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Resumo

PONCHIROLLI, C.B. Desenvolvimento de embrides bovinos in vitro na presenca
de IGF-1, GH e Insulina nos meios de maturacdo de ovdcitos e cultivo
embrionario. (In vitro development of bovine embryos in presence of IGF-1, GH
and Insulin at oocyte maturation medium and embryo culture medium).
Dissertacdo mestrado em Medicina Veterinéria, Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, UNESP, Botucatu, 2006.

As técnicas de producdo in vitro de embrides bovinos ainda precisam ser
melhoradas em relacdo as taxas de embrides produzidos e sua qualidade. A
adicdo de fatores de crescimento aos meios de cultivo de embrides bovinos tem
sido estudada, com o intuito de melhorar a producéo e a qualidade embrionaria. O
objetivo deste experimento foi testar a adicdo de GH, IGF-1 e Insulina em duas
etapas do processo de producéo in vitro: na maturacdo dos ovocitos e no cultivo
dos embrides, visando aumentar as taxas de producdo de blastocistos e a
gualidade dos embrides produzidos, além de verificar a viabilidade de uma
coloracdo com acridina orange e iodeto de propideo para avaliacdo da qualidade
dos embrides. No experimento 1, avaliou-se as taxas de clivagem e formacéo de
blastocistos ap6s maturacdo ovocitaria em meio 199 (sais de Earle e L-glutamina
e 2,2 mg/ml de bicarbonato de sodio, médium 199, Sigma, Saint Louis, EUA, # M-
4530 ), na presenca de 10% de SFB, de sédio, 1 mg/ml de 17 estradiol (E; —
Sigma, Saint Louis, EUA, # E-2758), 50ug/ml de hCG (Profasi® 5.000U1), 5ug/ml
de FSH (Folltropin-V®, Vetrepharm, Ontario, Canadd), e 75ug/ml de sulfato de
gentamicina, suplementado com IGF-1 , GH, Insulina, adicionados separadamente
ou em conjunto. No experimento 2 foram avaliadas as taxas de clivagem e

formacdo de blastocistos em meio composto por HTF (Human Tubal Fluid, HTF®,



Irvane) e BME (Basal Medium Eagle, BME®, Sigma, Saint Louis, EUA), na
proporcéo de 1:1 (HTF:BME) acrescido de 0,6% de BSA, 0,01% de Mioinositol e
75 pg/ml de gentamicina, incubados em estufa a 38, 5°C, a 5% de CO, e umidade
absoluta, com suplementacdo de 10% de SFB no dia 3 de cultivo. O meio foi
suplementado com IGF-1, GH, Insulina,adicionados separadamente ou em
conjunto. No experimento 3, a coloragcdo com acridina orange e iodeto de propideo
foi testada para avaliar a qualidade das estruturas produzidas. A contagem e a
porcentagem de células com fragmentacdo de DNA foram os parametros
avaliados para avaliacdo da qualidade das morulas. Nos experimentos 1 e 2, ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos, quanto a taxa de producdo de
blastocistos ap0s suplentacdo dos meios de maturacdo oocitaria e cultivo de
embrides. No experimento 3, a técnica de coloracdo com acridina orange e iodeto
de propideo mostrou-se eficiente ao evidenciar a fragmentacdo de DNA para
avaliacdo da qualidade. A adicdo de hormonios e fator de crescimento ao meio de
maturacao in vitro de odécitos ndo melhorou a qualidade dos embrides produzidos,
mas o grupo com adicdo de insulina ao meio de cultivo embrionario apresentou
indice elevado de fragmentacdo de DNA, indicando qualidade inferior dos
embrides produzidos, em relagdo aos demais grupos.

Palavras-chave: IGF-1, GH, Insulina, maturacéo in vitro, cultivo in vitro, bovino.



Abstract

In vitro embryo production techniques in bovines still need to be improved due to
the embryo production rate and the quality. The addition of growth factors to the
bovine embryo culture medium has been studied due to their effects on the
production and embryo quality. The objective of this experiment was to study the
addition of GH, IGF-1 and Insulin at two steps of the in vitro embryo production
such as oocyte maturation and embryo culture, aiming at to increase the
blastocysts rates as well their quality, as evidenced by the viability after staining
with acridine orange and propideium iodete. In experiment 1, the cleavage rate and
blastocyst production were evaluated after oocyte maturation in medium 199 with
Earle’s salt, L-glutamine and 2.2 mg/ml sodium bicarbonate, medium 199, Sigma,
Saint Louis, USA, # M-4530) plus 10% BFS, 50 pg /ml sodium piruvate, 1 mg/mi
estradiol 17 B (E2 - Sigma, Saint Louis, USA., # E-2758), 50ug/ml hCG (Profasi®
5.000Ul), 5 pg/ml FSH (Foltropin-V®, Vetrepharm, Ontario, Canada), and 75ug/ml
gentamicin sulfate, supplemented either with IGF-1, GH, Insulin alone or in
combination. In experiment 2, the cleavage rate and blastocyst formation were
evaluated after in vitro embryo culture in HTF (Human Tubal Fluid, HTF ©, Irvane)
and BME (Basal Medium Eagle, BME ©, Sigma), in 1:1 proportion (HTF: BME) plus
0.6% of BSA, 0.01% of Mioynositol and 75 pg/ml of gentamicin sulfate, at 38, 5°C,
5% of CO, and absolute humidity atmosphere, supplemented with 10% FCS at day
3 of culture. The medium was supplemented with IGF-1, GH, Insulin alone or in
combination. In experiment 3, the acridine orange and propideium iodete stain was

used to evaluate the quality of produced morulae produced as in experiment 1 or 2.



The number and percentage of cells with DNA fragmentation was used to
determine marulae quality. The rate of blastocyst production in experiment 1 or 2
was not statistical different among the groups after addition of hormones and
growth factor to in vitro oocyte maturation or embryo culture media. In experiment
3, the acridine orange and propidium iodete staining was efficient in determine the
cell number and DNA fragmentation for quality evaluation of early bovine embryos.
The addition of hormones and growth factor to in vitro oocyte maturation medium
did not improve the quality of produced morulae. On the other hand, the addition of
insulin to embryo culture medium led to high DNA fragmentation rate, harming the
morulae quality as compared to the other groups.

Key word: IGF-1, GH, Insulin, in vitro maturation, in vitro culture, bovine.
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1- Introducéao

A producdo in vitro (PIV) de embrides ainda € bastante limitada,
principalmente em funcdo dos resultados obtidos em relagdo ao indice de
producdo e qualidade de morulas e blastocistos, além das taxas de mortalidade
embriondria mais elevadas em relacdo a transferéncia de embribes e a baixa
congelabilidade dos embrides produzidos in vitro..

O desenvolvimento embrionario in vitro € potencialmente afetado por varios
fatores, incluindo o sistema de cultivo, a quantidade de ovécitos ou embrides nos
grupos de maturacao e cultivo e a presenca de soro e/ou fatores de crescimento
(embriotréficos) de acdo paracrina e autdcrina nos meios. Para que haja melhor
controle de qualidade e a possibilidade de comparacdo de resultados entre 0s
diferentes laboratérios, € imprescindivel a otimizacdo de meios quimicamente
definidos para o cultivo. Porém, de maneira geral, o cultivo embrionario em meios
guimicamente definidos apresenta baixos indices de produc¢éo de blastocistos.
Para a ocorréncia da fertilizacdo e desenvolvimento embrionario inicial, é
fundamental que o ovocito tenha sofrido completa maturacdo, j& que ele
desempenha papel crucial no intervalo entre a fertilizacdo e a chamada “transi¢ao
materna - embrionaria”, tornando o genoma do embrido funcional. In vitro,
horménios como o LH, o FSH e estrégeno sdo freqlentemente utilizados em
meios de maturacao de ovOcitos, para promover o processo de maturagcdo. Porém,
a foliculogénese e a maturacdo ovocitéria sdo reguladas ndo somente pelas
gonadotrofinas e esteroides, mas também por outros hormdnios, como o horménio
de crescimento (GH) e fatores de crescimento, como o fator de crescimento

semelhante a insulina (“insulin- like growth factor, IGF-1).
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Hormonios como o GH e a Insulina ou fatores de crescimento também tém
sido adicionados aos meios de cultivo de embrides mamiferos pré - implantacdo. A
suplementacdo tanto do meio de maturacdo de ovdcitos, quanto do meio de
cultura de embrides com GH ou IGF-I, por exemplo, tem mostrado um efeito
benéfico no desenvolvimento do embrido antes da implantacdo, estimulando a
proliferacdo celular e inibindo a ocorréncia de apoptose. Porém, a literatura é
bastante controversa em relacdo a influéncia dessas substancias no
desenvolvimento de embrides.

Desta forma, o0 objetivo deste experimento foi o de estudar o
desenvolvimento in vitro de embrides bovinos na presenca GH, IGF-I e insulina em
duas etapas do processo de producdo in vitro: na maturacdo dos ovdcitos e no

cultivo embrionério.
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2. Revisao de literatura

2.1-Maturacdo ovocitéria:

Nos mamiferos, os od6citos inclusos em foliculos estdo bloqueados no
estagio de dipléteno da préfase da primeira divisdo meidtica (TSAFRIRI, 1985). In
vivo, a maturacdo nuclear resultando em metéafase Il (M 1) é estimulada pela onda
pré- ovulatéria de LH. Porém, os mecanismos intrafoliculares ndo sdo bem
conhecidos (MATTIOLI, 1992).

A maturacao coincide com o final do desenvolvimento folicular e inclui dois
eventos celulares: a finalizagdo do processo de meiose, desde o estagio de
vesicula germinativa até a formagdo da segunda placa metafasica (metafase Il) e
a maturacao citoplasmética, onde alterac6es moleculares e estruturais conferem
ao ovocito maduro a capacidade de suportar a fertilizagdo e o desenvolvimento
embrionério inicial (BEVERS et al. 1997). Algumas dessas altera¢cbes incluem a
redistribuicdo de organelas celulares, como granulos corticais (CGs), mitocondrias,
complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico, além da habilidade do ovdcito em
sofrer exocitose dos CGs (DUCIBELLA et al, 1990; 1993). Além disso, 0 ovOcito
adquire a capacidade de descondensar a cromatina do espermatozdide apés a
fertilizacdo (USUI e YANAGIMACHI, 1976).

O terceiro aspecto da maturacdo é a maturagdo molecular. Em ratos,
o genoma do embrido controla o0 desenvolvimento embrionario inicial
imediatamente ap0s a fertilizagdo, logo apds o estagio de duas células. Em

grandes animais, essa transicdo ocorre ao redor do quarto ciclo celular (FIRST et
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al..1988). O ovdcito deve conter as instrucdes apropriadas para dirigir as primeiras
divisbes e a ativacdo do genoma embriondrio, portanto, o desenvolvimento
embrionério inicial estd sob controle do mRNA citoplasméatico acumulado durante
a oogénese (SIRARD, 2001).

In vitro, hormdénios como LH, FSH e estrégeno sdo freqlientemente
utilizados como aditivos em meios de cultura para melhorar a qualidade do
processo de maturacdo (FUKUI et al., 1982; KEEFER et al., 1993; YOUNIS et al.,
1989; ZUELKE e BRACKETT, 1990).

A suplementacao dos meios de maturagdo com esses hormonios origina-se
a partir do conhecimento de seus envolvimentos no processo de maturacdo in
vivo. Porém, a foliculogénese e a maturacdo ovocitaria sdo reguladas nao
somente pelas gonadotrofinas e esterdides, mas também por outros hormonios,
como o0 hormdnio de crescimento e uma variedade de citocinas produzidas
localmente e de acdo paracrina. Entre estes reguladores, ha varios fatores de
crescimento, como os fatores de crescimento semelhantes a insulina (“insulin- like
growth factors”, IGFs), fator de crescimento epidermal (“epidermal growth facto™r,

EGF), entre outros. (BEVERS et a.l, 1997).

2.2- Influéncia GH, IGF-1 e Insulina na maturagcdo ovocitaria e
desenvolvimento embrionério.

O hormonio de crescimento estimula a proliferacao e diferenciagdo em uma
grande variedade de tipos celulares, inclusive no tecido ovariano. Em muitos

tecidos, 0 GH exerce seu efeito parcialmente através da producédo de IGF-1. De
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fato, a producao ovariana de IGF-1 parece estar sob controle do GH em presenca
de gonadotrofinas (CHUN et al., 1994).

O RNA mensageiro para receptores de GH ja foi identificado em células do
cumulus e células da granulosa de foliculos bovinos, além de ovdcitos bovinos
(YZADYAR et al., 1997, KOLLE et al., 1998) e precocemente em embrides no
estagio de uma célula (IZADYAR et al., 2000).

O tratamento de vacas superovuladas com GH no momento da
inseminacao diminuiu 0 numero de ovacitos ndo fertilizados na coleta de embribes
e aumentou a porcentagem de embrides transferiveis, além da porcentagem de
embrides em estagios mais avancados de desenvolvimento (MOREIRA et al.,
2000), sugerindo a influéncia do GH na fertilidade desses animais.

O envolvimento do GH na regulagdo do crescimento e desenvolvimento
folicular tem sido relatado (GONG et al., 1993; WEBB et al., 1994). A maturacao
de COCs em meio livre de soro, suplementado com bGH acelerou a progressao
da meiose, induziu a expansao do cumulus (menos que o FSH) e aumentou as
taxas de clivagem e numero de blastocistos ap0s a fertilizacao in vitro e o cultivo in
vitro (IZADYAR et al., 1996). A aceleracdo da maturacdo nuclear pelo GH também
foi observada durante a maturagéo in vitro de ovacitos de rato (APA et al., 1994) e
suinos (HAGEN et al., 1990). A inibicdo da quebra da vesicula germinativa foi
obtida quando ovdcitos desnudos foram cultivados na presen¢a de GH bovino. O
efeito oposto do GH em ovdcitos desnudos indica que a aceleragdo da maturacao
€ exercida através da acdo do GH nas células do cumulus (IZADYAR et al., 1996).

A deteccdo por RT-PCR de mRNA para receptores de GH nas células do

cumulus e no ovaocito, sustenta o envolvimento do GH na maturagdo em ovQcitos
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bovinos. Possivelmente, o aumento nas taxas de clivagem e formacdo de
blastocistos € causado pelo efeito positivo do GH na cinética da maturacéo
nuclear e extrusdo do primeiro corpusculo polar. Ovdcitos cuja extrusdo do
corpusculo ocorre logo ap6s o inicio da maturacdo apresentam maior
porcentagem de clivagem e formacdo e blastocisto, quando comparados com
aqueles que sofreram extrusao do corpusculo polar em um estagio mais tardio.
(VAN DER WESTERLAKEN et al., 1994). Izadyar et al., (1996) notaram que a
propor¢cdo de ovocitos em MIl apés 24 horas de cultivo ndo era afetada pelo
acréscimo de GH, assumindo-se que a aceleracdo da extrusdo do primeiro
corpusculo polar reflete o aumento da taxa de maturacdo citoplasmatica, levando
a maior formacao de blastocistos.

Recentemente, um estudo realizado com embrides bovinos (MOREIRA et
al.,2002) demostrou que a adicdo de GH ao meio de maturagdo in vitro de
ovécitos levou a um aumento nas taxas de clivagem e promoveu O
desenvolvimento embrionario, resultando em aumento do nimero de blastocistos
em estdgios mais avancados de desenvolvimento. Os efeitos do GH no
desenvolvimento embrionario foram observados independentemente da adicdo
exbégena de IGF-1 (MOREIRA et al., 2002).

O IGF-1 é relatado como estimulador da maturacdo ovocitaria e
subsequente desenvolvimento embrionario em bovino (MATSUI et al., 1995
PALMA et al., 1997), suino (XIA et al., 1994), coelho (HERRLER et al., 1998), rato
(O’'NEILL, 1997) e humano (LIGHTEN et al., 1998;). No embrido, este fator é

estimulador da proliferagcéo celular (HERRLER et al., 1998; LIGHTEN et al., 1998;
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DOHERTY et al.,, 1994) e supressor da apoptose (HERRLER et al., 1998;
SPANOS et al., 2000).

E conhecido como potente mitdgeno para as células da granulosa
(HERNANDEZ et al, 1988), mesmo na auséncia de FSH (VELDHUIS et al, 1986).
Além disso, os foliculos ovarianos tém sido reconhecidos como um sitio
importante para a acdo do IGF-I, por expressarem quantidade consideravel de
receptores para esse fator de crescimento (SPICER e ECHTERNKAMP, 1995).

In vivo, o IGF-1 materno estd presente no fluido folicular (SPICER E
ECHTERNKAMP, 1995) e em secrecdes uterinas (GEISERT et al.,, 1991) e de
tuba uterina (SCHIMIDT et al., 1994), fornecendo um ambiente rico em IGF-1 para
0 ovOcito e posteriormente, para o embrido (WATSON et al, 1999).

Quanto a maturacao in vitro, Herrler et al. (1992) mostraram que a adicdo
de IGF- 1 ao meio de maturacdo melhorou a qualidade dos embrides bovinos e
também aumentou a taxa de producdo de blastocistos (MARKKULA e
MAKAREVICH, 2001). Rieger et al. (1998) observaram que o IGF-1, em
associacdo ao EGF, aumentaram significativamente as taxas de clivagem quando
0s odcitos foram maturados em meio suplementado com esses fatores.

Além do envolvimento com a maturacdo, o GH e IGF-I devem influenciar o
desenvolvimento embrionério inicial, jA que mRNA para receptores de GH e IGF-I
foram identificados em embrides em desenvolvimento, desde o estagio de uma
célula (IZADYAR et al., 2000; WATSON et al., 1992). A adi¢do de GH e IGF-1 ao
meio de cultivo de embrides bovinos estimulou a propor¢do de ovocitos que se
desenvolveram ao estadgio de blastocisto, além de acelerar a taxa de

desenvolvimento embrionario (MOREIRA et al., 2003).
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A insulina também promove o desenvolvimento embrionario inicial
(HERRLER et al, 1998). Receptores para insulina foram encontrados em embrides
de ratos (HARVEY et al, 1991; ROSENBLUM et al., 1986) e bovinos (WATSON et
al, 1992). A insulina estimula a sintese protéica em embriées de ratos (SHIN et al,
1992) e suino (SAITO et al, 1991) e a formacéo de blastocistos (HARVEY et al,
1988; SHIN et al, 1992). Estudos realizados demonstram que a insulina e o IGF-1
apresentam efeitos benéficos similares no desenvolvimento embrionario inicial in
vitro, sugerindo que esse efeito deve ser mediado por uma reacdo cruzada com
seus receptores (MATSUI et al., 1995).

Os efeitos do IGF-1 no desenvolvimento embrionario pré-implantagdo sao
mediados por receptores com elevada afinidade para este fator de crescimento
(MATSUI et al., 1997).

Em um experimento realizado com bovino, Makarevich e Markkula (2002)
demonstraram que a adicédo de IGF-1 ao meio de cultivo ndo aumentou a taxa de
clivagem, mas a producdo de moérulas tardias e blastocistos aumentou
significativamente.

A adicdo de IGF-1 na concentracédo de 5 ng/ml a um meio de cultivo in vitro
guimicamente definido ndo apresentou efeitos benéficos a porcentagem de
producéo de blastocistos (HERNADEZ-FONSECA et al., 2002). Porém, em estudo
mais recente, a suplementacdo de um meio de CIV quimicamente definido (com
PVA substituindo o BSA) com a mesma concentracdo de IGF-1 (5 ng/ml) foi
benéfica para aumentar as taxas de producdo embriondria em bovinos, sem

aumentar o indice de clivagem, que reflete a capacidade de fertilizagcdo e
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geralmente, ndo € afetado por fatores de crescimento adicionados aos meios de
cultivo (SIRISATHIEN et al, 2003).

Apesar de embrides poderem ser cultivados em meios simples, sob
condicOes definidas (ECKERT e NIEMANN, 1995; GRAHAM et al., 1995; HOLM et
al., 1999), a auséncia dessas fontes protéicas leva a producdo de embrides com
menor capacidade de desenvolvimento (THOMPSON et al.,, 1998) e menor
namero de células (LEE et al., 1998; PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1994). A
utilizacéo de soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA) no meio de
cultivo de embrides tem se mostrado benéfica ao desenvolvimento embrionario
(GOMEZ e DIEZ, 2000), levando a taxas de producdo bastante elevadas. A
explicacdo deve-se ao fato de que o soro suporta o embrido com nutrientes
essenciais e fatores de crescimento (VAN LANGENDONCKT et al., 1997) com
efeitos embriotréficos (BAVISTER, 1992), além de suas benéficas propriedades

antioxidantes (RIEGER, 1992).

2.3- Morte celular durante o desenvolvimento embrionério

O desenvolvimento embrionério é caracterizado por uma progressdo de
eventos ordenados, incluindo diviséo, diferenciacéo e morte celular.

Vérios tipos de morte celular tém sido estudados e relacionados, porém a
definicdo de apoptose ficou clara por Kerr et al. (1972) apud Fabian et al. (2005).

Apoptose ou morte celular programada esta presente durante o
desenvolvimento embrionario de mamiferos, pois exerce o importante papel de
eliminar células anormais e controlar o numero de células em desenvolvimento.

(FABIAN et.al., 2005). Tanto a massa celular interna quanto o trofoblasto sofrem
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apoptose durante o desenvolvimento e a morte celular pode ocorrer em embrides
prodizidos in vivo ou in vitro (HARDY, 1997). A maioria das ocorréncias de morte
celular no embrido sdo por apoptose, que € um processo comumente observado
em tecidos onde ocorrem altas taxas de mitose e células com relativamente pouco
citoplasma (ZAKERI et.al., 2002)

Erros no processo de apoptose do embrido resultam no comprometimento
da futura maturacdo e podem levar a morte embrionéaria precoce ou a formacao de
anomalias fetais.

Como citadas por Fabian et al. (2005), existem diversas causas de
apoptose em células embrionarias: anormalidades cromossémicas, exposi¢cdo a
fatores deletérios, como espécies oxigénio — reativas (ROS), irradiagdo por luz
ultra-violeta, choque térmico, entre outras. A incidéncia de apoptose em embrides
produzidos in vitro pode aumentar em condi¢bes inadequadas de cultivo,
resultando da composicdo impropria do meio de cultivo (LEVY, 2001) ou
densidade embrionaria inadequada na cultura (O’'NEIL, 1998).

Apoptose geralmente ocorre em células isoladas (NEUBER et al., 2002) e é
caracterizada pela perda da aderéncia da célula em apoptose com aquelas que a
circundam. Ocorrem condensagdo e marginalizagcado da cromatina, seguida de sua
fragmentacdo. Bioquimicamente, proteinas sdo degradadas e o DNA ¢é
fragmentado por diferentes nucleases. O processo é seguido pela fragmentacao
da célula e formagcdo de corpos apoptéticos circundados por uma membrana
celular, os quais sofrerdo fagocitose pelas células vizinhas, sem associacdo &

inflamagéo (HARDY, 1997; 1999; HUPPERTZ, 1999).
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Necrose é um diferente tipo de morte celular, que difere da apoptose em
Varios aspectos, pois usualmente envolve um grupo celular e ndo células isoladas,
apos exposicdo a injuria severa. A necrose caracteriza-se por lise e
extravasamento dos componentes celulares (NEUBER et al., 2002), incluindo
pirébgenos que levam a inflamagdo tecidual. Durante o desenvolvimento
embrionério, esse tipo de morte celular em grupo raramente ocorre (ZAKERI et.al.,
2002).

O numero de células em apoptose tende a aumentar conforme o
desenvolvimento embrionario prossegue e a taxa de mitose diminui (VAN SOOM
et al.,, 2002). A morte celular programada esta envolvida no processo de
degeneracéo de embrides anormais durante o segundo ciclo celular em humanos
(JURISICOVA et al., 1996) e durante o primeiro ciclo celular em embrides de ratos
(JURISICOVA et al., 1998).

Em embrides de bovinos, a ocorréncia da morte celular programada
depende do estagio de desenvolvimento. Geralmente, a apoptose é observada em
embribes apds o0 estagio de oito a 16 células (FREI et al., 1989), moérulas e
blastocistos. Porém, ndo é observada em zigotos (2 pré-nucleos) e embrides de
duas ou trés a sete células (MATWEE et al., 2000). Além disso, a porcentagem de
nacleos com fragmentacdo de DNA diminui na fase de moérula, mas aumenta
novamente durante a fase de blastocisto (BYRNE et al., 1999).

O nuamero de células embrionarias e a taxa de apoptose sao indicadores da
gualidade embrionéria, pois quanto maior o nimero de blastbmeros e menor a

guantidade de células em apoptose, melhor a qualidade do embriéo.
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Em um embrido em desenvolvimento, células em apoptose sdo geralmente
circundadas por inmeras células em divisdo e diferenciacdo, tornando dificil sua
identificacdo. HA um grande numero de métodos disponiveis para avaliacdo da
apoptose embrionaria, inclusive técnicas de coloracdo especificas (ZAKERI et al.,
2002).

A coloragcdo com acridina “orange”, quando bem empregada, mostra-se
bastante efetiva. Esse método de coloracdo € indicado para embrides pequenos
ou em estagios iniciais de desenvolvimento (ZAKERI et al., 2002).

A acridina interage com o DNA celular e o faz refletir a coloracdo verde,
mas também interage com o RNA, porém este reflete a cor alaranjada. Sendo
assim, uma célula corada com acridina “orange” terd o citoplasma vermelho-
alaranjado e o0 nucleo verde, sendo ela viavel ou ndo. A interpretacdo da
morfologia da cromatina € importante para a determinagdo das células em
apoptose ou ndao (COLIGAN et al., 1992). A associagao da acridina “orange” com
iodeto de propideo, o qual tem capacidade de penetrar células mortas, faz com

gue células vivas possam ser diferenciadas das mortas.

2.4 Influéncia do GH, IGF-1) e Insulina na qualidade embrionaria.

A quantidade de células embrionarias e a taxa de ocorréncia de morte
celular sdo fortes indicativos da qualidade de embrides produzidos in vitro. O GH,
IGF-1 e a insulina, muitas vezes, estimulam a proliferagdo celular, aumentando a
taxa de producdo embrionéria in vitro.

Alguns autores demonstraram que o GH ndo s6 aumenta a taxa de

producdo embrionaria, como promove 0 aumento no numero de células dos
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blastocistos (MOREIRA et al., 2002). Em outro estudo, a adicdo de GH a um meio
de cultivo embrionario livre de soro fetal levou a producdo de embrides com
guantidades de células significativamente superiores aos embridées produzidos no
grupo controle, sem adicdo de GH. Além disso, esses embrides foram submetidos
a vitrificacdo e apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia a criopreservacao,
outro indicativo da superior qualidade dos embrides cultivados na presenca de GH
(MTANGO et al., 2003). Porém esses mesmos autores ndo observaram efeitos
benéficos da adicdo da insulina na qualidade de embrides PIV (produzidos in
vitro).

Ha muitas evidéncias de que o GH pode agir como fator de sobrevivéncia
ou anti-apoptético para diferentes tipos celulares, tanto in vivo, quanto in vitro
(SEGARD et al.,, 2003; DALLA LIBERA et al.,, 2004) e que esses efeitos sao
observados em estagios bastante iniciais do desenvolvimento, como no odcito ou
durante o desenvolvimento embrionario (SIROTKIN e MAKAREVICH, 1999;
KOLLE et al., 2003).

Varios estudos demonstraram que o IGF-1 pode estimular a proliferacao
celular da massa celular interna e conseqiientemente, aumentar o nimero de
células do embrido (HARVEY e KAYE, 1992; DOHERTY et al,1994). Porém,
alguns autores ndo observaram esse efeito benéfico do IGF-1 na formacédo de
blastocistos (SMITH et al., 1993).

O IGF-1 também pode estar envolvido na protecdo contra a morte celular
em embrides. Seu efeito anti-apoptotico foi estudado em varios tecidos ou em
células totipotentes, incluindo embrides pré-implantacdo. O IGF-1 protege contra

apoptose espontanea ou induzida em células somaticas (GROTHEY et al, 1999).
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O cultivo de embrifes in vitro de varias espécies, como humanos (O’NEIL 1997;
SPANOS et al., 2000), bovinos (BYRNE et al., 2002) e ratos (MAKAREVICH et al.,
2002) na presenca de IGF-1 em diferentes concentragbes, demonstrou a
diminuicdo na incidéncia de apoptose espontanea. O efeito inibitério do IGF-1 ou
da insulina na apoptose foi relatado em embrides do coelho, que tiveram morte
celular induzida pela radiacdo UV (HERRLER et al., 1998). Nesse mesmo estudo,
0s autores também observaram um aumento significativo na proliferacdo celular,
didametro embrionario e formacao de blastocistos.

Fabian et al. (2004) testaram o efeito inibitério de apoptose do IGF-1,
cultivando embrides de ratos na presenca desse fator de crescimento. Os
embribes haviam sido induzidos a apoptose com Actinomicina D e Anfotericina,
dois conhecidos indutores da morte celular e o IGF-1 mostrou-se benéfico na
reducdo do indice de morte celular tanto em embrides tratados, como em
embrides do grupo controle, que ndo tinham sido induzidos a apoptose.

Em cultivo de embrides partenotos de suinos a adi¢do de IGF-1 a um meio
guimicamente definido ndo aumentou a taxa de embrides que se desenvolveram
do estagio de duas células até blastocistos, porém a utilizacdo do IGF-1 na
presenca de BSA demonstrou efeito benéfico do IGF-1 em aumentar o nimero de
células por embrido, além de reduzir significativamente o indice de apoptose,
sugerindo um efeito sinérgico do IGF-1 e BSA em estimular a mitose celular e

inibir a apoptose de partenotos na espécie suina (CUI et al., 2005).
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3- Objetivos

-Estudar os efeitos da influéncia da adicdo de GH, IGF-1 e Insulina ao meio de
maturacdo de ovdcitos, determinando o indice de desenvolvimento embrionério
apos a fertilizacdo de ovdcitos, bem como a qualidade dos embriées formados
utilizando como parametros a contagem do numero total de células e o indice
de células com fragmentacédo do DNA.

-Estudar os efeitos da influéncia da adicdo de GH, IGF-1 e Insulina ao meio de
cultivo embrionério, determinando o indice de formacédo de blastocistos, bem
como a qualidade dos embrides formados (numero de células e porcentagem
de células com DNA fragmentado).

- Testar a eficiéncia da coloragcao de embrides bovinos com acridina “orange” e
iodeto de propideo para avaliagdo da qualidade embrionéria (contagem de

nucleos e fragmentagéo de DNA).
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4- Material e métodos

4.1. Producdo in vitro dos embrides.

Foram utilizados ovarios bovinos provenientes do Frigorifico Frigol, situado
no municipio de Lencgois Paulista — SP, a 50km de distancia do laboratorio. Os
ovocitos foram aspirados de foliculos com 2 a 8mm de diametro e mantidos no
préprio fluido folicular, em tubos conicos de 15mL aquecidos a 37°C, até o
momento da selecdo. Para classificacdo e selecdo dos ovocitos estes foram
transferidos para placas de Petri contendo fluido folicular bovino previamente
centrifugado e filtrado em filtro de 0,22um e analisados sob microscopio
estereoscopio. Foram selecionados para 0 uso somente ovOcitos que
apresentavam trés ou mais camadas compactas de células do cumulus,
citoplasma homogéneo e aspecto esférico. Ovocitos com cumulus expandido,
desnudos ou com citoplasma muito claro e alteragbes de formato foram
descartados. Os ovacitos selecionados foram distribuidos em grupos de 25 a 30 e
lavados 5 vezes em meio de maturacéo previamente equilibrado.

Os ovécitos selecionados foram maturados em estufa a 38, 5° C, com 5%
de CO; em ar e umidade absoluta, por 22 a 24 horas. Foi utilizado o meio 199,
com L-glutamina, bicarbonato (2,2 mg/ml) e sais de Earle (Sigma, Saint Louis,
EUA, M-4530), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). piruvato de
sédio (22 pg/ml), Img/ml estradiol 173 (E, — Sigma, Saint Louis, EUA, E 2758),
50pg/ml hCG (Profasi hp® 5.000Ul, Serono Inc., Rockland, EUA), 5ug/ml FSH
(Foltropin-V®, Vetrepharm, Ontario, Canadd), e 75ug/ml gentamicina (Sigma, Saint

Louis, EUA, G-1272) (Anexo C)
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Apés a maturacdo, os ovécitos foram submetidos a fecundacgdo in vitro
(FIV). Os espermatozéides foram selecionados pelo método do swuim up e a
concentracdo ajustada para 1x10° espermatozéides/ ml. A fertilizacdo ocorreu em
meio Fert-talp (Anexo A), onde os ovocitos e espermatozoéides foram incubados
em estufa, sob as mesmas condi¢des, por aproximadamente 18 horas. As placas
utilizadas para maturacdo in vitro, do tipo NUNC® com quatro pogos, foram
"lavadas" duas vezes com meio de cultura previamente estabilizado, com a
intencdo de armazena-las para realizagdo da co-cultura dos embrides.

Decorridas 18 horas de FIV, os possiveis zigotos foram desnudados
parcialmente (tiveram as células do cumulus parcialmente removidas) e
transferidos paras as placas de cultivo, onde foram co-cultivados na presenca de
suas proprias células do cumulus em meio composto por HTF ( Human Tubal
Fluid, HTF®, Irvane) e BME (Basal Medium Eagle, BME®, Sigma), na relacéo 1:1
(HTF:BME) acrescido de 0,6% de BSA, 0,01% de Mioinositol e 75 pg/ml de
gentamicina (Anexo C), durante sete dias, em estufa a 38, 5° C, 5% de CO, e
umidade absoluta. Apos 72h de cultivo (D3), a taxa de clivagem foi determinada e
o0 meio foi suplementado com 10% de SFB. A taxa de producédo de blastocistos foi
determinada apos 168h de cultivo (D7).

A porcentagem de clivagem e taxa de blastocistos foram calculadas a partir

do nimero total inicial de ovdcitos.
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Para que todos os experimentos fossem concluidos, foram realizadas 20
viagens ao frigorifico, com a obtengéo de 780 ovarios e 4269 ovdcitos, totalizando
uma média de 5,5 ovdcitos utilizados por ovario aspirado.

Os ovdcitos selecionados foram divididos em trés experimentos.

No experimento 1 avaliou-se as taxas de clivagem e formagédo de
blastocistos apdés maturacdo ovocitaria em meio suplementado com IGF-1, GH,
Insulina, adicionados separadamente ou em associacao.

Os ovocitos, antes da maturagdo, foram divididos em 5 diferentes grupos,
sendo:

Grupo controle (n=532) — a maturacao foi realizada em meio 199, como
descrito anteriormente.

Grupo GH (n=539) — meio de maturagéo acrescido de GH (100 ng/ml).

Grupo IGF-1 (n=535) - meio de maturagao acrescido de IGF-1 (10 ng/ml)

Grupo Insulina (n=539) — meio de maturacdo acrescido de Insulina (1
ug/ml).

Grupo GH, IGF-1 e Insulina em associagéo (n=527) - meio de maturacéo
acrescido de GH (100 ng/ml), IGF-1 (10 ng/ml) e Insulina (1 pg/ml).

No experimento 2 foram avaliadas as taxas de clivagem e formacao de
blastocistos cultivados in vitro em meio suplementado com IGF-1, GH e
Insulina, adicionados separadamente ou em associacao.

A maturacao e a fertilizagdo foram realizadas como o descrito anteriormente
(o meio de maturacao foi o mesmo utilizado no grupo controle do experimento

1).
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Apés a fertilizagdo, os presumiveis zigotos foram divididos em 5 grupos

para o cultivo:

Grupo controle (n=323) - meio de cultivo sem adi¢cdo de GH, IGF-1 ou GH.

Grupo GH (n=328) - meio de cultivo acrescido de GH ( 100 ng/ml).

Grupo IGF-1 (n=342) - meio de cultivo acrescido de IGF-1 (10 ng/ml);

Grupo Insulina (329) - meio de cultivo acrescido de Insulina (1 png/ml);

Grupo GH, IGF-1 e Insulina adicionados em associacao (n=314) - meio

de cultivo acrescido de GH ( 100 ng/ml ), IGF-1 (10 ng/ml) e insulina (1 ug/ml)

No experimento 3 a qualidade dos embrides produzidos apdés maturagcdo
em meio suplementado com IGF-1, GH e Insulina foi determinada pela
contagem de células e pela porcentagem de células com fragmentacdo de
DNA. Além disso, foi determinada a qualidade dos embrides produzidos em
meio de cultivo suplementado com IGF-1, GH e insulina, adicionados
separadamente ou em associacdo, determinada pela contagem de células e
porcentagem de células com DNA fragmentado. Os ovdcitos foram divididos
em grupos como o experimento 1 e o experimento 2, totalizando 9 grupos:

Controle: maturagdo e cultivo realizados como nos grupos controles do
experimento 1 e do experimento 2.

GH adicionado a MIV: maturacgéo e cultivo realizados como no grupo GH
do experimento 1.

IGF-1 adicionado a MIV: maturacédo e cultivo realizados como no grupo

IGF-1 do experimento 1.
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Insulina adicionada a MIV: maturacao e cultivo realizados como no grupo
Insulina do experimento 1.

GH, IGF-1 e Insulina adicionados a MIV: maturagéo e cultivo realizados
como no ultimo grupo do experimento 1.

GH adicionado ao CIV: maturacao e cultivo realizados como no grupo GH
do experimento 2.

IGF-1 adicionado ao CIV: maturagéo e cultivo realizados como no grupo
IGF-1 do experimento 2.

Insulina adicionada ao CIV: maturacéo e cultivo realizados como no grupo
Insulina do experimento 2.

GH, IGF-1 e Insulina adicionados ao CIV: maturacdo e cultivo realizados
como no ultimo grupo do experimento 2.

Com 96 h de cultivo (D4) uma parte das morulas foi submetida a coloracdo
com acridina orange e iodeto de propideo, para determinacdo do numero de
células e porcentagem de células com nuacleo fragmentado. Para avaliar a
gualidade das morulas produzidas no experimento 1, foram selecionadas
aleatoriamente morulas do grupo controle (n=34), GH (n=34), IGF-1 (n=30),
insulina (n=22) e GH+IGF-1+insulina (n=28). Para avaliar as mérulas produzidas
no experimento 2 foram selecionadas, também aleatoriamente, morulas de todos
0s grupos: controle (n=34), GH (n=27), IGF-1 (n=21), insulina (n=22) e GH+IGF-
1+insulina (n=26). A solucdo de acridina orange mais iodeto de propideo foi
preparada diluindo-se 100 pg de acridina orange (Sigma A-6014) mais 100 ug de

iodeto de propideo em 1 ml de PBS (Coligan et al., 1992). A solucao foi
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armazenada em tubos plasticos de 15 ml (CORNING®) protegidos da luz, sob
refrigeracdo a 4°C até o momento do uso.

Para a coloracdo do material, 10 ul dessa solucao foram colocados em uma
lamina para microscopia e as morulas foram adicionadas a essa gota. A gota foi
coberta com uma laminula com cola de silicone nos quatro cantos para fixar o
material a lamina. As laminas foram preparadas em ambiente escuro e a leitura foi
realizada em microscopia de fluorescéncia (filtro azul, excitagdo: 450 a 490nm,
aumento de 400x). (Figuras 1 e 2).

Células viadveis com morfologia nuclear normal apresentaram cromatina
verde brilhante com estrutura organizada, as quais, nesse trabalho, foram
denominadas de VN (viaveis com nucleo normal). (Figuras 1 e 2).

Células invidveis com coloracdo da cromatina laranja brilhante, devido a
penetracdo do iodeto de propideo, mas a estrutura nuclear organizada, bem como
células com nudcleo laranja altamente condensado ou fragmentado, foram

denominadas NVF (ndo vidvel com fragmentacdo de DNA). (Figura 1).



Figura 1: Células VN (nucleos corados em verde, morfologia
normal) e células NVF (nicleo alaranjado, cromatina

fragmentada. Aumento 400x.

Figura 2: Células VN (nucleos corados em verde,

morfologia normal). Aumento 400x.
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4.2 - Andlise estatistica
Os valores em proporgdo ou porcentagem obtidos nos experimentos 1 e 2
foram analisados estatisticamente por teste qui-quadrado a 5% de probabilidade.
Para analise estatistica dos valores médios de células vidveis ou com
nacleo em fragmentacgéo, por moérula (experimento 3) foi realizado o procedimento
GLM (General Linear Model), do programa computacional SAS® (1996), obtendo-
se as andlises de variancia e as médias estimadas, além do desvio padrdo sendo

essas comparadas através do teste de Tukey a 10% de probabilidade.
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5- Resultados
5.1- Experimento 1 - adigdo de GH, IGF-1, Insulina ou todos associados ao meio
de maturacgdo oocitaria.

Os resultados do experimento 1 estdo expressos na Tabela 1.

A adicdo de IGF-1 ao meio de maturacdo de odcitos resultou em maior
(p<0,05) indice de clivagem (78,88%), quando comparada aos demais, exceto
para o grupo GH (77,37%), o qual apresentou resultados similares. A adicdo de
GH também foi superior em relagcéo a taxa de clivagem obtida nos grupo Insulina
(70,62%).

No entanto, embora a adicdo de GH ao meio de maturagdo tenha levado a
taxa de clivagem estatisticamente superior a taxa de clivagem obtida no grupo
Insulina, estas nao diferiram do observado no grupo controle (73,12%) ou no
grupo onde houve a adi¢cdo de GH, IGF-1 ou Insulina em associacgéo (73,62%)

Apesar das diferencas observadas nas taxas de clivagem, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos quando se comparou a taxa de producdo de
blastocistos no dia 7 de cultivo embrionario, apos adicdo de fatores de

crescimento ao meio de maturagao oocitéria.
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Tabela 1: Proporcao e percentagem de ovécitos clivados no D3 e producdo de
blastocistos no D 7 de cultivo embrionario, apos adicdo de IGF-1, GH, Insulina ou

todos associados ao meio de maturacao oocitaria.

Grupos de MIV Clivagem (D3) Producdo de Blastocistos (D7)
(%) (%)
Controle 389/532 154/532
(n=532) (73,12%)"° (28,95%)%
IGF-1 422/535 151/535
(n=535) (78,8%)? (28,22%)*
GH 417/539 153/539
(n=539) (77,37%)% (28,39%)?
Insulina 382/539 142/539
(n=539) (70,87%)° (26,35%)%
Todos associados 388/527 147/527
(n=527) (73,62%)b° (27,89%)%
Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste qui-quadrado
(p<0,05)

5.2- Experimento 2 - adicdo de GH, IGF-1, Insulina ou todos associados ao meio
de cultivo embrionario.

Os resultados estdo expressos na Tabela 2.

No experimento 2, , GH, IGF-1, Insulina ou todos associados foram
adicionados ao meio de cultivo embrionario. O grupo que teve adicdo de IGF-1
apresentou taxa de clivagem superior (87,13%) ao grupo que recebeu adicédo de
todos associados (77,71%). Entretanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos IGF-1, GH, Insulina ou Controle, em relagdo as taxas
de clivagem. Da mesma forma, as taxas de clivagem dos grupos Controle, GH,

Insulina ou todos os fatores foram semelhantes.
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Quanto as taxas de producdo de blastocistos, a adicao de IGF-1, GH,
Insulina ou todos os fatores néo influenciou, pois ndo houve diferencas estatisticas

entre 0S grupos.

Tabela 2: Proporcdo e percentagem de clivagem no D3 e formacao de
blastocistos no D7, apdés o cultivo embrionario em meio suplementado com

IGF-1, GH, Insulina ou todos associados.

Grupos de cultivo Clivagem (D3) Producéo de Blastocistos (D7)
(%0) (%)
Controle 268/323 113/323
(n=323) (82,97%)% (34,98%)%
IGF-1 298/342 124/342
(n=342) (87,13%)% (36,26%)%
GH 275/328 114/328
(n=328) (83,84%)® (34,76%)%
Insulina 278/329 116/329
(n=329) (84,50%)% (35,26%0)%
Tudo 244/314 97/314
(n=314) (77,71%)° (30,89%)?

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste qui-quadrado

(p<0,05)

5.3-Experimento 3: Avaliacdo da qualidade dos embrifes produzidos,
indicada pelo numero de células e indice de morte celular embrionéaria no dia
4 de cultivo.

Os resultados estdo expressos na Tabela 3.



42

No experimento 3 avaliou-se a qualidade dos embrides produzidos apos
adicéo de IGF-1, GH, Insulina ou todos associados aos meios de maturagédo de
ovOcitos ou cultivo embrionario. Foi determinado o numero de células dos
embrides dos diferentes grupos testados (contagem de nucleos) e a percentagem
de morte celular através da analise da fragmentacdo do DNA, como indicadores

de qualidade embrionaria (Figuras 3).



Figura 3: Embrides corados com acridina orange + iodeto de propideo as 96
horas de cultivo in vitro (D4). Células NVF apresentam nucleos alaranjados,
indicados pelas setas (A). Células VN apresentam nucleos verdes brilhantes (B).
Aumento de 400x.
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O numero de células totais e o nimero de células com fragmentacédo de
DNA determinadas quando se adicionou IGF-1, GH, Insulina ou todos
componentes ao meio de maturagcdo de o0citos (experimento 1) estdo
demonstrados na Tabela 3.

O numero de células por embrido no dia 4 de cultivo embrionario nao foi
diferente estatisticamente entre os grupos do experimento 1 (controle = 10,14;
IGF-1 = 10,80; GH = 9,0; Insulina = 9,36 e tudo = 10,14), mostrando que a adi¢cao
de GH, IGF-1 ou Insulina ao meio de maturagdo oocitaria ndo estimilou a
proliferagéao celular dos embrides produzidos in vitro nessas condigdes.

O numero médio de células viaveis com nucleo normal (VN) também néo foi
diferente entre os diversos grupos (9,29; 10,33; 8,5; 7,9; 8,75, respectivamente
para os grupos controle, IGF-1, GH, Insulina ou todos associados); assim como
ndo houve diferencas entre as porcentagens de células VN (controle = 89,87%;
IGF-1 = 95,31%; GH = 94,75%; Insulina = 86,15% e tudo = 92%)).

Em relacdo a taxa de fragmentacdo de DNA, ndo foram observadas
diferencas entre a média ou a porcentagem de células ndo viaveis com nucleo
fragmentado (NVF) entre os grupos controle (0,94 = 10,89%), ou maturados em
presenca de IGF-1 (0,27 = 2,16%), GH (0,47 = 4,66%), Insulina (1,18 = 12,14%)
ou Tudo (1,5 = 12,5%). As taxas de fragmentacdo de DNA observadas tanto no
grupo controle, quanto nos demais grupos do experimento 1 foram sempre
inferiores a 15% das células totais, indicando a baixa frequiéncia de ocorréncia de

morte celular.



45

Tabela 3: Qualidade de embrides ap6s 96h de cultivo embrionario (D4)

produzidos ap0s maturacdo de in vitro de ovoécitos na presenca de IGF-1,

GH, Insulina adicionados separadamente ou em associacao, indicada pelo

numero de células e indice de fragmentacdo de DNA.

Grupos de MIV Média e DP de células por Meédia e DP de Média e DP de
(embriges avaliados) embrido células VN células NVF
Total de células (%) (%)
Controle 10,14 + 4,02 9.29+4.8 094118
(n=34) (345) 89,87% 10,89%
(292/345) (25/345)
IGF-1 10,80+ 3,5° 10,33+ 3,6 0.27 06
(n=30) (324) 95,31% 2,16%
(2721324) (43/324)
GH 9,00+39° _,_,_S 5238 04711
(n=34) (306) 4,75% 4,66%
(241/306) (57/306)
Insulina 9.36+23% _,_._782i2013 1,1281&229
(n=22) (206) 15% 12,14%
(127/206) (66/206)
a 8,75 + 3,95 15+2.96
Todos 10,14 £ 5,38 1?2345) 38 92,00%2 12,5%%
(n=28) (217/284) (38/284)
P=0,42 P=0,44 P<0,1

Letras iguais na mesma coluna, valores ndo diferem estatisticamente.
VN = células viaveis com nucleo normal

NVF = células nao viaveis, nlcleo fragmentado.

O numero de células totais e o nimero de células com DNA fragmentado
foram determinados quando se adicionou IGF-1, GH, Insulina ou todos associados
ao meio de cultivo embrionério e os resultados estdo demonstrados na Tabela 4.
O experimento 3 foi realizado em uma Unica etapa e portanto, o grupo controle
utilizado para avaliar a qualidade das moérulas foi 0 mesmo quando adicionou-se

fatores de crescimento a maturacdo de odcitos ou ao cultivo embrionario.
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A adicdo de IGF-1, GH, Insulina, adicionados separadamente ou em
associacdo ao meio de cultivo embrionario ndo levou a producéo de embrides com
maior numero de células no dia 4 de cultivo, pois ndo houve diferenca significativa
desses grupos com o grupo controle, em relagcdo ao numero total de células por
embrido.

A porcentagem de células viaveis com nacleo de morfologia normal (VN)
nao foi diferente entre os grupos Controle, IGF-I, GH, Insulina, associados
separadamente ou em associagao.

Porém, os resultados obtidos no grupo que recebeu Insulina ao cultivo
embrionario apresentaram porcentagem de células NVF (24%) estatisticamente
superior aos demais grupos: Controle (10,89%), IGF-1 (6,23%), GH (10,16%) e
todos em associacdo (8,00%), mostrando que a adicdo de insulina isoladamente
nao foi benéfica a qualidade das moérulas obtidas, pois aumentou o niamero de
células inviaveis com fragmentagdo de DNA.

N&o houve diferenga entre as taxas de fragmentacdo de DNA observadas
nos grupos Controle, IGF-1, GH ou Tudo, porém o grupo que recebeu a adicdo de
IGF-1 apresentou a menor taxa de fragmentacdo de DNA (6,23%), sendo este
resultado oposto ao resultado obtido com a adi¢édo de Insulina, apesar desses dois

fatores serem semelhantes.
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Tabela 4: Qualidade de embrides apos 96h de cultivo embrionario (D4) na
presenca de IGF-1, GH, Insulina adicionados separadamente ou em

associacdao, indicada pelo numero de células e indice de fragmentacédo de

DNA.
Média e DP de células por Média e DP de Média e DP de
Grupos de CIV N i ,
N . embrido células VN células NVF
(embrides avaliados) i
Total de células (%) (%)
9,29+4,6 094+1.8
Controle 10,14+4,0°%
89,87%° 10,89%?
(n=34) (345)
(316/345) (32/345)
a 8,66+ 4,13 081+£1,3
IGF-1 9,61+ 4,8° ) .
91,46% 6,23%
(n=21) (202)
(182/202) (17/202)
a 7,74+438 104+£1,7
GH 9,11+ 4.6°
86,41%° 10,16%°
(n=27) (246)
(209/246) (28/246)
) a 8,19 +2.88 3,18+45
Insulina 11.00+45 R b
73,34% 24%
(n=22) (242)
(165/242) (70/242)
. 7.7+265 073+15
9,23+209° . .
Tudo 240 89,40% 8,00%
(n=26) (213/240) (19/240)
P=0,505 P<0,1 P<0,05

Letras iguais na mesma coluna, valores ndo diferem estatisticamente.

Letras diferentes na mesma coluna representam valores diferentes estatisticamente

VN = células viaveis com nulcleo normal

NVF = células nédo viaveis, nucleo fragmentado.
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6- Discussé&o.

Neste trabalho foram realizados trés experimentos para estudar os efeitos
da adicdo de GH, IGF-1 e Insulina (separadamente ou em associacdo) aos meios
de maturacdo oocitaria e cultivo embrionario no desenvolvimento e qualidade
embrionarios, avaliada pelo niumero de células apés 96 horas de cultivo (D4) e
pelo indice de fragmentacdo de DNA, observado na coloragdo com acridina
orange associada ao iodeto de propideo.

No experimento 1, avaliou-se a influéncia da adicdo de GH, IGF-1 e insulina
ao meio de maturacédo de oocitos em relacdo as taxas de clivagem e formacao de
blastocistos.

A adicdo de IGF-1 ou GH aumentou significativamente a taxa de clivagem
guando comparada ao grupo que recebeu insulina, porém nao diferiram entre si. O
grupo que recebeu IGF-1 também apresentou taxa de clivagem superior ao grupo
controle, mas apesar da superioridade em relacdo ao grupo insulina, o grupo
maturado na presenca de GH nao diferiu estatisticamente do grupo controle.

Esse aumento na taxa de clivagem do grupo maturado na presenca de IGF-
1 pode indicar que esse fator aumenta a taxa de fertilizacdo dos o0citos
maturados in vitro na sua presenca. O IGF-1 melhora a maturacéo in vitro dos
odcitos, tornando-os competentes para suportar o inicio do desenvolvimento
embrionario. Esses resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por
Rieger et al., 1998, onde o IGF-1 associado ao EGF na maturacdo melhoraram as

taxas de clivagem.
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Esperava-se que esse mesmo efeito fosse observado quando o GH foi
adicionado ao meio. J& havia sido demonstrado que in vitro, a adicdo de GH ao
meio de maturagdo de ovocitos aumentou as taxas de clivagem (IZADYAR et al,
1996), pois acelerou a maturacdo oocitaria (Moreira et al., 2000). Além disso, o
tratamento de vacas superovuladas com GH no momento da inseminag&o diminui
o numero de ovécitos nado fertilizados na coleta de embrides, mostrando que in
vivo, o GH também favorece a fertilizacdo, aumentando as taxas de recuperacdo
embrionéria (Moreira et al., 2000).

A adicao de todos os fatores em conjunto ao meio de maturacdo ovocitaria
nao beneficiou a taxa de clivagem, que neste grupo, nao foi diferente do grupo
controle.

Apesar das diferencas observadas em relacdo as taxas de clivagem, a
adicdo de IGF-1, GH ou Insulina ao meio de maturagdo in vitro de o0citos ndo
estimulou a producédo de blastocistos, pois o indice de produ¢do embrionaria nao
foi diferente entre os grupos controle e aquele que recebeu GH, IGF-1 e Insulina
associados.

Os resultados observados nesse trabalho diferem dos resultados
observados anteriormente por Yzadyar et al. (1996), que obtiveram aumento no
namero de blastocistos produzidos, quando os ovdcitos foram maturados na
presenca de GH, em meio livre de soro fetal bovino. Moreira et al. (2000, 2003)
também haviam observado efeito benéfico do GH na taxa de producéo
embrionéria, quando este fator foi adicionado ao meio de maturagédo de ovocitos.

Era esperado também que a adicdo de IGF-1 ao meio de maturagdo

ovocitaria promovesse 0 aumento nas taxas de embrides bovinos produzidos in
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vitro, ja que adicdo de IGF-1 ao meio de maturacdo aumentou a taxa de producgéo

de blastocistos em outros estudos (MARKKULA e MAKAREVICH, 2001, 2002).

A utilizac&o do soro fetal no meio de maturacao de ovdcitos explica por que
a adicdo de hormoénios como o GH ou a Insulina e IGF-1 n&o elevou as taxas de
producdo embrionaria, pois o soro é fonte de fatores de crescimento
embriotréficos (VAN LANGENDONCKT et al.,1997). Meios contendo soro fetal
promovem a maturacdo de maneira eficiente, porém tornam o meio totalmente
indefinido e impossibilitam estudar o requerimento de ovdcitos durante a MIV.
Porém, nas condi¢cdes de maturagdo disponiveis para a realizacao desse estudo,
é fundamental a utilizacdo de uma fonte protéica com propriedades antioxidantes,
como o SFB (RIEGER, 1992), devido a alta tensdo de oxigénio presente na
atmosfera de cultivo e a presenca de células do cumulus.

O experimento 2 avaliou a influéncia da adicdo de GH, IGF-1 e Insulina ao
meio de cultivo embrionério, em relagdo as taxas de clivagem e producdo de
blastocistos.

O meio de cultivo utilizado foi o HTF:BME contendo 0,6% de BSA,
acrescido de 10% de SFB a partir de 96 horas de cultivo (D4). Além disso, o co-
cultivo com células do cumulus também foi realizado para viabilizar a producgéo de
embriGes no sistema de cultivo utilizado.

A adicdo de IGF-1 ao meio de cultivo foi benéfica em relacéo a taxa de
clivagem, quando comparada com o meio que recebeu todos (GH, IGF-1 e
Insulina) associados, porém nao foi superior as taxas de clivagem observadas nos

demais grupos. O grupo que recebeu todos associados, apesar de néo ter sido
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significativamente inferior ao grupo controle, nem aos grupos que receberam GH
ou insulina, foi o grupo que apresentou as menores taxas de clivagem e producgao
de blastocistos, indicando que a associacdao de hormoénios (GH e Insulina) e fator
de crescimento (IGF-1) ndo parece ser benéfica ao desenvolvimento in vitro de
embrides bovinos. Talvez, a alteracdo na concentracdo dos hormonios utilizados,
além do IGF-1, pudesse resultar em beneficio ao desenvolvimento embrionario.
No entanto, neste estudo néo foram realizadas modificagbes na concentracédo dos
hormoénios utilizados e tdo pouco do IGF-1. A utlizagdo de gonadotrofinas
recombinantes, livres de agentes contaminantes ou a utilizacdo de um meio de
cultivo diferente também poderiam levar a diferentes resultados, evidenciando a
influéncia do GH, IGF-1 e Insulina ao desenvolvimento embrionario in vitro. Porém,
essas alteragcdes na metodologiado trabalho também néo foram realizadas.

Nao houve diferenca estatistica em relacdo as taxas de producdo de
embrides entre os diferentes grupos estudados, mas 0s grupos que receberam
IGF-1, GH ou insulina tiveram taxas de producdo embriondria consideradas
elevadas para o sistema de producgéo utilizado nesse trabalho. O grupo controle
também apresentou taxa elevada de producgdo de blastocistos, mas isso se deve
mais uma vez ao fato de que houve adicdo de 10% de SFB ao meio de cultivo
embrionario, a partir do dia 3 de cultivo, tornando o meio indefinido, o que pode ter
mimetizado os efeitos benéficos da adicdo de GH, IGF-1 ou Insulina ao
desenvolvimento embrionario.

Estudos anteriores apresentaram resultados diferentes a esses, pois a
utilizagdo de GH e IGF-1 no meio de cultivo aumentou significativamente a taxa de

producdo embrionéria observada (IZADYAR et al., 2000; WATSON et al., 1992;
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MOREIRA et al., 2003; MAKAREVICH e MARKKULA ,2002). Nesses estudos, 0s
embrides foram cultivados na auséncia de SFB. Nossos resultados estdo de
acordo com os resultados obtidos por HERNADEZ-FONSECA et al., 2002, onde
adicéo de IGF-1 ao meio de cultivo ndo beneficiou o desenvolvimento de embrides
bovinos. Porém, esse estudo utilizou um meio quimicamente definido, sem a
presenca de SFB, diferentemente das condi¢des utilizadas em nosso experimento,
tornando invidvel a comparacao entre os resultados.

A adicdo de insulina ao meio de cultivo de embrides de ratos também teve
efeito promotor do desenvolvimento embriondrio em estudos anteriores
(HERRLER et al, 1998; HARVEY et al, 1988; SHIN et al, 1992), diferindo de
nossos resultados.

Neste estudo ndo houve acao benéfica da adigdo de horménios como o GH
e IGF-1 aos meios de maturacdo de ovOcitos ou cultivo embrionario, porém o
sistema de producgéo escolhido se mostrou eficiente para produzir altas taxas de
embrides, tanto no experimento 1, quanto no experimento 2. Talvez, a utilizagao
de GH, IGF-1 e Insulina seja benéfica quando o sistema de cultivo for livre de
fontes protéicas como o soro fetal ou o BSA, bem como livre da presenca de
células em co-cultivo, pois nessas condi¢des as taxas de producdo de blastocistos
séo inferiores, tornando o sistema ineficiente.

No experimento 3 a qualidade dos embribes obtidos no quarto dia de cultivo
foi avaliada utilizando uma solucdo corante composta por acridina “orange” e
iodeto de propideo. Essa coloracdo se mostrou eficiente para embrides bovinos
em estagio inicial de desenvolvimento, possibilitando tanto a contagem do namero

de células, quanto a avaliacdo da viabilidade celular e integridade nuclear.
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ZAKERI et al. (2002) j& haviam verificado a eficiéncia dessa coloragdo na
avaliacdo de fragmentagdo de DNA em embrides em estagio inicial de
desenvolvimento. Nao foram encontrados na literatura estudos que tivessem
utilizado a acridina “orange” para avaliacdo dos indices de fragmentacdo de DNA
em embrides bovinos, portanto a metodologia empregada nesse trabalho foi uma
adaptacdo de uma coloracdo utilizada para verificar indice de apoptose em
linfécitos de ratos (COLIGAN et al.,, 1992). Uma desvantagem dessa técnica de
coloracdo em relagdo a outras técnicas, como o teste cometa ou TUNEL é que
esta ndo permite a avaliagdo de embribes em estagios mais avancados de
desenvolvimento, como blastocistos, pois com o desenvolvimento do embrido, os
blastdbmeros aumentam em quantidade e diminuem em tamanho, tornando dificil a
avaliacdo da morfologia nuclear em microscopia Optica, aonde o aumento chega a
1000 x.

A coloracdo de acridina “orange” ndo € especifica para apoptose, mas
como se mostrou bastante eficiente para a determinagao da fragmentacao de DNA
e morte celular, pode-se considerar que o tipo de morte celular observado nesse
trabalho foi a apoptose ou morte celular “do tipo apoptose”, ja que este tipo de
morte celular, segundo a literatura, € o mais comum em embriées pré-implantagédo
(HARDY et al., 1997; ZAKERI et al.,2002; FABIAN et.al., 2005).

A adicdo de GH, IGF-1, Insulina, separadamente ou em associagdo, ao
meio de maturacdo ovocitaria ndo estimulou a proliferagédo celular dos embribes
produzidos nessas condi¢des de cultivo, pois 0 numero de células por embrido
nao diferiu estatisticamente entre 0os grupos ou entre o0 grupo controle. Quando

essas mesmas substancias foram adicionadas ao meio de cultivo embrionario,
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também ndo foi observada nenhuma acdo benéfica em relacdo a proliferacdo
celular e consequentemente ao numero de células por embrido.

Como o experimento foi realizado com embrides em estagios iniciais do
desenvolvimento, em torno de dez células, ndo se pode afirmar que a adicao de
GH, I1Gf-1 ou Insulina ndo estimule a proliferagéo celular, pois geralmente, esse
efeito s6 é observado em blastocistos, estagio que apresenta organizacdo da
massa celular interna e trofoblasto, apesar de haver receptor para GH, IGF-1 e
insulina em embries de apenas uma célula (WATSON et al., 1992; IZADYAR,
2000) e de que in vivo, o IGF-1 esté presente até em fluido folicular e secrecdes
de tuba uterina, (SCHMIDIT et al., 1994), sugerindo o envolvimento desse fator
nos estagios mais iniciais de desenvolvimento.

Nos estudos cujos resultados foram diferentes aos deste experimento, a
adicdo de GH nado s6 aumentou a taxa de producdo embrionaria, como promoveu
0 aumento no numero de células dos blastocistos bovinos (MOREIRA et al., 2002;
MTANGO et al., 2003). Também ja foi demonstrado que o IGF-1 pode estimular a
proliferagdo celular da massa celular interna e consequientemente, aumentar o
namero de células de embrides de ratos (DOHERTY et al, 1994; HARVEY e
KAYE, 1992; HERRLER et al., 1998). Porém, em todos esses trabalhos, o
aumento da proliferagdo celular foi observado em blastocistos, ndo em embrides
de apenas 4 dias de cultivo.

As taxas de fragmentacdo de DNA né&o foram diferentes entre os grupos
controle ou os grupos que receberam IGF-1, GH, Insulina ou todos associados ao
meio de maturacdo de odcitos, assim como ndo houve diferencas em relacdo as

taxas de células viaveis, mostrando que a adicdo desses hormoénios e fator de
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crescimento & maturagcdo ndo evitou a ocorréncia de fragmentacdo de DNA nos
embrides produzidos posteriormente.

Quando se avaliou a influéncia da adicdo de GH, IGF-1 ou Insulina ao meio
de cultivo nas taxas de fragmentacdo de DNA, o grupo cultivado na presenca de
Insulina apresentou taxa de morte celular estatisticamente superior (24%) aos
demais grupos, mostrando que a adigdo desse horménio ao cultivo de embrides,
além de nao ter se mostrado benéfica em evitar a apoptose, apresentou elevada
taxa de morte celular, mesmo quando comparado ao grupo controle, o qual nao
recebeu a adicdo de nenhum hormonio extra ou fator de crescimento. Os
resultados obtidos com a adicdo de IGF-1 foram opostos aos resultados
observados com a adi¢cdo de Insulina, que apesar de ndo apresentar diferenca
estatistica com os demais grupos (Controle, GH e todos associados), foi o grupo
gue apresentou a menor taxa de fragmentagcéo de DNA (6,23%) nessas condi¢oes
de cultivo.

Esperava-se que a Insulina e o IGF-1 apresentassem o mesmo efeito em
relacdo as taxas de células em apoptose, pois sdo substancias semelhantes.
Talvez a acdo do IGF-1, apesar de ser um fator de crescimento semelhante a
insulina, seja diferente & acdo da insulina, justificando a diferenca entre os
resultados. Além disso, a presenca do BSA no meio de cultivo até o dia 4 de
cultivo embrionario torna o meio quimicamente indefinido e rico em fatores de
crescimento, tornando o modelo experimental inadequado, pois esses fatores
também influenciaram os resultados obtidos.

Nesse estudo, os hormoénios GH e Insulina e o IGF-1 ndo protegeram as

células embriondrias contra a morte celular, tanto no experimento 1, como no
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experimento 2, contradizendo a literatura referente a esse assunto. Byrne et al
(2002) observaram que o IGF-1 preveniu a apoptose em embrides bovinos
produzidos in vitro e esse efeito ja foi observado em embrifes de outras espécies,
como humanos (O’NEIL 1997; SPANOS et al, 2000), coelhos (HERRLER et al,
1998), ratos (MAKAREVICH et al, 2002, FABIAN et al., 2004) e suinos (CUI et al,
2005).

Possivelmente, o efeito benéfico do GH, IGF-1 e Insulina na prevencao da
morte celular ocorre a partir do estagio de blastocisto e por isso, jA que a morte
celular caracterizada pela fragmentacdo de DNA geralmente ocorre em estagios
mais avancados de desenvolvimento, com a diminuicdo das taxas de mitose das
células embrionarias.

De maneira geral, as taxas de fragmentagédo de DNA foram baixas (exceto
o grupo que foi cultivado na presenca de insulina) e esses resultados ja eram
esperados, pois estdo de acordo com Frei et al., (1989), que ja haviam
demonstrado que a apoptose é observada em embriées bovinos apés o estagio de
oito a 16 células, mérulas e blastocistos e Matwee et al., (2000) mostraram que a
apoptose ndo é observada em zigotos (2 pré-nucleos) e embrides de duas ou trés
a sete células. Além disso, a percentagem de nucleos com fragmentacdo de DNA
diminui na fase de morula, mas aumenta novamente durante a fase de blastocisto

(BYRNE et al., 1999).
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7. Conclusao.

Nas condi¢cOes experimentais apresentadas, podemos concluir:

- A adicao de IGF-1, GH, adicionados separadamente ou em associacao,
ao meio de maturacdo ovocitaria ndo estimulou a producdo de blastocistos
bovinos in vitro. . O sistema de producao utilizado mostrou-se eficiente, mesmo na
auséncia dos hormonios estudados (GH e Insulina) ou do IGF-1 (grupo controle),
indicando que a suplentacdo dos meio de maturacdo com GH, IGF-1 e Insulina
ndo € necessaria quando o sore fetal esta presente. Além disso, a adicdo de IGF-
1, GH, Insulina ou todos associados ao meio de maturagdo ovocitaria ndo
estimulou a proliferacao celular em mérulas apés quatro dias de cultivo, bem como
ndo foi benéfica em evitar a ocorréncia de fragmentacdo de DNA, mostrando que
ndo houve beneficio em relacdo a qualidade dos embrides produzidos.

- O cultivo de embrides na presenca de IGF-1, GH, Insulina adicionados
separadamente ou em associagao, nessas concentracdes, ndo elevou a taxa de
producdo embrionaria apos sete dias de cultivo. O soro fetal bovino torna o
sistema in vitro de producdo embrionaria eficiente, apesar de quimicamente
indefinido, e parece que sua presenca dispensa a adicdo de horménios (GH e
Insulina) ou fatores de crescimento (IGF-1) ao cultivo de embribes. A adicdo de
GH, IGF-1 e Insulina, separadamente ou em associacdo, ao meio de cultivo
embrionério ndo estimulou a proliferacdo celular e ndo evitou a ocorréncia de
apoptose, portanto ndo melhorou a qualidade dos embrifes produzidos Além
disso, o grupo tratado com insulina apresentou taxa de morte celular elevada,
mostrando que sua adicdo ao meio ndo foi benéfica a qualidade dos embrides

ap0s quatro dias de cultivo celular.
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- A coloracéo de acridina “orange” e iodeto de propideo mostrou-se eficiente
para avaliagdo do numero de células e ocorréncia de apoptose em embribes
bovinos jovens (quarto dia de cultivo), podendo ser empregada como técnica de

avaliacdo da qualidade embrionaria nesse estagio de desenvolvimento.
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Anexo - A

Meios estoque, armazenados refrigerados.

76

Meios Referéncias Utilizacéo
Meio 199 Sigma —Aldrich Maturacao
(Médium 199) (M-4530)

Meio Fert TALP Producéo propria | Fertilizacdo
Meio HTF Irvane Cultivo
(Human Tubal Fluid, HTF®)

BME Sigma —Aldrich Cultivo
(Basal Medium Eagle, BME®)

Fert- TALP Stock

Componente Referéncia Concentragao (mM)
NaCl (S 5886) Sigma- S5886 114,00

KCI (P 4504) Sigma- P4504 3,20

NaHCO;3 (S 5761) Sigma- S5761 25,00

NaH,PO4H,0 (S 5136) Sigma- S 5136 0,34

L- Na Lactato (L 7900) Sigma- L7900 10,00

Fenol (P 0290) Sigma- P0290 1ul/ml

CaCl, 2H,0 (C 7902) Sigma- C7902 2,00

MgCl, 6H,0 (M2670) Sigma- M2670 0,50

pH 7,4

Osmolaridade 280-300mOSM
Filtrar

Validade 2 semanas



Anexo-B
Solugbes estoque, mantidas congeladas.

FSH

Hormoénio FSH 50 unit

M-199 Earles salt 25 ml

Aliquota de 60 ul, manter congelado

LH

Horménio LH 50 unit

M-199 Earles salt 25 ml

Aligquota de 60ul, manter congelado

Estradiol
Estradiol 0,0049
Etanol 95% 4 ml

Aliquota de 20ul, manter congelado

Piruvato de sodio (25mM)

Na pruvato (Sigma P5280) 0,0220g

Meio 199 10 ml

Filtrar
Aliquota de 180ul

PHE (Penicilamina, Hipotaurina e Epinefrina)

SOLUCAO ESTOQUE HIPOTAURINA (ImM)

Hypotaurina (sigma H-1384) 0,00109g (~0,00119)

Solucéo Salina 10,00 ml

SOLUCAO ESTOQUE PENICILAMINA (2mM)

Penicilamina (sigma P-4875) | 0,0030 g

Solucdo Salina 10,00 ml

SOLUGCAO DILUICAO DA EPINEFRINA

Na lactato 165 ul
Metabisulfeto de s6dio 0,0500g
Agua ultra pura (Milli- Q) 50 ml (g.s.)
pH 4,0

Filtrar
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SOLUGCAO EPINEFRINA (ESCURO)

Epinefrina (sigma — E-1635) 0,0183¢g

Solucéo Diluicdo de Epinefrina | 40 ml (g.s.)

SOLUGCAO FINAL DE PHE (ESCURO)

Solucéo Estoque Penicilamina | 10 ml

Solucdo Estoque Hypotaurina 10 ml

Solucdo Epinefrina 8 ml
Solucéo Salina 16 ml
Aliquota 0,5 ml

Envolver ependorfes com papel aluminio
Estocar em freezer -80°C ou néo frost-free, por 2 semanas

SOLUCAO DE HEPARINA (10 ug/ ml para FIV)

Heparina (Sigma H-3125 0,01g

Meio FIV 10,0 ml

Aliquota de 180 ul
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Anexo C

Solugbes de trabalho

Maturacao Volume final 10 ml
Meio TCM 199 estoque 9 mi

Soro Fetal Bovino 1ml

FSH estoque 50 ul

LH estoque 50 ul

Piruvato estoque 100 pl

Filtrar

Estradiol estoque 8 ul

Gentamicina 50 ul

Estabilizar na incubadora 2 horas antes de utilizar.

Meio FIV estoque (swin up)

Volume final 10 ml

Meio Fert- TALP 10 mi
BSA 0,06 g
Cafeina 0,005 g
Piruvato estoque 100 pl
Filtrar

Gentamicina 50 pl
Meio FIV para fertilizacao

Meio FIV estoque 10 ml
PHE 440 pl
Heparina 110 pl
Estabilizar na incubadora 2 horas antes de utilizar.

Meio Cultivo Volume final 10 ml
Meio HTF estoque 5 ml

Meio BME estoque 5 mi

BSA 0,06 g

Piruvato estoque 100 pl

Mionositol 0,006 g

Filtrar

Gentamicina 50 pl

Estabilizar na incubadora 2 horas antes d

e utilizar.
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