)) durante a MIV, quanto a maturagcdo nuclear e a migragao
de granulos corticais em oécitos bovinos, como indicio de maturagao
citoplasmatica.

e \Verificar os efeitos da utilizacao das diversas fontes protéicas durante as etapas
de maturacdo e cultivo in vitro e suas consequéncias no desenvolvimento
embrionario in vitro, avaliando as taxas de clivagem, de producdo de
blastocistos, e de ecloséo.

e Avaliar a qualidade dos embrides produzidos in vitro por coloragdo diferencial
entre as células da massa celular interna (MCI) e do trofoblasto (TF), contagem
de células totais e avaliacdo da fragmentacdo de DNA, ou taxa de apoptose,

produzida sob diferentes condigcdes de meios de cultivo.

e Estudar o perfil lipidico de odcitos maturados in vitro e embrides produzidos in
vitro, apOs exposicdo dos mesmos a diferentes fontes protéicas no decorrer do

processo de PIV.



3. HIPOTESES

1) Fontes protéicas alternativas podem ser utilizadas como substitutas ao SFB e
BSA nas etapas de MIV e CIV de embrides bovinos.

2) Fontes protéicas alternativas como suplemento (FE, SS, C, A, OVA, K) no meio
de maturacao in vitro e cultivo embrionario promovem a diminuicao do depdsito
de lipideos citoplasmaticos, melhorando a resisténcia dos embrides ao processo
de criopreservagao.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Historico da PIV

O primeiro bovino oriundo da biotécnica de producgéao in vitro de embrides (PIVE)
nasceu em 9 de junho de 1981 nos EUA (Brackett et al., 1982). Considerando o avanco
da biotecnologia nas ultimas décadas e difusdo pelo mundo, a PIVE ocupa lugar de
destaque na multiplicacdo e maior utilizacdo das fémeas geneticamente superiores nos
rebanhos de leite e corte.

No final da década de 90 iniciou-se 0 uso comercial da biotécnica de PIVE, e a
partir do ano de 2000 observou-se um continuo e expressivo aumento na sua utilizacao
em todo o territério nacional, competindo dessa forma com a biotécnica de transferéncia
de embrides (TE).

O Brasil atualmente ocupa um lugar de destaque no mundo quanto ao emprego
de biotecnologias reprodutivas, principalmente por transferéncias de embrides
produzidos in vitro (PIV), colocando-se na lideranga mundial nessa biotecnologia
reprodutiva.



De acordo com dados coletados em 22 paises da Europa, foram produzidos in
vivo 106.064 embrides, de 18.287 doadoras superovuladas, com uma média por
doadora de 5,79 embrides, enquanto foram produzidos in vitro 6.569 embrides, em
3.471 sessdes de OPU (“Ovum pick up”), com uma média por sessdo de OPU de 1,89
embrides. Somados aos embrides produzidos através de ovarios coletados em
abatedouros, em um total de 2.626 embrides, totalizaram-se 9.195 embrides produzidos
in vitro e namero total de embrides foi de 123.739 (S. MERTON, 2008).

Na Unido Européia, o numero de embrides transferidos obtidos por produgéo in
vivo (TE), soma 97.292 (49.963 transferidos a fresco e 47.329 congelados). E o numero
de embrides produzidos in vitro (PIV) de 5.832 (2.404 transferidos a fresco e 3.428
congelados). Totalizando 108.841 embrides transferidos, proporcéo de PIV somente de
5,4%, enquanto a proporcao de congelados transferidos pela técnica de TE é de 49,2%
(S. MERTON, 2008).

Nos ultimos quatro anos, o Brasil foi responsavel por aproximadamente 25% da
producao total e 50% da producgao in vitro de embrides bovinos no mundo (VIANA e
CAMARGO, 2007).

No Brasil, foram produzidos 57.368 embrides in vivo (TE) e 212.441 in vitro (PIV)
no ano de 2007. Esses nimeros garantem ao Pais a lideranga mundial na producao in
vitro de embrides bovinos, respondendo por 85% desse total, e uma participacédo de
32,8% no total geral, considerando os dois tipos, ou seja, as duas biotécnicas, TE e
PIV. A América do Norte domina a producao in vivo, totalizando 52,2% do mercado. Os
dados sao da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embriées (IETS) (THIBIER,
2007).

Essa evolucao iniciou no ano de 2000, com o aumento gradual de embrides
produzidos por essa biotécnica, e ja em 2005, ocorreu uma inversao entre embrides
produzidos pela técnica classica de transferéncia de embrides (TE) e pela PIV e essa
diferenga aumentou significativamente nos anos subsequentes. Em 2006 foram
transferidos 270.000 embrides bovinos no Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de
Tecnologia de Embrides (SBTE), sendo que deste total, aproximadamente 70.000

embrides foram produzidos por TE, e 200.000 embrides pela técnica de PIV,



representando mais de 74% os embrides obtidos pela técnica de PIV (VIANA e
CAMARGOS, 2007). Essas estatisticas refletem o crescimento acelerado da biotécnica
de PIV nos dultimos anos em todo o territério nacional, sendo assim consagrada

comercialmente.

4.2. Producao in vitro de embrides bovinos

A producdo in vitro (PIV) é considerada como a terceira geracdo de
biotecnologias da reprodugcdo animal, sendo a técnica de inseminagao artificial (l1A)
considerada a primeira, e a biotécnica de transferéncia de embrides (TE) a segunda
geracao (THIBIER et al., 1992).

A técnica de PIV expandiu-se nas diferentes espécies animais pouco tempo apés
o nascimento de Louise Brown em 1978, na Inglaterra, o primeiro bebé de proveta do
mundo (STEPTOE e EDWARDS, 1978). Em 1982, nasceu o primeiro bovino produzido
por fecundacéo in vitro (FIV) nos Estados Unidos (BRACKETT et al., 1982), o que s6 foi
possivel gracas as pesquisas iniciais desenvolvidas com animais de laboratorio
(VARAGO et al., 2008).

Atualmente, a PIV de embrides compreende trés etapas desenvolvidas em
laboratério: a maturagéo oocitaria in vitro (MIV), a fecundagéo in vitro (FIV) e o cultivo
embrionario in vitro (CIV) até os estadios de mérula e blastocisto, quando os embrides
podem ser transferidos para receptoras ou criopreservados (VARAGO et al., 2008).

4.3. Maturacao in vitro

Diversos fatores influenciam o éxito da PIV, dentre eles, as condi¢cdes de
realizacdo da MIV. A maturacdo do odcito envolve transformacdes nucleares e
citoplasmaticas possibilitando que o gameta feminino se torne apto a ser fecundado
(GONCALVES et al., 2002) além de iniciar e sustentar o desenvolvimento embrionario.

A aquisicdo dessa competéncia oocitaria que ocorre na maturacdo envolve dentre



outras mudancas citoplasmaticas a transcricio de RNAm e a traducao de proteinas
(SANTOS et al., 2003).

A capacidade de odcitos mamiferos em maturar in vitro esta correlacionada com
a atividade ovariana, crescimento folicular e a presenga ou auséncia de células do
cumulus, formando o complexo cumulus-o6cito (COC), sendo esse ultimo, necessario
para o transporte de energia e promoc¢ao da maturacéo no odécito bovino.

Embora a simples remocdo do oécito do foliculo ovariano ja induza sua
maturacdo nuclear espontanea, ndo ha completa aquisicdo de competéncia para o
desenvolvimento, devido as falhas na maturacdo citoplasmatica (ABEYDEERA et al.,
1998).

A etapa de maturacgéo in vitro possui grande influéncia no éxito da PIV. Durante
este periodo deve ocorrer a maturacao nuclear e citoplasmatica do odcito, tornando-o
apto a suportar o desenvolvimento embrionario. De acordo com Gordon (1994), os
oocitos retomam a meiose espontaneamente em meio de cultivo apropriado. Durante o
processo de desenvolvimento folicular, os oécitos passam por fases de crescimento, e
no estadio dictidteno adquirem a habilidade de sofrer reducdo meibtica, ou seja,
adquirem competéncia para completar o processo meibtico (TSAFRIRI, 1985;
LONERGAN et al., 1999).

O tempo requerido para maturagdo in vitro pode variar entre as diferentes
espécies (MINGOTI, 2005), sendo de 18-24 horas para bovinos (MERTON et al., 2003),
28-36 horas para equinos (CARNEIRO, 2002), 30 horas para caprinos (SHARMA et al.,
1997) e de 48 horas para suinos (SOMFAI et al., 2005).

O estoque de transcritos e proteinas no citoplasma do oécito € de fundamental
importancia para o processo de maturagdo e, principalmente, para assegurar o
desenvolvimento embrionario inicial até o estadio de oito células (bovinos), quando o
genoma embrionario € ativado, e a sintese de novas proteinas torna-se necessaria
(FERREIRA et al., 2009). Essa fase é denominada transicdo materno-zigética e a
expressao de certos genes durante esse periodo determinara o sucesso da
embriogénese no estadio de pré-implantacao (MEIRELLES et al., 2004).



Durante a progressao meibtica ocorrem diversas alteragbes nucleares e
citoplasmaticas, incluindo a quebra da vesicula germinativa (GVBD), condensacao dos
cromossomos, extrusdao do corpusculo polar (CP) e formacdo do fuso meidtico
(WITTMANN et al., 2001).

Os meios de cultura e suas suplementagdes sao fundamentais no sistema de
maturagéo in vitro. Muitos estudos tém examinado seus efeitos sobre o potencial de
desenvolvimento de embrides bovinos, favorecendo a produgéo de blastocistos (HAWK
e WALL, 1994; LIU e FOOTE, 1995; PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1996).
Entretanto, alguns problemas atribuidos a maturagdo oocitaria in vitro podem ser
observados, entre eles, a deficiéncia de maturagédo citoplasmatica. Ainda que odcitos
cultivados in vitro apresentem, na sua maioria, maturagao nuclear (Metafase 1), podem
apresentar deficiéncias na maturacao citoplasmatica (LEIBFRIED-RUTLEDGE et al.,
1987).

O processo de maturacao in vitro ocorre em aproximadamente 18 a 24 horas do
seu inicio (GONCALVES, 2007), e compreende a progressao do estadio de dipléteno
da primeira profase meiotica até a fase de metafase Il (GONCALVES et al., 2002). In
vivo, 0 reinicio da meiose ou maturacdo ocorre apos o pico pré-ovulatério de LH
durante o estro e, in vitro, a simples retirada do oécito do contato com as células

foliculares é suficiente para dar inicio ao processo de maturacao nuclear.

De acordo com Dode e Adona (2001), os odcitos que atingem o crescimento total
completam a maturagado nuclear, mesmo na auséncia de substancias estimuladoras.
Com isso, agbes para modificar o programa molecular do odécito devem acontecer antes
do rompimento da vesicula germinativa (GVBD) (DODE e GRAVES, 2003).

Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisa vém trabalhando com o intuito de
aprimorar a maturacao citoplasmatica in vifro (GONCALVES, 2007). Ha grandes
diferengas entre a maturagao in vivo e in vitro em relagdo a competéncia oocitaria,
sendo que alguns estudos mostram disparidade a nivel ultraestrutural. Essa diferenca
observada pode ser explicada pelas condicbes de cultivo usadas e também pela
competéncia intrinseca do oécito (SIRARD e BLONDIN, 1996). Sabe-se que as

condicdes de cultivo oferecem impacto ao desenvolvimento do embrido, mas a



qualidade intrinseca do o6cito é o principal fator determinante da sua evolucao.
(LONERGAN e FAIR, 2008).

A maturacdo citoplasmatica é considerada um processo de alteragdes estruturais
e biologicas no gameta feminino, para que essa célula seja capaz de suportar 0s
eventos da fecundacéo e do inicio do desenvolvimento. Algumas dessas mudangas
incluem a redistribuicdo das organelas citoplasmaticas, entre elas, os granulos corticais
(GC), as mitocéndrias, o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico (DULCIBELLA
et al., 1990). Em mamiferos, a migracao dos granulos corticais para a periferia do odcito
€ um importante indicio de maturacao citoplasmatica e tem sido utilizado como critério
para avaliar a maturacao e a organizacao citoplasmatica do oécito (DAMIANI et al.,
1996; CARNEIRO et al., 2002).

Os GC sao granulos secretérios de calcio, capazes de promover o
endurecimento da zona pelucida (ZP) (CHERR et al., 1988), e sdo responsaveis por
auxiliar no bloqueio a polispermia (LIU et al., 2003). A liberacdo do conteudo desses
granulos provoca uma reorganizacao extensa da ZP e /ou reacao cortical da superficie
vitelina, resultando em alteragdes bioquimicas, e também na liberagdo de enzimas que
provocam o endurecimento da ZP e inativacdo dos receptores espermaticos (ZP3)
(FAIR et al., 1997).

4.4. Fecundacao in vitro

A etapa de FIV é a segunda etapa da biotécnica de PIV, e ocorre apds 24 h de
maturacao in vitro dos odécitos.

Com o término da maturacdo, os odcitos sdo fecundados em um ambiente
adequado, ocorrendo a retomada e término da meiose e os embrides se desenvolvem
até o estadio de blastocisto (KUPKER et al, 1998). A albumina sérica bovina (BSA)
regula a fecundagéo in vitro, pois em meio com auséncia de suplementacao protéica ha
um retardo na formagcdo de prondcleos (ECKERT e NIEMANN, 1995), além de
promover a remog¢ao do colesterol da membrana plasmatica do espermatozéide (ZENG
et al.,, 1995).



A etapa de fecundacgao consiste no momento em que o espermatozéide fecunda
o oécito maturo, promovendo elevacdes transitérias de calcio livre intracelular, o que
resulta na retomada da meiose e, posteriormente, na formacdo dos prondcleos
(KUPKER et al., 1998). A fecundacao é um processo complexo que resulta na uniao de
dois gametas, promovendo a restauragdo do niumero de cromossomos para 0 CoOmego
do desenvolvimento de um novo individuo (GORDON, 1994).

Os eventos iniciais da ativacdo se dividem em nucleares, com a retomada da
meiose, transicao anafase — teléfase Il, extrusdo do segundo corpusculo polar (CP); e
citoplasmaticos, com a exocitose dos granulos corticais (GC), e consequente
endurecimento da zona pelucida (ZP), promovendo o blogueio a polispermia (LIU et al.,
2003).

As proteinas mais abundantes encontradas no fluido do oviduto, ambiente no
qual ocorre a capacitacao do espermatozdide, a fecundacéao, o transporte embrionario e
o desenvolvimento inicial embrionario, sdo a albumina e a imunoglobina G (LEESE,
1988).

A albumina sérica, usualmente albumina sérica bovina (BSA), dentre muitas
funcbes, durante a etapa de fecundacao in vitro (FIV), no momento da capacitacéo in
vitro, tem a funcao de promover a remocao do colesterol da membrana plasmatica do
espermatozoéide. Essa remocgdo é também essencial na regulacdo da sinalizacédo
intracelular que ocorre durante a capacitacao espermatica (ZENG et al., 1995).

4.5. Desenvolvimento e Viabilidade Embrionaria.

Apos a fecundacgao, ocorre o periodo de desenvolvimento embrionario, e embora
a origem e qualidade do oécito sejam cruciais para o desenvolvimento até o estadio de
blastocisto, o cultivo apds a fecundagao também exerce efeito na determinacdo da
qualidade do embriao (BADR et al, 2007 e MOORE et al., 2007).

No periodo de desenvolvimento ou cultivo ocorrem sucessivas clivagens,

ativacdo do genoma embrionario e eventos morfogenéticos de compactacdo e



cavitacdo, que culminam com a formacdo do blastocisto (WATSON et al., 2004).
Portanto, o meio de cultivo embrionario in vitro deve conter uma composi¢cao baseada
nos fluidos do utero e do oviduto durante o inicio da gestacdo (GONCALVES et al.,
2002).

O sistema de desenvolvimento in vitro de embrides ndao apresenta a mesma
eficiéncia que o sistema in vivo (VAN SOOM et al., 1997). Estudos comparativos entre
embrides produzidos in vitro e in vivo mostram importantes diferengcas na morfologia,
estrutura, bioquimica, metabolismo e expressao de genes, que podem levar a menor

capacidade de desenvolvimento embrionario in vitro (KNIJN et al., 2003).

Embrides derivados do sistema de producéo in vitro, apresentam menores taxas
de clivagem e assincronias na formagao dos pronucleos, masculino e feminino. Durante
o cultivo, as taxas de desenvolvimento e o numero de nucleos dos blastocistos
produzidos in vitro sdao menores que dos blastocistos produzidos in vivo, e tém
resultado em menores taxas de prenhez (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al,
2000).

A atmosfera gasosa € uma importante variavel a ser considerada principalmente
na etapa de cultivo in vitro (CIV), pois o estresse oxidativo provocado por altas
concentracoes de O, pode influenciar na qualidade e na expressdao génica dos
embrides, principalmente de genes que regulam a apoptose. A atmosfera in vivo
normalmente encontrada em oviduto de mamiferos varia entre 5 a 8% de O, portanto,
in vitro, as altas concentragcées de O, (cerca de 20%) na mistura gasosa exercem
efeitos deletérios sobre o desenvolvimento embrionario (BAVISTER, 1995; FUKUI et al.,
1999).

No metabolismo celular, durante o desenvolvimento embriondrio, as espécies
reativas de oxigénio (ROS), que incluem anion superéxido (O2’), peréxido de hidrogénio
(H20>) e radicais hidroxila (OH’), sdo constantemente liberadas do processo de quebra
de ATP (FEUGANG et al, 2004). A redugdo da concentracdo de O, para
aproximadamente 5% durante o CIV pode reduzir a presenca de radicais livres de

oxigénio e diminuir os efeitos deletérios no DNA durante o desenvolvimento



embrionario, e resultar em maiores taxas de producado de blastocistos, com maiores
quantidades de células (TAKAHASHI et al., 2000).

A contagem do numero de células em blastocistos € um dos parametros mais
utilizados para caracterizar a qualidade embrionaria in vitro. Durante o processo de
desenvolvimento de embrides pré-implantacdo, as células embriondrias se diferenciam
em TF ou MCI. O TF & composto por células externas do blastocisto que originam as
membranas extra-embriondrias, enquanto que as células da MCI originam o feto e
contribuem, em parte, para a formacdo das membranas extra-embrionarias (NEUBER
et al., 2002). O desenvolvimento fetal normal é dependente do numero de células totais
do embrido (LANE e GARDNER, 1997), e o estabelecimento de uma proporgcao
adequada entre MCI:TF é considerada essencial para assegurar a viabilidade
embrionaria (FLEMING, 1987).

A técnica de coloracdo diferencial por fluorocromo possibilita determinar a
contagem das células da MCI e TF (IWASAKI et al., 1990). Embora ndo se tenha um
parametro ideal para essa razao, tem-se adotado os valores de uma célula da MCI para
duas de TF (AVELINO, 2004).

A apoptose, ou morte celular programada, € caracteristica no desenvolvimento
de animais e plantas e é tdo importante quanto o processo mitético para a formacao de
um individuo. Ainda, é observada em condicdes normais no desenvolvimento de
embrides in vivo e in vitro no inicio do desenvolvimento de embrides (NEUBER et al.,
2002). O indice de células em apoptose pode indicar a qualidade de blastocistos
produzidos.

Uma série de eventos bioquimicos e morfoldégicos ocorre no nucleo e no
citoplasma da célula em apoptose, ou morte celular programada. A condensacao e
fragmentacdo do DNA nuclear estdo associadas com a peroxidacdo lipidica e a
oxidacao de proteinas e também o aumento do reticulo endoplasméatico (HALL, 1990).
O ensaio TUNEL, detecta células que iniciaram o processo de morte celular, pois a
enzima terminal “deoxynucleotidyl transferase” (TdT) catalisa a incorporacdo de
“piotinylated deoxyuridine” (dUTP) nos locais de quebra de DNA e o sinal é amplificado

por fluorescéncia.



O desenvolvimento de um meio de cultivo livre de soro para embrides de animais
domésticos € altamente desejavel para facilitar estudos do desenvolvimento
embriondrio inicial e para aumentar a eficiéncia dos procedimentos de MIV, FIV e CIV
(GARDNER et al., 1994).

4.6. Qualidade do embriao PIV

A qualidade do embrido produzido in vitro interfere diretamente na utilizacdo da
biotécnica, visto que esta diretamente correlacionado as taxas de concepcdo e de
gestacao.

Os principais fatores que mostram influéncia no desenvolvimento da gestagéao
apos a transferéncia de embrides PIV incluem: o sistema de cultivo embrionario, a
qualidade do embrido, o niumero de embrides transferidos por receptora, a sincronia
entre o desenvolvimento do embrido e o dia do ciclo estral da receptora, a técnica de
transferéncia do embrido, o fato do embrido ser transferido a fresco ou apds
congelagao/descongelacdo e efeitos do estresse térmico, tanto embrionario quanto
sobre a receptora (HASLER, 1998, 2000; BOUSQUET et al., 1999; FARIN et al., 2001;
HANSEN e BLOCK, 2004). Dentre esses fatores, a qualidade do embrido PIV foi
considerado o fator mais critico (LIM et al., 2007).

Diversos trabalhos na literatura descrevem diferencas entre embrides produzidos
no sistema in vitro e aqueles obtidos em sistema in vivo. Havlicek et al. (2009)
compararam a producdo e a qualidade embrionaria a partir do cultivo inteiramente in
vitro ou parcialmente combinado com o cultivo in vivo por diferentes periodos, através
da transferéncia dos embrides para o oviduto de receptoras da espécie bovina. Os
pesquisadores verificaram que os embrides que permaneceram por mais tempo in vivo,
atingiram em sua maioria o estadio de blastocisto no dia 8. Além disso, o cultivo in vivo
possibilitou maior criotolerancia, mostrando assim que o sistema in vitro ainda carece
de muitas pesquisas e estudos para que mimetize o desenvolvimento embrionario in

Vivo.



A principal limitagdo no sistema de PIV é quanto a criopreservagao dos embrides
(LONERGAN et al., 2003; RIZOS et al., 2003). A biotécnica de criopreservacdo é uma
ferramenta que permite o armazenamento de material biolégico por tempo
indeterminado sem que o mesmo perca sua atividade funcional, permitindo, portanto, a
conservagao do germoplasma animal (SIQUEIRA FILHO, 2009).

Marcantes diferencas observadas nas caracteristicas morfologicas e funcionais
entre embrides produzidos in vivo e in vitro sdo responsaveis pela baixa criotolerancia e
menor taxa de prenhez apés a transferéncia de embrides PIV criopreservados. Ha
varios dados indicativos de baixa qualidade de blastocistos PIV €& fortemente
influenciada pelas condi¢des de cultivo (WRIGHT e ELLINGTON, 1995; THOMPSON,
1997; CROISER et al, 2001), principalmente, quanto ao ambiente de cultivo pds-
fertilizacao (RIZOS et al., 2002).

Odbcitos criopreservados apresentam variacées ultraestruturais, tais como a
distribuicao anormal de cromossomos e microtubulos ou a desorganizacao do fuso, com
0 consequente risco de perda cromossOmica € também possibilidade de aneuploidia
(MORATO et al., 2008).

Os embrides também sofrem alteragdes estruturais, e a utilizacdo do soro fetal
bovino tem sido apontada como um dos fatores responsaveis pela ineficiéncia da
técnica, por resultar em um grande acumulo de lipideo no embrido (LEIBO E
LOSKUTOFF, 1993). Abe et al. (1999), demonstraram em seus resultados, um acumulo
de gotas lipidicas no citoplasma dos embrides produzidos com soro (SFB) e o estudo
de Moore et al. (2007) evidenciou que a auséncia de soro no cultivo dos embrides
bovinos pode aumentar a taxa de sobrevivéncia dos mesmos apds a
congelagao/descongelacao.

A criopreservacao de embrides bovinos produzidos in vivo permite a obtencao de
resultados de prenhez préximos aos obtidos com embrides transferidos a fresco,
principalmente utilizando o método classico de congelacdo (HASLER, 2003). No
entanto, quando se trabalha com embrides produzidos in vitro (PIV) os resultados sdo
insatisfatorios (AGCA et al., 1998; TOMINAGA, 2004; SEIDEL, 2006).



Desde o primeiro relato de congelamento de embrido de bovino por Wilmut et al.
(1973) inumeros sao os trabalhos de pesquisa visando melhorar os métodos e
resultados da biotécnica de criopreservacao. A abordagem mais comum para lidar com
as baixas taxas de sucesso de embrides PIV é modificar os procedimentos de
congelagao e/ou solucdoes de congelagdo. Outra abordagem possivel € modificar o
conteudo de lipideos dos embrides por delipidacdo e/ou uso de diferentes aditivos no
meio de cultivo (DIEZ et al., 2001; SEIDEL, 2006). As melhorias na criopreservacao de
embrides sdo muitas vezes limitadas e, especialmente os diferentes aditivos no cultivo,
como o soro, podem ter efeitos negativos no desenvolvimento e na criopreservagao de
embrides.

Embriées produzidos in vitro apresentam uma série de caracteristicas diferentes
dos embrides produzidos in vivo. Além da maior quantidade de lipideos, ha um menor
grau de compactacao (VAN SOOM et al., 1992), o disco embrionario € menor (IWASAKI
et al., 1990), e ocorrem jungdes incompletas entre células do trofoblasto (TF) e massa
celular interna (MCI) (SHAMSUDDIN et al., 1992).

Havlicek et al. (2009) também mostraram diferengas na cronologia do
desenvolvimento de embrides cultivados in vitro versus in vivo. Embrides que foram
cultivados mais dias nos ovidutos (ou seja, in vivo) se desenvolveram mais lentamente,
atingindo o estadio de blastocisto geralmente no dia 8, enquanto embrides produzidos
in vitro normalmente alcangam esse estadio no dia 7 de cultivo. Esse fenbmeno ja foi
descrito por Van Soom et al. (1993, 1997). Os autores mostraram que ha uma
prolongada transicao in vivo do estadio de mérula para blastocisto compara a transigao
que ocorre no processo in vitro. Os embrides produzidos in vitro alcangam esse estadio
ja na sexta divisdo de clivagem, que pode ser devido a uma incompleta compactagao
durante o estadio de mérula (VAN SOOM et al., 1997).

No sistema in vitro, a suplementacao com soro tem uma influéncia significativa
na duracdo dos ciclos celulares dos embrides (HOLM et al.,, 2002). Esses autores
observaram que a adicdo de soro durante a etapa de cultivo in vitro (CIV) afetou a
cinética de desenvolvimento embrionario, levando a diminuigdo da duragdo do quarto

ciclo celular, que foi acompanhada por uma blastulagao prematura.



Embriées produzidos in vivo e in vitro diferem no perfil de expressédo génica, na
morfologia e ultraestrutura, atividade metabdlica e na cinética de desenvolvimento
(STURMEY et al., 2008). O meio de cultivo (principalmente o soro) é tido como grande
responsavel pela alteragdo observada na expressao dos principais genes envolvidos
nos eventos do desenvolvimento inicial, como compactacéao e blastulagdo (NIEMANN e
WRENZYCKI, 2000).

Lonergan et al. (2003) mostraram que a reduzida criotolerancia de blastocistos
produzidos in vitro € acompanhada por alteracdo na expressao de alguns genes, como
o Bax (ligado a morte celular ou apoptose) e outros genes de interesse. Foi observado
nesse estudo que dentro de apenas 10 h de cultivo in vitro, ja ha diferencas evidentes
em transcritos desses genes, que ainda permanecem alterados no estadio de
blastocisto.

4.7. Patogenos em meios utilizados para producao in vitro de embriées bovinos

Com o aumento da comercializagdo de embrides, houve a preocupagdo com o
aspecto sanitario dos mesmos. Varios métodos de prevencao sao utilizados para se
obter embrides livres de patdgenos especificos, iniciando com testes para as
enfermidades dos animais doadores e receptores até o tratamento do embrido apds a
colheita. No entanto, as biotécnicas representam um desafio para o controle da
transmissdo de doencgas, pois produzem novos ambientes, manipulagdo excessiva do
material, maior chance de contaminacdo e disseminacdo de patdgenos
(STRINGFELLOW, GIVENS, WALDROP, 2004).

A albumina sérica bovina (BSA) e o soro fetal bovino (SFB) sé&o as principais
fontes protéicas utilizadas no cultivo embrionario in vitro, constituindo a base de meios
indefinidos utilizados na PIV. Porém, o meio de cultivo suplementado com BSA e SFB é
uma fonte potencial para transmissado de virus, prions e até mesmo outros agentes
patogénicos, que podem contaminar o embrido diretamente (AVERY et al, 1993;
SPRINGFELLOW et al., 1995).



Obviamente, em condigdes normais em um animal saudavel, os gametas e
embrides se desenvolvem sem a presenca de qualquer microorganismo patogénico.
Entretanto, em animais infectados por bactérias ocorre um tropismo para o trato genital,
onde pode ocorrer a infeccdo embriénica como consequéncia. Também durante a
manipulacdo do embrido durante a transferéncia, a bactéria pode entrar em contato
com a zona pelucida ou através das solu¢des de meios utilizados e causar a infeccéao
(GIVENS et al., 2008).

A albumina sérica bovina (BSA) e o soro fetal bovino (SFB) sdo preparados e
purificados a partir de produtos derivados sanguineos e, consequentemente,
apresentam altos riscos de contaminacdo por diversos agentes patogénicos, como
bactérias, parasitas (HEMPHILL et al., 2000) e virus: virus do herpes bovino tipo 1
(BHV-1), e o virus da diarréia bovina a virus (BVDV), virus da leucemia bovina (BTV)
(GUERIN et al., 1988), e prions, como o da encefalopatia espongiforme bovina (BSE)
(BATT et al., 1991; KRISHER et al., 1999), descritos na Tabela I.1. Além disso, assim
como o co-cultivo, essas fontes protéicas podem introduzir componentes tdxicos ao
meio de cultivo e alterar a producao in vitro de embrides (KRISHER e BAVISTER,
1999).

O herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) é considerado um agente patogénico aos
embrides de uma forma geral e, tem sido detectado em alguns produtos biol6gicos
utilizados para a producao in vitro de embrides bovinos (VANROOSE, KRUIF, VAN
SOOM, 2000).

A necessidade de melhores esclarecimentos sobre a interagdo virus-oocito
durante a MIV tem levantado questdes concernentes ao potencial de risco de
transmissdo desse agente infeccioso pelo gameta feminino. Dessa forma, torna-se
relevante a avaliacdo da infectividade e o efeito do BHV-1 sobre odcitos bovinos,
durante o periodo de MIV. Acredita-se, que a compreensao sobre a patogenia do BHV-
1 esta diretamente relacionada ao gameta feminino, e que possa auxiliar no controle
sanitario, contribuir para o aumento da eficiéncia de técnicas reprodutivas, e abrir portas

para o comeércio exterior.



O BHV-1 é considerado um dos mais importantes patégenos de bovinos, e esta
associado a sérias manifestagdes clinicas tanto em rebanhos de corte quanto de leite,
sendo responsavel por grandes prejuizos econbémicos aos paises que exploram a
bovinocultura como atividade econémica. Encontra-se amplamente disseminado em
rebanhos de praticamente todo o mundo, com exceg¢do de alguns poucos paises da
Europa, como Dinamarca e Suiga, devido a implementacdo de um rigido e detalhado
programa de erradicacao da infeccao (KIRKBRIDE, 1985; ACKERMANN; WEBER,
1994).

Além dos impactos econémicos gerados pela introdugédo do BHV-1 em rebanhos
bovinos, tais como o comprometimento no crescimento de animais, reducdo na
producéo leiteira, morte embrionaria e fetal, eficiéncia reprodutiva de fémeas e touros
reduzida, tratamento dos animais com sinais clinicos, entre outros, ha ainda as
restricbes ao comeércio internacional de animais vivos e seus produtos como sémen,
embrides e produtos de biotecnologia, descritas no Codigo de Saude de Animais
Terrestres (OIE, 2004).

Com o advento de técnicas bem sucedidas de produgdo in vitro e
criopreservagao de embrides e o6citos bovinos, aumentou-se ndo s6 o comércio interno
e externo destes produtos, como também a preocupagdo com as questdes
concernentes aos riscos de transmissdo de enfermidades infecciosas (BIELANSKI et
al., 1997).

Durante os ultimos anos foi demonstrado que o BHV-1 pode estar presente tanto
no material utilizado no sistema de producao in vitro de embrides (VANROOSE et al.,
1999), como presente no liquido folicular, e até mesmo associado as células epiteliais
de oviduto nas fémeas (BIELANSKI et al., 1993), e nos espermatozoides de touros
infectados com o virus (ROCHA et al.,, 1998). Portanto, o risco de ocorréncia dessa
enfermidade por meio de transmissao in vitro de embrides deve ser considerado alto,
uma vez que o virus pode estar presente também em animais aparentemente

saudaveis.



Uma vez que a mortalidade embrionaria e a mortalidade fetal ttm um grande
impacto na rentabilidade de qualquer sistema de producao animal, torna-se necessario
o aprimoramento continuo de métodos de controle sanitario do rebanho e das
biotécnicas ligadas a reproducéo.

Atualmente, sabe-se que a PIV, além de uma importante biotécnica, constitui-se
como uma ferramenta valiosa para estudos de interacbes de gametas e/ou embrides
com patégenos e/ou xenobidticos e, com isso, torna-se cada vez mais um excelente
modelo ndo somente para averiguagcdes sobre aspectos sanitarios, como também
relacionados a processos toxicos.

Com o aumento da comercializacdo de embrides PIV, intensifica-se a
preocupacgado pelo aspecto sanitario de embrides. Varios métodos de prevencdo sao
utilizados para se obter embrides livres de patdégenos especificos e assim, assegurar a
sanidade.

As recomendagbes do WOAH (“World organisation for animal health”) estéo
descritas em um manual da IETS publicado em 1998 (IETS; http://www.iets.org/). E o

controle sanitario oficial para os embrides destinados a transporte internacional esta
regulamentado pelo “Terrestrial animal health code of the world organisation of animal
health” (http://www.oie.int/eng/normes/mcode/code2006 back/en chapitre 3.3.1htm).

As biotécnicas representam um desafio para o controle da transmissdo de
doencas, pois produzem novos ambientes, promovem manipulacdo excessiva do
material e aumentam a oportunidade de contaminagcdo e de disseminagdao de
patogenos (STRINGFELLOW et al., 2004).



Tabela I.1. Doencas ou agentes infecciosos em bovinos listados de acordo com o risco
de transmissdo via embrides (adaptado de IETS — “International Embryo Transfer

Society”, 1998, SOOM et al., 2008).

Categoria

Agente da doenca

1 — Doencgas e agentes com evidéncia suficiente

que ocorrem, e para mostrar o risco de
transmissdo € imprescindivel proceder de forma
que os embrides sejam cuidados desde a coleta

até a transferéncia (in vivo)

Virus da leucemia bovina (BLV)

Virus da doenga dos pés e boca (bovinos)
Virus lingua-azul (BTV)
Brucella abortus
Herpesvirus bovino tipo-1
tripsina)

Encefalopatia espongiforme bovina (BSE)

2 — Idéntico a categoria 1 mas com transferéncia

adicional e é necessario verificar a existéncia

Nenhum

3 — Doencas ou agentes patogénicos com
evidéncias preliminares indicando o risco da
transmissdo da doenca e sendo necessario
providéncias com os embribes antes da
transferéncia, mas com adi¢cdées experimentais in

vivo e in vitro de substancias

Virus da imunodeficiéncia bovina (BIV)
Virus da peste bovina (RV)

Virus da diarréia viral bovina (BVDV)
Histophilus somnus

Mycobacterium paratuberculosis
Neospora caninum

Campylobacter fetus (subspecies veneralis)

4 — Doencas ou agentes patogénicos com
trabalhos preliminares que foram conduzidos ou
estdo em progresso, que indicam:

a) Nao existem conclusdes se sao possiveis
serem transmitidos com o nivel alto de
risco de transmisséao,

b) O risco ou a via de transmissao por
embrides podem ndo estar propriamente

de acordo com o manual da IETS.

Virus Akabane (AV)

Anaplasmose bovina

Enterovirus bovino (BEV)
Herpesvirus bovino tipo-4 (BHV-4)
Chlamydophila psitacci
Escherichia coli 09:K99
Leptospira borgpetersenii serovar hardjobovis
Mycobacterium bovis
Parainfluenza-3 virus
Trichomonas foetus

Ureaplasma- Mycoplasma species

Vesicular stomatitis virus (VSV)

(BHV-1) (requer



4.8. Risco de transmissao de doencas pelas técnicas de reproducao in vitro

A partir do momento que a TE se tornou comercial, muitas questdes relacionadas
ao risco de transmissdao de patdgenos, principalmente aqueles associados a
reproducao, foram levantadas (VANROOSE et al, 2000). No que diz respeito a
sanidade dos embrides de PIV, pouco tém sido publicado e ndo se sabe ao certo qual a
interacao de diferentes patégenos com os gametas e/ou embrides in vitro.

Atualmente, para que ocorra a transmissdo de doencas infecciosas, seja por
embrides produzidos in vivo ou por embrides produzidos in vitro, o patdgeno deve estar
presente dentro do embrido (infeccdo embrionaria verdadeira), em associacdo ou
aderido a zona pellcida, considerada um dos principais pontos de resisténcia aos
patogenos, ou presente nos fluidos no qual os embrides sdo recolhidos, manipulados,
criopreservados ou transferidos (WRATHALL, 1995).

Sao consideradas fontes comuns de contaminagao, os gametas e seus fluidos
associados, células somaticas utilizadas na maturagao e/ou manutencao dos embrides,
materiais de origem animal utilizados para suplementagcdo dos meios de cultura (ex:
soro fetal bovino e albumina sérica bovina), contaminacdo do profissional, de
instrumentos ou equipamentos, meios de lavagem e o proprio transporte de embrides.
Sobretudo, o agente deve estar presente ao menos na concentracdo minima requerida
para a infec¢cdo de uma receptora suscetivel (GALUPPO, 2005).

A zona pelucida (ZP) € uma matriz extracelular Unica, originada quase que
exclusivamente de células foliculares, que envolve o odcito, e também o embrido em
sua fase inicial. Confere especificidade na fertilizacdo, bloqueio a poliespermia e
protecdo durante os estagios iniciais do desenvolvimento embrionario. A maioria dos
patdgenos € incapaz de penetrar a zona pellcida intacta e infectar as células dos
embrides, portanto, ela tem sido considerada uma barreira efetiva aos patdégenos, de
forma, recomenda-se apenas o uso de embrides com a ZP integra, sendo esta uma
caracteristica critica na determinacdo do estado de sanidade dos embrides
(STRINGFELLOW; GIVENS, 2000).



A natureza da aderéncia e de como a zona pellcida atrai e carreia o agente
infeccioso ainda é desconhecida. Sabe-se que apesar da maioria dos agentes
patogénicos nao atravessar a zona pellcida intacta, alguns deles, principalmente virus,
podem aderir-se sobre essa estrutura. Dessa forma, pode haver a infecgdo do embrido,
no momento de sua eclosao, e a infecgdo da receptora, quando o embrido juntamente
com o patdgeno aderido for transferido (RUFINO et al., 2006).

A pesquisa especifica sobre a interacdo de patégenos com embrides tem se
limitado principalmente a agentes virais, dentre eles o BHV-1, causador da
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR). Esse agente esta entre os agentes infecciosos
mais importantes devido aos transtornos reprodutivos ocasionados em bovinos. A IBR é
uma doenca infecciosa economicamente importante, de grande transmissibilidade e
dificil controle, que esta amplamente disseminada nos rebanhos bovinos de corte e de
leite tanto do Brasil como em outros paises (RICHTZENHAIN et al., 1999; MEDICI;
ALFIERI; ALFIERI, 2000; FLORES et al., 2005).

4.9. Soro Fetal Bovino (SFB) como fonte de suplementacao protéica na producao

in vitro de embrioes

As suplementagdes de meios de cultura com fontes protéicas de origem animal
apresentam os melhores resultados na maturacao oocitaria e no desenvolvimento in
vitro de embrides (CAROLAN et al., 1995; MINGOTI, 2000; VANROOSE et al., 2001). O
SFB é uma fonte protéica muito utilizada nos meios de cultura, nas trés etapas de PIV,
e que promove 0 aumento quantitativo na producéo in vitro de embrides bovinos (ALl e
SIRARD, 2002).

A adicao de soro em meios de cultivo geralmente melhora a taxa de producao de
blastocistos (GOMES e DIEZ, 2000) e seu efeito tem carater bifasico, ou seja, inibe as
primeiras divisdes celulares, mas estimula o desenvolvimento embrionario posterior
(GOMEZ et al., 2008). Porém, tanto o SFB quanto a BSA, sdo misturas complexas e
indefinidas de proteinas, fatores de crescimento, peptideos e outros elementos (LIM et
al., 2007).



Embora a suplementacdo protéica com SFB e BSA seja benéfica ao
desenvolvimento oocitario e embrionario in vitro, impossibilita investigar as
necessidades nutricionais do o6cito e do embrido durante as fases de desenvolvimento.
Isso € devido ao fato do SFB ser composto por uma variedade de substancias, ou
componentes indefinidos, incluindo os &cidos graxos, fatores de crescimento,
substratos energéticos, aminoacidos e vitaminas, com concentragdes variaveis
dependendo do lote, remessas e fornecedores. Ainda, por ser proveniente do fluido
formado pela coagulagdo sangulinea de bovinos, o SFB pode introduzir uma série de
componentes patogénicos nos sistemas de cultivo (BAVISTER et al., 1992; KRISHER et
al., 1999; HAN e NIWA, 2003), e pode estar relacionado ao nascimento de fetos
gigantes produzidos in vitro, a chamada sindrome do bezerro gigante ou “large offspring
syndrome” (LOS) (FARIN e FARIN, 1995), principalmente quando a concentragdao do
soro no CIV é elevada.

O uso do soro no cultivo também altera o0 metabolismo do embridao e pode levar
ao aumento do conteudo de &cidos graxos nos blastocistos (REIS et al., 2003). A
suplementacdo com soro tem sido associada ao acumulo de gotas lipidicas no
citoplasma de embrides PIV (ABE et al,, 1999) e pode levar a baixos resultados de
sobrevivéncia ap0ds criopreservacao dos mesmos (LEIBO et al,, 1993). Além disso, o
soro pode aumentar a frequéncia de embrides mixoploides (LONERGAN et al., 2004) e
pode induzir a alteracées no perfil de expressdo génica (LAZZARI et al., 2002;
WRENZYCKI et al., 1999; RIZOS et al., 2002).

Contudo, embrides produzidos in vitro, utilizando-se soro como suplementacdes
do meio, mostram alteragdes na sua ultraestrutura, blastulagcdo anormal e compactacao
prejudicada (GOMEZ et al., 2008). Também pode estar relacionado a transmissao da
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), ou mal da Vaca Louca (BATT et al., 1991), e
da Diarréia Viral Bovina (BVDV) (STRINGFELLOW et al., 1997), além de impossibilitar
0 estabelecimento das reais necessidades nutricionais do embrido, por conter uma
variedade indefinida de substancias, com concentracdes variaveis, dependendo da
procedéncia. Para resolver esses problemas, meios definidos tém sido propostos e
estudados.



Rizos et al. (2003) relataram que o meio de cultivo SOF suplementado com soro
reduziu a criotolerancia, bem como alterou a abundancia relativa de importantes
mRNAs em embrides bovinos vitrificados. Um fato interessante que foi observado é que
0 meio contendo soro aumentou o tamanho (2-6 e > 6 mm) e numero de gotas lipidicas
em embrides bovinos PIV, porém aqueles produzidos em meio livre de soro
apresentaram gotas lipidicas de menor tamanho (2 mm) (WRENZYCKI et al., 2005).
Esse acumulo de lipideo pode reduzir a criotolerancia, e consequentemente a
sobrevivéncia apds a descongelacao.

SFB e BSA sao as fontes protéicas mais comumente utilizadas como suplemento
do meio de cultura para producao in vitro de embrides bovinos (MINGOTI, 2000). No
entanto, estudos indicam que o uso do SFB tem sido superior ao BSA como
suplemento protéico adicionado ao meio de MIV, durante a etapa de maturacéao
oocitaria, pois foi demonstrada maior viabilidade dos o0citos e maior expansao das
células do cumulus (LEIBFRIED-RUTLEDGE et al, 1986; SANBUISSHO e
THRELFALL, 1988; ANCIOTO, 2004).E provavel que mais de um fator seja responsavel
pela variagdo que existe na capacidade de diferentes fontes protéicas em dar suporte
ao desenvolvimento in vitro de embrides. Diversos aspectos relacionados ao processo
de maturagao in vitro dos odcitos podem interferir no desenvolvimento embrionario,
dentre eles, a deficiéncia na maturacéo citoplasmatica (LEIBFRIED-RUTLEDGE et al.,
1987).

Atualmente, estao sendo realizados estudos que visam a exclusao do soro no
processo de PIV de embrides. O desenvolvimento de um meio de cultivo livre de soro
para embrides de animais domeésticos é altamente desejavel para facilitar estudos do
desenvolvimento embrionario inicial e para aumentar a eficiéncia dos procedimentos de
MIV, FIV e CIV (GARDNER et al., 1994), além de evitar os possiveis danos por ele
causado (MOORE et al., 2007). Ainda, condicbes quimicas definidas, sem o soro ou
derivados do soro, permitem observacdo mais precisa dos efeitos de fatores do
crescimento ou outros fatores embriotréficos presentes no meio de cultivo (GILES e
FOOTE, 1997; SIRISATHIEN et al., 2003; OYAMADA et al., 2004).



Foi reportado por diversos autores, que o SFB promove efeitos benéficos na PIV
de embrides, pela presenca dos fatores de crescimento e aminoacidos (KESKINTEPE
et al., 1995), substratos energéticos e vitaminas (TAKAHASHI e FIRST, 1992),
peptideos, proteinas e citrato (KESKINTEPE et al, 1995), e horménios esterdides
(MINGOTI et al., 1995).

A adicdo de SFB ao meio de maturacdo néao influenciou a taxa de maturagao
oocitaria, ou seja, porcentagem de odcitos que atingiram o estadio de MII (metafase II),
sugerindo que a maturagdo nuclear pode ser um processo independente da
suplementagcédo do meio de cultura (SUSS et al., 1988), entretanto influencia durante a
etapa de fecundacéao in vitro (MINGOTI et al., 1995), e durante a etapa de cultivo in
vitro, pois as proteinas sintetizadas na etapa de maturacao persistem e influenciam no
desenvolvimento embrionario inicial (SIRARD et al., 1998).

Odcitos imaturos cultivados in vitro sdo capazes de retomar a meiose e atingir a
maturacdo nuclear (MIl), entretanto, sdo poucos os competentes para suportar o
desenvolvimento embrionario até a implantacdo. E provavel que mais de um fator seja
responsavel pela variagdo na capacidade de diferentes fontes protéicas em darem
suporte ao desenvolvimento in vitro de embrides. Diversos aspectos relacionados ao
processo de maturacdo in vitro dos odécitos podem interferir no desenvolvimento
embriondrio, dentre eles, a deficiéncia na maturagdo citoplasmatica (LEIBFRIED-
RUTLEDGE et al., 1987), como a migracao inadequada dos granulos corticais para a
periferia (DAMIANI et al., 1996), e a baixa concentracao de glutationa intracelular (DE
MATOS et al., 1996).

4.10. Albumina Sérica Bovina (BSA) como fonte de suplementacao protéica na
producao in vitro de embrides

Assim como o SFB, a albumina sérica bovina (BSA) é uma das fontes protéicas
mais comumente utilizadas como suplemento do meio de cultura para producéao in vitro
de embrides bovinos (MINGOTI, 2000). Entretanto, estudos mostram que o soro fetal



bovino (SFB) tem sido superior ao BSA como suplemento protéico no meio de MIV,
demonstrado pela viabilidade e expansao das células do cumulus (COC’s) (LO TURCO,
2004).

Thompson (2000) mostrou claramente o papel da BSA como substancia nutritiva
durante o desenvolvimento, especialmente no periodo de pds-compactacao
embrionaria. Embora a BSA tenha um efeito benéfico no desenvolvimento in vitro, é
dificil elucidar fungbes especificas dos fatores de crescimento ou outros estimulantes
porque se trata de uma mistura de varios componentes, como proteinas, fatores de
crescimento, peptideos e outras substancias.

Os riscos de agentes infecciosos e patogénicos presentes na BSA sdo bem
menores quando comparado ao SFB. Embora esses produtos nunca tenham sido
testados e declarados totalmente livres de patdgenos. Algumas alternativas para
substituicdo da BSA durante o cultivo in vitro e criopreservacao estdao sendo utilizadas,
como substancias quimicas com propriedades surfactantes (PALASZ et al., 1995), e até
mesmo as macromoléculas de origem nao-animal como peptonas vegetais (GEORGE
et al., 2006).

A albumina sérica bovina geralmente é utilizada como fonte de proteina em
meios de cultivo e também por promover efeitos benéficos durante o desenvolvimento
embrionario com a sua propriedade de ligacao, pois dessa forma protege os embrides
contra componentes toxicos presentes nos meios de cultura (FLOOD e SHIRLEY,
1991). A BSA ainda possui a capacidade de quelar metais pesados e equilibrar o pH
(MEHTA e KIESSLING, 1990), e também a propriedade surfactante, previne adesao de
células a superficies plasticas e de vidro (BAVISTER, 1981; PINYOPUMINTR e
BAVISTER, 1994).

In vivo, uma das principais fungbes do BSA € servir como transportador de
nutrientes (JOHANSON, 1981). In vitro, ela tem sido utilizada em meios de cultura
substituindo o SFB. Entretanto, meios que contém BSA, ainda que livres de acidos
graxos, de globulinas e com poucas endotoxinas, sdo considerados semidefinidos, pois
podem conter outras proteinas e diversos contaminantes, além da variabilidade dos

sistemas de cultivo (KRISHER et al., 1999). A BSA beneficia a clivagem dos embrides,



porém parece ter deficiéncia de elementos estimuladores do desenvolvimento de
blastocistos (THOMPSON, 2000), resultando em menor desenvolvimento embrionario,
quando utilizada como fonte protéica isolada.

A albumina, normalmente, é necessaria para auxiliar a capacitagdo espermatica
e a fecundagdo in vitro, mas 0s mecanismos dessa acao ainda ndo sao bem
compreendidos. O preparo comercial de albumina sérica € contaminado com uma
variedade de outras proteinas e compostos, sendo sua atividade biologica variavel
(KANE e HEADON, 1980; FLOOD e SHIRLEY, 1991).

Preparagbes comerciais de albumina sérica sdo contaminadas com outras
proteinas, bem como com acidos graxos e outras moléculas pequenas (KANE e
HEADON, 1980; BATT e MILLER, 1988). As pequenas moléculas contaminantes
incluem fatores embriotréficos de crescimento, 0os quais estimulam a divisao celular e o
desenvolvimento de moérulas e blastocistos (KANE, 1985). Até mesmo diferentes lotes
de albumina sérica bovina da mesma fonte diferem na composicdo, especialmente no
que se relaciona aos valores de acidos graxos (CHEN, 1966), promotores e fatores de
crescimento, e a capacidade de dar suporte ao desenvolvimento embrionario, em varias
espécies (KANE, 1985).

Nos estudos realizados por Eckert e Niemann (1995), a formagao de pronucleo
foi retardada em meio com auséncia de suplementacao protéica, indicando que a BSA
€ necessaria para regular a fecundacgao in vitro, embora em condicdes experimentais, a
suplementacao protéica nao foi necessaria para a maturagao e para o desenvolvimento
in vitro até o estadio de blastocisto. No entanto, Ali e Sirard (2002) reportaram que a
BSA afetou a maturagédo oocitaria, pois causou atraso no inicio da meiose, e também
proporcionou alteragdes no desenvolvimento embrionario, diminuindo a capacidade de
desenvolvimento aos estadios de moérula e blastocisto, embora tenha sido observado
efeito estimulatorio a blastulagéao.

Visconti et al. (1995) executaram diferentes testes e ensaios experimentais para
determinar quais fatores eram necessarios para: capacitacdo espermatica, reacao
acrossomal e capacidade de formagao de pronucleo. Na auséncia de BSA, eles

descobriram que a proteina de fosforilagdo da tirosina 95/116 hexoquinase era limitada



e que a medida que a concentragdo de BSA era aumentada, a intensidade da proteina
de fosforilagdo de tirosina aumentava, revelando o valor maximo perto de 3 mg/mL de
BSA.

A fonte protéica BSA pode ser considerada um componente variavel do meio de
MIV visto que a preparagcao comercial apresenta um produto quimicamente impuro. Por
essa razao, qualquer meio de maturacdo contendo BSA comercial ndo pode ser
considerado definido quimicamente (KANE, 1987). Em diversos estudos a BSA é
amplamente utilizada durante a PIV na substituicdo ao SFB, principalmente na etapa de

fecundacgéo in vitro.

4.11. Macromoléculas quimicamente definidas utilizadas na producao in vitro de

embrioes

Devido as possiveis contaminagdes por patéogenos (virus e prions), além dos
efeitos toxicos em meios de cultura com adicdo de fontes protéicas de origem
sanguinea, tem sido proposta e preconizada a substituicio de SFB e BSA por
macromoléculas quimicamente definidas, ou macromoléculas sintéticas (THOMPSON,
1999; THOMPSON, 2000), como por exemplo a polivinil pirrolidona (PVP) ou o alcool
polivinilico (PVA).

Foi relatado que o SFB e BSA podem ser substituidos por macromoléculas
sintéticas, como a polivinil pirrolidona (PVP) ou éalcool polivinilico (PVA) em cultivo inicial
de embrides de hamster (KANE e BAVISTER, 1988), coelho (KANE, 1985), e
camundongo (ZHANG e ARMSTRONG, 1990). No entanto, possuem resultados
controversos, e foi reportado que a formagéao do pronucleo foi retardada, quando o meio
de fecundacao continha PVA (ECKERT e NIEMANN, 1995).

Meios de cultura definidos s&o essenciais para a compreensao das necessidades
nutricionais de odcitos e embrides (LIU e FOOTE, 1995; GANDHI et al., 2000), bem
como para o estudo de substéncias adicionadas ao meio de cultura, que poderao
promover incremento e melhoria nos indices da biotécnica de PIV de embrides (GESHI



et al, 2000). No entanto, embrides cultivados em meios totalmente definidos,
apresentaram bloqueio no desenvolvimento (CAMOUS et al., 1984), reducdo da
viabilidade, em comparacao aos cultivados em meios suplementados com SFB e BSA
(WRIGHT e BONDIOLI, 1981; PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1994; KIM et al., 1996;
KESKINTEPE e BRACKETT, 1996).

Segundo Uto e Yamahama (1996), o PVA, macromolécula sintética, € uma
alternativa razoavel para substituir o BSA na fecundacao in vitro, e apresenta um lento
progresso no sistema para obtengdo de um bom modelo de estudo dos diversos passos
da ativacdo espermatica. De acordo com o mesmo autor, foi possivel obter taxas
equivalentes de maturacdo em oécitos bovinos submetidos a meio definido comparado
as condicoes de maturacdo padrao com soro. Além disso, o desenvolvimento
embrionario subsequente € melhorado apdés maturacdo na auséncia de soro
(GARDNER et al., 2001).

Thompson (1999) observou que o nivel de proteina total e a utilizagdo de
substratos energéticos sdo baixos em blastocistos cultivados em meio suplementado
com PVA, quando comparado aqueles cultivados em meio suplementado com SFB ou
BSA. Dessa forma, o PVA nao tem sido muito empregado como suplemento em meios
de cultura, pois a habilidade de desenvolvimento adquirida pelo odécito durante o
processo de maturacdo € originaria, em grande parte, pela sintese de proteinas que
ocorre nas primeiras etapas do desenvolvimento, sendo importante para as etapas
seguintes (SIRARD et al., 1998).

Outros autores reportaram que os meios completamente definidos, livres de
proteinas, e suplementados com &alcool polivinilico (PVA) ou polivinil pirrolidona (PVP)
apresentam baixas taxas de desenvolvimento embrionario, e resultados criticos quanto
a viabilidade, numero de células e até mesmo taxas de prenhez, quando comparados
aos resultados obtidos com os meios indefinidos ou semidefinidos, suplementados com
SFB e BSA (KESKINTEPE e BRACKETT, 1996). Enquanto que os sistemas
semidefinidos, contendo BSA nas etapas de MIV, FIV e CIV, resultam em



desenvolvimento e taxas de eclosdo semelhantes aos que utilizam SFB (GANDHI et al.,
2000).

Lim et al. (2007) obtiveram resultados satisfatérios com o uso da macromolécula
PVA somente quando também foram acrescentados ao meio mio-inositol, fator de
crescimento epidermal (EGF), além de se alterar a composi¢do do substrato de energia,
ou seja, adicionando-se glicose ou fosfato ao meio de cultivo. Com o meio definido
contendo PVA-mio-inositol-EGF-fosfato, os autores relataram producao de até 52% de
producao de blastocistos, e relataram alteracdo na expressdo de alguns genes

importantes ligados a viabilidade e sobrevivéncia embrionaria.

4.12. Definicao, classificacao e propriedades das Proteinas

Proteina €& definida como uma macromolécula cujos mondémeros sao a-
aminoacidos. As proteinas sao constituintes dos tecidos bioldgicos, e muitas funcionam
também como enzimas. As proteinas sao classificadas quanto a estrutura molecular
em:

- Proteinas simples ou homoproteinas: sao constituidas somente por
aminoacidos.

- Proteinas complexas, conjugadas ou heteroproteinas: apresentam a cadeia de
aminoacidos ligada a um radical diferente, ou seja, um grupo prostético. Dependendo
do grupo prostético, as proteinas podem ainda ser classificadas em: glicoproteinas,

cromoproteinas, fosfoproteinas ou nucleoproteinas (NORTH, 1979).

4.13. Fluido embriénico bovino (FE)

O fluido embribénico, “embryonic fluid” é uma fonte protéica. De acordo com a
descricdao do fabricante, € um composto de fatores de crescimento e também de
hormdnios enriquecidos em um fluido utilizado como suplemento para cultivo celular e

suas diversas aplicagoes.



E uma fonte de fatores de crescimento bovino. Pode substituir o SFB ou outros
soros com resultados comparaveis em muitas aplicagoes.
O “Embryonic fluid Sigma E1761” € estéril, liquido, testado quanto a endotoxinas,

e indicado para cultivo celular.
4.14. Substituto de soro (SS)

O substituto do soro, “serum replacement” € uma fonte protéica estavel durante
30 dias quando diluido em meio de cultura. E um meio definido, que pode ser utilizado
para multiplos propésitos, usualmente em estudos de efeitos dos fatores de crescimento
e também de producéo de proteinas.

O SS é obtido através de alta purificacdo, com tratamento de calor da albumina
sérica bovina, e também transferrina e insulina bovina. Nao contém fatores de
crescimento, hormdnios esterdides, glucocorticéides, fatores de adesao de células, Ig
detectavel e agentes mitogénicos. Pode ser utilizado em cultivo celular e suspensao de
células.

O “Serum replacement (50X) Sigma S0638” € estéril, liquido, testado quanto a

endotoxinas, e indicado para cultivo celular.

4.15. Knockout™ Serum Replacement (KSR) como fonte alternativa de
suplementacao protéica na producao in vitro de embrides

O Knockout™ Serum Replacement (KSR) é também apontado como uma
alternativa de fonte protéica no meio de cultivo in vitro livre de soro.

O KSR é um suplemento sintético, de formula definida, que contém aminoacidos,
glicose, insulina, transferrina, antioxidantes, sais inorganicos, proteinas e vitaminas
(MOORE et al., 2007), e por nao conter fatores de crescimento e horménios ja vem
sendo utilizado como substituto do soro em meio de cultivo de células-tronco
embrionarias (CHENG et al., 2004).



O Knockout foi inicialmente utilizado como substituto do soro fetal bovino no
cultivo de células tronco embrionarias (GOLDSBOROUGH et al.,, 1998), que por sua
vez, sdo células derivadas da massa celular interna de embrides (MCI) no estadio de
blastocisto.

Embrides gerados in vivo ndo entram em contato com soro fetal bovino. Portanto,
nao € surpresa que alguns componentes do mesmo sejam prejudiciais. Para resolver
esses problemas, substitutos do soro disponiveis comercialmente tém sido testados
extensivamente, principalmente nos meios de cultivo utilizados para embrides humanos
(MOORE et al., 2007). Porém, em bovinos, os substitutos de soro tém produzido
resultados variaveis (DUQUE et al., 2003; SAGIRKAYA et al., 2007).

A suplementacdo com KSR permite a proliferacdo das células-tronco
embriondrias enquanto as mesmas mantém sua pluripoténcia (MOORE et al., 2007).
Em estudos preliminares, foi observado o potencial da utilizacdo do knockout durante o
cultivo de embrides produzidos in vitro em substituicdo ao soro fetal bovino (SFB)
(RODRIGUEZ-SALLABERRY et al., 2002 e SERAPIAO et al., 2005).

Segundo Moore et al. (2007), apesar do KSR provocar detrimentos ao odcito
quando usado na maturagéo, nao houve diferenca significativa entre o desenvolvimento
dos blastocistos cultivados em meio suplementado com KSR ou com SFB. Ainda, no
mesmo estudo, revelou-se que embrides cultivados em meios suplementados com KSR
e posteriormente vitrificados mantiveram alta taxa de sobrevivéncia 24h apds serem
aquecidos, ou seja, descongelados, enquanto aqueles suplementados com SFB tiveram
uma baixa taxa de sobrevivéncia apds serem descongelados (valor aproximado de 70%
e 30%, respectivamente).

Infelizmente, a composicao quimica do KSR nao esta disponivel, porém, ele é
comercializado como um suplemento sintético livre de soro e sabe-se que ele contém
diversos aminoacidos, glicose, insulina, transferrina, antioxidantes, sais inorganicos e
uma mistura de proteinas e vitaminas. O KSR nao contém fatores de crescimento,
citocinas, hormoénios, imunoglobulinas ou as macromoléculas PVA ou PVP. Sua
formulacdo assegura boa reprodutibilidade no cultivo (MOORE et al., 2007).



Como ja mencionado, é necessario desenvolver alternativas para a substituicao
do SFB, alcancando resultados satisfatérios de producdo e qualidade embrionéria,
quantitativa e qualitativa, porém, sem os riscos biolégicos que o SFB atualmente
oferece. Diante das qualificagdes da BSA nas etapas de PIV e das poucas pesquisas
que envolvem o KSR no cultivo embrionario bovino (MOORE et al., 2007), é possivel
que estes dois suplementos, juntamente, proporcionem novos éxitos na producao

embrionaria.

4.16. Ovalbumina (OVA)

A ovalbumina ou albumina do ovo de galinha é uma albumina pertencente a
classe das albuminas soluveis, proveniente da coagulacdo de proteinas. Ha diversas
albuminas, como: as albuminas de tecidos animais, as albuminas de miogénio
muscular, a albumina sérica ou sanguinea, a lactalbumina do leite, além de inumeras
albuminas vegetais.

A separagdo da ovalbumina, assim como das albuminas séricas, ou outras
proteinas sanguineas é realizada por eletroforese ou precipitacdes fracionadas com
varios sais (BAHR e JOHNSON, 1991). A OVA é a maior proteina constituinte da parte
branca do ovo, ou seja, da clara. Participa com 54% da constituicdo de toda a porcéao
branca do ovo, juntamente com os outros constituintes: ovomucéide (11%),
ovotransferrina (13%), lisozima (38,5%), além de globulina e avidina. Possui
aproximadamente 3% de carboidratos (BESLER e MINE, 1999).

A OVA é considerada uma fosfoproteina (o grupo prostético € o acido fosférico)
com 386 aminoacidos (44kD) com um N ligante a cadeia de oligossacarideos, sendo a
sintese de OVA estimulada principalmente pelo horménio estrégeno (BAHR e
JOHNSON, 1991). A ovalbumina € uma das 30 proteinas diferentes que formam o
albume, e contém todos os aminoacidos essenciais.

Acredita-se que a formagao do albume esteja sob controle hormonal (horménios
estrogénicos, androgénicos e progesterdnicos), mecanico e nervoso fazendo com que

as células glandulares do magno (também chamada glandula albuminifera) secretem e



depositem os extratos sobre a gema que no seu trajeto gira sobre seu eixo. O ovo em
formacao percorre 0 magno em cerca de 3 horas (BURKE, 1996).

Enquanto a ovalbumina apresenta classificacdo quanto a funcao biolégica de
proteina de armazenagem (depdsito protéico da porgdo branca do ovo de aves), as
albuminas séricas apresentam a funcao de proteinas de transporte (como o transporte
de acidos graxos no sangue, manutencado das relagdes osmdéticas entre o sangue
circulante e os espacos teciduais). Enquanto a OVA possui peso molecular (medido por
ultracentrifugacdo) de 45,0, coeficiente de difusdo de 7,76 e coeficiente de
sedimentacao de 2,85, a albumina sérica apresenta 69,0, 5,94 e 4,6, respectivamente
(NEURATH, 1965).

De acordo com Barlian et al. (1993), a ovalbumina é um suplemento protéico nao
aparentado ao BSA, mas que também possui a capacidade de manter a proliferacao
celular. Além disso, por ser de origem heterdloga (aves), os riscos de transmissao de
doencas aos bovinos sdo menores.

A OVA foi utilizada como fonte protéica alternativa (TETZNER, 2007) nas etapas
de maturacao, fecundacgao e cultivo in vitro de embrides bovinos, e resultou em menor
quantidade de embrides (26%) produzidos in vitro quando comparado ao grupo
controle, com presenca de SFB e BSA (45%), avaliados o numero de blastocistos sobre
o numero de clivados. Embora tenha apresentado resultados bioldgicos inferiores
quando comparado ao SFB e BSA, nas etapas de fecundacédo e nas etapas finais do
desenvolvimento, a OVA pode ser uma fonte protéica importante e promissora pelo fato
de representar menores riscos de contaminagdes por patdgenos, pelo fato de ser de
origem heteréloga. Dessa forma os riscos de transmissao de agentes patogénicos aos
bovinos sado menores, principalmente nos casos especificos de entraves
correlacionados a exportacdo de embrides e as barreiras sanitarias internacionais, ja

que os meios quimicamente definidos também apresentam baixa eficiéncia.

4.17. Insulina + Transferrina + Selénio (ITS)



O complexo ou mistura insulina, transferrina e selénio (ITS) tem sido reportado
em diversos estudos de produgéo in vitro de embrides que promove melhorias nas
taxas de maturagao oocitaria e também nas taxas de desenvolvimento embrionario in
vitro.

Na tentativa de aperfeicoar os resultados obtidos pela PIV de embrides, alguns
aditivos foram testados nas diversas etapas do processo, como: substratos energéticos,
fatores de crescimento, aminoacidos (WATSON et al., 2000), estimuladores da sintese
de glutationa (DE MATOS et al., 1996, 2002; GASPARRINI et al., 2000, 2003; AVELINO
et al., 2004), aléem de outros agentes antioxidantes, como: transferrina, lactoferrina,
vitaminas E e C e taurina (LIM e HANSEL, 2000).

Aditivos como a insulina melhoram o desenvolvimento embrionario de mamiferos
pré-implantacao, pelo controle do transporte de glicose, e exercem ag¢des mitogénicas e
anti-apoptoticas, pois o transporte deste substrato de energia € essencial para a
sobrevida do embrido (AUGUSTIN et al, 2003); além disso, estimulam também o
transporte de aminoacidos pela membrana celular do embrido (McGOWAN et al., 1995)
e aumentam a sintese de proteinas (LEWIS et al., 1992).

A adigao de insulina ao meio de CIV de embrides bovinos elevou a taxa de
clivagem e de producdo de blastocisto, além de aumentar o numero de células por
blastocisto e reduzir a frequéncia de apoptose, melhorando assim a qualidade
embrionaria (AUGUSTIN et al., 2003).

Outros fatores podem ser adicionados ao meio de cultivo associados a insulina,
como selénio, que age como estimulador da sintese de glutationa, além de ser
embriotréfico (LIM e HANSEL, 2000). H& a possibilidade de se utilizar transferrina, que
foi identificada como um dos maiores constituintes protéicos nas células da granulosa e
no fluido folicular e ampolar, e tem acdo quelante de radicais hidroxila, facilitando o
transporte de ferro e outros metais para dentro do embrido (LIM e HANSEN, 2000).

De acordo com os estudos de Camargo et al. (2001), a adicao de vitaminas e de
ITS ao meio suplementado com BSA ndo aumentou a taxa de producao de blastocistos,
e também quando utilizaram ITS e vitaminas separadamente em meio de cultivo com

SFB, os resultados foram semelhantes e também ndo aumentou a taxa de producao de



blastocistos. Esse fato pode ser atribuido a diferencas nas necessidades biolégicas de
embrides bovinos em relagdo as espécies estudadas.

Matsui et al. (1995), ao utilizarem ITS na concentracao de 1%, observaram acao
estimulatéria no desenvolvimento de embrides bovinos. Este trabalho utilizou 50 ml de
vitaminas e ITS, o que pode representar um excesso ou uma deficiéncia dessas
substancias no desenvolvimento embrionario. Além disso, BSA pode apresentar
contaminacéao por vitaminas (BAVISTER, 1995), alterando a concentracao final no meio.

4.18. Apoptose

A palavra apoptose (do grego apo = separacao, ptdsis = queda), adotada pela
primeira vez na década de 70, designa a forma fisiol6gica de morte celular (KERR et al.,
1972 apud TILLY, 1996).

O termo apoptose define todos os mecanismos e processos envolvidos antes,
durante e depois da morte celular: (1) inducao da morte celular — estimulos externos; (2)
morte celular propriamente dita — desencadeamento de mecanismos morfoldgicos e
bioquimicos; e (3) absorcao dos corpos apoptéticos por células vizinhas. Ja a utilizagao
da terminologia morte celular programada (MCP) envolve apenas o0os mecanismos
morfologicos e bioquimicos especificos que a prépria célula desencadeia para induzir a
sua morte (KERR et al.,, 1972 apud TILLY, 1996).

Apoptose, ou morte celular programada (MCP) €& caracteristica no
desenvolvimento de animais e plantas e é tdo importante quanto o processo mitético
para a formacdo de um individuo. E observada em condicdes normais no
desenvolvimento de embrides in vivo e in vitro do inicio de desenvolvimento de
embrides (NEUBER et al.,, 2002). O indice de células em apoptose pode indicar a
qualidade de blastocistos produzidos.

A MCP é regulada por uma sequéncia de eventos bioquimicos intracelulares e
apresenta como principais caracteristicas, alteracbes morfolégicas no nucleo
(fragmentacdo do DNA ordenada em 200 pares de base pela endonuclease) e no

citoplasma (picnoses); ainda, o citoplasma se torna denso, com corpos apoptoéticos e



vesiculas, e com aumento do reticulo endoplasmatico e da permeabilidade da
membrana mitocondrial, este ultimo elemento é o fator central durante o processo.
Estes efeitos deletérios nas células (dano no DNA, peroxidagao lipidica e oxidagdo de
proteinas) sdo causados pelos peroxidos que desencadeiam a apoptose (HALL, 1999;
VAN SOOM et al., 2002).

O éxito do desenvolvimento embrionario depende de um adequado
funcionamento de genes. A qualidade de odcitos tem um grande impacto na
competéncia do desenvolvimento e contribui para altas incidéncias de perdas
embrionarias (HARDY, 2001). A sobrevivéncia do oécito é controlada por varias
moléculas regulatérias da morte celular programada (JURISCOVA, 2004).

A MCP é um processo fundamental para a embriogénese, assim como para a
homeostase tecidual, desenvolvimento de animais, morfogénese de o6rgaos, e até
mesmo para a remog¢ao de células infectadas ou danificadas em todos os organismos
multicelulares (JOZA, 2001). O aparecimento de fragmentacdo celular durante o
desenvolvimento dos embrides foi observado em diferentes espécies (JURISCOVA,
1995; LONG, 1998; MATWEE, 2000).

Os embrides com fragmentacao celular apresentam blastémeros de tamanhos
diferentes, retardo no desenvolvimento, seguido de degeneracao. A fragmentacédo dos
blastdmeros e de seu DNA foi associada a morte celular programada (HARDY, 1989).

Estudos mostraram que a apoptose é um processo normal € que ocorre em
100% dos blastocistos de bovinos produzidos in vitro (BYRNE et al, 1999). A
mitocondria possui papel fundamental no processo de MCP mediante liberacdo do
citocromo c¢ e fator indutor de apoptose (AlF), que ativam pro-caspases 2, 3 e 9
(SCHPEPINA, 2002).

O numero de células embrionarias e o percentual de MCP sao usuais indicadores
da qualidade embrionaria. Quanto maior o0 nimero de células e menor a taxa de MCP,
melhor é a qualidade do blastocisto. O embrido pode apresentar MCP em blastdmeros
inviaveis, durante a formagado da blastocele ou ainda em condicoes de estresse
(HANDYSIDE e HUNTER, 1986; BYRNE et al., 1999; VAN SOOM et al., 2002).



Uma serie de eventos bioquimicos e morfolégicos ocorre no nucleo e no
citoplasma da célula em MCP. A fragmentagdo do DNA nuclear esta associada com a
peroxidacao lipidica e oxidagdo de proteinas e aumento do reticulo endoplasmatico
(HALL, 1990).

O ensaio ou técnica “in situ terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP
Nick labeling assay’(TUNEL), detecta células que iniciaram o processo de morte celular,
pois a enzima terminal “deoxynucleotidyl transferase” (TdT) catalisa a incorporacéao de
“piotinylated deoxyuridine” (dUTP) nos locais de quebra de DNA e o sinal e amplificado
por fluorescéncia, ou seja, a enzima TdT adiciona nucleotideos biotinilados marcados
com fluoresceina no local de quebra da fita de DNA da célula em apoptose, podendo
ser visualizada por microscopia de epifluorescéncia (YUAN et al., 2003).



CAPITULO 2 - SUBSTITUICAO DO SFB E BSA POR FONTES
PROTEICAS ALTERNATIVAS DURANTE A MIV E CIV DE EMBRIOES
BOVINOS

1. INTRODUCAO

A espécie bovina é comumente empregada para aplicagéo e desenvolvimento de
biotecnologias, principalmente com objetivo de melhoria da producdo animal e da
eficiéncia reprodutiva (USHIJIMA, 2005).

Nos ultimos quatro anos, o Brasil foi responsavel por aproximadamente 25% da
producao total e 50% da producgao in vitro de embrides bovinos no mundo (VIANA e
CAMARGO, 2007). No Brasil, foram produzidos 57.368 embrides in vivo (TE) e 212.441
in vitro (PIV) no ano de 2007. Esses numeros garantem ao pais a lideran¢ca mundial na
producéo in vitro de embrides bovinos, respondendo por 85% desse total, e uma
participacao de 32,8% no total geral, produzidos por TE e PIV.

Estudos na éarea de PIV sdo necessarios para acelerar e incrementar os
resultados atuais, pois as pesquisas em todas as etapas, como maturacao in vitro
(MIV), fecundacgao in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) de embrides bovinos, sao
extremamente importantes para a evolucao da biotécnica em questao, bem como para
fornecer suporte as outras biotecnologias reprodutivas mais complexas e sofisticadas,
como a transferéncia nuclear (TN) e até mesmo para a transgenia, ou manipulagao
genética.

Atualmente, o principal problema em se utilizar soro fetal bovino (SFB) e
albumina sérica bovina (BSA) na produgéao in vitro de embrides bovinos refere-se as
barreiras sanitarias, pois essas duas substancias, por serem produtos derivados
sanguineos, e ainda da prépria espécie bovina, representam alto risco de contaminagao
e transmissao de doencas, demonstrando ser um dos principais fatores limitantes na
comercializacdo desses embrides (TORNESI et al., 1993; MILHAM et al., 1994).



Faz-se necessario o conhecimento sobre substancias que exercam a mesma
funcéo na suplementacao protéica, e que possam substituir o SFB e BSA nas etapas de
maturagao, fecundacao e cultivo in vitro, pois assim sera possivel diminuir ou extinguir
0s riscos de contaminacgdes.

O objetivo deste trabalho foi utilizar diferentes fontes protéicas durante a MIV e
CIV para obtengédo de um protocolo eficiente, que permita a exclusdo do SFB e da BSA
em importantes etapas do processo de PIV, como maturacdo oocitaria e cultivo

embrionario in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Producao in vitro de embrides do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho — UNESP, Campus de Jaboticabal, durante o periodo de agosto de 2007
a marco de 2010.

Para a realizacdo dos experimentos laboratoriais, foram utilizados ovarios de
fémeas bovinas abatidas em frigorifico, sendo o abatedouro localizado em cidade
proxima ao laboratério da UNESP.

Exceto quando mencionado, os reagentes e meios foram adquiridos da Sigma
(St. Louis, MO, EUA). As estufas foram calibradas para a temperatura de 38,5 C com

5% CO2 em ar e umidade maxima durante todos os experimentos.

2.1. Experimento I: Influéncia da concentracdao de fluido embriénico (FE),
substituto de soro (SS), conalbumina (C), e albumina fracao VIl (A) na maturacao

nuclear e na migracao de granulos corticais em odcitos bovinos



Neste experimento, avaliaram-se os efeitos da substituicado do soro fetal bovino
(SFB) por diferentes concentracdes de fluido embriénico (FE), substituto de soro (SS),
conalbumina (C), e albumina fragao VIl (A), na maturagao nuclear quanto ao estadio de
progressao nuclear, e na maturagéo citoplasmatica, quanto a distribuicdo dos granulos
corticais (GC), por representarem um indicio de maturagao citoplasmatica. Foi realizada
a padronizagao da concentracdo adequada de cada substituto, a qual foi utilizada nos

experimentos seguintes.

2.1.1. Obtencao, selecao e maturacao in vitro de oécitos bovinos

Ovérios bovinos obtidos em abatedouro foram transportados ao laboratério de
producdo in vitro de embrides em solucdo salina a 28-32°C, e seus foliculos antrais
(com diametro de 3 a 7 mm) foram aspirados com auxilio de seringas (20 mL) com
extremidade de agulha (18-G). O fluido folicular aspirado foi transferido para tubo
cbnico de 50 mL e decantado por 15 min para a separacao dos odcitos. Posteriormente,
o sedimento foi transferido para placa de Petri e visualizado em microscépio
estereoscopico, com aumento de 20 a 80 X.

Foram selecionados para a maturacéo, odécitos de cumulus compacto, com pelo
menos, trés a quatro camadas de células do cumulus, e ooplasma de granulagao
uniforme.

Os odcitos aspirados foram classificados e selecionados segundo Loos et al.
(1991), onde:

a) Grau |: revestimento com multicamadas de cumulus compacto, ooplasma
homogéneo e complexo cumulus-odcito claro e transparente;

b) Grau Il: revestimento com 3 a 5 camadas de cumulus compacto, ooplasma
homogéneo ou com regides escuras na periferia;

c) Grau lll: pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas) e ooplasma
irregular com picnose;

d) Grau IV ou atrésico: cumulus expandido com células escuras e em grumos, e

complexo cumulus-o6cito escuro e irregular;



e) Desnudo: sem camadas do cumulus e com ooplasma uniforme ou com
granulagdes.

Os odécitos selecionados, de grau |, Il e lll, foram divididos igualmente em quatro
grupos, lavados duas vezes em meio de lavagem (suplementado de acordo com o
respectivo tratamento), e uma vez em meio de maturagdo, correspondente ao grupo
experimental, foram distribuidos em numero de 20 a 25 odcitos por microgota (100uL),
sob 6leo mineral (Dow Corning 200 Fluid 50CST), com meio de maturagao especifico

para cada tratamento.

2.1.2. Maturacao in vitro

Os o6citos foram maturados in vitro (MIV) em meio TCM 199 com sais de Earle
(Gibco 31.100; Grand Island, NY, EUA) suplementado de acordo com os tratamentos
(FE, SS, C, e A), descrito na Tabela Il. 1, e 1,0ug/mL de FSH (Pluset®, Calier), 50Ul/mL
de hCG (Profasi®, Serono), 1,0ug/mL de estradiol (Sigma E-2758), 0,2mM de piruvato
de sédio (Biochemical 44094) e 83,4ug/mL de amicacina (Biochimico).

Tabela Il.1. Apresentagcdo esquematica dos tratamentos utilizados na etapa de
maturacao in vitro de oécitos bovinos (Experimento I).

Maturacao —MIV Suplementacao

FE Fluido embriénico (5,10 e15%) — (Sigma, E1761)

SS Substituto de soro (20, 40 e 60 pL/mL) — (Sigma, S0638)
C Conalbumina (2, 4 e 6 mg/mL) — (Sigma, C7786)

A Albumina fracao VIl (2, 4 e 6 mg/mL) — (Sigma, A7641)

FE = fluido embribnico; SS = substituto de soro; C = conalbumina; A = aloumina fracao VII.

2.1.3. Avaliacao da maturacao oocitaria



A maturacdo oocitaria foi avaliada pelo estadio da progressao nuclear (od6citos
que atingiram metafase Il - MIl), e pela migracdo dos granulos corticais (GC) para a
periferia da membrana citoplasmatica (indicio de maturagao citoplasmatica). Para tanto,
foi utilizada a metodologia descrita por Cherr et al. (1988) com modificacées (AVELINO,
2004).

Apds maturag@o por 24h, foi realizada a remogéo das células do cumulus com
0,2% de hialuronidase (Hyalozima®, Aspen) em PBS livre de Ca**, com 0,1% de &lcool
polivinilico (PVA; Sigma P-8136), e remocao da zona pelucida (Figura 2) com pronase
(0,5% em PBS) por 3 min e depois em solugdo acida (PBS pH 2,5) por 10 seg, a
temperatura ambiente.

Posteriormente a remocado da ZP, os oécitos foram fixados em 3% de
formaldeido (Mallinckrodt 5016), em tampédo salina fosfato (PBS), por 30 min a
temperatura ambiente, e incubados a 4°C durante a noite, em solu¢ao de bloqueio — SB
[PBS com 1mg/mL de albumina sérica bovina (BSA; Sigma A-6003), 100mM de glicina
(Plusone 17-1323-01) e 0,2% de azida de sédio (Sigma S-2002)].

Para a permeabilizacao, os oécitos bovinos foram tratados por 15 min a 38°C em
solucdo de bloqueio (SB) acrescida de 0,1% de Triton X-100 (USB 22686).
Posteriormente, foram incubados em 10ug/mL de Lens culinaris aglutinina conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC-LCA); esta lecitina se liga especificamente a o-D-
manose presente nos GC. Em seguida, os odcitos foram lavados em SB 3 vezes,
corados com 10 pug/mL de Hoechst 33342 em SB por 10 minutos, lavados novamente
em SB, montados em laminas e visualizados em microscépio de epifluorescéncia
(Olympus — IX-FLA-70, Téquio, Japao). Em cada grupo experimental, os odcitos foram
avaliados quanto a maturacao nuclear pela progressao meiética (excitacao 330-385nm
e emissao 420-490nm para o Hoechst) e quanto a maturacdo citoplasmatica pela
distribuicdo dos granulos corticais (excitagdo 460-490nm e emissdo 515nm, para o
FITC).

Os odcitos foram classificados quanto a maturagdo nuclear pelo estadio de
progressao nuclear, e foram considerados maturos quando no estadio de MIl. Quanto a

maturacdo citoplasmatica, os oocitos foram classificados de acordo com a distribuigéo



dos GC, sendo considerados imaturos aqueles com GC dispostos em “clusters”
distribuidos por todo o citoplasma; parcialmente maturos ou em transicdo, 0os odcitos
com GC migrando para a periferia; e maturos os oécitos com GC dispostos na periferia
de forma homogénea; de acordo com a classificagdo de HOSOE e SHIOYA (1996) e
MEO (2002).

Apés o estabelecimento da melhor concentracdo de cada fonte protéica ou
substituto, essa foi adotada nos experimentos seguintes.

2.2. Experimento II: Avaliacdo da influéncia do SFB, FE e SS como suplementos
protéicos na maturacao in vitro de odcitos bovinos

Neste experimento; avaliou-se a influéncia da substituicdo do soro fetal bovino
(SFB) por FE e SS na maturacao nuclear quanto ao estadio de progressao nuclear, e
na maturagao citoplasmatica, quanto a distribuicdo dos granulos corticais (GC). Foram
escolhidos somente esses dois substitutos, ou fontes protéicas, pois em estudos
prévios (Experimento 1) foram os mais eficientes na MIV quando comparados aos

demais.

2.2.1. Obtencao, selecao e maturacao in vitro dos odécitos bovinos

A metodologia para obtengao, selecao e maturacao in vitro dos odcitos bovinos
foi desenvolvida como anteriormente, descrita no item 2.1.1.,, com excecdo da
suplementacéao protéica utilizada na etapa de MIV.

Os odcitos foram maturados in vitro (MIV) em meio TCM 199 com sais de Earle
(Gibco 31.100), suplementado de acordo com os tratamentos: SFB (Crypion®; 10%
SFB), FE (Sigma®; 10% FE), SS (Sigma®; 20ul/mL), conforme a Tabela Il. 2, e
1,0ug/mL de FSH (Pluset®, Calier), 50ug/mL de hCG (Profasi®, Serono), 1,0ug/mL de
estradiol (Sigma E-2758), 0,2mM de piruvato de sodio (Biochemical 44094) e
83,4ug/mL de amicacina (Biochimico), durante 24h a temperatura de 38,5°C e
atmosfera de 5% de CO, em ar.



Tabela 1l.2. Apresentacdo esquematica dos tratamentos utilizados na etapa de
maturacao in vitro de odécitos bovinos (Experimento II).

Maturacao -MIV Suplementacao

Controle SFB (10%) - (Crypion®)

FE Fluido embriénico (10%) - (Sigma, E1761)

SS Substituto do soro (20ul/mL) - (Sigma, S0638)

FE = fluido embridnico; SS = substituto de soro.

2.2.2. Avaliacao da maturacao oocitaria

A metodologia para avaliacdo dos odcitos bovinos maturados sob diferentes
suplementos protéicos descritos acima foi desenvolvida como descrito anteriormente no
item 2.1.2.

2.3. Experimento lll: Avaliacao da influéncia de diferentes fontes protéicas (SFB,
FE, SS, OVA+ITS e K) utilizadas durante a maturacao in vitro e sua conseqliéncia
no desenvolvimento embrionario in vitro

Neste experimento, avaliou-se a influéncia da substituicdo do SFB por fontes

protéicas alternativas durante a etapa de MIV.

2.3.1. Obtencao, selecao e maturacao in vitro dos oocitos bovinos

A metodologia para obtencao, selecado e maturacao in vitro dos odécitos bovinos
foi desenvolvida como anteriormente, descrita no item 2.1.1., com exceg¢do da

suplementacéo protéica utilizada na etapa de MIV, de acordo com a tabela Il.3.



Tabela 1I.3. Apresentacdo esquematica dos tratamentos utilizados na etapa de
maturagao in vitro de oécitos bovinos.

Maturacao -MIV Suplementacao

Controle SFB (10%) - (Crypion®)

FE Fluido embriénico (10%)- (Sigma, E1761)

SS Substituto do soro (20ul/mL) - (Sigma, S0638)
OVA+ITS OVA (4mg/mL) — (Inlab®, 1860)+ mistura de ITS*
K K (10%)

FE = fluido embriénico; SS = substituto de soro; OVA = ovalbumina; K = Knockout
*ITS (8mg de insulina, 8mg de transferrina e 8ug de selénio por mL de meio)
Sigma — cat n°l-1884

2.3.2. Fecundacao in vitro (FIV) dos odcitos bovinos

Odbcitos maturados in vitro oriundos dos 5 tratamentos com diferentes
suplementos protéicos (SFB, FE, SS, OVA+ITS e K), foram fecundados in vitro na
presenca de BSA (Tabela 11.4).

A fecundagéo in vitro (FIV) foi realizada ap6s 24h de MIV, em gotas de 100uL de
meio TALP-FIV [meio TALP com 30ug/mL de heparina (Sigma H-3149), 18uM de
penicilamina (Sigma P 4875), 10uM de hipotaurina (Sigma H-1384) e 1,8uM de
epinefrina (Sigma E-4250)], contendo 0,2mM de piruvato de sédio, 83,4ug/mL de
antibiético, amicacina e suplementado com 6mg/mL de BSA, cobertas com 6leo
mineral.

O sémen, congelado em palhetas de 0,5 mL, foi aquecido em agua a 35°C por
30seg e preparado por centrifugacao em gradiente de Percoll (Sigma P-4937), de 45 e
90%, a 900xg por 30min, em meio TALP-sémen [meio TALP com 10mM de hepes acido
(J.T. Baker 4018-01)].

Foram recuperados 30uL do sedimento, que foram avaliados quanto a
concentracdo e motilidade espermatica. A concentragdo final foi ajustada para 25 x 10°
espermatozéides moveis/mL com meio TALP-FIV sob 6leo mineral. Posteriormente,



8uL do sémen diluido foram adicionados as gotas contendo de 20 a 25 odcitos,
obtendo-se a concentracdo final de 2 x 10° espermatozdides vivos/gota (2 x 10%/mL),
resultando em 8-10 x 10° de espermatozéides por odcito. O periodo de co-incubagao foi
de 18 a 20h, em incubadora a temperatura de 38,5, 5% de CO, em ar e umidade

saturada.

Tabela 11.4. Apresentacdo esquematica dos tratamentos utilizados nas etapas de
maturacao e fecundacgéo in vitro de odcitos bovinos (Experimento IlI).

Grupos Maturacao —-MIV Fecundacao - FIV
CONT SFB (10%) BSA (6mg/mL)
FE FE (10%) BSA (6mg/mL)
SS SS (20pL/mL) BSA (6mg/mL)
OVA+ITS OVA (4mg/mL) + mistura de ITS* BSA (6mg/mL)
K K (10%) BSA (6mg/mL)

FE = fluido embriénico; SS = substituto de soro; OVA = ovalbumina; K = Knockout
*ITS (8mg de insulina, 8mg de transferrina e 8ug de selénio por mL de meio).

2.3.3. Cultivo in vitro (CIV)

Ap6s o término da incubagdo com os espermatozoides, 0s provaveis zigotos
foram submetidos ao cultivo de desenvolvimento (CIV) em placas de 4 pocos Nunc®,
com 500 pL de meio SOF suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% de SFB, cobertos
com 6leo mineral, em, atmosfera com 5% de CO, em ar, e umidade saturada, a
temperatura de 38,5°C, durante 7 dias, para atingirem o estadio de blastocisto (dia 0 =
dia da fecundagao). Apos 96 horas foi realizado o “feeding” ou troca de meio, retirando-
se 50% do meio de cultivo e adicionando-se a mesma quantidade de meio recém-

preparado.

2.3.4. Quantificacao das taxas de clivagem, de desenvolvimento embrionario e de
eclosao dos embrioces CIV



A taxa de clivagem foi avaliada aproximadamente 32 a 36 horas apds a
fecundacao in vitro (hpi), em microscépio estereoscopico (aumento de 50 X) e embrides
de duas e quatro células foram considerados clivados.

No sétimo dia apds a fecundagao in vitro, foi avaliada a taxa de desenvolvimento
embrionario até os estadios de blastocisto (Bl), sendo contabilizados desde blastocisto
inicial (Bi) a blastocisto expandido (Bx). A eclosédo dos blastocistos foi avaliada no oitavo
e nono dias apéds a FIV.

2.4. Experimento IV: Utilizacao de diferentes fontes protéicas (SFB, FE, SS,
OVA+ITS e K) nas etapas de maturacao, e cultivo in vitro e sua consequéncia no
desenvolvimento embrionario in vitro

Neste experimento, foi avaliada a influéncia de fontes protéicas alternativas (FE,
SS, OVA+ITS e K), nas etapas de MIV e CIV da PIV de embrides, pela analise da taxa
de clivagem, taxa de producédo de blastocisto, taxa de eclosdao, nimero de células da
massa celular interna e trofoblasto, e nimero total de células dos embrides.

2.4.1. Obtencao, selecao e maturacao in vitro dos odcitos bovinos

A metodologia para obtencao, selecdo e maturacao in vitro dos odécitos bovinos

foi desenvolvida como anteriormente, descrita no item 2.3.1.

2.4.2. Fecundacao in vitro (FIV)

A metodologia para fecundagdo in vitro foi desenvolvida como descrito

anteriormente de acordo com o item 5.3.2.

2.4.3. Cultivo in vitro (CIV) dos provaveis zigotos



A metodologia para cultivo in vitro foi desenvolvida como descrito anteriormente

de acordo com 5.3.3., exceto as suplementacdes protéicas utilizadas.

Tabela 11.5. Apresentagcdo esquematica dos tratamentos utilizados nas etapas de
maturagao e fecundacgéao in vitro de o6citos bovinos (Experimento 1V).

Grupos Maturacao —MIV Cultivo - CIV
CONT SFB (10%) SFB (2,5%)+ 0,5% de BSA
FE FE (10%) FE (10%)
SS SS (20uL/mL) SS (20uL/mL)
OVA+ITS OVA (4mg/mL) + mistura de ITS* OVA (4mg/mL) + mistura de ITS*
K K (10%) K (10%)

FE = fluido embrionico; SS = substituto de soro; OVA = ovalbumina; K = Knockout

*ITS (8mg de insulina, 8mg de transferrina e 8ug de selénio por mL de meio) Sigma — cat n°l-1884

2.4.4. Quantificacao das taxas de clivagem, de desenvolvimento embrionario e de
eclosao dos embrioes CIV

A metodologia para quantificacdo das taxas de clivagem, de desenvolvimento
embrionario e de eclosdao dos embrides CIV foi desenvolvida como descrito

anteriormente de acordo com o item 5.3.4.

2.5. Experimento V: Avaliacao da influéncia de diferentes fontes protéicas (SFB,
FE, SS, OVA+ITS e K) somente na etapa de cultivo in vitro e sua consequéncia no

desenvolvimento embrionario in vitro

Neste experimento, foi avaliada a influéncia de fontes protéicas alternativas (FE,
SS, OVA+ITS e K), na etapa de CIV, pela analise da taxa de clivagem, taxa de
producao de blastocisto, taxa de eclosdo, nimero de células da massa celular interna e
trofoblasto, e numero total de células dos embrides.



2.5.1. Obtencao, selecao e maturacao in vitro dos oécitos bovinos

A metodologia para obtencédo, selecdo e maturacéo in vitro dos oécitos bovinos

foi desenvolvida como anteriormente, descrita no item 2.3.1.

2.5.2. Fecundacao in vitro (FIV)

A metodologia para fecundagdo in vitro foi desenvolvida como descrito

anteriormente de acordo com o item 5.3.2.

2.5.3. Cultivo in vitro (CIV) dos provaveis zigotos

A metodologia para cultivo in vitro foi desenvolvida como descrito anteriormente

de acordo com 5.3.3.

2.5.4. Quantificacao das taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario

A metodologia para quantificagdo das taxas de clivagem e de desenvolvimento
embrionario foi desenvolvida como descrito anteriormente de acordo com o item 5.3.4.
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Figura Il.1. Modelo esquematico da PIV. A PIV foi realizada mediante maturacao (MIV) durante
24 horas, fecundagao (FIV) e cultivo (CIV) de 18 a 20 horas po6s-inseminacao (hpi).
Decorridas 32 a 36 hpi foi realizada a contagem da taxa de clivagem, no D7 foi
verificada a taxa de producéo de blastocistos e no D8 e D9, avaliada a taxa de ecloséo,
com intuito de verificar os efeitos causados pelas diferentes fontes protéicas nas trés
etapas da PIV.

2.6. Experimento VI: Verificacao da qualidade embrionaria através do numero de
células da MCI, do TF, e total nos embrioes CIV

A qualidade morfolégica dos blastocistos produzidos in vitro foi avaliada pela
propor¢cao do numero de células da massa celular interna (MCI) e do trofoblasto (TF)
em relagdo ao numero total (T) de células.




2.6.1. Determinacao do numero de células da massa celular interna (MCI) e
trofoblasto (TF)

A determinacdo da massa celular interna (MCI) e trofoblasto (TF) foi baseada na
técnica de coloracao diferencial por fluorocromo, amplamente utilizada, descrita por
Iwasaki et al. (1990).

Os blastocistos obtidos no dia 7 ap6s a fecundacéo foram tratados com pronase
(0,5% em PBS) por 3 min e em seguida, por solucdo "Tyrodes Acida" (pH 2,1) a 37°C
por 40 seg, para retirada da zona pellcida. Posteriormente, os blastocistos foram
lavados trés vezes em meio TCM-199 Hepes com 10% de SFB e duas vezes em meio
TCM-199 Hepes sem SFB. Os blastocistos foram incubados em gelo durante 10
minutos, em solugéo de acido picrico (10 mM; Reagen®) e PVP (3mg/mL; Sigma®) em
PBS. Apds lavagem em meio TCM-199 Hepes, foram incubados a 38,5°C por 30
minutos com soro de coelho anti-bovino na proporcédo de 1:10 em meio TCM-199
Bicarbonato. Apds nova lavagem em meio TCM-199 com 10% de SFB, os embriGes
foram incubados a 38,5°C por mais 30 minutos em complemento de cobaia na
propor¢cdo de 1:10 em meio TCM-199 Hepes acrescido de 10 ug/mL de iodeto de
propidio (Sigma® — P-4170) (corante nao vital) e 10ug/mL de Hoechst 33342 (corante
vital). Para finalizacado, foram lavados em PBS com 0,3% de BSA e fixados entre
laminas e laminulas com glicerol, onde foram levemente achatados por pressao
manual.

Os blastocistos foram avaliados em microscépio de epifluorescéncia (com filtro
de excitacdo de 340-380 nm e emissdao de 430 nm) quanto ao numero de células da
MCI (nacleos com fluorescéncia azul, corados pelo Hoechst 33342) e do TF (nucleos
com fluorescéncia rosa, corados tanto pelo iodeto de propidio quanto pelo Hoechst) e
total de células. A média (DP) do numero de células total, na MCIl e no TF, e a
propor¢cao MCI:TF, dos blastocistos foram determinados.

Na avaliacdo dos blastocistos (Bl) quanto a proporcao de MCI:TF, foram
considerados de qualidade superior aqueles blastocistos que apresentaram razao igual
ou superior a 1:2, de acordo com classificacao de Avelino (2004).



2.7. Experimento VII: Verificacao da apoptose através de Coloracao “Terminal
Transferase Assay” — TUNEL

Foi utilizada a técnica de TUNEL — “In situ terminal deoxinucleotidyl transferase
mediates dUTP nick end labeling assay”.

Apés 7 dias de CIV, os embrides (estddio de moérula, blastocisto inicial,
blastocisto e blastocisto expandido) foram selecionados para serem avaliados em
porcentagem de células em apoptose, utilizando a técnica de coloragao “In situ terminal
deoxinucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay’” (TUNEL) descrita
por Paula-Lopes e Hansen (2002).

Os embrides foram lavados em 100uL de PBS com PVP (1mg/mL) e fixados,
com a zona pelucida intacta, em 100 pL de solucdo de paraformaldeido (4% em PBS,
pH 7,4) a temperatura ambiente, por 1h, os quais foram novamente lavados em 100 uL
de PBS-PVP e armazenados sob refrigeracao (4 °C), para posterior processamento.

O processamento ocorreu pela permeabilizacdo dos embrides em 200 uL de
solucdo de Triton X-100 (0,5%, v/v) em citrato de sédio (0,1%), por 30 min em
temperatura ambiente, sendo em seguida, incubados os embrides reservados para
controle positivo com DNAse | (50 Ul/mL de agua Milli-Q) (RNAse free) a 37°C por 1h,
enquanto os embrides dos tratamentos ficaram em gotas de 100 pL de PBS-PVP.

Todos os embrides foram lavados em 100 uL de PBS-PVP e incubados, em
camara umida, com 15 pL da mistura (1:9, da enzima — tubo 1 e do tampao da enzima —
tubo 2, respectivamente) para a coloragcdo TUNEL (“In Situ Cell Death Detection Kit,
Fluorescein”, Roche Diagnostics, Germany), por 1h a 37°C na auséncia de luz,
acondicionados em recipiente plastico.

Os embrides reservados para o controle negativo foram incubados na auséncia
da enzima terminal deoxinucleotidyl transferase (TdT). Os embrides de todos os grupos
experimentais foram incubados em 100 uL de RNAse A (50 ug/mL de agua Milli-Q) por
1h em temperatura ambiente, seguida por incubacdo com Hoechst 33342 (0,5 pg/mL de
PBS-PVP) por 30 min. em temperatura ambiente. Em seguida os embrides foram



lavados em PBS-PVP e colocados entre lamina e laminula com glicerina tamponada
(9:1).

Os embrides foram entdo avaliados em microscopio de epifluorescéncia
(excitacdo de 510-550 nm e emissdo de 590 nm) quanto ao numero de células com
fragmentacdo de DNA (TUNEL positivas — fluorescéncia verde ou amarela pontual
dentro do nucleo) localizadas na MCI e no TF em relagdo ao numero total de células do
blastocisto, determinado pelos nucleos corados em azul pelo Hoechst 33342.

2.8. Experimento VIII: Avaliacao da influéncia de diferentes fontes protéicas (SFB,
FE, SS, OVA+ITS e K) na criopreservacao de embridoes bovinos

2.8.1. Congelacao dos Embrides

No 8° dia de desenvolvimento, os embrides foram congelados. Para isso, foram
lavados uma vez em PBS + 4mg/ml BSA e transferidos para PBS + Etileno (1.4M), onde
permaneceram no maximo por 10 minutos. Foram envasados em palhetas de 0,25mL,
e as mesmas foram, em seguida, colocadas no aparelho de congelagdo (BIOCOM),
sendo utilizada uma curva de congelagédo de -6 a - 35°C. Ao término do processo, as
palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido, introduzidas nas raques e colocadas
no botijao de nitrogénio liquido (-196 °C).

2.8.2. Descongelacao dos embrides

Os embrides criopreservados foram descongelados por 8 segundos em ar e 12
segundos em agua a 35°C. Entao foram colocados em meio contendo sacarose 0,25M
por 1 minuto. Posteriormente foram transferidos para sacarose 0,15M, onde
permaneceram por 4 min para reidratacdo. Os embrides foram lavados 2 vezes em
meio de lavagem (Apéndice |) suplementado com SFB, 0,20mM de piruvato e
83,4ug/mL de amicacina, por 3 min e transferidos para gotas de meio SOF



mergulhadas em 6leo mineral. Apds 24 e 48 horas, avaliou-se 0 numero de blastocistos
eclodidos.

2.8.3. Quantificacao das taxas de eclosao dos embridées CIV

A metodologia para quantificacdo das taxas de eclosdo dos embrides CIV foi
desenvolvida como descrito anteriormente de acordo com o item 5.3.4.

2.9. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa “Statistical Analysis
System” (SAS Institute Inc, 1989), SAS/STAT Software, V 9.1. Cary: SAS Institute Inc.
(LITTLELL et al., 1996).

Os resultados dos experimentos foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey. Foi utilizado um nivel de

significancia de 5% em todos os experimentos.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Experimento I: Influéncia da concentracao de fluido embrionico (FE),
substituto de soro (SS), conalbumina (C), e albumina fracao VIl (A) na

maturacao nuclear e na migracao de granulos corticais em odcitos bovinos

3.1.1. Avaliacao da maturacao oocitaria (maturacao nuclear)

Os oécitos foram classificados quanto a maturacédo nuclear pelo estadio de
progressao meidtica, e foram considerados maturos quando no estadio de MII.

Para se determinar a melhor concentracdo de cada fonte protéica testada
na etapa de maturacéo in vitro de oécitos bovinos, foram utilizados 2603 odcitos,
distribuidos nos quatro grupos experimentais em trés repeticées (206-225 odcitos
por tratamento). No total dos oécitos avaliados, 1530 odcitos (58,78%) atingiram o
estadio de metafase Il, e 1147 odcitos (44,06%) apresentaram gréanulos corticais

(GC) dispostos na periferia da membrana citoplasmatica.

Figura 11.2. Aspecto morfolégico da progressao nuclear em oécitos bovinos MIV por 24 h,
corados com Hoechst 33342 e avaliados sob microscopia de epifluorescéncia. (a)
Odcito imaturo, apresentando vesicula germinativa (VG); (b) Odcito maturo,
apresentando metéafase Il (M), com presenca do primeiro corpusculo polar (1CP).




Tabela I1.6. Valores médios (% = dp) de maturagao nuclear (oécitos em metafase
II) apos cultivo de maturacéo por 24 h, em meios suplementados com 5,
10 ou 15% de fluido embriénico (FE).

Grupos N° de odcitos Maturacao nuclear (médias % * dp)
5% 215 66,31 £2,32 2

10% 217 81,98 £1,31°

15% 219 75,62 +1,10°

2P% Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si

P

p>0,05).
* = Significativo (p<0,05),
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Figura I1.3. Representacao grafica da porcentagem média e desvio padrao de odcitos em
metafase I, apos 24 h de maturagéo in vitro, em meios suplementados com 5, 10
e 15% de FE.*"°Colunas com sobrescritos diferentes, diferem entre si (P<0,05).

A concentracdo de 10% (FE) foi superior (p<0,05

~

quanto a maturacao
nuclear quando comparada as concentracdes de 5 e 15% de FE.



Tabela I1.7. Valores médios (% + dp) de maturagédo nuclear (o6citos em metafase
[I) ap6s cultivo de maturagao por 24 h, em meios suplementados com
20, 40 ou 60 pL/mL de substituto de soro (SS).

Grupos N° de oocitos Maturacao nuclear (médias % * dp)
20 uL/mL 206 77,54 +1,69°
40 pL/mL 210 75,74 £1,26 2
60 pL/mL 212 66,26 + 1,78 °

2P Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si (p>0,05).
* = Significativo (p<0,05).
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Figura I1.4. Representacao grafica da porcentagem média e desvio padrao de odcitos em
metéafase I, apos 24 h de maturacao in vitro, em meios suplementados com 20,
40 e 60 pL/mL de SS. **“Colunas com sobrescritos diferentes, diferem entre si
(P<0,05).

As concentragbes de 20 e 40uL/mL (SS) (p>0,05) nao diferiram
estatisticamente, porém foram superiores (p<0,05) quanto a maturacdo nuclear
quando comparadas a concentracao de 60 pL/mL (SS).



Tabela I1.8. Valores médios (% + dp) de maturacao nuclear (o6citos em metafase

[I) apds cultivo de maturacao por 24 h, em meios suplementados com 2,
4 ou 6 mg/mL de conalbumina (C).

Grupos N° de odcitos Maturacao nuclear (médias % * dp)
2 mg/mL 223 36,89 +2,06 ?
4 mg/mL 225 37,81 +£0,48 2
6 mg/mL 214 28,45 +1,38°

2P Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si (p>0,05).
= Significativo (p<0,05).
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Figura I1.5. Representacao gréfica da porcentagem média e desvio padrao de odcitos em
metéafase Il, apds 24 h de maturacdo in vitro, em meios suplementados com 2, 4

e 6 mg/mL de C. abCColunas com sobrescritos diferentes, diferem entre si
(P<0,05).

As concentracbes de 2 e 4mg/mL (C) (p>0,05) né&o diferiram
estatisticamente, porém foram superiores (p<0,05) quanto a maturacao nuclear
guando comparada a concentragao de 6 mg/mL (C).



Tabela I1.9. Valores médios (% * dp) de maturagédo nuclear (o6citos em metafase
[I) ap6s cultivo de maturacéo por 24 h, em meios suplementados com 2,
4 ou 6 mg/mL de albumina fragao VII (A).

Grupos N° de odcitos Maturacao nuclear (médias % * dp)
2 mg/mL 221 59,02 +3,00 ?
4 mg/mL 218 58,96 +2,48 @
6 mg/mL 223 54,17 £1,192

# Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, néo diferem entre si (p>0,05).
* = Significativo (p<0,05).
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Figura I1.6. Representacao gréafica da porcentagem média e desvio padrao de odcitos em
metafase Il, apds 24 h de maturacao in vitro, em meios suplementados com 2, 4
e 6 mg/mL de A.

As concentragcbes de 2, 4 e 6 mg/mL (A) (p>0,05) nao diferiram
estatisticamente entre si.



3.1.2. Avaliacao da maturacao oocitaria (maturacao citoplasmatica)

A migracdo dos granulos corticais (GC) para a periferia dos odcitos é
utilizada como indicio de maturacdo citoplasmatica, pois representa uma das
alteracdes que ocorrem com as organelas na etapa de maturacao oocitaria, dentre
varias outras modificagdes, e foi utilizada como parametro para avaliar a
maturacao citoplasmatica dos odcitos.

A maturacao citoplasmatica ndo € garantida pela maturagéao nuclear, ja que
as condi¢oes de cultivo podem influenciar diretamente a MIV dos oécitos de forma
diferente.

Os odcitos foram classificados de acordo com a distribuicdo dos GC, sendo
considerados imaturos aqueles com GC dispostos em “clusters” distribuidos por
todo o citoplasma, e os oécitos com GC migrando para a periferia; e maturos os

oocitos com GC dispostos na periferia de forma homogénea.

Figura I1.7. Aspecto morfolégico da distribuicdo dos granulos corticais em odcitos bovinos
MIV por 24h, corados com lecitina (especifica a a-D-manose) conjugada a
isotiocianato conjugado a fluoresceina (FITC), e avaliados sob microscopia de
epifluorescéncia. (a) Oobcito apresentando GC dispostos em “clusters” no
citoplasma (oécito imaturo); (b) Odcito apresentando GC dispostos em todo o
citoplasma, no centro e na periferia (o6cito imaturo); (c¢) Obcito apresentando GC
dispostos na periferia (06cito maturo).




Tabela 11.10. Valores médios (% * dp) de odcitos bovinos apresentando GC
periféricos, como indicio de maturacdo citoplasmatica, apds cultivo de
maturacdo por 24 h, em meios suplementados com 5, 10 ou 15% de
fluido embridnico (FE).

Grupos N° de odcitos Maturacao citoplasmatica (médias % * dp)
5% 215 41,22 +1,52°

10% 217 70,95 +2,32°

15% 219 59,51 £+4,20 °

2P¢ Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si (p>0,05).
* = Significativo (p<0,05),
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Figura 11.8. Representagao grafica da porcentagem média e desvio padrdao de odcitos
com granulos corticais na periferia, como indicio de maturacao citoplasmatica,
apos 24h de maturacao in vitro, em meios suplementados com 5, 10 € 15% de
FE.2P°Colunas com sobrescritos diferentes, diferem entre si (P<0,05)

A concentracdo de 10% (FE) foi superior (p<0,05) quanto a maturacao
citoplasmatica quando comparada as concentragdes de 5 e 15% de FE.



Tabela 1l.11. Valores médios (% * dp) de odcitos bovinos apresentando GC
periféricos, como indicio de maturacao citoplasmatica, apds cultivo de
maturacao por 24 h, em meios suplementados com 20, 40 ou 60 pL/mL
de substituto de soro (SS).

Grupos N° de odcitos Maturacao citoplasmatica (médias % * dp)
20 pL/mL 206 70,05 +3,62 2
40 pL/mL 210 69,35 + 3,64 ?
60 puL/mL 212 54,66 +2,81°

2P Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si (p>0,05).
* = Significativo (p<0,05).
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Figura 11.9. Representagao gréfica da porcentagem média e desvio padrdo de odcitos
com granulos corticais na periferia, como indicio de maturagao citoplasmatica,
apds 24h de maturagao in vitro, em meios suplementados com 20, 40 e 60 pL/mL
de SS.*Colunas com sobrescritos diferentes, diferem entre si (P<0,05).

As concentracbes de 20 e 40uL/mL (SS) (p>0,05) nao diferiram
estatisticamente, porém foram superiores (p<0,05) quando comparadas a
concentracao de 60 uL/mL (SS).



Tabela 11.12. Valores médios (% * dp) de odcitos bovinos apresentando GC
periféricos, como indicio de maturacao citoplasmatica, apds cultivo de
maturacao por 24 h, em meios suplementados com 2, 4 ou 6 mg/mL de
conalbumina (C).

Grupos N° de odcitos Maturacao citoplasmatica (médias % * dp)
2 mg/mL 223 28,23 +2,96 2
4 mg/mL 225 28,49 +2,62 2
6 mg/mL 214 21,87 £1,17°

2P Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si (p>0,05).
* = Significativo (p<0,05).
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Figura 11.10. Representacao grafica da porcentagem média e desvio padrdo de odcitos
com granulos corticais na periferia, como indicio de maturacao citoplasmatica,
apods 24h de maturacao in vitro, em meios suplementados com 2, 4 e 6 mg/mL de
C.?"Colunas com sobrescritos diferentes, diferem entre si (P<0,05).

As concentracbes de 2 e 4mg/mL (C) (p>0,05) nao diferiram
estatisticamente, porém foram superiores (p<0,05) quando comparadas a
concentragao de 6 mg/mL (C).



Tabela 11.13. Valores médios (% * dp) de odcitos bovinos apresentando GC
periféricos, como indicio de maturacao citoplasmatica, apds cultivo de
maturacao por 24 h, em meios suplementados com 2, 4 ou 6 mg/mL de
albumina fragao VII (A).

Grupos N° de odcitos Maturacao citoplasmatica (médias % * dp)
2 mg/mL 221 29,77 + 1,05 %
4 mg/mL 218 33,74 £2,522
6 mg/mL 223 24,63 +2,63°

¥ Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, néo diferem entre si (p>0,05).
* = Significativo (p<0,05).
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Figura I.11. Representacao grafica da porcentagem média e desvio padrdao de odcitos
com granulos corticais na periferia, como indicio de maturacao citoplasmatica,
apods 24h de maturacao in vitro, em meios suplementados com 2, 4 e 6 mg/mL de
A.#"Colunas com sobrescritos diferentes, diferem entre si (P<0,05).

A concentracdo de 2 mg/mL (A) (p>0,05) ndo diferiu estatisticamente das
concentracées 4 e 6 mg/mL (A) (p>0,05). Porém a concentragao de 4 mg/mL (A)
(p<0,05) foi superior a concentragdao de 6 mg/mL (A).



Como as fontes protéicas conalbumina (C) e albumina fracdo VII (A)
promoveram baixas taxas de maturagcdo nuclear (37,81 e 59,02%,
respectivamente) e baixas taxas de maturagdo citoplasmatica, migracao de
granulos corticais (28,49 e 33,74%, respectivamente), as mesmas néo foram
utilizadas nos experimentos seguintes.

Somente as fontes que apresentaram melhores resultados nesse
experimento, que foram o fluido embriénico (FE) e o substituto de soro (SS), ao
promoverem maiores taxas de maturacdo nuclear (81,98 e 77,54%,
respectivamente), e de migracao dos granulos corticais para a periferia (70,95 e
70,05%, respectivamente), foram utilizadas nos demais experimentos envolvendo
as etapas de fecundacéo e cultivo in vitro.

Constatou-se, de fato, acao prejudicial da conalbumina e albumina fragao
VII quando adicionadas ao meio de maturagdao, pois as mesmas promoveram
baixas taxas de maturacao nuclear e migracao dos granulos corticais.

A MIV é uma etapa importante na produgéo in vitro de embriées bovinos,
pois o0s o6citos maturos, depois de fecundados, devem sustentar o
desenvolvimento embrionario e fetal, resultando em individuos saudaveis
(DIELEMAN et al., 2002; VANHOUTTE et al., 2007).

A maturacao in vitro (MIV) € uma técnica reprodutiva que permite que os
oocitos atinjam a metafase Il e adquiram a competéncia para serem fecundados e,
assim, iniciem a embriogénese (SMITZ et al., 2004).

Atualmente, evidéncias disponiveis indicam que as condigdes de cultivo
adequadas suportam a maturacdo nuclear, mas frequentemente ndo conseguem
sustentar a maturagdo citoplasmatica (COMBELLES et al, 2002). A natureza

desta deficiéncia ainda esta sujeita a especulagédo (VANHOUTTE et al., 2007).



3.2. Experimento Il: Avaliacdo da influéncia do SFB, FE e SS como

suplementos protéicos na maturacao in vitro de oo6citos bovinos

Para se determinar a melhor fonte protéica durante a etapa de maturacao in
vitro de odcitos bovinos, foram utilizados 651 oécitos, distribuidos nos trés grupos
experimentais em trés repeticbes (215-219 odcitos por tratamento). No total dos
oocitos avaliados, 527 oécitos (80,95%) atingiram o estadio de metafase Il e 465
oocitos (71,42%) apresentaram GC dispostos na periferia da membrana
citoplasmatica.

As taxas de maturacdo nuclear para os diferentes tratamentos estédo
descritas na Tabela Il.14 e demonstradas nas Figuras 11.12. Observamos que o
grupo tratado com 10% de FE (81,98%) foi semelhante (p>0,05) ao grupo controle
suplementado com 10% SFB (85,74%). Por outro lado, a taxa de maturacao
nuclear no grupo tratado com 20 uL/mL de SS (77,54%) foi inferior (p<0,05) ao

grupo controle.

Tabela 11.14. Valores médios (% * dp) de maturagao nuclear (oécitos em metafase
[I) apds cultivo de maturacao por 24 h, em meios suplementados com
10%SFB (Controle), 10% FE e 20 uL/mL de SS.

Grupos N° de oocitos Maturacao nuclear (médias % + dp)
Cont 215 83,74 +2,76 2
FE 217 81,98 +1,31 %
SS 219 77,54 +1,68°

2P Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si (p>0,05).
* = Significativo (p<0,05),
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Figura 11.12. Representacdo grafica da porcentagem média e desvio padrdo de odcitos
em metafase Il, apds 24 h de maturagao in vitro, em meios suplementados com
10%SFB (C), 10% FE e 20pL/ml SS. #*Colunas com sobrescritos diferentes,
diferem entre si (P<0,05)

As taxas de maturacao citoplasmatica para os diferentes tratamentos estao
descritas na Tabela 1.15 e demonstradas nas Figuras 11.13. E possivel observar
que o grupo controle (73,35%) foi semelhante estatisticamente (p>0,05) aos
grupos tratados com 10% FE (70,95%), e 20 yL/mL de SS (70,03%).

—

Tabela 1I.15. Valores médios (% * dp) de odcitos bovinos apresentando GC
periféricos, como indicio de maturacao citoplasmatica, apés cultivo de
maturacao por 24 h, em meios suplementados com 10%SFB (Controle),
10% FE e 20 pL/mL de SS.

Grupos N° de odcitos Maturacao citoplasmatica (médias % % dp)
Cont 215 73,35+0,98 2
FE 217 70,95 +2,32 2
SS 219 70,03 £2,92 2

% Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si (p>0,05).
* = Significativo (p<0,05),
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Figura 11.13. Representacdo grafica da porcentagem média e desvio padrdo de odcitos
com granulos corticais na periferia, como indicio de maturacao citoplasmatica,
apods 24h de maturagao in vitro, em meios suplementados com 10%SFB (C), 10%
FE e 20uL/ml SS.

A partir dos resultados de maturacao nuclear, constatamos que nao houve
diferenca significativa entre os grupos controle e FE, o grupo tratado com 10% de
FE (81,98%) foi semelhante (p>0,05) ao grupo controle suplementado com 10%
SFB (85,74%). Por outro lado, a taxa de maturagao nuclear no grupo tratado com
20 pL/mL de SS (77,54%) foi inferior (p<0,05) ao grupo controle.

Durante o processo de maturacao oocitaria ocorrem alteracées nucleares,
como a reorganizacao da rede de microtubulos, a ruptura do envoltério nuclear,
condensacdo dos cromossomos € a progressao da meiose para metafase |,
anafase |, teléfase I, com a expulsdo do primeiro corpusculo polar e retengcao no
estadio de metafase Il (CHA e CHIAN, 1998).

A maturacao nuclear de odcitos pré-ovulatérios € regulada por inUmeros
fatores presentes no fluido folicular, pela interacdo dos odcitos com as células
foliculares, bem como por fatores endécrinos, tais como as gonadotrofinas (KIM et
al., 2008).



Odcitos provenientes de foliculos pré-antrais e antrais iniciais adquirem
capacidade de quebra da vesicula germinativa apenas quando atingem um
determinado didmetro de acordo com a espécie, maior que 75 pm para
camundongos e maior que 110 um para ruminantes (EPPIG e SCHROEDER,
1989; FAIR et al., 1995; ANGUITA et al., 2007).

Em bovinos, o6citos de 115 ym de didmetro podem alcancar o estadio de
quebra de vesicula germinativa, mas, para adquirir capacidade de
desenvolvimento embrionario, devem estar com didmetro superior a 120 pm
(PAVLOK et al., 1992).

Apesar de observarmos superioridade na maturacdo nuclear dos grupos
controle e FE, quando avaliamos a migracdo dos granulos corticais para a periferia
do od6cito, como indicio de maturacao citoplasmatica, constatamos que nao houve
diferencga significativa entre os grupos.

A maturacdo citoplasmatica pode ser considerada como o conjunto de
processos pelo qual o o4cito de mamiferos passa para se tornar uma célula capaz
de fecundar e dar suporte ao desenvolvimento embrionario inicial. Estas
mudancgas dizem respeito a redistribuicdo das organelas celulares, dentre elas os
granulos corticais, a estocagem de proteinas € RNA, o desenvolvimento de
mecanismos regulatérios do célcio, entre outros (ANGUITA et al., 2007). No
entanto, os mecanismos celulares envolvidos na competéncia do odcito ainda nao
s&o bem descritos.

A maturagao citoplasmatica € necessaria para a obtengao de condi¢des de
blogueio da polispermia, para descondensar o nucleo do espermatozoide que
penetrou no odcito e formar o pro-nucleo masculino apds a fecundagao. Inclui
ainda a redistribuicdo das organelas celulares, com a migragdo das mitocdndrias
para a posicao perinuclear e o acumulo de granulos na extensdao do oolema
(PICTON et al., 1998), desenvolvimento do estoque de lipideos, reducao do
complexo de Golgi, redistribuicdo de ribossomos, rearranjo das mitocéndrias, e
alinhamento dos granulos corticais proximo a membrana plasmatica (HYTTEL et
al., 1997).



Em oécitos maturados in vivo ou in vitro os granulos corticais séo
encontrados em sua maioria na regiao do cértex celular (CONNORS et al., 1998;
WESSEL et al, 2001; VELILLA et al, 2004), sendo um dos indicativos de
maturacao citoplasmatica.

As transformacbes estruturais sdo acompanhadas por uma série de
atividades bioquimicas estabelecidas por uma complexa cascata de fosforilacbes
e desfosforilagbes de proteinas envolvidas no reinicio e na regulacdo da meiose
(DE SOUSA et al., 2004; DEKEL, 1998; DUMONT et al., 2005). Entre as proteinas
gue mais se destacam no periodo da maturagdo, estdo as proteinas do complexo
MPF (fator promotor da maturagdo) e da familia MAPK (proteina cinase ativada
por mitégenos). Dessa forma, varios fatores atuam de maneira a tornar o odcito
imaturo habil a fecundacgao e ao desenvolvimento de um embrido viavel.

Durante a maturacao citoplasmatica, um aumento pronunciado na atividade
das cinases inicia uma complexa cascata de fosforilacdo e desfosforilagdo de
proteina especifica. As cinases dependentes de ciclinas (DCKs) sdo uma familia
de serina/treonina cinases envolvidas na regulacao do ciclo celular (CDK1, 2, 3, 4,
6 e 7), na transcricao (CDK7, 8 e 9) ou na fungdao neuronal (CDK5; SCHANG,
2004; MAPELLI et al., 2005). A atividade da CDK é dependente da interagdo com
uma ciclina, cujos niveis sdo regulados sequencialmente para assegurar que as
fases do ciclo celular prossigam na ordem correta (ARRIS et al., 2000). Exemplos
importantes de cinases sao o fator promotor de maturacdo (MPF) e a familia da
proteina cinase ativada por mitogenos (MAPK; MOTLIK et al., 1998). Os odcitos
em crescimento desenvolvem primeiramente a habilidade de ativar o MPF e,
posteriormente, de ativar a via MAPK. Somente os o0citos com o crescimento
completo possuem competéncia para ativar efetivamente as duas vias do ciclo
celular

Assim, a etapa de MIV tem o potencial de resgatar uma grande quantidade
de odcitos imaturos ainda no ovario e cultiva-los in vitro até a maturacao
(GILCHRIST et al., 2008). No entanto, os odcitos maturados in vitro nao tém o
mesmo potencial de desenvolvimento que os oécitos maturados in vivo (CHIAN et
al., 2004).



Um oécito que ndo completou ainda sua maturacdo nuclear e
citoplasmatica possui baixa qualidade e é incapaz de se desenvolver normalmente
(KRISHER, 2004).

No presente experimento, a maturacao nuclear, nos diferentes grupos
variou de 77,54 a 83,74%, e foi semelhante a obtida por diversos outros autores,
de aproximadamente 80% em meios com diferentes fontes protéicas (KIM et al.,
1997; MEO NICIURA, 2005). Assim, como os resultados de migracdo dos
granulos corticais variaram de 70,03 a 73,35% (oécitos com GC periféricos), e
foram semelhantes aos descritos por Méo Niciura (2005), de 67,2 a 79,3%,
podemos afirmar que nessas condi¢cdes de cultivo, as fontes protéicas SFB e FE
nao afetaram a maturacao in vitro de odcitos bovinos, e a fonte SS promoveu

reduc&o da maturacao nuclear.

3.3. Experimento lll: Avaliacdo da influéncia de diferentes fontes protéicas
(SFB, FE, SS, OVA+ITS e K) na maturacao in vitro e sua consequéncia no

desenvolvimento embrionario

Para avaliagdo quantitativa, foram utilizados 1453 od6citos bovinos
distribuidos em cinco grupos experimentais: CONT, FE, SS, OVA+ITS, K, em
cinco repeticdes. No total dos odcitos avaliados, 1187 (81,69%) clivaram, 561
(38,61% do total de odcitos ou 47,26% do total de clivados) tornaram-se
blastocistos e 229 (15,76% do total de odcitos, ou 19,29% do total de clivados, ou
40,82% do total de blastocistos) eclodiram.

As taxas de clivagem, producdo de blastocistos e eclosdo para os
diferentes tratamentos (cinco grupos experimentais) estdo demonstradas nas
Figuras 11.14, [1.15 e 11.16.
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Figura I1l.14. Representacdo grafica da quantificagdo das taxas de clivagem sob
diferentes suplementos protéicos na etapa de MIV.

100 7

90

80 1
32 70 1 a a OCONT
dE> 60 7 T b mFE
o
£ 50 T b
[ | T b ®mSS
§ 40 7 T
g 30 - % OOVA+ITS

20 % oK

10 /

O T T A T T
CONT FE SS OVA+ITS K

Figura 1l.15. Representacdo grafica da quantificacdo das taxas de producdo de
blastocistos sob diferentes suplementos protéicos na etapa de MIV. #*Colunas
com sobrescritos diferentes, diferem entre si (P<0,05).
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Figura 1.16. Representacao gréafica da quantificagdo das taxas de eclosdo dos embrides,
sob diferentes suplementos protéicos na etapa de MIV.

Tabela 11.16. Valores médios (% + dp) das taxas de clivagem, produgdo de

blastocistos e eclosdo apds maturacdo em meios suplementados com
SFB, FE, SS, OVA+ITS e K.

Grupos

Variavel

Clivagem
(% + DP)

(Clivados/odcitos)

Blastocistos
(% % DP)
(Bls/Clivados)

Eclosao
(% = DP)
(Eclodidos/Bls)

CONT
FE
SS
OVA+ITS
K

84,27% + 4,88
83,64% * 5,49
77,86% * 5,03
77,72% * 4,81
81,11% = 6,75

55,78% + 6,49°
56,08% + 6,48°
39,80% + 7,38°
34,19% + 2,99°
42,37% + 4,15°

43,16% + 6,16
42,65% * 5,11
36,41% 4,76
35,34% + 6,83
40,30% * 3,98

abed Medias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si (p>0,05).
F=1,85" CV=1247%
NS = Nao significativo (p>0,05)




Observamos que os diferentes tratamentos (CONT, FE, SS, OVA+ITS, K)
foram semelhantes (p>0,05) quanto a taxa de clivagem. Entretanto, quanto a
producédo de blastocistos, o grupo CONT (55,78%) foi semelhante (p>0,05) ao
grupo FE (56,08%), e ambos foram superiores (p<0,05) aos grupos SS (39,80%),
OVA+ITS (34,79%) e K (42,37%). Quanto a taxa de eclosao os grupos CONT, FE,
SS, OVA+ITS e K foram semelhantes estatisticamente (p>0,05).

Nos sistemas de producgao in vitro de embrides (PIV) varios parametros
influenciam o desenvolvimento e a viabilidade embrionéaria, sendo particularmente
importante a condicdo de cultivo do odcito durante o processo de maturacao. O
meio de maturacéo e seus suplementos podem atuar de forma benéfica ou ndo no
desenvolvimento embrionario (BRISON e SCHULTZ, 1997; KRISHER e
BAVISTER, 1998). Recentemente Rizos et al. (2002) demonstraram que o
principal fator que afeta as taxas de blastocistos é a qualidade do oécito, enquanto
que as condicbes do sistema de cultivo in vitro influenciam a qualidade de
desenvolvimento dos blastocistos. Esta qualidade dos odécitos pode ser
relacionada ao periodo de capacitacdo observada in vivo. Alguns autores
acreditam que a competéncia de desenvolvimento pode ser melhorada se odcitos
forem mantidos em bloqueio meibtico por um periodo (cultura de pré-maturacéo)
antes de retomar a meiose, tentando mimetizar a capacitacao (HYTTEL et al,
1997; LONERGAN et al., 2000).

In vitro, diferentes condicdes de cultivo e protocolos ja foram testadas para
a maturacao de odcitos. Varios meios de maturacao tém sido utilizados, tais como:
fluido sintético de oviduto (SOF; GANDHI et al., 2000), DMEM, Ham’s F-10, Ham’s
F-12 (SMETANINA et al., 2000) e meio de cultivo tecidual 199 (TCM 199). O TCM
199, proposto por Moor et al. (1984), € o meio mais difundido entre os laboratérios
de producéo in vitro, sendo, geralmente, suplementado com soro fetal bovino,
FSH, LH, piruvato, glutamina e antibiético e/ou outros fatores. Esta suplementagéao
tem o objetivo de estimular o desenvolvimento in vitro (GUIXUE et al., 2001).
Entretanto, existem variagdes entre os diferentes protocolos de PIV e é evidente

que as condicdes de cultivo tém um efeito significativo em permitir ao odcito



expressar seu potencial, mas os constituintes originais do odcito controlam a sua
habilidade de responder as melhores condi¢des (SIRARD, 2001).

Além da utilizagdo de substancias reconhecidamente reguladoras da
maturagdo nuclear de odcitos em mamiferos, como as citadas anteriormente,
outros fatores também estdo envolvidos no processo de foliculogénese como o
fluido folicular e o cocultivo com células da granulosa (CARNEIRO, 2007).

Willis et al. (1991) constataram uma reducdo significativa na maturacao
nuclear dos odcitos em meio suplementado com albumina sérica bovina (BSA),
quando comparado a utilizacdo de outras fontes proteicas. Entretanto, devido as
preocupagbes sanitarias, a utilizagdo de BSA como suplemento proteico é
amplamente difundida na MIV de oécitos (CURCIO, 2005).

Apesar das taxas de maturacdo nuclear ultrapassarem 90%, o
desenvolvimento in vitro até o estadio de blastocisto de od6citos bovinos
maturados, fecundados e cultivados in vitro € geralmente limitado (LONERGAN et
al., 2003). Em contraste, os oocitos que sdo maturados in vivo, fecundados e
cultivados in vitro podem se desenvolver até o estadio de blastocisto em até 80%
(BLONDIN et al., 2002).

Na procura de um caminho alternativo que possibilite uma PIV mais
eficiente no laboratério, testou-se o emprego de diversas fontes protéicas, FE, SS,
OVA +ITS e K, na etapa de maturacao in vitro. Quanto a producao de blastocistos,
somente o grupo FE (56,08%), se assemelhou (p>0,05) ao grupo controle
(55,78%) e ambos foram superiores (p<0,05) aos demais grupos.

De acordo com Leibfried-Rutledge et al. (1986), diferente do SFB, a
presenca de BSA inibe a expansao das células do cumulus oophorus, modificando
o padrao de mucificacdo das células da granulosa, indispensavel segundo Van
Den Hurk e Zhao (2005) para a diferenciagdo, maturagdo nuclear, maturagéao
citoplasmatica e atividade de transcricdo genémica.

Os resultados obtidos corroboram com Saeki et al. (1991), que
investigaram o uso do SFB como suplemento protéico ao meio de maturagéao
TCM-199, e relataram que o SFB possui influéncia positiva em relacéo as taxas de
maturagao nuclear e citoplasmatica. Esta afirmagao ¢é justificada pela presenca de



uma série de hormoénios presentes no SFB. De acordo com o0s resultados o0s
grupos CONT e FE foram superiores na producédo de blastocistos, e ndo houve
diferenca significativa quanto a taxa de clivagem nos diferentes grupos testados.

De acordo com Pinyopummintr e Bavister (2004), pode haver clivagem de
odcitos maturados e fecundados in vitro em meios de cultura simples
(semidefinido ou indefinido) ou quimicamente definido (na auséncia de
suplementacéao protéica), entretanto, para o desenvolvimento ideal de blastocistos,
o SFB é requerido.

Na taxa de producdo de blastocistos houve diferengas significativas entre
0s grupos maturados sob diferentes fontes protéicas.

A producéo de blastocistos foi influenciada pelas fontes protéicas utilizadas
na etapa de maturagéo in vitro. O SFB e o FE como fontes protéicas na MIV
proporcionaram as melhores taxas de producéo dos blastocistos.

Em estudos de Ali e Sirard (2002), odcitos cultivados em meios de
maturacdo contendo diferentes concentracbes de BSA, fracdo V (1, 8 ou
20mg/mL) resultaram em taxas de clivagem semelhantes, no entanto o tratamento
com auséncia de BSA, em meio SOF, durante a etapa de MIV, resultou em maior
producdo de morulas e blastocistos, € as demais concentracbes de BSA nao
diferiram entre si. Ja os odécitos maturados com auséncia de fonte protéica, e
diferentes fontes (BSA-V, BSA purificado BSA-FAF, OVA, ou SFB) foram
avaliados até a etapa de CIV, onde a presenca de BSA-V e SFB significativamente
diminuiram a porcentagem de morulas e blastocistos, enquanto as demais fontes

protéicas apresentaram maiores taxas de producao de mérulas e blastocistos.



3.4. Experimento IV: Avaliacao da influéncia de diferentes fontes protéicas
(SFB, FE, SS, OVA+ITS e K) nas etapas de maturacao, e cultivo in vitro e sua
consequéncia no desenvolvimento embrionario

Para avaliagdo quantitativa, foram utilizados 1626 od6citos bovinos
distribuidos em cinco grupos experimentais: CONT, FE, SS, OVA+ITS, K, em
cinco repeticdes. No total dos odcitos avaliados, 1333 (81,98%) clivaram, 591
(36% do total de odcitos ou 44,33% do total de clivados) tornaram-se blastocistos
e 242 (14,88% do total de odcitos, ou 18,54% do total de clivados, ou 40,94% do
total de blastocistos) eclodiram.

As taxas de clivagem, producdo de blastocistos e eclosdo para os
diferentes tratamentos (cinco grupos experimentais) estdo demonstradas nas
Figuras I11.17,11.18 e 11.19.
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Figura 11.17. Representacdo grafica da quantificagao das taxas de clivagem sob
diferentes suplementos protéicos nas etapas de MIV e CIV.
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Figura I11.18. Representagao gréfica da quantificacdo das taxas de blastocistos expostos a
diferentes suplementos protéicos nas etapas de MIV e CIV. *Colunas com
sobrescritos diferentes, diferem entre si (P<0,05)
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Figura 11.19. Representagéo gréfica da quantificacao das taxas de ecloséo dos embrides
expostos a diferentes suplementos protéicos durante as etapas de MIV e CIV.



Tabela 11.17. Valores médios (% + dp) das taxas de clivagem, producao de
blastocistos e eclosdo apés maturacdo e cultivo em meios
suplementados com SFB, FE, SS, OVA+ITS e K.

Grupos Variavel
Clivagem Blastocistos Eclosao
(% £ DP) (% £ DP) (% £ DP)
(Clivados/odcitos) (Bls/Clivados) (Eclodidos/Bls)
CONT 85,88% + 5,06 55,41% + 5,062 41,45% + 5,45
FE 83,85% + 5,21 50,98% + 5,082 41,86% + 3,65
SS 79,44% * 3,21 38,04% + 41 3P 40,02% * 6,56
OVA+ITS 78,89% + 6,46 35,60% + 4,14° 41,68% + 4,76
K 80,68% + 4,06 40,97% + 2,67° 38,08% + 2,63

abed pgdias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si (p>0,05).
F=1,85"5, CV = 12,47%
NS = Nao significativo (p>0,05)

Quando as diferentes fontes protéicas foram adicionadas nas etapas de
MIV e CIV, respectivamente, foi observado um padréo similar ao obtido com os
tratamentos aplicados apenas durante a MIV. Tanto a clivagem quanto a taxa de
eclosdo nado apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) entre os grupos. No
entanto, quanto a taxa de producao de blastocisto, os grupos Controle e FE
(p<0,05) foram superiores (55,41 e 50,98% respectivamente) aos grupos SS,
OVA+ITS e K (38,04; 35,60 e 40,97%, respectivamente), os quais nao diferiram

entre si.
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Figura 11.20. Representagdo gréafica da quantificacao das taxas de clivagem, de produgao
de blastocistos, e taxas de eclosdo dos embrides, sob diferentes suplementos
protéicos nas etapas de MIV e CIV. *"Colunas com sobrescritos diferentes dentro
de cada categoria (clivagem, blastocisto, eclosao), diferem entre si (P<0,05).

Observamos que os diferentes tratamentos (CONT, FE, SS, OVA+ITS, K)
foram semelhantes (p>0,05) quanto a taxa de clivagem. Entretanto, quanto a taxa
de producao de blastocistos, o grupo CONT (55,41%) foi semelhante (p>0,05) ao
grupo FE (50,98%), e ambos foram superiores (p<0,05) aos grupos SS (38,04%),
OVA+ITS (35,60%) e K (40,97%). Quanto a taxa de eclosao os grupos CONT, FE,
SS, OVA+ITS e K foram semelhantes estatisticamente (p>0,05).

Varios pesquisadores demonstraram que € possivel produzir embriées in
vitro em sistemas de cultivo sem a adicao de soro fetal, ou sem a adi¢cao de fontes
proteicas de origem animal (ECKERT e NIEMANN, 1995; HOLM et al., 1999).
Porém, as proteinas parecem ter um papel importante na antecipacdo da
formagédo dos pro-nucleos (ECKERT e NIEMANN, 1995). Além disso, os autores
verificaram queda significativa nas taxas de clivagem e, posteriormente, de
blastocistos, quando submeteram os oécitos ao processo de CIV sem fonte
proteica. Ainda ha muito a esclarecer, pois ndo se obteve sucesso na PIV de



embrides bovinos em um sistema totalmente livre de proteinas nas trés etapas de
producdo: maturacao, fecundacdo e cultivo. Embora o ideal seja cultivar os
embrides em condi¢des definidas, livres de agentes exdgenos, estes meios ainda
sao pouco aplicados na PIV comercial.

A suplementacao protéica € benéfica ao desenvolvimento embrionério in
vitro (CAROLAN, 1995), porém dificulta a andlise dos fatores que estao envolvidos
em todo o processo (BAVISTER et al., 1992). Sabe-se também que o nascimento
de bezerros grandes esta relacionado com a origem da fonte protéica utilizada no
processo de PIV (WALKER et al., 1992).

O estudo conduzido por Mozzaquatro et al. (2003) preconizou a retirada
total do soro na producgéao in vitro de embrides bovinos substituindo-o por BSA e
PVA. No estudo de Silva (2005), a producao de blastocistos em D7 (28,5%) e D9
(22,2%) foi superior, provavelmente pela adigdo de soro na fase de maturagéo.
Deve-se ressaltar que no referido estudo, a produgdao embrionaria manteve-se
constante nas repeticdes, provavelmente devido ao uso do PVA, que é uma
macromolécula quimicamente definida. Lonergan et al. (1999) demonstraram que
alteracbes na partida de soro resultam em alta variabilidade no sistema de cultivo
in vitro, dificultando a repeticdo de resultados entre laboratérios, provavelmente,
por apresentar componentes indefinidos tais como, acidos graxos, fatores de

crescimento, aminoacidos e vitaminas.



3.5. Experimento V: Avaliacdo da influéncia de diferentes fontes protéicas
(SFB, FE, SS, OVA+ITS e K) somente na etapa de cultivo in vitro e sua
consequéncia no desenvolvimento embrionario

Para avaliagdo quantitativa, foram utilizados 603 odécitos bovinos
distribuidos em cinco grupos experimentais: CONT, FE, SS, OVA+ITS, K, em
cinco repeticoes. No total dos odcitos avaliados, 459 (76,12%) clivaram, 238
(39,47% do total de odcitos ou 51,85% do total de clivados) tornaram-se
blastocistos e 109 (18,08% do total de odcitos, ou 23,74% do total de clivados, ou
45,80% do total de blastocistos) eclodiram.

As taxas de clivagem, producdo de blastocistos e eclosdo para os
diferentes tratamentos (cinco grupos experimentais) estdo demonstradas nas
Figuras 11.21, 11.22 e 11.23.
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Figura 11.21. Representacdo grafica da quantificacdo das taxas de clivagem sob
diferentes suplementos protéicos na etapa de CIV.
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Figura 11.22. Representacdo grafica da quantificacdo das taxas de producdo de
blastocistos sob diferentes suplementos protéicos na etapa de CIV. **Colunas
com sobrescritos diferentes, diferem entre si (P<0,05).
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Figura 11.23. Representacao grafica da quantificacdo das taxas de eclosao dos embrides,
sob diferentes suplementos protéicos na etapa de CIV.



Tabela 11.18. Valores médios (% + dp) das taxas de clivagem, producdo de
blastocistos e eclosdo apos cultivo em meios suplementados com SFB,
FE, SS, OVA+ITS e K.

Grupos Variavel
Clivagem Blastocistos Eclosao
(% + DP) (% * DP) (% * DP)
(Clivados/odcitos) (Bls/Clivados) (Eclodidos/Bls)
CONT 80,55% £ 7,10 60,11% + 5,63° 58,23% £ 9,13
FE 77,68% * 5,26 59,27% + 3,82° 47,82% *+ 7,51
SS 70,65% * 5,31 47,29% + 6,75 37,24% * 8,54
OVA+ITS 72,20% £ 5,46 38,01% + 4,52° 31,00% + 5,98
K 77,94% + 3,10 52,15% + 6,08% 43,93% * 4,92

abed pédias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si (p>0,05).
F=1,85" CV=12,47%
NS = Nao significativo (p>0,05)

Quando as diferentes fontes protéicas foram adicionadas somente na etapa
de CIV, foi observado um padrdao diferente aos obtidos nos experimentos
anteriores com os tratamentos aplicados apenas durante a MIV, e aplicados
durante a MIV e CIV. Observamos que os diferentes tratamentos (CONT, FE, SS,
OVA+ITS, K) foram semelhantes (p>0,05) quanto a taxa de clivagem. Entretanto,
quanto a taxa de producdo de blastocistos, o grupo CONT (60,11%) foi
semelhante (p>0,05) aos grupos FE (59,27%), e K (52,15%), e superior (p<0,05)
ao grupo OVA+ITS (38,01%). Quanto a taxa de eclosao os grupos CONT, FE, SS,
OVA+ITS e K foram semelhantes estatisticamente (p>0,05).

O fato ocorrido da taxa de clivagem n&o diferir entre os tratamentos sugeriu
que as diferentes fontes protéicas néo interferiram até essa etapa, com possivel
fecundacao e inicio das divisdes, mas sem posterior desenvolvimento embrionario

igual ou semelhante entre os grupos avaliados.



De acordo com os resultados obtidos por Leivas (2006), a taxa média de
clivagem dos odcitos foi de 75%, sendo similar entre os tratamentos BSA,
BSA+SFB e BSA+SFBD4. A producdo de blastocistos em D7 dos embrides
cultivados em meio SOFaaci suplementado com BSA+SFB foi superior (p<0,05)
em relacdo aos embrides cultivados somente com BSA e semelhante ao grupo
suplementado com BSA+SFB no D4 (47,2%; 34,7% e 43,1%, respectivamente).
Porém, a taxa de blastocistos qualidade | em D7 seja com BSA+SFB (34,0%), ou
BSA+SFBD4 (32,2%) foi superior (p<0,05) aos embrides cultivados somente com
BSA (19,9%).

Os resultados obtidos nesse experimento na taxa de clivagem corroboram
aos de Leivas (2006), onde a taxa de clivagem nao diferiu entre os tratamentos
com diferentes fontes proteicas. Estudos demonstraram que ndo houve diferenca
na taxa de clivagem (p>0,05) entre os grupos BSA, BSA+SFB, entretanto quanto a
producao de blastocistos em D7 e a proporcao de blastocistos de qualidade | do
grupo BSA+SFB foi superior (p<0,05) ao grupo BSA (LEIVAS, 2006).

Em adicdo aos defeitos da membrana plasmatica, a peroxidacao lipidica
pode também danificar o DNA sendo que a peroxidacao do DNA pode alterar a
cromatina modificando bases e fragmentando o DNA (HUGHES et al., 1996;
KODAMA et al., 1999; BAUMBER et al, 2003). Varios estudos reportaram
reducao do desenvolvimento embrionario apds a fecundacao de espermatozoides
com defeito no DNA (SUN et al., 2001; HOST et al.,2000; MORRIS et al., 2002).
Hughes et al. (1998) sugeriram que algum defeito de DNA observado em uma
populagcdo de gametas pode ser removido durante a preparacédo para a FIV,
porém, como este processo também removeu os gametas masculino e feminino
da principal fonte de protecao antioxidante, a adicao de fontes protéicas no meio
resultou na protecdo do DNA de defeitos subsequentes.

Garcia (2004) observou que a suplementagdo com BSA na etapa de CIV
originou maiores (p<0,01) taxas de clivagem, producdo de blastocistos (taxa
calculada em relacdo ao numero de odcitos totais) e eclosdo (taxa calculada em
relagdo ao numero de blastocistos), sendo de 93,5%, 32,3% e 77,1%, em



comparagao a suplementacdo com SFB, as quais foram: 84,0%, 26,7% € 38,7%,
respectivamente. Entretanto, Lonergan et al. (1998) observou que o SFB acelerou
significativamente o desenvolvimento embriondrio, promovendo blastulagéo
prematura e aumentando a porcentagem total de blastocistos com maior nimero
de células totais e taxa de eclosio.

De acordo com Lonergan et al. (1999), as diferentes composi¢cdes dos
meios de cultivo, assim como as variacdes da qualidade espermatica, também
exercem impactos significativos sobre a producdo de embrides, por interferirem
diretamente na FIV e no CIV de embrides.

Embora os meios definidos sejam modelos ideais para se estudar as
exigéncias exatas dos oocitos e embrides em cultivo in vitro, e analisar a agao
fisica de variadas substancias, e ainda também Uteis na prevencao de
contaminagbes por patogenos (GANDHI et al., 2000), a suplementacao dos meios
de cultura com fontes protéicas de origem animal tém apresentado os melhores
resultados desde a maturacao oocitaria até a etapa final de desenvolvimento in
vitro de embrides (VANROOSE et al., 2001). De acordo com Soria (2005), as
taxas de eclosdo de embrides bovinos ndo apresentaram diferengcas em relagéo
ao controle e aos tratamentos aos quais foram submetidos, entretanto, em valores
absolutos, a eclosdao em meios sintéticos (PVA e PVP) foi inferior em relagdo aos
meios organicos (SFB e BSA).

Segundo Bavister et al. (2003), ha moléculas contaminantes presentes em
diferentes preparacbes de albuminas comerciais, 0 que causa variagdes das
atividades bioldgicas, e resultados oscilatérios nas taxas de producao de embrides
de diferentes espécies. Ainda sugere que € inexplicavel o fato de que essas
diferentes albuminas possuem a capacidade de suportar a capacitacdo e a
fecundacédo in vitro, em virtude dos diferentes contaminantes, tipos e diferentes
processos de purificagcdo, cristalina versus BSA livre de acidos graxos, ou até
mesmo diferentes combinagbdes comerciais.

De acordo com Carolan et al. (1995), a remocao do BSA no meio SOF
padrao resultou em significativa reducédo de blastocistos produzidos nos Dias 6, 7
e 8, respectivamente (17 vs 8%; 28 vs 18%; 31 vs 21%; P < 0,05), mas a presenca



ou auséncia de ceélulas do cumulus circundando os supostos zigotos no cultivo em
SOF nao promoveram diferenga na taxa de clivagem, na porcentagem de
embrides de 5 a 8 células ou na produgdo de blastocistos (Dia 6, 7 ou 8). No
entanto, a suplementacao com SFB na etapa de CIV reduziu as taxas de produgao
de blastocistos e a qualidade dos mesmos, pois houve diminuicdo do niumero de
nucleos e reducado da taxa de eclosdo em comparacado a suplementacdo com o
BSA (GARCIA, 2004).

Diferentes sistemas de cultivo in vitro que sustentam o desenvolvimento
embrionario podem ser classificados em fungdo da presenca ou da auséncia de
fontes protéicas. Os meios considerados indefinidos contam com a presenca de
SFB, devido a presenca de hormoénios, fatores de crescimento e outras
substancias desconhecidas (HOLM et al., 2002), meios que contém o BSA como
principal substituto protéico do SFB, sao considerados meios semidefinidos, pelo
fato de estar ligado a fatores embriotréficos, como proteinas, fatores de
crescimento, substratos energéticos e outros contaminantes. Ja os sistemas
definidos sao aqueles constituidos por substancias previamente conhecidas, como
aminoacidos, macromoléculas, dentre elas PVA, PVP, fatores de crescimento e
suplementos sintéticos (GORDON, 1994).

Foi demonstrado que em meios contendo SFB a ecloséo é facilitada. Isso
ocorre devido a presenca do plasminogénio, o qual o embrido o transforma em
plasmina, de atividade proteolitica, e dessa forma auxilia na degradagéo da zona
pelucida, no momento da eclosdo (KAAEKUAHIWI e MENINO, 1990).

A velocidade de formacao dos blastocistos € maior em meio contendo SFB,
em comparagao aos meios com auséncia de SFB na etapa de desenvolvimento
embrionario (RIZOS et al., 2003).

Diversos estudos tém reportado que a suplementacao prolongada com SFB
nos meios de cultura provoca alteracées morfoldgicas e efeitos deletérios diretos
aos embrides, como densidade, coloracdao, tamanho, metabolismo e a expressao
de inumeros genes (SHAMSUDDIN e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1994; HALL,
1999; KRISHER et al., 1999), além de rupturas ultra-estruturais em organelas,

como as mitocéndrias, entre outras alteragdes prejudiciais (HASLER, 2000; FARIN



et al, 2001). H& também alteracbes metabdlicas, como presenca de maior
quantidade de granulos lipidicos em moérulas e blastocistos cultivados em meios
suplementados com SFB, em comparacdo aos cultivados na auséncia de
suplementacao (ABE et al., 1999).

De acordo com Leivas (2006), a adicao de 2% de SFB ao meio de cultivo in
vitro SOFaaci aumenta a producédo de blastocistos em D7 e a taxa de blastocistos
de qualidade |. Nao ha diferenca na taxa de prenhez de embrides produzidos em
meio de cultivo com 0,4% de BSA ou 0,4% de BSA + 2% de SFB, no entanto o
uso de 2% de SFB aumenta a eficiéncia da PIV de embrides bovinos, por
aumentar a porcentagem de prenhez produzida em relacdo ao total de COC
maturados. Este fato torna a inclusdo do soro no meio de cultivo essencial para
otimizacao dos resultados de PIV.

Nos estudos de Leivas (2006), a adicao de 2% de SFB resultou em maior
eficiéncia na PIV de embriées, pelo aumento da produgdo de blastocistos em
comparacgao ao cultivo efetuado somente na presenca de BSA. Outras pesquisas
tém demonstrado que o cultivo com soro aumenta a producdo de blastocistos
independente da fase na qual o mesmo é adicionado (HOLM et al, 1999;
PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1994).



3.6. Experimento VI: Verificacdo da qualidade embrionaria através do numero
de células da MCI, do TF, e total nos embrioes CIV

Neste experimento foram utilizados 219 blastocistos, oriundos dos cinco
grupos experimentais: CONT, FE, SS, OVA+ITS, K (Tabela 8), em trés repeticdes
(39-57 blastocistos por tratamento).

No sétimo dia de CIV, os embrides produzidos sob diferentes suplementos
protéicos nas etapas de MIV e CIV, foram destinados a verificagdo da qualidade
por meio da proporcdo entre o numero de células da MCI, do TF e nimero de
células totais.

As médias de células da MCI, TF e totais dos blastocistos avaliados
oriundos dos diferentes tratamentos estdo descritas na Tabela 1119 e

demonstradas nas Figuras 11.24 e 11.25.

Tabela 11.19. Valores médios do numero de células MCI, TF e totais por blastocisto
avaliado e valores médios (+ dp) em embrides produzidos in vitro com a

utilizagao de fontes protéicas alternativas na MIV e CIV.

Grupos Numero médio de células N2 médio de
(MCI £ dp) (TF £ dp) células totais
Cont 29,27+7,852 63,06 +13,182 92,33 + 16,50 @
FE 30,13+8,23° 63,18+10,01 2 93,31 + 14,022
SS 23,32+7,58° 45,61+12,85° 68,92 + 16,02 ™
OVA+ITS 21,09+6,51° 43,86+12,19 ° 64,96 + 16,51 °
K 21,93+5,66° 54,34+11,63 © 76,27 + 14,05°

2P¢ Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si (p>0,05).
* = Significativo (p<0,05),
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Figura 11.24. Representacdo grafica da média do numero de células da massa celular
interna (MCI), nos blastocistos, sob diferentes suplementos protéicos nas etapas
de MIV e CIV de produgdo in vitro de embrides bovinos. *°Colunas com
sobrescritos diferentes dentro de cada categoria (MCI, TF, TOTAL), diferem entre
si (P<0,05).

Tanto em relagdo ao numero médio de células da MCI quanto ao numero
médio de células do TF, os grupos controle e FE (p>0,05) ndo diferiram entre si.
No entanto, foram superiores (p<0,05) nos dois tipos de células (MCI e TF)
quando comparados aos demais grupos.

Os grupos controle e FE demonstraram superioridade quanto ao numero de
células totais (p<0,05) em relacdo aos demais grupos. O grupo SS (p>0,05) nao
diferiu do grupo OVA+ITS; e o grupo SS (p>0,05) nao diferiu do grupo K.

Observamos que a média de células da MCI dos blastocistos dos grupos
CONT (29,27) e FE (30,13) foram superiores (p<0,05) aos demais grupos.
Entretanto, a média de células do TF dos blastocistos do grupo SS (45,61) foi
semelhante (p>0,05) ao grupo OVA+ITS (43,86) e foram inferiores (p<0,05) aos
demais grupos. A média total de células dos blastocistos do grupo CONT (92,93)
foi semelhante (p>0,05) ao grupo FE (93,31) e ambos os grupos foram superiores

(p<0,05) aos demais.
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Figura 11.25. Representagéo grafica da porcentagem média e desvio padréo de células da
MCI e do TF, em relagdao ao numero total de células dos blastocistos produzidos
sob diferentes suplementos protéicos nas etapas de MIV e CIV.

Figura 11.26. Fotomicrografia de blastocisto (sete dias ap6s a FIV) avaliados pela
técnica de coloracdo diferencial sob microscopia de epifluorescéncia. Azul
(Hoechst 33342): nucleo das células da massa celular interna; Rosa (iodeto de
propideo + Hoechst): nicleo das células do trofoblasto.



O desenvolvimento do estadio de blastocisto é caracterizado pela
diferenciagdo de células do trofoblasto, que se localizam mais externamente e
circundam a Dblastocele, e pela formacdo da massa celular interna
(GOPICHANDRAN e LEESE, 2003).

Segundo Neuber et al. (2002), com a primeira diferenciacao celular, durante
o desenvolvimento inicial, as células da MCI originardo o feto, enquanto o TF
originard as membranas extra-embriondrias, Sendo assim, torna-se interessante
que o embrido apresente uma MCI com grande quantidade de células, embora
deva possuir uma proporcao ideal de MCILTF, para assegurar a viabilidade
embrionaria, a qual ainda ndo foi determinada exatamente (FLEMING, 1987),
portanto tem-se adotado valores proximos de 1:2 (AVELINO, 2004). A atmosfera
de 5% de O2 favorece o aumento do numero de células da MCIl (VAN SOOM et
al., 2002).

Uma das formas mais préaticas e eficientes para se avaliar a qualidade
embrionaria dos blastocistos que estdo sendo produzidos in vitro, é pela técnica
de quantificagcdo do numero total de células do embrido, bem como da proporcao
destas células que se dividem em massa celular interna (MCI) e trofoblasto (TF).
Embrides bovinos de qualidade superior devem apresentar o numero total de
células o mais préximo do numero de ciclos, que, para as condi¢des do Nosso
experimento varia entre 64 a 128 células. O numero total de células nos
tratamentos, com diversas fontes de suplementacao protéica, mostrou-se variavel
entre 56,04 a 84,86 células por embrido. Considerando o intervalo de avaliagao,
observamos que esta média foi discretamente inferior ao esperado pela idade
cronolodgica dos blastocistos.

O trofoblasto atua como uma barreira seletiva no movimento de solutos
para dentro e para fora da blastocele. Em particular, a enzima Na*/K*-ATPase,
localizada nas membranas apical e basolateral do trofoblasto, transporta Na* para
o interior da blastocele, favorecendo a posterior entrada de dgua por processos
osmoéticos. A Na'/K*-ATPase tem sido considerada efetora primaria para a
formacao do blastocisto, por estabelecer e manter um gradiente ibnico através do
trofectoderma que promove o acumulo osmético de agua no epitélio (WATSON e



BARCROFT, 2001). Todavia, foi constatado que aquaporinas (AQP) ou canais de
agua também podem atuar como mediadores do movimento de fluidos através do
TF (BARCROFT et al., 2003), sugerindo que a enzima Na*/K*-ATPase pode nao
ser um regulador indispensavel para a formacdo da blastocele e,
consequentemente, do estadio de blastocisto.

Alguns autores relatam que fontes protéicas com adigcdo de insulina no
tratamento de embrides podem promover o aumento no numero de células,
especificamente na massa celular interna de blastocistos em desenvolvimento
(SMITH et al., 1993; SIRISATHIEN et al., 2003). Ainda de acordo com Harvey e
Kaye (1990), a insulina aumenta as taxas de compactagdo e a formacdo de
blastocistos in vitro, sendo os blastocistos dotados de 25% a mais de células na
MCI. Considerando que a propor¢do de células presentes na MCI é um fator
determinante para a sobrevivéncia embrionaria e o crescimento fetal, 0 acesso do
embridao a insulina materna, durante a pré-implantacdo, é requerido para a
obtengao de um crescimento fetal fisiologico.

Assim como a insulina, o IGF-1 também €& um importante regulador do
crescimento e da diferenciagao celular, apresentando, ainda, um papel mitogénico
e antiapoptético nos embrides em estadios iniciais de desenvolvimento (RILEY e
MOLEY, 2006). Estudos tém relatado que a adicdo de concentracdes fisoldgicas
de insulina ou IGF-1 durante o CIV resulta em reducao da apoptose (AUGUSTIN
et al., 2003; FABIAN et al, 2004) e/ou aumento na proliferagdo celular em
blastocistos de bovinos (AUGUSTIN et al., 2003).

Embriées cultivados na auséncia de proteinas exibem diferengas na sua
atividade metabdlica, com diminuicdo da sua capacidade de desenvolvimento
(ECKERT et al., 1998; KRISHER et al., 1998) e possuem um menor numero de
células (LEE et al., 1998) comparados com embrides cultivados na presencga de
proteina.

Nao foi observada diferenca (p>0,05) entre os tratamentos CONT (29,27) e
FE (30,13). Entretanto, a média de células do TF dos blastocistos do grupo SS
(45,61) foi semelhante (p>0,05) ao grupo OVA+ITS (43,86) e foram inferiores
(p<0,05) aos demais grupos. A média total de células dos blastocistos do grupo



CONT (92,93) foi semelhante (p>0,05) ao grupo FE (93,31) e ambos os grupos
foram superiores (p<0,05) aos demais. Os resultados mostraram que a fonte
protéica FE nao prejudicou a subsequente fecundacdo e nem o desenvolvimento
embrionario.

De acordo com Garcia (2004), a média de células da MCl e TF em
blastocistos suplementados com BSA na etapa de CIV foram de 58,4, e 111,2,
respectivamente, enquanto que os blastocistos suplementados com SFB
apresentaram a média de 42,2 células na MCI e 79,9 células no TF, sendo
significativamente (p<0,05) inferior. Esses resultados mostraram que a
suplementacdo com SFB durante o CIV de embrides bovinos inibiu o
desenvolvimento embrionario e provocou aumento na duracdo média do ciclo
celular do 8° para o 9° dia, reduzindo o numero de células totais dos blastocistos.

De acordo com Kuran et al. (2001), blastocistos produzidos em meio livre
de proteinas possuem menos células totais que blastocistos produzidos em meio
contendo albumina como principal suplemento protéico. Os blastocistos
produzidos em meio contendo 10% de SFB possuiam média de 81 células totais,
0s produzidos em meio com 4 mg/mL de BSA, com média de 156 células totais e
os produzidos em 3 mg/mL de PVA, média de 76 células totais.

Estudos de Wolf (2005) ndo observaram diferenca no tratamento com a
fonte protéica cisteina associada a cisteamina, semelhante aos resultados de
Avelino (2004) no tratamento de cisteina associada ao B-mercaptoetanol.
Entretanto, este ultimo autor verificou aumento no percentual de células da MCI no
tratamento suplementado com cisteina associada a cisteamina em relacdo ao

controle.



3.7. Experimento VII: Verificacao da apoptose através de Coloracao
“Terminal Transferase Assay” — TUNEL

Avaliacao do numero de células em apoptose dos embrides CIV

A localizacao das células apoptéticas foi estimada, visto que ndo ha método
preciso de avaliacao, ja que a distincao é subjetiva e realizada pela aparéncia das
células, onde as células da MCI apresentam-se mais concentradas em um pdélo do

blastocisto.
Fragmentacao de DNA em embrides cultivados por 7 dias: Teste TUNEL
Tabela 11.20. Valores médios do numero de células totais por blastocisto avaliado

e valores médios (% * dp) de apoptose em embrides produzidos in vitro

com a utilizacao de fontes protéicas alternativas na MIV e CIV.

Grupos N° de células totais Apoptose (%)
Cont 92,33 + 16,507 2,69+2,182
FE 93,31 +14,02° 2,76 +2,192
SS 68,92 + 16,01 5,62 +2,43°
OVA+ITS 64,96 +16,58° 6,30 +3,12°
K 76,27 +14,05° 3,84 +2,20°

2P Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si (p>0,05).

* = Significativo (p<0,05),
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Figura 11.27. Representacao gréafica do numero médio total de células em apoptose.

Os grupos OVA+ITS e SS (p>0,05) ndo diferiram na taxa de fragmentacao
de DNA, no entanto, demonstraram maior (p<0,05) porcentagem de células
apoptéticas do que os grupos Controle, FE e K.
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Figura 11.28. Representagdo grafica do numero médio total de células em apoptose,
presentes na MCIl e TF, em relacdo ao numero médio de células totais por
blastocisto.



Figura 11.29. Blastocistos no dia 7, corados pela técnica de coloracao TUNEL, observados

em microscopio de epifluorescéncia. a) Blastdmeros corados pelo Hoechst
33342; b) Células com fragmentagao do DNA, com nucleo picnético.

Utilizou-se a técnica de TUNEL para avaliar a porcentagem de apoptose
dos embrides e observou-se baixos niveis de defeitos do DNA em blastocistos (dia
7), sugerindo protecdo da membrana plasméatica pelas fontes protéicas FE e K.

Os grupos OVA+ITS e SS (p>0,05) ndo diferiram na taxa de fragmentacao
de DNA e apresentaram maior nivel de apoptose, ou maior (p<0,05) porcentagem
de células apoptéticas do que os grupos Controle, FE e K.

O nivel de apoptose dos grupos Controle, FE e K foram significativamente
(p<0,05) menores quando comparado aos demais grupos. Sugere-se que as
fontes protéicas OVA+ITS e SS aumentou o percentual de DNA danificados.

O ensaio do TUNEL detecta quebras do DNA. A desoxinucleotideo
transferase terminal é capaz de indicar falha na dupla fita de DNA,
independentemente da causa. O método do TUNEL foi julgado como o mais
sensivel e especifico para deteccao de apoptose ou morte celular programada. No
entanto, a deteccdo de fragmentos de DNA pelo ensaio do TUNEL pode
apresentar falhas em distinguir entre apoptose, necrose e autblise celular
(CHARRIAUT-MARLANGUE e BEM-ARI, 1995; GRASL-KRAUPP et al., 1995).

A apoptose é a morte celular programada que ocorre em condigdes
fisiolégicas, como na formacdo da blastocele do embrido, € uma falha
caracteristica nesse processo, na ativagcdo de uma endonuclease enddgena, gera
numerosos fragmentos no DNA (COMPTON, 1992).



Os resultados mostraram que a utilizagdo das fontes protéicas SFB, FE e K
promoveram menor porcentagem de apoptose nos embrides analisados. Enquanto
que os grupos CONT e FE apresentaram maior numero de células totais (92,33 e
93,31) respectivamente.

Muitos estudos demonstraram que espécies reativas ao oxigénio (ROS), em
niveis controlados, podem ter funcbes fisioldgicas na traducdo de sinais e
caminhos como a inducao da fosforilacdo da proteina e alcalinizacao intracelular
(KOSHIO et al., 1981; FIALKOW et al., 1994; BLONDIN et al., 1997). No entanto,
quando em excesso podem levar a injarias como, por exemplo, 0 cancer, em que
as células perdem seu mecanismo de defesa, por inibicio dos mecanismos
apoptoticos (RACHID, 2002). Como sao desconhecidos os valores e inUmeros
mecanismos que diferem apoptoses fisiologicos das patoldgicas, deve-se ter
cautela na afirmacéo da porcentagem de apoptose com qualidade dos embrides.

De acordo com Borges (2008) a utilizacdo do antioxidante no diluidor de
sémen provocou menor porcentagem de apoptose nos embrides analisados.
Embora ao separar os touros, quanto ao perfil de qualidade espermética,
observou-se que o touro que mais produziu embrides foi também o que
demonstrou alta porcentagem de fragmentacdo do DNA, sendo que o touro que
menos produziu embrides, provavelmente por causa da elevada patologia
espermatica, produziu a menor porcentagem de células apoptoéticas. Isto sugeriu
que no primeiro caso a apoptose foi fisioldégica, ou seja, necessaria para o
desenvolvimento embrionario e no segundo, em decorréncia da alta anormalidade
morfolégica, pode ter ocorrido um dano genético (lesdo ao DNA, porém nao
detectada) que levou a falha na inducéo da apoptose.

3.8. Experimento VIII: Avaliacao da influéncia de diferentes fontes protéicas

(SFB, FE, SS, OVA+ITS e K) na criopreservacao de embrides bovinos.

Neste experimento foram utilizados 266 blastocistos, oriundos dos cinco
grupos experimentais: CONT, FE, SS, OVA+ITS, K (Tabela 1.21), em trés

repeticoes (29-9 blastocistos por tratamento).



Os embrides criopreservados foram descongelados e ap6s 24 a 48 horas,
avaliou-se o numero de blastocistos eclodidos.

Tabela 11.21. Valores médios (% + dp) da taxa de eclosdo apds descongelagao
em meios suplementados com SFB, FE, SS, OVA+ITS e K.

Grupos Variavel
Eclosao
(% £ DP)
(Eclodidos/Bls)
CONT 37,74% + 2,36%
FE 42,08% * 4,04°
SS 27,52% * 3,29°
OVA+ITS 16,09% + 5,27°
K 39,98% + 6,07%°

abed \gdias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si (p>0,05).
NS = Nao significativo (p>0,05)

100 1

90 A

80 A
X 70 1 OCONT
§ 60 mFE
£ 507 b 2 Ly SS
c a [r]
8 40 N - bC
S 30 - T : OOVA+ITS
n_ "

20 T % T oK

10 A /

O T T A T T
CONT FE SS OVA+ITS K

Figura 11.30. Representagéo gréfica da quantificagdo das taxas de eclosdo dos embrides
descongelados, sob diferentes suplementos protéicos.



Um dos obstaculos para a extensiva utilizagcdo da PIV de embrides bovinos
para fins comerciais € a criopreservagcao. Relatos prévios sugerem que embrides
PIV sdo mais sensiveis as baixas temperaturas e tém uma baixa criotolerancia
quando comparados com embrides bovinos produzidos in vivo. Ha uma hipétese
para isso: durante o cultivo in vitro, as concentracdes lipidicas no citoplasma
embrionario ficam aumentadas, ocorrendo uma peroxidacao lipidica na membrana
celular durante o cultivo in vitro, o congelamento e o descongelamento (IMAI et al.,
2002).

No estudo de Tarin e Trounson (1993), com embrides de bovinos em
CR1aa modificado, comprovaram que as maiores taxas de desenvolvimento até o
estadio de blastocisto foram no meio CR1aa modificado. Porém, a viabilidade pds-
descongelamento dos embrides cultivados em meio CR1aa modificado foi menor
quando comparado aos embrides cultivados em TCM-199. Os autores concluiram
que esta possivel diferenca na sobrevivéncia pés-descongelamento tenha ocorrido
pelo fato dos constituintes antioxidantes, como acido ascorbico e a-tacopherol,
estarem presentes somente no meio de cultivo TCM-199. Os danos aos embrides
podem ter sido induzidos por uma hiperoxidagéo irreversivel da membrana celular,
que é constituida por fosfolipideos (IMAI et al., 2002).

Uma possibilidade para vencer estas dificuldades quanto a criopreservacao
é melhorar a qualidade do embrido, proporcionando um ambiente adequado para
0 seu cultivo e producao in vitro. Outra possibilidade € adequar os métodos de
criopreservagao as necessidades especificas dos embrides produzidos in vitro
(VAJTA et al., 1998).

A técnica de vitrificagdo é uma alternativa a ser considerada, pois alguns
estudos demonstraram que a sobrevivéncia de embrides produzidos in vitro depois
de vitrificados é maior quando comparada com o congelamento convencional
(NEDAMBALE et al., 2004). Além disso, ressalta-se a necessidade de modificar e
padronizar a técnica de congelamento convencional para que esta se adapte as
células a serem criopreservadas, visando, assim, a melhor viabilidade dos
embrides produzidos in vitro. Em adi¢do, o estabelecimento de protocolos de PIVE

que tornem as células mais criotolerantes também deve ser considerada, pois



essa pode ser uma forma de melhorar a maturacdo oocitaria e o cultivo de
embrides e, talvez, resultar em uma prole mais saudavel (SEIDEL JR, 2006). O
uso de componentes ndo-fisiolégicos durante o cultivo in vitro para regular o
metabolismo em favor do desenvolvimento é uma boa aposta. Torna-se
interessante, portanto, a realizacdo de mais estudos para avaliar o efeito da
adicao de diferentes concentracdes de PES sobre a criotolerancia dos embrides in
vitro. Dessa forma, sera possivel definir uma concentracdo que nao seja
prejudicial para o desenvolvimento dos embrides e que melhore a viabilidade

destes ap6s serem submetidos aos métodos de criopreservagao.



4. CONCLUSOES

Com a metodologia utilizada neste estudo e os resultados obtidos, pode-se
concluir que:

Na etapa de MIV nao houve diferenga significativa na utilizagdo de
diferentes fontes protéicas. Nessas condigcdes experimentais, as fontes protéicas
SFB e FE nao afetaram a maturagcao in vitro de odcitos bovinos. No entanto a
fonte protéica SS promoveu redugao da maturagao nuclear.

Na etapa de CIV a producéo de blastocistos foi influenciada pelas fontes
protéicas utilizadas na etapa de MIV. O SFB e o FE como fontes protéicas na MIV
proporcionaram as melhores taxas de producao de blastocistos.

Na avaliacao da qualidade embrionaria, os grupos suplementados com SFB
e FE demonstraram superioridade quanto ao numero de células totais em relacao
aos grupos suplementados com SS, OVA e K.

Na etapa de avaliagdo de apoptose embrionaria, os grupos OVA e SS
apresentaram as maiores taxas de fragmentacdo, ou maiores porcentagens de
células apoptéticas quando comparados aos grupos suplementados com SFB, FE
e K.

E possivel produzir embrides bovinos com fontes protéicas alternativas,
sendo o fluido embriénico (FE) a fonte mais promissora, visto que apresentou
resultados semelhantes ao SFB.



CAPITULO 3 - Utilizacdao da técnica de ionizacdo e dessorcdo a laser
assistida por matriz (MALDI-MS) para avaliacao de oécitos maturados e
embrioes produzidos in vitro sob diferentes condicoes de suplementacao
durante a etapa de maturacao in vitro.

1. INTRODUCAO

Como técnica analitica das mais versateis e sensiveis, a espectrometria de
massas (MS) é atualmente uma das ferramentas analiticas mais valiosas em
diversos estudos nas areas de Biologia, de Ciéncias Médicas e de Ciéncias
Tecnologicas. Por MS é possivel determinar a massa molecular e quantificar
biomoléculas, tais como proteinas, carboidratos, lipideos e oligonucleotideos,
assim como fragmenta-las de forma a elucidar sua estrutura e confirmar sua
identificacao (revisado por FERREIRA et al., 2009).

O potencial de aplicagdo da MS em estudos biologicos tem sido bastante
estendido, em razdo dos impressionantes avancos observados nos ultimos anos
nas areas de genbmica, de transcriptdmica, de metabolémica, de protedmica, de
lipidémica, e do desenvolvimento extraordinario dos equipamentos utilizados
nestas plataformas (SIUZDAK, 2006; HOFFMANN e STROOTBART, 2007; FENG
et al., 2008). Além disso, novos avancos permitem inclusive a obtencao de
imagens por MS (MS “imaging”, gerando a oportunidade de estudos com
observacao da posicdo de diversas moléculas num tecido intacto, de maneira
especifica (moléculas-alvo definidas) ou sem especificidade (como em estudos de
procura de biomarcadores) (revisado por FERREIRA et al., 2009).

A andlise por MS, esquematizada na Figura Ill.1, consiste na geracao de
ions por meio de um meétodo de ionizagcdo apropriado (exemplo: MALDI, ESI,
APPI, APCI, DESI, etc.). Em seguida, os ions sdo separados por meio de sua
relacdo massa-carga (m/z) em um ou mais analisadores de massas (exemplo:
TOF, Quadrupolo, “ion trap”, “ion mobility’, ICR) e detectados qualitativamente
e/ou quantitativamente por meio de um detector, o qual realiza a contagem dos
ions. A magnitude do sinal elétrico em funcao da razdo m/z € convertida por um

processador de dados, o qual gera o espectro de massas correspondente.



Existem diversos acoplamentos de fontes de ionizagdo e analisadores de massas
(exemplo: MALDI-TOF, ESI-QTOF, MALDI-IT) os quais demonstram vantagens
para uma ou outra aplicacdo. Desse modo, a instrumentacdo em MS é um tema
bastante amplo (GROSS, 2004).

Figura Ill.1. Diagrama de uma andlise por espectrometria de massas (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2005).

MALDI é considerada uma técnica de ionizacdo branda, porque os ions
formados possuem baixa energia interna.. Esse fato permite a observagdo de
espécies ibnicas moleculares com pouca ou nenhuma fragmentacado. A produgéao
de ions a partir de compostos de alta massa molecular e nao-volateis, como
proteinas e polimeros sintéticos, estendeu a aplicacdo da MS a todos os tipos de
moléculas. As técnicas de ionizagdo branda pioneiras foram “electrospray” (ESI)
(FENN et al., 1989) e a ionizagdo e dessorcao a laser assistida por matriz —
MALDI (KARAS e HILLENKAMP, 1988).



Na literatura existem relatos limitados sobre a composi¢ao de acidos graxos
livres de o6citos e embrides aplicando-se a técnica de cromatografia gasosa
(KHANDOKER et al., 1997, 1998; KHANDOKER e TSUJII, 1999; McEVOQY et al.,
2000; KIM et al.,, 2001), a qual necessita de grande quantidade de odcitos ou
embrides (100 a 500, tipicamente) e fornece informacao estrutural lipidica limitada
(apenas composicao dos residuos de acidos graxos). Desta maneira, a técnica de
MALDI-TOF, a qual permite a deteccao rapida e identificacdo de moléculas
integras de triglicerideos (TAG) e fosfolipideos, demonstra grande potencial para
aplicacao na area de biotecnologia da reproducao animal.

De acordo com diversos estudos (BONI et al, 1999; VAN SOOM et al.,
1997; WRIGHT e ELLINGTON, 1995; THOMPSON, 1997; CROISER et al., 2001;
HAVLICEK et al., 2009), embrides bovinos produzidos in vitro (PIV) possuem
menor qualidade, menor viabilidade e maior criosensibilidade em relagdo aos
embrides obtidos in vivo pela biotécnica de transferéncia de embrides (TE).
Atualmente, o principal obstaculo para a expansao comercial da PIV no Brasil é a
possibilidade de obtencdo de taxas de prenhez satisfatorias a partir de embrides
criopreservados (jornal “O Embrido”, 2008).

No relatério da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
(IETS; THIBIER, 2006), o Brasil foi classificado como o primeiro pais em volume
de producdo de embrides obtidos in vitro. Entretanto, a qualidade e a
sobrevivéncia dos embrides produzidos in vitro sdo inferiores a dos embrides
obtidos in vivo (BONI et al., 1999). As condicdes e os meios de cultivo embrionario
in vitro interferem na taxa de clivagem, na ativacdo do genoma embrionario, na
compactacao embriondria, na diferenciacdo e na viabilidade fetal (RIZOS et al.
2003; WRENZYCKI et al., 2005).

O desenvolvimento in vitro de embrides de murinos foi influenciado pela
composicao de acidos graxos do meio de cultivo (KHANDOKER e TSUJII, 1999).
A influéncia de lipideos na criopreservacao de embrides bovinos foi demonstrada,
por exemplo, pela utilizagdo de acido linoléico trans-10, cis-12 conjugado como

suplemento no meio de cultivo embrionario. Este acido graxo insaturado diminuiu



o depdsito de lipideos citoplasmaticos e melhorou a resisténcia dos embrides ao
processo de criopreservacao (PEREIRA et al., 2007, 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil lipidico de oécitos maturados in
vitro e de embrides bovinos produzidos in vitro utilizando-se a técnica de
espectrometria de massas por ionizagao/dessorcao de matriz assistida por laser —
tempo de voéo (MALDI-TOF MS) para investigar os efeitos da suplementacao por
fontes protéicas alternativas ou suplementos protéicos adicionados aos meios de

maturacao in vitro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. MALDI-MS

Inicialmente, a aplicacdo da MS era restrita a analise de gases, substancias
volateis e termicamente estaveis, pois as primeiras técnicas de ionizacao
empregadas (impacto de elétrons e quimica) eram processos constituidos por
duas etapas, nas quais o analito era vaporizado com o0 aquecimento, e a ioniza¢ao
ocorria quando a molécula estava na fase gasosa. Entretanto, houve o
desenvolvimento, em meados dos anos 90, de técnicas para formacao de ions
moleculares de biomoléculas intactas: a ionizacdo por ESI (FENN et al., 1989) e
MALDI (KARAS e HILLENKAMP, 1988).

O desenvolvimento da técnica de MALDI, do inglés “matrix-assisted laser
desorption/ionization”, causou uma revolugao na extensao das aplicacoes de MS.
Os responséaveis pela denominacdo e desenvolvimento inicial da técnica foram
Michael Karas e Franz Hillemkamp (KARAS et al.,, 1987), os quais aplicaram
MALDI para a ionizacdo de compostos sintéticos de alta massa molecular.
I[ronicamente, o japonés Koichi Tanaka, trabalhando na empresa Shimadzu,
recebeu o prémio Nobel por ter relatado o uso de MALDI para a ionizagdo de
proteinas de alto peso molecular (Tanaka et al., 1988).

Pela técnica de MALDI-MS, os ions sé&o obtidos por meio da protonacao ou
desprotonacdo de moléculas neutras, ou ainda pela adicao de outros ions, como



Na*, K*, NHs" e CI, com formacdo de ions denominados adutos. As espécies
observadas sdo, portanto, denominadas espécies protonadas [simbolizadas por
(M + H)™], espécies desprotonadas [simbolizadas por (M — H)] ou ions adutos [de
sodio, simbolizados por (M + Na)* ou de potassio (M + K)*] (CHAPMAN, 1993).

A Figura 1ll.2 demonstra esquematicamente o processo de ionizagdo e
deteccao dos ions no espectrdmetro de massas do tipo MALDI-TOF.

Figura Ill.2. Espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF. Um feixe de laser
causa dessor¢ao e ionizacao de moléculas (tanto da matriz quanto da
amostra) depositadas em uma placa de metal. Uma vez transferidas
para a fase gasosa e aceleradas por uma voltagem em polaridade
inversa aplicada na placa metdlica, as moléculas carregadas sao
direcionadas da fonte de ionizacdo para o analisador de massas.
Analisadores time-of-flight (TOF) separam ions de acordo com sua

relagdo massa/carga (m/2).



2.2. Bioquimica de lipideos e classes de lipideos detectadas por MALDI-MS

Os lipideos consistem em um grupo de diversos tipos de compostos
insoliveis em agua e soluveis em solventes organicos, contendo longas cadeias
de hidrocarbonetos e que sao provenientes de organismos vivos (KATES, 1986).
Dentre as oito categorias de classificacdao de lipideos (acidos graxos — AG;
glicerolipideos — GL; glicerofosfolipideos — GF, esfingolipideos — EL; sulfatideos —
ST; lipideos prenol — LP; sacarolipideos — SL e policetideos — PT (BLANKSBY et
al., 2010), vamos dar énfase aos GL, GF e EL, os quais sd&o comumente
detectados em odcitos e embrides utilizando-se MALDI-MS. A Figura 111.3 mostra
as principais estruturas lipidicas relevantes para a interpretacéo de perfis lipidicos

de od6citos e embrides bovinos.



Figura 1I1.3. Estrutura béasica de glicerolipideos, glicerofosfolipideos e
esfingolipideos detectados nos espectros de massas de odcitos e
embrides bovinos. Pode-se observar a estrutura de um acido graxo,
o qual possui numero variavel de carbonos e diferentes graus de
instauracdo (duplas ligacdes). Os acidos graxos fazem parte da
estrutura dos GL, GP e EL e sao responsaveis pela grande variacao
de possiveis espécies lipidicas encontradas nestas classes
(adaptado de Blanksby e Mitchell, 2010).

Os 4&cidos graxos livres sdo acidos carboxilicos com cadeias de
hidrocarbonetos contendo 4 a 36 atomos de carbono (C4 a Csg). A nomenclatura
simplificada desses compostos especifica 0 tamanho da cadeia e o nimero de
duplas ligacbes, com separagéo pelo sinal de dois pontos. Por exemplo, o &cido
palmitico trata-se de um acido graxo saturado de 16 carbonos na cadeia, cuja
abreviagdo adotada é 16:0. O acido oléico, que contém uma ligacdo dupla e 18
carbonos é abreviado como 18:1. Os &cidos graxos mais comuns (ex. acido
palmitico, miristico, oléico e acido linoléico) possuem numero par de carbonos e
cadeia linear de 12 a 24 carbonos. O numero par de carbonos é resultado do
modo de sintese desses compostos, o qual envolve a condensacao de unidades
de acetato (NELSON e COX, 2005).

Uma funcdo de grande importancia dos lipideos € sua participagdo na
composicdo das membranas celulares. Existem trés classes importantes de
lipideos de membranas: os GF, EL e esterdis. Dentre esses, os GF sao os mais
abundantes e predominantes em membranas. O GF mais simples € o &cido
fosfatidico, o qual possui uma molécula de acido fosforico ligada a um
diacilglicerol. Outros exemplos de GF sdo a fosfaditilcolina, a fosfatidiletanolamina
e o fosfatidilinositol. Os glicolipideos sdo os constituintes de membrana principais
de membranas celulares em plantas (NELSON e COX, 2005).



Os GL sao representados pelos TAG, os quais representam os principais
constituintes dos 6leos e gorduras, e sua estrutura é formada por uma molécula de
glicerol esterificada juntamente a trés moléculas de acidos graxos. A sintese dos
TAG néao é arbitraria; eles sao sintetizados com total especificidade estrutural e
apesar de terem funcdo de reserva de energia, seu acumulo pode prejudicar a
funcéo celular em diversas etapas (GURR et al., 2002; SOLOMONS e FRYHLE,
2004).

Os espectros de lipideos em MALDI- MS contém ions abundantes na regiao
de 300 a 1.000 Da. Entretanto, devido a interferéncia de ions provenientes de
fragmentacao ou “clusters” da matriz utilizada para a analise, os espectros para
analise de perfil lipidico sdo usualmente considerados na faixa de 700 a 950-1.000
Da.

Os EL sao representados nos perfis lipidicos de embrides pelas
esfingomielinas (EM), as quais aparecem nos espectros de MALDI em forma
protonada e sodiada. As EM podem ser quantificadas por MALDI utilizando-se um
padrao interno (FUCHS et al., 2010).

Os GF séo a classe mais abundantemente detectada por MALDI em oécitos
e embrides e até o momento foram caracterizadas fosfocolinas, as quais existem
em grande quantidade nas membranas celulares (as quais sdo responsaveis pela
formagcdo da estrutura de bicamada lipidica) e pelo fato de terem uma ambnia
quaternaria em sua estrutura, essas moléculas se ionizam com alta eficiéncia,
suprimindo facilmente outras classes de lipideos presentes na amostra (DEBOIS
et al., 2009).

Os GL séao representados pelos TAG, os quais se ionizam pela técnica de
MALDI exclusivamente sob a forma de adutos de sédio ou de potassio em modo

positivo.

2.3. Analises de lipideos em odcitos e embrides bovinos



Os métodos comumente utilizados em andlises lipidicas de odcitos e de
embrides usualmente envolvem extragdo seletiva de lipidios por manipulagcéo
quimica, separacao e caracterizagédo individual de componentes por técnicas de
cromatografia, como cromatografia gasosa (KHANDOKER et al, 1997, 1998;
KHANDOKER e TSUJII, 1999; McEVOQY et al., 2000; KIM et al., 2001). Entretanto,
a analise de lipideos de amostras bioldgicas por MALDI-MS tem se expandido em
varias areas, principalmente para estudos de MALDI- fingerprinting e MALDI-
Imaging (FUCHS et al., 2010).

Recentemente, a técnica de MS tem sido utilizada com sucesso em estudos
de lipidoma de membranas celulares, como células-tronco, e diversos outros
modelos biolégicos (SCHILLER et al., 2004, 2007; FUCHS e SCHILLER, 2008d;
FUCHS et al., 2008b,c).

A técnica de MS, devido a sua alta sensibilidade, permite estudar o perfil
lipidico de um unico oécito ou embrido, sem processos que envolvem manipulagao
quimica e separacdo de compostos. Além disso, permite a identificacao de
lipideos intactos e ndo somente do perfil de residuos de acidos graxos. As
informagcbes sobre os lipideos sdo relevantes para estudos visando
criopreservagdo de odcitos e embrides de bovinos, ja que existem fortes
evidéncias de que a composicao lipidica esta relacionada a resisténcia do embrido
ao congelamento (revisado por FERREIRA et al., 2009). Sabe-se que o perfil de
lipideos de membranas estd associado as propriedades fisico-quimicas da
membrana celular e, portanto, a respostas ao resfriamento, congelamento e
descongelamento envolvem propriedades de empacotamento de moléculas de
lipideo, fluidez de membrana, permeabilidade e comportamento em fase térmica
(NELSON e COX, 2005).



Figura lll.4. Espectros de massas que indicam TAG de um oécito imaturo, de um
odcito maturado e de um blastocisto. Os espectros foram obtidos por
espectrometria de massas por dessorcao e ionizagao a laser assistida
por matriz (MALDI-TOF MS) com matriz acido 2,5,-dihidroxido
benzoico (DHB) (FERREIRA et al., 2009).



3. OBJETIVO GERAL

e Estudar o perfil lipidico de oécitos maturados in vitro e embrides produzidos
in vitro sob diferentes condicées de maturacao in vitro.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar odcitos maturados in vitro pela técnica MALDI-MS, investigando os
efeitos da substituicio de SFB e BSA por fontes protéicas alternativas
(embryonic fluid, serum replacement, ovalbumin + ITS, knockout)

adicionadas ao meio de maturagao in vitro.

e Analisar por quimiometria as diferencas no lipidoma obtido e correlacionar
os dados com as informacbes sobre criosensibilidade existentes na

literatura ou obtidos experimentalmente para os diferentes grupos.

4. MATERIAL E METODOS

A obtencéao dos espectros de massas foi realizada no Laboratério ThoMSon
de Espectrometria de Massas do Instituto de Quimica da Universidade Estadual
de Campinas (IQ-UNICAMP), sob coordenacdo da pesquisadora Dra. Christina
Ramires Ferreira e do professor Dr. Marcos Nogueira Eberlin.

Foi utilizada a técnica de MALDI-MS para estudo do perfil lipidico de o6citos
bovinos maturados in vitro e embrides produzidos in vitro. Essa técnica é utilizada

na analise estrutural de peptideos, proteinas e também carboidratos.



4.1. Reagentes

Metanol (ACS/HPLC grade) foi adquirido de Burdick e Jackson (Muskegon,
MI, USA) e 2,5- acido diidroxibenzoéico (DHB) foi adquirido de ICN Biomedicals
(Aurora, OH, USA). Agua ultra pura, purificada por Direct-Q water system
(Millipore, Bedford, MA, USA), foi utilizada para preparacdo das solucdes

utilizadas.
4.2. Obtencao de odcitos bovinos

Para a realizacdo dos experimentos de MIV e PIV no departamento de
Reprodugcédo Animal da FCAV, UNESP Jaboticabal, foram utilizados ovérios de
fémeas bovinas abatidas em frigorifico localizado na cidade vizinha de
Sertaozinho, SP.

4.2.1. Obtencao, selecao e maturacao in vitro de oécitos bovinos

Ovaérios bovinos obtidos em abatedouro foram transportados ao laboratério,
em solucdo salina a 30-35°C, e seus foliculos ovarianos (com diametro entre
aproximadamente 3 a 8 mm) foram aspirados com auxilio de seringas
descartaveis (20 mL) com extremidade de agulha (18-G).

O fluido folicular aspirado foi transferido para tubo cénico de poliestireno de
50 mL e decantado por 15 min para a separacao dos odcitos. Posteriormente, o
sedimento foi transferido para placas de poliestireno de 60 mm de diametro, e
visualizado em microscépio estereoscopico, com aumento de 20 a 80 X para
proceder a selecao dos odcitos.

Foram selecionados para a maturacao, odécitos de cumulus compacto, com
pelo menos, trés a quatro camadas de células do cumulus, e ooplasma de
granulacao uniforme. Os odcitos aspirados foram selecionados segundo Loos et
al. (1991).



Os od6citos selecionados, de grau I, Il e lll, foram divididos igualmente em
seis grupos experimentais, lavados por duas vezes em meio de lavagem
(suplementado de acordo com o respectivo meio de MIV), e uma vez em meio de
maturacao, correspondente ao grupo experimental, foram distribuidos em nimero
de 20 a 25 odcitos por microgota (100uL), sob éleo mineral (Dow Corning 200
Fluid 50CST), com meio de maturacdo especifico para cada tratamento, como
descrito a seguir.

A distribuicdo, aleatéria entre os seis grupos experimentais, foi seguida de
cultivo em incubadora a temperatura de 38,5° C e atmosfera de 5% de CO, em ar
e umidade saturada, durante 24h, durante a etapa de MIV.

Os odécitos foram maturados in vitro (MIV) em meio TCM-199 com sais de
Earle (Gibco 31.100; Grand Island, NY, EUA) suplementado de acordo com os
tratamentos: Controle (Crypion®; 10% SFB), BSA (4mg/mL BSA), FE (Sigma®
E1761, 10% FE), SR (Sigma® S0638, 20uL/mL SS), OVA (Inlab® Cbd.1860,
4mg/mL) e K (10% K) de acordo com a Tabela 1, e 1,0ug/mL de FSH (Pluset®,
Calier), 50Ul/mL de hCG (Profasi®, Serono), 1,0ug/mL de estradiol (Sigma E-
2758), 0,20mM de piruvato de sodio (Biochemical 44094) e 83,4ug/mL de
amicacina (Biochimico).

Tabela Ill.1. Tratamentos utilizados na etapa de maturacédo in vitro de odcitos

bovinos.
Maturacao — MIV Suplementacao
SFB SFB (10%)
BSA BSA (4mg/mL)
FE Embryonic fluid (10%)
SR Serum replacement (20pL/mL)
OVA Ovalbumin (4mg/mL) + ITS
K Knockout (10%)

SFB = soro fetal bovino; BSA = albumina sérica bovina; FE = fluido embri6nico; SR

= Substituto do soro; OVA = ovalbumina; K = Knockout.



4.2.2. Producao in vitro de embrides bovinos
4.2.3. Obtencao, selecao e maturacao in vitro de oécitos bovinos

A metodologia para obtengao, selecdo e maturagdo in vitro dos odcitos

bovinos foi desenvolvida como anteriormente, descrita no item 4.2.1.
4.2.4. Fecundacao in vitro (FIV) dos o6citos bovinos.

Odbcitos maturados in vitro oriundos dos 6 tratamentos com diferentes
suplementos protéicos (SFB, FE, SS, BSA OVA+ITS e K), foram fecundados in
vitro na presenga de BSA (6mg/mL).

A fecundacéo in vitro (FIV) foi realizada apdés 24h de MIV, em gotas de
100pL de meio TALP-FIV [meio TALP com 30ug/mL de heparina (Sigma H-3149),
18uM de penicilamina (Sigma P 4875), 10uM de hipotaurina (Sigma H-1384) e
1,8uM de epinefrina (Sigma E-4250)], contendo 0,2mM de piruvato de sédio,
83,4ug/mL de antibidtico, amicacina e suplementado com 6mg/mL de BSA,
cobertas com 6leo mineral.

O sémen, congelado em palhetas de 0,5 mL, foi aquecido em agua a 35°C
por 30seg e preparado por centrifugacdo em gradiente de Percoll (Sigma P-4937),
de 45 e 90%, a 900xg por 30min, em meio TALP-sémen [meio TALP com 10mM
de hepes acido (J.T. Baker 4018-01)].

Foram recuperados 30uL do sedimento, que foram avaliados quanto a
concentracado e motilidade espermatica. A concentracao final foi ajustada para 25
x 10° espermatozéides moéveis/mL com meio TALP-FIV sob 6leo mineral.
Posteriormente, 8uL do sémen diluido foram adicionados as gotas contendo de 20
a 25 oobcitos, obtendo-se a concentragdo final de 2 x 10° espermatozdides
vivos/gota (2 x 10/mL), resultando em 8-10 x 10° de espermatozdides por odcito.
O periodo de co-incubacao foi de 18 a 20h, em incubadora a temperatura de 38,5,
5% de CO2 em ar e umidade saturada.



4.2.5. Cultivo in vitro (CIV)

Ap6s o término da incubagdo com o0s espermatozdides, os provaveis
zigotos foram submetidos ao cultivo de desenvolvimento (CIV) em placas de 4
pocos Nunc®, com 500 pL de meio SOF suplementado com 0,5% de BSA e 2,5%
de SFB, cobertos com 6leo mineral, em, atmosfera com 5% de CO, em ar, e
umidade saturada, a temperatura de 38,5°C, durante 7 dias, para atingirem o
estadio de blastocisto (dia 0 = dia da fecundacéao). Apds 96 horas foi realizado o
“feeding” ou troca de meio, retirando-se 50% do meio de cultivo e adicionando-se

a mesma quantidade de meio recém-preparado.

4.2.6. Coleta de odcitos e de embrides para perfil lipidico por MALDI-MS e
processamento das amostras

Para realizagcao da técnica de MALDI-TOF MS, oécitos submetidos a MIV
ou blastocistos obtidos apds 7 dias de desenvolvimento (CIV), foram retirados do
meio e lavados trés vezes em PBS + 0,1% de PVA para eliminar qualquer fonte de
lipideo que possa ser proveniente do meio de cultivo.

Foi preparada uma solucao de 50% metanol (grau de pureza HPLC) em
PBS. Foram colocados 200uL da solucdo para cada microtubo, onde foram
guardados os oécitos e embrides (1 a 5 embribes ou 10 a 50 odcitos por
microtubo).

As amostras foram armazenadas a temperatura de -80°C até o
processamento e analise por MALDI-MS. Os microtubos contendo as amostras
foram transportados em gelo seco até o Laboratério ThoMSon de Espectrometria
de Massas do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas (IQ-
UNICAMP).

A preparagéo para a andlise de MS envolveu a colocagédo de cada embrido
ou conjunto de cinco oocitos em um espaco demarcado da placa de MALDI
(denominado “spot”), a qual foi realizada no dia anterior a analise sob
estereomicroscopico. Apds a colocagcdo dos odcitos e embrides na placa de



MALDI, Figura Ill.5, a mesma foi deixada em temperatura ambiente overnight (ou
seja, até o momento da coleta dos espectros). A localizacdo de cada embrido ou
dos odcitos dentro dos “spots” da placa de MALDI foi demarcada visando
concentrar o laser no local correto local durante as andlises. Pouco antes das
analises, 1uL de 1,0mol/L 2,5- acido diidrobenzbico (DHB) em metanol foi
colocado sob cada spot.

Figura ll.5. Com auxilio de estereomicroscépio, os oocitos e embrides foram
transferidos das placas de poliestireno para a placa de MALDI, onde
cada conjunto de cinco odécitos ou um unico embrido ocupou um
“spot”. Pouco antes da analise, cada “spot” foi recoberto com 1uL de
solucdo de matriz organica, a qual possui a fungdo de auxiliar no
processo de ionizagdo de moléculas de lipideo (fosfatidilcolinas,

esfingomielinas e triacilglicerdis) presentes nas amostras.



O processo de ionizacdao por MALDI é geralmente auxiliado por um
composto organico cuja funcado é absorver a energia do laser e transferi-la de
forma “branda” para a molécula do analito (isto é, sem causar fragmentacao
molecular). A ionizacdo pode ocorrer por meio da adicao de carga positiva (modo
positivo de ionizacdo) ou de uma carga negativa (modo negativo de ionizacao).
Neste trabalho foi realizada somente a ionizagdo em modo positivo, visto que a
mesma promove a obtencédo de perfis lipidicos mais informativos (ou seja, com
maior quantidade de ions).

A coleta de espectros de massas foi realizada em equipamento MALDI-
SYNAPT (Waters. Manchester, UK) em modo manual. Cada espectro foi adquirido
por cerca de 1 minuto direcionando o laser para regido onde o embrido foi
colocado (como ilustrado na Figura 111.6) observando-se a formacao do espectro
de massas. Para o processamento de dados, os espectros foram acumulados e
processados (em relagdo a linha de base e suavizacdo) no software MassLynx
v.4.0 (Waters, Manchester, UK).

A analise estatistica por PCA (andlise de componentes principais) foi
realizada a partir de uma matriz de dados construida com auxilio dos softwares
MarkerLynx (Waters, Manchester, UK) e Excel (Microsoft, Redmond, WA, EUA) a
partir dos valores de m/z e intensidade relativa dos ions observados no perfil por
MALDI. A analise de componentes principais (PCA) foi realizada no software

Pirouette 3.11 (Infometrics Inc, EUA).

Figura Ill.6. A figura ilustra o0 momento que o laser causa impacto ao embrido e
fosfolipideos sao ionizados, gerando o espectro (adaptado de
FERREIRA et al., 2010).



4.5. Delineamento Experimental Para as Analise de Perfil Lipidico por MALDI-
TOF

As amostras de oécitos e de embrides foram provenientes de seis grupos
experimentais: suplementacao com ovalbumina (OVA), soro fetal bovino (grupo-
SFB), BSA (grupo-BSA), com “serum replacement” (grupo-SR), fluido embrionario
(grupo-FE), e com Knockout (grupo-K).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencao do perfil lipidico de o6citos e embrides por MALDI é rapida,
relativamente simples e informativa, como esquematizado na Figura Ill. 5.
Pequenos grupos de odcitos (trés a cinco) sao transferidos sem nenhum
processamento, a ndo serem lavagens para retirar lipideos presentes no meio de
cultivo, para uma placa metalica MALDI, a qual pode ser lavada e utilizada
inUmeras vezes.

Durante o processo de ionizagao por MALDI, logo em seguida ao pulso de
laser e consequente ionizacdo das moléculas presentes na amostras, um pulso de
alta voltagem em polaridade inversa (7 a 10 Kv) é aplicado na base da placa de
MALDI, acelerando os ions recém-formados para passarem pelo analisador de
massas (tipo tempo-de-véo ou TOF) e serem detectados para a formacgéo do
espectros de massas.

E possivel obter o perfil lipidico de um Unico oécito. Entretanto, como no
perfil lipidico em modo positivo de ionizagédo utilizando matriz DHB os lipideos
provenientes de membranas (fosfocolinas e esfingomielinas) sdo predominantes, a
pequena quantidade de membranas presentes em um unico odcito permite a
obtencgao de espectros pouco intensos comparados aos espectros obtidos a partir
de blastocistos.



Figura lll. 7. Etapas de obtencéo do perfil lipidico de embrides por MALDI-MS. A:
Pequenos grupos de od6citos ou um Uunico blastocisto bovino é
colocado em um spot da placa de MALDI (96 ou 384 posi¢des) com
auxilio de estereomicroscépio, e recoberto pela matriz orgénica. B:
Um feixe de laser dessorve e ioniza os lipideos presentes no embriao,
0s quais sado detectados pelo equipamento. O espectro de massas
mostra as m/z na abscissa (eixo X) e a intensidade relativa na
ordenada (eixo Y). C: Para realizar a caracterizacao estrutural do
lipideo, pode-se realizar um experimento de fragmentagcdo de uma
espécie lipidica de interesse (experimento MS/MS). O exemplo
mostra a fragmentacdo do ion de m/z 810.6, o qual gerou perdas
neutras de 59 Da em (a) e 183 Da (b) e os ions 184 Da (c) e 147 Da
(d). Estes fragmentos sao diagnosticos da estrutura das fosfocolinas.



Portanto, optamos por gerar os espectros de massas colocando cinco
oocitos por “spot” para obter um Unico espectro de massas. Para a analise
estatistica por PCA foram considerados oito espectros do grupo-OVA
(correspondentes a 40 odcitos), nove espectros do grupo-SFB (correspondentes a
45 odbcitos), 11 espectros do grupo-BSA (correspondentes a 55 odcitos), 11
espectros do grupo-FE (correspondentes a 55 o6citos), nove espectros do grupo-
SS (correspondentes a 45 odcitos) e 13 espectros do grupo-K (correspondentes a
65 odcitos). Um espectro de massas representativo de cada grupo experimental
encontra-se na (Figura lll. 8).






100 TE2T

(d)

TRET

TM'T?GQ.? TAOT a08.8

'l:rze.?

926.3 847.3

! ¥ i i i U Loablding
900 720 740 760 780 0D 20 R e SR 7 Qo g R

100 7827
(e)
g 7B3.7
T236
| Ta0.7 408.8
7267 7547 7912
72131 7atq | B0 L‘ﬂ h sorso07a 3 54?.3
a61.2 A632
il ol sl h..nﬂ|nmmuumu.i.LiMJ.mmJ.xdUMJ.w.m‘J.n'J.w.w.le.lU.mmﬂJ.lb.' ”

TW T20 740 Fin Fan nzo nan 0 o Bon B0

100 i

(f)

TRAT
7257
|

7807 | 1407 8088

7267
754.7760.F A10.8

ges3 8473

a3
i ?El?dk NJ L‘l \ Lﬂ 8359
' 8311 901.2907.2
I 882.0
o.u.li.LJn'lJﬂ'.uMl' LLLL!.MAMWI’L L'qu .hll.L.LIIL Jl'.l hhﬂl MMMMJ.H.HM*JJ'HMM' 'IJ..|.I.J Witz
T Fan Tan Tin Fan 140 Ll b B 820 B4




Figura Illl.8. Espectros de massas contendo o perfil lipidico de oécitos dos seis
grupos de MIV. Os espectros foram obtidos por MALDI-TOF MS com
matriz DHB em modo positivo de ionizacdo. (a) Grupo-OVA, (b)
grupo-SFB (c) grupo-BSA, (d) grupo-FE, (e) grupo-SS, (f) grupo-K.
(1) corresponde a regiao onde se encontra maior concentracdao de
esfingomielinas e fosfocolinas e em (2) esta a regido do espectro de
massas onde pode-se observar diversos valores de m/z

correspondentes a TAG. Ver tabela Il1.1.

Devido a grande facilidade de ionizagdo de lipideos em MALDI e
especialmente utilizando a matriz DHB, podemos observar que o espectro de
massas de odcitos intactos é dominado por valores de m/z correspondentes a
lipideos, principalmente fosfocolinas, apesar de sabermos que existem proteinas,
carboidratos, acidos nucléicos e diversos metabdlitos em odcitos. As fosfocolinas
sd0 mais ionizadas devido a presengca de um amdnio quaternario em sua
estrutura, o qual corresponde a colina (Figura II1.3). Os espectros obtidos por
MALDI-MS podem ser otimizados para outros compostos utilizando-se outras
matrizes, diferentes faixas de massas e modos de ionizagdo. Essa técnica é ainda
pouco explorada para analise de embrides, e por sua sensibilidade e potencial
informativo h& boas perspectivas para seu uso em pesquisas relacionadas a
biotecnologia de embrides bovinos e de outras espécies domésticas.

Por meio da observacao visual dos espectros obtidos a partir dos seis
grupos experimentais de odcitos maturados in vitro, podemos observar que em
todos eles houve predominédncia do ion de m/z 782,7, o qual provavelmente
corresponde a fosfocolina sodiada contendo 34 carbonos e uma instauracao: [PC
(34:1) + Na]*. Podemos observar esta mesma espécie lipidica em sua forma
protonada ou [PC (34:1) + H]* em m/z760,7.



A formagédo de espécies lipidicas ionizadas como adutos de sédio ou
potassio € comumente observada em amostras bioldgicas, naturalmente ricas
nesses elementos. A presenca de 34 carbonos nos residuos de 4cidos graxos
esterificados e uma insaturacdo na espécie de fosfocolina mencionada
provavelmente corresponde a presenga de um acido palmitico (16:0) e um acido
oléico (18:1), os quais sao os residuos de acidos graxos mais abundantes em
oocitos e embrides, segundo relatos de analises de CG.

A confirmacéo da atribuicdo estrutural de uma espécie lipidica em MS é
efetuada por experimentos de fragmentacdo (ou MS/MS), os quais nao foram
realizados nas amostras deste trabalho, mas foram relatados para outro
experimento envolvendo embrides e odcitos bovinos (FERREIRA et al.,, 2010). A
Tabela 111.2 considera também atribuigbes realizadas por outros autores em outros
modelos biol6gicos.

Devido a grande variabilidade estrutural de lipideos (diversas classes,
variavel numero de carbonos e de insaturacdées nos residuos de &acidos graxos),
existem diversos isdbmeros estruturais. Esses isdbmeros estruturais apresentam os
mesmos valores de m/z nos espectros de massas, e podem ser diferenciados por
experimentos de fragmentagdo. Isbmeros Opticos como cis e frans exigem
técnicas mais refinadas para sua diferenciacédo e toda uma area de MS tem sido
recentemente desenvolvida nesse sentido (ENDERS e MCLEAN, 2009).



Tabela Ill.2. Valores de m/z de lipideos observados nos espectros de massas com

suas respectivas possibilidades de atribuicido e indicacdo das

referencias que relataram a identificagéo estrutural por MS/MS.

m/z Lipideo (niumero de carbonos: insaturacoes) Referéncias
703,5 [SM (16:0) + H]* 15
723,5 [PC (34:1) + Na]" and loss of N(CH3)s 4
7255 [SM (16:0) + Na]* 35
731,5 [SM (18:0) + HJ* 1
732,5 [PC (32:1) + HI* 1
734.6 [PC(32:0) + HJ* 1
753,6 [SM (18:0) + Na]* 1
754.6 [PC (32:1) + Na]* 1
756.,6 [PC (32:0) + Na] 4,5
758,6 [PC (34:2) + H]* 1,2,5
760,6 [PC (34:1) + HI' 3
762,6 [PC (34:0) + HI* 2
780,6 [PC (34:2) + NaJ*, [PC (36:5) + H]* 1,2,5
782,6 [PC (36:4) + H]", [PC (34:1) + Na] 2-5
784.6 [PC (34:0) + NaJ* 5
786,6 [PC (36:2) + H]* 1,3,5
788,6 [PC (36:1) + H]* 23
802,6 [PC 36:5 + Na]' 7
804,6 [PC (38:7) + H]*, [PC36:4 + NaJ* 5,7
806,6 [PC (38:6) + H]*, [PC36:3 + Na]* 7
808,6 [PC (38:5) + H]", [PC (36:2) + Na]' 1-3,5
810,6 [PC (38:4) + H]*, [PC (36:1) + Na] 1-3,5
828,6 [PC (38:6) + NaJ' 7
830,6 [PC (38:5) + Na] 3
832,6 [PC (38:4) + NaJ* 1,5
834,6 [PC (40:6) + H]* 2
836,6 [PC (40:5) + H]* 3
851,7 PPLn (50:3) + Na* 6
853,7 PPL (50:2)+ Na* 6
855,7 PPO (50:1) + Na* 6
856,6 [PC (40:6) + Na]* 4
877,7 PLL (52:4) + Na* 6
879,7 PLO (52:3) + Na* 6
881,7 POO (52:2) + Na* 6




883,7 POS (52:1) + Na* 6
895,7 TAG (54:9) + Na® 7
897,7 TAG (54:8) + Na~ 7
899,7 LLLn (54:7) + Na' 6
901,7 LLL (54:6) + Na 6
903,7 LLO, OOLn (54:5) + Na* 6
905,7 OOL, LLS (54:4) + Na* 6
907,7 000, SOL (54:3) + Na™ 6
909,7 0O0S, SSL (54:2) + Na® 6
911,7 SSO (54:1) + Na* 6
919,7 LLO, OOLn (545) + K 6
921,7 OOL, LLS (544) + K* 6
9237 000, SOL (54:3) + K* 6
9257 00S, SSL (54:2) + K* 6

L: acido linoléico; Ln: acido linolénico; O: acido oléico; P: acido palmitico; PC:
fosfatidilcolina; SM: esfingomielina; S: acido estearico. Correspondéncia das
referéncias citadas:1: Briigger et al., 1997; 2: Petkovic et al., 2001; 3: Fuchs et al.,
2009; 4: Hayasaka et al., 2008; 5: Burnum et al., 2009; 6: Saraiva et al., 2009; 7:
Ferreira et al., 2010

Pode-se observar na Figura 1ll.8 que o0s espectros de massas
representativos dos seis grupos experimentais apresentam como ions mais
intensos, os valores de m/z 723,7, 725,7, 754,7, 756,7, 760,7, 780,7, 782,7, 808,7,
810,7, os quais correspondem a fosfocolinas e esfingomielinas. Os TAG aparecem
como ions menos intensos, devido a supressdo de sua ionizacdo pelas
fosfocolinas presentes em grande quantidade na amostra (cinco odcitos em vez de
o0cito unico), mas podem ser observados ions pouco intensos na regidao de
massas de espécies de TAG contendo 50 carbonos (exemplo: m/z 855,9). Dessa
maneira, visualmente o0s espectros sao bastante semelhantes, permitindo
concluirmos que durante a MIV nas condi¢cées de suplementagdo empregadas
neste trabalho, independentemente do suplemento utilizado, ndo € possivel

observar variagao radical do perfil lipidico de MALDI-MS de oécitos bovinos.



Esse resultado é explicado pelo tipo de lipideo predominantemente
detectado: lipideos de membrana celular. Durante a MIV ocorrem extensas
mudangas metabdlicas, mas a sintese de fosfolipideos correspondentes a
membranas de células especializadas so6 foi observada em fases mais adiantadas
do desenvolvimento pré-implantacdo. O perfil lipidico de odécitos de humanos,
ovinos e bovinos analisados individualmente, mostrou-se semelhantes em relacao
as especies de fosfocolinas mais intensas nos espectros (FERREIRA et al., 2010).

Visando avaliar se os ions menos intensos podem ser significativos para a
diferenciagdo 0s seis grupos experimentais, a analise quimiométrica realizada
neste trabalho levou em consideragdo todos os ions acima da regido do ruido
(estabelecida como aqueles ions contendo abaixo de 100 ion counts) e todos os
valores de m/z e suas respectivas intensidades relativas (isto é, valores em
porcentagem relativa ao ion mais intenso do espectro, considerado como valor
100%). A analise estatistica realizada na publicacdo de Ferreira et al. (2010) levou
em consideragdo apenas os 50 ions mais intensos em cada espectro e somente
as espécies com atribuicdo confirmada foram usadas para a andlise
quimiométrica. Consideramos que a analise envolvendo todos os dados presentes
na amostra, realizada neste trabalho, € mais adequada para indicar as diferencas
de perfis lipidicos entre os grupos e podem indicar a influéncia de ions menos
intensos, mas que possam ter uma significagao bioldgica importante.

A Figura IIl.9 mostra o PCA considerando os dados dos espectros de
massas dos seis grupos experimentais, o qual explica 56% da variancia dos dados
(48,8% no componente principal 1 € 14,2% no componente principal 2). Cada
ponto do grafico corresponde a um espectro de massas (grupo-OVA em azul-
claro; grupo SFB em azul-escuro; grupo-BSA em verde; grupo-FE em vermelho;
grupo SS em rosa e grupo-K em amarelo). O material suplementar contém os
espectros de massas de cada uma das amostras. Embora a densidade de dados
no grafico dificulte a visualizacao, € possivel notar que diversas amostras dos
grupos-BSA, FE e K estado distantes em relacdo do grupo-OVA considerando-se o
componente principal 1.



Figura IIl.9. Grafico de PCA considerando as amostras dos seis grupos
experimentais (grupo-OVA, grupo-SFB, grupo-BSA, grupo-FE, grupo-
SS e grupo-K) e indicando a porcentagem da varidncia explicada
pelos componentes principais 1 e 2.

Com o objetivo de caracterizar os valores de m/z responsaveis pelas
possiveis diferencas observadas na Figura I11.7, foram gerados graficos de PCA
considerando o grupo-OVA em relagdo ao grupo-BSA (Figura I11.8), ao grupo-FE
(Figura l11.9) e ao grupo K (Figura 111.10).

O PCA incluindo os grupos-OVA e BSA (Figura 111.8) explicou 65,4% da
variancia dos dados e pode-se observar que algumas amostras dos grupos OVA e
BSA nao se diferenciam e relacdo ao componente principal 1, o qual € o mais
significativo. Os valores de m/z sugestivos de estrutura de lipideos nos valores de
loadings mais significativos, ou seja, ions de maior variagdo nas amostras foram
os de m/z 790,8, 768,9, 813,9, 774,8 e 729,7, os quais correspondem a ions de

baixa intensidade nos espectros das amostras.



Figura lll.10. Grafico de PCA considerando as amostras dos grupos OVA e BSA,
mostrando a porcentagem da variancia explicada pelos componentes
principais 1 e 2.

O PCA incluindo os grupos-OVA e FE (Figura 1ll.9) explicou 67,0% da
variancia dos dados. Como na anadlise anterior, algumas amostras dos grupos
OVA e FE nao se diferenciam e relagcdo ao componente principal 1, que explica
56,3% da variancia dos dados. Os valores de m/z sugestivos de estrutura de
lipideos nos valores de loadings mais significativos foram os de m/z 774,9, 786,9,
790,9, 768,9 e 824,4, os quais correspondem a ions de baixa intensidade nos
espectros das amostras.



Figura Ill.11. Gréafico de PCA considerando as amostras dos grupos OVA e FE,
mostrando a porcentagem da variancia explicada pelos componentes

principais 1 e 2.

Em relacao a analise por PCA incluindo os grupos-OVA e K (Figura 111.10),
foi explicado 61% da varidncia dos dados pelos dois primeiros componentes
principais. Continua evidente como algumas amostras dos grupos OVA e K néo se
diferenciam em relacdo ao componente principal 1, que explica 47,3% da variancia
dos dados. Os valores de m/z sugestivos de estrutura de lipideos nos valores de
loadings mais significativos foram os de m/z 786,8, 774,9, 824,9, 769,9, 755,7,
todos de baixa intensidade nos espectros das amostras.



Figura lll.12. Grafico de PCA considerando as amostras dos grupos OVA e K,
mostrando a porcentagem da variancia explicada pelos componentes

principais 1 e 2.

Dessa maneira, em relacdo a analise do perfil lipidico dos o6citos bovinos
maturados com seis diferentes fontes de suplementacdo no meio, podemos
concluir que embora tenha havido certo grau de variacdo no perfil lipidico de
amostras do mesmo grupo e tenha-se observado uma discreta tendéncia de
diferenciagédo entre os tratamentos pela analise de PCA, ndo ocorreram extensas
variacoes no perfil de MALDI-MS. Como o perfil de MALDI-MS & dominado por
fosfocolinas constituintes de membranas celulares e nédo existe replicacao celular
nesta fase, esses resultados sao biologicamente sensatos.

Para a analise do perfil lipidico dos embrides produzidos a partir dos
tratamentos durante a MIV, foram comparados até o momento os perfis lipidicos
de 19 embrides de quatro grupos experimentais: grupo-SFB (N=6), grupo-OVA
(N=2), grupo FE (N=7) e grupo SR (N=4). A Figura Ill.11 mostra um espectro

representativo de cada grupo.



Em relacdo aos espectros de perfil lipidico dos oécitos (Figura 111.6),
podemos observar como 0 mesmo altera-se comparando-se o06citos maturados
(Figura 111.6) e blastocistos (Figura Ill.11). Observamos aumento da intensidade
relativa dos ions de fosfocolinas localizados na regido com valores de m/z 732,5
[PC (32:1) + H]*, 788,8 [PC (36:1) + H]*, 808,8 [PC (38:5) + H]" e/ou [PC (36:2) +
Na]*, 810,8 [PC (38:4) + H]" e/ou [PC (36:1) + Na]* e de TAG localizados na regido
de m/z 855,7 PPO (50:1) + Na™, 881,7 POO (52:2) + Na* e 909, 9 OOS e/ou SSL
(54:2) + Na*. Os residuos graxos predominantes na estrutura destas espécies
lipidicas [acido graxo palmitico (16:0), esteéarico (18:0), oléico (18:1) e linoléico
(18:2)] sdao os mesmos reportados na literatura, por meio de analises por GC
(KHANDOKER et al., 1997, 1998; KHANDOKER e TSUJII, 1999; McEVOQY et al.,
2000; KIM et al., 2001). A maior complexidade de lipideos observada em embrides
pode estar associada ao aumento da quantidade de membranas celulares ou a
especializagcdo das membranas no processo de diferenciacao celular, que se inicia
na fase de blastocisto. Para avaliar essa hipdtese, seria necessario avaliar se
existe diferenga entre o perfil lipidico da massa celular interna e do trofoblasto.

A analise quimiométrica (Figura 111.12) ndo permite conclusbes robustas,
uma vez que foram analisados poucos embrides. Notamos variacédo individual do
perfil lipidico, a qual ja foi observada (Ferreira et al., 2010) e pode estar ligada a
qualidade do embrido ou a origem do o0d4cito (raca, idade da vaca, alimentacao),
bem como pode estar relacionada a origem dos oécitos. Neste trabalho, a origem
dos oécitos néo é controlada por serem derivados de ovéarios de animais abatidos.
Serdo necessarios novos estudos isolando as possiveis variaveis que podem
influenciar o perfil lipidico aléem do processo de PIV avaliado neste trabalho.

Observamos também que ndo existe um agrupamento claro dos embrides,
que pode ser decorrente do pequeno nimero de amostras analisados em cada
grupo ou de maior influéncia do meio de CIV (foi utilizado o mesmo meio de CIV
para os quatro grupos experimentais) do que do meio de MIV no perfil lipidico de

embrides bovinos produzidos in vitro.
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Figura 1l.13. Espectros de massas de um unico blastocisto do grupo

suplementado durante a MIV com (a) OVA, (b) SFB, (c) FE e (d) SS.



Figura Ill.14. Grafico de PCA comparando o perfil lipidico de blastocistos dos
grupos OVA (salientados com circulo vermelho), SFB, FE e SS,
mostrando a porcentagem da variancia explicada pelos componentes

principais 1 e 2.

Como o PCA envolvendo todos os embrides (Figura 111.12) indicou que o
perfil de alguns embrides do grupo-SFB se distanciaram dos embrides grupo-OVA,
foi feita a analise isolando-se estes dois grupos (Figura 111.13). Dentre os valores
de m/z de maior loading, estao os lipideos 703,6, 732,8, 760,8, 732,8, 789,8, 823,8
e 909,7. Pela observagao visual, pode-se notar que embora os ions de maior
intensidade relativa sejam de mesmos valores de m/z (ou seja, mesmas espécies
lipidicas) nos dois perfis [Figura Ill.11 (a) e (b)], as propor¢des variam e o perfil do
grupo-SFB possui maior variedade de espécies lipidicas, principalmente na regiao
dos TAG (m/z 855,9 a 950,9).



Figura IlIl.15. Grafico de PCA comparando o perfil lipidico de blastocistos dos
grupos OVA e SFB. Os embrides do grupo SFB dentro do circulo
vermelho tiveram o perfil com maiores diferencas em relagdo ao
grupo OVA. O Perfil lipidico da amostras indicada como O_2 esta
mostrado na figura lll.11 (a) e o embrido SFB_4 na figura lll.11 (b).



6. CONCLUSOES

Nao foi observada alteracao significativa do perfil lipidico (representado por
fosfocolinas, esfingomielinas e TAG) obtido por MALDI-MS de od6citos bovinos
submetidos a MIV com diferentes fontes de suplementacao. Esta observacao esta
de acordo com a condicdo de baixa atividade de sintese de membranas nesse
periodo.

O perfil lipidico de oocitos e embrides bovinos sdo visualmente distintos,
com maior variedade de espécies lipidicas observadas em embrides. Nao foram
observadas diferencas consistentes entre os perfis lipidicos dos embrides
analisados, decorrente provavelmente, do baixo numero de amostras analisadas
ou até mesmo da menor influéncia da condicao de MIV em relacéao a condigdo de
CIV, a qual foi semelhante para todos 0s grupos experimentais.

Maiores estudos envolvendo outros efeitos, de qualidade embrionaria e de
isolamento de massa celular interna e trofoblasto seriam uteis para o melhor

conhecimento destes fatores no perfil lipidico obtido por MALDI-MS.
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