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Figura 7-

Embrides bovinos dos diferentes grupos submetidos a técnica
TUNEL avaliados em microscépio de fluorescéncia invertido. CN:
controle negativo da técnica; CP: controle positivo da técnica. A e
A’: grupo Controle; B e B’: grupo: F 0,025 mM; C e C’: grupo: F
0,05 mM; D e D’: grupo: F 0,1 mM. Coloracdo azul (Hoescht)
representa 0 numero total de células integras. Coloracdo verde
(FITC) indica o DNA fragmentado de células apoptoticas. Aumento
de 400 X. Barra: 100 UM.....ccooiiiiieieieiesie e
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Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Representacdo dos processos de vitrificagdo. A: bancada contendo
0S equipamentos necessarios: placa aquecedora com temperatura de
38°C, palhetas de 0,25 mL, lacres para palhetas, pipetadores com
volume flexivel, caixas de ponteiras, cronémetro, caneta
permanente e seringas de 1 mL. B: estereomicroscopio. C:
representacdo do encaixe da palheta de 0,25 mL na seringa de 1mL
para proceder a vitrificacdo. D: caixa de isopor com nitrogénio
liquido a -196°C com um globete de plastico em seu vapor na espera
da transferéncia da palheta. E: caixa de isopor com nitrogénio
liquido a -196°C contendo a palheta dentro do globete de plastico.
F: palheta francesa de 0,25 mL ap6s sua retirada do N, liquido —
flecha indica lugar de permanéncia do embrido mais o MV2. G:
demonstracdo de embrides PIV frescos antes da vitrificagcdo. H e I:
demonstracdo de embrides PIV apds serem vitrificados e aquecidos.
Embribes bovinos submetidos a técnica do corante lipofilico Sudan
Black B. Pontos com coloracdo negra sao referentes as gotas
lipidicas citoplasmaticas. A: Grupo Controle; B: Grupo: F 2,5 uM;
C: Grupo: F 5 uM; D: Grupo: F 10 uM. Aumento de x 400. Barra:

Embrides bovinos dos diferentes grupos submetidos a técnica
TUNEL avaliados em microscépio invertido de fluorescéncia. CN:
controle negativo da técnica; CP: controle positivo da técnica. A e
A’: grupo Controle; B e B’: grupo F 2,5 uM; C e C’: grupo F 5 uM;
D e D’: grupo F 10 uM. Coloragdo azul (Hoescht) representa o
namero total de células integras. Coloracdo verde (FITC) indica o
DNA fragmentado de células apoptoticas. Aumento de x 400. Barra:

Embrides bovinos PIV dos diferentes grupos, apds serem
vitrificados e aquecidos, submetidos a técnica TUNEL avaliados em
microscopio de fluorescéncia. A e A’: grupo Controle; B ¢ B’:
grupo F 2,5 uM; C e C’: grupo F 5 uM; D e D’: grupo F 10 pM.
Coloragdo azul (Hoescht) representa o numero total de celulas
integras. Coloragdo verde (FITC) indica o DNA fragmentado de
células apoptoticas. Aumento de x 400. Barra: 100 pm..........ccccvvenee,
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RESUMO

O forskolin eleva as concentracdes de adenosina monofosfato ciclica (CAMP) por meio
da ativacdo da adenilato ciclase. Esse experimento possuiu o0 objetivo de utilizar o
forskolin para melhorar a producdo in vitro (PIV) de embribes bovinos. No
Experimento | o forskolin foi adicionado no meio de maturacdo in vitro (MIV) com o
objetivo de bloquear a meiose nuclear induzindo sua sincronizagdo com a maturagédo
citoplasmatica. O Experimento Il possuiu o objetivo de induzir uma lipélise quimica em
embribes do D 6 a partir da utilizacdo do forskolin, diminuindo sua sensibilidade apos a
vitrificagdo. No Experimento I, os odcitos permaneceram em meio MIV durante 6 horas
na presenca de trés concentracdes de forskolin: 0,025 mM; 0,05 mM; 0,1 mM e em
seguida foram cultivados em meio MIV livre de forskolin por 18 horas. Apds esse
tempo os odcitos foram fertilizados e cultivados in vitro. Foi avaliado o estagio de
maturacdo nuclear, a atividade e distribuicdo mitocondrial, a ultraestrutura oocitéria,
contagem do namero de células e a apoptose celular. O tratamento com forskolin por 6
horas ndo resultou em atraso na quebra da vesicula germinativa em relacdo ao controle.
Entretanto, ap0s a retirada do bloqueio e maturacdo por 18 horas um maior numero de
odcitos tratados com 0,1 mM de forskolin se encontrou em MI (P<0,05). N&o houve
diferenca com relacdo a atividade e distribuicdo mitocondrial nos o6citos, no entanto a
maior concentracdo da droga levou a alteragdes ultraestruturais nos odcitos, com
excesso de metabolizagdo lipidica e desorganizacdo do citoesqueleto. Apesar disso, ndo
se observou diferenca na taxa de producdo de blastocistos avaliados no D 7, bem como
no numero total de células integras dos embrides. Entretanto, observou-se uma maior
taxa de apoptose no grupo de blastocistos produzidos a partir de oocitos bloqueados
com a maior concentracdo de forskolin (P<0,05). Conclui-se que o forskolin, utilizado
isoladamente, ndo foi eficiente em bloquear a M 1. A maior concentracdo do agente
causou um alto indice de apoptose celular, sendo confirmado pela analise

ultraestrutural, entretanto sem prejudicar a PIV de embrides. No Experimento II, os
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zigotos foram cultivados em meio SOFaa até o D 6, momento que foi adicionado o
forskolin nas concentragdes: 2,5 uM; 5 uM; 10 uM, permanecendo por 24 horas. Em
seguida foi realizada a vitrificacdo, contagem do nimero de células, avaliacdo do indice
de apoptose e quantificacdo dos granulos de lipidios. Nao foi observada diferenca na
taxa de formacdo de blastocisto e nem na taxa de reexpansdo ap6s a vitrificacdo e
aquecimento. Por outro lado, apds a quantificacdo lipidica, todos os grupos foram
significativamente diferentes entre si (P<0,05), e tanto o numero total de células
integras quanto a taxa de apoptose dos embrides frescos foram significativamente
superiores aos embrides vitrificados (P<0,05). Concluiu-se que o forskolin é um agente
lipolitico eficiente mesmo em baixas concentra¢bes (grupo F 2,5 pM), levando a
formacédo de blastocistos com um maior numero de células quando comparado ao grupo
controle. Apds a vitrificacdo observou-se um efeito benéfico da lipdlise quimica na

reexpansdo dos embrides e na reducdo da taxa de apoptose celular.

Palavras-chave: Apoptose, Criopreservacao, Lipidio, Maturacéo.
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ABSTRACT

The forskolin raises concentrations of cyclic adenosine monophosphate (CAMP)
through the activation of adenylate cyclase. This experiment aimed the use of forskolin
to enhance in vitro production (I\VVP) of bovine embryos. In Experiment I, forskolin was
added in the medium of in vitro maturation (IVM) with the objective of blocking
nuclear meiosis inducing your synchronization with cytoplasmic maturation.
Experiment 1l aimed to induce lipolysis chemical in D 6 embryos from the use of
forskolin, decreasing its sensitivity after vitrification. In the first experiment, the
oocytes remained in IVM medium for 6 hours in the presence of three concentrations of
forskolin: 0.025 mM, 0.05 mM, 0.1 mM and then were cultured in medium free
forskolin for 18 hours. After this time the oocytes were in vitro fertilized and cultured.
We assessed the stage of nuclear maturation, activity and distribution mitochondrial,
ultrastructure oocyte, total number of cells and apoptosis. The treatment with forskolin
for 6 hours did not resulted in delay in VCBD in relation to control group. However,
after the removal of the drug and maturation for 18 hours a higher number of oocytes
treated with 0.1 mM of forskolin were still in MI (P<0.05). No differences in relation to
mitochondrial activity and distribution were observed between groups. However the
higher concentration of the drug induced ultrastructural damage to oocytes, with excess
of lipid metabolization and cytoskeleton disorganization. Nevertheless, no statistical
differences were observed on blastocyst production and on the number of total cells.
Despite of that, a higher rate of apoptosis was observed on the group treated with the
highest concentration of forskolin (P<0.05). We conclude that the forskolin, when used
alone, was not efficient to block the meiosis in bovine oocytes. Although embryo
production rate was similar among groups, the concentration of 0.1mM significantly
increased the apoptosis rate on the produced embryos confirming the alteration founded
in the ultrastructural analysis of the oocytes. In Experiment |1, the zygotes were cultured
in SOFaa until the D 6, the time that forskolin was added at concentrations of 2.5 uM, 5

pMM, 10 pM, remaining for 24 hours. Then were performed vitrification, total number of
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cells evaluation, apoptosis index evaluation and quantification of lipid granules. There
was no difference in the rate of blastocyst formation nor in the rate of re-expansion after
vitrification and warming. In the other hand, after the measurement lipid, all groups
were significantly different (P<0.05) and both the total number of viable cells and
apoptosis rate of the fresh embryos were significantly superior to embryos vitrified
(P<0.05). ). It was concluded that forskolin is an effective lipolytic agent even at low
concentrations (2.5 uM), leading to formation of blastocysts with a higher number of
cells compared to the control group. After vitrification there was a beneficial effect of

the drug on embryo reexpansion and reduction of apoptosis.

Key-words: Apoptosis, Cryopreservation, Lipid, Maturation.
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INTRODUCAO

Com o desenvolvimento das técnicas de reproducdo assistida em animais,
ocorreu um grande avanco sobre a melhora e multiplicacdo de fémeas de interesse néo
sO para a producdo animal, mas também para a conservagdo e regeneracao de espécies
animais em perigo de extingdo. A maturacdo e a fertilizacdo in vitro (MIV e FIV,
respectivamente) dos odcitos e o cultivo in vitro (CIV) dos zigotos tem produzido, em
média, 36 crias por ano de uma Unica fémea (RUMPF, 2007), por isso vem sendo muito
utilizado em laboratorios e a campo. Neste contexto, os estudos e pesquisas sobre as
biotecnologias capazes de aperfeicoar essa producdo estdo em ascensdo cada vez mais.

Devido a sua grande capacidade de producédo de descendentes, uma vez atendida
a demanda interna, a producdo in vitro (PIV) deverd voltar-se ainda mais para o
mercado externo, particularmente pela posicdo do pais como referéncia em genética
bovina adaptada aos tropicos, 0 que exigira um grande esforco da pesquisa para superar
algumas limitacbes ainda inerentes a técnica, principalmente na questdo da
criopreservagdo dos embrides (VIANA e CAMARGO, 2007). Apesar desses avangos
obtidos, a PIV de embrides ainda apresenta algumas limitacdes, que ainda precisam ser
superadas, tais como os baixos indices de blastocisto, dificuldades na criopreservagédo
dos embriGes, alem dos componentes dos meios de cultivo que muitas vezes prejudicam
o0 desenvolvimento embrionario.

A partir disso, algumas alteragdes tém sido feitas com odcitos e com embrides, a
fim de produzir um embrido de melhor qualidade apto para inovulacdo ou para
criopreservacao.

Em relagdo aos odcitos se tem recomendado a inibi¢do ou o atraso da maturacdo
nuclear, que permite mais tempo para 0 odcito acumular as moléculas importantes para
0 desenvolvimento embrionario (BILODEAU-GOESEELS, 2012). Isso é sugerido
porgue, COmOo NOS Processos in vitro os odcitos retomam a meiose imediatamente ap6s
suas retiradas do foliculo, a maioria dos o6citos que atingem o estagio de meiose Il ndo
sofre adequadamente o processo de capacitagcdo oocitaria, ndo possuindo a mesma
competéncia para o desenvolvimento embrionario em comparagdo aos 00cCitos
maturados in vivo (AVERY et al., 2002). Isto porque a aceleracdo da maturacéo nuclear
in vitro faz com que a maturagdo citoplasmatica aconteca de forma assincronica em

relacdo a nuclear.



O cultivo de odcitos com o forskolin durante a MIV, por um determinado
periodo, impede o recomec¢o da meiose, principalmente por esse agente elevar 0s niveis
de adenosina monofosfato ciclica (CAMP) intra-oocitario e os o0citos retornam a
meiose logo apds a retirada do forskolin do meio. A cAMP, derivada das células do
cumulus, é transferida atraves dos prolongamentos intracelulares que penetram a zona
pellcida até o ooplasma e consiste em uma molécula reguladora da maturagdo nuclear
(BILODEAU et al., 1993; RACOWSKY, 1984; SIRARD e FIRST, 1988; SIRARD,
1990).

A maturacdo, portanto consiste no estagio mais importante da PIV de embrides,
pois além de sofrer modificacbes nucleares para desenvolver a capacidade de
fertilizacdo, os odcitos estocam substancias e passam por alteracbes morfologicas
(maturacdo citoplasmatica), que promovem e sdo essenciais para 0 inicio do
desenvolvimento embrionario (MARQUES et al., 2007).

Com relagdo aos baixos indices de embrides PIV, pode-se dizer que um dos
fatores agravantes seria o0 soro fetal bovino (SFB) presente em quase todos os meios de
CIV e € bem provavel que esse SFB aumente o lipidio citoplasmatico, influenciando na
qualidade dos embriGes e reduzindo sua sobrevivéncia apds a criopreservacdo. Como é
quase impossivel de produzir embrido na auséncia total dessa proteina, uma alternativa
seria modificar as condi¢des de cultivo. Nessas condi¢des, a adicdo do forskolin no
meio de cultivo pode causar uma lipdlise quimica com os embrides PIV, melhorando
sua qualidade e sua criotolerancia em processos de vitrificagdo (MEN et al., 2006;
PASCHOAL et al., 2012). Esse agente lipolitico induz potencialmente a ativacdo da
adenilato ciclase a qual ativa uma lipase enddgena através da cAMP e da proteina
quinase, liberando glicerol (CUELLO et al., 2013).

Assim, como a necessidade de uma metodologia adequada, para a estocagem de
embrides em nitrogénio liquido sem afetar sua qualidade, se intensificada com o passar
dos anos, atualmente a expectativa se volta para a criopreservagdo com a transferéncia
direta, e estas técnicas continuam sendo um desafio para a pesquisa, sendo que 0s

melhores resultados estéo relacionados com a vitrificacgao.



OBJETIVOS GERAIS

Esse experimento possuiu como objetivo principal a utilizagdo do forskolin para
melhorar a producdo in vitro de embrides bovinos. Para isso foi dividido em duas

etapas: Experimento | e Experimento I1.

Experimento I:

Adicionar o forskolin no meio de maturagéo in vitro com o objetivo de bloquear
a meiose oocitaria, permitindo mais tempo para o o6cito acumular as moléculas
importantes para o desenvolvimento embrionario. Esse bloqueio sincronizard a
maturacdo nuclear com a citoplasmatica, tornando os odcitos aptos a fecundacdo e ao

desenvolvimento embrionério.

Experimento II:

Possui 0 objetivo de induzir uma lipdlise quimica em embrifes adicionando o

forskolin no sexto dia de cultivo in vitro, melhorando sua sensibilidade a vitrificacao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Experimento I:

1- Avaliar a resposta dos odcitos que foram maturados por 6 horas com
diferentes concentracdes de forskolin na MIV (0,1 mM; 0,05 mM; 0,025 mM) a partir

do estagio de desenvolvimento mei6tico do ndcleo.

2- Avaliar a resposta dos odcitos que foram maturados durante 6 horas com
diferentes concentragdes de forskolin na MIV (0,1 mM; 0,05 mM; 0,025 mM) seguidos
da maturagédo por 18 horas livre desse agente, com o objetivo de induzir um bloqueio

meiotico seguido da retomada da meiose.



3- Avaliar a maturagdo citoplasmatica a partir da sonda fluorescente
MitoTracker Orange CMTMRos de o6citos que foram maturados durante 6 horas com
diferentes concentracdes de forskolin na MIV (0,1 mM; 0,05 mM; 0,025 mM) seguidos

da maturacgdo por 18 horas livre desse agente.

4- Avaliar a taxa de formacao de embrides PIV no D 7, a partir de odcitos que
foram maturados durante 6 horas com diferentes concentracfes de forskolin na MIV

(0,2 mM; 0,05 mM; 0,025 mM) seguidos da maturacdo por 18 horas livre desse agente.

5- Avaliar a ultraestrutura da organizacéo e localizacdo das organelas presentes
em o0citos e embriBes, a partir da microscopia eletronica de transmissdo, bem como o
numero total de células integras e a ocorréncia de apoptose através da técnica TUNEL

nos embrides oriundos dos diferentes grupos experimentais.

Experimento II:

1- Avaliar a taxa de formagéo de blastocistos PIV no D 7 com as diferentes
concentragdes do forskolin (2,5 uM; 5 uM; 10 uM) adicionadas no D 6 do cultivo.

2- Avaliar se o forskolin foi capaz de induzir lip6lise quimica em suas diferentes
concentragdes (2,5 uM; 5 uM; 10 puM) quando adicionado no D 6 do cultivo, a partir do

corante Sudan Black B.

3- Avaliar a taxa de sobrevivéncia dos blastocistos PIV ap6s a vitrificacdo e

aquecimento por meio da taxa de reexpanséo dos diferentes grupos experimentais.

4- Avaliar o numero total de células integras e a ocorréncia de apoptose por
meio da técnica TUNEL com os embrides frescos e aquecidos oriundos dos diferentes

grupos experimentais.



HIPOTESES

Experimento I:

A hipdtese levantada é que a adicdo de forskolin durante a MIV nuclear
sincronizara a maturacao nuclear com a citoplasmatica, as quais sdo dependentes, mas
assincronicas. Desta forma tornara os oocitos aptos a fecundacgédo e ao cultivo in vitro
embrionario e aumentard a taxa de blastocistos no D 7 com um indice de apoptose

reduzido.

Experimento II:

A adicdo do forskolin durante o cultivo influenciara positivamente na PIV de
embrides bovinos oriundos de meios quimicamente indefinidos, por meio da lipolise
quimica que aumentara a resisténcia dos blastocistos aos processos de vitrificacdo, por

meio da diminuicdo da apoptose.

REVISAO DE LITERATURA

1 Maturacdo Nuclear

Durante a oogénese, 0s odcitos de mamiferos permanecem retidos no estagio de
diploteno da profase da primeira divisdo meidtica, desde a vida fetal até pouco antes da
ovulacdo. O reinicio da meiose ou saida do estagio de dipl6teno in vivo pode ser
mediada por um estimulo hormonal ou simplesmente pela retirada do o6cito de dentro
do foliculo (BILODEAU-GOESEEL, 2006). Como nos processos in vitro os 06citos
retomam a meiose imediatamente apds sua retirada dos foliculos, muitos o6citos em
metafase Il (M Il) ndo sofrem adequadamente o processo de capacitagdo, desta forma
ndo tém a mesma competéncia para se desenvolver em comparacdo aos 00cCitos
maturados in vivo (AVERY et al., 2002).

A maturagdo nuclear ou meiodtica corresponde a divisdo reducional dos
cromossomos, que tem como objetivo central a producdo dos gametas haploides, aptos

para fecundacdo e posterior desenvolvimento embrionario. Este processo se inicia ainda



na vida uterina, sendo que a maioria dos mamiferos ja& nasce com uma reserva de
odcitos bloqueados no estidgio de vesicula germinativa (VG) (HAFEZ, 1995;
VORONINA e WESSEL, 2003). Portanto, o0citos em crescimento ndo séo capazes de
reiniciar e completar a meiose e sdo tidos como meioticamente incompetente
(ARLOTTO et al., 1996), passando a ser competentes quando completam o seu
crescimento.

O processo de maturagdo, que resulta na capacidade do odcito ser fertilizado
ocorre, em duas fases: 1) fase de crescimento — capacidade de reiniciar a meiose. Nesta
fase, ocorre a regulacdo da sintese de proteinas, concomitante com a formacdo de
organelas como as mitocondrias, os ribossomos, os granulos corticais e vesiculas
contendo fontes energéticas, diferenciando a célula em um gameta funcional (CRAN et
al., 1980; SCHULTZ, 1986; PAYNTON e BACHVAROVA, 1990; EPPIG, 1991;
LANDIM-ALVARENGA, 2006) e 2) fase de maturagdo final — reinicio da meiose
ocorrendo ap6s a puberdade no foliculo pré-ovulatorio. Nesta Gltima fase ocorrem
modificacdes nucleares e citoplasmaticas que irdo, em conjunto, resultar na formacéo de
um gameta com capacidade de ser fertilizado (CRAN et al., 1980; MOOR et al., 1981;
SATHANANTHAN, 1994; LANDIM-ALVARENGA, 2006).

O reinicio da meiose € caracterizado pela quebra da vesicula germinativa
(QVG), com condensacdo da cromatina e formacdo do fuso da segunda divisao
meiodtica, seguida da extrusdo do primeiro corplsculo polar (1° CP) e progressdo da
profase | para a metafase da segunda divisdo meidtica (M 11). Neste momento ocorre
uma segunda parada da meiose a qual permanece até a fertilizacdo (EPPIG, 2001; VAN
BLERKOM, 1991). Todos esses processos irdo futuramente sustentar o
desenvolvimento embrionario (EPPIG, 2001).

Apbds o espermatozoOide penetrar no odcito, ocorre a extrusdo do segundo
corpusculo polar (2° CP), os pro-nlcleos da fémea e do macho se formam e ocorre a
singamia iniciando o desenvolvimento embrionario. Mudangas nucleares durante a
maturacdo e fertilizacdo ocorrem e sdo coordenados por meio dos movimentos do
material genético e das organelas e por meio de mudancas bioquimicas no citoplasma
para garantir o desenvolvimento normal dos embrides (VAN BLERKOM, 1991).

Assim, as condicdes de cultivo in vitro para maturagdo nuclear e citoplasmatica
do oo6cito certamente tém um papel fundamental sobre a aquisicdo da competéncia
(chamada também de capacitacdo oocitaria), que é essencial para o desenvolvimento

embrionario. Portanto, para o estabelecimento de um sistema de cultivo que possibilite a



producdo de um maior nimero de embrides de boa qualidade, é fundamental a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na maturacdo de odcitos (GOTTARDI e
MINGOTI, 2009).

O processo de maturacdo inclui todos os eventos que permitem ao odcito
expressar seu potencial méximo de desenvolvimento ap6s a fecundacéo. Neste sentido,
é uma das fases mais importantes da PIV de embrides, pois é nesse periodo que o0 o6cito
adquire capacidade para prosseguir nos proximos eventos (GOTTARDI e MINGOTI,
2009).

Embora os o6citos imaturos de mamiferos possam retomar a meiose apds o
isolamento a partir de foliculos antrais (EDWARDS et al., 1965), a maturacdo
citoplasmatica acontece de forma assincrébnica em relacdo a nuclear
(JANSSENSWILLEN et al.,, 1995; HUANG et al., 1999). Durante a retomada
espontanea da meiose, a cromatina condensa impedindo assim a sintese de RNA e a
acumulacdo de véarias moléculas essenciais para o inicio do desenvolvimento, ou seja,
hd um desarranjo entre maturacdo nuclear e citoplasmatica. Para isso, foi sugerido a
inibicdo ou o atraso espontaneo da maturacdo nuclear in vitro, que permitira mais tempo
para 0 o6cito acumular as moléculas importantes para o desenvolvimento embrionario
(BILODEAU-GOESEELS, 2012).

Uma das técnicas mais utilizadas para prolongar o tempo de maturacdo
citoplasmatica consiste na inibicdo ou no retardo da maturacdo nuclear, que permite
uma transicdo mais regulada e apropriada da profase | para a metafase Il (GILCHRIST,
2008). Dessa forma, a manutencdo dos odcitos em estagio de VG por algumas horas,
poderia resultar em odcitos mais competentes para serem utilizados nas técnicas de
biotecnologias reprodutivas (CHOI et al., 2006). Paralelamente, os eventos da
maturacdo citoplasmatica levariam um maior tempo para ocorrer, podendo adquirir uma
melhor competéncia para o desenvolvimento in vitro (WU et al., 2006).

O atraso da meiose pode ser obtido incubando-se os complexos cumulus
oophorus (CCOs) ainda imaturos com agentes inibidores, sendo a maturacdo iniciada
logo apds a remocéo dos inibidores (GILCHRIST e THOMPSON, 2007). Dentre esses
agentes podemos destacar aqueles que elevam a adenosina monofosfato ciclica (CAMP):
a) analogos da cAMP (dibutiril cCAMP); b) inibidores da fosfodiesterase (PDE) néo
especifico: isobutilmetilxantina (IBMX); c) inibidores da PDE especifico: tipo 4
(rolipram), tipo 3 (milrinona, cilostamida, trequinsin, Org9935) e tipo 8 (dipiridamol);

d) ativadores da adenilato ciclase: hormdnio foliculo estimulante (FSH), adenilato



ciclase invasiva e forskolin (BILODEAU et al., 1993; BILODEAU-GOESEELS, 2003;
GILCHRIST e THOMPSON, 2007).

O dibutiril cAMP (dbcAMP), a isobutilmetilxantina (IBMX), e varias
combinag6es de purinas (hipoxantina e adenosina) sao efetivas em bloguear a meiose
(SIRARD e FIRST, 1988), mas suas duracfes sdo limitadas. Entretanto os agentes mais
utilizados sdo os inibidores da fosfodiesterase (PDE), por retardarem (e ndo
bloquearem) a retomada da meiose (HOMA, 1988; SIRARD, 1990). A cilostamida e o
milrinone atuam inibindo a PDE tipo 3 que encontra-se dentro do odcito, mantendo-o
em metafase | (M 1) (THOMAS et al., 2002). O dipiridamol retarda a maturacdo
indiretamente, pois a PDE tipo 8 encontra-se nas células do cumulus e na granulosa
(MAYES e SIRARD 2002; THOMAS et al., 2002).

O forskolin consiste num eficiente inibidor da maturacdo nuclear em odcitos
(RACOWSKY, 1984; HOMA, 1988; SIRARD e FIRST, 1988; SIRARD, 1990;
BILODEAU et al., 1993). A cAMP derivada das células do cumulus, é transferida
através dos prolongamentos intracelulares que penetram a zona peltcida (ZP) até o
ooplasma, consistindo em uma molécula reguladora da maturacao nuclear. Portanto, um
desarranjo do metabolismo funcional da comunicacdo entre odcitos e células do
cumulus resultara na reducdo do cAMP intra-oocitrio com consequente reinicio da
meiose (RACOWSKY, 1984). Dessa forma, se ndo agredirmos o contato existente entre
as células do cumulus e da granulosa a prevencdo da QVG sera garantida (SIRARD
1990). Bilodeau et al. (1993) obteve altos niveis de CAMP sintetizadas em odcitos a
partir de suas células do cimulus, em resposta ao forskolin.

Sirard (1990) e Bilodeau et al. (1993) avaliaram que quando as concentracdes da
CAMP estdo diminuidas, ocorre uma estimulacdo da maturacdo nuclear mas, quando a
concentracdo intracelular deste componente é mantida elevada, a maturacéo € inibida,
ou seja, ocorre um atraso na QVG, mesmo quando baixas concentracdes de forskolin
foram utilizadas. De acordo com a literatura, o recomeco da meiose, utilizando-se
forskolin, pode ser atrasado por aproximadamente 4 horas (GILCHRIST, 2008).

O ciclo celular mitético e meidtico é controlado pela atividade do fator promotor
da fase M ou fator promotor da maturacdo (FPM) que é composto pela quinase
catalitica Cdc2 e pela subunidade regulatéria ciclina B (BILODEAU-GOESEELS,
2012).
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O foliculo ovariano contem fatores inibitérios indefinidos que mantém o odcito
blogueado. O principal fator inibitério das paredes foliculares in vitro, segundo Richard
e Sirard (1996), encontra-se nas céelulas da teca e € liberado no meio de cultivo.

Para ocorrer 0 bloqueio da meiose, o receptor da proteina G (GPR3) ativa a
proteina G a estimular a adenilato ciclase para sintetizar a CAMP. O agente blogueador
elevam os niveis de cCAMP tornando a proteina quinase (PKA) ativa. Esta inativara a
quinase catalitica Cdc2 mantendo o FPM inativo e o ndcleo em estdgio de VG
(BILODEAU-GOESEELS, 2012) (Figura 1 A).

O contrario ocorre no processo normal da maturacdo, onde a GPR3 ativa a
proteina G a estimular a adenilato ciclase. Como os niveis de CAMP estardo diminuidos,
ocorrera uma inativacdo da PKA e ativacdo da quinase catalitica Cdc2 e da subunidade
regulatéria ciclina B. Consequentemente ocorrerd uma ativacdo do FPM causando a
QVG e a maturagdo (BILODEAU-GOESEELS, 2012) (Figura 1 B).

A variacédo da atividade do FPM pode ser detectada nos o6citos bovinos durante
a maturacdo. Sua atividade é baixa no estadio de VG, passando a ser observada no
inicio da QVG. Alcanca um pico em M |, declina sua atividade durante a transicdo entre
os estadios de M | e M |1 e eleva-se novamente para a entrada do o6cito em M 1l. Sua
inativacdo nos odcitos em estadio de M 11 é induzida pela fecundacdo ou pela ativacao
paternogenética (KUBELKA et al., 2000).
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FIGURA 1: Esquema ilustrando os eventos do blogueio e reinicio da meiose
oocitaria. A: evento ocorrido durante o bloqueio da meiose, com o ndcleo em estagio
de vesicula germinativa (VG). Nesse caso o forskolin atua elevando os niveis de
adenosina monofosfato ciclica (CAMP). B: evento normal da meiose oocitaria, onde
h& uma diminuicdo nos niveis de cCAMP, ativacdo do fator promotor de maturacdo
(FPM), quebra da vesicula germinativa (QVG) e maturacdo oocitaria (Adaptado
BILODEAU-GOESEELS, 2012).

2 Maturacéo Citoplasmatica

A habilidade do odcito ser fertilizado depende de uma maturacdo oocitaria
normal, tanto nuclear quanto citoplasmatica. Como ja visto, entende como maturacao
nuclear as mudancas que ocorrem no nucleo do odcito, mais especificamente a
duplicacdo e divisdo do DNA. Por sua vez, a maturacdo citoplasmatica é caracterizada
por diversas mudangas no formato e localizagdo das organelas celulares. Estas estéo
intimamente relacionadas com a aquisi¢do da competéncia meidtica e com a capacidade
do odcito ser fecundado e de passar pelo desenvolvimento embrionario (HYTTEL et al.,
1989). Apesar desses processos serem distintos, a maturacdo nuclear e citoplasmatica,
consiste num evento interligado, que ocorre simultaneamente, num determinado tempo,
mas de forma assincronica; embora a programacdo molecular do citoplasma ja deva ter

se iniciado durante a fase do crescimento oocitario.
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A complexidade dos eventos que ocorrem durante a maturagdo do odcito
depende ndo s6 da correta dindmica de separacdo dos cromossomos da maturacdo
nuclear, mas também da redistribuicdo das organelas citoplasmaticas e do acimulo de
RNA mensageiro (MRNA), proteinas e fatores de transcri¢do, necessarios para que 0
processo se realize.

A transcricdo e estocagem de proteinas no citoplasma sdo de fundamental
importancia para a maturacdo e para garantir a progressdo do desenvolvimento inicial
do embrido para o estagio de oito células, quando, em bovinos, 0 genoma embrionario é
ativado e a sintese de novas proteinas ¢ necessaria. Essa fase ¢ denominada “ativagdo do
genoma embrionario” e a expressdo de certos genes durante esse periodo ird determinar
0 sucesso da embriogénese no estagio de preé-implantacdo (MEIRELLES, 2004;
FERREIRA et al., 2009).

Pode-se dividir a maturacgdo citoplasmatica em trés eventos: a) redistribui¢do das
organelas citoplasmaticas; b) maturacdo molecular e c) dindmica dos filamentos do
citoesqueleto (FERREIRA et al., 2009).

O processo de maturacdo citoplasmatica pode ser interpretado como uma
capacitacdo gradual que, juntamente com a maturacdo nuclear, favorece a capacitagdo
funcional do odcito refletindo positivamente no desenvolvimento embrionério
(FERREIRA et al., 2009). Desta forma, a maturacdo oocitaria consiste num passo de
suma importancia do qual dependem todos o0s estagios subsequentes do
desenvolvimento embrionario. No entanto, ainda se desconhece, em sua totalidade, o
mecanismo fisiolégico que mantém estas células estacionarias na meiose, ou 0
mecanismo que controla o reinicio do processo de meiose no foliculo pré-ovulatério
(LANDIM-ALVARENGA, 2002).

2.1 Redistribuicao das organelas citoplasmaticas

Ja esta bem estabelecido que, durante a maturacdo oocitaria, inameras
modifica¢Oes ultraestruturais podem ser observadas com as organelas citoplasmaéticas,
tanto no que se refere & morfologia quanto a redistribuicdo. O trafego das organelas
citoplasmaticas durante a maturacdo € feito via citoesqueleto, através dos
microfilamentos e microtibulos, e seu reposicionamento depende das necessidades da

célula em cada estagio de desenvolvimento (FERREIRA et al., 2009).
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As mudancas em relacdo a morfologia e a redistribuicdo ultraestrutural de
organelas podem ser observadas durante a maturagcdo. MitocOndrias, ribossomos,
reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e granulos corticais, assumirdo diferentes
posicOes das observadas em estagio de VG (FERREIRA et al., 2009).

2.1.1 Ribossomos:

Os ribossomos sdo sintetizados pela transcricdo de genes de RNA ribossomal
(rRNA), pelo processamento dos transcritos e pela adicdo de inUmeras proteinas
ribossomais as suas duas subunidades. A sintese de proteinas é indispensavel ndo
apenas para a progressdo da maturacdo no odcito, mas também para a formacdo do
zigoto e embriogénese inicial. Para isso, é necessario que uma quantidade adequada de
ribossomos esteja presente durante a maturacao (FERREIRA et al., 2009).

O oocito de um foliculo primordial encontra-se quiescente, e o nucléolo €
composto exclusivamente pela por¢do granular, sinalizando a auséncia de atividade de
sintese de ribossomos (FAIR et al., 2001; HYTTEL et al., 2001). Durante a meiose, no
estagio de M I, ha aproximadamente trés vezes mais sintese de proteinas no odcito do
que no estadio de QVG (Figura 2 A).

Entretanto, ao alcancar o estagio de M 1l, o odcito exibe niveis basais de
traducdo de proteinas (Figura 2 A). Tal fato pode ser explicado pela auséncia de um
nucléolo funcional, uma vez que a cromatina estd condensada em forma de
cromossomos e, assim, nao haveria a transcri¢cdo de rRNA e a consequente producdo de
ribossomos para a tradugdo do mRNA. Tais evidéncias afirmam a ideia de que a
presenca dos ribossomos esté diretamente ligada a sintese proteica nos periodos cruciais
do desenvolvimento (FERREIRA et al., 2009).

2.1.2 Reticulo Endoplasmético (RE):

As membranas do reticulo endoplasmatico (RE) sdo fisiologicamente ativas,
interagem com o citoesqueleto e contém diferentes dominios especializados em funcGes
distintas. Dentre as funcbes do RE descritas destacam-se o0 enovelamento de proteinas e
sua degradacdo, o metabolismo de lipideos, a compartimentalizacdo do nucleo, a
regulagdo do gradiente de fons célcio (Ca’") e a sintese de membranas (LIPPINCOTT-
SCHWARTZ et al., 2000).

As modificacbes bioquimicas e estruturais no RE durante a maturacdo séo
pontos cruciais para o funcionamento do sistema de regulacéo do célcio intracelular. Em
analises in vivo de odcitos de camundongos no estadio de VG, o RE apresenta-se

uniformemente distribuido no ooplasma. Ao progredir o desenvolvimento até o estagio
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de M I, observou-se que esta organela se apresenta em regifes corticais € acumula-se
em forma de clusters, por todo o citoplasma, exceto nas proximidades do aparato
meiotico (KLINE, 2000; STRICKER, 2006) (Figura 2 A).

Durante a fertilizacdo, a entrada do espermatozoide no oocito leva a uma
acentuada liberacao de célcio do reticulo, que ativa o inicio do desenvolvimento (Figura
2 B). Sendo assim, no momento de formacdo do 2° CP, e 2 horas antes de cessar a
sinalizacdo de calcio no estagio pro-nuclear do desenvolvimento, os clusters do RE se
desagregam (JONES et al., 1995; STRICKER, 2006).

2.1.3 Complexo de Golgi (cG):

E constituido por um ndmero varidvel de vesiculas circulares achatadas e
vesiculas esféricas de diversos tamanhos que parecem originar das primeiras.
Normalmente, localiza-se em posi¢cdes constantes, quase sempre ao lado do nucleo.
Uma de suas principais fungdes consiste na separacdo e enderecamento das moléculas
sintetizadas nas células, encaminhando-as para as vesiculas de secrecdo, para 0S
lisossomos ou para a membrana celular JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000).

Sabe-se que odcitos bovinos, no estadio de VG, apresentam fragmentos de cG
que se transformam em vesiculas durante a QVG (MORENO et al., 2002; PAYNE e
SCHATTEN, 2003).

2.1.4 Granulos corticais (GC):

Os granulos corticais (GC) sdo derivados do ¢cG (WESSEL et al., 2001), sdo
organelas exclusivas dos odcitos, e sua composicdo inclui uma diversa populacdo de
proteinas, moléculas estruturais, enzimas e glicosaminoglicanas. Sua exocitose
apresentada pelo o6cito € um dos mecanismos mais comuns para a prevencdo da
polispermia (HOSOE e SHIOYA, 1997). Se houver fertilizacdo por mais de um
espermatozoide, 0 zigoto resultante sofrerd clivagens anormais e se tornara inviavel,
morrendo ainda no inicio das divisdes mitéticas. O mecanismo de blogueio é altamente
conservado entre 0s grupos animais e se baseia na rapida modificacdo da matriz
extracelular oocitaria, pela liberacdo do conteudo dos GC na superficie externa, apds a
ativacdo do odcito pela entrada do espermatozoide (HALEY e WESSEL, 2004) (Figura
2 B).

Sabe-se que em odcitos no estagio de VG, os GC apresentam-se distribuidos em
clusters pelo citoplasma (HOSOE e SHIOYA, 1997) e, ao final do periodo de
maturacgdo, quando esses odcitos atingem o estadio de M |1, os granulos encontram-se

distribuidos por toda a superficie interna, préximos a membrana plasmatica
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(THIBAULT et al., 1987; WESSEL et al., 2001), estrategicamente dispostos, a espera
da ativacéo (Figura 2 A).

2.1.5 Mitocondrias:

As mitocondrias sdo herdadas maternalmente e possuem a capacidade de
autorreplicacdo (CUMMINS, 2004). Possuem seu préprio material genético, 0 DNA
mitocondrial (DNAmt), que é derivado exclusivamente do DNAmt maternal
(CUMMINS et al., 1997). Existem cerca de 100.000 a 200.000 copias de DNAmt num
odcito mamifero (REYNIER et al., 2001), as quais séo divididas entre todas as células
filhas durante o desenvolvimento embrionario.

No citoplasma de odcitos mamiferos, seu nimero, pode variar de acordo com o
estagio de desenvolvimento da célula. Por exemplo, durante o estagio pré-migratério
das células germinativas, o nUmero de mitocéndrias é de aproximadamente 10 unidades,
aumentando para 200 unidades no estagio de oogbnia, para aproximadamente 6.000 em
o6citos priméarios e acima de 100.000 durante a maturacdo citoplasmatica
(TARAZONA et al., 2006).

Existe um grande interesse em entender melhor as fun¢des mitocondriais durante
a maturacdo oocitaria e desenvolvimento de blastocistos iniciais (NISHI et al., 2003).
Desta forma, possuem importancia fundamental no metabolismo oocitério, sendo
responsavel por suprir a energia (adenosina trifosfato = ATP) que é consumida durante
a maturacdo, incluindo motilidade, manutencdo da homeostase celular e regulacdo da
sobrevivéncia da célula (ST JOHN, 2002).

Fundamental para o metabolismo oocitério, as mitocondrias, atuam suprindo a
energia que é consumida durante a matura¢do. Sua migracdo para as areas de alto
consumo de energia € crucial para 0s o0citos e para 0s blastdbmeros do embrido durante
periodos criticos do ciclo celular. Os padrdes de distribuicdo das mitocéndrias e sua
atividade metabodlica passam por mudancas durante a maturacdo oocitaria em varias
espécies e, sua migracao para diferentes regides do citoplasma € mediada por uma rede
de citoesqueleto de microtdbulos (VAN BLERKOM, 1991).

Essas organelas sintetizam a ATP por um processo de fosforilagdo oxidativa
(OXPHOS - CUMMINS, 2004), necessaria para a sintese de proteinas, as quais
suportam a finalizacdo dos processos subsequentes de maturacdo e do desenvolvimento
embriondrio (KRISHER e BAVISTER, 1998; STOJKOVIC et al., 2001).
Histologicamente, no interior das mitocdndrias, encontra-se a matriz que é um

complexo concentrado de centenas de enzimas, as quais estéo relacionadas com o ciclo
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do acido citrico (ciclo de Krebs), com a f-oxidagdo de acidos graxos e com a replicacao,
transcrigdo e tradugdo do DNAmMt (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; 2000).

Os lipideos, na forma de triglicerideos, possuem um papel importante no
metabolismo energético durante a maturacdo, fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario inicial (AMBRUOSI et al., 2009), pois sdo metabolizados pela B-oxidagédo
e pelo ciclo de Krebs dentro da matriz mitocondrial. Para essa metabolizag&o ocorrer, as
mitocondrias e as gotas lipidicas devem localizar-se proximas, formando uma unidade
metabolica com um suprimento de oxigénio (O,) garantido, para ocorréncia dos
processos oxidativos (STURMEY et al., 2006). Se ocorrer uma inibi¢cdo do transporte
do lipidio para dentro da mitocondria durante a maturacéo oocitaria, o desenvolvimento
embrionario sera interrompido.

As células animais, em geral, podem produzir energia gerando ATP basicamente
por duas vias metabolicas: pela conversdo da glicose em piruvato, por meio da glicolise,
ou pela oxidacdo dos substratos piruvato ou oxalacetato, via ciclo de Krebs (BEITZ,
1996; NELSON e COX, 2005). O primeiro mecanismo encontra-se no citoplasma e o
segundo, nas mitocdndrias (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; 2000).

O metabolismo da glicose através do ciclo de Krebs resulta em maior producéo
de energia (ATP) que a glicolise. Entretanto, o metabolismo da glicose pode ser
importante para a producdo do RNA e da nicotinamida-adenina-dinucleotideo reduzida
(NADP) usadas nos processos celulares, assim como para a reducdo da glutationa
intracelular, um importante oxidante, e para a sintese de purinas. A produc¢do de energia
e as espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo intimamente ligadas e alteracdes na
oxidacdo resultardo numa fungdo mitocondrial debilitada (KRISHER, 2004).

Além das mitocondrias estarem relacionadas com o fornecimento de ATP, elas
também estdo envolvidas com a concentracdo de célcio em regiGes especificas dos
oocitos fertilizados ou ndo. Entdo, a distribuicdo dessas mitocondrias pode ser um
indicativo de requerimento de energia ou de ions para varios eventos durante a
maturacdo oocitaria, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario, ou seja, pode ser
resultado de uma alta procura por ATP e Ca®* durante ou apés a maturacao
citoplasmatica (KRISHER, 2004). Assim, uma maturagdo in vitro citoplasmatica
inadequada ou uma fertilizacdo in vitro anormal prejudicara o desenvolvimento
embrionario (SUN et al., 2001).
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FIGURA 2: Esquema da distribuicdo das organelas citoplasméticas durante a
maturacdo, fertilizacdo e formacéo do zigoto bovino. A: progressdo da maturacao
nuclear e movimentagdo das organelas citoplasmaticas, desde o estagio de vesicula
germinativa (VG) até a metafase Il (M 1) e estadio de formacdo do embrido. B:
distribuicdo das organelas, disposi¢do dos granulos corticais (GC) e fecundacéo do
espermatozdéide (Adaptado FERREIRA et al., 2009).

As mitocbndrias também possuem um importante papel na regulacdo do
processo da apoptose, pois agem como reservatorios de proteinas ativadoras e efetoras
do processo de morte celular programada (MCP), como por exemplo, do citocromo c; e
uma permeabilizacdo da membrana mitocondrial acarretard numa liberagdo deste, com
consequente ativacdo da cascata do processo de apoptose e consequentemente morte
celular (PARONE, 2002).

2.2 Modificagdes ultraestruturais nas mitocondrias conforme sua reorganizagdo no

desenvolvimento celular

Os diferentes padrGes de distribuicdo e atividade da mitocondria tém sido
descritos em diferentes estagios do desenvolvimento embrionario, principalmente na
fase inicial e, esse cenario tem sido um parametro importante para acessar o potencial
de competéncia do o6cito e do embrido (TARAZONA et al., 2006). Com isso a
mitocondria pode ser usada para estimar a maturacdo citoplasmatica, devido a
maturagdo in vitro (MIV) do oo6cito ser acompanhada pelas mudangas em suas
distribuicfes (TORNER et al., 2004).
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Em od6citos imaturos as mitocondrias sdo estruturalmente imaturas, de forma
redonda ou oval, com poucas cristas e varios vactolos (TARAZONA et al., 2006). S&o
poucos 0s o6citos imaturos que apresentam mitocondria em atividade, provavelmente
por serem imaturas. Dessa forma a energia nessa fase oocitaria provavelmente é
fornecida passivelmente pelas células da granulosa (TANGHE et al., 2002; FAIR,
2003).

As mitocondrias de odcitos que estdo passando pela maturacdo, apds 12-18
horas de cultivo, movem-se da posicdo periférica para uma mais dispersa dentro do
citoplasma. Entretanto, quando os odcitos alcancam a metéafase, as mitocondrias,
juntamente com gotas lipidicas, ocupam uma posic¢do central (HYTTEL et al., 1997).
Essa organizacdo da mitocéndria associada as gotas lipidicas consiste em um indicativo
de requerimento de energia durante a MIV (STURMEY et al., 2006).

Em fase de M I, o nimero e o tamanho das gotas lipidicas aumentam e as
mitocondrias se agrupam ao redor das gotas e o aglomerado tende a atingir todo o
ooplasma. Numerosos ribossomos aparecem especialmente ao redor dos cromossomos e
0 complexo de Golgi diminui imensamente seu tamanho (HYTTEL et al., 1997).

Odcitos em M Il possuem granulos corticais, em sua maioria, distribuidos
perifericamente no ooplasma. As mitocondrias juntamente com as gotas lipidicas,
ocupam a regido central na célula, deixando a periferia livre de organelas, onde as
caracteristicas mais proeminentes sao resquicios de reticulo endoplasmatico liso (REL).

O aumento do nivel de agregacdo da mitocondria ao redor do nucleo indica
maturacdo oocitéaria, durante a qual a distribuicdo mitocondrial muda de um estado
homogéneo para um heterogéneo (WANG et al., 2009). A auséncia da agregacdo das
mitocondrias ao redor do nucleo indica parada na maturacdo oocitaria. A razdo dessa
agregacdo mitocondrial ao redor do nucleo ndo se encontra bem esclarecida, mas
algumas possibilidades sdo sugeridas (NISHI et al., 2003). Existe, portanto, uma teoria
mais aceita que segundo Van Blerkom et al., (2003) o acimulo perinuclear mitocondrial
deva fornecer ATP para a QVG.

Com essas modificacbes, o odcito jA é considerado maduro, com uma
constituicdo celular biolégica desenvolvida e modulada a ponto de iniciar uma
fertilizacdo e sustentar um desenvolvimento embrionario. O aumento gradual do lipidio
no final da maturacdo é de suma importancia para esse inicio do desenvolvimento
(HYTTEL et al., 1997).
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Apds a MIV a atividade mitocondrial no citoplasma aumenta, preenchendo todo
o citoplasma oocitario (TARAZONA et al., 2006). S&o necessarios altos niveis de
atividade mitocondrial para os eventos convencionais da maturacdo dependentes de
ATP. Em caso de cultura oocitaria inapropriada podera inibir essa mudanca da
mitocondria para o citoplasma e entdo afetar-se-a4 toda maturacdo citoplasmatica
(TORNER et al., 2004). A redistribuicdo das mitocondrias em diferentes areas celulares
é realizada por citoesqueleto, especificamente por um conjunto de microtubulos (VAN
BLERKOM, 1991) e uma formacao inapropriada desses microtibulos no citoplasma
pode levar a uma distribuicdo anormal das mitocondrias. Com isso poderd ocorrer um
retardamento ou mesmo uma parada no desenvolvimento oocitério, afetando a
embriogénese em funcdo da falha na distribuicdo do ATP (NAGAI et al., 2006). Isso
porque € de extrema importancia a energia elevada ao redor do nucleo durante o
desenvolvimento embrionario (WANG et al., 2009).

Em embrides pré-implantados foi observado uma alta concentragdo de
mitocondrias ao redor do nucleo. Entretanto, a prépria distribuicdo de mitocdndrias
ativas durante a maturacao oocitaria € necessaria para o desenvolvimento embrionario
(WANG et al., 2009). Apds a fertilizagdo e durante o inicio do desenvolvimento
embrionario, a mitocondria j& madura, formard novas cristas. Nessa fase existem
mitocondrias com diferentes niveis de atividade (TARAZONA et al., 2006).

A segregacdo mitocondrial é assimétrica em embrides em todos 0s estagios até a
formacédo de blastocisto, exceto na fase de duas células. Em relacdo a distribuicdo das
mitocondrias dentro dos compartimentos sdo encontrados tanto padrdes difusos quanto
peri-citoplasmatico. Normalmente os blastocistos expandidos sdo 0s que possuem
mitocondrias mais distribuidas na regido peri-nuclear o que indica uma possivel
associacdo com um aumento na atividade nuclear para a producdo de mRNA necessario
para preparar o citoplasma do embrido para implantagdes em estagios subsequentes
(TARAZONA et al., 2006).

Quando o blastocisto eclode, as mitocondrias dentro de cada blastdmero mudam
da regido peri-nuclear para uma peri-citoplasmatica, enquanto que as células da massa
celular interna (MCI) se mantém inalteradas. Isso pode ser explicado pelo fato das
células do trofoblastos estarem comecando a expressar as proteinas de adesdo, assim
como outras moléculas importantes para o reconhecimento materno do embrido. O
rearranjo do citoplasma para preparar as células do trofoblasto para um reconhecimento

e adesdo maternal consome muito mais ATP, contribuindo para a migragdo da
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mitocbndria @ membrana plasmatica e demandando mais energia que na MCI
(TARAZONA et al., 2006).

De 72 a 168 horas apdés FIV, os embrides apresentam uma baixa atividade
mitocondrial (TARAZONA et al., 2006), ou seja, necessitam de uma ATP produzida
pelas mitocondrias via lactato e piruvato (LANE e GARDNER, 1998; TARAZONA et
al., 2006) e o embrido comeca a utilizar outras vias metabdlicas como a glicolise
anaerdbica para produzir energia. Nenhum embrido possui uma atividade mitocondrial
muito alta e, uma possivel explicacdo para isso € que o6citos e embrides necessitam de
certo limiar de OXPHQOS para sobreviver, e esse limiar muda durante o movimento do
embrido pelo Utero, onde o nivel de oxigénio é menor que no oviduto (CUMMINS,
2004).

O oxigénio é essencial para a conversdo de adenosina difosfato (ADP) em ATP
na OXPHQOS, sendo um receptor de elétrons na cadeia de transporte de elétrons.
Entretanto, o uso do oxigénio como um substrato energético também resulta na
producdo de ROS, particularmente o anion superdxido (O e o radical hidroxila (OH")
(HARVEY et al., 2002). A atividade das mitocéndrias encontrada em embrides antes da
ativacdo do genoma estd relacionada com a protecdo das ROS produzidas pelo
metabolismo mitocondrial (NOHL et al., 2005).

As ROS sdo altamente ativas como receptores de elétrons, e capazes de tirar
elétrons de outras moléculas que, por sua vez, se tornam radicais livres (HARVEY et
al., 2002). Entretanto, se a atividade mitocondrial for alta durante as primeiras clivagens
0 embrido podera morrer, pois ele ndo serd capaz de eliminar o excesso de radicais
livres produzido (TARAZONA et al., 2006).

Um pequeno aumento na concentracdo Ca”" intracelular pode ativar e regular a
maturacdo nuclear e citoplasmatica espontaneamente. O aumento do Ca* intracelular
desencadeia a QVG em suinos (KRISHER, 2004). Da mesma forma, em od6citos

bovinos a absorgdo do Ca** resulta na QVG espontaneamente (HOMA, 1995).

2.3 Sondas Fluorescentes Marcadoras de Mitocondrias

Certas sondas, como a JC-1 (5,5°, 6,6’ -tetrachloro- 1,1°, 33° -tetraethyl
benzimidazolyl carbocyanine iodide), sdo usadas para medir a taxa de respiragdo de
odcitos e embrides por se acumular preferencialmente dentro das mitocdndrias
(WILDING et al., 2001). Wilding et al. (2001) definiram dois padrdes mitocondriais a
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partir dessa sonda: Tipo A: sdo as mitocondrias encontradas em o0citos imaturos, que
apresentam VG. Essas mitocOndrias aparecem abaixo da membrana plasmaética
(mitocondrias subplasmais). Tipo B: sdo as mitocondrias encontradas em o00citos
maduros, que se localizam por todo o ooplasma, principalmente na regido central do
oocito.

Breveni et al. (2005) também avaliaram as mudangas mitocondriais dentro do
citoplasma de odcitos suinos com a mesma sonda. A partir de odcitos (sem distinguir
imaturos e maduros) foi possivel observar quais possuiam ooplasma maduro. As
mitocOndrias presentes na periferia do odcito indicavam uma imaturidade celular e
quando as mesmas se encontravam distribuidas em todo o ooplasma significava uma
maturacdo celular. Esse ultimo fenémeno indicava um desenvolvimento oocitario com
uma atividade mitocondrial ativa. A inexisténcia da migracdo das mitocéndrias ativas
para o citoplasma em geral esta relacionada com a auséncia de uma formacéo
apropriada e conveniente das redes de microtubulos do citoplasma (BREVENI et al.,
2005). Reynaud et al. (2001) definiram a Mitotracker Red CMX Ros como o corante
lipofilico mais utilizado por passar passivamente por difusdo pela membrana plasmatica
e acumular-se apenas em mitocondria metabolicamente ativas.

A Mitotracker Orange CMTM Ros consiste numa outra sonda que é sequestrada
rapidamente por mitocondrias com respiracdo ativa, dependendo de sua atividade
oxidativa (TORNER et al, 2004; AMBRUOSI et al, 2009; KATSKA-
KSIAZKIEWICZ et al., 2011). Ambruosi et al. (2009), ao avaliarem a distribuicéo
mitocondrial em equinos maturados que estavam em M Il, definiram trés padrbes
citoplasmatico em odcitos: 1) distribuicdo homogénea de pequenos granulos de
mitocondria: citoplasma imaturo; 2) distribuicdo heterogénea de pequenos e/ou grandes
granulos de mitocdndria: citoplasma maduro (ativo) e 3) acumulacdo de mitocdndria na

periferia citoplasmatica e/ou ao redor do nlcleo: maturacdo citoplasmatica completa.

2.4 Maturagéo Molecular

Para que o odcito tenha plena capacidade de desenvolver-se em embrido é
necessario aumentar seu tamanho, acumular mRNA e energia, distribuir e aumentar

suas organelas e sincronizar esses eventos ao reinicio da meiose (HYTTEL et al., 1997).
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A maturacdo molecular envolve a transcricdo, estoque e processamento de
MRNA que serdo traduzidos em proteinas pelos ribossomos e essas proteinas estdo
envolvidas no processo de maturacdo e nos eventos celulares subsequentes como
fertilizacdo, formacdo dos pro-nucleos e fase inicial da embriogénese (SIRARD, 2001).
Entretanto, pouco se conhece sobre a maturagcdo molecular, pois nem sempre esta pode
ser detectada em nivel estrutural.

Como grande parte dos transcritos sera consumida previamente a ativacdo do
genoma embrionario, seu correto armazenamento no citoplasma do odcito torna-se
fundamental, uma vez que, apds a retomada da meiose, ndo ha mais expressdo génica e,
portanto, tudo o que foi produzido durante a fase de crescimento deverd ser
metabolizado no momento adequado. O mMRNA transcrito durante a maturacdo
molecular do odcito é acumulado em uma forma estavel, porém transitoriamente inativa
(SIRARD, 2001).

A maquinaria biossintética do citoplasma processa esse mMRNA em particulas
ribonucleoproteinicas (DAVIDSON, 1986) e, nessa forma empacotada ele sera
protegido da degradacdo nucleolitica e permanece estocado até o recrutamento para a
traducdo em sinais especificos gerados tanto na maturacdo quanto no desenvolvimento
embrionario inicial (FULKA Jr. et al., 1998). As maiores causas de falha na maturacdo
oocitaria sdo 0 armazenamento, processamento e recrutamento inapropriado do mRNA
materno (BREVINI GANDOLFI et al., 1997).

Segundo Tomek et al. (2002) a poliadenilacdo, que consiste na adicdo de
adenina a porcdo terminal 3" do mRNA, estimula a liberacdo de moléculas repressoras
acopladas a porc¢do 57, permitindo assim o inicio da traducdo do mRNA. Assim sendo,
MRNAs com cauda poli-A curta serdo traducionalmente inativos devido a sua baixa
estabilidade, e o aumento desta cauda, por acdo da enzima poli-a polimerase,
determinara a traducdo do mRNA (LEQUARRE et al., 2004).

Esse processo de poliadenilacdo é iniciado no ndcleo e o transporte do mRNA
para o citoplasma é feito por meio de um encurtamento caracteristico da cauda poli-A
(splicing) que, ao alcancar tal compartimento, torna-se menor no tamanho e heterogéneo
(TOMEK et al., 2002). Sabe-se que quando as moleculas de mRNA possuem caudas
poli-A curtas, elas ndo sdo efetivamente traduzidas e a delecdo dessa sequéncia € um
passo inicial do processo de degradagédo (TOMEK et al., 2002). O prolongamento
citoplasmatico da cauda poli-A no entanto, esta relacionado a ativagdo da tradugéo, isto

é, a adicdo de adenina a0 mMRNA no citoplasma do odcito durante a maturacgéo, leva a
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traducdo das proteinas, e a deadenilacdo, por sua vez, leva a degradagdo desse mMRNA
(FERREIRA et al., 2009).

Assim, os fatores citoplasmaticos que originam durante o desenvolvimento e
maturacdo dos odcitos sdo essenciais para a capacidade do desenvolvimento, aquisicao
da competéncia meidtica, fecundacdo e desenvolvimento embrionério. Os odcitos com
uma maturacdo nuclear normal, em tempo regular, mas que possuem uma assincronia
entre a maturacdo citoplasmatica e molecular ndo serdo fecundados e nao terdo um
desenvolvimento embrionario (BLONDIN e SIRARD, 1995; BEVERS et al., 1997).

2.5 Dindmica dos Filamentos do Citoesqueleto

Os filamentos do citoesqueleto sdo estruturas dindmicas e adaptaveis, que podem
sofrer alteracBes ou ndo de acordo com as necessidades da célula (ALBERTS et al.,
2004).

Existem trés tipos de filamentos no citoesqueleto que sé&o formados por
subunidades caracteristicas de cada um. Os microtibulos sdo formados por subunidades
globulares e compactadas de tubulinas; os filamentos de actina sdo formados pelas
subunidades globulares e compactadas de actina; e os filamentos intermediarios sdo
formados por subunidades polipeptidicas alongadas e fibrosas, que se arranjam em um
tetrdmero, analogo a tubulina e a actina nos microtibulos (FERREIRA et al., 2009).

O movimento de contracdo e descontracdo do citoesqueleto, em particular dos
microtibulos e microfilamentos, atua como um importante papel na regulacdo da
formacdo do fuso meidtico (organelas dindmicas), alinhamento e segregacdo dos
cromossomos, movimento do material genético da posicdo central para a posi¢do
cortical, e extruséo do 1° e 2° CP (ALBERTS et al., 2004; LI et al., 2005).

Durante o periodo de crescimento dos odcitos, no estadio de VG, o rearranjo
espacial das organelas se deve a modificacdo da organizacdo do citoesqueleto, que
assumem posicdes definidas (ALBERTINI, 1992; Figura 3). Ap6s a QVG, os asters de
microtubulos aparecem préximos a cromatina condensada e durante a transicdo do
estagio de VG até anafase I, os microfilamentos ou filamentos de actina distribuem-se
na area cortical, abaixo do oolema, sem se conectarem com os microttbulos (LI et al.,
2005) (Figura 3).

Ja em M I, os microtibulos sdo nucleados pela polimerizacdo da tubulina, a

partir dos centrossomos ou centros organizadores de microtubulos no citoplasma do
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odcito, formando o fuso meidtico e a placa metafasica, onde 0s cromossomos estdo
dispostos equatorialmente (ALBERTINI, 1992; ALBERTS et al., 2004; FAN e SUN,
2004). A placa metafasica em M | é proporcionalmente maior do que a que é formada
em M Il o que poderia ser explicado pela reducdo do nimero de cromossomos que,
agora, correspondem a metade do numero inicial e, nessa fase, os filamentos de actina
estdo fortemente distribuidos na regido cortical e ausentes entre os microtubulos. O fuso
tem uma forma de barril e seus polos sdo achatados (LI et al., 2005) (Figura 3 A).

O fuso se alonga e uma grande quantidade de filamentos de actina passa a ser
observada ao redor dos cromossomos. No estadio de teléfase 1, os microtibulos que
estdo entre os conjuntos cromossomicos formam uma estrutura triangular e a porgéo
mais larga do cone de microtubulos esta ligada ao conjunto cromossémico destinado a
extrusao, constituindo, assim, o 1° CP. A porcdo mais fina encontra-se associada ao
conjunto que ird permanecer no odcito e entrar na M |1 (LI et al., 2005).

Portanto, durante a meiose, esse sistema estrutural do citoesqueleto tem ainda
um papel fundamental: garantir que quase todo o citoplasma da célula em divisdo
permaneca no oocito secundario, ja que este acumulou toda a informacéo necessaria
para a progressao das etapas subsequentes, e eliminar apenas uma pequena porcgao
citoplasmatica, no momento da extrusao dos corpusculos polares (LI et al., 2005).

5 A . Vesicula germinativa
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FIGURA 3: Dinamica dos filamentos do citoesqueleto durante a maturacéo
citoplasmatica e nuclear de o6citos bovinos. A: detalhe do fuso meidtico em
metafase | (M 1) e a estrutura do centriolo / centrossomo. B: detalhe do fuso meiotico
em teléfase I, em que podemos ver 0s microtibulos entre 0s conjuntos
cromossémicos (Adaptado FERREIRA et al., 2009).



25

3 Visdo Atual de Embrides Bovinos Produzidos in vitro (P1V) no Brasil

Em 2011, encontrou-se uma producdo de 350.762 embrides bovinos no Brasil
sendo que 90,7% foram PIV. Esses dados representam um aumento de 15,7% em
relagdo ao total de embrides produzidos em 2010. O crescimento no total de embrides
em 2011 pela PIV confirma que essa técnica além de substituir a transferéncia de
embribes (TE) possibilitou a expansdo do mercado nacional (VIANA, 2012).

O aumento significativo no numero de embrides produzidos em 2011 foi
associado a dois fatores basicamente: o primeiro foi uma recuperagdo no mercado de
embrides de ragas de corte, pois apds cinco anos de progressiva retracdo, em 2011
houve um aumento de 12,6% na producdo de embrides nas ragas de corte. Esse aumento
deveu-se principalmente pela raca Nelore, que voltou ao patamar alcangado em 2005
quando foi comunicada a producdo de mais de 210.000 embrides (VIANA, 2012).

O segundo fator referente ao aumento na producéo de embrides no ano de 2011
foi a associacdo da PIV com racas leiteiras. Esse crescimento é decorrente
provavelmente a disponibilidade de sémen sexado e de seu uso na PIV de embrides. Em
2011 houve um crescimento expressivo (+ 27,0%) na producao de embrides em ragas de
leite e grande parte deste aumento foi relacionada ao nimero de transferéncias da raca
Girolanda (VIANA, 2012).

A PIV também pode ter sido redirecionada de seu objetivo inicial de expansédo
da base de animais puros para a exploracdo do potencial da raga em cruzamentos,
principalmente com a Holandesa. O uso da PIV para a produgdo de cruzamentos
demonstra que esta biotécnica pode ser a alternativa para se explorar efetivamente os
beneficios da heterose em bovinos. Paralelamente abre um mercado para os laboratorios
comerciais, tanto no pais como no exterior, assim como uma alternativa ao mercado de
racas puras que € impulsionada pela distancia genética entre os rebanhos elite e os
comerciais e que por sua vez tende a ser reduzida pela propria adog¢do de biotécnicas
reprodutivas (VIANA, 2012).

A participagdo do Brasil no total de embrides produzidos no mundo na Gltima
década reflete a evolugdo do uso das tecnologias de embrido no mercado nacional. A
substituicdo da superovulagdo pela PIV como tecnica de eleicdo para a producgédo de
embrides bovinos, ocorrida de forma acentuada a partir de 2005, resultou na progressiva
reducdo da participagcdo do pais no total de embribes produzidos in vivo a partir deste

ano. Em contraste, a participag@o no total de embrides produzidos in vitro aumentou de
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menos de 10% em 2001 para quase 70% em 2009, ano em que o Brasil respondeu por
mais de 1/4 do total de embrides bovinos produzidos no mundo (VIANA, 2012).

O aumento na PIV de embriGes em outros paises também é esperado e, em
alguns casos, é consequéncia direta da atuacdo de empresas brasileiras com filiais ou
parcerias no exterior (VIANA, 2012), pois o numero total de PIV transferidos no mundo
foi de 373.836 em 2011, sendo o Brasil responsavel por 85% desse montante
(STROUD, 2012). Essa conquista pode ser atribuida também ao grande nimero de

odcitos recuperados in vivo (ovum pick-up — OPU) (PONTES et al., 2011).

4 Producéo in vitro (PIV) de Embrides Bovinos e o Reflexo da Presenca do Soro
Fetal Bovino (SFB)

Quase todos 0os meios usados para o desenvolvimento de embrides PIV contém
soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA) como fontes proteicas. Mucci
et al. (2006) tem demonstrado o efeito favoravel dessas substancias por fornecerem
substrato energético, aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento e quelantes de
metais pesados.

A adi¢do do SFB é um fator importante no cultivo in vitro de embrides bovinos
por acelerar o desenvolvimento de mérula e blastocisto (KANE e BAVISTER, 1988).
Por outro lado, as morulas em pré-compactacdo requerem um meio quimicamente
definido sem suplementacdo sérica para seu desenvolvimento (McKIERNAN et al.,
1991). Entretanto, algumas controvérsias do SFB existem na literatura por possuir um
efeito bifasico, inibindo o desenvolvimento embrionario durante as primeiras clivagens
e estimulando a compactacdo da morula e formacdo do blastocisto em estagios mais
avancados do desenvolvimento (PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1991).

No entanto, a adi¢do de SFB tem sido apontada como o principal responsavel
pelas diferencas morfologicas (DORLAND et al.,, 1994, ABE et al., 1999a) e
fisioldgicas (KRISHER et al., 1999; RIZOS et al., 2003) em embries PIV, como por
exemplo, 0 aumento no nimero e tamanho dos granulos lipidicos (ABE et al, 1999b;
1999b; 2002; RIZOS et al., 2003; ABE et al., 2004) o que influencia a qualidade
embrionaria (FERGUSON e LEESE, 1999; SATA et al., 1999).

E bem provavel que esse lipidio citoplasmatico provenha do SFB do meio de

cultivo, pois segundo Sudano et al. (2011) com a redugdo sérica desses meios o
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contetdo lipidico diminuiu e aumentou a sobrevivéncia pos-criopreservacdo (ABE et
al., 2002; MUCCI et al., 2006).

Os niveis de lipidios citoplasmaticos observados em embrides PIV podem
também estar relacionados com a quantidade e qualidade de mitocéndrias existentes nos
blastdmeros. Existe uma relacdo entre a morfologia da mitocondria e o acimulo de
lipidio nas células, sendo que uma quantidade grande de lipidios seria resultado de um
metabolismo mitocondrial insuficiente (CROSIER et al., 2001). Nesse contexto, em
embrides PIV, aparentemente ocorre um efeito deletério na funcdo mitocondrial o que
resultaria em uma diminui¢do do consumo do contetdo lipidico (ABE et al., 1999b;
CROSIER et al., 2001; ABE et al., 2002) indicando um impacto negativo sobre o
desenvolvimento embrionario (CROSIER et al., 2001).

Como os triglicerideos sdo metabolizados por meio de B-oxidacdo dentro das
mitocondrias (STURMEY et al., 2006) essa associacdo de lipidios e mitocondrias
consiste hum indicativo de alta atividade metabdlica na célula. A mitocéndria produz
ATP, que sera utilizada pelas células do trofoblasto para a formacdo da blastocele e
pelas células do botdo embrionario para a diferenciacdo das células do embrido. O fato
de ndo terem sido observadas diferengas na quantidade lipidica durante o decorrer do
desenvolvimento embrionério, indica que o lipidio é continuamente sequestrado pelas
mitoc6ndrias, durante o crescimento do embrido (CROSIER et al., 2001).

Frente a esses efeitos, certas substancias que induzem a lipolise vém sendo
utilizadas para melhorar a qualidade dos embrides PIV. Men et al. (2006); Paschoal et
al. (2009; 2012) demonstraram que a lipolise quimica utilizando o forskolin na
concentracdo de 10 pM melhorou a qualidade dos embrifes e aumentou sua
criotolerancia quando foram cultivados na presenca de SFB.

O forskolin (7B-acetoxi-8,13-expoxi-1a,6B,9a-triidroxi-Labd-14-en-11-
one,C2,H3405), derivado da familia dos dipertenos (SEAMON et al, 1981; SEAMON e
DALY 1981; BILODEAU-GOESEELS, 2006) ¢ um agente ativador da adenilato
ciclase, que atua em células intactas e esta relacionado aos niveis de CAMP importante
para as funcoes fisioldgicas de varios sistemas (SEAMON et al., 1981; HO e SHI, 1982;
EK et al, 1997; ARRESE et al, 1999; MEN et al., 2006; CUELLO et al., 2013).

O forskolin consiste num método alternativo para melhorar a taxas de PIV
reduzindo o conteldo lipidico embrionario. Esse agente lipolitico induz potencialmente

a ativacdo da adenilato ciclase. Essa enzima ativa uma lipase enddgena por meio da
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cAMP e da proteina quinase (PKA), causando liberagdo do glicerol (CUELLO et al.,

2013) (Figura 4).
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FIGURA 4: Esquema da acdo do forskolin como agente lipolitico no embrido:
ativacdo da adenilato ciclase, da adenosina monofosfato ciclica (CAMP) e liberacdo
do glicerol (Adaptado SUDANO et al., 2013).

Em termos bioquimicos, a ligacdo da proteina G (molécula de sinalizacdo) ao

seu receptor causara uma hidrolise nessa proteina, liberando sua subunidade a. Esta

subunidade ir4 estimular a adenilato ciclase a ativar também a enzima adenilciclase

(proteina integral da membrana plasmatica) que catalisa ATP para produzir cCAMP.

Quando a cAMP é formada, esta estimula a proteina quinase (PKA) a catalisar a

fosforilagéo de alguma enzima-alvo ou de fatores de transcricdo. No caso dos lipidios, a

PKA fosforila a triacilglicerol lipase, que causara lise dos triglicerideos liberando acidos
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graxos e formando glicerol (NELSON e COX, 2002; FAHERTY et al, 2007;
CAMPBELL e FARREL, 2008).

A enzima adenilato ciclase é composta por trés proteinas béasicas: uma
subunidade catalitica (enzimatica), que converte o substrato ATP em cCAMP; um
nucleotideo guanina, ligada a uma proteina a qual medeia a ativacdo hormonal; e um
receptor hormonal (RODBELL, 1980; LAFONTAN e BERLAN, 1993). A regulacédo
fisioldgica dessa enzima e dos niveis intracelulares de CAMP, ocorre primeiramente
pela interacdo iniciada por horménios ligados ao receptor , a qual € mediada por uma
guanina (SEAMON e DALY, 1981). O forskolin, sendo um ativador da adenilato
ciclase, atua rapidamente e reversivelmente direto na subunidade catalitica da
adenilato ciclase, sem a necessidade da presenca da guanina (SEAMON et al., 1981;
SEAMON e DALY, 1981).

Com o uso do forskolin a atividade lipolitica dos embrides bovinos PIV foi
significativamente aumentada. Este fato indica que seu uso durante o cultivo de
embribes PIV pode resultar na producdo de embrides com contetdo lipidico semelhante
ao observado em embrifes produzidos in vivo, o que melhora sua qualidade quando
cultivados sob condicdes favoraveis (MEN et al., 2006; PASCHOAL, 2009).

Entretanto, 0 mecanismo especifico que origina o aumento do acumulo lipidico
em embrides PIV na presenca de SFB ainda ndo foi totalmente definido (ABE et al.,
2002).

5 Vitrificagdo de Embrides Bovinos Produzidos in vitro (P1V)

Apesar do grande numero de embrides frescos transferidos, o uso de embrides
criopreservados € extremamente limitado. A criopreservacdo de embrifes é uma
tecnologia reprodutiva assistida que permite estocagem de embrides em excesso
derivados de sistemas de PIV e de TE, entdo eles poderdo ser comercializados ou
estocados até 0 momento mais conveniente. Considera-se a criopreservacdo, Como uma
estratégia para ultrapassar alguns problemas logisticos, como exemplo, para expandir a
comercializacdo de embrides entre paises. No entanto, os resultados de criopreservacao
de embrides PIV limitam a sua aplicagdo no manejo reprodutivo a campo (BEEBE et al,
2005; GEORGE et al, 2008; SUDANO et al., 2013).

Desde o primeiro sucesso da criopreservacdo em embrides de camundongos

(WHITTIGNHAM et al., 1972), varios procedimentos foram desenvolvidos para
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criopreservar, podendo ser classificados em dois métodos principais: congelamento
lento e vitrificagdo. Apesar de ambos serem considerados uma técnica de
criopreservacao, eles possuem diferencas conceituais importantes. Enquanto no
congelamento lento a agua extracelular cristaliza, ou seja, ocorre a formacéo de gelo; na
vitrificagdo tanto a solucéo intra- como extracelular vitrifica apds ocorrer a desidratagdo
celular (SARAGUSTY e ARAV, 2011).

A vitrificacdo tem sido considerada uma alternativa para a congelagédo lenta,
podendo ser utilizada rotineiramente tanto nos laboratérios de pesquisa como em
fazendas (CAMPOS-CHILLON et al., 2006), pois apresenta execucdo simples e é
menos onerosa que a congelagédo (SHAW et al., 1997; PTAK et al., 1999).

A partir de trabalhos anteriores (NAGASHIMA et al., 1994; MEN et al., 2006;
SOMFAI et al., 2009; MEN et al., 2011) verificou-se que a vitrificacdo vem ganhando
um papel importante com embrides PIV, mas sua eficiéncia com 0S mesmos ainda
encontra-se preocupante (CUELLO et al., 2013). Uma das grandes limitacOes da PIV
de embrides consiste na necessidade de um grande numero de embrides transferidos
para obter uma prole equivalente aos processos produzidos in vivo (CUELLO et al.,
2013). Para aumentar a sobrevivéncia de embrifes PIV apds a criopreservacao é
necessario ndao somente o aperfeicoamento da técnica de PIV, mas também das
técnicas de criopreservacdo (SOMMERFELD e NIEMANN, 1999).

O estdgio do embrido influencia diretamente na taxa de eclosdo apos
aquecimento, sendo os blastocistos expandidos (Bx) mais resistentes aos processos de
vitrificacdo e aquecimento que os blastocistos (Bl). E esse fator independe do protocolo
de vitrificacdo ou do volume da solucdo (RIOS et al., 2010).

De qualquer forma, ap6s a criopreservacdo os blastocistos passam por uma
reorganizacdo celular, principalmente seu citoesqueleto, o qual pode sofrer desarranjo
pela presenca do crioprotetor ou mesmo destruido pelo proprio processo de
criopreservacdo (DOBRINSKY, 1996). As membranas celulares também sofrem vérias
injurias durante esses processos (WOLFE e BRYANT, 1999) que irdo influenciar
diretamente na sobrevivéncia embrionaria (RIOS et al., 2010).

Pode-se dizer que a presenca de SFB prejudique os mecanismos celulares
responsaveis pelo reparo dessa membrana plasmatica ap0s a criopreservagdo, podendo
ocorrer uma incorporagdo de 4&cidos graxos saturados na membrana, induzindo
provavelmente a mudancas na composicdo desta estrutura, fazendo ela se tornar mais

rigida, e incapaz de resistir a criopreservacdo (MUCCI et al., 2006).
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Segundo Hasler et al. (1997), a sobrevivéncia dos embrides PIV, bem como sua
qualidade apés criopreservacdo, ndo sao afetadas somente pela grande quantidade de
lipidios, mas também pela qualidade e idade do embrido, estagio de desenvolvimento
embrionario, crioprotetor, pH do meio de criopreservacdo, méetodo de criopreservacgéo e
sistema de cultivo no qual os embrides sdo produzidos.

No entanto, até o momento, a principal causa na diminuicdo da qualidade em
embribes PIV apos a criopreservacdo ainda prevalece a hipotese da suplementacdo do meio
de cultivo com SFB (ABE et al., 2002; MUCCI et al., 2006; BARCELO-FIMBRES e
SEIDEL, 2007). E apesar do efeito benéfico do SFB durante a PIV a utilizacdo de meios
de cultivos, na auséncia destas proteinas aumentou significativamente a criotolerancia
embrionaria alcancando um nivel de qualidade semelhante a de blastocistos produzidos
in vivo (R1ZOS et al., 2003).

5.1 Caracteristicas e composi¢cao dos meios de vitrificacdo

A vitrificacdo de embrides consiste num método simples por meio do qual toda a
solugéo que possui a amostra vitrifica completamente (RIOS et al., 2010). Os principais
fatores de impacto em determinar a sobrevivéncia embrionéria apos vitrificagdo e
aquecimento sdo a taxa de resfriamento (WOLFE e BRYANT, 2001), a viscosidade da
solucdo e o volume da amostra (ARAV et al., 2002).

Durante a vitrificacdo a velocidade de criopreservagédo deve ser alta, permitindo
a imersdo direta da solucdo no N, liquido a partir da temperatura ambiente
(GONCALVES et al.,, 2002). Desta forma, em comparacdo com a congelacdo, a
vitrificacdo pode ser realizada na auséncia do aparelho de congelacdo, em menor tempo
e levando a auséncia da formacdo de cristais de gelo intracelulares, os quais sdo 0s
principais causadores das crioinjurias celulares (OKADA et al, 2002).

Algumas estratégias sobre vitrificacdo e aquecimento sdo implantadas para
melhorar a sobrevivéncia, tal como transferir o embrido em pequenos volumes de meio
para facilitar o contato com o N; liquido e alcangar um estado vitreo. Além do mais,
reduzindo as concentracbes dos crioprotetores, havera menos probabilidade de
toxicidade embrionaria (RIOS et al., 2010). Diminuindo o volume do crioprotetor,
minimiza a probabilidade de aparecimento de fragmentos vitreo do meio, os quais

normalmente aparecem quando o volume é superior a 1 pL (wass et al., 2002).
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Foi determinado utilizar pequeno volume de meio, pois assim ocorre um intimo
contato com o N, liquido obtendo um uma répida taxa de resfriamento para alcangar o
estado vitreo. Assim também se permite usar menos concentracdes dos crioprotetores
com consequente reducdo da toxicidade do embrido (RIOS et al., 2010). A partir disso
foram desenvolvidos métodos de palhetas como a open pulled straws (OPS) (VAJA et
al., 1998) e a micropipeta de vidro (GMP) (CHO et al., 2002), as quais permitem
utilizar um pequeno volume do crioprotetor e assim aumentar a taxa de refrigeracao.
Entretanto essas palhetas possuem desvantagens, por serem feitas manualmente podem
variar em seu didmetro, ou por serem de vidro podem facilmente quebrar — danos os
quais levam a grandes perdas nos processos de vitrificagcdo e consequentemente dos
embrides (RIOS et al., 2010).

Quando os embrides sao vitrificados, a formacao de cristais de gelo é prevenida
devido a presenca de altas concentracGes de crioprotetores (CHO et al., 2002). A
exposicdo dos embrides a altas concentragdes de crioprotetores leva a um aumento da
viscosidade dos meios intra- e extracelulares, possibilitando uma refrigeracdo rapida e
induzindo a mudanca do estado liquido para o vitrificado, sem a formacao de cristais
de gelo (OHBOSHI, 1998). Além disso, a utilizacdo das altas concentracdes de
crioprotetor também pode evitar fraturas da ZP.

Durante a vitrificacdo, as altas concentracdes de crioprotetores aumentam 0s
danos osmoticos e toxicos. Desta forma, uma estratégia para evitar essa toxicidade
consiste em diminuir o tempo de exposi¢do dos embrides a solucdo (GONCALVES et
al., 2002). No entanto, se essa exposi¢do for muito curta, a penetracdo do crioprotetor
ndo sera suficiente, e o gelo intracelular podera ser formado mesmo quando o gelo
extracelular estiver ausente. Portanto, um tempo de exposi¢do 6timo para 0 sucesso da
vitrificacdo deve ser um meio termo entre a prevencao das injurias toxicas e prevencgédo
da formagé&o de gelo intracelular (KASAI, 1996).

As solucdes de criopreservagdo contém um ou mais tipos de crioprotetor, varios
sais e uma ou mais macromoléculas. De acordo com suas propriedades de difusdo
através das membranas bioldgicas, os crioprotetores podem ser divididos em duas
categorias: intracelulares: que sdo solutos organicos responsaveis por proteger as
organelas das células durante a criopreservacdo (glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO),
metanol, etanol, etileno glicol (EG), 1,2 propanodiol, etc) e extracelulares: que sdo as

macromoléculas e aclcares cuja funcdo é reduzir a formacdo de gelo, facilitar a
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desidratacdo das celulas e proteger a membrana celular durante o aquecimento (glicose,
lactose, sacarose, polivinilpirrolidona (PVP), etc) (NIEMANN, 1991).

No caso da vitrificagio as macromoléculas parecem ser especialmente
importantes, uma vez que nestas solucdes a concentracdo de crioprotetor € muito alta e
as macromoléculas modificam o crioprotetor durante o processo de vitrificagdo. Por
exemplo, a adicdo de polietileno glicol aumenta a viscosidade de solucdes de
vitrificacdo contendo EG (O'NEIL et al., 1997).

Outras macromoléculas comumente utilizadas séo o ficoll, o PVP e o dextran. O
ficoll 70 consiste no principal componente associado ao EG (KASAI et al., 1996). A
adicdo de macromoléculas como o ficoll 70 promove a vitrificacdo pelo aumento da
tensdo de superficie da solucdo protegendo as membranas celulares, e abaixando a
quantidade de EG necessaria para a vitrificacdo da solucdo (SHAW et al., 1997).

O EG resulta em um menor efeito deletério sobre o desenvolvimento
embrionario, bem como preservacdo da integridade de membrana e da estrutura do
citoesqueleto (HOTAMISLIGIL et al., 1996). Além disso, 0 EG resultou em taxas mais
altas de preservacdo de blastocistos quando comparado com sua associacdo ao DMSO
(CAMPOS-CHILLON et al., 2009). Frente a estes resultados o EG tem sido
considerado o melhor candidato para a vitrificagdo e o glicerol permanece como
segunda escolha.

A adicdo de carboidratos ao meio de vitrificacdo auxilia na desidratacdo e re-
hidratacdo dos embrides. Isso sugere que 0s acucares Sao capazes de preservar a
integridade estrutural e funcional das membranas (HOTAMISLIGIL et al., 1996). Os
acucares contribuem para a vitrificacdo funcionando como crioprotetores ndo
permeaveis (KULESHOVA et al., 1999). A sacarose consiste num agente crioprotetor
ndo permeavel a qual exerce um efeito osmético significativo, sendo empregada tanto
na desidratacdo como na re-hidratacdo ap6s o aquecimento. Diversas observacGes
confirmam o efeito estabilizante da adicdo de sacarose na solucdo de vitrificagdo
(SZELL e SHELTON, 1986; TODORQV et al., 1993; RAYOS et al., 1994).

A vitrificacdo utilizando palhetas de 0,25 mL vem oferecendo vantagens para a
biotecnologia de embrides quando aplicada a campo, justamente pelo aumento da
sobrevivéncia do embrido e pela reducdo do custo da transferéncia embrionaria
(GUIGNOT et al., 2006). O uso dessa técnica utilizando-se o0 EG ou 1,2 propileno

glicol, tem levado a obtengdo de resultados animadores, pois esses crioprotetores
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penetram na célula muito rdpido e causam um menor choque osmético (PALASZ e
MAPLETOFT, 1996).

Okada et al. (2002) observaram que os embrides ap0s vitrificacdo em palhetas
francesas mantiveram sua morfologia semelhante aqueles ndo vitrificados,
apresentando poucas lesdes em seu citoplasma e na membrana celular. Campos-
Chillon et al. (2006), também relataram que a vitrificacdo de embriGes utilizando-se de
palhetas francesas consiste num o6timo protocolo com pouca influencia sobre a
viabilidade embrionéria.

Assim, os protocolos de vitrificagdo de embrides bovinos utilizando-se palhetas
francesas sdo mais simples, por ndo apresentar a necessidade de modificacdo das
palhetas e por ndo entrarem em contato direto com o N liquido (CAMPOS-CHILLON
et al., 2006) como ocorrem com as demais técnicas (VAJTA et al., 1998; CHO et al.,
2002).

6 Apoptose Celular

Existem dois processos distintos de morte celular, a necrose e a apoptose. A necrose
é o resultado de uma injuria que afeta um grande grupo de células, causando edema celular
e ruptura de membrana que provoca uma resposta inflamatdria em tecidos sadios
adjacentes. Em contraste, a apoptose afeta células isoladas, ndo compromete tecidos
proximos e ndo possui uma resposta inflamatoéria associada (HARDY, 1999). Trata-se de
uma forma fisioldgica normal de morte celular, que ao contrério da necrose, se caracteriza
por um processo ativo de alteracbes morfoldgicas e fisioldgicas. A apoptose também é
conhecida por morte programada porque envolve a ativacdo de um programa genético para
0 desmantelamento da célula. Desta forma, as células sofrem um constante processo de
renovacdo, mantendo o nimero de células estavel, gracas ao equilibrio existente entre a
continua proliferacéo e apoptose celular JORDAO e ANDRADE, 2000).

Uma série de fases consecutivas, morfologicamente distintas, estd envolvida no
processo de apoptose. Inicialmente a cromatina se agrega em uma grande massa compacta
granular, o citoplasma condensa e as membranas nuclear e citoplasmatica se deformam
(HARDY, 1999). Posteriormente o nucleo sofre fragmentacdo e ocorre a formagdo de
vesiculas na membrana celular, compostas por fragmentos nucleares e algumas organelas,

denominadas corpusculos apoptéticos (BETTS e KING, 2001).
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As caspases sdo proteases provedoras da apoptose, que induzem mudangas no
transporte de elétrons, perda do potencial de membrana mitocondrial e alteracdo no estado
de reducdo-oxidacéo celular. Além disso, a caspase 3 lisa o citoesqueleto celular levando as
desestruturacdo celular (GREEN e REED, 1998; PARONE, 2002). A membrana
mitocondrial também diminui seu potencial e sem um mecanismo funcional para
produzir energia, 0 o0cito ou o embrido passard por morte celular devido ao
esgotamento dos estoques de energia (KRISHER, 2004).

A apoptose € desencadeada por fatores que levam a ativacdo de receptores de
membrana chamados “receptores de morte”, os quais recrutam a caspase 8 presente no
citosol ativando a proteina pro-apoptética Bid, da familia bcl-2, a qual ativa a caspase 3
que induz a quebra de diversas proteinas (SHARMA, 2000). Esta cascata de reacoes
induz, na mitocbndria, a liberacdo do citocromo c. As proteinas da familia bcl-2 estdo
diretamente envolvidas no controle da apoptose. Algumas destas proteinas sdo anti-
apoptdticas (bcl-2 e bcl-XL) enquanto outras sdo pro-apoptoticas (Bad, Bax e Bid). A
sensibilidade das células ao estimulo indutor da apoptose depende do balanco entre estas
proteinas. Quando existe um excesso de proteinas pro-apoptoticas a célula fica mais
sensivel a apoptose, e quando existe um excesso de proteinas anti-apoptoticas a célula
fica mais resistente (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000).

As proteinas pro-apoptoticas sdo frequentemente encontradas no citosol, onde
atuam como sensores de danos ou estresse celular. Ap6s o estimulo estressante, estas
proteinas sdo re-alocadas na superficie da mitocondria, onde existem proteinas anti-
apoptaticas. Esta interacdo entre as proteinas pro- e anti-apoptdticas desfaz a fungdo normal
das proteinas anti-apoptdticas e leva a formagdo de poros na membrana mitocondrial, por
onde sai 0 citocromo ¢ e outras moléculas pro-apoptdticas. Este processo leva entdo, a
ativacdo da cascata de caspases (GREEN e REED, 1998; PARONE, 2002).

O processo normal de maturacio podera ser interferido com um nivel de Ca?*
intracelular elevado, com estresse celular ou uma alta concentracdo de Ca** extracelular.
Sob condicdes fisioldgicas, o transito de Ca®* serve como um segundo mensageiro nas
células mamiferas e estimula o metabolismo da oxidagdo mitocondrial e a producéo de
ATP.

O excesso de Ca®* abre os poros (KRIEGER e DUCHEN, 2002), resultando na
liberacdo do citocromo c e ativacdo da caspase proteolitica que causa morte celular por
apoptose. Esses poros sao responsaveis para a permeabilidade transitoria da membrana

mitocondrial, a qual consiste num ponto critico para a apoptose. A formacao dos poros
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pode levar ao inchamento mitocondrial e morte celular. Acredita-se que uma abertura
desses poros é uma consequéncia da apoptose e ndo a causa dela (KINNALLY e
ANTONSSON, 2007).

As mitocondrias sdo a maior fonte de ROS, 0 que pode causar danos oxidativos
a elas mesmas (TAKAHASHI et al., 2004). O poro aberto é um resultado de uma
sobrecarga de Ca®* e formacéo de ROS (MATHER e HAGAI ROTTENBEG, 2000) e
uma sobrecarga do Ca** pode aumentar essa producdo de ROS na mitocondria
(GRIJALBA et al., 1999). Uma producdo excessiva de ROS em células também
provoca a abertura desses poros. Da mesma forma a abertura desse poro liberard o
citocromo c, que ativara a cascata de caspase e induzira a apoptose celular (THOUAS
etal., 2004).

A producdo excessiva de ROS, a sobrecarga de Ca®*, ou a expressdo das
proteinas da familia bcl-2 podem levar a formacdo dos poros, seguida da liberacdo do
citocromo c e ativacao da cascata de caspase (WANG et al., 2009). Pode ser que 0 poro
seja aberto como um mecanismo de protecéo contra a sobrecarga de Ca** mitocondrial
(CROMPTON, 1999).

A comunicacdo entre o o6cito e suas células do cumulus é tdo importante para o
desenvolvimento oocitario quanto para o sucesso da MIV e FIV (MERMILLOD et al.,
2008). As ceélulas do cumulus sdo responsaveis pelo suprimento nutricional para o
odcito na fase final de sua maturacdo (GILCHRIST et al., 2008).

A redistribuicdo mitocondrial e sua atividade oxidativa sdo essenciais para o
desencadeamento da apoptose nas células do cumulus durante a maturacdo (TORNER et
al.,, 2004). A distribuicdo das mitocondrias de forma delgada e homogénea esta
correlacionada com uma baixa atividade oxidativa e com baixo nivel de apoptose nas
células do cumulus, enquanto que uma distribuicdo homogénea, mas granulada indica
uma alta atividade oxidativa e alto nivel de apoptose celular no cumulus (WANG et al.,
2009). E provavel que os o6citos transportem moléculas pro-apoptéticas do ooplasma
mitocondrial para as células do cumulus, sendo os fatores paracrinos e as juncGes Gap
as vias de comunicagdes entre ambos (ANDREUCCETTI et al., 1999; ALBERTINI et
al., 2001).

A maioria dos embrides no periodo de pré-implantacdo possuem células normais
e anormais e a apoptose elimina as células nocivas para o desenvolvimento progredir,
embora uma ativagdo anormal nos processos de morte programada nesta fase interferir-
se-a em toda a vida embrionéria (GJORRET et al., 2003).
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A apoptose ndo ocorre antes da compactacdo embrionaria, ou seja, durante a
fase que ocorre o inicio do estagio de diferenciacdo celular (BYRNE et al., 1999;
GJORRET et al., 2003). Pode ser que o embrido induza competéncia aos processos de
apoptose ative genes gque supram 0 processo no desenvolvimento embrionario. Essa
resisténcia pode ser adquirida pela presenca de inibidores herdados maternalmente,
pelos baixos niveis de caspase ou citocromo ¢ por imaturidade mitocondrial, ou ainda
pelos baixos niveis de transcritos responsaveis pelo processo de morte durante as
primeiras fases do desenvolvimento (BETTS e KING, 2001) Entretanto apods a
passagem pelo 4° ciclo celular — periodo de ativagdo do genoma embrionério (embrido
com 16 — 32 células) — ocorre uma grande perda embrionéria provavelmente ligada a
morte celular programada (MEIRELLES et al., 2004).



Capitule 2
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Resumo

A inibicdo da maturacdo nuclear permite um maior tempo para o0 oécito acumular as
moléculas importantes para o desenvolvimento embrionario. Sendo assim, este trabalho
possui 0 objetivo de avaliar o bloqueio da meiose oocitaria a partir da adi¢cdo do
forskolin, um eficiente inibidor da maturacdo nuclear em o0citos, ao meio de maturacéo
in vitro (MIV). O forskolin foi adicionado ao meio de MIV por 6 horas, nas
concentracdes de 0,1 mM; 0,05 mM; 0,025 mM e em seguida esses odcitos foram
maturados em meio livre da droga por 18 horas. Com os od6citos foi avaliado o estagio
de maturacdo nuclear, a atividade e a distribuicdo mitocondrial, a ultraestrutura, o
namero de células integras e a taxa de apoptose. Apds os odcitos foram fertilizados e
cultivados in vitro durante sete dias. No D 7 foi avaliada a taxa de blastocistos, a
ultraestrutura, o numero de células integras e a taxa de apoptose. O tratamento com
forskolin por 6 horas ndo resultou em atraso na retomada da meiose em relagdo ao
controle. Entretanto, apos a retirada do bloqueio e maturacdo por 18 horas um maior
namero de odcitos tratados com 0,1 mM de forskolin se encontrou em M | (P<0,05).
N&o houve diferenca com relacdo a atividade e distribui¢cdo mitocondrial nos odcitos, no
entanto a maior concentracdo da droga levou a alteracdes ultraestruturais nos odcitos,
com excesso de metabolizacdo lipidica e desorganizacdo do citoesqueleto. Apesar disso,
ndo se observou diferenca na taxa de producdo de blastocistos avaliados no D 7, bem
como no numero total de células integras dos embrides. Mas observou-se uma maior
taxa de apoptose no grupo de blastocistos produzidos a partir de odcitos bloqueados
com a maior concentracdo de forskolin (P<0,05). Conclui-se que o forskolin, utilizado
isoladamente, ndo foi eficiente em bloquear a M Il. A maior concentracdo do agente
causou um alto indice de apoptose celular, sendo confirmado pela analise

ultraestrutural, entretanto sem prejudicar a PIV de embrides.
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Introducéo

Apesar dos avancos ocorridos na PIV, a eficiéncia da maturacéo in vitro (MIV)
ainda encontra-se inferior a maturacéo in vivo, o que limita sua aplicacdo nas técnicas
de reproducdo assistida (Gilchist, 2011). O processo de maturagdo inclui todos os
eventos que permitem ao o0cito expressar seu potencial maximo de desenvolvimento
apos a fecundacao. Neste sentido, a maturacdo € uma das fases mais importantes da PI1V
de embrides, pois € nesse periodo que 0 odcito adquire capacidade para prosseguir para
0s préximos eventos (Gottardi e Mingoti, 2009).

Embora os o0citos imaturos de mamiferos possam retomar a meiose apds o
isolamento de seus foliculos antrais (Edwards et al., 1965), nestas condicGes a
maturacdo citoplasmatica pode acontecer de forma assincrénica em relagdo a nuclear
(Janssenswillen et al., 1995; Huang et al., 1999). E necessério entdo, submeter o odcito
a um tempo maior de maturacdo citoplasmatica para que ele possa adquirir uma maior
competéncia para o desenvolvimento in vitro (Wu et al., 2006). Para isso, foi sugerido
que a inibicdo ou o atraso espontaneo da maturacdo nuclear in vitro permitiria um maior
tempo para o oocito acumular as moléculas importantes para o desenvolvimento
embrionério (Bilodeau-Goeseels, 2012).

O atraso da meiose pode ser obtido incubando-se os complexos cumulus
oophorus (CCOs) ainda imaturos com agentes inibidores, sendo a maturacao iniciada
logo apos a remocdo dos inibidores (Gilchrist e Thompson, 2007). O tratamento com
agentes que elevam a adenosina monofosfato ciclica (CAMP) levaram a resultados que
comprovam a participacdo deste composto no processo de bloqueio da maturagéo

nuclear (Bilodeau et al., 1993; Gilchrist e Thompson, 2007).
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A CAMP, derivada das células do cumulus, é transferida através dos
prolongamentos intracelulares que penetram a zona pelucida até o ooplasma,
consistindo em uma molécula reguladora da maturacao nuclear. Portanto, um desarranjo
do metabolismo funcional da comunicacdo entre oocitos e células do cumulus resultou
na reducdo da cAMP intra-oocitaria com consequente reinicio da meiose (Racowsky,
1984). Sendo assim, o forskolin consiste em um eficiente inibidor da maturacdo nuclear
em odcitos por estimular a cAMP (Racowsky, 1984; Sirard e First, 1988; Sirard, 1990;
Bilodeau et al., 1993).

Por sua vez, a maturacdo citoplasmatica é caracterizada por diversas mudancas
no formato e localizacdo das organelas celulares. Estas estdo intimamente relacionadas
com a aquisicdo da competéncia meittica e com a capacidade do odcito ser fecundado e
de passar pelo desenvolvimento embrionario (Hyttel et al., 1989).

Dentre as organelas citoplasmaticas, as mitocondrias entram como um papel
fundamental na maturacdo citoplasmatica, por possuirem grande importancia no
metabolismo oocitario, responsavel por suprir a energia que é consumida durante a
maturacdo. A migracdo das mitocéndrias para as areas de alto consumo de energia é
crucial para os o0citos e para os blastdmeros do embrido durante periodos criticos do
ciclo celular. Essas organelas sintetizam a adenosina trifosfato (ATP) necessaria para a
sintese de proteinas, as quais suportam a finalizacdo dos processos subsequentes de
maturacdo e do desenvolvimento embrionario (Krisher e Bavister, 1998; Stojkovic et
al., 2001). Sendo assim, as mitocondrias tém sido um parametro importante para acessar
0 potencial de competéncia do odcito e do embrido (Tarazona et al., 2006) pois a partir
de suas distribuicGes e atividade funcional pode-se estimar a maturacdo citoplasmatica

(Torner et al., 2004).
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Esse trabalho teve o objetivo de avaliar o blogueio da meiose oocitaria a partir
da adicdo de diferentes concentracdes de forskolin ao meio de MIV, por meio da
avaliacdo da atividade e distribuicdo mitocondrial, organizacdo ultraestrutural, bem
como formacdo de embrides, numero total de células integras e avaliacdo do indice de

apoptose nos blastocistos.

Materiais e Métodos
Todas as substancias que foram utilizadas neste trabalho foram adquiridos da
Sigma (Sigma-Aldrich®, Corporation, St. Louis, MO), exceto para aquelas que s&o

especificadas no texto.

Coleta dos ovarios e maturacao in vitro (MIV)

Foram utilizados ovarios de vacas Zebuinas de abatedouro comercial,
transportados ao laboratério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP/Botucatu. No laboratério, os ovarios foram lavados com NaCl a 0,9% a uma
temperatura de 37 a 38°C. Foram aspirados foliculos com didmetro entre 2 a 8 mm com
seringas de 10 mL e agulhas 40 x 12.

Apds a selecdo, os odcitos (n = 584) foram lavados e transferidos para gotas de
maturac&o in vitro (MIV) em Tissue Culture Medium — 199 (TCM 199°, Gibco 11150-
059, Grand Island, NY, USA) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB®, Gibco
12657-029, Grand Island, NY, USA), 0,011 g/mL de Piruvato de Sodio, 1 pg/ulL de
Horménio Foliculo Estimulante (FSH, Pluset®, Hertape), 5 pg/uL de Horménio
Luteinizante (LH, Lutropin®, Bioniche) e 16,6 pg/uL de Amicacina. Os oécitos
permaneceram em estufa com 5% de CO, em ar sob temperatura de 38,5°C e umidade

absoluta.
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Os odcitos permaneceram em meio de MIV em 3 diferentes concentraces do
Forskolin® (F-6886): 0,1mM; 0,05mM; 0,025mM durante 6 horas. Em seguida, foram
maturados por mais 18 horas em meio livre do Forskolin, totalizando em 24 horas de
maturacgéo.

Desta forma os grupos experimentais foram divididos conforme a adicéo das trés
concentragdes do forskolin sob dois periodos de tempo: 6 e 24 horas.

Grupo de odcitos com 6 horas: esse grupo avaliou somente o efeito bloqueador
do forskolin no o6cito num periodo de 6 horas.

Controle 6 horas: o6citos que foram maturados durante 6 horas na auséncia do
forskolin.

F 0,025 mM - Bloq: odcitos que foram maturados durante 6 horas com a
concentracdo de 0,025 mM de forskolin.

F 0,05 mM - Blog: odcitos que foram maturados durante 6 horas com a
concentracdo de 0,05 mM de forskolin.

F 0,1 mM - Blog: o6citos que foram maturados durante 6 horas com a
concentracdo de 0,1 mM de forskolin.

Grupo de odcitos com 24 horas: esse grupo avaliou o efeito blogueador do
forskolin num periodo de 6 horas, seguido da reversdo meiotica durante 18 horas no
odcito.

Controle: odcitos que foram maturados durante 24 horas na auséncia do
forskolin.

F 0,025 mM - Blog/Rev: od6citos que foram maturados durante 6 horas com a
concentracédo de 0,025 mM de forskolin, sequido da maturacdo por 18 horas na auséncia

de forskolin.
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F 0,05 mM - Blog/Rev: odcitos que foram maturados durante 6 horas com a
concentracdo de 0,05 mM de forskolin, sequido da maturacédo por 18 horas na auséncia
de forskolin.

F 0,1 mM - Blog/Rev: o0citos que foram maturados durante 6 horas com a
concentracdo de 0,1 mM de forskolin, seguido da maturacao por 18 horas na auséncia

de forskolin.

Avaliacao do estagio de maturacgdo nuclear

De cada grupo experimental foram retirados aleatoriamente odcitos com 0
(Imaturos), 6 e 24 horas de maturacdo (n = 712). As estruturas foram retiradas do meio
MIV e transferidas a0 meio TCM 199 Hepes® (Gibco 12340-03) com Hyaluronidase
Tipo 1l para o desnudamento. Os odcitos foram entdo transferidos para uma gota de 5
puL de Hoechst 33342 (concentracdo de 0,01 mg/mL) em uma lamina e cobertos com
laminula. Ap6s 20 minutos a morfologia nuclear foi observada em microscopio
invertido com luz fluorescente ultra-violeta (Leica DMIRB) classificando-se o nucleo
em Vesicula Germinativa (VG), Quebra da Vesicula Germinativa (QVG), Metafase |
(M 1), Metafase Il (M I1) e Degenerado ou Néo Identificado (D/NI) (onda de excitacao:

350 nm e onda de emissdo: 461 nm) (Figura 1).

Avaliacéo da atividade e distribui¢cdo mitocondrial

Para avaliacdo da maturacdo citoplasmatica, os odcitos em estagio de M Il (n =
10 por grupo) foram corados com o MitoTracker® Orange CMTMRos (Invitrogen,
Molecular Probes, M7510), para assim as mitocondrias serem visualizadas. Os 06citos
foram lavados 3 vezes em PBS com 3% de BSA e incubados durante 30 minutos no

mesmo meio contendo 280 nM de MitoTracker® Orange CMTMRos numa temperatura
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de 38°C sob 5% de CO, em ar. Apés a incubacéo, os odcitos foram lavados 3 vezes em
PBS sem BSA pré-aquecido. Posteriormente foram corados com 2,5 pg/mL de Hoechst
33342 em 3:1 (v/v) glicerol/PBS. A avaliacéo foi feita em microscopio invertido a Laser
Confocal da marca Leica TCS SP 5 (onda de excitacdo: 554 nm e onda de emisséo: 576

nm) (Figura 2).

Avaliacdo da ultraestrutura oocitaria

Foram utilizados de 5 a 10 odcitos e embribes de cada grupo experimental.

Os odcitos e os embrides foram fixados por no minimo 24 horas em solucdo de
glutaraldeido a 2,5% em tampédo fosfato 0,1 M, com pH = 7,4. Durante o tempo de
fixacdo estes foram incluidos em Agar a 2% o qual foi corado com azul de metileno
para facilitar sua visualizacdo. Apds a lavagem, no mesmo tampao, os odcitos/embrides
foram submetidos a pds-fixacdo em tetroxido de 6smio a 1% durante 3 horas a
temperatura de 4°C. Foram entéo, lavados por 3 vezes em agua bidestilada e iniciou-se a
desidratacdo em séries crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) durante 5 minutos
cada, repetindo-se a lavagem na concentracdo 100% por 3 vezes. A polimerizacéo foi
feita com Araldite 502 durante 72 horas a temperatura de 60°C.

Para localizacdo dos odcitos/embrides e selecdo de campos significativos para 0s
estudos ultraestruturais, foram obtidas sec¢bes semi-finas (0,5 pum) primeiramente com
navalha de vidro em ultramicr6tomo. Os cortes ultra-finos foram obtidos com navalha
de diamante e colhidos em grades de cobre, corados com acetato de uranila e citrato de
chumbo e examinados ao microscopio eletronico de transmissdo modelo Tecnai Spirit

da marca Fei Company.
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Fertilizacao in vitro (FIV)

Odcitos maturados de todos os grupos foram fertilizados in vitro (D 0 = FIV)
com sémen congelado de touro da raca Nelore (Bos taurus indicus). O sémen foi
selecionado pelo método Percoll (Parrish et al., 1995), sendo a concentracdo final
ajustada para 2 x 10° espermatozéides /mL. Os odcitos foram incubados durante 24
horas, em estufa com 5% de CO, em ar, sob temperatura de 38,5°C e umidade absoluta.

Os o6citos foram fertilizados em Human Tubal Fluid (HTF®, Irvine Scientific,
Santa Ana, California, USA) acrescido de 5 mg/mL de Albumina Sérica Bovina (BSA,
A-8806), 0,011 g/mL de Piruvato de Sodio, 0,5 mg/mL de Cafeina, 0,003 g/mL de
Heparina, de 0,0003 g/mL de Penicilinamina, 0,00011 g/mL de Hipotaurina e 0,00018

g/mL de Epinefrinae 16,6 pg/puL de Amicacina.

Cultivo in vitro (CIV)

Os provaveis zigotos foram cultivados em meio Synthetic Oviductal Fluid
(SOFaa — Holm et al., 1999) mais 2,7 mM de Mio-inositol, 0,2 mM de Piruvato de
Sodio, 5 mg/mL de BSA (A-8806), 2,5% SFB e 16,6 ug/pL de Amicacina. Os embrides
foram mantidos em estufa com 5% de CO,, 5% de O,, e 90% de N, sob temperatura de
38,5°C e umidade absoluta. No D 7 (D 0 = FIV) foi verificada a taxa de formacdo de

blastocisto.

Avaliacéo do indice de apoptose

Foi avaliado o indice de apoptose ap6s 7 dias de CIV (D 0 = FIV). Foram
utilizados de 10 a 15 embrides de cada grupo experimental pela técnica TUNEL®
(Terminal deoxinucleotil transferase Uracil Nick End Labeling) que identifica in situ, a

fragmentacdo internucleossomica do DNA, evento este resultante da apoptose. Esta
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avalia¢do foi realizada com o “Kit in Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein”
(Roche® - 11 684 795 910, Mannheim, Alemanha).

Os embrides foram lavados em solucdo de lavagem (0,1% PVP/PBS) e fixados
em solucdo fixadora (paraformoldeido a 4%) por 1 hora em temperatura ambiente.
Posteriormente foram permeabilizados em solugdo permeabilizadora (0,1% de triton X-
100 e 0,1% citrato de sodio em PBS) por 1 hora em camara Uumida e temperatura
ambiente. Os embrides foram incubados no controle positivo e negativo com a solugéo
de DNAase (Promega, M 6101, Madison, EUA) por 1 hora a 37°C (estufa) no escuro.

Apds, o controle positivo e as amostras foram incubadas em gotas de 10 pL do
MIX TUNEL em laminas com coroa de esmalte por 1 hora a temperatura de 37°C no
escuro e em camara Umida. O controle negativo foi incubado apenas com solucéo
marcadora na auséncia da solucdo enzimatica para conferir a marcacéo.

Apds serem lavados em solucdo de lavagem, controles e amostras foram
submetidos a um contraste para visualizacdo do DNA com solu¢do de Hoechst 33342 (1
mg/mL) e glicerol em uma ldmina com laminula e foram analisados em microscopio de
fluorescéncia invertido. Com filtro de excitacdo de 450-490 nm e de emissdo de 515 nm
os nucleos fluorescentes em verde (isotiocianato de fluoresceina - FITC) foram
considerados as células TUNEL positivas, ou seja, apresentaram o DNA fragmentado.
Com filtro de excitacdo de 365 nm e de emissdo de 420 nm os ndcleos fluorescentes em
azul (Hoechst 333342) indicaram a presenca e a localiza¢do do ndcleo das células.

Para a contagem do nimero de células apoptoticas (coradas em verde) e nimero
total de celulas (coloracao azul) foi utilizado o programa Image J 1.41 (Wayne Rasband
National Institutes of Health, Bethesda, EUA). Com base nestes dados, foi feito o
calculo da porcentagem de ocorréncia da apoptose (numero de células apoptdticas em

relacdo ao numero total de células do embrido).
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Anélise Estatistica

Para andlise estatistica, os dados foram analisados utilizando a ANOVA atraves
do PROC GLM do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Fontes de variagdo no
modelo incluindo tratamento e réplica foram considerados como efeito fixo e aleatorio,
respectivamente. Se a ANOVA foi significativa, os contrastes das médias foram
realizados utilizando a diferenca dos quadrados minimos. Os dados sdo apresentados
como média dos quadrados minimos e erro padrdo. Para todas as analises foi adotado o

nivel de significancia de 5%.

Resultados

N&o houve diferenca com relacdo ao estagio de desenvolvimento nuclear entre
0S grupos controle e tratamentos quando os odcitos foram cultivados por 6 horas com as
3 concentracbes de forskolin (Tabela 1). Quando esses odcitos foram cultivados por 6
horas com as diferentes concentragdes de forskolin e posteriormente por 18 horas na
auséncia desse agente, foi observada diferenca estatistica no estagio de M | entre os
grupos controle e o que usou a maior concentracdo de forskolin (P < 0,05 — Tabela 2).

Ndo houve diferenca com relacdo a atividade mitocondrial, nem com a
distribuicdo heterogénea das mitocdndrias pelo citoplasma de odcitos em M Il entre 0s
grupos, indicando que independente da dose do forskolin a atividade mitocondrial se
manteve estavel (Tabela 3).

A partir da analise ultraestrutural foi observado que o grupo de o6citos avaliados
imediatamente apds a aspiracdo (grupo Imaturo - O hora) apresentou celulas da
granulosa mais compactas (Figura 3 A). Os granulos corticais estavam localizados na
regido central do ooplasma em forma de cluster (Figura 3 B). Foi observada a presenca

de projeces das células do cumulus (PCCs) transpassando pela zona pelucida (Figura 3
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D). Além do mais, esse grupo de odcitos se caracterizou com um espaco perivitelinico
maior que o grupo maduro (Controle — Figura 3 B, C e D).

Os odcitos que foram maturados por 24 horas (grupo Controle) apresentaram as
células da granulosa bem expandida (Figura 4 A), com granulos corticais na periferia do
odcito (Figura 4 B e C) e muitas mitocondrias adjacentes as gotas lipidicas (Figura 4 B
e D). Observou-se também presencas de PCCs com projecdes terminando no espaco
perivitelinico (Figura 4 C).

Os odcitos dos grupos F 0,05 mM — Blog e do grupo F 0,05 mM — Blog/Rev
apresentaram morfologia do citoplasma semelhante ao grupo controle 24 horas, com 0s
granulos corticais na periferia do odcito e uma boa quantidade de microvilosidades na
membrana vitelinica (Figura 5 A e C). Por outro lado, os odcitos do grupo F 0,1 mM —
Blog e do grupo F 0,1 mM — Blog/Rev apresentaram uma alta metabolizacdo dos
lipidios, indicada pela presenca de inimeras figuras mielinicas (Figura 5 B). Além
disso, foi observada uma desorganizacdo do citoplasma e auséncia total de
microvilosidades (Figura 5 B e D). Em ambos os grupos tratados com F 0,1 mM
observou-se ainda reticulo endoplasmatico liso dilatado na periferia do oécito (Figura 5
B). Independente da dose usada, a expansdo das células da granulosa s6 foi observada
nos grupos de odcitos que foram revertidos.

Apesar de néo ter havido diferenca na taxa de formagéo de blastocistos entre os
grupos controle e tratamentos (Tabela 4), observou-se uma maior taxa de células em
apoptose no grupo de blastocistos produzidos a partir de odcitos maturados por 6 horas
com a maior concentracdo de forskolin seguidos pela reversédo por 18 horas (0,1 mM)
(Tabela 5 — P < 0,05 — Figura 7).

Os blastocistos que foram produzidos a partir de o6citos maturados por 6 horas

com diferentes concentracgdes de forskolin seguidos da maturacdo por 18 horas em meio
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livre de forskolin apresentaram caracteristicas similares quando avaliados na
microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Observou-se a presenca de mitocondrias
associadas a granulos lipidicos e reticulos endoplasmaticos lisos (Figura6 A e A’). Da
mesma forma o complexo de Golgi foi observado na maioria dos grupos estudados
(Figura 6 A’, B, B’, C, C’, D’). Jung¢des entre as células do trofoblasto foi comumente

observada entre as células de todos os grupos (Figura 6 C e D’).

Discusséo

Um dos fatores agravantes encontrado para as baixas taxas da PIV consiste na
remocdo do oocito de seu ambiente folicular, com consequente perda da interacao
morfoldgica, hormonal e molecular entre odcito e células foliculares e a soma desses
fatores determina o prejuizo na qualidade e competéncia oocitaria, levando a
diminuicdo na producdo de blastocistos, quando comparada aquela obtida in vivo
(Gottardi e Mingoti, 2009).

Desde meados dos anos 30, Pincus e Enzmann (1935) ja haviam demonstrado
que os odcitos de mamiferos quando removidos de seus ambientes foliculares e
cultivados em meio de maturacdo recomecam a meiose espontaneamente, mesmo na
auséncia de estimuladores hormonais. Essa informacdo nos leva a entender que o
foliculo contém fatores bloqueadores da meiose.

O forskolin tem sido usado no meio de maturagdo como inibidor da meiose, por
ser um estimulador direto da unidade catalitica da enzima adenilato ciclase, justamente
por estimular a cAMP em células somaticas (Dekel et al., 1984; Sirard 1990).

A partir da concentracdo do forskolin 0,1mM ja existente em experimentos
anteriores utilizada para atrasar ou inibir o reinicio da meiose (Dekel et al., 1984, Sirard,

1990; Bilodeau et al., 1993; Bilodeau-Goessels, 2006), foi determinado utilizar nesse
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experimento concentracdes menores, a fim de ndo causar degeneracfes ao odcito e
consequentemente ao embrido.

Desta forma, foram usadas trés concentrac6es diferentes de forskolin durante um
periodo de 6 horas: 0,025 mM; 0,05 mM e 0,1 mM e foi observada uma similaridade na
resposta as doses, uma vez que independente da concentracdo, a maioria dos odcitos
permaneceu em QVG ou em M | durante o periodo de tratamento.

No presente experimento nenhum grupo manteve seu ndcleo em estagio de VG —
0 que seria desejado — independente da concentracao do forskolin utilizada. Talvez, esse
efeito negativo, pode ser um reflexo do baixo tempo que os od6citos foram mantidos com
o forskolin, na tentativa de serem bloqueados, uma vez que a literatura indica um
periodo de 24 horas (Bilodeau et al., 1993; Imai et al., 2002). Entretanto, em nosso
laboratério em experimentos anteriores, ja foi testado o tempo de bloqueio com 24
horas, mas foram obtidas grandes taxas de degeneracdo nuclear (VG: 0 = 1,6; QVG: 8,7
+4,1; MI: 359+ 7,4; MII: 1,9 £ 5,6; Deg/NI: 40,9 + 5,9 — P < 0,05).

Com isso, o tempo para 0 blogueio da meiose desse experimento foi definido
segundo estudos anteriores (Sirard e First, 1988; Sirard et al., 1989) os quais
demonstraram que a QVG acorre com 6 a 9 horas, ou seja, com 8 horas mais ou menos,
0 odcito ja deve ter retomado a meiose (Bilodeau et al., 1993).

Sirard (1990) encontrou um grande nimero de odcitos em QVG logo apos sua
aspiracdo. Da mesma forma, nesse experimento, também foi encontrado um grande
nimero de odcitos com seu ndcleo em QVG (dados ndo demonstrados). Uma
explicacdo fundamental pode ser pelo grande tempo que o odcito levou do abatedouro
até o laboratorio, fazendo seu ndcleo entrar em maturacdo precoce, talvez pelos
processos pos-mortem do animal. Uma segunda explicacdo pode ser que nas condic¢des

do presente experimento, o bloqueio foi realizado na presenca do FSH no meio de
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maturacdo, 0 que poderia estar atuando como um ativador da PDE induzindo
parcialmente a degradacéo de certos niveis de cCAMP, apesar da presenca do forskolin.

Existem muitos trabalhos demonstrando a reversdao meiotica apds o blogueio
(Guixue et al., 2001; Bilodeau-Goeseels, 2003; Marques et al., 2007; Adona et al.,
2008). Para determinar se a maturacdo nuclear é reversivel, os odcitos sao cultivados na
presenca de bloqueadores e seguida em meios livres dos bloqueadores e seus nucleos
avaliados logo apos (Bilodeau-Goeseels, 2003).

Entretanto, até o presente momento, ndo foram encontrados na literatura
trabalhos com o forskolin bloqueando odcito bovinos seguido pela reverdo meidtica.
Pela primeira vez, ap06s o bloqueio dos od6citos com o forskolin durante 6 horas com as
trés concentragdes (0,025 mM, 0,05 mM e 0,1 mM) foi testada reversdo meidtica desses
odcitos, por um periodo de 18 horas.

Observou-se um grande numero de od6citos estacionados em M | quando o
forskolin foi utilizado na concentracdo de 0,1 mM, diferenciando somente do grupo
Controle. Pode-se dizer que o forskolin em sua maior dosagem possui um pequeno
efeito retardatario sobre a M |, entretanto sem prejudicar a maturacao final, uma vez que
nessa concentragdo os indices de M 11 ndo diferiram entre os grupos.

A reversdao do bloqueio meiotico aconteceu de forma semelhante independente
da concentracdo de forskolin utilizada, ja que ao final do periodo de maturacdo o grupo
Controle e todos os tratamentos se encontram igualmente em M I1. Esses resultados sdo
superiores aos de alguns autores que encontraram em seu experimento a maior parte dos
odcitos parados em VG (84,4%) e nenhum em M Il apds o término da MIV com
forskolin (Katska-Ksiazkiewicz et al., 2011).

A atividade, a morfologia e a distribuicdo mitocondrial podem ser usadas como

critérios de avaliacdo da qualidade e competéncia de odcitos (Nagai et al., 2006;
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Egerszegi et al., 2010), além de ser uma chave para o inicio da apoptose. Existe um
aumento na intensidade de fluorescéncia mitocondrial durante a maturacdo (Katska-
Ksiazkiewicz et al., 2011) e a respiracdo da mitocondria em o0citos esta intimamente
relacionada com a competéncia do desenvolvimento embrionario (Stojkovic et al.,
2001; Torner et al., 2004).

Ambruosi et al. (2009) estabeleceram trés padrdes sobre avaliacdo mitocondrial
em oo6citos em M I1. 1) Distribuicdo homogénea de pequenos granulos de mitocondrias
pelo citoplasma: indica um citoplasma oocitario imaturo. 2) Distribuicdo heterogénea de
pequenos e/ou grandes granulos de mitocondrias: indica um citoplasma oocitario
maduro. 3) Acumulacdo de mitocdndrias na regido periférica e/ou ao redor do nucleo:
maturacao citoplasmatica completa.

No presente experimento, foi utilizada MitoTacker Orange CMTM Ros, para
avaliacdo da atividade oxidativa mitocondrial. Esta sonda é sequestrada rapidamente
pelas organelas que estdo respirando ativamente dependendo de sua atividade
oxidativa (Toner et al., 2004; Ambruosi et al., 2009; Katska-Ksiazkiewicz et al., 2011).
Né&o foi observada diferenca na intensidade de fluorescéncia entre os grupos, indicando
gue independente da dose do forskolin a atividade mitocondrial se manteve estavel.

Quando a distribuicdo das mitocdndrias no citoplasma oocitario foi avaliada
foram encontradas duas formas basicamente: a heterogénea e a homogénea. Entretanto,
a distribuicdo heterogénea prevaleceu em todos os grupos tratados com forskolin, ndo se
diferenciando do grupo Controle e segundo Ambruosi et al. (2009) essa distribuigédo
indica um citoplasma maduro do odcito. Esses achados reforcam o conceito de que
mesmo na presenca do forskolin, o odcito foi capaz de sofrer maturacéo citoplasmatica

e gque as mitocondrias apresentam papeis fundamentais na mensuracdo da maturagdo
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oocitaria associada a maturacdo nuclear a partir de suas distribuicdo e movimentagédo
pelo citoplasma.

A partir da avaliacdo da ultraestrutura por microscopia eletronica de transmissédo
(MET), foi possivel observar que o grupo de oocitos avaliados imediatamente apos a
aspiracdo (grupo Imaturo - 0 hora) apresentou celulas da granulosa compactas e
granulos corticais localizados na regido central do ooplasma, em forma de clusters.
Estas caracteristicas sdo sinais marcantes de imaturidade oocitarias (Hyttel, 2011),
esperadas neste grupo. Além disso, foram observadas mitocondrias e gotas lipidicas em
grande namero, assim como relatado por Auclair et al. (2013). Esse grupo de odcitos
imaturos se caracterizou com um espaco perivitelinico maior que 0s demais grupos.

As células do cumulus possuem numerosas projecdes, chamadas de projecdes
das células do cumulus (PCCs) as quais atravessam a zona pellcida até chegarem ao
oolema (Hyttel et al., 1986). Basicamente existem dois tipos de juncdes que compde as
PCCs, as juncdes Gap que sdo encontradas entre as células da granulosa adjacentes e as
junces intermedidrias que estdo entre as microvilosidades das células da granulosa e o
odcito (Hyttel, 2011). No grupo de odcitos Imaturos foram observadas somente as
junces intermedidrias entre as microvilosidades, isto pode acontecer devido aos cortes
obtidos no presente experimento.

Hyttel et al. (1986) e Hyttel (2011) descreveram que com o desenvolvimento
oocitério, as mitocdndrias e os granulos lipidicos se direcionam a periferia do o06cito;
entretanto, quando o odcito encontra-se num estado maduro, essas duas estruturas
posicionam-se numa regido mais central do ooplasma, enquanto que os granulos
corticais caminham para a periferia (Hyttel, 2011). Essas observacdes também foram
encontradas no grupo de oocitos maturados por 24 horas (grupo Controle), onde os

granulos corticais passaram a ser observados distribuidos na periferia dos oocitos.
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No grupo Controle, foi observada também a associacdo das mitocondrias, gotas
lipidicas e do reticulo endoplasmatico liso, formando a unidade metabolica (Kruip et al.,
1983; Hyttel, 2011). As PCCs ainda estavam presentes, em forma de juncdes
intermedidrias, entretanto atravessando a zona pelicida e ndo se ligando mais ao
oolema, mas retraindo suas projecdes finais no espaco perivitelinico.

Os o6citos do grupo F 0,05 mM — Blog e do grupo F 0,05 mM — Blog/Rev
apresentaram uma boa preservacdo do citoplasma, com morfologia semelhante aos
grupos controle. Os granulos corticais apareceram na periferia do oo6cito e uma boa
qualidade de microvilosidades foi observada na membrana vitelinica. Essas
caracteristicas assemelham-se com odcitos maduros da literatura (Hyttel et al., 1986;
Hyttel, 2011).

Tanto os oocitos do grupo que foram bloqueados, quanto os blogueados e
revertidos com a maior dose de forskolin (grupos F 0,dmM — Bloq e F 0,ImM -
Blog/Rev, respectivamente) apresentaram uma alta metabolizacdo de lipidio
citoplasmatico, representada pela visualizacdo figuras mielinicas em abundancia. Além
disso, foi observada uma desorganizacdo do citoplasma, indicando uma possivel
desestruturacdo do citoesqueleto a qual foi evidenciada pela total auséncia de
microvilosidades no espaco perivitelinico. Essas alteracbes quando analisadas em
conjunto indicam uma severa alteragdo do metabolismo oocitario.

Os odcitos que foram somente blogueados com o forskolin (F 0,1 mM - Bloq e
F 0,05 mM - Bloq) apresentaram um ndmero bem maior de mitocdndrias quando
comparados com seu respectivo grupo seguidos da reversdo meidtica. Esse evento pode
estar demonstrando o momento ideal da metabolizacdo oocitaria, que pode estar
ocorrendo por volta das 6 horas ap6s o bloqueio, sendo estimulado mais ainda pelo

forskolin, independente de sua concentracgéo.
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A literatura indica o forskolin como um eficiente inibidor da maturacdo nuclear
em oocitos (Ekholm et al., 1984; Racowsky, 1984; Sirard, 1990 Bilodeau et al., 1993),
mas nenhum trabalho produziu embriBes in vitro apds o bloqueio desses odcitos com
esse agente seguido da reversdo. Desta forma, esse experimento produziu pela primeira
vez embriBes in vitro a partir de oocitos bloqueados com o forskolin nas trés
concentragdes diferentes (0,025 mM, 0,05 mM e 0,1 mM) por um periodo de 6 horas,
sendo prontamente revertidos em meio livre do agente bloqueador, durante 18 horas.
Todas as concentracfes foram capazes de produzir embrides de forma similar ao grupo
Controle, ou seja, a taxa de blastocisto nao foi afetada pelos tratamentos.

Adona et al. (2008) também ndo encontraram diferenca na taxa de blastocisto,
quando utilizaram butirolactona e roscovitina para bloquear a meiose, assemelhando-se
com as taxas do presente experimento (variaram de 25,8% a 36,5%). Segundo esses
autores acima, a taxa de clivagem, taxa de blastocisto e o nimero total de células, ndo
sdo afetadas pelas modificagbes na maturacao in vitro.

Ao contrario, Hashimoto et al. (2002) obtiveram um aumento na taxa de
blastocistos, utilizando butirolactona como bloqueador, associado a diferentes
condicdes de cultivo, inclusive uma baixa concentracdo sérica de 5%. Nesse caso,
podemos constatar que nesse trabalho foi utilizada uma concentracdo de 10% de SFB na
MIV e talvez seja esse o fator agravante durante o bloqueio meidtico. Kubelka et al.
(2000) relataram que o uso do SFB no meio de maturacdo resulta na perda parcial da
capacidade de bloqueio.

Quando Imai et al. (2002) avaliaram o numero total de células em embribes que
foram bloqueados com a butirolactona por 24 horas e revertidos por 20 horas, nédo
encontraram diferencgas. Lonergan et al. (2000); Mermillod et al. (2000); Adona et al.

(2008) tambem n&o encontraram diferenga no nimero total de células. Esses resultados
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estdo de acordo com o presente experimento, onde independente da concentragdo
utilizada de forskolin para bloquear a meiose, 0 nimero total de células se manteve
igual ao grupo Controle.

Entretanto, a melhor forma para se avaliar a qualidade embrionéria é através da
apoptose, uma vez que uma alta incidéncia desta esta associada com a reducdo da
viabilidade embrionaria (Byrne et al., 1999). Uma das formas de quantificacdo da
apoptose é através da reacdo de TUNEL, que possibilita a detecgdo in situ de células
apoptoticas, pela marcagdo da fragmentacdo oligonucleossomal do DNA geradas pela
atividade de DNAases enddgenas durante o processo de apoptose (Gjorret et al., 2003).

A apoptose de células embrionarias tem recebido uma crescente atencéo,
principalmente devido ao seu papel em resposta as condi¢cdes de subdesenvolvimento.
Assim, 0 aumento da apoptose celular consiste num indicador de condi¢Ges inadequadas
de cultivos in vitro para odcitos (Kim et al., 2008).

A maioria dos trabalhos demonstra que a melhor concentracdo do forskolin para
bloquear a meiose € de 0,1 mM (Sirard, 1990; Bilodeau et al., 1993). Entretanto, apesar
dessa dose de forskolin ser eficiente para bloquear a meiose e de ndo ter tido diferenca
na taxa de formacdo de blastocistos e no numero total de células integras entre os
grupos Controle e tratamentos, houve uma maior taxa de células apoptoticas no grupo
de blastocistos que foram tratados com essa dose por 6 horas e revertidos por 18 horas
na MIV. Isso demonstra que a maior dose desse agente pode induzir a degeneracao
embrionéria.

Esse achado é de grande interessante, pois a concentracdo de 0,1 mM
normalmente utilizada pelos autores (Dekel et al., 1984; Sirard, 1990; Bilodeau et al.,
1993; Bilodeau-Goessels, 2006) foi a que mais prejudicou o0s od6citos desse

experimento, demonstrado pela alteracdo da ultraestrutura citoplasmatica. Esta
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alteracdo, embora ndo tenha sido suficiente para reduzir a taxa de formacdo de
blastocistos, levou a formacdo de embrides de pior qualidade, com um maior indice de
células apoptoticas.

Basicamente no citoplasma de todos os grupos embrionérios, foram observadas
associacfes de granulos lipidicos distribuidos, reticulo endoplasmatico liso e
mitocondrias. De acordo com Kruip et al. (1983) e Hyttel (2011) a associacdo de
mitocondrias e lipidios indica a formacdo de unidades metabdlicas. A presenca destas
unidades metabolicas funcionais € um indicativo de alta atividade metabolica na célula
(Sturmey et al., 2006). Com o desenvolvimento do embrido as mitocondrias comecam a
se alongar apresentando cristas transversais e o reticulo endoplasmatico rugoso comeca
a se desenvolve, sinalizando a sintese proteica (Hyttel, 2011).

No presente experimento o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico liso
encontravam-se bem evidentes em todos os grupos, indicando uma boa distribuicdo das
ultraestruturas e as juncdes tight foram visualizadas entre os blastbmeros dos grupos F
0,05 MM e F 0,1 mM.

O desenvolvimento completo do embrido é demonstrado pela presenca da massa
celular interna associada a cavidade da blastocele que sdo envolvidas pelo trofoblasto.
Os trofoblastos sdo conectados pelas juncdes tight e desmossomos enquanto que as
massas celulares internas sdo conectadas pelas jung¢Ges densas (coating) (Hyttel, 2011).
Essas juncdes tight encontraram-se organizadas em microvilosidades e sdo responsaveis
por manter a histoarquitetura do embrido (Bhojwani et al., 2007).

Conforme o embrido se desenvolve os espacgos intercelulares diminuem, pois a
blastocele se torna mais organizada e ocupa uma propor¢do maior do embrido (Crosier
et al., 2001) e o citoplasma passara a ocupar uma propor¢éo decrescente do blastocisto,

devido ao aumento desse fluido dentro da blastocele e do subsequente achatamento das
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células embrionéarias (Linares e Ploen, 1981; Crosier et al., 2001). Nesse experimento,
em nenhum grupo foram observados os espacos intercelulares, pois todos os embrides
utilizados eram expandidos ou eclodidos, o que causou uma diminui¢do desses espacos

intercelulares.

Concluséo

O forskolin utilizado sozinho, por 6 horas, ndo foi eficiente em bloquear o
reinicio da meiose. Todos 0s grupos experimentais alcancaram o estagio de M Il apos
serem maturados sob diferentes concentracfes de forskolin, no entanto, na concentracéo
de 0,1 mM foi observado um grande numero de odcitos ainda em M | mesmo apos 24
horas de maturacdo. A maior concentracdo do agente levou a alteracGes ultraestruturais
nos oocitos, mas ndo influenciou a taxa de producdo embrionaria. Apesar disso, nesta

concentracdo, foi observado um alto indice de apoptose celular.
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Tabela 1: Avaliacdo da maturacdo nuclear com Hoechst 33342 de odcitos maturados
por 6 horas com diferentes concentracdes de forskolin. Total de 8 réplicas com 298

odcitos (média dos quadrados minimos + erro padréo).

Estagios de Desenvolvimento do Ndcleo

Tratamentos VG QVG M I M 11 D/NI

Controle (6 horas) 8,4+45 36,9+7,2 28,2 +6,7 35+12 230+56
F 0,025 mM — Bloq 2,3+45 351+7,2 29,8 +6,7 00+12 20,3+56
F 0,05 mM —Bloqg 2,1 +45 351+7,2 42,1 +6,7 00+12 20,0+56

F 0,1 mM - Bloq 125+45 49,8+7,2 22,1 +6,7 06+12 149+56

VG: Vesicula Germinativa; QVG: Quebra da Vesicula Germinativa; M |. Metafase |; M
I1: Metéfase 11; D/NI: Degenerado ou Nao Identificado. Ndo houve diferenca estatistica
(P >0,05).

Tabela 2: Avaliacdo da maturacdo nuclear com Hoechst 33342 de odcitos maturados
por 6 horas com diferentes concentracfes de forskolin, sequido da maturacéo livre do
agente por 18 horas. Total de 8 réplicas com 336 o6citos (média dos quadrados minimos

* erro padréo).

Estégios de Desenvolvimento do Nucleo

Tratamentos VG QVG M I M Il D/NI

Controle 00+1,3 08+18 83+59" 67,7+83 73+34
F 0,025 mM — Blog/Rev 28+13 07+19 208+64* 67,7+89 8,9+37
F 0,05 mM — Blog/Rev 0,0+15 44+21 158+7,0" 659+98 13,7+4,1
F 0,1 mM — Blog/Rev 0,0+14 1,019 341+64° 502+89 146+ 3,8

VG: Vesicula Germinativa; QVG: Quebra da Vesicula Germinativa; M I: Metafase |, M
II: Metafase 11; D/NI: Degenerado ou Néo Identificado. Letras sobrescritas incomuns

na mesma coluna diferem (P < 0,05).
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Tabela 3: Avaliagdo da maturacdo citoplasmatica a partir da intensidade de
fluorescéncia e da distribuicdo das mitocondrias com MitoTracker® Orange CMTMRos
de odcitos maturados por 6 horas com diferentes concentracfes de forskolin, seguido da
maturacdo livre do agente por 18 horas. Total de 8 réplicas com 10 odcitos por grupo

(média dos quadrados minimos + erro padréo).

Intensidade de Fluorescéncia Distribuicio da Mitocondria (%)

Tratamentos
(x10°) da Mitocondria Homogénea Heterogénea
Controle 93,6 +5,8 87,5 12,5
F 0,025 mM — Blog/Rev 93,558 87,5 12,5
F 0,05 mM — Blog/Rev 86,6 +5,8 90,0 10,0
F 0,1 mM — Blog/Rev 87,1+58 85,7 14,3

N&o houve diferenca estatistica (P > 0,05).

Tabela 4: Taxa de formacéo de blastocistos avaliados no D 7 a partir odcitos maturados
por 6 horas com diferentes concentracOes de forskolin, sequido da maturagéo livre do

agente por 18 horas. Total de 8 réplicas (média dos quadrados minimos + erro padréo).

Total (N) Producéo de Blastocistos (%0)
Tratamentos Odc Blast Bi BI Bx Bn Be Total
Controle 166 61 84+27 71+£23 127+32 53+x17 32+10 36,737
F 0,025 mM-Blog/Rev 136 43 113+27 56%x23 120+23 21+17 14+10 32637
F 0,05 mM-Blog/Rev 138 39 53+27 78+23 93x23 60+£17 0610 292+37
F 0,1 mM-Blog/Rev 144 34 10927 72+23 7,0x23 0 0 25,1+3,7

Estagio de desenvolvimento embrionario avaliado no D 7: Bi: blastocisto inicial; Bl:
blastocisto; Bx: blastocisto expandido; Bn: blastocisto em eclosdo; Be: blastocisto

eclodido. N&o houve diferenca estatistica (P > 0,05).
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Tabela 5: Avaliacdo do numero total de células e do indice de apoptose de blastocistos
no D 7, a partir de oocitos maturados por 6 horas com diferentes concentracfes de
forskolin, seguido da maturacdo livre do agente por 18 horas. Total de 8 réplicas com 10

a 15 embriBes por grupo (média dos quadrados minimos + erro padréo).

NuUmero total de Taxa de células em
Tratamentos
células integras apoptose
Controle 140,1 + 13,0 12,1 +2,5°
F 0,025 mM — Blog/Rev 129,9 + 13,0 12,9 +2,5°
F 0,05 mM — Blog/Rev 139,0 + 13,0 13,5+ 2,5°
F 0,1 mM - Blog/Rev 104,4 + 13,0 30,2 +25°

| etras sobrescritas incomuns na mesma coluna diferem (P < 0,05).
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Figura 1: Apresentacdo fotogréafica da avaliacdo dos estagios nucleares dos odcitos dos
grupos experimentais em microscopio invertido com luz fluorescente ultra-violeta.
Apos a coloracdo com Hoechst 33342 os od6citos foram classificados em: Vesicula
Germinativa (VG); Quebra da Vesicula Germinativa (QVG); Metafase | (M I);
Metéafase Il (M I1) e Degenerado ou N&o Identificado (D/NI). Aumento de 400 x.
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Figura 2: Imagem ilustrativa da técnica de coloracdo dos oocitos com MitoTracker

Orange CMTMRos, avaliados em microscopio invertido a Laser Confocal. A: Odcito
em M Il corado com Hoechst 33342. B: Overlay do o6cito corado com MitoTracker
Orange CMTMRos. C: Varios cortes de um Unico od6cito, realizados pelo microscépio
Confocal — esses cortes referem-se ao o6cito em destaque (B) (Barras: A: 28,5 um; B:
30,1 um; C: 30,4 um).
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*

Figura 3: Avaliacdo em Microscopia Eletrénica de Transmissdao (MET) de odcitos do
grupo Imaturo (0 hora). A: células da granulosa (CG) bem compactas. B: presenca de
cluster de granulos corticais (GC), mitocondrias (Mt) e granulos lipidicos (GL). C:
espaco perivitelinico (EP) bem dilatado. D: presenca de microvilosidades (Mv) e
jungdes das células da granulosa do tipo juncdo intermedidria (JI) e reticulo

endoplasmatico liso (REL). Cit: citoplasma. ZP: zona pellcida.
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Figura 4: Avaliacdo em Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (MET) de odcitos do

grupo Controle. A: caracteristica normal das células da granulosa (CG) apds 24 horas
de maturagdo, com aspecto expandido. B: citoplasma contendo associacGes de
mitocdndrias (Mt) e granulos lipidicos (GL). Observar que os clusters de granulos
corticais (GC) se desfizeram e se direcionaram para a periferia do ooplasma. C:
resolucdo maior do ooplasma demonstrando a associagdo existente entre mitocondrias
(Mt) e reticulo endoplasmatico liso (REL), as juncdes intermediarias (JI) e os granulos
corticais (GC) periféricos. D: presenca de granulos lipidicos (GL) ja em processo de
metabolizacdo pelas mitocdndrias (Mt). Cit: citoplasma. ZP: zona pellcida.
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Figura 5: Avaliacdo em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de odcitos dos
grupos somente blogueados (A e B) e bloqueados e revertidos (C e D). A: Odcitos do
grupo F 0,05 mM que foram blogueados por 6 horas — apresentaram uma melhor
preservacao do citoplasma. B: Odcitos do grupo F 0,1 mM que foram bloqueados por 6
horas — apresentaram uma alta metabolizacdo dos granulos lipidicos (GL), demonstrado
pela grande desorganizacdo do citoplasma (Cit) e pela presenca de figuras mielinicas
(Mi). C: Odcitos do grupo F 0,05 mM que foram bloqueados por 6 horas e revertidos
por 18 horas — também demonstraram uma melhor preservacdo de suas estruturas. D:
Odcitos do grupo F 0,1 mM que foram bloqueados por 6 horas e revertidos por 18 horas
— apresentou uma desorganizagdo das estruturas citoplasmaticas. Mt: mitocondrias. EP:
espaco perivitelinico. JI: juncdo intermediaria. REL: reticulo endoplasmaético liso. ZP:

zona pelucida.
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Figura 6: Avaliacdo em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de blastocistos
PIV (D7) a partir de odcitos bloqueados por 6 horas com diferentes concentraces de
forskolin na maturacdo e revertidos por 18 horas em meio livre de forskolin.
Blastocistos do grupo Controle — A: presenca de mitocondrias (Mt), granulos lipidicos
(GL) e reticulo endoplasmético liso (REL) associados. Observar a alta metabolizagdo
dos granulos lipidicos (GL) e A’: presenca de varios complexos de Golgi (cG) e reticulo
endoplasmatico liso (REL) pelo citoplasma. Blastocistos do grupo F 0,025 mM — B:
observacao de um citoplasma (Cit) evidente com as mitocondrias (Mt) complexos de
Golgi (cG), granulos lipidicos (GL) e nucleo celular (N) e B’: observacdo do nucleo
celular (N), da zona pellcida (ZP) bem dilatada e auséncia de espaco perivitelinico (EP)
e microvilosidades (Mv). Blastocistos do grupo F 0,05 mM - C: presenca de
mitocondrias (Mt) com cristas incompletas e granulos lipidicos (GL) em menores
quantidades. Foi observada a presenca de juncdes entre os blastdmeros do tipo jungdes
tight (coating) (JT) e C’: presenca de muitas microvilosidades (Mv) e complexo de
Golgi (cG). Blastocistos do grupo F 0,1 mM — D: visualizacdo das mitocdndrias (Mt) e
granulos lipidicos (GL) e D’: além dos complexos de Golgi (cG), entre as células foi

encontrada a juncdo densa (coating) (JD). BL: blastocele.



77

FIGURA 7: Embrides bovinos dos diferentes grupos submetidos a técnica TUNEL
avaliados em microscopio de fluorescéncia invertido. CN: controle negativo da técnica;
CP: controle positivo da técnica. A e A’: grupo Controle; B e B’: grupo F 0,025 mM; C
e C’: grupo F 0,05 mM; D e D’: grupo F 0,1 mM. Coloragéo azul (Hoescht) representa o
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numero total de células integras. Coloracdo verde (FITC) indica o DNA fragmentado de
celulas apoptoticas. Aumento de 400 x. Barra: 100 pm.



Capitule 3
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RESUMO

A presenca do soro fetal bovino (SFB) no meio de cultivo tem influenciado a qualidade
embrionaria causando uma reducdo na sobrevivéncia pos-criopreservacdo. O forskolin
vem sendo utilizado para induzir a lipolise e aumentar a criotolerancia, por ser um
ativador da adenilato ciclase elevando os niveis de CAMP. No presente experimento,
zigotos bovinos foram cultivados em meio SOFaa até o dia 6, quando foram divididos
em quatro grupos para a adicdo do forskolin: Controle; 2,5 uM; 5 uM e 10 pM,
permanecendo por 24 horas em presenca da droga. Foi verificada a taxa de formacéo de
blastocistos, a quantificacdo dos granulos de lipidios, a avaliacdo do numero total de
células e taxa de apoptose e em seguida os embrides foram vitrificados. Apds o
aquecimento foi avaliada a taxa de reexpansao, o numero total de células e o indice de
apoptose. Nao foi observada diferenca na taxa de formacdo de blastocisto, nem na taxa
de reexpansdo apos a vitrificacdo. Por outro lado, todas as concentracdes do forskolin
apresentaram diferenca sobre a quantificacdo lipidica (P < 0,05). Tanto 0 nimero de
células quanto a taxa de apoptose em embrides frescos apresentaram diferenca
estatisticas (P < 0,05); enquanto que esse evento ndo ocorreu com o0s embrides apos a
vitrificacdo. Concluiu-se que o forskolin € um agente lipolitico eficiente mesmo em
baixas concentragdes (grupo F 2,5 uM), levando a formacdo de blastocistos com um
maior numero de células quando comparado ao grupo controle. Apos a vitrificacdo
observou-se um efeito benéfico da lipdlise quimica na reexpansdo dos embrides e na
reducdo da taxa de apoptose celular.

Palavras-chave: apoptose, blastocisto, criopreservacéo, forskolin, lipidio.
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1. Introducéo

Em 2011 o Brasil produziu 350.762 embriGes bovinos sendo que 90,7% foram
produzidos in vitro (PIV). Isso representa um aumento de 15,7% em relacédo ao total de
embrides produzidos em 2010. O crescimento no total de embrides em 2011 pela PIV
confirma que essa técnica além de substituir a transferéncia de embrides (TE)
possibilitou a expansdo do mercado nacional (Viana, 2012).

O recente crescimento no nimero de embrides produzidos no pais esta associado
a importantes mudancas na atividade, que podem sinalizar o cenério das tecnologias de
embrides para os préximos anos (Viana, 2012).

E aceitavel que embrides PIV possuam qualidade inferior aos produzidos in vivo,
pois as condicBes de PIV ndo conseguem simular perfeitamente o ambiente encontrado
in vivo (Lonergan e Fair, 2008). O soro fetal bovino (SFB) ainda tem sido apontado
como um dos principais responsaveis pelas diferencas morfoldgicas (Abe et al., 1999a;
Dorland et al., 1994) e fisiologicas (Krisher et al., 1999; Rizos et al., 2003) em embrides
PIV como por exemplo, 0 aumento no nimero e tamanho dos granulos lipidicos (Abe e
Hosh, 2003; Abe et al., 1999a, 1999b, 2002, 2004) o que influencia a qualidade
embrionaria (Ferguson e Leese, 1999; Sata et al., 1999), causando uma reducdo na
sobrevivéncia pds-criopreservacdo (Abe et al., 2002; Mucci et al., 2006; Sudano et al.,
2011). Entretanto, esse fator é conflitante, pois as vitaminas, acidos graxos e fatores de
crescimento encontrados no SFB, sdo essenciais para a compactacdo das mérulas e
desenvolvimento dos blastocistos (Kane e Bavister, 1988).

A partir disso, o forskolin vem sendo utilizado em meios de cultivo para diminuir
0 contetdo lipidico, por meio da lipdlise quimica, aumentando a criotolerancia e

qualidade pds-vitrificacdo (Cuello et al., 2013; Kane e Bavister, 1988; Paschoal et al.,
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2009, 2012a). O forskolin (7p-acetoxi-8,13-expoxi-1a,6p,9a-triidroxi-Labd-14-en-11-
one,C;,H3407), derivado da familia dos dipertenos (Bilodeau-Goeseels, 2006; Seamon e
Daly, 1981; Seamon et al., 1981) consiste num agente ativador da adenilato ciclase, que
atua em células intactas e esta relacionado aos niveis de CAMP, importante para as
funcdes fisiologicas de varios sistemas (Arrese et al., 1999; Cuello et al., 2013; Ek et al.,
1997; Ho e Shi, 1982; Men et al., 2006; Seamon et al., 1981).

A vitrificacdo tem sido considerada uma alternativa para a congelacdo (Men et
al., 2006; Paschoal et al., 2012a), podendo ser utilizada rotineiramente tanto nos
laboratdrios de pesquisa como em fazendas (Campos-Chillon et al., 2006), pois
apresenta execucdo simples e € menos onerosa que a congelacdo (Ptak et al., 1999;
Shaw et al., 1997) por ser realizada na auséncia do aparelho de congelacdo. Por ser
realizada em menor tempo, gera uma auséncia na formacdo de cristais de gelos
intracelulares, os quais sdo o0s principais causadores das crioinjurias embrionarias
(Okada et al., 2002). Com base nessas informacdes, esse trabalho possuiu o objetivo de
induzir uma lipdlise quimica adicionando o forskolin no sexto dia de cultivo
embrionario, com o intuito de diminuir os granulos lipidicos intracitoplasmaticos e

assim, aumentar a taxa de sobrevivéncia apds a criopreservacao de embrides PIV.

2. Materiais e métodos

Todas as substancias que foram utilizadas neste trabalho foram adquiridos da

Sigma (Sigma-Aldrich®, Corporation, St. Louis, MO), exceto para aquelas que s&o

especificadas no texto.
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2.1. Producao in vitro (PIV) de embrides

2.1.1. Coleta dos ovarios e maturacao in vitro (MIV)

Foram utilizados ovarios de vacas Zebuinas de abatedouro comercial,
transportados ao laboratério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP/Botucatu. No laboratdrio, os ovarios foram lavados com NaCl a 0,9% a uma
temperatura de 37 a 38°C. Foram aspirados os foliculos com didmetro entre 2-8 mm
com seringas de 10 mL e agulhas 40 x 12. Foram realizadas 8 réplicas utilizando 1.519
00citos.

Apds a selecdo, os odcitos foram lavados e transferidos para gotas de MIV em
Tissue Culture Medium — 199 (TCM 199®, Gibco 11150-059, Grand Island, NY, USA)
acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB®, Gibco 12657-029, Grand Island, NY,
USA), 0,011 g/mL de Piruvato de Sodio, 1 ng/uL de Hormoénio Foliculo Estimulante
(FSH, Pluset®, Hertape), 5 pg/uL de Horménio Luteinizante (LH, Lutropin®, Bioniche)
e 16,6 ng/uL de Amicacina. Os odcitos permaneceram em estufa com 5% de CO, em

ar, sob temperatura de 38,5°C e umidade absoluta durante 24 horas.

2.1.2. Fertilizagdo in vitro (FIV)

Odcitos maturados de todos os grupos foram fertilizados in vitro (D 0 = FIV)
com sémen congelado de touro da raga Nelore (Bos taurus indicus). O sémen foi

selecionado pelo gradiente Percoll (Parrish et al., 1995) sendo a concentragdo final
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ajustada para 2 x 10° espermatozéides / mL. Os odcitos foram incubados durante 24
horas, em estufa com 5% de CO, em ar, sob temperatura de 38,5 °C e umidade absoluta.

Os o6citos foram fertilizados em Human Tubal Fluid (HTF®, Irvine Scientific,
Santa Ana, California, USA Irvine Scientific) acrescido de 5 mg/mL de Albumina
Sérica Bovina (BSA, A-8806), 0,011 g/mL de Piruvato de Sddio, 0,5 mg/mL de
Cafeina, 0,003 g/mL de Heparina, de 0,0003 g/mL de Penicilinamina, 0,00011 g/mL de

Hipotaurina e 0,00018 g/mL de Epinefrina e 16,6 pg/uL de Amicacina.

2.1.3. Cultivo in vitro (CIV)

Os provaveis zigotos foram cultivados em meio Synthetic Oviductal Fluid mais
aminoacidos (SOFaa — Holm et al., 1999) mais 2,7 mM de Mio-inositol, 0,2 mM de
Piruvato de Sddio, 5 mg/mL de BSA (A-8806), 2,5% de SFB, e 16,6 upg/uL de
Amicacina. Os embrides foram mantidos em estufa com 5% de CO,, 5% de Oy, e 90%
de N, sob temperatura de 38,5°C e umidade absoluta até o dia 6 (D 0 = FIV), momento
o qual foram divididos em quatro grupos para a adicdo do Forskolin® (F-6886):
Controle (grupo cultivado na auséncia de forskolin, durante sete dias consecutivos); F
2,5 UM (grupo com 2,5 uM de forskolin, durante 24 horas); F 5 uM (grupo com 5 pM
de forskolin, durante 24 horas); F 10 uM (grupo com 10 puM de forskolin, durante 24
horas).

Ap6s 24 horas foi avaliada a taxa de formacdo de blastocisto para

posteriormente vitrifica-los.
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2.1.4. Avaliacdo do indice de apoptose

Apos sete dias de CIV (D 0 = FIV) foi avaliado o indice de apoptose. Foram
utilizados de 10 a 15 embrides de cada grupo experimental para a técnica TUNEL
(Terminal deoxinucleotil transferase Uracil Nick End Labeling) que identifica in situ, a
fragmentacdo internucleossémica do DNA, evento este resultante da apoptose. Esta
avalia¢do foi realizada com o “Kit in Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein”
(Roche® - 11 684 795 910, Mannheim, Alemanha).

Os embrides foram lavados em solucao de lavagem (0,1% PVP/PBS) e fixados
em solucdo fixadora (paraformoldeido a 4%) por 1 hora em temperatura ambiente.
Posteriormente foram permeabilizados em solucdo permeabilizadora (0,1% de triton X-
100 e 0,1% citrato de s6dio em PBS) por 1 hora em cadmara Umida e temperatura
ambiente. Para o controle positivo e controle negativo: os embriGes foram incubados no
controle positivo e negativo com a Solugdo de DNAase (Promega®, M6101, Madison,
EUA) por 1 hora a 37°C (estufa) no escuro.

Apds, o controle positivo as amostras foram incubados em gotas de 10 pL do
MIX TUNEL em laminas com coroa de esmalte por 1 hora a temperatura de 37 °C no
escuro e em camara Umida. O controle negativo foi incubado apenas com solucédo
marcadora na auséncia da solugcdo enzimatica para conferir a marcacéo.

Apo6s serem lavados em solucdo de lavagem, controles e amostras foram
submetidos a um contraste para visualizacdo do DNA com solugdo de Hoechst 33342 (1
mg/mL) e glicerol em uma ldmina com laminula e foram analisados em microscopio
invertido de fluorescéncia. Com filtro de excitacdo de 450 a 490 nm e de emisséo de
515 nm os nucleos fluorescentes em verde (isotiocianato de fluoresceina - FITC) foram

considerados as células TUNEL positivas, ou seja, apresentaram o DNA fragmentado.
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Com filtro de excitacdo de 365 nm e de emiss@o de 420 nm os nucleos fluorescentes em
azul (Hoechst 33342) indicaram a presenca e a localizacdo do nucleo das células.

Para a contagem do namero de células apoptdticas (coradas em verde) e numero
total de celulas (coloracao azul) foi utilizado o programa Image J 1.41 (Wayne Rasband
National Institutes of Health, Bethesda, EUA). Com base nestes dados, foi feito o
calculo da porcentagem de ocorréncia da apoptose (numero de células apoptéticas em

relacdo ao numero total de células do embrido).

2.1.5. Quantificacdo dos granulos de lipidios

A andlise do contetdo lipidico foi realizada com o Sudan Black B (S-0395),
onde os embrides frescos foram fixados em solucdo de 10% formalina em PBS com pH
= 7,4 durante 2 horas em temperatura ambiente. A seguir foram lavados em agua
destilada com 0,05% PVA, e transferidos para gota de etanol 50% em agua por 2
minutos. Foram corados em 1% de Sudan Black B (p/v) em etanol 70%. Em seguida
foram lavados 3 vezes em etanol 50% e mais 5 minutos em 0,05% PVA em éagua
destilada.

As laminas foram montadas com gotas de glicerol, cobertas com laminulas e
avaliadas em microscopio de luz x 600. Para estimar o contetdo lipidico dos embrides,
foi realizada uma fotografia de cada grupo de blastocisto (n = 10) e submetida ao
programa Image J 1.14 (Wayne Rasband National Institutes of Health, Bethesda, EUA).
As coloragdes foram convertidas em escalas de cinza conforme Sudano et al. (2012a).

Os embrides foram delimitados para se obter a area (Um?) e a média de
intensidade cinza (unidades arbitrarias), e a intensidade de cinza por area foi calculada

(unidades arbitrérias / pm?). Devido a comparagéo do contetido de lipidios embrionarios
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ser realizada em termos de volume (um®), a quantidade de intensidade de cinza por rea
foi convertida em intensidade cinza por volume (unidades arbitrarias / pm®) usando a

férmula de intensidade de cinza / volume (= intensidade cinza / area).

2.2. Vitrificacdo e aquecimento de embrides produzidos in vitro (PIV)

A vitrificacdo foi realizada com blastocistos (BI) e blastocistos expandidos (Bx)
(n = 259; Figura 1 G). Foi empregado o protocolo de Campos-Chillon et al. (2006), com
algumas modificacdes. Os embrides foram mantidos em meio base (MB) composto por
Holding (Nutricell®) mais 0,1% (p/v) de polivinilpirrolidona (P-8136), sob temperatura
de 38 a 38,5°C (Figura 1 A e B) até o momento da vitrificacdo. Em seguida foram
expostos ao meio de vitrificacdo 1 (MV1) composto por 5 M de EG (E-9129) em meio
base durante 3 minutos e transferidos para uma gota de 5 pL do meio de vitrificacdo 2
(MV2) composto por 7 M de EG, 0.5 M de galactose (G-0750) e 18% (p/v) de ficoll 70
(F-2878) em meio base.

Em seguida os embrides foram envasados em palhetas francesas estéreis de 0,25
mL (Nutricell®), com auxilio de uma seringa de 1 mL (Figura 1 C) as quais foram
montadas da seguinte maneira: 1 cm de galactose (0.5 M em meio base), 0,5 cm de ar, 7
cm de galactose seguido de mais 0,5 cm de ar. Os embrides contidos no MV2 foram
transferidos as palhetas (gota de 15 pL de MV2) seguidos de 0,5 cm de ar e
completando-se com galactose até a extremidade da palheta. Os embrides foram
envasados de dois a quatro por palheta (Figura 1 F).

O tempo de passagem dos embriGes para 0 MV2, envasamento, selagem da

palheta e de transferéncia ao vapor de N, liquido ndo ultrapassou 45 segundos. As
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palhetas permaneceram em vapor de N, por 1 minuto (Figura 1 D) e em seguida foram
transferidas verticalmente ao N, liquido (Figura 1 E).

Para 0 aquecimento, as palhetas foram mantidas em ar por 8 segundos e depois
em agua a 37°C por 15 segundos. Os embrides foram entdo lavados e cultivados em
meio SOFaa contendo 10% de SFB durante 12 horas em estufa de 5% de CO,, 5% de
O, e 90% de N, para a avaliacdo da reexpansdo embrionaria (Figura 1 H e 1). Em
seguida a avaliacdo da taxa de reexpansdo, os embrides também foram retirados
aleatoriamente, para avaliacdo da viabilidade embrionaria e da apoptose (n = 10 a 15),

seguindo a mesma metodologia dos embrides frescos.

2.3. Andlise Estatistica

Para anélise estatistica os dados foram analisados utilizando a ANOVA através
do PROC GLM do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Fontes de variagdo no
modelo incluindo tratamento e réplica foram considerados como efeito fixo e aleatdrio,
respectivamente. Os dados sdo apresentados como média dos quadrados minimos e erro

padrdo. Para todas as analises foi adotado o nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

Foi observada uma similaridade na taxa total de formacdo de embrides no D 7
entre 0s grupos que passaram por lipolise quimica no D 6 (D 0 = FIV) com as trés
concentracdes de forskolin e ao grupo Controle (Tabela 1). Entretanto, houve uma
diferenca significativa com o estagio de desenvolvimento embrionario, onde a

concentracédo de 2,5 UM levou a um aumento na producéo de embrido no estagio de Bl
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enguanto e que a concentracdo de 5 UM levou um aumento na producdo de embrides
nos estagios de Bi e Bl (Tabela 1 — P < 0,05).

Em relacdo a quantificacdo lipidica, a menor dosagem do forskolin ja foi
eficiente em induzir a lipdlise, se diferenciando do grupo Controle. Todas as dosagens
do agente lipolitico foram significativamente diferentes entre si (Tabela 2 — P < 0,05;
Figura 2).

Quanto aos embrides frescos, 0s quatro grupos apresentaram diferenca estatistica
no namero total de células, sendo que quando se adicionou a concentracdo 2,5 UM no
meio de cultivo, o nimero de células no embrido aumentou (Tabela 4 — P < 0,05). Neste
grupo também foi observada uma maior taxa de células apoptoticas em relacdo aos
demais grupos (Tabela 4 — P < 0,05; Figura 3).

Apbs a vitrificacdo e aquecimento dos embrides, ndo foi observada diferenca na
taxa de reexpansdo em nenhum grupo (Tabela 3). Da mesma forma, ndo houve
diferenca no nimero total de células e na taxa de apoptose entre 0s grupos apds a
vitrificacdo e aquecimento (Tabela 4).

Entretanto, quando foi comparado os grupos de embribes frescos com 0s grupos
de embribes aquecidos, foi observado grandes diferencas entre o nimero total de células
(com excecdo do grupo F 5 uM) e entre a taxa de células em apoptose (Tabela 4 — P <

0,05; Figura 4).

4. Discussao

As técnicas de PIV levam a um aumento exponencial no numero de embrides

bovinos a cada ano (Plourde et al., 2012). Com o0 proposito de colaborar para a

manutencdo ou até mesmo para a superacdo destes dados, este experimento possuiu 0



91

objetivo de produzir embrides bovinos seguidos de lipolise quimica com o forskolin
para melhorar a sua qualidade (Cuello et al., 2013; Men et al., 2006; Paschoal et al.,
2012a), viabilizando assim, protocolos de criopreservacdo. A diminuicdo no contetdo
lipidico € possivel, pois esse agente induz a ativacdo do adenilato ciclase e estimula a
CAMP, causando uma lise do triglicerideo intracelular e consequentemente a
metabolizacdo do glicerol (Cuello et al., 2013).

Um dos propositos do presente experimento foi testar qual a melhor dose do
agente lipolitico sem causar degeneracdo ao embrido, uma vez que, na literatura, se
encontra somente a concentracdo de 10 uM (Cuello et al., 2013; Men et al., 2006;
Paschoal et al., 2012a). Para tanto, além dessa dose foi estabelecido utilizar 2,5 uM e 5
UM do forskolin.

Foi observada uma similaridade entre a taxa total de formacao de blastocisto no
sétimo dia de cultivo e essas taxas estdo acima dos resultados encontrados na literatura
(Dhali et al., 2011; Plourde et al., 2012). Quando se utilizou a concentracdo de 10 uM
foram observados 0os mesmos resultados de nossos experimentos anteriores (Paschoal et
al., 2010, 2011a, 2011b, 2011c, 2012a).

Nenhuma concentracdo do forskolin influenciou a formacdo de embriGes,
entretanto quando foram utilizadas as concentracbes de 2,5 uM e 5 uM de forskolin,
houve uma influencia no estagio de desenvolvimento embrionario, sendo observada
uma alta taxa de Bi e principalmente de Bl nessas concentrac6es. Como a avaliagao foi
feita no D 7, esses resultados poderiam indicar um atraso no desenvolvimento
embrionario. No entanto, ndo houve interferéncia no numero total de blastocistos

formados.
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Barcelo-Fimbres e Seidel Jr. 2007, utilizando o regulador metabdlico etosulfato
de fenazina (PES), com a finalidade de reduzir o conteddo lipidico, também né&o
encontraram diferencas quanto a producédo de embribes PIV.

Para avaliar se o forskolin foi eficaz em diminuir a quantidade de granulos
lipidicos intracitoplasmatico foi utilizado o corante lipofilico Sudan Black B. A partir
dessa avaliacdo, todas as concentracOes de forskolin utilizadas no experimento foram
significativamente diferentes entre si e quanto menor a dosagem, maior foi sua
eficiéncia em causar lipolise embrionaria. Quando se comparou todos os tratamentos
com o Controle, somente o grupo F 2,5 uM se diferenciou. Esse efeito demonstra que,
em embribes frescos, a menor concentracdo do forskolin ja foi capaz de diminuir o
conteddo lipidico, ndo sendo necessaria a utilizacdo de altas dosagens de drogas, que
sdo indesejaveis aos meios e sistemas de cultivo in vitro.

No presente experimento foi observado um alto nimero de células integras nos
embribes em comparacdo com a literatura (Plourde et al., 2012). Os grupos F5u M e F
10 puM se assemelharam ao grupo livre de forskolin (Controle), mas quando foi
adicionada a menor concentracdo de forskolin (F 2,5 uM) a quantidade de células
integras ultrapassou a quantidade do grupo Controle. Esses resultados concordam com
experimentos anteriores (Paschoal et al., 2012a), onde a maior concentracdo do
forskolin (10 pM) se assemelhou ao nimero de células do Controle. O contrério foi
observado por Barceld-Fimbres e Seidel Jr. (2007) e Cuello et al. (2013) que nédo
observaram diferencas no total de células integras entre seus grupos, quando utilizaram
0 PES e o forskolin, respectivamente para reduzir a quantidade lipidica.

Entretanto, a melhor forma para se avaliar a qualidade embrionaria é por meio
do indice de apoptose, onde uma alta incidéncia deste processo esta associada com a

reducdo da viabilidade embrionaria (Byrne et al., 1999). A apoptose pode ser
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quantificada por meio da reacdo TUNEL, que possibilita a deteccdo in situ de células
apoptoticas, pela marcagdo da fragmentacdo oligonucleossomal do DNA geradas pela
atividade de DNAases endogenas durante o processo de apoptose (Gjorret et al., 2003).

A partir dos resultados desse experimento, observou-se que na concentracdo de
2,5 UM a taxa de apoptose foi mais elevada. Este fato pode estar relacionado ao maior
numero de células apresentado por estes embrides, o qual foi significativamente
superior aos demais grupos. A apoptose de células embrionéarias tem recebido uma
crescente atencdo, devido principalmente ao seu papel em resposta as condi¢des de
subdesenvolvimento embrionario. Assim, 0 aumento da apoptose celular consiste num
indicador de condig¢des inadequadas de cultivos in vitro para odcitos (Kim et al., 2008).
No entanto, a apoptose também é considerada um mecanismo enddgeno de controle da
remocdo de células lesadas sendo benéfica para melhorar da qualidade embrionaria
(Byrne et al., 1999).

A maioria dos embrides bovinos obtidos in vivo é criopreservada pela técnica de
congelamento tradicional (Palasz e Mapletoft, 1996), uma vez que esta possibilita
resultado satisfatério (Rodrigues et al., 2007). Por outro lado, os melhores resultados
obtidos ap0Os a criopreservacdo de embrifes bovinos PIV sdo atraves da vitrificacdo
(Mucci et al., 2006; Nedambale et al., 2004).

A partir de trabalhos prévios (Men et al., 2006; Nagashima et al., 2007; Somfai
et al., 2009) observou-se que a vitrificagdo vem ganhando um papel importante com
embrides PIV, mas sua eficiéncia com 0s mesmos ainda encontra-se preocupante
(Cuello et al., 2013) em decorréncia ao alto contetido lipidico. E bem provéavel que esse
lipidio provenha do SFB dos meios de cultivo quimicamente indefinido, pois segundo
Sudano et al. (2011) com a reducéo sérica nesses meios, o contedo lipidico diminuiu e,

consequentemente aumentou a sobrevivéncia pos-criopreservacdo embrionaria.
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Neste contexto, o forskolin esta sendo usado durante o cultivo in vitro de
embrides para estimular a lipolise embrionaria e aumentar a sobrevivéncia apos a
vitrificacdo e aquecimento (Cuello et al., 2013; Men et al., 2006; Paschoal et al., 2009,
2012a). O forskolin consiste num meétodo alternativo para melhorar a taxas de PIV,
reduzindo o contetdo lipidico e melhorando a vitrificacdo dos embrides. Este agente
induz potencialmente a ativacdo da adenilato ciclase. Essa enzima ativa uma lipase
enddgena através da CAMP e da proteina quinase, causando lipolise no triacilglicerol e
liberacdo do glicerol (Cuello et al., 2013).

Apds a vitrificacdo e aquecimento dos embrides PIV, ndo foram encontradas
diferencas na reexpansdo celular, indicando que o forskolin ndo prejudicou os embrides
apos esses processos. Essas taxas foram superiores as de Dhali et al.,, (2011) e
semelhantes as encontradas na literatura (Park et al., 2006; Paschoal et al., 2010, 2011a,
2012a; 2012b). Quando Cuello et al. (2013) utilizaram 10 uM de forskolin para induzir
a lipolise quimica em embrifes suinos, a sua taxa de reexpansdao foi maior quando
comparada com embrides livre de forskolin. Esse resultado € conflitante, uma vez que a
quantidade de granulos lipidicos presente em embrides PIV suinos € maior (Dobrinsky,
1997; Dobrinsky e Nagashima, 1999; Romek et al., 2009) que a encontrada em
embrides PIV bovinos.

Cuello et al. (2013) quando compararam embriGes frescos com embrides
vitrificados e aquecido, observaram uma similaridade no numero total de celulas,
entretanto Dhali et al. (2011) obtiveram um maior nimero de células em embriGes
frescos quando comparados aos vitrificados (157 versus 130, respectivamente). Esses
dados conferem com os do presente experimento, onde todos os grupos de embrides
frescos, com excecdo do grupo 5 UM, possuiram um maior nimero de células integras

que os grupos de embrides vitrificados.



95

Essa diminuicdo no numero de células apds a vitrificacdo é um evento bastante
comum em embrides PIV, devido principalmente as crioinjdrias sofridas, além do mais
0s meios de vitrificacdo contém altas concentracdes de crioprotetores que sao altamente
toxicos, causando um desarranjo no citoesqueleto e no citoplasma celular e
consequentemente no embrido como um todo.

Rios et al. (2010) obtiveram um maior nimero de células integras de embrides
Bx quando comparados com Bl apds a vitrificacdo, independente do volume de
crioprotetor utilizado. Existe um conceito na literatura que embrides Bx possuem uma
maior capacidade de resisténcia que embrides Bl apds aguecimento (Varago et al.,
2006). No presente experimento, apesar de utilizar esses dois estagios de blastocistos
para vitrificacdo, ndo foi possivel verificar qual dos dois responderam melhor ao
processo pos-criopreservacao.

Além do forskolin ter causado a lipdlise quimica e de néo ter tido diferenca na
taxa de reexpansao, todas as células integras apresentaram similaridade apds serem
aquecidas, independente da concentracdo do forskolin. Esse evento ndo ocorreu com as
células dos embrides antes a vitrificacdo e superaram nossos resultados ja publicados
(Paschoal et al., 2011b, 2011c).

A vitrificacdo pode ser considerada uma potente causadora de danos fisicos,
quimicos e térmicos o0s quais podem aumentar a apoptose em blastocisto (Sudano et al.,
2011). A criotoleréncia e a taxa de apoptose séo indicadores de qualidades de embrides
PIV (George et al., 2008; Rizos et al., 2003). A queda da viabilidade embrionaria ap6s
0s processos de vitrificacdo e aquecimento ocorrem principalmente devido aos danos
toxicos dos crioprotetores que invadem a célula durante os processos de congelamento

(Park et al., 2006).
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Sudano et al. (2011) encontraram uma relagdo moderada entre o contedo
lipidico celular e o aumento da apoptose em embriGes vitrificados. No atual
experimento, também foi observada uma relacdo moderada entre o conteudo lipidico e a
apoptose, onde a menor dose de forskolin (grupo F 2,5 puM) causou um maior efeito
lipolitico e sem causar danos apoptoticos nos embrides pos-aquecimento.

Nesse trabalho foi possivel observar um aumento da apoptose apés a vitrificacao
e aquecimento, quando se comparou embrides frescos com embrides aquecidos. Sudano
et al. (2012b) também obtiveram um alto indice de apoptose em embrides que foram
vitrificados (49,4%) em relacdo aos frescos (20, 8%). Esses resultados também estdo de
acordo com outros autores na literatura (Marquez-Alvarado et al., 2004; Park et al.,
2006).

Dhali et al. (2011), encontraram em seu experimento uma maior taxa de células
em apoptose nos embrides que foram submetidos a vitrificacdo, entretanto hum index
bem mais baixo que neste trabalho: 0,11% para os vitrificados e 0,08% para os frescos.
Podemos justificar, pois Dhali et al. (2011) utilizaram apenas mdrulas em trés réplicas
para vitrificar, enquanto que nesse experimento, foram utilizados Bl e Bx em oito
réplicas.

Apds mensuracdes do index de apoptose, foi observado que antes da vitrificacdo
alguns grupos sofreram apoptose e, ap6s a vitrificacdo e aquecimento, todos 0s grupos
mantiveram-se inalterados, ocorrendo uma semelhanca entre os grupos Controle e
tratamentos. Pode ser que além de causar a lip6lise quimica, o forskolin seja capaz de
manter ou até mesmo organizar a histoarquitetura do citoplasma embrionario apos a
criopreservacao.

Novamente houve uma grande diferenca entre embrides frescos e aquecidos,

onde foi possivel observar o aumento da taxa de apoptose apés a vitrificagdo em todas
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as concentracdes do forskolin, inclusive no grupo Controle. Quando se avaliou a
apoptose entre embrides frescos e vitrificados, foi observado que a taxa de células em
apoptose praticamente dobrou em cada grupo experimental, isso comprova mais uma
vez, o efeito deletério da vitrificagdo em embrides PIV, que sdo mais sensiveis que
embrides produzidos in vivo frente a criopreservacdo, e que muitas vezes pode estar

relacionado ao seu alto conteudo lipidico.

5. Concluséao

O forskolin foi comprovado como eficiente agente lipolitico mesmo em baixas
concentracdes, levando a formacdo de blastocistos com um maior numero de células
qguando comparado ao grupo controle.

Foi observada uma relacdo favoravel entre o baixo contetdo lipidico dos
embrides vitrificados e sua taxa de apoptose, onde a menor concentracdo de forskolin
(grupo F 2,5 uM) causou um melhor efeito lipolitico sem influenciar na apoptose

celular.
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Tabela 1: Producéo de blastocistos avaliados no dia 7 com diferentes concentracOes de

forskolin adicionadas no dia 6 do cultivo. Total de 8 réplicas e 577 blastocistos (média

dos quadrados minimos + erro padrdo).

Total (N) Producéo de Blastocistos (%0)
Tratamentos  OO0c Blast Bi Bl Bx Bn Be Total
Controle 445 170 6,4+10° 42+09® 23037 12+17 1,8+0,6 37,040
F2,5uM 351 136 1,8+1,0° 56+09° 258+37 27+17 16+06 38,6 + 4,0
F5uM 376 164 58+1,0° 48+09" 267+37 11+17 19+0,6 40,7+4,0
F 10 pM 337 107 2,6+1,0° 25+0,9 194+£3,7 5017 0,7+0,6 31,440

Estagio de desenvolvimento embrionério avaliado no dia 7: Bi: blastocisto inicial; Bl:

blastocisto; Bx: blastocisto expandido; Bn: blastocisto em eclosdo; Be: blastocisto

eclodido. ®Letras sobrescritas incomuns na mesma coluna diferem (P < 0,05).

Tabela 2: Contetdo lipidico embrionario avaliado no dia 7 com diferentes

concentracdes de forskolin adicionadas no dia 6 do cultivo. Total de 8 réplicas e n = 10

por grupo (média dos quadrados minimos + erro padrao).

Intensidade de Cinza/Area Intensidade de Cinza/VVolume

Tratamentos
(x 10/ pm®) no Embrido (x 10°/ pm®) no Embrido
Controle 136,8 + 2,2 50,6 £ 1,1%°
F2,5uM 128,5+2,2° 46,2 +1,1°
F5uM 135,6 +2,3° 499 +1,.2°
F 10 uM 142,7 +2,4° 53,9+ 1,2

¢) etras sobrescritas incomuns na mesma coluna diferem (P < 0,05).



106

Tabela 3: Taxa de reexpansdo dos embrides que foram aquecidos (apds vitrificacdo no
dia 7), com diferentes concentrac6es de forskolin adicionadas no dia 6 do cultivo. Total

de 8 réplicas e n = 259 (média dos quadrados minimos * erro padréo).

Total (n) de EmbriGes  Taxa de Reexpansao de

Tratamentos Vitrificados Embrides Aquecidos (%)
Controle 62 71,3+£89
F2,5uM 69 73,1+89
F5uM 64 66,1+ 8,9
F 10 uM 64 89,0+8,9

Né&o houve diferenca significativa (P > 0,05).

Tabela 4: Avaliacdo do numero total de células integras e da taxa de apoptose de
blastocistos frescos (dia 7) e aquecidos (pos vitrificacdo) com diferentes concentraces
de forskolin adicionadas no dia 6 do cultivo. Total de 8 réplicas e n =10 a 15 por grupo

de embrides frescos e aquecidos (média dos quadrados minimos + erro padréo).

NuUmero total de células integras Taxa de células apoptoticas (%0)
Embrides Embrides Embrides Embrides
Tratamentos Frescos Aquecidos Frescos Aquecidos
Controle 140,1 + 10,7°* 104,1 +9,6° 12,1+35% 22,3+3,1°
F 2,5 uM 173,5 +9,0°* 101,3 + 8,5° 16,7 +4,1°" 37,3+3,8°
F5uM 120,6 + 11,5° 1154 + 115 11,1+ 6,5% 33,2+6,5°
F 10 pM 157,0 + 13,94 95,1 +11,3° 14,2 + 4,64 30,3 +3,8°

¢ etras sobrescritas incomuns na mesma coluna diferem (P < 0,05).

AB | etras sobrescritas incomuns na mesma linha diferem (P < 0,05).
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Figura 1: Representacdo dos processos de vitrificacdo. A: bancada contendo 0s

equipamentos necessarios: placa aquecedora com temperatura de 38°C, palhetas de 0,25
mL, lacres para palhetas, pipetadores com volume flexivel, caixas de ponteiras,
crondmetro, caneta permanente e seringas de 1 mL. B: estereomicroscépio. C:
representacdo do encaixe da palheta de 0,25 mL na seringa de 1 mL para proceder a
vitrificacdo. D: caixa de isopor com nitrogénio liquido a -196°C com um globete de
plastico em seu vapor na espera da transferéncia da palheta. E: caixa de isopor com
nitrogénio liquido a -196°C contendo a palheta dentro do globete de plastico. F: palheta
francesa de 0,25 mL apds sua retirada do N, liquido — flecha indica lugar de
permanéncia do embrido mais o0 MV2. G: demonstracdo de embrides PIV frescos antes
da vitrificacdo. H e I: demonstragdo de embrifes PIV ap6s serem vitrificados e
aquecidos.
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Figura 2: Embrides bovinos submetidos a técnica do corante lipofilico Sudan Black B.
Pontos com coloracdo negra sao referentes as gotas lipidicas citoplasmaticas. A: Grupo
Controle; B: Grupo: F 2,5 uM; C: Grupo: F 5 uM; D: Grupo: F 10 pM. Aumento de x
400. Barra: 100 pm.
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Figura 3: EmbriGes bovinos dos diferentes grupos submetidos a técnica TUNEL
avaliados em microscopio invertido de fluorescéncia. CN: controle negativo da técnica;
CP: controle positivo da técnica. A e A’: grupo Controle; B e B’: grupo F 2,5 uM; C e
C’: grupo F 5 uM; D e D’: grupo F 10 puM. Coloracdo azul (Hoescht) representa o
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namero total de células integras. Coloracao verde (FITC) indica o DNA fragmentado de
celulas apoptoticas. Aumento de x 400. Barra: 100 pum.
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Figura 4: Embrides bovinos PIV dos diferentes grupos, ap6s serem vitrificados e
aquecidos, submetidos a técnica TUNEL avaliados em microscopio de fluorescéncia. A
e A’: grupo Controle; B e B’: grupo F 2,5 uM; C e C’: grupo F 5 uM; D e D’: grupo F
10 pM. Coloracdo azul (Hoescht) representa o numero total de células integras.
Coloragéo verde (FITC) indica o0 DNA fragmentado de células apoptdticas. Aumento de

x 400. Barra: 100 pm.
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CONCLUSOES GERAIS

Experimento I:

1- Quando foi testado somente o blogueio meidtico com o forskolin, foi
observada uma similaridade na resposta as doses, uma vez que independente da
concentracdo utilizada, a maioria dos oocitos permaneceu em QVG ou em M | durante o

periodo de tratamento.

2- Quando foi testado o bloqueio meidtico seguido da reversdo, todas as

concentracgdes utilizadas de forskolin foram eficientes em alcancar o estagio de M 1.

3- Houve uma inter-relagdo entre maturacdo nuclear e citoplasmatica na
presenca do forskolin, uma vez que os o0citos maturados na presenca do forskolin,
independente da concentracdo, alcancaram o estdgio de M Il sem prejudicar sua

atividade respiratoria mitocondrial.

4- Todas as concentracdes de forskolin foram capazes de produzir embrides PIV,

nao afetando a taxa de blastocisto no D 7.

5- Foi verificado aumento da apoptose celular nos embrides PIV que foram

tratados com a maior dose de forskolin na MIV, podendo ser confirmado por meio da

microscopia eletrdnica de transmissao.

Experimento 11

1- Todas as concentracdes de forskolin foram capazes de produzir embrides PIV,

nao afetando a taxa de blastocisto no D 7.

2- A menor concentragdo do forskolin (2,5 pM) foi suficiente para diminuir o

conteddo lipidico de embrides bovinos.
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3- A concentracdo de 5 uM induziu o menor indice de morte celular programada

em comparagdo aos demais grupos.

4- Apos a vitrificagdo dos embrides PIV, ndo foram encontradas diferencas na
reexpansao celular, no numero total de células e no indice de apoptose, independente da
concentracgéo utilizada de forskolin.

5- Foi possivel observar um aumento no numero total de células e na
porcentagem de apoptose quando se compara embrifes frescos com embrides

aquecidos.

6- Foi observada uma relacdo entre o contetdo lipidico e a apoptose, onde a
menor dose de forskolin foi capaz de gerar um maior efeito lipolitico, sem causar danos
apoptdticos nos embries pos-aquecimento.
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http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c¢87/Copyright-License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The
Wellcome Trust and members of the Research Councils UK (RCUK) you will be given
the opportunity to publish your article under a CC-BY license supporting you in
complying with Wellcome Trust and Research Councils UK requirements. For more
information on this policy and the Journal’s compliant self-archiving policy please visit:

http://www.wiley.com/go/funderstatement.

2.2. Authorship and Acknowledgements

Authorship: Authors submitting a paper do so on the understanding that the
manuscript has been read and approved by all authors and that all authors agree to the
submission of the manuscript to the Journal.

Reproduction in Domestic Animals adheres to the definition of authorship set up
by The International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the
ICMJE, authorship criteria should be based on 1) substantial contributions to conception
and design of, or acquisition of data or analysis and interpretation of data, 2) drafting
the article or revising it critically for important intellectual content and 3) final approval
of the version to be published. Authors should meet conditions 1, 2 and 3.

Upon submission of the manuscript, it is required that all authors be accredited
as appropriate. During the online submission process, the corresponding author will be
asked to submit a short description of each individual's contribution to the research and
its publication. Upon submission of a manuscript all co-authors must also be registered
with correct e-mail addresses. If any of the e-mail addresses supplied are missing or
incorrect, the manuscript shall not be processed pending contact with the corresponding

author.


http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.aspand
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright-License.html
http://www.wiley.com/go/funderstatement
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appropriate letter from them MUST be provided alongside the manuscript at submission

(upload it as a well identified supplementary file).

3. Manuscript Requirements

3.1. Format

The manuscript must be typed (Times, font 12) with double spacing throughout
and with a margin of at least 3 cm on the left-hand side. Lines must be numbered in a
consecutive manner starting on the first page, in the left-hand margin. All pages of the
manuscript must also be numbered consecutively, including those containing references,
tables, and captions to illustrations, all of which are to be placed after the text.

Illustrations, both line drawings and photographs, are to be numbered as figures in a
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common sequence. The text should be prepared using standard software (Microsoft
Word), doc; do not use automated or manual hyphenation.

On page one of the manuscript the oficial name of the institution, the place
where the work was carried out, the title of the article, and the names of authors must be
stated as follows: Town, Country (no mailing address); Title of Article; Name A, Name
B, and Name C. The title should be concise and appropriately informative and should
contain all keywords necessary to facilitate retrieval by modern search techniques.
Additional keywords not already contained in the title or contents (abstract, summary)
may be listed beneath the contents. An abridged title suitable for use as a running head
at the top of the printed page and not exceeding 50 letters and spaces should also be
supplied. Each original paper, review or short communication shall contain a short
contents (abstract, summary), preferably less than 250 words. The contents should not
just recapitulate the results but should state concisely the scope of the work and give the
principal findings, avoiding acronyms and references. The contents shall be complete
enough for direct use by abstracting services.

Original articles should be structured in the following order: Title, Contents,
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgment and
References. Placement of figures and tables should be indicated in the text. The
experimental design should be described in sufficient detail (methods, analyses.
statistics, breeds, origin, and management of animals etc.) to allow for repetition of the
experiments.

If the paper is one of a numbered series, a reference to the previous part should
be given as a footnote on the first page. If a part not yet published needs to be consulted
for a proper understanding of the paper, an electronic copy of that manuscript should be
supplied to assist the referees. The corresponding author postal and a functional e-mail
address must appear at the end of the paper. Sets of identical data should not be given in
tables and figures. Figures and tables should be accompanied by a legend.

The manuscript comprises a printout of the text, figures, tables, and a list of all
figures and tables with their captions and titles on a separate piece of paper. We ask that
you convey the essential information within the first 60 characters of the captions to
accommodate the online edition. Each figure, table, and bibliographic entry must have a
reference in the text. For all figures please include reproduceable artwork (marked with
the author's name, short title, and figure number). Please do not import the figures into
the text file.
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3.2. Length

Original papers and review articles, including figures, tables and references,
should not exceed 5,000 words. Short Communications (case reports and technical
notes), should not exceed 1,800 words, including figures, tables and references. The
number of figures and tables should be kept to a minimum. Extended data sets can be
published online as supplementary material and should be identified as such.

3.3. Units, abbreviations and nomenclature

All specifications must be stated according to the S.I. System. Concentrations of
chemical solutions are to be given in mol/l. All other concentrations should be given in
% (volume or weight). All products implemented are to be mentioned with the
manufacturer's name and delivery address which should appear in a footnote on the
same page.

Any abbreviations of chemical, biological, medical, or other terms should only
be employed when it is certain that they are internationally known. The full name must
be stated in brackets when the abbreviation is first used.

All biological, medical, chemical, or other terms should be used according to the
most recent recommendations of respective international nomenclature. Enzymes
should be given according to the Enzyme Nomenclature (Elsevier Publishing Co.,
1965). In the case of commercially obtained substances or reagents, the name and
address of the manufacturer or supplier should be given as a footnote, when they are
first mentioned in the text. Products (preparations etc.) with a registered trademark
should be marked with ®. When non-commercially available substances or reagents are
used, the following text must be provided: “[kindly provided by (name of the person
plus the research group address or company name and location) and the corresponding
date]”

Bacterial names should be in accordance with the latest edition of Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology (The Williams and Wilkins Co., Baltimore).
Viruses are to be given the classification and names recommended by the International

Committee on the Nomenclature of Viruses.

3.4. lllustrations and tables
Original Photographs or drawings must be sharp and of high contrast. Figures

should be saved in a neutral data format such as TIFF or EPS, and a printout should
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always be included. Powerpoint and Word graphics are unsuitable for good quality
reproduction. Please do not use any pixel-oriented programmes. Scanned figures (only
in TIFF format) should have a resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line
drawings) in relation to the reproduction size. Please note that figures will generally be
reduced to fit within the column-width or the print area. This means that numbering and
lettering must still be readable when reduced (e.g. maps) and that the scale might not
correspond with the original (microscopic pictures), thereby invalidating references to
scale in the text. If artwork is to be scanned, line drawings should only be contour
drawings without halftones (shades of grey). Please do not use patterns; rough hatching
is possible. Graphs with an x and y axis should not be enclosed in frames; only 2-
dimensional representations. Do not forget the labels and units. Captions for the figures
should give a precise description of the content and should not be repeated within the
figure.

Please submit the data for figures in black and white. However, colour photos
can be reproduced in black and white (with a possible loss of contrast). Colour graphics
should be created using the RGB mode. There is a charge for alterations to figures when
carried out by the publisher. Figures printed in colour are subject to an added charge. In
the event that an author is not able to cover the costs of reproducing colour figures our
figures in colour in the printed version of the journal, Reproduction in Domestic
Animals offers authors the opportunity to reproduce colour figures in colour for free in
the online version of the article (but they will still appear in black and white in the print
version). If an author wishes to take advantage of this free colour-on-the-web service,
they should liaise with the Editorial Office to ensure that the appropriate documentation
is completed for the Publisher. Colour print charges are explained on the Colour Work
Agreement Form. Once completed, please return the form to:

Customer Services (OPI), John Wiley & Sons Ltd, European Distribution
Centre, New Era Estate, Oldlands Way, Bognor Regis, West Sussex, PO22 9NQ

Scanned or faxed copies will not be accepted. Please direct queries to the

Production Editor atrda@wiley.com.

Tables should be created using the table function.

3.5. References
In the text, citations are listed chronologically by the author and date and are not

numbered. All citations in the text must be listed at the end of the paper, according to


http://media.wiley.com/assets/7130/56/SN_Sub2000_F_CoW.pdf
http://media.wiley.com/assets/7130/56/SN_Sub2000_F_CoW.pdf
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the guidelines of the International Committee of Medical Journal Editors established in
1979. References should be listed in alphabetical order of the first author's name and all
the authors should be listed.

The following are examples of the styles required for citing a book chapter, a
journal article, and an entire book. For conference proceedings, be sure to include the
name(s) of the editor(s) of the proceedings, the publisher and the place of publication.

Ewald C, Apel G, von Mickwitz G, 1988: Erfahrungen mit der Vakzination gegen die
Haemophilus-Pleuropneumanie der Stewing. Berl Miinch Tierérztl Wschr 102, 6-11.
Mair A, Diebschlag W, Distl O, KrauRllich W, 1988: Analysis of pressure distribution
on the foot soles of cattle. J Vet Med A 35, 696-704.

Niemann H, Elsaesser F, 1983: Steroid hormones in early pig embryo development. In:
Bavister BD (ed), The Mammalian preimplantation Embryo. Plenum Press New York,
pp. 117-132.

Citations in the text should be given by placing in parenthesis the name(s) of author(s)
and the year of publication, e.g. (Thein and Hartl 1986), (Ewald et al. 1988), (Mair et al.
1988; Nieman and Elsaesser 1983).

All entries in the reference list must correspond to citations in the text. No
editorial responsibility can be taken for the accuracy of the references, and authors are
requested to check these with special care. Papers that have not been accepted for
publication are not to be included in the list of references and must be cited either as
‘unpublished data’ or as 'personal communication'. The use of such citations is
discouraged. It is the author's responsibility to ensure that they have permission to cite

material as a personal communication.

3.6. Laboratory animals
Papers reporting work with animals should include a reference to the code of
practice adopted for the experimentation. Editors will take account of ethical and animal

welfare issues and reserve the right not to publish.

4. Proof correction and offprints
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When you receive proofs of your article, please check, correct, and return them
electronicallyto the Editor-in-Chief without delay (within 3 days of receipt), as e-
annotated proofs. As changes to proofs are costly, we ask that you only correct

typesetting errors.

5. Book reviews

Book reviews appear irregularly at the end of the journals. Books submitted for
review are sent by the editors to a scientist involved in the special research area. No fee
is paid for reviews, but the review copy of the book (either as hard copy or electronic
copy) remains the property of the reviewer. Each review should begin with exact
bibliographical data on the publication, according to the following pattern:

Author(s) and/or editor(s), publication title, subtitle, edition, title of the
publication series (and possibly its editors) in which the book has appeared, publisher,
place of publication, year of publication, number of pages, number of illustrations,
tables, and diagrams, cover material (e.g. paperback, quarter cloth binding etc.), retail
price. Example:

Immelmann, F.: Introduction to Animal Behaviour. Revised and extended 3rd edition.
Pareys Studientexte No. 13. Paul Parey Scientific Publishers, Berlin and Hamburg.
1983. 223 pp., 106 figs., Balacron paperback, Euro 28.0.

Anexo 2: Normas para publicacdo na Livestock Science
ISSN: 1871-1413

Introduction

Types of article
1. Original Research Articles (Regular Papers); 2. Review Articles; 3. Short
Communications; 4. Position Papers; 5. Technical Notes; 6. Book Reviews.

Original Research Articles should report the results of original research. The
material should not have been previously published elsewhere, except in a preliminary

form. They should not occupy more than 12 Journal pages.
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Review Articles should cover subjects falling within the scope of the journal
which are of active current interest. Reviews will often be invited, but submitted
reviews will also be considered for publication. All reviews will be subject to the same
peer review process as applies for original papers. They should not occupy more than 12
Journal pages.

A Short Communication is a concise but complete description of a limited
investigation, which will not be included in a later paper. Short Communications may
be submitted to the journal as such, or may result from a request to condense a regular
paper, during the peer review process. They should not occupy more than 5 journal
pages (approximately 10 manuscript pages) including figures, tables and references.

Position Papers are informative and thought-provoking articles on key issues,
often dealing with matters of public concern. These will usually be invited, but a
submitted paper may also be considered for publication. They should not occupy more
than 12 Journal pages.

A Technical Note is a report on a new method, technique or procedure falling
within the scope of Livestock Science. It may involve a new algorithm, computer
program (e.g. for statistical analysis or for simulation), or testing method for example.
The Technical Note should be used for information that cannot adequately incorporated
into an Original Research Article, but that is of sufficient value to be brought to the
attention of the readers of Livestock Science. The note should describe the nature of the
new method, technique or procedure and clarify how it differs from those currently in
use if cannot be incorporated. They should not occupy more than 5 Journal pages.

Book Reviews will be included in the journal on a range of relevant books which

are not more than two years old.

Contact details for submission
Authors should send queries concerning the submission process or journal
procedures to AuthorSupport@elsevier.com. Authors can check the status of their

manuscript within the review procedure using Elsevier Editorial System.

Before you Begin

Ethics in publishing
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For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication see http://www.elsevier.com/publishingethics and

http://www.elsevier.com/ethicalquidelines.

Policy and ethics
The work described in your article must have been carried out in accordance
with The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for

experiments involving humans
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; EU Directive
2010/63/EU for animal experiments

http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab animals/legislation en.htm;Uniform

Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals http://www.icmje.org.

This must be stated at an appropriate point in the article.
Unnecessary cruelty in animal experimentation is not acceptable to the Editors of

Livestock Science.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest
including any financial, personal or other relationships with other people or
organizations within three years of beginning the submitted work that could
inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See

alsohttp://www.elsevier.com/conflictsofinterest. Further information and an example of

a Conflict of Interest form can be found at:

http://elsevier6.custhelp.com/app/answers/detail/a id/286/p/7923/.

Submission declaration
Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or

academic thesis or as an electronic preprint, seehttp://www.elsevier.com/postingpolicy),

that it is not under consideration for publication elsewhere, that its publication is
approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the
work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere including
electronically in the same form, in English or in any other language, without the written

consent of the copyright-holder.


http://www.elsevier.com/publishingethics
http://www.elsevier.com/ethicalguidelines
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm
http://www.icmje.org/
http://www.elsevier.com/conflictsofinterest
http://elsevier6.custhelp.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923/
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Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in
the authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add
or remove an author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal
Manager from the corresponding author of the accepted manuscript and must include:
(@) the reason the name should be added or removed, or the author names rearranged
and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with
the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are
not sent by the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the
corresponding author, who must follow the procedure as described above. Note that: (1)
Journal Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2)
publication of the accepted manuscript in an online issue is suspended until authorship
has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to
add, delete, or rearrange author names in an article published in an online issue will
follow the same policies as noted above and result in a corrigendum.

Material in unpublished letters and manuscripts is also protected and must not be

published unless permission has been obtained.

Copyright

This journal offers authors a choice in publishing their research: Open Access
and Subscription.

For Subscription articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a ‘Journal
Publishing Agreement' (for more information on this and copyright, see

http://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will be sent to the corresponding author

confirming receipt of the manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreement'
form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles
including abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the

Publisher is required for resale or distribution outside the institution and for all other


http://www.elsevier.com/copyright
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derivative  works, including compilations  and translations (please

consulthttp://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works

are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners
and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in

these cases: please consult http://www.elsevier.com/permissions.

For Open Access articles
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive
License Agreement’ (for more information see

http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted reuse of open access articles

is determined by the author's choice of user license  (see

http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Retained author rights
As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more
information on author rights for:

Subscription articles please see http://www.elsevier.com/authorsrights.

Open access articles please see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of
the research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data;
in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If
the funding source(s) had no such involvement then this should be stated. Please

seehttp://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors
whose articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential
manuscript archiving requirements as specified as conditions of their grant awards. To
learn more about existing agreements and policies please

visithttp://www.elsevier.com/fundingbodies.
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http://www.elsevier.com/authorsrights
http://www.elsevier.com/OAauthoragreement
http://www.elsevier.com/funding
http://www.elsevier.com/fundingbodies

144

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open Access

Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted
reuse

* An Open Access publication fee is payable by authors or their research funder
Subscription

* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient

groups through our access programs (http://www.elsevier.com/access)

* No Open Access publication fee
All articles published Open Access will be immediately and permanently free for
everyone to read and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the
following Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-
SA): for non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, to create
extracts, abstracts and other revised versions, adaptations or derivative works of or from
an article (such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology),
to text and data mine the article, as long as they credit the author(s), do not represent the
author as endorsing their adaptation of the article, do not modify the article in such a
way as to damage the author's honor or reputation, and license their new adaptations or
creations under identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-
ND): for non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to
include in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s)
and provided they do not alter or modify the article.

Elsevier has established agreements with funding bodies,

http://www.elsevier.com/fundingbodies. This ensures authors can comply with funding

body Open Access requirements, including specific user licenses, such as CC BY. Some
authors may also be reimbursed for associated publication fees. If you need to comply
with your funding body policy, you can apply for the CC BY license after your
manuscript is accepted for publication.

To provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be

met by the authors or their research funders for each article published Open Access.
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Your publication choice will have no effect on the peer review process or
acceptance of submitted articles.
The publication fee for this journal is $2500, excluding taxes. Learn more about

Elsevier's pricing policy:http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted,
but not a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may
require editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to
correct scientific English may wish to use the English Language Editing service
available from Elsevier's WebShop http://webshop.elsevier.com/languageediting/ or

visit our customer support sitehttp://support.elsevier.com for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided
stepwise through the creation and uploading of your files. The system automatically
converts source files to a single PDF file of the article, which is used in the peer-review
process. Please note that even though manuscript source files are converted to PDF files
at submission for the review process, these source files are needed for further
processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's
decision and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper

trail.

Submit your article

Please submit your article via http://ees.elsevier.com/livsci/

Referees
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses
of three potential referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or

not the suggested reviewers are used.

Preparation
Article structure

Manuscripts should have numbered lines, with wide margins and double spacing
throughout, i.e. also for abstracts, footnotes and references. Every page of the

manuscript, including the title page, references, tables, etc., should be numbered.


http://www.elsevier.com/openaccesspricing
http://webshop.elsevier.com/languageediting/
http://support.elsevier.com/
http://ees.elsevier.com/livsci/
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However, in the text no reference should be made to page numbers; if necessary, one

may refer to sections. Avoid excessive usage of italics to emphasise part of the text.
Manuscripts in general should be organised in the following order:

* Title should be clear, descriptive and not too long

* Abstract

» Keywords (indexing terms)

* Introduction

* Material studied, area descriptions, methods, techniques

* Results

* Discussion

* Conclusion

» Acknowledgment and any additional information concerning research grants, and so

on

* References

* Figure captions

* Figures (separate file(s))

* Tables (separate file(s))

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses
(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and, if available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with
country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete
postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')

may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
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actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript
Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must
be defined at their first mention in the abstract itself.

The abstract should not be longer than 400 words.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid,
for example, 'and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing

purposes.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international
system of units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You
are urged to consult IUB: Biochemical Nomenclature and Related Documents:

http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/ for further information.

Authors and Editors are, by general agreement, obliged to accept the rules
governing biological nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical
Nomenclature, the International Code of Nomenclature of Bacteria, and the
International Code of Zoological Nomenclature.

All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by
their scientific names when the English term is first used, with the exception of common
domestic animals. All biocides and other organic compounds must be identified by their
Geneva names when first used in the text. Active ingredients of all formulations should

be likewise identified.
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Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the
solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle,
variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted
by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed separately from
the text (if referred to explicitly in the text).

Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In
general only equations explicitly referred to in the text need be numbered.

The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e
are often more conveniently denoted by exp.

Levels of statistical significance which can be mentioned without further
explanation are "P< 0.05, P< 0.01 and” P< 0.001.

In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca®*, not as Ca*™".

Isotope numbers should precede the symbols, e.g. *°O.

The repeated writing of chemical formulae in the text is to be avoided where
reasonably possible; instead, the name of the compound should be given in full.
Exceptions may be made in the case of a very long name occurring very frequently or in
the case of a compound being described as the end product of a gravimetric

determination (e.g. phosphate as P,0s).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the
text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of
footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.
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* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are

given here

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300
dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.
Please do not:
* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;
* Supply files that are too low in resolution;
» Submit graphics that are disproportionately large for the content.
Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),

EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
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accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect
and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information
on the preparation of electronic artwork, please see

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting
color figures to 'gray scale’ (for the printed version should you not opt for color in print)

please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text.
Place footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript
lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that

the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

References

References concerning unpublished data and "personal communications™ should
not be cited in the reference list but may be mentioned in the text.
Reference style
Text: All citations in the text should refer to:
1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication;
2. Two authors: both authors' names and the year of publication;
3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al.' and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should
be listed first alphabetically, then chronologically.
Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).
Kramer et al. (2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted

chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the


http://www.elsevier.com/artworkinstructions

151

same year must be identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of
publication.

Examples:
Reference to a journal publication:
Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific
article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:
Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New
York.

Reference to a chapter in an edited book:
Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article,
in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing
Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to:
List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; NLM
Catalog (Journals referenced in the NCBI Databases):

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nImcatalog/journals;
CAS (Chemical Abstracts Service): via

http://www.cas.org/content/references/corejournals.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to
sending it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further
details of any item.
Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

E-mail address; Full postal address; Phone numbers; All necessary files have
been uploaded, and contain: Keywords; All figure captions; All tables (including title,
description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
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» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice
versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other
sources (including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on
the Web (free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of
charge) and in black-and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures
are also supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at

http://support.elsevier.com.
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