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EFEITOS DA BIOESTIMULAGAO A LASER SOBRE AS TAXAS DE
MATURAGCAO, FERTILIZACAO E CULTIVO DE EMBRIOES PRODUZIDOS IN
VITRO.

RESUMO - Foram investigados os efeitos da irradiacdo com diodos lasers
operando em 780 nm (infravermelho) e 660 nm (visivel) na maturacao, fertilizacao
e cultivo in vitro de embrides bovinos. Verificou-se que a irradiagéao de oo6citos com
ambos os lasers, durante 30, 60, 120 e 180 segundos (L30, L60, L120, L180) nao
afetou (p>0,05) as taxas de maturacao nuclear (Infravermelho: L30 - 88,92% vs.
C30 — 81,84%; L60 — 83,56% vs. C60 — 87,40%; L120 — 76,06% vs. C120 —
85,30%; L180 — 77,42% vs. C180 - 80,16%; e Visivel: L30 — 65,81% vs. C30 —
71,59%; L60 — 62,75% vs. C60 — 69,62%; L120 — 70,38% vs. C120 — 64,04%;
L180 — 56,72% vs. C180 — 67,41%), e de maturagao citoplasmatica, avaliada por
meio da distribuicdo dos granulos corticais (Infravermelho: L30 — 86,18% vs. C30 —
61,04%; L60 — 66,03% vs. C60 — 56,16%; L120 — 53,75% vs. C120 — 79,81%;
L180 — 57,70% vs. C180 — 82,04% e Visivel: L30 — 81,08% vs. C30 — 74,42%; L60
—68,11% vs. C60 — 61,63%; L120 — 75,95% vs. C120 — 48,33%; L180 — 77,77%
vs. G180 — 59,52%). As porcentagens de producao embrionaria ao sétimo dia de
cultivo in vitro nao foram alteradas (p>0,05) ap6s a irradiacao de odcitos com laser
infravermelho (L30 — 29,20% vs. C30 — 42,60%; L60 — 32,0% vs. C60 — 31,0%;
L120 — 38,0% vs. C120 — 35,0%; L180 — 37,0% vs. C180 — 32,0%), mas foram
reduzidas ap0s a irradiacdo com laser visivel durante 180 seg. (L180 — 36,0% vs.
C180 — 56,0 %). A irradiagdo em espermatozdides com ambos os lasers nao
afetou (p>0,05) as taxas de clivagem ao terceiro dia de cultivo in vitro
(Infravermelho: L30 — 90,0% vs. C30 — 95,83%; L60 — 85,56% vs. C60 — 98,33%;
L120 — 90,83% vs. C120 — 90,83%; L180 — 89,72% vs. C180 — 97,50%; e Visivel:
L30 — 82,96% vs. C30 — 85,61%; L60 — 82,10% vs. C60 — 82,53%; L120 — 80,48%
vs. C120 — 82,44%; L180 — 83,53% vs. C180 — 87,15%) e a producédo de embrides
ao sétimo dia de cultivo in vitro (Infravermelho: L30 — 49,45% vs. C30 — 57,50%;
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L60 — 41,95% vs. C60 — 46,67%; L120 — 38,33% vs. C120 — 46,67%; L180 —
44,17% vs. C180 — 40,83% e Visivel: L30 — 48,46% vs. C30 — 46,09%; L60 —
45,20% vs. C60 — 42,39%; L120 — 45,84% vs. C120 — 42,28%; L180 — 51,99% vs.
C180 — 44,80%), bem como a cinética de desenvolvimento embrionario, avaliada
por meio das porcentagens de blastocistos iniciais, blastocistos, blastocistos
expandidos e blastocistos eclodidos ao sétimo dia de cultivo in vitro. Verificou-se
gue a producado embrionaria néo foi alterada (p>0,05) apds a irradiacdo com laser
infravermelho em embrides ao terceiro dia de cultivo in vitro (L30 — 37,33% vs.
C30 — 32,84%; L60 — 28,35% vs. C60 — 29,55%; L120 — 31,36% vs. C120 —
34,26%; L180 — 24,21% vs. C180 — 33,24%), mas foi reduzida (p<0,05) apéds
tratamento dos embrides com laser visivel durante 30 segundos (L30 — 36,86% e
C30 — 52,29%). A cinética de desenvolvimento embrionario ndo foi alterada
(p>0,05) apds irradiagdo com laser infravermelho em embrides ao sétimo dia de
cultivo in vitro, mas foi acelerada (p<0,05) quando os embrides foram tratados com
laser visivel durante 60 segundos, verificado por meio da menor proporcao de
blastocistos iniciais ao sétimo dia de cultivo in vitro (L60 — 19,42% vs. C60 —
39,79%). A qualidade embrionaria ao sétimo dia de cultivo in vitro, avaliada por
meio do numero total de células embrionarias, nédo foi alterada (p>0,05) apds a
irradiagcdo de embrides ao terceiro dia de cultivo in vitro com ambos os lasers
(Infravermelho: L30 — 75,70; L60 — 80,20; L120 — 91,58; L180 — 108,0 e C30 —
95,17; C60 — 98,40; C120 — 99,92; C180 — 79,50; e Visivel: L30 — 105,08; L60 —
107,28; L120 — 91,80; L180 — 116,82 e C30 — 93,11; C60 — 97,12; C120- 92,08;
C180 —100,08).

Palavras-Chave: Odcito, Espermatozéide, Embridao, Bovino, In Vitro, Laser de
baixa poténcia.
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BIOSTIMULATION EFFECTS OF LASER ON /N VITRO MATURATION,
FERTILIZATION AND CULTURE RATES OF BOVINE EMBRYOS.

ABSTRACT - The diodo lasers irradiation effects, operating in 780nm (infrared
light) and 660 nm (visible light), were evaluated on in vitro maturation, fertilization
and culture rates of bovine embryos. Both infrared and visible laser irradiation on
oocytes, during 30, 60, 120 and 180 seconds (30, 60, 120, 180) did not change
(p>0,05) the rates of nuclear maturation (Infrared: L30 — 88.92% vs. C30 —
81.84%; L60 — 83.56% vs. C60 — 87.40%; L120 — 76.06% vs. C120 — 85.30%;
L180 — 77.42% vs. C180 — 80.16%; and Visible: L30 — 65.81% vs. C30 — 71.59%;
L60 — 62.75% vs. C60 — 69.62%; L120 — 70.38% vs. C120 — 64.04%; L180 —
56.72% vs. C180 — 67.41%), and the cytoplasmic cortical granule distribution
(Infrared: L30 — 86.18% vs. C30 — 61.04%; L60 — 66.03% vs. C60 — 56.16%; L120
—53.75% vs. C120 — 79.81%; L180 — 57.70% vs. C180 — 82.04% and Visible: L30
—81.08% vs. C30 — 74.42%; L60 — 68.11% vs. C60 — 61.63%; L120 — 75.95% vs.
C120 — 48.33%; L180 — 77.77% vs. C180 — 59.52%). The in vitro embryo
production rates measured on seventh day of culture were not changed (p.0,05)
after the infrared laser irradiation (L30 — 29.20% vs. C30 — 42.60%; L60 — 32.0%
vs. C60 — 31.0%; L120 — 38.0% vs. C120 — 35.0%; L180 — 37.0% vs. C180 —
32.0%), but they were reduced (p<0,05) after the visible laser irradiation during 180
seconds (L180 — 36.0% vs. C180 — 56.0 %). When spermatozoa were irradiated,
both lasers did not change the rates of cleavage (p>0,05) on third day of in vitro
culture (Infrared: L30 — 90.0% vs. C30 — 95.83%; L60 — 85.56% vs. C60 — 98.33%;
L120 — 90.83% vs. C120 — 90.83%; L180 — 89.72% vs. C180 — 97.50%; and
Visible: L30 — 82.96% vs. C30 — 85.61%; L60 — 82.10% vs. C60 — 82.53%; L120 —
80.48% vs. C120 — 82.44%; L180 — 83.53% vs. C180 — 87.15%), the embryo
production percentages on seventh day in vitro culture vitro (Infrared: L30 —
49.45% vs. C30 — 57.50%; L60 — 41.95% vs. C60 — 46.67%; L120 — 38.33% vs.
C120 — 46.67%; L180 — 44.17% vs. C180 — 40.83% and Visible: L30 — 48.46% vs.
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C30 — 46.09%; L60 — 45.20% vs. C60 — 42.39%; L120 — 45.84% vs. C120 —
42.28%; L180 — 5199% vs. C180 — 44.80%) and the embryo development kinetics,
determined by initial blastocyst, blastocyst, expanded blastocyst and hatched
blastocyst proportions. The in vitro embryo production on seventh day of culture
was not changed (p>0,05) after the infrared laser irradiation on embryos on third
day in vitro culture vitro (L30 — 37.33% vs. C30 — 32.84%; L60 — 28.35 vs. % C60 —
29.55%; L120 — 31.36% vs. C120 — 34.26%; L180 — 24.21 vs. C180 — 33.24%), but
it was reduced (p<0,05) after the treatment with visible laser on embryos on third
day during 30 seconds (L30 — 36.86% vs. C30 — 52.29%). At the seventh day of in
vitro culture, the kinetics of embryo development was not changed (p>0,05) after
infrared laser irradiation on embryos on, but it was accelerated (p<0,05) when
embryos were irradiated with visible laser during 60 seconds, verified by a lower
initial blastocyst proportion (L60 — 19,42% vs. C60 — 39,79%). The embryo quality
was verified at seventh day of in vitro culture, according to the total number of
embryo cells, that wasn’t changed (p>0,05) after irradiations with both lasers on
embryos at third day of in vitro culture (Infrared: L30 — 75.70; L60 — 80.20; L120 —
91.58; L180 — 108.0 and C30 — 95.17; C60 — 98.40; C120 — 99.92; C180 — 79.50
and Visible: L30 — 105.08; L60 — 107.28; L120 — 91.80; L180 — 116.82 vs. C30 —
93.11; C60 — 97.12; C120 — 92.08; C180 — 100.08).

Keywords: Oocyte, Spermatozoa, Embryo, Bovine, In Vitro, Low intensity laser.



CAPITULO 1 — CONSIDERAGCOES GERAIS

1. Introducao

A producao in vitro (PIV) de embrides bovinos é uma biotecnologia
extremamente importante tanto na pesquisa como comercialmente. Na pesquisa,
atua como uma ferramenta fundamental no auxilio de outras novas biotecnologias
aplicadas a reproducdo animal, dentre elas, a biparticdo de embrides (OZIL,
1983), a clonagem (PEIXER, 2000) e a producao de animais transgénicos (KANE,
2003). Comercialmente, esta técnica visa a maior producédo de embrides bovinos,
podendo ampliar o potencial reprodutor de touros de alto valor comercial, bem
como de fémeas nas suas diferentes categorias, idades, estados reprodutivos e/ou
racas (FABER et al., 2003).

Atualmente, as taxas de sucesso na PIV de embrides bovinos
apresentam indices de 30 a 45% a partir de odcitos maturados in vitro, e taxas de
prenhez ao redor de 40 a 60% apds a inovulagdo (KANE, 2003). No entanto,
almeja-se a melhoria dos resultados com emprego das novas biotecnologias,
elevando-se os indices reprodutivos e, conseqlentemente, econdmicos. Neste
contexto, a PIV como pré-requisito basico, necessita de maiores estudos em cada
uma de suas etapas de execugao: a Maturagao in vitro (MIV), a Fertilizagao in vitro
(FIV) e o Cultivo embrionario in vitro (CIV) até os estadios de moérula ou blastocisto
(BARRETO, 2003), ajustando-se as diversas varidveis envolvidas no processo (LO
TURCO, 2004), caso contrério, tais tecnologias tornam-se limitadas e onerosas
(KANE, 2003).

Neste contexto, relatou-se satisfatoriamente o emprego do laser de baixa
poténcia em células cultivadas in vitro sobre a proliferacdo celular, devido sua
acao estimulatéria nos mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos neste
processo. No entanto, os efeitos dessa bioestimulagdo ainda sdo pouco
conhecidos, ou mesmo descritos, principalmente na MIV, FIV e CIV de mamiferos
(KREISLER et al., 2002).



Neste sentido este trabalho busca utilizar a técnica de irradiagéo a laser de
baixa poténcia ao longo do processo de PIV de modo a interferir positivamente
nos processos bioquimicos e moleculares envolvidos e, dessa forma, melhorar os

indices na producao de embrides produzidos in vitro.

2. Revisao de literatura

A revisao de literatura a seguir relata os aspectos gerais do laser, de suas
aplicagbes e de seus possiveis efeitos em modelos bioldgicos. Nos capitulos que
seguem, as revisdes abordarao de forma mais especifica os assuntos propostos.

Os efeitos benéficos do laser tém sido explorados e aplicados ha mais de
quarenta anos, desde o seu desenvolvimento, em 1960. Especificamente na area
médica, tem sido rotineiramente usado com os objetivos de diagndstico, terapia e
pesquisa (SVAASAND, 1991), tendo os campos da oftalmologia e da
dermatologia, por exemplo, como as areas que incorporaram essa tecnologia com
maior freqiéncia, verificando-se resultados excelentes e garantido-lhes ser uma
técnica promissora (TORRICELLI et al., 2001).

Dentre os diversos métodos fisicos utilizados na terapia e procedimentos de
reabilitacdo, a utilizacdo de bioestimulacdo em tecidos pela irradiagdo a laser
apresenta-se como mais uma opcao devido seus efeitos benéficos (NAVRATIL &
DYLEVSKY, 1996), pois suas acbdes terapéuticas sobre diferentes tecidos
biolégicos sdo muito amplas, ao induzir efeitos tréfico-regenerativos,
antiinflamatérios e analgésicos, os quais tém sido demonstrados tanto em estudos
in vitro como in vivo. Sua acao bioestimulatéria singular é dependente de uma
baixa poténcia e, principalmente, de caracteristicas como a monocromaticidade,
direcionalidade e coeréncia de sua luz (KUBOTA et al.,, 1989). Uma das
aplicagbes mais eficientes do laser de baixa poténcia € na cicatriza¢do de feridas,
uma vez que o estimulo da epitelizacdo, redugcdo do edema e processo
inflamatério, bem como do restabelecimento da micro circulagdo sanguinea e

linfatica das injarias, leva a uma melhor nutricdo e oxigenagao do tecido, devido



aos efeitos regulatérios e estimulatérios do laser sobre o metabolismo celular,
comprovados em diversos estudos (ALMEIDA-LOPES, 1999). Além de seus
efeitos bioestimulatérios, a irradiacéo a laser pode ser clinicamente utilizada com
efeito térmico, determinando a volatilizagdo ou a coagulacédo de lesdes (ex. laser
argbnio), bem como a seccao de tecidos (ex: laser CO2) (PORTER, 1998b).

Em modelos in vitro, uma grande variedade de efeitos bioestimulatérios tem
sido relatada a partir do uso do laser de baixa poténcia, principalmente na
proliferacao de fibroblastos (BEDNARSKA et al., 1998; KREISLER et al., 2002;
PEREIRA et al., 2002; ABERGEL et al., 1987), condrécitos (SCHULTZ et al.,
1985) células epiteliais (ALMEIDA-LOPES, 1999), linfécitos (IONUE et al., 1989),
bem como na sintese de coladgeno e pré-colageno (ABERGEL et al., 1987;
BALBONI et al., 1986; AIMEIDA-LOPES, 1999) e regeneracao nervosa (ANDERS
et al., 1993). Experimentos utilizando cultivo de células 6sseas sob irradiacdo a
laser de baixa poténcia também tém sido utilizados para entendimento dos
mecanismos de sua acado no tecido 6sseo, principalmente na aceleragdo do
processo de regeneracao (OZAWA et al., 1998).

As reagOes bioquimicas induzidas pela irradiacdo com laser de baixa
poténcia ainda s&o pouco conhecidas, mas sabe-se que elas estdo envolvidas, por
exemplo, com os mecanismos da respiracao celular. Uma das hipoteses é de que
a bioestimulagdo pela luz infravermelha ative a cadeia respiratoria (VAN
BREUGEL & BAR, 1992; LUBART et al., 1992) fazendo com que incrementos de
ATP mitocondrial sejam produzidos, favorecendo as reagdes da cadeia
respiratéria que interferem no metabolismo celular (PASSARELA et al., 1984;
POURREAU-SCHNEIDER et al., 1989; FRIEDMANN et al., 1991). Com a
absorcéo da irradiacao, ativa-se o transporte de elétrons na cadeia respiratéria e a
ocorréncia do processo de oxidagao, levando a mudancas no estado redox tanto
da mitocéndria, quanto do citoplasma, o que pode afetar a permeabilidade de
membrana e determinar mudangas na propor¢ao Na*/H*, aumentando os niveis de

Na* , na atividade da K*/ATPase e interferindo no fluxo de Ca®*, envolvido na



producdo de nucleotideos, os quais modulam a sintese de DNA e RNA e,
finalmente, a proliferagédo celular (KARU et al.,1988).

Assim como em células somaticas, os efeitos do laser de baixa poténcia em
células gaméticas imaturas também foram pouco detalhados (OCANA-QUERO et
al., 1998), mas algumas relagdes ja puderam ser estabelecidas. Um dos exemplos
€ o transporte de calcio, estimulado pela irradiagao, o qual exerce um papel crucial
durante a maturacéo oocitaria (HOMA, 1995; HE et al., 1997). Particularmente em
bovinos, estudos evidenciaram que agentes quelantes do calcio inibiram a
maturacdo nuclear (HOMA et al., 1991), e que sua presenca também se faz
necessaria para a maturacdo citoplasmatica, em especial ao conjunto do
citoesqueleto (SANTELLA et al., 1999). Tais evidéncias sugerem uma intrinseca
relacdo do calcio com a competéncia do odcito em se desenvolver (BONI et al.,
2002).

A maturacao nuclear e citoplasméatica de oécitos mamiferos € um processo
complexo que envolve, respectivamente, a redistribuicdo de cromossomos e
organelas. Em particular, a organizagéo e a atividade metabdlica continuas da
mitocondria sdo ferramentas importantes na maturacao citoplasmatica, afetando,
subsequentemente, o desenvolvimento apds a fecundacdo. O estado energético
dos odcitos, estimado pela quantidade de ATP, é um fator critico para a sua
maturagcdo e € tido como um indicador para o potencial de desenvolvimento de
odcitos humanos e bovinos (KRISHER, 2004). Van Blerkom et al. (1998) relataram
que a quantidade de mitocondrias no oécito afetou sua habilidade em produzir
ATP, em escapar da atresia (PEREZ et al., 2000) e a suportar o desenvolvimento
do embrido (REYNIER et al., 2001), verificados principalmente pelo aumento do
namero de mitocondrias durante o processo de maturacao oocitaria (JANSEN &
BOER, 1998), na qual um odcito maturo alcance, em média, 1,6 X 10°, 3,1 X 10° e
2,6 X 10° moléculas de DNA mitocondrial em camundongos, humanos e bovinos
(MICHAELS et al., 1982), respectivamente (STEUERWALD et al., 2000).

Baseados em tais afirmacdes, somado ao fato do laser estimular eventos

fotoquimicos e fotofisicos nas mitocéndrias, o processo de maturacao bem como



do posterior desenvolvimento embrionario pode ser melhorado. No entanto,
Ocana-Quero et al. (1997, 1998) utilizando o0 mesmo tipo de laser sobre oécitos
bovinos nao verificaram bons resultados durante a maturagdo, com aumento da
incidéncia de células que ndo sofreram redugdo meidtica, bem como elevada taxa
de odcitos degenerados, evidenciados principalmente quando utilizaram uma alta
densidade de energia.

Nas etapas subsequentes a maturagao oocitaria in vitro, também existem
reacdes dependentes da ativacao de uma cascata de mecanismos moleculares e
sinalizadores e que podem ser facilitados pela acao bioestimulatéria do laser
(PARRISH et al., 1999).

No processo de fecundagdo do odcito pelo espermatozéide, dois eventos
sao fundamentais: a capacitagdo espermatica e a reacdo acrossomal. Durante a
capacitagdao, ocorrem modificacdes (alteracbes na distribuicdo de proteinas, na
superficie espermatica, alteracdes na membrana plasmatica, mudangcas nas
atividades enzimaticas e modulacao na expressao de constituintes intracelulares)
(YANAGIMACHI, 1994) que tornam o gameta capaz de penetrar as barreiras do
odcito e responder aos estimulos que induzem a reagao acrossomal, envolvendo
modificacbes nos niveis de célcio intracelular e ainda, mudancas na fosforilagdo
protéica (PARRISH et al., 1999).

Durante os eventos da capacitagdo, destaca-se a atuagao do AMP ciclico
(AMPc), como segundo mensageiro intracelular, gerado pelo aumento da atividade
da adenil ciclase (AC), levando a abertura dos canais de calcio acrossomais
(VISCONTI & KOPF, 1998; SPUNGIN & BREITBART, 1996). O célcio que penetra
no espermatozoide segue dois caminhos: ou é conduzido até o acrossomo, via
ATPase presente no acrossomo, ou é expulso via ATPase de calcio presente na
membrana plasmatica (BALDI et al., 2000). Destaca-se ainda na capacitagdo a
fosforilacdo da proteina tirosina e elevacdo do pH intracelular, potencial de
membrana e de radicais livres (VISCONTI & KOPF, 1998). Apds a capacitagcdo, o
espermatozoéide esta apto a ligar-se a zona pelucida e desencadear uma série de

eventos bioquimicos (PARRISH et al., 1999). Neste contexto, a irradiagéo a laser



sobre o espermatozéide pode determinar um aumento no transporte de Ca?*
(LUBART et al., 1992), bem como o aumento da motilidade (MARIN & VELEZ,
1980), pois o transporte de Ca®* nas células e interior mitocondrial é determinado
pelo processo de respiragcédo, absolutamente dependente da presenga de fosfato e
substratos mitocondriais (BREIDBART et al., 1990).

A ATPase de célcio descrita anteriormente como reguladora do fluxo de
célcio no espermatozdéide pode ser controlada por alguns sistemas, dentre eles: o
sistema de troca Ca®*/H*, a bomba de Na*/Ca®** na membrana plasmatica
(FRASER, 1995) e os canais intracelulares especificos de calcio (BLACKMORE,
1992; O'TOOLE et al., 2000). Dessa forma, nao sé o calcio, mas outros ions tais
como Na*, K* e CI” tém sido revelados como moduladores na capacitagao (ZENG
et al., 1995).

Um dos mecanismos propostos para explicar os efeitos da irradiagdo com
laser sobre as células se baseia na sua interferéncia no balango i6nico, pois
quando ocorre a ativagao do fluxo de elétrons na cadeia respiratéria, pode haver
um aumento na producdo do anion superéxido O%, o que resulta em respostas
secundarias multiplas, tais como um aumento na ATPase de Ca?* e na
concentracdo de Ca?*, uma ativacdo da bomba de Na*/K* e um aumento na
alcalinizacao (KARU, 1999). Dessa forma, os mecanismos envolvidos na
capacitacao espermatica e reagcado acrossomal devem ser beneficiados quando se
utiliza a irradiacdo a laser de baixa poténcia, uma vez que foi verificado uma
ativacdo dos ions Na* e K* celulares quando se utilizou o laser He-Ne em
eritrécitos humanos, confirmando a hipdtese proposta de interferéncia do laser no
balanco i6bnico (MOROZ, 1983).

Além das alteragdes no balango idnico celular, os anions superdéxido 0%,
bem como o H»O,, estimulam a fosforilagédo da tirosina e de muitas proteinas,
principalmente apds a oxidagdo do NADPH endogeno (AITKEN et al., 1995),
revelando-se também importantes na transmissdo do foto-sinal e levando, num
ultimo momento, ao aumento na proliferacao celular (CALLAGHAN et al., 1996a;

COHEN et al., 1998). Tal suposicao é reforcada se considerado o fato do H>O-



participar de um complexo de reacdes mitocondriais para a regulagdo do
metabolismo celular (KARU et al., 1993), na qual os radicais livres sao importantes
na peroxidagdo lipidica e, conseqlientemente, na viabilidade espermatica
(STOREY, 1997), principalmente com relagdo ao H»O, (de LAMIRANDE &
CAGNON, 1995), que experimentalmente foi verificado sua absorgcdo pela
mitocondria, servindo como fonte adicional de elétrons para a fosforilagao
oxidativa do ADP (MAILER, 1990).

Além do balanco ibnico e do pH, outros elementos também séao
fundamentais durante a capacitacao, tais como a fosforilagdo de proteinas,
principalmente de tirosina e a atividade da Proteina Quinase A (PKA), que estao
em niveis elevados durante o processo (VISCONTI et al., 1999; PARRISH et al.,
1994; UGUZ et al., 1994; VISCONTI & KOPF, 1998) e estado relacionadas entre si,
pois a fosforilacdo é estimulada pela PKA (VISCONTI & KOPF, 1998), que pode
ser ativada pelo AMPc (que ao mesmo tempo o estimula), bem como a atividade
da AC e a fosforilagdo da tirosina, as quais sdo estimuladas pelo Ca®*" e pelos
anions bicarbonato (HCO3") (VISCONTI et al., 1990; GARTY & SALOMON, 1987),
que, em especial, penetra no espermatozoide por meio de bombas idnicas
(VISCONTI & KOPF, 1998), podendo ser o responsavel pelo aumento do pH
intracelular, observado durante a capacitagdo (UGUZ et al., 1994; ZENG et al.,
1996).

Durante o processo de ativagédo, promovido pela interacao espermatozéide-
o0cito, uma série de alteragdes fisioldgicas ocorre no gameta feminino, como o
transporte de ions para o exterior celular e hiperpolarizacdo do potencial de
membrana, dependentes de calcio (TOSTI et al., 2002).

Sabe-se que a qualidade de blastocistos bovinos produzidos in vitro ainda
se apresenta inferior aos produzidos in vivo, evidenciados pela presenga de
citoplasmas mais escurecidos e com menor densidade (consequéncia de sua alta
concentracao lipidica), zona pelucida mais fragil, redu¢cdo nos mecanismos de
comunicacgao intercelular e a alta incidéncia de anormalidades cromossémicas,

acarretando em um baixo desenvolvimento, baixas taxas de implantagdo, menor



tolerancia a criopreservacdo, e ainda, a ocorréncia da sindrome do bezerro
gigante (RIZOS et al., 2002b). A producdo de embrides bovinos é determinada
nao somente pela qualidade do odcito, mas também pelo sistema de cultivo, que
pode alterar a expressdo de RNAs mensageiros correspondentes a genes
importantes no desenvolvimento embrionario (RIZOS et al., 2002b). E durante o
cultivo que ocorrem os processos fundamentais para o desenvolvimento
embrionario, tais como: 1) primeira clivagem; 2) ativacao do genoma embrionario;
3) compactacao da mérula (estabelecimento do primeiro contato célula-célula no
embrido) e 4) formagéo do blastocisto (desenvolvimento do trofoblasto e a massa
celular interna). Certamente, quaisquer modificacées que interfiram no meio de
cultivo, podem afetar um ou mais desses processos, modificando a qualidade
embrionaria (RIZOS et al., 2002a,b).

Além das diferencas morfolégicas, ultra-estruturais, fisioldégicas e
gendmicas (HOLM & CALLESEN, 1998; KRUIP & DENDAAS, 1997), os embrides
produzidos in vivo diferem dos embrides PIV no que se refere ao seu metabolismo
(RIEGER, 1992; GARDNER, 1998), pois as condigbes de substratos energéticos
in vitro determinam um processo de estresse, limitando o desenvolvimento
(KHURANA & NIEMANN, 2000). Tal estresse € comprovado pelas altas taxas de
lactato produzidas, uma vez que blastocistos mamiferos PIV apresentam uma alta
necessidade energética, utilizada nos processos de compactacédo, expansao e
formacao da blastocele (BENOS & BALABAN, 1980). As altera¢des ocorridas na
composicao e nas condi¢coes dos sistemas de cultivo in vitro, comparadas ao
sistema in vivo, determinam uma alteracdo no padrdo de expressao génica do
embridao (OLIVEIRA et al., 2005; NIEMANN & WRENZYCKI, 2000; NIEMANN &
WRENZYCKI, 2002, WRENZYCKI et al., 2005). Durante o periodo de pré-
implantacdo embrionaria, inicia-se a expressdao de genes responsaveis pela
cinética do desenvolvimento inicial e pela coordenacdo dos mecanismos
homeostéaticos e metabdlicos, dentre eles, o responsavel pela replicagdo do DNA
NAP1L1 (Conjunto de Proteinas-1 semelhante ao Nucleossomo-1), regulagdo na

transcricao (NFLC - Fator Nuclear Semelhante a Citocina), regulacdo na selegcéao



de proteinas e no transporte de membranas (PSCD2), controle do ciclo celular e
transmissdo de sinais (TESFAYE et al., 2004), inducdao da apoptose (Bax)
(LONERGAN et al., 2006) ou sua inibicao (alivina 1) (TESFAYE et al., 2004),
formacgéo de jungdes gap (Cx43) e interagdo com receptores (LONERGAN et al.,
2006).

Um trabalho desenvolvido por Corcoran et al. (2006) constatou que dentre
384 genes ou ESTs (expressed sequence tags) identificados em blastocistos
bovinos, aproximadamente 85% deles apresentaram uma expressao reduzida em
embrides cultivados in vitro quando comparados in vivo, o que pode afetar tanto o
desenvolvimento embrionario como o fetal (LAZZARI et al., 2002). Em embrides
de camundongo, por exemplo, Ecker et al. (2004) e Fernandez-Gonsalez et al.,
(2004) indicaram que o sistema de cultivo in vitro pode gerar conseqiéncias em
longo prazo irreversiveis, podendo afetar o desenvolvimento, crescimento,
fisiologia e comportamento pds-natais. Portanto, as condigdes de cultivo no
periodo apoés a fertilizacdo podem ter efeitos drasticos na quantidade relativa de
RNAm de muitos genes importantes relacionados ao desenvolvimento
embrionario.

Com a bioestimulagéo, portanto, pode-se tentar mimetizar os padrdes na
expressdao de RNAm que ocorrem in vivo, pois sabe-se que a irradiagdo com laser
afeta os niveis dos nucleotideos ciclicos, os quais modulam a sintese de DNA e
RNA (KARU et al., 1998). No entanto, raros sao os esfor¢os no intuito de averiguar
uma possivel acdo benéfica da bioestimulagdo com laser sobre o periodo de
cultivo in vitro de embrides.

Portanto, com base nas informacdes anteriores acerca da bioestimulagao
pelo laser, efeitos benéficos podem ser oferecidos ndo somente nos eventos de
maturacdo e fecundacdo, mas também durante o desenvolvimento embrionario,
uma vez que o laser pode oferecer maior energia para a célula irradiada, e ainda

um maior incremento na sintese de DNA e RNA.
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3. Consideracoes sobre o laser

A palavra LASER é uma sigla de origem inglesa e significa “Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation” (Amplificacdo de Luz por
Emissao Estimulada de Radiag¢ao). Trata-se de uma radiacao eletromagnética nao
ionizante que por apresentar caracteristicas particulares vem sendo explorada nas
mais diversas areas, que vao desde a automatizacdo das industrias e das
comunicacgdes até a area médica e de pesquisa basica.

O laser pode ser descrito, numa maneira simplificada, como sendo uma
fonte luminosa que utiliza a luz emitida por um atomo ou molécula para estimular a
emissdo de mais luz por outros atomos ou moléculas, e, neste processo,
amplificar a luz original. O equipamento de laser é formado, basicamente, por uma
fonte de energia, um meio amplificador (sélido, liquido ou gasoso) e um tubo de

ressonancia (cavidade éptica que possui espelhos em suas extremidades) (Figura

1),

— Espelho refletor

N i |
BN /A NN |

Meio amplificador

&

Tubo de ressonancia

Espelho refletor —

Figura 1. Esquema representativo de um equipamento de laser com seus
componentes: meio amplificador, tubo de ressonancia, espelhos
refletores, *feixe de laser. (Adaptado de PECORA & BRUGNERA
JUNIOR, 1999).

A geracédo de um feixe de laser segue uma cadeia de eventos na qual a

energia liberada pela fonte estimula os atomos contidos no meio amplificador a um
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estado de excitacdo, em seguida a um estado intermediario e, finalmente, a um
estado de repouso. Quando a maioria dos atomos se encontra no estado
intermediario de excitagdo, ocorre liberagdo de energia em forma de calor. A essa
situacao, atribui-se 0 nome de inversdo de populagédo, ou seja, quando existem
mais atomos excitados do que atomos no estado fundamental. Porém, quando
ocorre passagem para o estado de repouso, fotons de luz séo liberados,
ocorrendo a emissao estimulada de radiacdo. Para amplificar a cadeia, ou seja,
para gerar um laser, o meio amplificador deve ficar contido em cavidade éptica, a
qual possui espelhos em suas extremidades que permitem que os fétons se
desloquem de um lado ao outro da cavidade, estimulando outros atomos no
estado intermediario a retornarem ao repouso, liberando, assim, novos fétons em
progressao logaritmica. Dessa forma, obtém-se uma reagdo em cadeia com a
producdo de alta quantidade de energia em curto periodo de tempo. A radiacao
produzida dentro da cavidade do laser pode ser extraida, por exemplo, por um
pequeno orificio central em um dos espelhos das extremidades, originando o feixe
unidirecional de luz.

Todos os tipos de fontes de luz, dentre elas as fluorescentes ou as de
lampadas comuns, sdo caracterizados por frequéncia, comprimento de onda e
energia. Com a luz laser ndo é diferente, no entanto, essas caracteristicas se
aplicam a ela de maneira singular, o que Ihes permite a sua vasta aplicabilidade
nas mais diversas areas. O detalhamento de suas particularidades é, portanto,

fundamental para a compreensao do seu mecanismo de agao.

3.1. Caracteristicas fisicas do laser

3.1.1 Comprimento de onda unico
A luz laser é emitida em ondas e a distancia percorrida por uma onda
eletromagnética, em uma oscilacdo completa, € chamada de comprimento de

onda (A), expresso em nandmetros (nm - a bilionésima parte do metro) e a
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freqiiéncia de suas oscilagdes, ou seja, quantas ondas passam em um
determinado ponto por segundo, em Hertz (Hz) (PORTER, 1998a). Enquanto a
luz de uma ladmpada convencional é formada por radiacbes de diversos
comprimentos de onda, ou seja, por varias cores que, somadas, resultam na luz
branca, a luz laser apresenta-se monocromatica, resultado de um comprimento de
onda unico.

O comprimento de onda do laser é definido pelo meio amplificador utilizado,
que pode ser sélido (ex: cristais, semicondutores), gasoso (ex: hélio, argdnio,
diéxido de carbono) ou liquido (ex: rodamina) (TAKAC & STOJANOVIC, 1999).
Variando-se o elemento, varia-se 0 comprimento de onda produzido por ele, que
se estende desde o infravermelho distante (=200 um) até o ultravioleta distante (<
200 nm) (Figura 2).

Figura 2. Esquema representativo do espectro eletromagnético com suas
diferentes regidbes e comprimentos de onda. (adaptado de
Princeton University [On line], disponivel em
<http://web.princeton.edu/sites/ehs/laserguide/index.htm>, 2007).

O comprimento de onda determina a interagé@o entre o laser e a célula, pois
define a especificidade de sua interacdo fotobioldgica e de seus efeitos
terapéuticos (LOW & REED, 2001), ou seja, é definido pela profundidade de
penetracao do laser no tecido.
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A  medida que uma molécula recebe determinada radiagdo
eletromagnética, produz-se uma energia extra que pode ser utilizada pela prépria
molécula em suas reagdes quimicas, ou ainda, na sua interagcdo com moléculas
vizinhas, estimulando, em Uultima instancia, as reacdes bioldégicas dentro das
células (PORTER, 1998a).

Radiaces emitidas na regidao do ultravioleta e na regiao do infravermelho
médio apresentam alto coeficiente de absorcao pela pele, enquanto na regido do
infravermelho préximo (820 nm e 840 nm) constata-se baixo coeficiente de

absorcao, implicando em maxima penetracao no tecido (KARU, 1985; 1987).

3.1.2 Direcao, colimacao e polarizacao

A radiacao /aser, além de possuir um unico comprimento de onda, possui a
mesma fase, ou seja, os picos e as depressdes dos campos elétricos e
magnéticos ocorrem ao mesmo tempo (coeréncia temporal) e na mesma direcao
(coeréncia espacial), sendo esta mais uma caracteristica que difere a luz laser da
luz comum (BAXTER, 1997).

A colimagéao consiste no alto grau de paralelismo do feixe laser, indicando
divergéncia angular minima ao longo da distancia percorrida, garantindo que a
energia do laser se concentre precisamente em um ponto focal. Esse efeito de
unidirecionalidade é responsavel por danos em tecidos oculares quando se
manuseia o laser sem a devida protecdo (TUNER & HODE, 1996; LOW & REED,
2001).

A polarizagdo ocorre quando as ondas de luz estdo orientadas em um so6
plano, de tal modo que as vibracbes em seus campos elétricos acontecem em
uma unica direcdo. Essa propriedade, por sua vez, caracteriza a emissdao de
fétons unidirecionais e paralelos entre si (TUNER & HODE, 1996; LOW & REED,
2001; RIBEIRO et al., 2004).
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3.2 Padroes de irradiacao

3.2.1 Poténcia optica util

A poténcia optica util é definida como a energia emitida em um segundo,
cuja unidade é comumente expressa em Watts (W) ou milliwatts (mW). Um laser
sera mais potente quanto maior for a energia gerada por segundo, tendo em vista
que a efetividade da radiacao laser depende da quantidade de energia que, ao ser
absorvida, promovera modificagbes em determinadas reagbes (KITCHEN &
BAZIN, 1996; BAXTER, 1997).

De acordo com a poténcia de emissdao de irradiagdo, os lasers sao
classificados em: lasers de alta, média e baixa intensidade. Os primeiros, também
conhecidos como lasers cirurgicos, emitem irradiacdo de alta poténcia, o que
propicia sua capacidade destrutiva e, portanto, a possibilidade de serem utilizados
para cortar, vaporizar, coagular e esterilizar tecidos, como por exemplo, os lasers
de argdnio, rubi e CO, (BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; GENOVESE, 2000). J4
os lasers intermediarios emitem radiagdes com poténcias medianas, sem poder
destrutivo, tendo uma maior aplicagcdo em fisioterapia, cujos principais
representantes séo o laser de Hélio e Nednio (He-Ne) e o Arseniato de Galio (As-
Ga) (GENOVESE, 2000). Os lasers de baixa intensidade, também denominados
lasers terapéuticos, emitem radiacdes de baixa poténcia, e possuem uma agao
fotoquimica analgésica, antiinflamatéria e de bioestimulagéo tecidual (exemplo:
lasers de He-Ne e diodo; Arseniato de Galio e Arseniato de Galio e Aluminio — As-
Ga-Al) (BRUGNERA JUNIOR et al., 1991; MELLO & MELLO, 2001).

3.2.2 Irradiancia e fluéncia

A irradiancia, ou densidade de poténcia, € definida como a poténcia éptica
de saida do laser em Watts (W), dividida pela area irradiada em centimetro
quadrado (cm?) e a sua manipulagdo pode determinar diferentes utilidades para o
laser no tecido. (KITCHEN & PARTRIDGE, 1991; BAXTER, 1997).



15

A fluéncia, ou densidade de energia, consiste na energia total transmitida
por um feixe de laser por unidade de area, sendo expressa em Joules (J) /cm? e

calculada pela seguinte féormula:

Fluéncia (J /cm?): poténcia (W) x tempo (segundos)

area de radiacdo (cm?)

A fluéncia ideal da irradiacdo laser depende de varios fatores, dentre eles: a
distancia entre o inéculo e o feixe de saida da luz, a metodologia de aplicagéo, o
sistema de conducgédo de luz (direto ou com fibra éptica) e a profundidade do
tecido, além de caracteristicas inerentes a irradiacdo, como reflexdo, refracao,
disperséo, transmisséo e absor¢édo do feixe, bem como o tecido a ser irradiado e
seu estado fisioldgico prévio (BECKERMAN et al., 1992).

Karu (1989) defende que a eficacia da irradiacao laser estéd intensamente
relacionada com uma fluéncia adequada, aplicada de modo regular e gradual, de
maneira que fluéncias baixas ou altas podem nao produzir efeitos ou gerar

prejuizos, respectivamente.

3.2.3 Emissao continua ou pulsada

A luz gerada pelo laser pode ser liberada de modo continuo,
pseudocontinuo e pulsado. Os lasers continuos emitem energia de maneira
constante. Os pseudocontinuos séo, na realidade, pulsados, mas, os pulsos sao
muito rapidos, e o intervalo entre eles € extremamente curto, gerando energia
virtualmente continua. Os pulsados emitem energia com pulsos variaveis (de
nanosegundos a milisegundos) e intervalos também variaveis (PORTER, 1998a),
de forma que a intensidade do feixe pode ser intensa, ja que uma grande
quantidade de energia é acumulada em longo tempo e emitida integralmente em
um curto intervalo de tempo. Quanto mais curto for o pulso, maior devera ser a

irradiancia a fim de alcancar energia suficiente para obtencao de efeito térmico.
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3.3 Aplicacoes terapéuticas do laser

3.3.1 Histérico

No inicio do século XX, surgiu a teoria de que a alteracdo no arranjo
molecular de um atomo poderia gerar luz com uma freqiéncia particular. Seu
autor, Albert Einstein, acabava de postular no ano de 1917 o primeiro conceito de
emissdao estimulada, cujos principios sustentam o funcionamento do laser
(PORTER, 1998a). Em 1960, Theodore Maiman foi o pioneiro a desenvolver um
equipamento emissor de ondas coerentes de luz pela excitagcdo de um cristal de
rubi, gerando o primeiro raio laser (MAIMAN, 1960). Seis anos depois, Endre
Mester demonstrou pela primeira vez os efeitos do laser operando em baixa
poténcia, quando relatou a acao bioestimulatéria dos lasers de rubi e argbnio no
tratamento de Ulceras de pele em ratos (MESTER, 1966). Em meados dos anos
60, Javan, Bennet e Herriott construiram o laser de He-Ne que se tornou a
primeira fonte de luz coerente disponivel comercialmente (KITCHEN & BAZIN,
1996; BAXTER, 1997; TUNER & HODE, 1999). No entanto, os lasers de He-Ne
apresentavam grande dimensdo e meia vida extremamente curta, além de
trabalharem numa regiao visivel do espectro eletromagnético, o que reduzia sua
penetracao no tecido e limitava sua utilizacao (ALMEIDA-LOPES, 1999). Surgiu
entdo o interesse de produzir um equipamento com emissdao na faixa do
infravermelho, o que sé foi possivel na década de 70 com o surgimento dos diodos
condutores, possibilitando a confeccado de equipamentos de As-Ga e de As- Ga- Al
(OHSHIRO, 1991; BAXTER, 1997; TUNER E HODE, 1999). A partir dos anos 90,
outras variedades de diodos laser foram criados gerando uma grande variedade
de comprimentos de onda. Gragas a estes dispositivos pode-se ter hoje em dia
equipamentos pequenos, de facil transporte € manuseio, com baixa freqiiéncia de
manutencdo, além de baixo custo, possibilitando a vasta utilizacdo desta

tecnologia.
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3.3.2 Conceito de bioestimulacao e laserterapia

O termo bioestimulacdo foi adotado por Mester (1969) para denominar os
efeitos conseguidos com a irradiacdo de lasers operando em baixa poténcia. Por
um determinado periodo de tempo a terminologia bioestimulador permaneceu na
literatura como sinbnimo para designar esse tipo de laser, ja que na época ainda
ndao se conhecia detalhadamente seu mecanismo de acdo. Essa terapia era
empregada muitas vezes buscando efeitos antagdnicos no tecido biologico: foi
utiizada para remover excessos de pigmento ou restaura-los (SASAKI E
OHSHIRO, 1989); tanto para subtrair cicatrizes deprimidas, quanto também
cicatrizes hipertréficas (STRONG, 1997); no alivio da dor, ou na reabilitagédo da
sensibilidade em &reas de parestesia ou paralisia (ROCHKIND et al., 1989).
Concluiu-se entdo que essa terapia ndao somente acelerava determinados
processos, mas também retardava outros, ou seja, funcionava como
normalizadora das fungdes. Hoje o termo biomodulacao é utilizado para nomear
tanto os efeitos estimulatérios como os inibitérios do laser de baixa poténcia
(BECKERMAN et al., 1992; SCHAFFER et al., 1997; DE BIE et al., 1997).

De acordo com o estado fisiologico e o tipo de tecido que integra, cada
célula apresenta um determinado limiar de sobrevivéncia, que pode ser modulado
de acordo com a energia a ela oferecida. Caso uma baixa intensidade de energia
lhe seja ofertada, a sua biomodulacao sera induzida, ou seja, esta célula utilizara
essa energia buscando manter ou normalizar suas fungbes, por meio da
estimulacdo de sua membrana e suas organelas. A isso denomina-se Laser
Terapia (ALMEIDA-LOPES, 1999).

Historicamente, o interesse em utilizar a luz com finalidades terapéuticas
existe desde os primérdios da civilizacdo, quando arabes, gregos e romanos
difundiram diversas formas de terapia com luz solar para o tratamento de doencgas
de pele. Atualmente, a fotobiomodulagéo é praticada em todo o mundo, sendo o
laser uma das fontes de luz mais exploradas nessa terapia (BRUGNERA-JUNIOR
E PINHEIRO, 1998).
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Os trabalhos iniciais da terapia com laser de baixa intensidade comegaram
no final da década de 60 e inicio dos anos 70 na Europa Oriental, onde foram
observados os efeitos dessa irradiacdo na modulagdo dos processos biolégicos.
Desde entdo a LLLT (Low Level Laser Therapy) tornou-se uma modalidade de
tratamento popular, principalmente na Unido Soviética e Europa Oriental
(BASFORD, 1989; KITCHEN & BAZIN, 1996).

Na Europa Ocidental, um dos primeiros trabalhos foi do Dr. Friedrich Plog,
em 1973, que estudou os efeitos do laser em pontos de acupuntura (BAXTER,
1997) e, oito anos depois, foi relatado pela primeira vez o uso clinico de um diodo
laser de As-Ga-Al para atenuacao de dor (CALDERHEAD, 1998).

Atualmente, a LLLT é empregada objetivando-se maior qualidade e rapidez
no processo reparacional (quadros pds-operatoérios, reparacdo de tecido mole,
0sseo e nervoso); a mediacao em inflamagdes com quadros de edema instalado;
ou ainda, a atenuagao em quadros de dor cronica ou aguda.

As radiacOes utilizadas na terapia com laser de baixa poténcia estdo
situadas na porgao visivel do espectro eletromagnético, bem como na regiao do
infravermelho préximo. Os comprimentos de onda mais utilizados se encontram
entre 600 e 1000 nm e sao relativamente pouco absorvidos, apresentando,
portanto, uma boa transmissao na pele e nas mucosas (RIGAU, 1996).

3.3.3 Bioestimulacao in vivo

Ao absorver a energia de lasers de baixa poténcia, biomoléculas
especificas existentes na célula sofrem excitacdo elétrica que se traduzem em
reacbes quimicas, como oxidagdo, reducdo, ruptura de ligacdes covalentes ou
interagdo com outras biomoléculas, as quais acarretam diferentes efeitos teciduais
de natureza tréfico-regenerativa, antiinflamatoéria e analgésica (PARRISH et al.,
1985), que podem ser clinicamente manifestados de trés modos. Primeiramente
podem: 1) agir diretamente na célula, produzindo um efeito primario ou imediato,
de forma a aumentar o metabolismo celular (BOLTON et al. 1995), a sintese de

endorfinas e diminuir a liberacdo de transmissores nosciceptivos, como a
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bradicinina e a serotonina (ATAKA et al., 1989), além de estabilizar as membranas
celulares (PALMGREN, 1992), observando-se clinicamente uma acao
estimulatéria e analgésica dessa terapia; 2) agir secundariamente ou
indiretamente na célula, traduzido por uma acdo mediadora da inflamag¢do, como
por exemplo, no aumento do fluxo sanglineo (KUBOTA & OHSHIRO, 1989) e da
drenagem linfatica (LIEVENS, 1991); 3) agindo tardiamente na célula, por
exemplo, por meio da ativagao do sistema imunoldgico (VELEZ-GONZALEZ et al.,
1994).

Devido a esses efeitos, o laser de baixa poténcia tem sido empregado
freqientemente em mudltiplas especialidades da odontologia e da medicina
humana e veterinaria. De uma maneira resumida, ha trés principais areas de
aplicagdo da LLLT: (a) cicatrizacdo de feridas, reparacédo de tecidos e prevencao
da morte tecidual; (b) diminuicdo da inflamagdo em doengas crdnicas e injurias
associadas a dor e edema; (c) diminuicdo da dor neurogénica e de alguns
acometimentos dessa ordem (HAMBLIM & DEMIDOVA, 2006). Dessa forma, a
terapia com laser de baixa poténcia tem sido empregada rotineiramente na
bioestimulacdo 6ssea, em casos de implantes e cirurgias; na redugao da dor e
edema em pos-operatorios e inflamagdes diversas; na recuperagcdo em quadros
de paralisias e parestesias, na cicatrizacao de queimaduras e enxertos, ativando a
vascularizagdo das regides afetadas (KERT & ROSE, 1989), ou ainda, no
tratamento de ulceragbes diversas, dentre outros. Nos campos da fisioterapia, tem
sido utilizada em casos de acometimentos musculo-esqueléticos, como distensdes
e contraturas musculares, promovendo analgesia (TUNER & HODE, 1996). Com
objetivos semelhantes, sua aplicacdao também tem se intensificado no campo da
veterinaria, especialmente em centros hipicos e clinicas de reabilitagdo e medicina
do esporte (HAMBLIM & DEMIDOVA, 2006).

Apesar da variedade de metodologias e das varias fontes de laser com
diferentes parametros, ha um consenso quanto a utilizacado dos comprimentos de
onda a serem utilizados, sendo que os comprimentos entre 600 e 700 nm sao

escolhidos para o tratamento de tecidos superficiais e os comprimentos entre 780



20

e 950 nm para tecidos de localizacdo mais profunda. Comprimentos de onda entre
700 e 770 nm sdo considerados como nao muito ativos (HAMBLIM & DEMIDOVA,
2006), porém outros padrdes de irradiacdo como irradiancia, fluéncia e modo de
operagao (continuo ou pulsado) permanecem muito varidveis, dependendo da
finalidade de uso.

3.3.4 Bioestimulacao in vitro

Os estudos in vitro dos efeitos do LLLT tem avancado e contribuido muito,
pois reduzem a dificuldade de interpretagédo dos resultados em estudos in vivo, 0s
quais apresentam grande variedade nos modelos estudados (devido a variagao
interespecifica e interindividual) e nos padrdes de tratamento (KITCHEN &
PARTRIDGE, 1991).

Além da comprovagao dos efeitos da LLLT em modelos animais e estudos
clinicos em humanos, sua acdo tem sido evidenciada em diversas culturas de
microorganismos e de células de mamiferos. De um modo geral, as respostas
celulares observadas in vitro apds a irradiacdo com laser de baixa poténcia
envolvem o estimulo do metabolismo, migragcdo e proliferacdo celular, e o
aumento da sintese e secrec¢ao de proteinas (HAMBLIM & DEMIDOVA, 2006).

Dentre os modelos mais estudados, estdo as células envolvidas na
cicatrizacdo, como as endoteliais (MOORE et al., 2005), os fibroblastos
(HAWKINS & ABRAHAMSE, 2005), os queratindcitos (YU et al., 2003) e algumas
classes de neutréfilos, tais como os macréfagos (YOUNG et al.,, 1989) e
neutréfilos (FUJIMAKI et al., 2003); as células envolvidas na atenuacédo da dor e
na regeneragdo nervosa, como neurbnios (CHEN et al., 2005; MILORO et al,
2002; BALABAN et al., 1992) e células da glia (BYRNES et al., 2005), além das
células participantes em processos anti-inflamatérios e anti-edema, como os
macrofagos (YOUNG et al., 1989), mastocitos (EL SAYED & DYSON, 1996),
neutrofilos (LOPES-MARTINS et al., 2005) e linfocitos (AGAIBY et al., 2000).

Para verificacdo de alteragcdes no padrdo de expressado génica, ZHANG e
colaboradores (2003) avaliaram 9982 genes de fibroblastos cultivados in vitro e
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bioestimulados com diodo laser durante 3 dias, relatando a super expressao em
111 genes, todos relacionados a processos antioxidativos, metabolismo energético
e cadeia respiratéria.

Também em cultivos de osteoblastos efeitos de diferenciacdo e de
proliferacdo foram observados utilizando-se laser He-Ne operando em 632 nm
(STEIN et al., 2005) e 830 nm (RENNO et al., 2007), bem como o aumento da
atividade e a expressao de fatores osteogénicos, como a fosfatase alcalina e a
osteopontina e ainda na replicacdo do DNA nessas células (KUSAKARI et al.,
1992; YAMAMOTO, 2001).

Em cultivos de fibroblastos, a acdo moduladora da LLLT foi observada em
diferentes aspectos, desde a sintese de colageno e de proteinas até a sua
proliferagdo (KARU, 1990; AL-WATBAN & ZHANG; HAWKINS & ABRAHAMSE,
2005), o que pode ser verificado por Pourreau-Scneider et al. (1989), Lubart et al.
(1992) e Loevschall & Arenholt-Bindslev (1994) que, respectivamente, verificaram
uma proliferacao interna de fibroblastos gengivais humanos (laser de He-Ne), um
aumento significativo no numero de mitoses (diodo laser em diferentes
comprimentos de onda e fluéncias até 15J/cm? e aumento na sintese de DNA
(diodo laser operando em 812 nm e fluéncia 459 J/cm?), confirmado por Webb et
al. (1998) (diodo laser em 660 nm e fluéncias de 2,4 e 4 J/cm?).

Células envolvidas em processos de angiogénese foram avaliadas quanto
aos efeitos da irradiagao com laser de baixa poténcia. Apés a irradiagao de células
de lingua de ratos com laser visivel operando em 632,8 nm (poténcia de 4mW e
fluencia de 2,4 J/cm?) detectou-se um aumento de 100% na quantidade de
histamina, além de uma grande vasodilatagdo e degranulagéo ativa de mastécitos
(TRELLES et al., 1988; TRELLES et al., 1989), fato este também verificado por EL
SAYAD E DYSON (1996) que conseguiram maior numero de mastécitos, porém
sem degranulagdo, ao utilizarem diodo lasers com diferentes comprimentos de
onda (660, 820, 870, 880, 940, 950 nm) sobre modelo animal.

Em células da linhagem sanglinea VISCOR et al. (1989) testaram um laser

de HeNe (0,5 mW/cm?) sobre eritrécitos e notaram alteracdo da membrana sem,
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no entanto, alterar sua estrutura, efeito que posteriormente foi confirmado por
SIPOSAN E LUKACS (2000). Em neutréfilos humanos, o uso de diodos lasers de
Ga-Al-As operando em 830 e 904 nm estimulou sua atividade fagocitaria. Em
células hematopoiéticas, CALLAGHAN et al. (1996b) utilizando diodo laser visivel
(660nm; 2,9 e 8,6 J/cm?) observaram um aumento significativo na sintese de DNA
destas células. Em linfocitos, OHTA et al. (1987), utilizando diodo laser de As-Ga
(10,8mJ/cm?), notaram inibicdo da proliferacdo celular, o que também foi
observado por INOUE e colaboradores (1989), quando irradiaram linfécitos com
diodo laser de As-Ga-Al (fluéncias de 14,2 e 28,3 mJ/cm?), mas ao utilizarem uma
fluéncia de 849 mdJ/cm? houve um aumento da replicacdo celular. Quando
irradiados com laser de Argbnio, os linfocitos apresentaram indice mitético
inversamente proporcional a fluéncia, ao passo que suas rupturas cromossémicas
aumentaram proporcionalmente a ela (CHIO, 1990). O fluxo idnico celular também
mostrou-se influenciavel pela fotoestimulacdo, de acordo com KARU (1991), que
irradiou linfécitos por alguns minutos com laser He-Ne (fluéncia de 56 J/cm?) e
produziu um aumento no fluxo de ions célcio a curto prazo, além da sintese de
DNA a longo prazo. Além da sintese de DNA, a sintese de ATP e de ADP se
alteraram durante a irradiagdo a laser de linfécitos (VOLPI et al., 1995). Uma
elevacao transitéria no fluxo de calcio também foi observada em células
musculares esqueléticas apds a irradiacdo com laser de He-Ne (633 nm) com
energia de 3J/cm? (SCHWARTZ et al., 2002).

A investigacao sobre os efeitos in vitro da LLLT n&o se restringe ao cultivo
celular, mas também tem se expandido ao cultivo de microorganismos. Karu et al.
(1994), ao irradiar culturas de Escherichia coli, com lasers de 623.8, 1066 e 1286
nm, observaram que o numero de bactérias viaveis no grupo irradiado era muito
maior do que no grupo controle, levando a conclusdo de que os lasers induziram o
crescimento de culturas bacterianas. Posteriormente, NUSSBAUM et al. (2003)
mostraram que os efeitos da LLLT sobre culturas bacterianas variam muito com a
irradiancia e o tipo de espécie cultivado. Em cultivos de Pasteurella aeruginosa,

altas irradiancias (1-20 J/cm?) afetaram negativamente seu crescimento, mas nao
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apresentaram o mesmo efeito sobre Escherichia coli, que aumentou sua taxa

proliferativa independente da irradiancia aplicada.

3.4 Mecanismos de acao do laser visivel e infravermelho

As irradiacOes laser freqlientemente utilizadas na fototerapia encontram-se
em uma faixa de espectro variando entre a luz visivel e infravermelha, as quais
interagem com os tecidos por diferentes vias metabdlicas (KARU, 1988).

De uma maneira geral, com a absorcao dos fétons aportados pela radiagéao,
as moléculas adquirem um estado clinicamente excitado (mudan¢a do potencial
redox), influenciando na regulagédo e cinética da respectiva via bioquimica. Esta
alteracao focal serve como um gatilho para uma série de alteragdes bioquimicas
em cadeia que culminam com a mudanca das fun¢cdes metabdlicas e proliferativas
de uma célula (KARU, 1998).

No entanto, os mecanismos de resposta das células a radiagdo diferem
devido a absorcao seletiva de seus fétons por estruturas celulares denominadas
croméforos (fotoreceptores nado especializados). Karu (1988) descreveu um
mecanismo de agao diferente para os lasers emitindo radia¢do na regiao do visivel

e do infravermelho préximo, baseados nessa absorgéo (Figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo dos mecanismos de agao do laser operando na
regido do visivel e do infravermelho proximo (adaptado de ALMEIDA-
LOPES, 2003).

A luz laser visivel tem como primeiros alvos os lisossomos e as
mitocondrias das células, que apds absorvé-la, desencadeiam o inicio de reagdes
foto-quimicas, ativando diretamente a sintese de enzimas (BOLTON et al., 1995).
Ja a luz infravermelha tem como seus primeiros alvos as membranas celulares,
que ao serem irradiadas, absorvem os fétons da fonte luminosa, e entdo alteram
seu potencial (PASSARELA et al., 1984), induzindo os efeitos foto-fisicos e foto-
elétricos, causando o choque entre células, traduzidos intracelularmente por um
incremento na sintese de ATP (COLLS, 1986).

Os incrementos de ATP mitocondrial aumentados com a irradiacao a laser
podem, portanto, favorecer o metabolismo celular em um variado numero de
reacoes (PASSARELA et al., 1984).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

O presente trabalho visa investigar os efeitos dos lasers de baixa poténcia
(semicondutor operando em 780 nm - infravermelho e 660 nm - visivel) ao longo
do processo de producdo in vitro de embrides bovinos, avaliando-se diferentes
aspectos da MIV, FIV e CIV.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Efeitos sobre a MIV

Avaliar os efeitos da irradiacdo com laser semicondutor operando em 780
nm (infravermelho) e 660 nm (visivel) na maturagdo nuclear in vitro de odcitos
bovinos, por meio da coloragéo de cromatina.

Avaliar os efeitos da irradiacdo com laser semicondutor operando em 780
nm (infravermelho) e 660 nm (visivel) na maturacdo citoplasmatica in vitro de
odcitos bovinos, por meio da coloragao de granulos corticais.

Avaliar os efeitos da irradiagdo com laser semicondutor operando em 780
nm (infravermelho) e 660 nm (visivel) na maturagao in vitro de odcitos bovinos, por

meio da porcentagem de blastocistos produzidos ao sétimo dia de cultivo in vitro.

4.2.2 Efeitos sobre a FIV

Avaliar os efeitos da irradiagdo com laser semicondutor operando em 780
nm (infravermelho) e 660 nm (visivel) em espermatozoides bovinos, por meio da
porcentagem de estruturas clivadas e de blastocistos produzidos ao terceiro e
sétimo dias cultivo in vitro, respectivamente.

Avaliar os efeitos da irradiacdo com laser semicondutor operando em 780
nm (infravermelho) e 660 nm (visivel) em espermatozoides bovinos, por meio da
avaliacao da cinética de desenvolvimento dos embrides produzidos ao sétimo dia
de cultivo in vitro.
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4.2.3 Efeitos sobre a CIV

Avaliar os efeitos da irradiacdo com laser semicondutor operando em 780
nm (infravermelho) e 660 nm (visivel) em embrides bovinos ao terceiro dia de
cultivo in vitro, por meio da porcentagem de blastocistos produzidos ao sétimo dia
de cultivo in vitro.

Avaliar os efeitos da irradiacdo com laser semicondutor operando em 780
nm (infravermelho) e 660 nm (visivel) em embrides bovinos ao terceiro dia de
cultivo in vitro, por meio da avaliacdo da cinética de desenvolvimento dos
embrides produzidos ao sétimo dia de cultivo in vitro.

Avaliar os efeitos da irradiagdo com laser semicondutor operando em 780
nm (infravermelho) e 660 nm (visivel) em embrides bovinos ao terceiro dia de
cultivo in vitro, por meio da contagem total do nimero de células nos embrides

produzidos ao sétimo dia de cultivo in vitro.
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CAPI'ATULO 2 - EFEITOS DA IRRADIACAO COM LASERS DE BAIXA
POTENCIA NA MATURACAO IN VITRO DE OOCITOS BOVINOS

Titulo

Efeitos da Irradiacao com Lasers de Baixa Poténcia na Maturacao /n Vitro de
Odcitos Bovinos

Resumo

RESUMO - A ocorréncia da maturagdo oocitaria eficiente depende de
eventos nucleares e citoplasmaticos. O estado energético dos oécitos, estimado
pela quantidade de ATP, é um fator critico para que eles acontecam. Acredita-se
que a irradiacao com laser de baixa poténcia sobre as células ative o transporte de
elétrons da cadeia respiratéria, resultando em um aumento dos niveis de ATP
mitocondrial. O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da irradiagdo com lasers
infravermelho e visivel-vermelho na maturagao in vitro (MIV) de oécitos bovinos.
Odcitos foram coletados a partir de ovéarios de vacas em abatedouro, selecionados
e tratados com quatro tempos de irradiacdo (30 segundos — L30; 60 segundos —
L60; 120 segundos — L120; 180 segundos — L180) para cada tipo de laser,
separadamente. Em seguida foram destinados a MIV durante 24 horas em
atmosfera umida a 38,5°C e 5% de CO,. A maturagdo nuclear foi avaliada por
meio da visualizagdo da placa metafdsica e da extrusdo do primeiro corpusculo
polar, e a citoplasmatica por meio da distribuicdo dos granulos corticais. A
irradiacdo com ambos os lasers ndo afetou as taxas de maturagdo nuclear
(Infravermelho: L30 - 88,92% e C30 — 81,84%; L60 — 83,56% e C60 — 87,40%;
L120 — 76,06% e C120 — 85,30%; L180 — 77,42% e C180 - 80,16%; e Visivel: L30
—65,81% e C30 — 71,59%; L60 — 62,75% e C60 — 69,62%; L120 — 70,38% e C120
— 64,04%; L180 — 56,72% e C180 — 67,41%). Do mesmo modo, as taxas de

maturacao citoplasmatica nao foram alteradas apos a irradiagao (Infravermelho:
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L30 — 86,18% e C30 — 61,04%; L60 — 66,03% e C60 — 56,16%; L120 — 53,75% e
C120 —79,81%; L180 — 57,70% e C180 — 82,04% e Visivel: L30 — 81,08% e C30 —
74,42%; L60 — 68,11% e C60 — 61,63%; L120 — 75,95% e C120 — 48,33%; L180 —
77,77% e C180 — 59,52%). A producao de blastocistos ao sétimo dia de cultivo in
vitro foi avaliada, ndo sendo observadas diferengas entre os grupos controle e
tratados com o laser infravermelho (L30 — 29,20% e C30 — 42,60%; L60 — 32,0% e
C60 — 31,0%; L120 — 38,0% e C120 — 35,0%; L180 — 37,0% e C180 — 32,0%),
mas foram notadas no grupo tratado com laser visivel durante 180 segundos
(L180 — 36,0%) em relacao ao grupo controle (C180 — 56,0 %). Os grupos tratados
com laser visivel durante 30, 60 e 120 segundos ndo mostraram diferencas
significativas na produgcdo embrionaria (L30 — 42,20%; L60 — 40,13%; L120 —
39,54%) em relagao aos grupos controle (C30 — 43,36%; C60 — 38,16%; C120 —
47,14%). Assim, as irradiacées com os lasers infravermelho e visivel em od6citos
bovinos durante 30, 60, 120 e 180 segundos, aplicadas imediatamente anterior a
sua maturacgao in vitro, nao alteraram os processos de maturagdo nuclear e de
migracdo de granulos corticais. A irradiagdo com laser infravermelho em odcitos
nao alterou as taxas de producao embrionaria ao sétimo dia de cultivo in vitro, mas
a irradiacdo com laser visivel, quando aplicada em oécitos durante 180 segundos,
reduziu a producao de embrides no grupo tratado em relacdo ao grupo controle.

Palavras-Chave: Odcito bovino, Maturacao in vitro, Laser de baixa poténcia

1. Introducao
A técnica de producdao in vitro (P1V) de embrides bovinos tem sido utilizada

com sucesso desde meados da década de 80, quando BRACKETT et al. (1982)
provou ser possivel a obtencao de bezerro vivo a partir de o6citos maturados e
fertilizados in vitro (MIV e FIV, respectivamente). Apesar de quase trés décadas de
aplicacao crescente dessa biotecnologia na espécie bovina, limitacdes ainda
persistem e sao refletidas nos baixos resultados obtidos sobre a taxa e qualidade

de mérulas e blastocistos, além das baixas taxas de gestagbes e nascimentos
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(LEEUW, 2006). O procedimento da PIV é basicamente composto por trés etapas:
a de MIV, FIV e CIV (cultivo in vitro) e ainda que todas elas sejam importantes, o
estabelecimento de uma maturacao eficiente é, sem duvida, um ponto crucial e
decisivo para as etapas seguintes. Apesar do conhecimento sobre 0 processo de
maturagdo oocitaria in vitro ter avancado substancialmente, varios de seus
aspectos ainda estao por serem esclarecidos.

2. Revisao de literatura

2.1 Oogénese e maturacao nuclear

Em bovinos, assim como na maioria dos mamiferos, o desenvolvimento do
gameta feminino (oogénese) tem inicio ainda na vida fetal da fémea, quando
células germinativas (oogbnias) sofrem mitose e posteriormente iniciam seu
processo de meiose, progredindo até a fase de Leptdteno da Profase da primeira
divisdo meidtica (Profase ). Nesta fase, conhecida como primeiro bloqueio
meibtico, o odcito organiza seu nucleo em vesicula germinativa (GV) e interrompe
a meiose. Do periodo que se estende do nascimento até a puberdade, os odcitos
permanecem com seus nucleos estagnados, mas a partir do inicio da mesma, a
circulagdo crescente de hormonios gonadotréficos e esterbides permite o
crescimento de foliculos e o desenvolvimento dos odcitos localizados em seu
interior. Posteriormente, ha uma fase de divergéncia folicular, em que apenas um
foliculo, conhecido como foliculo dominante continua seu crescimento tornando-se
maior e os demais foliculos cessam seu crescimento e regridem por atresia (MEO-
NICIURA, 2005). Algumas horas antes da ovulagdo, o pico de horménio
luteinizante (LH) induz o crescimento final do foliculo e o desenvolvimento final de
seu oécito (HYTELL et al.,, 1997). O gameta que até entdo se encontrava no
estadio de VG da Profase | reinicia a meiose e passa para o estadio de metafase
da segunda divisdo mei6tica (MIl). O periodo de reinicio da meiose até o término
da primeira divisdo meidtica, quando o odcito permanece em MIl, constitui o

processo de maturacdo nuclear. Neste momento o odcito pode ser fecundado e
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completar a meiose Il, mas caso isso ndo aconteca, ele se degenera entre 28-32
horas apés a ovulagdo (MEO-NICIURA, 2005).

No entanto, o processo global de maturagdo do oécito ndo se restringe
somente a uma competéncia meio6tica nuclear, sendo necessaria também a
maturacdo do citoplasma da célula. Quando a maturacdo nuclear e/ou a
citoplasmatica acontece de forma incompleta ou desincronizada, os processos que
se seguem tornam-se comprometidos, podendo levar desde a morte do odécito ou
a sua nao fertilizacdo, até a morte prematura do zigoto ou o bloqueio do
desenvolvimento embrionario posteriormente (MEO-NICIURA, 2005).

2.2 Maturacao citoplasmatica

A maturacdo do citoplasma do od6cito é coordenada por eventos
morfolégicos, moleculares e bioquimicos que, sendo bem sucedidos, fornecem ao
odcito condigdes para o desenvolvimento posterior. E nessa fase que ele expande
seu tamanho, acumula RNA mensageiro (RNAm) e energia, além de redistribuir e
aumentar o numero de suas organelas, sincronizando esses processos com o
reinicio da meiose (HYTTEL et al., 1997). Falhas na maturacao citoplasmética sao
consideradas como um dos principais responsaveis pelo menor numero de
blastocistos produzidos in vitro em relagdo aos in vivo, visto que a maturagao
nuclear, as taxas de fecundacédo e a clivagem de odcitos maturados em ambos
nao diferem significativamente (LEIBFRIED - RUTLEDGE et al., 1987; RIZOS et
al., 2002).

Apo6s um longo periodo de quiescéncia, o odcito recebe sinais para retomar
seu desenvolvimento. Além de seu crescimento expansivo, ocorre um conjunto de
modificagbes na disposicdo e no numero de suas organelas intracelulares
(PICTON et al., 1998). A grande maioria, que antes se encontrava na periferia do
citoplasma, migra em direcdo ao nucleo, como € o caso das mitocondrias, do
reticulo endoplasmatico rugoso e de um pequeno volume do complexo de Golgi
(VAN WEZEL & RODGERS, 1996), que passa a secretar proteinas da zona

pelucida e granulos corticais, que posteriormente contribuirdo para a efetivacao da
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reacdao acrossomal e o bloqueio da polispermia, respectivamente (HYTELL et al.,
1997). Ao contrario da maioria das organelas, os granulos corticais se distanciam
da sua posicao central original e se deslocam na direcdo da membrana
citoplasmatica, posicionando-se para liberar substancias enrijecedoras da zona
pelticida (MEO-NICIURA, 2005). Paralelamente, ocorre um grande aumento na
transcricio de RNAm e produgcdo de proteinas, no numero de ribossomos,
mitocéndrias e outras organelas, bem como um grande acumulo de granulos de
glicogénio e gotas lipidicas (FAIR et al., 1996; SIRARD et al., 2006).

Particularmente em relacdo as mitocdndrias, sua organizacao e atividade
metabodlica sdo necesséarias ndo so6 para a maturagao citoplasmatica, mas também
para a finalizacao da meiose (STOJKOVIC et al., 2001).

2.3 Laser de baixa poténcia sobre os diferentes aspectos da maturacao

oocitaria

2.3.1 Mitocondrias e fosforilacao oxidativa

As mitocondrias sao organelas presentes nas células eucaridticas e
contribuem com diversos mecanismos sinalizadores e processos intracelulares,
dentre eles, o processo de fosforilagdo oxidativa (OXPHQOS), que acontece na
etapa final da respiracao celular. Morfologicamente sdo compostas por uma dupla
membrana lipoprotéica constituida da membrana externa e interna, sendo que a
primeira permite a passagem livre de moléculas, enquanto que a segunda € mais
seletiva, permitindo somente a passagem de substancias através de
transportadores especificos e se desdobra para o interior formando cristas,
delimitando o espaco chamado de matriz mitocondrial.

Na membrana mitocondrial interna (MMI) localiza-se o sistema de
OXPHOS, constituido por complexos enzimaticos enumerados de | a V e dois
carregadores de elétrons, a coenzima-Q e a citocromo ¢ (SMEITINK, 2006), que

juntos catalisam uma sequéncia de reacbes de 6xido-reducdo, fazendo com que
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elétrons sejam transferidos de um complexo enzimatico até o seguinte,
sucessivamente, até atingir o oxigénio (O.) que é reduzido a agua (H20).

Moléculas de piruvato, produzidas pela glicélise, adentram a matriz
mitocondrial e nela sofrem oxidagao, gerando ions de hidrogénio (H*), os quais se
unem aos transportadores NAD e NADP (nucleotideos de nicotinamina), formando
NADH e NADPH, respectivamente. No complexo | (ubiquinona oxidoredutase),
localizado na MMI, o NADH é desidrogenado e seus elétrons transportados para a
coenzima-Q. O complexo Il (succinato: ubiquinona oxiredutase), por sua vez,
catalisa a oxidacdao do succinato para fumarato, durante a transferéncia de
elétrons do transportador FADH, (nucleotideo de flavina acrescido de ions HY)
para o reservatério de ubiquinona. O complexo Il (decilubiquinol: citocromo c
oxidase) catalisa a transferéncia de elétrons do ubiquinol para citocromo ¢ e esta,
em sua forma reduzida, transfere seus elétrons para o complexo IV (citocromo
oxidase), que finalmente reduz o O, a H>xO. O transporte de elétrons de um
complexo ao outro gera energia que aciona a bomba de prétons H* e direciona o
fluxo de prétons da matriz em direcdo ao espago intermembranas. Por ser
impermeavel, a MMI impede o retorno dos prétons, sendo necessaria a formagao
de um canal pelo complexo V (ATP Sintetase), através do qual os protons voltam
para a matriz (VAN DEN HEUVEL, 2001) (Figura 4). A energia liberada por eles é
entdo utilizada para a fosforilacao propriamente dita com a unido de uma molécula
de ADP (adenosina di-fosfato) a um P, gerando o ATP (adenosina tri-fosfato).
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Figura 4. Esquema representativo do processo de OXPHOS. O transporte de
elétrons consiste de quatro complexos enzimaticos dispostos na membrana
mitocondrial interna, e a passagem por estes, libera energia na forma de gradiente
de protons, utilizada pelo complexo V chamado de ATP sintetase para produzir
ATP. No complexo | ocorre a desidrogenacdo do NADH e transporte de elétrons
para a coenzima Q. O transporte de elétrons é acoplado com o deslocamento de
protons para a membrana mitocondrial interna. O complexo Il catalisa a oxidagao
do succinato para fumarato, durante o transporte de elétrons de FADH, para o
reservatorio de ubiquinona; complexo lll catalisa a transferéncia se elétrons do
ubiquinol para citocromo ¢ acoplado ao deslocamento de prétons para a
membrana mitocondrial interna. O complexo IV est4 acoplado com a transferéncia
de elétrons da reducdo do citocromo ¢ para o oxigénio, levando a um
deslocamento de prétons pela membrana mitocondrial interna, criando um
gradiente utilizado para a sintese de ATP no complexo V. (adaptado de
MESQUITA, 2005).

O estado energético dos odcitos, estimado pela quantidade de ATP, é um
fator critico para a sua maturagao e é tido como um indicador para o potencial de
desenvolvimento de oécitos humanos e de camundongos (STOJKOVIC, 2001).
Estudos relataram que a quantidade de mitocondrias no odécito afeta sua
habilidade em produzir ATP (VAN BLERKOM et al., 1998), em escapar da atresia
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(PEREZ et al., 2000) e a suportar o desenvolvimento do embrido (REYNIER et al.,
2001), verificados principalmente pelo aumento do numero de mitocéndrias
durante o processo de maturacao oocitaria (JANSEN & BOER, 1998).

Como ja hipotetizado em diversas células, acredita-se que o laser visivel e
infravermelho préximo ativem o transporte de elétrons da cadeia respiratéria
(BOSSINI, 2007), resultando em um aumento dos niveis de ATP mitocondrial. Sua
radiacdo € absorvida por cromoforos, ou seja, por um grupo de moléculas que
podem ser enzimas, membranas ou qualquer outra substancia capaz de absorver
luz (KARU, 1998), os quais convertem a energia eletromagnética recebida em
energia fotoquimica (ORTIZ et al., 2001).

Estudos utilizando radiagdes entre 630 e 830 nm demonstraram um aumento
nos niveis de ATP em linfécitos humanos (HERBERT et al., 1989) e células HelLa
(KARU et al.,, 1995) . NEDELINA et al. (1985) utilizaram radiagcbes com luzes
visiveis (2400 nm) e obtiveram um aumento na atividade de ATP-sintetase. Em
linfécitos humanos, a radiacdo com laser He-Ne promove alteragbes ultra
estruturais nas mitocondrias, tornando-as gigantes, fato interpretado como uma
intensificacdo da energia metabdlica (BAKEEVA et al., 1993).

2.3.2. Geracao de Espécies Reativas do Oxigénio (EROSs)

As Espécies Reativas do Oxigénio (EROs) sdo produtos do metabolismo
aerébico, sendo o processo de fosforilagdo oxidativa uma das principais fontes
endogenas de sua producado, além da tensdo de oxigénio, da concentracdo de
ions metalicos, da intensidade de luz visivel, dentre outros, que contribuem
exogenamente para sua produgao. Tais compostos s&o formados fisiologicamente
durante as etapas intermediarias do processo de reducao do oxigénio. O fato de
possuirem numero impar de elétrons faz delas moléculas instaveis, de vida curta e
para alcancgar sua estabilidade, reagem com substancias do meio (SILVA, 2006).
O radical anion superédxido (O2), o peréxido de hidrogénio (H2O2) e o radical
hidroxila (OH"), sdo gerados respectivamente pela redugcédo por um, dois ou trés
elétrons (GUERIN et al., 2001). Quando a cadeia respiratéria é interrompida, os
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elétrons se acumulam nas fases iniciais do processo e podem ser doados
diretamente para o oxigénio molecular para gerar O,. O anion superéxido é
desintoxicado formando o H>O2, que na presenca de metais de transicdo como o
ferro e o cobre podem gerar o OH".

De acordo com o local de producdo e a tensdo de oxigénio, varias EROS
sdo geradas (BLONDIN et al., 1997), sendo necessario um equilibrio em sua
concentracdo, pois caso a sua producao exceda sua neutralizagao, efeitos tdxicos
passam a ser observados. Essas moléculas podem alcancar o citoplasma das
células e peroxidar lipideos, proteinas e acidos nucléicos, gerando conseqiéncias
multiplas, como alterag6es mitocondriais, bloqueio na replicagédo celular, deplegéao
de ATP e apoptose (GUERIN et al., 2001). Por esta razdo, as células sdo
protegidas por mecanismos de defesa, chamados antioxidantes, que neutralizam
as EROs e seus efeitos

Em odcitos, as EROs podem exercer efeitos deletérios ou benéficos que
estendam suas conseqiéncias desde a maturacdo até o desenvolvimento
embrionario posterior. DAS et al. (2006) constataram que altos niveis de EROs
mensurados no fluido folicular de mulheres com infertilidade tubarica tenderam a
uma diminui¢cdo no potencial de fertilizagdo dos odcitos. Ja em coelhos, os efeitos
benéficos das EROs foram notados, ao reduzirem o niumero de grandes foliculos
em processos ovulatorios (MIYAZAKI et al., 1991). Para evitar o excesso de
EROs, o fluido folicular possui uma variedade de fatores antioxidantes, pois neste
ambiente, o funcionamento e interacdo de células da granulosa, horménios
esterdides, fatores de crescimento, células de defesa e o proprio metabolismo do
odcito sao fontes produtoras de EROs (ATTARAN et al., 2000, DAS et al., 2006).

Em cultivo in vitro, as condicbes atmosféricas sdo caracterizadas por
maiores concentracdes de oxigénio em relacdo a ambientes in vivo e por isso
resultam, inevitavelmente, em uma maior produgdo de EROs (BLONDIN et al.,
1997).

Ramalho (2007) obteve efeitos benéficos com o uso da estimulacdo com
laser de baixa poténcia em fibroblastos in vitro, quando cultivados sob altas
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concentracoes de glicose. Nas células nao irradiadas foram observados um
aumento na produgdo de EROs e, consequentemente, uma redugcdao na

proliferagdo e migracao das células.

2.3.3 Apoptose

A apoptose, conhecida também como morte celular programada (MCP), &
caracterizada pela autodigestdo controlada de constituintes celulares, devido a
ativacdo de proteases intracelulares (BETTS & KING, 2001), ativadas por genes e
enzimas especificas. Morfologicamente, é um processo caracterizado por
diminuicdo do volume celular, condensacado da cromatina e formagdo de corpos
apoptéticos, que impedem a liberacdo da matriz intracelular no meio extracelular
(GABRIELLI et al., 2003; PLAETZER et al., 2005).

O aspecto bioquimico mais associado com a apoptose é a quebra do DNA
nuclear, decorrente da ativacdo de enzimas proteoliticas, que ativam as DNAses
mediadoras da fragmentacdo do DNA cromossémico, bem como a lise de
substratos especificos de proteinas, os quais determinam a integridade e a forma
do citoplasma (SARASTE & PULKKI, 2000).

Os mecanismos de MCP podem ser ativados por estimulos externos,
mediante ligacdo com receptores especificos da superficie celular ou por
estimulos internos de estresse intracelular, que resultam em disfuncéo
mitocondrial tais como: lesées do DNA, alteracbes nas vias metabdlicas (aumento
do célcio intracelular, reducdo do pH, estresse oxidativo), presenga de drogas e
toxinas ou privagao de fatores do crescimento. A presenca desses sinais altera o
padrao de proteinas mitocondriais prd-apoptéticas, as quais migram do citosol
para a mitocdndria e iniciam a apoptose (GROSS et al., 1999; HENGARTNER,
2000; SMAILI et al., 2003).

Portanto, uma captacao excessiva de célcio pela mitocondria, um aumento
da exposicao as EROS, ou um declineo da capacidade de producao de energia,
por exemplo, podem induzir & abertura de canais ndo especificos da membrana

interna, dando inicio a um colapso no potencial de membrana mitocondrial e
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inchaco da membrana interna. Com isso, fatores pré-apoptéticos presentes na
MMI, como o citocromo-c, o fator indutor de apoptose (AlF-flavoproteina) e as
caspases (formas latentes de proteases) sao liberados para o citosol. A citocromo-
c ativa a via citosélica das caspases, provocando a destruicdo do citoplasma
(CRYNS & YUAN, 1998) e o AIF se transloca para o nucleo, induzindo a
destruicao da cromatina nuclear.

A apoptose possui um papel fundamental durante o desenvolvimento
ovariano e oogénese fetal, e, posteriormente também na vida adulta, nos
processos de desenvolvimento folicular e lutedlise (TILLY, 1996). Durante a vida
reprodutiva da fémea, a maioria dos foliculos ovarianos sofre atresia e seus
o6citos degeneram. Os foliculos que ndo se submetem ao processo de atresia
continuam a crescer até a ovulacdo. Apdés a ovulagao, se a fertilizagdo nao
ocorrer, 0 o6cito perde a sua capacidade fertilizante e comeca a se degenerar
(TAKASE et al., 1995; YANG & RAJAMAHENDRAN, 2002; HAFEZ, B. & HAFEZ,
E., 2000), provavelmente por apoptose (YANG & RAJAHAMENDRAN, 2002).
Estudos tém elucidado, por exemplo, que odcitos com cumulus compacto sao, via
de regra, originados de foliculos “saudaveis” ou daqueles apenas com sinais
iniciais de atresia, visto que odcitos com cumulus incompleto e/ou expandido
originam-se de foliculos com sinais mais avancados de atresia. Yang e
Rajamahendran (2002) constataram que COCs com qualidades morfoldgicas
inferiores tém a maioria de seus o6citos com anomalias morfoldgicas incluindo
retracdo e fragmentacado do ooplasma e das COCs, caracteristicas estas tipicas
de células submetidas ao processo de morte celular por apoptose (TILLY, 1996).
Do mesmo modo, Takase et al. (1995) e Matwee et al. (1999) propuseram que a
apoptose esta relacionada ao processo de degeneracao em odcitos imaturos de
camundongos e bovinos. Fujino et al. (1996) propuseram que a fragmentacao do
DNA dos odcitos associada a apoptose pode ser uma das razdes para a qualidade
pobre dos odcitos e a baixa fertilidade de ratos envelhecidos.

Em células miogénicas cultivadas in vitro, a irradiagdo com laser de baixa

poténcia induziu a um aumento na expressao de proteinas anti-apoptoéticas Bcl-2
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(B cell leukemia/lynphoma 2) e a uma reducao de expressao nas proteinas pro-
apoptéticas Bax (SHEFER et al., 2002).

2.3.4 Calcio

Em diferentes tipos celulares, o célcio (Ca®*) tem-se mostrado fundamental
para a finalizacdo de processos mitéticos e meiodticos (WHITAKER & PATEL,
1990). Em odcitos mamiferos, estudos tém confirmado sua importancia na
maturagao nuclear, evidenciando a necessidade de sua liberacao para mdultiplos
eventos celulares. Dentre eles estdo a ativagdo da histona H1, considerada
desencadeadora universal da meiose em odcitos mamiferos (NURSE, 1990), e de
MAPquinases, que junto com uma cascata de outras quinases (SEGER & KREBS,
1995), participam da organizacdo do eixo meibtico, extrusdao do primeiro
corpusculo polar e interrupcao do odcito em metafase Il (CHOI et al. 1996ab). Em
odcitos bovinos e suinos, o uso de agentes quelantes de Ca?* comprovou sua
importancia na quebra da VG e na progressao da meiose (HOMA, 1991;
KAUFMAN & HOMA, 1993), bem como a sua necessidade para a reuniao do
citoesqueleto numa maturacéo citoplasmatica normal (SANTELLA, 1999). O Ca**
se faz necessario em cultivo de odcitos in vivo ou in vitro, onde grandes estoques
do ion, bem como suas correntes através da membrana plasmatica, refletem em
melhor qualidade do gameta e maior competéncia no desenvolvimento (BONI, et
al., 2002).

Um dos mecanismos primarios de acao do laser € a aceleracdao na
transferéncia de elétrons durante a OXPHOS (BOSSINI, 2007), o que gera uma
maior movimentagdo de protons através da membrana mitocondrial, com
conseqlente aumento no potencial de sua membrana. Células excitaveis contém
canais de Ca®* voltagem-dependentes que as permitem aumentar os niveis de
Ca® no citosol drasticamente. Quando ocorre a despolarizagdo do potencial de
sua membrana plasmatica, os canais de calcio voltagem-dependentes tém sua
conformagao alterada, permitindo um fluxo maior de Ca®* através da membrana,

que indiretamente estimula os receptores InsP; a liberar Ca®* dos estoques
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intracelulares (CLAPHAM, 1995). Em oécitos mamiferos, sabe-se que o0s
receptores InsP; estéo localizados em grande abundancia e sdo mediadores nas
oscilagbes de Ca** durante a maturacdo (CARROLL & SWANN, 1992) e
fertilizacdo (MIYASAKI et al., 1992).

Por outro lado, 0 aumento exagerado na matriz mitocondrial pode levar a
uma maior producado nas EROs, estimulando a formacédo do poro de transicdo
mitocondrial, a liberagdo do citocromo ¢ e finalmente a apoptose (BROOKES et
al., 2004).

Estudos utilizando a bioestimulagdo com laser de baixa poténcia em células
osteoblasticas revelou uma tendéncia de mudanga transitéria positiva na
concentragdo de Ca®* apds a irradiacdo (COOMBE, 2001) e uma alteragcdo na
atividade das ATPases de bombas ibnicas presentes nas membranas (KUJAWA
et al., 2004).

SILVA et al. (1993) evidenciaram a ativagdo de canais de Ca®* especificos
presentes na membrana plasmatica de células ésseas quando submetidas a
campos elétricos variaveis, resultando em um aumento na incorporagao de calcio

iGnico intracelular.

3. Material e métodos

3.1 Obtencao e maturacao in vitro de oocitos bovinos

Os od6citos foram obtidos por aspiracdo folicular de ovarios bovinos
coletados em matadouro e, em seguida, foram selecionados e maturados in vitro
em meios apropriados durante 24 horas em estufa com atmosfera umida a 38,5°C
e 5% de CO,, de acordo com metodologia descrita no apéndice A.

3.2 Equipamento de laser
Antes de se iniciar a maturacao in vitro, os oocitos foram submetidos a

irradiacao com laser. A descrigcdo do equipamento de laser bem como dos padrdes
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de irradiagao utilizados neste e nos demais capitulos encontram-se detalhados no
apéndice B.

3.3 Experimento | — Efeitos da irradiacao de odcitos com laser infravermelho
(780 nm) e visivel (660 nm) na maturacao nuclear e

citoplasmatica

Coloracao de cromatina
O experimento avaliou os efeitos do laser infravermelho (780 nm) e do laser

visivel (660 nm) com diferentes tempos de irradiacdo na maturagdo nuclear dos
odcitos. Foram utilizados 837 odcitos, sendo 356 destinados ao tratamento com
laser infravermelho e 481 ao laser visivel. Conjuntos de 20 a 25 odcitos foram
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos de tratamento: 30 segundos (L30), 60
segundos (L60), 120 segundos (L120) e 180 segundos (L180) de irradiacao,
dispostos sobre platina aquecedora, tendo a irradiagdo realizada individualmente
para cada grupo. Grupos controle, respectivos aos tratados (C30, C60, C120,
C180), foram submetidos a mesma manipulagcédo, exceto pela irradiacao e, em
seguida, todas as placas contendo os o0d0citos foram acondicionadas em
incubadora durante 24 horas.

Apbs 24 horas de maturagao in vitro, iniciou-se 0 processo para coloracao
nuclear. Os odcitos foram retirados de suas gotas MIV e lavados em solucédo de
hialuronidase a 0,2% [Hyalozima® (Aspen) em PBS livre de Ca**, com 0,1% de
alcool polivinilico (PVA; Sigma P-8136)], sendo pipetados sucessivamente, para
remocao de suas células do cumulus. Depois de desnudos, foram fixados em
solucéo de paraformaldeido (Mallinckrodt 5016) a 3% (v/v) em PBS durante 1 hora
e transferidos para solucdo de PBS com 0,1% de PVP, onde ficaram incubados a
4°C durante a noite. Em seguida foram corados com solugcao de Hoechst 33342
(10 ug/mL de SB) e visualizados em microscépio éptico de epifluorescéncia. A

presengca do primeiro corpusculo polar (1°CP) no espago perivitelinico
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acompanhado da metafase Il (MIl) foi considerado como indicativo de sua
maturagao nuclear, enquanto a auséncia do 1°CP como imaturidade (Figura 5).

Figura 5. Odcito bovino evidenciando maturacdo nuclear ap6s 24 horas de
incubagéo in vitro, corado com 10g/mL de Hoechst 33342 durante 10
minutos e observado sob microscopia 6éptica epifluorescente. (MIl)
Metafase Il e (CP) corpusculo polar presente no espago perivitelinico
(nucleo maturo).

Coloracao de granulos corticais

Com o objetivo de se avaliar a maturagdo citoplasmatica oocitaria em
diferentes tempos de irradiagcdo com o laser infravermelho e com o laser visivel, foi
feita a coloracao de granulos corticais (GC). Foram utilizados 845 odcitos, sendo
421 destinados ao tratamento com laser infravermelho e 424 ao laser visivel. O
delineamento experimental aqui utilizado foi idéntico ao do experimento | (acima
descrito), até o momento da remocgdo das células do cumulus. Depois de
desnudos, os odcitos foram transferidos para solu¢cdo de pronase 5% (m/v) em
meio TCM-HEPES, permanecendo nela durante 5 minutos para a dissolugao de
sua zona pelucida. Em seguida, foram fixados em solucado de formaldeido a 3%
(v/v) em PBS durante 30 minutos e finalmente transferidos para solugcado de
blogueio SB - [PBS (solucdo salina tamponada com fosfato) com 1mg/mL de
albumina sérica bovina (BSA; Sigma A-6003), 100mM de glicina (Plusone 17-
1323-01) e 0,2% de azida de sdédio (Sigma S-2002)], sendo incubados a 4°C

durante uma noite. Para a permeabilizacdo da membrana, os odécitos foram
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expostos a SB acrescida de 0,1% de Triton X-100 (USB 22686) e mantidos assim
por 5 minutos a 38°C. Para a coloragao, foram mantidos em 10ug/mL conjugado
de isotiocianato de fluoresceina Lens culinaris (FITC-LCA) em SB por 15 min e
lavados em SB (5 min cada lavagem) e entdo colocados sob lamina e laminula e
visualizados sob microscépio 6ptico de epifluorescéncia (A = 460 a 490 nm). A
distribuicdo dos GC foi utilizada como indicativo de maturacdo citoplasmatica.
Odbcitos foram classificados como maturos quando apresentaram GC
concentrados em sua periferia e imaturos quando os GC encontravam-se em
“clusters” ou em processo de transicdo na maturacdo (quando estiveram

espalhados por todo o citoplasma) (Figura 6).

Figura 6. Distribuicao dos granulos corticais (GC) em od6citos bovinos maturados
in vitro por 24 horas e observados sob microscépio éptico
epifluorescente. (a) GC concentrados em “clusters” (citoplasma imaturo);
(b) GC em transicdo do centro para a periferia (citoplasma imaturo); (c)
GC localizados na periferia do ooplasma (citoplasma maturo). Coloragéo
com 10 g/mL de Lens culinaris (espcifica a a-D-manose) conjugada a
FITC por 15 minutos.

3.4 Experimento Il — Efeitos da irradiacao de odcitos com laser infravermelho
(780 nm) e visivel (660 nm) na producao de blastocistos

Neste experimento foi realizada a maturagdo oocitaria e a irradiacdo do

laser como descritas nos experimentos anteriores. Foram utilizados 1822 oécitos,

sendo 810 destinados ao tratamento com laser infravermelho e 1012 ao laser

visivel. Ap6s 24 horas de maturacdo, foi realizada a fertilizacdo, de acordo com

protocolo detalhado em apéndice C e seguiu-se com a co-incubagao de odcitos e

espermatozéides em estufa. Apds 22 a 24 horas de cultivo, os supostos zigotos



59

tiveram suas células do cumulus removidas por sucessivas pipetagens e foram
transferidos para gotas contendo meio de cultivo in vitro (CIV), sendo devolvidos
para a incubadora, onde se desenvolveu o cultivo (apéndice D) até D7, quando foi
quantificado o numero de embrides produzidos em cada grupo em relagdo ao total
de estruturas presentes nele.

3.5 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados utilizando metodologia de quadrados minimos,
por meio do procedimento PROC GLM com o programa Statistical Analysis
System, versao 9.1.3 (SAS, 1995). As variaveis foram transformadas de acordo a
funcédo raiz arco-seno das percentagens de odcitos com maturagdo nuclear,
migragcéo de GC e embrides produzidos em relagcéo ao total de odcitos destinados
a maturagédo, conforme as recomendacoes de BANZATTO e KRONCA (2006).
Posteriormente, as varidveis transformadas foram submetidas as andlises de
variancia (ANOVA) e havendo significancia nos resultados (p<0,05), os dados
foram analisados com procedimento de comparagdes multiplas, o Teste t de
Student, sendo, posteriormente, as médias retornadas a escala original para

apresentacgao dos resultados.

4. Resultados
4.1 Experimento | - Efeitos da irradiacdao de oocitos com laser infravermelho

(780 nm) e visivel (660 nm) na maturacdao nuclear e

citoplasmatica

Coloracao de cromatina
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Os resultados obtidos apds a coloracdo de cromatina dos odcitos dos
grupos controle (C30, C60, C120, C180) e tratados (L30, L60, L120, L180) com os

lasers infravermelho e visivel foram descritos na Tabela 1 e Figura 7.

Tabela 1. Porcentagem de odcitos bovinos com maturagao nuclear apés 24 horas
de cultivo in vitro.

Odcitos com Maturacao Nuclear (%* * Erro Padrao)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 81,84 +6,69° 88,92+7,73* 7159+599° 65,81+547°
60 seg. 87,40+ 6,69 83,56 +7,73*° 69,62+547° 62,75+5,99°
120 seg. 85,30 +6,69° 76,06 +7,73* 64,04+547%° 70,38 +5,99°
180 seg. 80,16 +6,69° 7742+7,73* 67,41+547° 56,72+ 5,99%

*\b/alor calculado em fungao do nimero total de o6citos maturados in vitro.
#°Letras iguais entre colunas na mesma linha néo diferem entre si.

100,00 a a

80,00 -

60,00 -

40,00 -

20,00 -

Porcentagem de o6citos com maturacao nuclear

0,00 -

30 60 120 180

Tempos de irradiagao (seg.)

m Controle Infra @ Tratado Infra @ Controle Visivel @ Tratado Visivel

Figura 7. Porcentagem de oécitos bovinos com maturagao nuclear apos 24 horas
de cultivo in vitro.
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Os grupos tratados com laser infravermelho apresentaram médias de
o6citos com maturacao nuclear semelhante (p>0,05) aos seus respectivos grupos
controle. No entanto, o grupo de tratamento com menor tempo de irradiacao
apresentou taxa de maturacdo nuclear numericamente maior (L30 - 88,92%) em
relagdo ao seu grupo controle (C30 — 81,84%). Os grupos tratados com maiores
tempos de irradiacdo, ao contrario, mostraram taxas de maturacdo nuclear
numericamente menores (L60 — 83,56%; L120 — 76,06%; L180 — 77,42%) em
relacdo a seus respectivos grupos nao tratados (C60 — 87,40%; C120 — 85,30%;
C180 - 80,16%). Os odcitos irradiados com laser visivel ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas (p>0,05) na maturagcdo nuclear em relagao
aos odcitos dos grupos controle. Todos 0s grupos tratados mostraram taxas de
maturagdo nuclear numericamente menores (L30 — 65,81%; L60 — 62,75%; L120 —
70,38%; L180 — 56,72%) em relagdo aos grupos controle (C30 — 71,59%; C60 —
69,62%; C120 — 64,04%; C180 — 67,41%).

Coloracao de granulos corticais

Os resultados obtidos ap6s a coloracdo de granulos corticais dos o6citos
dos grupos controle (C30, C60, C120, C180) e tratados (L30, L60, L120, L180)
com os lasers infravermelho e visivel foram descritos na Tabela 2 e Figura 8.

Tabela 2. Porcentagem de o6citos bovinos com granulos corticais localizados a
periferia apos 24 horas de maturacao in vitro.

Odcitos com GC' Periféricos (%* + Erro Padrao)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 61,04 £9,75% 86,18 +9,022 74,42+ 11,94* 81,08+10,68%
60 seg. 56,16 £9,75* 66,03+ 7,96* 61,63+11,94* 68,11 19,022
120 seg. 79,81 +8,44% 53,75+9,02*° 48,33+11,94®° 7595+9,022
180 seg. 82,05+9,02° 57,70+7,96® 5952+ 11,94* 77,77 +9,75°

'GC = Granulos Corticais
*\b/alor calculado em fungé@o do nimero total de oécitos maturados in vitro.
&% etras iguais entre colunas na mesma linha nao diferem entre si.
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100,00 3

Porcentagem de od6citos com GC na
periferia
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Tempos de irradiacao (seg.)

@ Controle Infra @ Tratado Infra & Controle Visivel O Tratado Visivel

Figura 8. Porcentagem de odcitos bovinos com Granulos Corticais (GC)
localizados a periferia ap6s 24 horas de maturagao in vitro.

Os grupos tratados com laser infravermelho apresentaram médias de
oocitos com GC periféricos semelhantes (p>0,05) aos seus respectivos grupos
controle. No entanto, os grupos de tratamento com menores tempos de irradiacao
mostraram taxas de migracdo dos GC numericamente maiores (L30 — 86,18%;
L60 — 66,03%) em relacao aos respectivos grupos controle (C30 — 61,04%; C60 —
56,16%). Os odcitos irradiados com laser visivel ndo apresentaram diferengas
estatisticas significativas (p>0,05) na migracdo de GC para a periferia em relacao
aos odcitos dos grupos controle. No entanto, houve, numericamente, maiores
taxas (p>0,05) de GC periféricos em todos os grupos tratados (L30 — 81,08%; L60
—68,11%; L120 — 77,95%; L180 — 77,77%) em relagéo aos seus controles (C30 —
74,42%; C60 — 61,63%; C120 — 48,33%; C180 — 59,52%), sendo estas mais

evidentes nos grupos com maiores tempos de irradiagdo (L120 e L180).
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4.2 Experimento Il - Efeitos da irradiacao de oocitos com laser infravermelho
(780 nm) e visivel (660 nm) na producao de blastocistos

Os resultados obtidos a producdo de embrides nos grupos controle (C30,

C60, C120, C180) e tratados (L30, L60, L120, L180) com os lasers infravermelho e

visivel foram descritos na Tabela 3 e Figura 9.

Tabela 3. Porcentagem de producdo de embrides ao sétimo dia de cultivo, em
relacdo ao total de odcitos destinados a maturacao in vitro.

Producdo de embrides ao D7' (%* * Erro Padrao)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 42,60 +5,75* 29,20+5,75° 43,36 + 4,86% 42,20 + 4,54°
60 seg. 31,00 £5,75° 32,00 +5,75% 38,00 + 5,75% 40,13 + 4,54°
120 seg. 35,00+ 5,75 38,00+5,75° 47,14 +4,86% 39,54 + 4,54°
180 seg. 32,00 +5,75° 37,00+575° 56,67+525% 36,42 + 4,54

'D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.
*Valor calculado em fungao do nimero total de oécitos maturados in vitro.
2P etras iguais entre colunas na mesma linha néo diferem entre si.

60,00 -

40,00 -

20,00 -

Porcentagem de embriées produzidos

0,00 -

30 60 120 180

Tempos de irradiacao (seg.)
@ Controle Infra @ Tratado Infra @ Controle Visivel O Tratado Visivel

Figura 9. Porcentagem de produgédo de embrides no D7, em relacdo ao total de
oocitos destinados a maturacéo in vitro.
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Os grupos tratados com laser infravermelho apresentaram médias de
producdes de blastocistos semelhantes (p>0,05) as médias de seus respectivos
grupos controle. No entanto, se observaram nos grupos tratados com maiores
tempos de irradiacdo, taxas de producdo de embrides (L120 - 38,0% e L180 —
37,0%) numericamente maiores em relacdo aos seus respectivos grupos nao
irradiados (C120 — 35,0% e C180 — 32,0%). Com relagao ao tratamento com laser
visivel, o grupo tratado com maior tempo de irradiacdo apresentou menor taxa de
producao de embrides (L180 — 36,0%) em relagao ao grupo controle respectivo
C180 — 56,0%). Os grupos tratados com menores tempos de irradiacdo nao
mostraram diferencgas estatisticas significativas na produgdo embrionéria (p>0,05),
apesar de ter havido uma taxa de produgdo numericamente menor no grupo L120
(39,0%) em relagao ao grupo controle respectivo (C120 — 47,0%).

5. Discussao

5.1 Experimento | - Efeitos da irradiacao de oocitos com laser infravermelho
(780 nm) e visivel (660 nm) na maturacao nuclear e
citoplasmatica

Dentre os resultados obtidos, observou-se que as irradiacbes com o0s
lasers infravermelho e visivel ndo alteraram as taxas de maturacao nuclear
oocitaria, independentemente do tempo de tratamento adotado. Com relagdo ao
laser infravermelho, nota-se que os odcitos irradiados durante 30 seg. mostraram
taxas de maturacdo nuclear numericamente maiores em relacado aos oécitos néo
irradiados, ao passo que os grupos tratados com 60, 120 e 180 seg. apresentaram
taxas numericamente menores em relacao aos respectivos grupos controle. Tem

sido relatado que gametas femininos sejam possivelmente mais sensiveis a

irradiacdo com laser em relagéo as células somaticas, sugerindo que células nao

diferenciadas sejam mais foto-sensiveis do que células diferenciadas. Uma das

hipdteses explicativas para tais sugestées seria a suposta acdo destruidora do



65

laser na ligacao entre microtubulos e cinetocoros do odcito, durante a passagem
do estadio de anéafase para teléfase, inibindo a separacao do 1° CP e mantendo o
gameta em diploidia (BERNS et al.,, 1991). Essa teoria poderia ser uma das
explicativas para as taxas de maturagdo numericamente prejudicadas apds os
maiores periodos de irradiagcdo com o laser infravermelho. A partir desses dados,
pode-se sugerir que tempos curtos de irradiacdo com laser infravermelho
tenderiam a bioestimulagcdo do processo de maturacdo nuclear, enquanto que
tempos maiores poderiam prejudica-lo.

Com relacdo aos grupos tratados com o laser visivel, nossos resultados
mostraram indices numéricos de maturacdo nuclear menores do que o0s
respectivos grupos controle, quando utilizados tempos de irradiagdo de 30, 60 e
180 seg. As diferengcas numéricas entre grupos tratados e controle foram
semelhantes quando utilizados tempos de irradiacdo de 30 e 60 seg., mas
aumentaram quando utilizados o maior tempo, de 180 seg. Ja os odcitos tratados
com 120 seg. de irradiagdo apresentaram taxas de maturagcdo nuclear
numericamente maiores em relagdo ao seu grupo controle. Conforme se elevou a
duracdo da irradiagdo, aumentou-se consequentemente a energia total e a
fluéncia utilizadas, dessa maneira, o maior tempo de irradiacao utilizado acarretou
uma maior energia total e fluéncia aplicadas em relacao aos tratamentos com o
laser visivel. Em conjunto, tais padrbes de irradiacdo tenderam a prejudicar a
maturagdo nuclear neste grupo em relagdo ao controle mais do que nos outros
tempos utilizados. Isso esta de acordo com um estudo desenvolvido por Ocana-
Quero et al. (1998), no qual o numero de odcitos com nacleo maturo foi menor
quando se utilizou um laser de HeNe (632.8 nm; 10 mW; 0,05W/cm?) durante 1 a 5
seg., sendo que a exposicdo dos odcitos & maior fluéncia (0,25 J/cm?), levou a
menores taxas de meiose completa quando comparados aqueles expostos a
menor fluéncia (0,05 J/cm?). Ainda neste estudo, as porcentagens de degeneracédo
oocitaria nos grupos irradiados com ambas as fluéncias foram significativamente
maiores do que 0s grupos controle, sendo que no tratamento com fluéncia de 0,25

Jicm? as taxas foram superiores as dos grupos tratados com 0,05 J/cm? e dos
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grupos controle. Efeitos prejudiciais da luz visivel também foram relatados por
Hirao e Yanagimachi (1978), quando odcitos de hamster néo fertilizados tiveram
sua maturacado nuclear comprometida ap6s exposicdo prolongada a radiagdes
operando entre 470 e 480 nm.

A maturagdo citoplasmatica dos od6citos foi avaliada por meio da
distribuicdo de GC apds 24 horas de incubagdo in vitro. Verificamos que as
irradiagbes com os lasers infravermelho e visivel em odécitos, durante os diversos
tempos de tratamento propostos, ndo elevaram estatisticamente as taxas de GC
presentes na periferia. Porém, nota-se que todos os grupos tratados com laser
visivel e os grupos tratados com laser infravermelho durante 30 e 60 seg.,
apresentaram taxas de migracdo de GC numericamente maiores em relagcao aos
seus grupos controle. O processo de maturacdo citoplasmatica envolve, dentre
diversos mecanismos, o aumento intracelular de fons Ca?*, induzidos pela
ativagdo de receptores InsP3, o que acarreta em alteragbes nos filamentos de
actina do odcito, os quais orientam o movimento dos GC em direcao a periferia
citoplasmatica (SANTELLA et al., 1999). Baseados em nossos resultados e nos
relatos que afirmam uma acdo estimulatéria do laser na liberacdo de calcio
(COOMBE, 2001; KUJAWA et al., 2004), pode-se sugerir, mesmo sem diferencas
estatisticas, um efeito benéfico do laser sobre a migragcdo de GC. Uma das
possiveis razdes para a auséncia de diferengas estatisticas entre grupos tratados
e controle seria 0 momento da irradiagcao, ja que ha suposicées de que o0 maximo
da migracdo de GC aconteca durante os estagios finais da maturacao oocitaria
(CONNORS et al., 1998). Segundo Karu et al. (1996), os efeitos secundarios
provocados pela bioestimulagdo com laser, os quais envolvem a transmissdo do
foto-sinal e uma cascata de diversas reagdes bioquimicas, ndo acontecem no
momento da irradiacdo, mas num periodo posterior a ela, que pode se estender de
minutos a horas. Em nosso trabalho, as irradiacbes foram realizadas
imediatamente antes do inicio da incubac¢ao dos odcitos in vitro, podendo nao ter
exercido efetivamente seu suposto efeito estimulatério no momento de maior

migracao dos GC. Em estudo desenvolvido por Ocana-Quero et al. (1998),
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irradiacoes sobre odcitos bovinos com laser visivel (He-Ne operando com 632,8
nm; 10 mW; 0,05 W/cm?), imediatamente anterior & incubacdo in vitro, exerceram
um efeito prejudicial sobre o citoplasma, verificado pela intensa vacuolizagdo nos
grupos tratados durante 1 a 5 seg., em relacdo aos ndo irradiados, os quais
apresentaram citoplasma homogéneo.

Ao analisarmos os dados referentes aos odcitos irradiados com laser
infravermelho, nota-se que nos grupos tratados com 30 e 60 seg. as taxas de
migracao de GC foram numericamente maiores em relagdo aos seus grupos
controle, sendo esta diferenga mais acentuada no grupo tratado durante 30 seg. e
menos evidente no tratado com 60 seg., enquanto que nos grupos irradiados com
120 e 180 seg., as taxas foram numericamente menores em relagdo aos grupos
controle. Esses dados sugerem que a irradiacao com laser infravermelho tende a
apresentar melhores resultados na migracdo de granulos corticais de odcitos
quando aplicada durante periodos menores de tempo.

Ja em relagdo a irradiacdo com laser visivel, todos os grupos tratados
apresentaram taxas de migracdo de GC numericamente maiores em relagcao aos
grupos nao irradiados, sendo esta diferengca mais marcante nos grupos tratados
com 120 e 180 seg. Ao contrario do laser infravermelho, esses indices sugerem
que a irradiacdo com laser visivel tende a melhorar a migracdao de GC com
periodos de irradiagdo mais longos. Resultados publicados por Ocafna-Quero et al.
(1998) evidenciaram que os odcitos expostos a fluéncia de 0,25 J/cm?,
apresentaram maior numero de vacuolos citoplasmaticos comparados aos o0dcitos
irradiados com 0,05 J/cm?, o que est4 de acordo com nossos dados, ja que as
maiores fluéncias (120 e 180 J/cm?) referentes aos tempos de 120 e 180 seg. de
irradiacao, apresentaram melhores taxas numéricas de migracdo de GC, o que

poderia influenciar positivamente a maturagao citoplasmatica.
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5.2 Experimento Il - Efeitos da irradiacao de odcitos com laser infravermelho
(780 nm) e visivel (660 nm) na producao de blastocistos

Apesar da auséncia de diferengas estatisticas na produgdo embrionaria
entre grupos tratados com laser infravermelho e grupos controle, nota-se que, ao
irradiarmos os odcitos durante 30 seg., numericamente a taxa de producédo de
embrides foi acentuadamente menor em relagdo aos oécitos nao irradiados. No
entanto, as irradiagcbes com tempos de 60, 120 e 180 seg. fizeram com que as
taxas de producdo embriondria fossem numericamente maiores em relacido as
taxas dos grupos néo irradiados, de forma que ao se elevar o tempo, e, portanto, a
fluéncia do tratamento, elevou-se também as diferengas nos indices entre os
grupos tratados e grupos controle. Os resultados obtidos no experimento anterior
demonstraram que o uso de irradiagdbes com maiores fluéncias beneficiou
numericamente as taxas de migragdo de GC, e este efeito benéfico progressivo
também poderia estar sendo obtido com relacdo a producdo embrionaria. Dessa
forma, pode-se sugerir a adog¢ao de tempos de tratamento mais longos do que os
utilizados no experimento, poderia gerar efeitos benéficos no desenvolvimento
embrionario, elevando seus indices.

Com relacao a irradiagcdo com laser visivel, nossos dados revelaram que
sua aplicacao sobre odcitos durante 180 seg. reduziu acentuadamente as taxas de
producdo de embribes. Apesar dos outros tempos de tratamento ndo terem
alterado estatisticamente tais indices, o grupo tratado durante 120 seg. apresentou
taxa numérica de produgdo embrionaria menor em relagdo ao seu grupo controle.
Somente no grupo tratado durante 60 seg. houve uma produgdo de embrides
numericamente maior em relacdo ao grupo controle, no entanto, essa diferenca foi
discreta. Tais dados sugerem que irradiagdes de odcitos com tempos acima de
180 segundos prejudicam a producdo embrionaria, devendo, portanto, serem
utilizados menores tempos de irradiacdes, preferencialmente abaixo de 120 seg.

Ao confrontarmos os dados obtidos no experimento | com os dados obtidos

no experimento Il, nota-se que na maioria dos tratamentos, os efeitos numéricos
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benéficos obtidos na maturacdo nuclear e/ou citoplasmatica, ndo foram
acompanhados numericamente de maiores taxas de producao de blastocistos,
como, por exemplo, no grupo irradiado durante 30 seg. com o laser infravermelho,
e no grupo tratado durante 120 seg. com o laser visivel. Da mesma maneira,
quando os efeitos das irradia¢gdes foram numericamente prejudiciais em alguns
grupos de tratamento, como no grupo irradiado com o laser infravermelho durante
180 seg., ndao houve menor producdo de embrides. A partir desses resultados,
pode-se inferir que as irradiagdes com ambos os lasers possam ter estimulado ou
inibido eventos metabdlicos que influenciam a producdo embrionaria e que nao
dependem dos processos de maturagdo nuclear ou citoplasmatica, como o
conteudo de ATP oocitario. Estudos desenvolvidos por Stojkovic et al. (2001)
mostram que a habilidade em extruir o corpusculo polar ndo afetou a capacidade
em aumentar a quantidade de ATP em odécitos bovinos, sendo este fundamental
para processos posteriores a maturagdo, como a ativacdo, a fertilizagcdo e o
posterior desenvolvimento (VAN-BLERKOM & RUNNER, 1984; CALARCO, 1995;
VAN-BLERKOM et al., 1995; DE LOOS et al., 1992; THOMPSON et al., 2000). O
ATP parece ser gerado por meio de proteinas e transcritos mitocondriais durante a
oogénese (CUMNINS, 2004) e, como ja hipotetizado em diversos modelos
celulares, acredita-se que o laser visivel e infravermelho préximo ativem o
transporte de elétrons da cadeia respiratoria (BOSSINI, 2007), resultando em um
aumento dos niveis de ATP mitocondrial. Dessa maneira, pode-se explicar os
efeitos benéficos ou prejudiciais das irradiagdes com os lasers infravermelho e
visivel nos oécitos sobre as taxas numéricas de produgdo embrionaria ao sétimo

dia de cultivo in vitro.
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6. Conclusoes

Diante dos resultados obtidos nos experimentos, pode-se concluir que:

¢ As taxas de maturagdo nuclear e citoplasmatica in vitro, avaliada por meio
da migracao de granulos corticais nao foram afetadas apéds a irradiagéo de odcitos
bovinos com diodo laser infravermelho (semicondutor operando em 780 nm) e
visivel (semicondutor operando em 660 nm), aplicada durante 30, 60, 120 e 180

segundos, imediatamente antes da maturagao in vitro.

e A irradiacao com laser infravermelho (semicondutor operando em 780 nm)
aplicada em odécitos bovinos durante 30, 60, 120 e 180 segundos, imediatamente
antes da maturacao in vitro, ndo alterou as taxas de producado embriondria ao

sétimo dia de cultivo in vitro.

e A irradiacdo com laser visivel (semicondutor operando em 660 nm)
aplicada em odcitos bovinos durante 180 segundos, imediatamente antes da
maturacao in vitro, reduziu a taxa de produgcdo embrionaria ao sétimo dia de

cultivo in vitro.
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CAPI'ATULO 3 - EFEITOS DA IRF{ADIA(}AQ COM LASERS DE BAIXA
POTENCIA NA FERTILIZACAO IN VITRO DE OOCITOS BOVINOS

Titulo

Efeitos da Irradiacao com Lasers de Baixa Poténcia na Fertilizacao In Vitro
de Odcitos Bovinos
Resumo

RESUMO - Os processos de capacitacdo espermatica e reacao
acrossomal que ocorrem no espermatozoéide sao fundamentais para a fertilizacao
do odcito. Para isso devem ocorrer modificacbes no calcio intracelular e na
fosforilacdo protéica. A irradiacao celular com laser de baixa poténcia pode
estimular o potencial de membrana mitocondrial interna, aumentando o influxo de
calcio, a fosforilagdo oxidativa e a producao de espécies reativas do oxigénio. O
objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da irradiagdo com lasers infravermelho e
visivel-vermelho na fertilizacdo in vitro (FIV) de odcitos bovinos. Odcitos foram
coletados a partir de ovarios de abatedouro, selecionados e maturados in vitro
durante 24 horas. Em seguida foram fertilizados com sémen previamente tratado
com quatro tempos de irradiacao (30 segundos — L30; 60 segundos — L60; 120
segundos — L120; 180 segundos — L180) para cada tipo de laser, separadamente.
Deu-se continuidade ao cultivo in vitro (CIV) por sete dias. Taxas de clivagem
foram avaliadas no 3°dia de CIV, sendo semelhantes entre os grupos controle e
tratados com os dois lasers (Infravermelho: L30 — 90,0% e C30 — 95,83%; L60 —
85,56% e C60 — 98,33%; L120 — 90,83% e C120 — 90,83%; L180 — 89,72% e
C180 — 97,50%; e Visivel: L30 — 82,96% e C30 — 85,61%; L60 — 82,10% e C60 —
82,53%; L120 — 80,48% e C120 — 82,44%; L180 — 83,53% e C180 — 87,15%). A
producdo de embrides ao sétimo dia de cultivo in vitro foi avaliada, ndo sendo
observadas diferencas entre os grupos controle e tratados com ambos os lasers
(Infravermelho: L30 — 49,45% e C30 — 57,50%; L60 — 41,95% e C60 — 46,67%;
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L120 — 38,33% e C120 — 46,67%; L180 — 44,17% e C180 — 40,83% e Visivel: L30
— 48,46% e C30 — 46,09%; L60 — 45,20% e C60 — 42,39%; L120 — 45,84% e C120
— 42,28%; L180 — 51,99% e C180 — 44,80%). A cinética no desenvolvimento
embrionario ao sétimo dia de cultivo foi acompanhada, ndo sendo notadas
diferencas estatisticas entre os grupos controle e tratados com ambos os lasers.
Assim, as irradiac6es com os lasers infravermelho e visivel em espermatozdides
bovinos durante 30, 60, 120 e 180 segundos, aplicadas no momento da
fertilizacao in vitro, ndo afetaram a taxa de clivagem ao terceiro dia de cultivo in
vitro, bem como nao alteraram a taxa de producéo de embrides e sua cinética de

desenvolvimento ao sétimo dia de cultivo in vitro.

Palavras-Chave: Espermatozo6ide bovino, Fertilizagdo in vitro, Laser de baixa

poténcia

1. Revisao de literatura

1.1 Capacitacao espermatica e reacao acrossomal

O espermatozoide é uma célula complexa que se torna infértil quando um
de seus fatores bioquimicos ou morfolégicos é afetado, sendo que a combinacao
entre todos € necessaria para sua integridade (MELO & HENRY, 1999).

Os processos de capacitagdo espermatica e reagdo acrossomal (RA) no
espermatozéide sado fundamentais para a fertilizacdo do oécito, pois é durante a
capacitacdao que modificacbes bioquimicas e biofisicas ocorrem no gameta
masculino fornecendo condicdes para transposicdo das barreiras oocitarias e
responder aos estimulos indutores da RA que antecedem a fertilizacdo. A RA
acontece ap6s a interagcdo do espermatozdide com a zona pellcida (ZP), é
seguida pela liberacdo de uma série de enzimas acrossomais e outros

constituintes que facilitam a sua penetragdo, expondo a zona equatorial
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espermatica que se funde ao oolema. Os mecanismos desencadeadores na
transmissdo de sinais envolvidos na capacitacéao e RA parecem estar relacionados
a modificagcdes no calcio intracelular e outros ions, na fosforilagao protéica, e na
transferéncia lipidica e remodelamento fosfolipidico da membrana plasmética (MP)
(BALDI et al., 2000).

Apds a ejaculacdo, o espermatozdide permanece envolto pelos fatores
decapacitantes (FD), moléculas que o mantém no estado ndo capacitado, até sua
passagem pelo trato reprodutor feminino, onde fluidos tubaricos acabam por
remové-los (YANAGIMACHI, 1994). Dessa forma, o espermatozéide € conduzido
com maxima habilidade fertilizante até o local de fertilizacdo (FRASER, 1999). As
modificagcbes que ocorrem durante a capacitagdo concentram-se principalmente
no metabolismo, na concentragdo de ions intracelulares, na fluidez e
reorganizacao da membrana plasmatica, no pH intracelular, na concentracao de
AMPc intracelular e na geracdo de EROs (VISCONTI et al., 1998; JHA et al., 2003;
DE LAMIRANDE et al., 1997a). Tais modificacées promovem alteracdes celulares
como, por exemplo, a hiperativacdo espermatica (intensificacdo da motilidade) e a
fosforilagdo de proteinas pela tirosina, fundamentais para o processo de
fertilizacdo (YANAGIMACHI et al., 1994).

A RA é um processo fisiologicamente induzido pela interacdo entre o
espermatozdéide capacitado e a ZP do odcito, que é constituida por fusdes
multiplas entre a membrana acrossomal externa e a membrana plasmatica,
resultando na liberacdo de enzimas acrossomais. Dessa forma, moléculas
presentes na superficie da membrana acrossomal interna s&o expostas,
permitindo sua fus@do com o oolema. Somente os espermatozdides
fisiologicamente capacitados conseguem sofrer RA, sendo, portanto, a
capacitagdo e a RA, dois processos sequencialmente e funcionalmente
interligados (BALDI et al., 2000).
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1.2 Laser de baixa poténcia sobre os diferentes aspectos da fertilizacao

1.2.1. Concentracées de ions calcio

Em diversas espécies de mamiferos, a elevacao nas concentragbes de
calcio intracelular [Ca®*];i é fundamental para o processo de capacitacao
(YANAGIMACHI et al., 1994). A presenca de FD na superficie do espermatozéide
previne a elevagdo dos niveis de [Ca®];, por meio da ativacdo de bombas Ca**
ATPase, que expulsam o ion do meio intracelular. A remogédo dos fatores, no
entanto, leva & diminuicdo na atividade da bomba e a um aumento do [Ca®'] ;
(ADEOYA-OSIGUWA & FRASER, 1996).

Durante a RA a presenca do Ca?* também se faz necessaria,
(YANAGIMACHI et al., 1994; WASSARMAN et al., 1999), pois seus estoques
intracelulares e extracelulares modulam os primeiros mecanismos sinalizadores do
processo (WALENSKY & SNYDER, 1995; DRAGILEVA et al., 1999; O'TOOLE et
al., 2000). Com o progresso da RA, os granulos de calcio, que inicialmente
estavam localizados na membrana acrossomal externa, associam-se a sitios de
fusdo com a membrana plasmatica, anterior ao segmento equatorial do
espermatozoéide. Posteriormente, a localizacdo dos ions torna-se ainda mais
profunda, sugerindo seu papel no processo de fusdao (WATSON et al., 1995).

A concentracao de calcio intracelular é garantida por canais seletivos para
Ca®* (potencial dependentes e receptor-operados) [GABALDI, 2004], sistemas de
troca Ca?*/H* e Na*/ Ca®* (bombas de entrada para o Ca**) (FRASER et al. 1995)
e bombas Ca**ATPase (que agem expulsando o Ca®*), presentes na membrana
plasmatica (FRASER & McDERMOTT, 1992; BREITBART et al., 1983), além de
estoques pulsateis de [Ca®*]i (O'TOOLE et al. 2000), localizados nas mitocdndrias
e reticulo endoplasmatico (GABALDI, 2004). Estas organelas sdo as maiores
fontes intracelulares de Ca®*, sendo sua liberacdo dependente de sinais elétricos,
quimicos ou anatémicos sobre bombas de calcio, ativagéo de cations e canais de
calcio, ou atividade de trocas ibnicas (BOOTMAN et al., 2001; JANIS et al., 1987).
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Os canais de calcio sdo responsaveis pela entrada deste ion na célula em
resposta a sinalizacdo da membrana e podem ser classificados em dois grandes
tipos: os canais voltagem-dependentes, que sao ativados pela despolarizacao da
membrana por estimulos quimicos ou elétricos, e 0s canais receptor-operados,
associados com a ativagcao de receptores por alteracoées quimicas (BOOTMAN et
al., 2001; JANIS et al., 1987; TRIGGLE, 1981), ambos sao regulados pelo AMPc,
dependente de proteina quinase (BOOTMAN et al., 2001; JANIS et al., 1987).

O efeito da luz laser no transporte de célcio vem sendo estudado em
diferentes modelos celulares (YOUNG et al., 1990; KARU, 1992), inclusive em
células espermaticas (LUBART et al., 1997). A acao estimulatéria do laser visivel e
infravermelho pode ser explicada como uma consequiéncia de sua absorgcédo por
foto-sensibilizadores (elementos enddgenos foto-sensiveis) da cadeia respiratoria,
citocromos e enzimas mitocondriais (FRIEDMAN et al., 1991; KARU, 1988). Ao
serem irradiados, estes componentes tornam-se eletronicamente excitados e
produzem espécies reativas do oxigénio (EROs) (BASU-MODAK & TYRREL,
1993; GROSSMAN et al., 1996), altamente oxidantes que estimulam a atividade
redox da cadeia respiratéria. Isto atinge o potencial de membrana através da
membrana mitocondrial interna (MMI) e da produgdo de ATP, os quais podem
estimular o influxo de calcio para o interior das mitocondrias, ou aumentar a
atividade das bombas dependentes de ATPase presentes na MP, estimulando a
mobilizagdo de Ca®* (LUBART et al., 1992; YOUNG et al., 1990).

Em experimentos utilizando lasers de He-Ne (630 nm) (LUBART et al.,
1992) e diodo (780 nm) (LUBART et al., 1997) com variadas doses de energia
sobre espermatozdides bovinos, observou-se uma aceleracdo no transporte de
Ca?*. A mesma metodologia foi aplicada para avaliagao dos efeitos do laser sobre
as mitocondrias espermaticas, concluindo-se que a captagéo de Ca®* foi acelerada
por essas organelas, quando utilizadas baixas poténcias de He-Ne, porém inibidas
com altas poténcias, ndo apresentando diferencas sobre a atividade da Ca®* -
ATPase presente na MP (BREITBART et al., 1996). Com relacdo a irradiacdo com

laser diodo, a captacdo de Ca** pelas mitocondrias foi inibida, mas a captacdo do
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ion pela MP foi estimulada, efeito este aumentado pela presenca de ATP
(LUBART et al., 1997). Em espermatozdéides de camundongos, a irradiagcdo com
laser visivel (He-Ne 630 nm) estimulou os niveis de Ca®* e o potencial de
fertilizacdo dessas células, sendo que o efeito da luz mostrou ser Ca*-
dependente e parece estar ligado aos canais de Ca** voltagem-dependentes, bem
como os efeitos estimulatorios sobre os mecanismos mitocondriais de sinalizacao
de Ca?* (COHEN et al., 1998).

1.2.2. Fosforilacao protéica

A fosforilacdo protéica é uma modificacdo poés-translacional de proteinas
que ocorre em diversos processos celulares, sendo controlado pela atividade de
quinases e fosfatases. No espermatozdide, processos fundamentais na
fertilizacdao, como a capacitagdo, a hiperativacdo e a RA, sdo regulados pela
fosforilacdo de residuos de seronina ou treonina e tirosina (URNER & SAKKAS,
2003).

Durante a capacitagdo, elevagdes crescentes nas [Ca®'];,

bicarbonato e
peroxido de hidrogénio estimulam a adenil ciclase (AC) a produzir AMPc
(BREITBART & NAOR, 1999), que por sua vez induz a proteina quinase A (PKA) a
regular a atividade de tirosina quinases e fosfatases, resultando na fosforilacdo de
uma série de proteinas (VISCONTI et al., 2002).

Na hiperativacdo, a fosforilagdo é fundamental, pois regula o padrao de
motilidade iniciado durante a capacitacdo, garantindo ao espermatozéide a
capacidade de penetragédo no o6cito (MAHONY & GWATHMEY, 1999; NASSAR et
al., 1999; Sl & OKUNO, 1999). Proteinas denominadas ancoradoras de quinase A
(AKAPs), localizadas no flagelo espermatico, devem ter a tirosina fosforilada para
que a hipermotilidade seja estabelecida (SI & OKUNO, 1999; CARRERA et al.,
1996).

Outras proteinas necessarias na capacitacdo sao as proteinas quinases
mitdbgeno-ativadas (MAPK) que também sdo reguladas pela cascata da

fosforilagdo. Elas sdo serina/treonina quinases, envolvidas na transmissdo de
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sinais em diversos mensageiros extracelulares e parecem exercer importante
funcao na capacitagdo. Além de serem controladas por processos fosforilativos, as
MAPK podem fosforilar proteinas que influenciam a fosforilacao da tirosina (DE
LAMIRANDE & GAGNON, 2002).

O mecanismo AC/AMPc/PKA, indutor da fosforilagdo protéica, esta
envolvido em outros aspectos do metabolismo espermatico durante a capacitagao.
O remodelamento lipidico da membrana plasmatica (HARRISON & MILLER, 2000)
e o funcionamento de enzimas metabdlicas (ROGERS & YANAGIMACHI, 1975)
parecem depender da fosforilagao de proteinas mediadas pela PKA.

Além da capacitacdo e hipermotilidade, a RA estd entre os processos
requlados pela fosforilagdo protéica (BRITO et al., 1989). Em hamsters, a
incubacgdo de espermatozéides com anticorpos antifosfotirosina, ou a inibigdo da
atividade da tirosina quinase, impediram a penetragdo do gameta no odcito livre
de ZP. Em espermatozo6ides humanos, acredita-se que a proteina fosforilada pela
tirosina funcione como um possivel receptor para ZP3 (NAZ et al., 1991). Na
espécie bovina, o envolvimento da fosforilagdo da tirosina na RA foi confirmado
apos a acao de inibidores da tirosina quinase (LAX et al., 1994).

O AMPc, fundamental no mecanismo desencadeador da fosforilacdo, tem
sua sintese dependente do ATP produzido pelo metabolismo da glicose e pela
fosforilagcao oxidativa (TRAVIS et al., 2001; AITKEN et al., 1995; DE LAMIRANDE
et al.,, 1998; URNER et al., 2001). O conjunto de reagdes de Oxido-reducédo da
OXPHOS, que ocorre nas mitocondrias espermaticas, esta ligado a acao de
enzimas dependentes de NADPH (AITKEN et al., 1995; LECLERC et al., 1997).

Com relacdo a aplicacdo da bioestimulagdo do laser no processo de
OXPHOS e sintese de ATP, estudos desenvolvidos por Karu (1998) sugerem que
a luz é absorvida por citocromos da membrana mitocondrial interna, levando a um
aumento na sintese de ATP (AMAT et al., 2002), por mecanismos ainda nao
completamente elucidados (KARU et al., 1995). Neste mesmo contexto, Corral-
Baquéz et al. (2005) hipotetizaram que outras moléculas, como o préprio ATP, séo

capazes de responder a luz, direcionando-o para o ciclo de Krebs ou para a
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fosforilagdo oxidativa. Diferentes tipos celulares irradiados com variados
comprimentos de onda apresentaram elevagdbes no potencial de membrana
mitocondrial e no gradiente de protons (PASSARELLA et al., 1994), mudancgas nas
propriedades Opticas das mitocéndrias, alteragbes nas reagdes ligadas a NADH-
desidrogenase (PASSARELLA et al., 1983, FEDOSEYEVA et al., 1988, KARU ET
AL., 1993) e aumento nas taxas de troca ADP/ATP (PASSARELLA et al., 1988) e
na sintese de ATP (HILF et al., 1986; HERBERT et al., 1989; KARU et al., 1995).

1.2.3. Geracao de Espécies Reativas do Oxigénio (EROs)

O metabolismo do oxigénio em espermatozoides resulta invariavelmente na
producdo de espécies reativas do oxigénio (EROs), que podem ter efeitos
benéficos ou prejudiciais as funcdes espermaticas, dependendo do delicado
balango entre sua producéo e eliminagdo. As EROs quando em excesso podem
atacar a fluidez da membrana do espermatozoéide, por meio da peroxidacao de
seus fosfolipideos e danificar o DNA nuclear, o que pode acarretar em declinio no
nuamero de células do ejaculado, associado a infertiidade e deterioragdo na
qualidade do sémen. A susceptibilidade do espermatozdide as EROs é ainda
maior em relagdo as células somaticas devido a grande quantidade de &cidos
graxos poliinsaturados presentes na membrana plasméatica e as baixas
concentracoes de enzimas antioxidantes (COHEN et al., 1998).

No entanto, ha evidéncias de que pequenas quantidades de EROs estejam
envolvidas na capacitagdo e reagao acrossomal (DE LAMIRANDE et al., 1997b;
AITKEN et al., 1995; BIZE et al., 1991; GRIVEAU et al., 1994; DE LAMIRANDE &
GAGNON, 1995a,b), sendo demonstrado que elas podem ser uns dos primeiros
iniciadores da cascata de reagcbes que culminam com a aquisicdo na habilidade
fertilizante (DE LAMIRANDE et al., 1997b).

Sugere-se que os eventos celulares primarios consequientes da irradiacao
com laser visivel ou infravermelho, ocorrem nas mitocéndrias, apds sua absorgao
por fotoreceptores primarios, como a citocromo ¢ oxidase e a NADPH-

desidrogenase (KARU, 1988; KARU, 1999). Como conseqléncia, acredita-se que
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haja uma elevagao nas taxas de fosforilagdo oxidativa, bem como do consumo de
oxigénio, levando a uma maior producdo de EROs (VEKSHIN, 1991), tendo o
estresse oxidativo considerado como um dos eventos secundarios provocados
pela bioestimulacdo (KARU, 1988).

Estudos demonstraram que comprimentos de onda menores, localizados na
luz visivel estimulam a maior produ¢do de EROs em relacéo aos lasers vermelhos
(EICHLER et al., 2007). Em experimentos de Cohen et al. (1998), uma associagao
causal entre irradiacdo com luz laser, geracdo de EROs e fungédo espermatica foi
demonstrada quando se utilizou antioxidantes, superéxido dismutase (SOD) e
catalase, além de peréxido de hidrogénio (H2O2) exdgeno. No tratamento com
SOD, o qual aumentou a produgéo de H>O,, houve uma elevagao na captagéao de
Ca®* e nas taxas de fertilizacdo, porém, quando se adicionou catalase
(decompositora de H.0»), os efeitos estimulatérios ndo foram notados, indicando
que a presenca de H.O. poderia estar envolvida nos efeitos da irradiacdo, que

realmente aumentam a sua producao pelo espermatozéide.

2. Material e métodos

2.1 Obtencao e maturacao in vitro de odécitos bovinos

Os o6citos foram obtidos por aspiracao folicular de ovarios bovinos
coletados em matadouro e em seguida, foram selecionados e maturados in vitro
em meios apropriados durante 24 horas em estufa com atmosfera umida a 38,5°C

e 5% de CO,, de acordo com metodologia descrita no apéndice A.

2.2 Fertilizacao in vitro de odcitos bovinos

Os odcitos maturados in vitro foram fertilizados de acordo com protocolo
descrito no apéndice C utilizando-se sémen irradiado isoladamente com laser. As
placas de cultivo contendo oécitos e espermatozdides foram retornados para
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incubadora, permanecendo por mais 18-22 horas, em atmosfera umida a 38,5°C e
5% de COQ

2.3 Equipamento de laser

Durante a fertilizagdo in vitro, os espermatozéides foram submetidos a
irradiacao com laser. A descricdo do equipamento de laser bem como dos padrdes
de irradiacdo utilizados neste e nos demais capitulos encontram-se detalhados no
apéndice B.

2.4 Experimento lll - Efeitos da irradiacao de espermatozéides com laser
infravermelho (780 nm) e visivel (660 nm) sobre a
clivagem, producao e cinética no desenvolvimento de
blastocistos

O experimento avaliou os efeitos do laser infravermelho (780 nm) e do laser
vermelho (660 nm) com diferentes tempos de irradiagcdo na fertilizacdo dos
odcitos. Foram utilizados 1975 odcitos, sendo 928 destinados ao tratamento com
laser infravermelho e 1047 ao laser visivel. Apés 24 horas de maturagao, foi
realizada a fertilizagdo in vitro. Os o0citos foram retirados de suas gotas de

maturagdo e lavados uma vez em meio de lavagem e outra em meio FIV. Apés o

aquecimento das palhetas de 0,5 mL contendo o sémen congelado (37°C por 30

segundos), foi realizada a lavagem e diluicao de acordo com apéndice C. Ajustada

a diluicdo de acordo com a motilidade e concentracdo esperméticas, procedeu-se

a deposicao do sémen nas microgotas correspondentes aos grupos: 30 segundos

(L30), 60 segundos (L60), 120 segundos (L120) e 180 segundos (L180) de

irradiagcédo, dispostos sobre platina aquecedora, tendo a irradiagdo realizada

individualmente para cada grupo. Grupos controle, respectivos aos tratados (C30,

C60, C120, C180), foram submetidos a mesma manipulacdo, exceto pela

irradiacao e, em seguida, grupos de 20 a 25 odcitos foram transferidos para as

gotas de fertilizagdo. Apés 18 a 22 horas de co-incubacdo de odcitos e

espermatozéides em incubadora, os supostos zigotos tiveram suas células do
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cumulus removidas por sucessivas pipetagens e foram transferidos para gotas
contendo meio de cultivo in vitro (CIV), sendo devolvidos para a incubadora. Apds
72 horas de cultivo (D3), foi realizado o primeiro “feeding”, com a remogao de 50
uL de meio das gotas de cultivo e acréscimo de 50 uL de meio CIV novo. Nesse
momento, foi feita em cada grupo a contagem de estruturas que clivaram em
relagéo ao total (taxa de clivagem). Posteriormente, realizou-se o 2° feeding no D5
(120 hpf) substituindo 50 uL de meio antigo com 50 pL de meio novo,
suplementado com 0,5mM de glicose. Deu-se continuidade ao cultivo até o D7
(168 hpv), quando foi quantificado o numero de embrides produzidos em cada
grupo em relacéo ao total de estruturas presentes.

Ao ser feita a verificacdo da taxa de blastocistos, foi realizada também a
classificagdo dos embrides de acordo com seus estadios de desenvolvimento,
tendo como objetivo verificar se a irradiacdo com laser sobre os espermatozoides
interfere na velocidade de desenvolvimento embrionario. De acordo com o estadio
mais adiantado, as estruturas foram classificadas em Becl (blastocisto eclodido) >

Bx (blastocisto expandido) > Bl (blastocisto) > Bi (blastocisto inicial).

2.5 Analise estatistica

Os dados foram avaliados utilizando metodologia de quadrados minimos,
por meio do procedimento PROC GLM com o programa Statistical Analysis
System, versao 9.1.3 (SAS, 1995). As variaveis foram transformadas de acordo a
funcdo raiz arco-seno das percentagens de estruturas clivadas e de embrides
produzidos em relacdo ao total de odcitos destinados a maturagdo, e das
proporcdes de blastocistos em suas diferentes categorias (Bi, Bl, Bx e Becl) em
relacdo ao total de embrides produzidos conforme as recomendacgdes de
BANZATTO & KRONCA (2006). Posteriormente, as variaveis transformadas foram
submetidas as anadlises de variancia, e havendo significancia nos resultados, os
dados foram analisados com procedimento de comparagcées multiplas, o Teste t
de Student, sendo, posteriormente, as médias retornadas a escala original para

apresentagao dos resultados.
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3. Resultados

Os resultados obtidos em relagédo a clivagem e a produgcao de embrides nos
grupos controle (C30, C60, C120, C180) e tratados (L30, L60, L120, L180) com os
lasers infravermelho e visivel estdo descritos, respectivamente, na Tabela 4 e
Figura 10, e Tabela 5 e Figura 11. Os resultados quantificados com relacédo a
cinética de desenvolvimento dos embrides encontram-se detalhados nas Tabelas
6 a9 e Figura 2.

Tabela 4. Porcentagem de estruturas clivadas in vitro com 72 hpf', em relagéo ao
total de o6citos bovinos destinados a maturagéao.

Porcentagem de estruturas clivadas (%* + Erro Padrao)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 95,83 +1,54* 90,00+ 3,65* 85,613,912 82,96 * 4,58
60 seg. 98,33+1,67* 85,56+4,38% 82,53+ 4,262 82,10 + 3,052
120 seg. 90,83 +4,36* 90,83+3,52° 82,44 +541? 80,48 + 6,25
180 seq. 97,50+ 25 89,72+299* 87,15+ 2222 83,53 + 6,252

"hpf = horas pés-fertilizagdo
*Valor calculado em fungao do nimero total de oécitos maturados in vitro.
P etras iguais entre colunas na mesma linha nao diferem entre si.
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Figura 10. Porcentagem de estruturas clivadas in vitro com 72 hpf, em relagao ao
total de odcitos bovinos destinados a maturacéo.

Os odcitos irradiados com laser infravermelho ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas na producao de clivados (p>0,05), apesar de haver taxas
de producdo numericamente menores nos grupos tratados L30, L60 e L180 (L30 —
90,0%, L60 — 85,56%, L180 — 89,72%) em relacdo aos grupos controle respectivos
(C30 — 95,83%; C60 —98,33% e C180 — 97,50%).

Os grupos tratados com laser visivel também apresentaram médias de
produgcbes de estruturas clivadas semelhantes (p>0,05) as médias de seus
respectivos grupos controle. No entanto, foi observada nos grupos tratados L30,
L120 e L180, as taxas de produgado de clivados numericamente menores (L30 —
82,96%; L120 — 80,48% e L180 — 83,53%) em relacdo aos respectivos grupos
controle nao irradiados (C30 — 85,61%; C120 — 82,44% e C180 — 87,15%).
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Tabela 5. Porcentagem de embrides produzidos in vitro ao sétimo dia de cultivo,

em relagdo ao total de oécitos destinados a maturacao.

Producdo de embrides ao D7’ (%* * Erro Padrio)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 57,50 +4,88% 49,45+4,88% 46,09 + 4,522 48,46 + 4,52%
60 seg. 46,67 +4,88% 4195+4,88% 42,39+ 4522 45,20 + 4,52%
120 seg. 46,67 +4,88% 38,33+4,88° 4228+ 4,522 45,84 + 4,52%
180 seg. 40,83 +4,88% 44,17 +4,88° 44,80+ 4,522 51,99 + 4,522

'D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.
*Valor calculado em fungao do numero total de oécitos maturados in vitro.
2% etras iguais entre colunas na mesma linha n&o diferem entre si.
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Figura 11. Porcentagem de embriées produzidos in vitro ao sétimo dia de cultivo,

em relagdo ao total de odcitos destinados a maturagao.

Os odcitos irradiados com laser infravermelho ndo apresentaram diferencas

estatisticas significativas na produgcdo embrionaria (p>0,05), apesar de haver taxas

de producdo numericamente menores nos grupos mantidos por menor tempo sob
irradiagdo (L30 — 49,45%; L60 — 41,95%; L120 — 38,33%) em relagcdo aos
respectivos grupos controle (C30 — 57,5%; C60 — 46,67%; C120 — 46,67%). No
grupo com maior tempo de irradiacao (180 seg.), houve taxa de produgao

embrionaria numericamente maior (L180 — 44,16%) em relagdo ao seu grupo
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controle correspondente (C180 — 40,83%). Os grupos tratados com laser visivel
também apresentaram médias de produgdes de blastocistos semelhantes (p>0,05)
as médias de seus respectivos grupos controle. No entanto, foram observadas nos
grupos tratados, taxas de producao de embrides (L30 — 48,46%; L60 — 45,20%;
L120 — 45,84% e L180 — 51,99%) numericamente maiores em relacdo aos seus
respectivos grupos nao irradiados (C30 — 46,09%; C60 — 42,39%; C120 — 42,28%
e C180 — 44,80%).

Tabela 6. Porcentagem de blastocistos iniciais produzidos in vitro ao sétimo dia de
cultivo, em relacdo ao total de embrides produzidos.

Producao de Blastocistos Iniciais ao D7' (%* + Erro Padrao)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 38,43 +8,18% 51,42+7,47% 30,21+6,91% 33,87 £ 6,912
60 seg. 34,17 +9,14* 25,69+7,47° 28,62+6,912 28,44 + 6,91
120 seg. 41,67 +9,14* 2759+7,47° 48,27 +6,912 45,06 + 6,912
180 seg. 37,78+9,14* 37,87+7,47* 35,766,912 50,50 + 6,91°

'D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.
*Valor calculado em fungao do nimero total de oécitos maturados in vitro.

b etras iguais entre colunas na mesma linha nao diferem entre si.

Tabela 7. Porcentagem de blastocistos produzidos in vitro ao sétimo dia de cultivo,
em relacéo ao total de embrides produzidos.

Producéo de Blastocistos ao D7’ (%* + Erro Padrao)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 31,56 +7,29* 33,97 £6,65* 18,95+6,16% 31,49 + 6,16%
60 seg. 38,47 £ 8,15* 45,10+6,65* 22,37 £6,16% 40,26 + 6,16%
120 seg. 37,50+ 8,15 4565+6,65%° 18,96+6,16° 27,05+ 6,16%°
180 seg. 30,00 £ 8,15* 35,66 +6,65* 29,57 +6,16% 22,49 + 6,16%

D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.
*Valor calculado em fungao do nimero total de oécitos maturados in vitro.
P etras iguais entre colunas na mesma linha néao diferem entre si.
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Tabela 8. Porcentagem de blastocistos expandidos produzidos in vitro ao sétimo
dia de cultivo, em relagao ao total de embrides produzidos.

Producéo de Blast. Expandidos ao D7" (%*  Erro Padrao)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 16,61 + 5,57*° 10,31 +5,08° 31,20 + 4,712 26,27 £ 4,712
60 seg. 18,68 + 6,23% 29,21+5,08° 35,08+4,71°% 19,69 + 4,712
120 seg. 14,58 £ 6,23° 25,37 +5,08% 21,70+ 4,71° 17,26 + 4,712
180 seg. 27,22+6,23* 21,78+5,08° 19,66+ 4,71 16,73 + 4,712

D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.
*Valor calculado em fungéao do numero total de oécitos maturados in vitro.
20 etras iguais entre colunas na mesma linha nao diferem entre si.

Tabela 9. Porcentagem de blastocistos eclodidos produzidos in vitro ao sétimo dia
de cultivo, em relagéo ao total de embriées produzidos.

Producio de Blast. Eclodidos ao D7' (%* + Erro Padrio)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 13,41+4,28%° 429+391° 19,63+3,627 8,36+ 3,622°
60 seg. 8,68+4,78%° 0,00+3,91° 13,92+362% 11,62+ 3,62%
120 seg. 6,25+4,78  1,39+3,91* 11,07+3,62° 10,62+ 3,62°
180 seg. 500+4,78% 4,70+ 3,912 15,01 + 3,6 10,27 + 3,627

D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.
*Valor calculado em fungé&o do numero total de oécitos maturados in vitro.
2% etras iguais entre colunas na mesma linha néo diferem entre si.
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Figura 12. Porcentagem de embrides bovinos produzidos ao sétimo dia de cultivo

in vitro e avaliados quanto a cinética de desenvolvimento. Becl —

blastocisto eclodido; Bx — blastocisto expandido; Bl — blastocisto; Bi —

blastocisto inicial.

Com relagdo a proporcédo de blastocistos iniciais, os grupos tratados com
laser infravermelho apresentaram médias (p>0,05) semelhantes (L30 — 51,42%;
L60 — 25,69%; L120 — 27,59%; L180 — 37,87%) aos respectivos grupos controle
(C30 — 38,43%; C60 — 34,17%; C120 — 41,67%; C180 — 37,78%). Os resultados
referentes a propor¢cdo de blastocistos no tratamento com laser infravermelho
apresentaram médias (p>0,05) semelhantes entre os grupos tratados (L30 —
33,97%; L60 — 45,10%; L120 — 45,65; e L180 — 35,66%) e seus respectivos
grupos controle (C30 — 31,56%; C60 — 38,47%; C120 — 37,50% e C180— 30,0%).
Os resultados relacionados a proporcao de blastocistos expandidos mostram que
0s grupos tratados com laser infravermelho apresentaram médias (p>0,05)
semelhantes (L30 — 10,31%; L60 — 29,21%; L120 — 25,37%; L180 — 21,78%) aos
respectivos grupos controle (C30 — 16,61%; C60 — 18,68%; C120 — 14,58%; C180
— 27,22%). Os resultados referentes a proporcdo de blastocistos eclodidos
mostram que os grupos tratados com laser infravermelho também apresentaram
médias (p>0,05) semelhantes (L30 — 4,29%; L60 — 0%; L120 — 1,39%; L180 —
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4,70%) aos respectivos grupos controle (C30 — 13,41%; C60 — 8,68%; C120 —
6,25%; C180 — 5,0%).

Com relacao a proporcao de blastocistos iniciais, os grupos tratados com
laser visivel apresentaram médias (p>0,05) semelhantes (L30 — 33,87%; L60 —
28,44%; L120 — 45,06%; L180 — 50,50%) aos respectivos grupos controle (C30 —
30,21%; C60 — 28,62%; C120 — 48,27%; C180 — 35,76%). Os resultados
referentes a média de proporcédo de blastocistos mostram que os grupos tratados
com laser visivel também apresentaram médias (p>0,05) semelhantes (L30 —
31,49%; L60 — 40,26%; L120 — 27,05%; L180 — 22,49%) aos respectivos grupos
controle (C30 — 18,95%; C60 — 22,37%; C120 — 18,96%; C180 — 29,57%). Com
relacdo a producao de blastocistos expandidos, os grupos tratados com laser
visivel nao apresentaram diferencas estatisticas significativas (p>0,05) na
proporcao de Bx (L30 — 26,27%; L60 — 19,69; L120 — 17,26%; L180 — 16,73%) em
relacdo aos seus respectivos controles (C30 — 31,20%; C60 — 35,08%; C120 —
21,70%; C180 — 19,66%). Os resultados referentes a proporcao de blastocistos
eclodidos mostram que os grupos tratados nao apresentaram diferencas
estatisticas significativas (p>0,05) (L30 — 8,36%; L60 — 11,62%; L120 — 10,62%;
L180 — 10,27%) em relagdo aos seus respectivos controles (C30 — 19,63%; C60 —
13,92; C120 — 11,07%; C180 — 15,01%).

4. Discussao

4.1 Experimento lll - Efeitos da irradiacao de espermatozéides com laser
infravermelho (780 nm) e visivel (660 nm) sobre a
clivagem, producao e cinética no desenvolvimento de
blastocistos

Neste experimento, foram consideradas clivadas as estruturas que
apresentaram duas ou mais células ao terceiro dia de cultivo in vitro (72 hpf), e
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suas porcentagens foram calculadas em relacdo ao total de oécitos destinados a
maturagdo in vitro. Nossos resultados indicaram que nao houve diferencas
estatisticas significativas nas taxas de clivagem entre os grupos irradiados com os
lasers infravermelho e visivel e seus respectivos controles nos tratamentos com
30, 60, 120 e 180 segundos, corroborando com os dados obtidos por Cohen et al.
(1998), nos quais irradiacbes com diodo laser (780 nm, 25 mW) em
espermatozéides murinos nao alteraram as taxas de fertilizagao.

O presente trabalho demonstrou que os espermatozéides irradiados com
laser visivel nos tempos 30, 120 e 180 seg. apresentaram, numericamente, uma
discreta redugao na taxa de clivagem, quando comparados aos grupos controle.
Estes resultados contrastam com os dados obtidos no estudo desenvolvido por
Cohen et al. (1998), os quais mostraram que as taxas de fertilizacdo apds a
irradiacao de espermatozéides murinos com laser de HeNe (630 nm, 13 mW)
foram elevadas em relagcdo as dos grupos nao irradiados, jA& com um minuto de
tratamento, apresentando uma superioridade de 37% e 32% respectivamente nos
grupos irradiados durante 5 e 10 minutos, quando comparados aos grupos
controle. O aumento na capacidade fertilizante do espermatozoide foi interpretado
no estudo como consequéncia do aumento nos niveis de calcio intracelular,
provavelmente por envolvimento de moléculas de H,O, geradas pela irradiagao.

Foram ainda observados neste experimento que a diminuicdo numérica
nas taxas de clivagem apoés as irradiagdes com ambos os lasers, nao foram dose-
dependentes, ja que os grupos tratados durante 120 seg. com laser infravermelho
e 60 seg. com laser visivel ndo tiveram suas taxas de clivagem alteradas, ou
mesmo uma diminuicdo nos indices de estruturas clivadas nos demais grupos,
uma vez que nao foi notada uma elevacao proporcional conforme a elevacédo do
tempo de irradiagéo.

Ao serem avaliadas as taxas de produg¢ao de embrionaria, notamos que nao
houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos tratados com os lasers
infravermelho e visivel e seus respectivos grupos controle nos diversos tempos de

tratamento adotados. Embora se tenha observado resultados numericamente
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inferiores nos grupos irradiados com laser infravermelho durante 30, 60 e 120 seg.
(37,5J/cm?, 75J/cm? e 150J/cm?) e numericamente superiores no grupo irradiado
durante 180 seg. (225J/cm?), ndo foram constatadas diferencas estatisticas
quando comparadas aos respectivos grupos controle. Comparativamente, o
trabalho desenvolvido por Lubart et al. (1992), relata que espermatozoides bovinos
irradiados com laser infravermelho (diodo, 780 nm, 40 mW, 2 a 30 J cm™) tiveram
a captacao de calcio acelerada quando foram utilizadas doses de energia mais
baixas, sendo o maximo do transporte promovido apés irradiacdo de 3 J cm?.
Quando estas passaram a ser elevadas, a captacdo de calcio foi
proporcionalmente diminuida. Em nosso experimento, observa-se que as menores
taxas numéricas de embrides foram conseguidas com as menores densidades de
energia aplicadas, e que foram elevadas quando utilizada a maior densidade.
Pode-se inferir, neste experimento, que o laser somente foi capaz de ativar a
captacdo de calcio quando utilizado em maiores densidades de energia, o que
gerou elevacdo nas concentracdes intracelulares dos ions, fundamental para o
processo de capacitacdao (YANAGIMACHI et al.,, 1994; ADEOYA-OSIGUWA &
FRASER, 1996) e reacao acrossomal (YANAGIMACHI et al., 1994; WASSARMAN
et al., 1999; WALENSKY & SNYDER, 1995; DRAGILEVA et al., 1999; O'TOOLE et
al., 2000), refletindo em maiores taxas numéricas de embrides neste grupo.

Ao analisar os resultados referentes a utilizacdo do laser visivel, notou-se
uma producdo embrionaria numericamente maior em todos os grupos de
tratamento em relacdo aos respectivos grupos controle, apesar da auséncia de
diferencas estatisticas significativas. Tal observacdo pode estar associada a um
efeito benéfico dose-dependente no tratamento com laser visivel, ja que,
numericamente, as taxas de producdo embrionaria foram proporcionalmente
aumentadas conforme se elevaram os tempos de irradiagdo. Apesar de ndo haver
diferencas estatisticas na producao embrionaria entre grupos tratados e controle,
estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos por Lubart et al. (1992),
no que se refere aos efeitos benéficos do laser visivel em espermatozoéides, ja que

dados desta literatura relataram uma maior captacdo de calcio em
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espermatozéides apds sua irradiacdo com laser visivel (He-Ne, 632 nm, 35 e 10
mW, 2 a 30 J cm™). No entanto, o efeito favoravel dose-dependente observado em
nosso experimento nao foi relatado no trabalho, ja que a maior captacao de célcio
foi conseguida quando utilizadas baixas densidades de energia, sendo seu
méaximo obtido com densidades de 6 a 18 J cm™®, mas quando foram aplicadas
densidades maiores que 18 J cm?® houve declinio no transporte do ion.
Contrariamente a este trabalho, Ocafna-Quero et al. (1997) relataram que a
irradiacao de espermatozoides bovinos com laser visivel (He-Ne, 632 nm, 10 mW,
0,08 W cm?, 2 a 16 J cm?, 5 a 40 seg.) levou a maiores taxas de reagdo
acrossomal e a menores indices de mortalidade espermatica quando utilizadas
densidades de energia mais elevadas (8 a 16 J cm®). Em nosso trabalho, os
melhores indices de producdo embrionaria obtidos nos grupos tratados em relagéo
ao controle, quando utilizadas maiores doses de energia, podem ter ocorrido
possivelmente devido a associacao de fatores como a aceleragao no transporte do
célcio, as maiores taxas de reacdo acrossomal e as menores de mortalidade
espermatica, 0s quais, associados, podem ter estimulado o processo de
fertilizagao, acarretando em maiores taxas de embriées produzidos ao sétimo dia
de cultivo in vitro.

Ao relacionar as taxas de clivagem e produgdo embrionaria obtidas no
tratamento com laser infravermelho, observou-se que somente os grupos tratados
durante 30 e 60 seg., apresentaram, numericamente, menores taxas em relacao
ao controle, tanto de estruturas clivadas quanto de embrides, porém sem
diferencas estatisticas. Ja no grupo irradiado durante 120 seg., foram notados
idénticos indices de clivagem, porém menores taxas numeéricas de embrides em
relacdo ao controle. O grupo tratado durante 180 seg., por sua vez, apresentou,
numericamente, uma menor taxa de clivagem, porém uma superioridade na
producdo embriondaria em relagdo ao respectivo controle. Sabe-se que em
condi¢des in vitro, o sémen influencia as taxas de clivagem (KURTU et al., 1996),
e que embrides bovinos que clivam mais cedo alcangam mais facilmente o estadio

de blastocisto em relagdo aqueles com clivagem tardia (MILLER et al., 1994;
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PLANTE & KING, 1992; VAN SOON et al.,, 1992). No entanto, baseados nos
dados deste experimento, ndo se pode afirmar que a elevagdo ou reducao nas
diferengcas numéricas nas taxas de clivagem dos grupos tratados em relagdo ao
controle, foram posteriormente acompanhadas da elevagdo ou reducdo na
producdo embriondria, em todos os tempos de tratamento adotados com o laser
infravermelho. Dessa forma, pode-se inferir que eventos ocorrendo posteriormente
ao terceiro dia de cultivo in vitro, provavelmente independentes dos processos de
fertilizacao e clivagem, possam ter contribuido na variacdo das taxas de producao
embrionaria dos diferentes grupos. Dentre os eventos, pode-se citar a transcri¢cao
de RNAs mensageiros (NIEMANN & WRENZYCKI, 1999) e a capacidade de
sintese protéica (KURAN et al., 2001).

Com relagdo ao tratamento com o laser visivel, observou-se que uma
superioridade numérica nos grupos irradiados aos 30, 120 e 180 seg. em relagcao
aos respectivos grupos controle, bem como uma correlagdo positiva na taxa de
producdo embrionaria, porém sem diferencas estatisticas. No grupo tratado
durante 60 seg., notaram-se maiores indices de produgao embrionaria em relagao
ao controle, mas taxas iguais de estruturas clivadas. Por fim, embora sem haver
diferencas estatisticas, observou-se uma relacdo positiva entre as taxas de
clivagem e a producdo embriondaria quando da utilizacdo do laser visivel em
espermatozoides.

De acordo com as proporgdes de Bi, Bl, Bx e Becl em relagéo ao total de
embrides produzidos ao sétimo dia de CIV, notou-se que as irradiagbes com o
laser infravermelho ndo alterou estatisticamente a cinética de desenvolvimento
embrionario dos grupos tratados em relagdo aos grupos controle. No entanto,
observamos que o grupo irradiado durante 30 seg. apresentou propor¢cdes de Bi e
Bl numericamente maiores em relagdo ao controle, porém inferiores proporc¢oes de
Bx e Becl em relagdo ao controle. Apesar de ser identificado um provavel retardo
no desenvolvimento dos embrides no grupo tratado durante 30 seg., ndo podemos
afirmar que houve um efeito deletério dose-dependente da irradiagdo com laser
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infravermelho, uma vez que, conforme foram elevados os tempos de tratamento, o
efeito deletério ndo foi intensificado, sequer persistiu.

Com relacao a irradiagdo com laser visivel, apesar da auséncia de
diferencas estatisticas, observou-se que grupos tratados durante 30 e 180 seg.
apresentaram maiores proporgoes de Bi em relagdo aos grupos controle, além de
menores propor¢oes de Bx e Becl. em relagdo aos controle. Apesar deste efeito
numericamente prejudicial do laser visivel sobre a cinética de desenvolvimento
embrionario nos grupos tratados durante 30 e 180 seg. em relacdo aos grupos
controle, ndo podemos inferir que ele foi dose-dependente, pois 0s grupos
tratados durante 60 e 120 seg. ndo mostraram, numericamente, esta evidéncia
quando comparados aos grupos controle. Apesar de ndo termos avaliado o
momento da primeira clivagem e sim o total de estruturas clivadas ao terceiro dia
de cultivo in vitro, pode-se inferir que, caso o laser possa interferir nos processos
envolvidos na fertilizagcdo, acelerando o momento da primeira clivagem, pode
também aumentar a cinética de desenvolvimento embrionario. Em bovinos, a
primeira clivagem acontece em bovinos aproximadamente de 26 a 32 horas apés
a fertilizacao in vitro (BARNES & EYESTONE, 1990; BARNES & FIRST, 1990; XU
et al., 1987), e tem sido correlacionada com a velocidade de desenvolvimento
embrionario posterior (LUNDIN et al., 2001).

5. Conclusoes

Diante dos resultados obtidos nos experimentos, pode-se concluir que:

e As irradiagbes com laser semicondutor operando em 780 nm
(infravermelho) e 660 nm (visivel) em espermatozéides durante 30, 60, 120 e 180

segundos nao alteraram as taxas de clivagem ao terceiro dia de cultivo in vitro.

e A producao embrionaria ao sétimo dia de cultivo in vitro ndo foi afetada

apos a irradiacdo de espermatozéides com o laser infravermelho (semicondutor
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operando em 780 nm) e visivel (semicondutor operando em 660 nm) durante 30,
60, 120 e 180 segundos, ao terceiro dia de cultivo in vitro.

e O tratamento de espermatozéides com laser semicondutor operando em
780 nm (infravermelho) e 660 nm (visivel) durante 30, 60, 120 e 180 segundos nao

alterou a cinética de desenvolvimento embrionario ao sétimo dia de cultivo in vitro.
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CAP[TULO 4 - EFEITOS DA IRF{ADIA(}AO COM LASERS DE BAIXA
POTENCIA NO CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

Titulo

Efeitos da Irradiagcao com Lasers de Baixa Poténcia no Cultivo In vitro de

Embrioes Bovinos
Resumo

RESUMO - O sistema de cultivo in vitro de embrides apresenta menor
eficiéncia em relacdo ao in vivo, sendo caracterizado por menores taxas de
desenvolvimento e de implantagdo dos embriées, além de uma menor tolerancia a
criopreservagdo. Alteragcbes no meio de cultivo embrionario podem afetar
profundamente o desenvolvimento pré-implantacional. A bioestimulacao
promovida pela irradiagdo com lasers de baixa poténcia pode aumentar os niveis
energéticos celulares, elevando a disponibilidade de nucleotideos ciclicos
moduladores da sintese de DNA e RNA. O objetivo do trabalho foi avaliar os
efeitos da irradiagcdo com lasers infravermelho e visivel-vermelho no cultivo in vitro
(CIV) de embrides bovinos. Odcitos foram coletados a partir de ovarios de
abatedouro, maturados e fertilizados in vitro, sendo destinados ao CIV por sete
dias. No terceiro dia de CIV os embrides foram tratados com quatro tempos de
irradiacao (30 segundos — L30; 60 segundos — L60; 120 segundos — L120; 180
segundos — L180) para cada tipo de laser, separadamente. A producao
embrionaria foi avaliada ao sétimo dia de CIV. No tratamento com laser visivel foi
observada menor taxa de embrides no grupo L30 (36,86%) em relacdo ao grupo
C30 (52,29%). No tratamento com laser infravermelho ndo foram constatadas
diferencas nas taxas de produgdo embrionaria entre os grupos tratados e seus
respectivos controles. A cinética no desenvolvimento embrionario ao sétimo dia de

CIV foi acompanhada, ndo sendo notadas diferencas estatisticas entre os grupos
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controle e tratados com o laser infravermelho. No tratamento com laser visivel foi
constatada menor taxa de produgao de blastocistos iniciais no grupo L60 (19,42%)
em relacdo ao C60 (39,79%). A qualidade embrionaria ao sétimo dia de CIV foi
avaliada por meio da contagem do numero total de células, ndo sendo observadas
diferencas entre os grupos tratados e os grupos controle, tanto para as irradiagdes
com laser infravermelho quanto para com laser visivel. Assim, a irradiagdo com o
laser infravermelho em embrides bovinos durante 30, 60, 120 e 180 segundos,
aplicada ao terceiro dia de cultivo in vitro, ndo afetou as taxas de producao
embriondria e a cinética de desenvolvimento, bem como o niumero total de células
embrionarias ao sétimo dia de cultivo in vitro. O tratamento de embrides com laser
visivel, reduziu o indice de produgcdo embrionaria quando aplicado durante 30
segundos ao terceiro dia de CIV, e acelerou a cinética de desenvolvimento
embrionario quando irradiado durante 60 segundos ao terceiro dia de CIV, mas

nao afetou o nimero de células embrionarias ao sétimo dia de cultivo in vitro.

Palavras-Chave: Embrido bovino, Cultivo in vitro, Laser de baixa poténcia

1. Introducao

Apesar das altas taxas de sucesso na maturacao e fertilizagdo in vitro em
bovinos, aproximadamente 80% dos odcitos clivados nédo alcangca o estagio de
blastocisto (RIZOS et al. 2002a). O sistema de cultivo in vitro de embrides
apresenta menor eficiéncia em relacao ao in vivo (VAN SOOM et al., 1997), sendo
reflexo de embrides com citoplasmas mais escurecidos e com menor densidade
(conseqUéncia de sua alta concentragdo lipidica), zona pelacida mais fragil,
reduzidos mecanismos de comunicagdo intercelular, alta incidéncia de
anormalidades cromossémicas, menores taxas de clivagem, assincronia na
formacéao dos pré-nucleos e maiores taxas de apoptose. Essas diferencas levam a
menores taxas de desenvolvimento e de implantagcdo dos embrides PIV (VAN

WAGTENDONK et al., 2000), além de uma menor tolerancia a criopreservacao, ou
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ainda, a ocorréncia da sindrome do bezerro gigante (KHURANA & NIEMANN,
2000).

A producao de embrides bovinos é determinada ndo somente pela
qualidade do od6cito, mas também pelo sistema de cultivo. Em sistemas
desenvolvidos in vitro, alteragdes no meio de cultivo embrionario apos a
fertilizacdo podem afetar profundamente a expressdo génica de RNAs
mensageiros correspondentes a genes importantes no desenvolvimento do
embrido (WRENZYCKI et al ., 1999, 2001; RIEF et al ., 2002; RIZOS et al ., 2002b,
2003). Conseguentemente, processos fundamentais que ocorrem durante o
desenvolvimento pré-implantacional podem ser afetados, tais como: primeira
clivagem, ativagdo do genoma embrionario, compactacdo da moérula
(estabelecimento do primeiro contato célula-célula no embrido) e formacao do
blastocisto, (desenvolvimento do trofoblasto e a massa celular interna) (RIZOS et
al., 2002a).

A bioestimulacdo promovida pela irradiacdo dos lasers de baixa poténcia
aumenta os niveis energéticos celulares e pode suprir 0 déficit energético na CIV
de embrides, pois aumenta a disponibilidade de nucleotideos ciclicos moduladores
da sintese de DNA e RNA (KARU et al., 1988), contribuindo para o
desenvolvimento embrionario.

Atualmente, as reacdes bioquimicas induzidas pela irradiacdo a laser de
baixa poténcia ainda ndo estdo totalmente esclarecidas e enfatizam, pois, a
necessidade de maiores estudos sobre a sua agao na biologia celular (KREISLER
et al., 2002), principalmente no que se refere a sua utilizagdo no cultivo

embrionario in vitro.
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2. Revisao de literatura

2.1 Necessidades metabodlicas

Além das diferencas morfolégicas, ultra-estruturais, fisioldgicas e
gendémicas (HOLM & CALLESEN, 1998; KRUIP & DENDAAS, 1997), os embrides
produzidos in vivo diferem dos embrides PIV no que se refere ao seu metabolismo
(RIEGER, 1992; GARDNER, 1998), pois se observa que as condicdes
insuficientes de substratos energéticos oferecidos in vitro determinam um
processo de estresse, limitando o desenvolvimento (KHURANA & NIEMANN,
2000). Tal estresse é comprovado pelas altas taxas de lactato produzidas pelo
blastocisto, uma vez que os blastocistos PIV apresentam uma alta necessidade
energética, utilizada nos processos de compactacido, expansdao e formagdo da
blastocele (BENOS & BALABAN, 1980).

Estudos em diversas espécies vém mostrando que o metabolismo
embrionario mamifero em estagios pds-compactacionais podem ser manipulados
de forma a melhorar o desenvolvimento (LEESE et al., 1998; BAVISTER, 1995;
GARDNER & LANE, 1993).

2.3 Fosforilacao oxidativa e glicélise

O processo de fosforilacao oxidativa € o maior responsavel pela producéo
de energia do organismo, na forma de adenosina tri-fosfato (ATP) (LEHNINGER,
1993). Assim como na maioria das células, embrides na fase pré-implantacional
sdo altamente dependentes da fosforilagdo oxidativa como mecanismo primario na
producdo de energia, particularmente durante o periodo pré-compactacional,
quando 90% de todo ATP é derivado da oxidagdo (THOMPSON et al., 1996).
Durante a compactagdo e blastulacdo, a demanda por ATP aumenta, o que
acarreta em elevagao na sintese protéica (THOMPSON et al., 1998) e na atividade
da NA*-K" ATPase (LEESE et al., 1991), os quais formam um potencial osmético
através do trofectoderma, produzindo a blastocele. O aumento na demanda por

ATP causa elevacao no consumo da maioria dos substratos, incluindo oxigénio e
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piruvato (THOMPSON et al., 1996), aminoacidos (PARTRIDGE & LEESE, 1996) e
glicose (THOMPSON et al., 1996). Em bovinos, estudos sobre fosforilagcao
oxidativa no cultivo in vitro de embrides reforcaram a evidéncia de que a geracao
de ATP mitocondrial é necessaria para o desenvolvimento ocorrer. A adicdo de
inibidores da OXPHOS foi suficiente para suprimir o transporte elétrico e o
consumo de oxigénio de forma a inibir o desenvolvimento posterior dos
blastocistos (THOMPSON et al., 2000).

Além da fosforilagao oxidativa, a glicolise também funciona como fonte de
producao de ATP, podendo seu consumo aumentar de taxas de 4-8%, durante os
estagios de pré-compactagao, para 15-18%, durante a pds-compactacdo, desde
que num ambiente rico em O,. A habilidade em produzir ATP independente da
fosforilacdo oxidativa varia entre as espécies. Em embrides de ratos, experimentos
envolvendo a adicdo de inibidores da fosforilacdo oxidativa mostraram que o
processo de glicdlise foi capaz de suprir a demanda de ATP necesséria para os
processos de compactacdo e blastulacdo (BRISON & LEESE, 1994). Ja em
camundongos, o desenvolvimento peri-compactacional ndo ocorreu sem o auxilio
da fosforilacao oxidativa (THOMSON, 1967).

Estudos prévios tém sugerido que a fotobioestimulagao ocorre por meio de
enzimas envolvidas no transporte elétrico da cadeia respiratéria, localizadas nas
mitocéndrias (KARU, 1989; YU et al., 1997). A irradiacdo com laser de baixa
poténcia em mitocbndrias isoladas resultou na elevacdo de fatores que
determinam o estado energético mitocondrial, tais como: o potencial de membrana
mitocondrial (PASSARELLA et al., 1984; PASTORE et al., 1996), o gradiente de
protons (PASTORE et al., 1994) e a taxa de troca de ADP/ATP (PASSARELLA et
al., 1988). Do mesmo modo, a acdo do laser de baixa poténcia na elevacédo da
sintese de ATP foi verificada em diversos modelos celulares como células de
adenocarcinoma mamario (HILF et al., 1986) células HelLa (KARU et al., 1995),
linfocitos humanos (MANTEIFEL & KARU, 1992; BAKEEVA et al., 1993), células
neurais (RUSAKOV, 1990), células miocardicas enfartadas (ORON et al., 2001), e
células hepaticas (PASSARELLA et al., 1994; YU et al., 1997).
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2.4 Espécies Reativas do Oxigénio (EROs)

Apesar de a fosforilagdo oxidativa ser o mecanismo mais efetivo na
producao de energia, a grande variedade de reacgbes de oxidacgdo, incluindo as
reagcdes da cadeia de transporte elétrico, libera constantemente pequenas
quantidades de intermedidrios reduzidos do oxigénio, tais como o anion
superoxido (Oz), o perdxido de hidrogénio (H-O.) e o radical hidroxila (OH).
Estas trés EROs estdo entre as mais geradas pelo metabolismo embrionario,
sendo este e 0 ambiente onde o0 embrido esta inserido, as fontes de sua producao
(MANES AND LAI, 1995). Elas sao capazes atravessar as membranas celulares, e
quando em excesso, podem alterar diversas moléculas celulares, tais como
lipideos, proteinas e &cidos nucléicos. As consequéncias sdao multiplas, incluindo
alteragdes mitocondriais, bloqueio celular embrionario, deplecdo de ATP e
apoptose (GUERIN et al., 2001).

Em embrides produzidos in vitro, sabe-se que a geracdo de EROs é maior
em relacdo aos embrides produzidos in vivo, provavelmente pela presenca de
altas concentragdes de oxigénio, disturbios nos niveis de substratos metabdlicos
(GUERIN et al., 2001), ou ainda por efeito da luz (NAKAYAMA et al., 1994). Esta
pode causar prejuizos celulares tais como a oxidagao de bases e a quebra da fita
de DNA (BEEHLER et al., 1992) sendo que a exposi¢ao transitéria de embrides de
camundongos a luz visivel foi suficiente para provocar uma elevagao nos niveis de
H.O, (GOTO et al., 1993).

Estudos tém evidenciado que a luz laser altera o estado funcional das
células (KUJAWA et al., 2004), parcialmente por influenciar nas reagbes de oxido-
reducado, as quais ocorrem durante o transporte elétrico na mitocéndria, bem como
na geracao de EROs a partir delas (JOU et al., 2004). Os radicais livres derivados
do oxigénio tém sido propostos como possiveis mediadores na ativacdo de
sistemas biolégicos pela luz (FRIEDMAN et al., 1991; STLADER et al., 2000).
Callaghan et al (1996) trataram culturas de células hematopoiéiticas com laser
operando com 660 nm e constataram a inducdo na produgcdo de EROs e

Grossman et al. (1998) irradiaram culturas de queratindcitos com diodo laser
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operando em 780 nm e notaram o envolvimento de EROs no efeito proliferativo
das células.

2.5 Transcricao

As alteragdes ocorridas na composi¢ao e nas condi¢coes dos sistemas de
cultivo in vitro, comparadas ao sistema in vivo, determinam uma alteragdo no
padrdao de expressao génica do embridao (OLIVEIRA et al., 2005; NIEMANN &
WRENZYCKI, 2000; NIEMANN & WRENZYCKI, 2002, WRENZYCKI et al., 2005).
Durante o periodo de pré-implantacdo embrionaria, inicia-se a expressao de genes
responsaveis pela cinética do desenvolvimento inicial e coordenam os
mecanismos homeostaticos e metabdlicos, dentre eles, o responsavel pela
replicacio do DNA NAP1L1 (Conjunto de Proteinas-1 semelhante ao
Nucleossomo-1), regulacdo na transcricdo (NFLC - Fator Nuclear Semelhante a
Citocina), regulacdo na selecao de proteinas e no transporte de membranas
(PSCD2), controle do ciclo celular e transmissao de sinais (TESFAYE et al., 2004),
apoptose (Bax) (LONERGAN et al., 2006) ou sua inibicao (alivina 1) (TESFAYE et
al., 2004), formacdo de juncbes gap (Cx43) e interagdo com receptores
(LONERGAN et al., 2006).

Um trabalho desenvolvido por Corcoran et al. (2006) constatou que dentre
384 genes ou ESTs (expressed sequence tags) identificados em blastocistos
bovinos, aproximadamente 85% deles apresentaram uma expressao reduzida em
embrides cultivados in vitro quando comparados in vivo, 0 que pode afetar o
desenvolvimento embrionario e fetal posterior (LAZZARI et al., 2002). Em
embrides de camundongo, por exemplo, Ecker et al. (2004) e Fernandez-Gonzalez
et al. (2004) indicaram que o sistema de cultivo in vitro pode gerar consequéncias
em longo prazo irreversiveis, podendo afetar o desenvolvimento, crescimento,
fisiologia e comportamento pés-natais. Portanto, as condigbes de cultivo no
periodo apds a fertilizacdo podem ter efeitos drasticos no padrao de abundancia

de RNAm de muitos genes importantes no desenvolvimento embrionario.
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Com a bioestimulacdo, portanto, pode-se tentar mimetizar os padrdoes na
expressao de RNAm que ocorrem in vivo, pois sabe-se que a irradiagcdo com laser
afeta os niveis dos nucleotideos ciclicos, os quais modulam a sintese de DNA e
RNA (KARU et al., 1998). Em um estudo desenvolvido por Zhang et al. (2003),
fibroblastos humanos irradiados com comprimento de onda de 628 nm,
apresentaram regulacdo na expressao de 111 genes dos quais 7 deles
influenciavam direta ou indiretamente a supressao da apoptose. Diversos estudos
envolvendo osteoblastos mostraram que a irradiagdo com laser de baixa poténcia
estimulou a sintese de DNA (YAMADA, 1991; ORIKASA et al., 1991). Yamamoto
et al. (2001) irradiaram culturas de osteoblastos de camundongos com laser de
Ga-Al-As e observaram o0 aumento na expressao do gene MCM3, envolvido na
replicacao do DNA.

No entanto, raros sao os esforgcos no intuito de averiguar uma possivel acao
benéfica da bioestimulacdo com laser sobre o periodo de cultivo in vitro de
embrides.

Portanto, com base nas informagdes anteriores acerca da bioestimulagao
pelo laser, efeitos benéficos podem ser oferecidos ndo somente nos eventos de
maturacdo e fecundacdo, mas também durante o desenvolvimento embrionario,

uma vez que o laser pode oferecer maior energia para a célula irradiada.

3. Material e métodos

3.1 Obtencao e maturacao in vitro de oocitos bovinos

Os o6citos foram obtidos por aspiracdo folicular de ovarios bovinos
coletados em matadouro e em seguida, foram selecionados e maturados in vitro
em meios apropriados durante 24 horas em estufa com atmosfera umida a 38,5°C

e 5% de CO,, de acordo com metodologia descrita no apéndice A.
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3.2 Fertilizacao in vitro de odcitos bovinos

Os o06citos maturados in vitro foram fertilizados de acordo com protocolo
descrito no apéndice C utilizando-se sémen irradiado isoladamente com laser. As
placas de cultivo contendo od6citos e espermatozéides foram retornados para
incubadora, permanecendo por mais 18-22 horas, em atmosfera umida a 38,5°C e
5% de CO..

3.3 Cultivo in vitro de odcitos bovinos

Ap6s 18 a 22 horas de co-incubagao de odcitos e espermatozéides em
incubadora, os supostos zigotos tiveram suas células do cumulus removidas por
sucessivas pipetagens e foram transferidos para gotas contendo meio de cultivo in
vitro (CIV), sendo devolvidos para a incubadora. Apds 72 horas de cultivo (D3), foi
realizado o primeiro “feeding”, com a remocao de 50 pL de meio das gotas de
cultivo e acréscimo de 50 uL de meio CIV novo. Posteriormente, realizou-se o 2°
feeding no D5 (120 hpf) substituindo 50 uL de meio antigo com 50 uL de meio
novo, suplementado com 0,5 mM de glicose. Deu-se continuidade ao cultivo até o
D7 (168 hpf).

3.4 Equipamento de Laser
Durante o cultivo in vitro, os embrides foram submetidos a irradiagdo com
laser. A descricao do equipamento de laser bem como dos padrdes de irradiacdo

utilizados neste e nos demais capitulos encontram-se detalhados no apéndice B.

3.5 Experimento IV - Efeitos da irradiacao de embrides com laser
infravermelho (780 nm) e visivel (660 nm) na
producdao e cinética do desenvolvimento de
blastocistos

O experimento avaliou os efeitos do laser infravermelho (780 nm) e do laser
vermelho (660 nm) com diferentes tempos de irradiagdo sobre o cultivo de
embrides. Foram utilizados 2496 odcitos, sendo 1336 destinados ao tratamento
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com laser infravermelho e 1160 ao laser visivel. Ao 3° dia de cultivo (72 hpf), os
embrides foram distribuidos em quatro grupos de tratamento: 30 segundos (L30),
60 segundos (L60), 120 segundos (L120) e 180 segundos (L180) de irradiacao e 4
respectivos grupos controle, (C30, C60, C120, C180). Procedeu-se a irradiacao
com laser individualmente sobre cada grupo a ser tratado. Grupos controles,
respectivos aos tratados (C30, C60, C120, C180), foram submetidos a mesma
manipulacao, exceto pela irradiagdo. Deu-se continuidade ao cultivo in vitro, até 7°
dia de desenvolvimento (168 hpf), quando foi quantificado o nimero de embrides
produzidos em cada grupo em relacéo ao total de estruturas presentes nele.

Ao ser feita a verificacdo da taxa de embrides, foi realizada também a
classificagdo dos embrides de acordo com seus estagios de desenvolvimento,
tendo como objetivo verificar se a irradiacdo com laser sobre os embrides ao 3°
dia de cultivo interferia na velocidade de desenvolvimento embrionario posterior.
As estruturas foram classificadas em quatro estagios diferentes: blastocisto inicial
(Bi); blastocisto (Bl); blastocisto eclodido (Becl) e blastocisto expandido (Bx).

3.6 Experimento V - Efeitos da irradiacido de embrides com laser
infravermelho (780 nm) e visivel (660 nm) na
qualidade dos blastocistos

O experimento avaliou os efeitos dose-resposta do laser infravermelho (780
nm) e do laser vermelho (660 nm) com diferentes tempos de irradiagdo no cultivo
in vitro de embrides. Foram utilizados 843 embrides, sendo 382 destinados ao
tratamento com laser infravermelho e 461 ao laser visivel. O delineamento aqui
utilizado foi realizado de maneira idéntica ao experimento anterior, no entanto,
sem avaliacao das estruturas.

No sétimo dia de cultivo in vitro, iniciou-se o processo de coloracao nuclear
dos embrides, para a contagem total de células presentes. Os embrides foram
retirados de suas gotas CIV, lavados em meio Ty (TCM199 suplementado com
HEPES). Em seguida, foram transferidos para solugéo de pronase, permanecendo

nela durante 5 minutos para a dissolugcao de sua zona pelucida e depois lavados
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trés vezes em meio T1o (TCM199 suplementado com HEPES e 10% SFB) para a
inativagdo da enzima. Foram fixados em solucdo de acido picrico, em gelo,
durante 10 minutos, seguidos de uma lavagem em meio T, e outra em meio PBS
acrescido de 0,3% de BSA. Finalmente foram corados com solugdo de Hoechst
33342 (10 pug/mL de SB) e visualizados em microscopio de epifluorescéncia

(Figura 13). O numero de blastdmeros presentes em cada embrido foi computado.

Figura 13. Blastocisto bovino ao 7° dia de cultivo in vitro corado com 10g/mL de
Hoechst 33342 durante 10 minutos, observado sob microscopia éptica
epifluorescente.

3.7 Analise Estatistica
Os dados foram avaliados utilizando metodologia de quadrados minimos,

por meio do procedimento PROC GLM com o programa Statistical Analysis
System, versao 9.1.3 (SAS, 1995). As variaveis foram transformadas de acordo a
funcao raiz arco-seno das percentagens de embrides produzidos em relacdo ao
total de odcitos destinados a maturacao, do numero total de células embrionarias,
e das propor¢des de blastocistos em suas diferentes categorias (Bi, Bl, Bx e Becl)
em relacdo ao total de embrides produzidos conforme as recomendacgdes de
BANZATTO & KRONCA (2006). Posteriormente, as variaveis transformadas foram
submetidas as analises de variancia, e havendo significancia nos resultados, os
dados foram analisados com procedimento de comparacées multiplas, o Teste t
de Student, sendo, posteriormente, as médias retornadas a escala original para

apresentacgao dos resultados.
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4. Resultados

4.1 Experimento IV - Efeitos da irradiacao de embrides com laser
infravermelho (780 nm) e visivel (660 nm) na
producdao e cinética do desenvolvimento de
blastocistos

Os resultados obtidos em relacédo a producao de embrides nos grupos controle

(C30, C60, C120, C180) e tratados (L30, L60, L120, L180) com os lasers

infravermelho e visivel estdo descritos na Tabela 10 e Figura 14.

Tabela 10. Porcentagem de embrides produzidos in vitro ao sétimo dia de cultivo,
em relacéo ao total de od6citos maturados.

Producéo de embrides ao D7' (%* * Erro Padrio)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 32,84+424° 3733+424° 5229+453 36,86 +4,53°
60 seg. 29,55+ 4,24% 2835+424% 4271+453% 33,67 +4,89°
120 seg. 34,26 +4,24% 31,36 +4,24% 39,00+4,53% 41,29+ 4,53
180 seg. 33,24 +4,24%° 2421 +424° 4129+453% 37,57 +4,53?

'D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.
*Valor calculado em fungdo do nimero total de oécitos maturados in vitro.
b etras iguais entre colunas na mesma linha nao diferem entre si.
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Figura 14. Porcentagem de embriées produzidos in vitro ao sétimo dia de cultivo,
em relacao ao total de oécitos destinados a maturacéo.
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Dentre os resultados obtidos ap6s a irradiagdo com laser visivel, pode-se
comprovar uma menor producao embrionaria no grupo irradiado durante 30 seg.
(L30 — 36,86%), quando comparado ao seu respectivo grupo controle (C30 —
52,29%) (p<0,05). Os grupos tratados com maiores tempos de irradiacdo nao
apresentaram diferengas estatisticas significativas na produ¢cdo embrionaria em
relacdo aos seus respectivos controles, apesar dos grupos L60 (33,67%) e L180
(37,57%) mostrarem produg¢des numericamente menores em relacdo aos grupos
C60 (42,71%) e C180 (41,29%) e do grupo L120 (41,29%) mostrar producao
numericamente maior em relagcao ao C120 (39,0%). Os embrides irradiados com
laser infravermelho ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas na
producado embrionaria (p>0,05), apesar de ter havido maior produgdo numérica no
grupo irradiado com laser visivel durante 30 seg. (L30 — 37,33%), quando
comparado ao seu respectivo grupo controle (C30 — 32,84%) (p<0,05). Nos grupos
mantidos por maiores tempos sob irradiacdo, as taxas de produgdo foram
numericamente menores (L60 — 28,35; L120 — 31,36 e L180 — 24,21%) em relacéo
aos respectivos grupos controle (C60 —29,55; C120 — 34,26 e C180 — 33,24%).

Com relagdo a cinética de desenvolvimento embrionario, os resultados
obtidos com os lasers infravermelho e visivel estdo descritos nas Tabelas 11 a 14
e Figura 15.

Tabela 11. Porcentagem de blastocistos iniciais produzidos in vitro ao D7, em
relacédo ao total de embrides produzidos.

Producéo de Blastocistos Iniciais ao D7' (%* * Erro Padrao)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 65,74 +7,48% 4500+7,48*° 29,27+8,00° 31,55+8,00°
60 seg. 47,81 +7,48* 50,08+7,48° 39,79 +8,00° 19,42 + 8,00°
120 seg. 47,81 +7,48% 39,61+7,48" 2441+8,00° 32,38+8,00°
180 seg. 45,88 +7,48° 34,70+7,48° 41,62+8,00° 32,56+ 8,00°

D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.
*Valor calculado em fungao do nimero total de oécitos maturados in vitro.
2P etras iguais entre colunas na mesma linha n3o diferem entre si.
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Tabela 12. Porcentagem de blastocistos produzidos in vitro ao D7, em relacédo ao
total de embrides produzidos.

Producéo de Blastocistos ao D7’ (%* + Erro Padrao)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 26,22 +6,94* 37,02+6,94* 31,86+ 7,422 43,59 + 7,422
60 seg. 32,06 £6,94* 39,64 +6,94* 35,57 +7,42°2 32,00 + 7,422
120 seg. 28,29+ 6,94 36,49+6,94° 36,47 +7,422 36,75+ 7,42%
180 seg. 30,46 + 6,94 48,04 +6,94° 23,71 +7,42°2 45,39 + 7 42°

D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.

*Valor calculado em fungédo do nimero total de oécitos maturados in vitro.

b etras iguais entre colunas na mesma linha nao diferem entre si.

Tabela 13. Porcentagem de blastocistos expandidos produzidos in vitro ao D7, em
relacdo ao total de embrides produzidos.

Producao de Blast. Expandidos ao D7' (%* + Erro Padréio)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 8,04 +6,20° 10,24 +£6,20° 30,85+6,63* 17,40 +6,63%°
60 seg. 16,79 + 6,20 5,00 + 6,20% 16,29 + 6,63% 28,94 + 6,63%
120 seg. 23,89 +6,20*° 16,97 £6,20*° 25,35+ 6,632 24,84 + 6,63%
180 seg. 22,62 +6,20° 10,12+6,20° 26,91 + 6,632 16,02 + 6,63%

'D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.

*Valor calculado em fungéo do nimero total de oécitos maturados in vitro.

b etras iguais entre colunas na mesma linha n&o diferem entre si.

Tabela 14. Porcentagem de blastocistos eclodidos produzidos in vitro ao D7, em
relacao ao total de embriées produzidos.

Producéo de Blast. Eclodidos ao D7" (%* * Erro Padrao)

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 0,00 + 3,572 7,74 + 3,572 8,01 + 3,82% 7,45 + 3,822
60 seg. 3,35+ 3,572 5,28 + 3,572 8,35 + 3,82% 5,36 + 3,82°
120 seg. 0,00+3,57° 6,92+3,57*® 13,78+3,82° 6,03+ 3,82%°
180 seg. 1,04 £ 3,572 7,14 + 3,572 7,76 + 3,82° 6,02 + 3,82°

'D7 = sétimo dia de cultivo in vitro.

*Valor calculado em fungdo do nimero total de oécitos maturados in vitro.

b etras iguais entre linhas na mesma coluna nao diferem entre si.



125

100%

80% -

[T}

[T}

]

BT
[T

[TT]

1111
L[l
1]

I

[T}
I 1T

8 Becl

60% -

| Bx
o Bl
@ Bi

40% -

20% -

Proporcoes de embriées produzidos

0% -

30 60 120 180
Tempos de irradiacao (seg.)

Figura 15. Porcentagem de embrides bovinos produzidos ao sétimo dia de cultivo
in vitro e avaliados quanto a cinética de desenvolvimento. Becl —
blastocisto eclodido; Bx — blastocisto expandido; Bl — blastocisto; Bi —
blastocisto inicial.

Dentre os resultados obtidos pode-se comprovar que os grupos tratados
com laser infravermelho ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
(p>0,05) na proporcéao de Bi (L30 — 45,0%; L60 — 50,08%; L120 — 39,61%,; L180 —
34,70%) em relacdo aos seus respectivos controles (C30 — 65,74%; C60 —
47,81%; C120 — 47,81%; C180 — 45,88%). Quanto a proporcao de blastocistos
produzidos, os grupos tratados com laser infravermelho apresentaram médias
semelhantes (L30 — 37,02%; L60 — 39,64%; L120 — 36,49%; L180 — 48,04%)
(p>0,05) aos respectivos grupos controle (C30 — 26,22%; C60 — 32,06%; C120 —
28,29%; C180 — 30,46%). Com relagao a proporcao de blastocistos expandidos,
nao houve diferengas estatisticas significativas (p>0,05) entre os grupos tratados
(L30 — 10,24%; L60 — 5,0%; L120 — 16,97%; L180 — 10,12%) em relagdo aos seus
respectivos controles (C30 — 8,04%; C60 — 16,79%; C120 — 23,89%; C180 —
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22,62%). Da mesma forma, os resultados referentes a proporcédo de blastocistos
eclodidos foram semelhantes (p>0,05) entre os grupos tratados (L30 — 7,74%; L60
—5,28%; L120 — 6,92% e L180 — 7,14%) e seus respectivos grupos controle (C30
—0%; C60 — 3,35%; C120 — 0% e C180 — 1, 04%)).

O grupo tratado com laser visivel irradiado com 60 segundos apresentou
propor¢cao de blastocistos iniciais menor (L60 — 19,42%) em relacdo ao grupo
controle (C60 — 39,79%) (p<0,05). Os grupos tratados com laser visivel com 30,
120 e 180 segundos de irradiagdo nao apresentaram diferencas estatisticas
significativas na proporgéo de Bi (L30 — 31,55; L120 — 32,38%; L180 — 32,56%)
em relacado aos seus respectivos controles (C30 — 29,27%; C120 — 24,41%; C180
— 41,62%). Quanto a proporcao de blastocistos produzidos, os grupos tratados
com laser visivel apresentaram médias semelhantes (L30 — 43,59%; L60 — 32,0%;
L120 — 36,75%; L180 — 45,39%) aos respectivos grupos controle (C30 — 31,86%;
C60 — 35,57%; C120 — 36,47%; C180 — 23,71%) (p>0,05). Com relagédo a
proporcdo de blastocistos expandidos, os grupos tratados com laser visivel
também apresentaram médias (p<0,05) semelhantes (L30 — 17,40%; L60 —
28,94%; L120 — 24,84%; L180 — 16,02%) aos respectivos grupos controle (C30 —
30,85%; C60 — 16,29%; C120 — 25,35%; C180 — 26,91%). Os resultados
referentes a proporcéo de blastocistos eclodidos no tratamento com laser visivel
mostraram taxas semelhantes (p>0,05) entre os grupos tratados com laser
infravermelho (L30 — 7,45%; L60 — 5,36%; L120 — 6,03%; L180 — 6,02%) e os
respectivos grupos controle (C30 — 8,01%; C60 — 8,35%; C120 — 13,78%; C180 —
7,76%).

4.2 Experimento V - Efeitos da irradiacado de embrides com laser
infravermelho (780 nm) e visivel (660 nm) na
qualidade dos blastocistos

Os resultados obtidos em relacdo ao numero de células embrionarias de
blastocistos nos grupos controle (C30, C60, C120, C180) e tratados (L30, L60,
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L20, L180) com os lasers infravermelho e visivel estdo descritos na Tabela 15 e
Figura 16.

Tabela 15. Numero total de células embriondrias em blastocistos produzidos in
vitro ao sétimo dia de cultivo.

Numero total de células embrionarias

Laser Infravermelho Laser Visivel
Tempos de Irradiacao C L C L
30 seg. 95,17 + 8,682 75,70 + 4,36° 93,11 + 4,06° 105,08 + 9,83%
60 seg. 98,40 + 9,56° 80,20 +9,12° 97,12+ 7,25° 107,28 + 7,192
120 seg. 99,92 + 6,622 91,58 + 6,44° 92,08 + 6,54° 91,80 + 6,857
180 seg. 79,50 +7,45° 108,00 +6,89*° 100,08 +5,93*° 116,82 + 13,92°
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Figura 16. Numero de células embriondrias em blastocistos produzidos ao sétimo
dia de cultivo in vitro.

Os resultados apresentados mostram que o numero de células
embrionarias em blastocistos foi semelhante entre os grupos tratados com laser
infravermelho (L30 — 75,70; L60 — 80,20; L120 — 91,58; L180 — 108,0) e seus
grupos controle (C30 — 95,17; C60 — 98,40; C120 — 99,92; C180 — 79,50) (p>0,05).
No entanto, houve numericamente menor quantidade de células nos grupos L30
(75,70), L60O (80,20) e L120 (91,58) em relagdo aos grupos C30 (95,17), C60
(98,40) e C120 (99,92), e maior quantidade numérica de células no grupo L180
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(108,0) em relagao ao grupo C180 (79,50). Da mesma forma que a irradiagdo com
laser infravermelho, o numero total de células embrionarias em blastocistos foram
semelhantes (p>0,05) entre os grupos tratados com laser visivel (L30 — 105,08;
L60- 107,28; L120 — 91,80; L180 — 116,82) e seus grupos controle (C30 — 93,11;
C60 — 97,12; C120 — 92,08; C180 — 100,08). No entanto, houve numericamente
maior quantidade de células nos grupos L30, L60 e L180 em relacdo aos grupos
C30, C60 e C180.

5. Discussao

5.1 Experimento IV - Efeitos da irradiacao de embrides com laser
infravermelho (780 nm) e visivel (660 nm) sobre a
producao e cinética no desenvolvimento de blastocistos

Ao avaliarmos as taxas de producao de embrides, notou-se que ndo houve
diferencas estatisticas entre os grupos tratados com os lasers infravermelho e
visivel, quando comparados aos seus respectivos grupos controle. No entanto,
notamos que a taxa de producdo embrionaria no grupo irradiado durante 30 seg.
foi numericamente maior em relacdo ao seu respectivo grupo controle, ao passo
gue os numeros de embrides produzidos nos grupos tratados durante 60, 120 e
180 seg. foram menores em relagao aos grupos controle. Baseado nos resultados
obtidos pode-se inferir que os efeitos numericamente benéficos da irradiagdo com
o laser infravermelho foram conseguidos com o menor tempo de tratamento, pois
a elevacdo na duragdo da irradiacdo levou, proporcionalmente, a uma reducao
numérica das taxas de embrides produzidos nos grupos tratados em relacdo aos
grupos controle.

Com relagdo ao tratamento com o laser visivel, apesar da auséncia de
diferencas estatisticas, observamos que houve, numericamente, menores

producdes de embrides nos grupos irradiados durante 30 e 60 seg. em relagao
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aos respectivos grupos controle, e maiores nos grupos tratados durante 120 e 180
seg. em relagdo aos grupos controle. Da mesma maneira que o tratamento com
laser infravermelho, pode-se inferir que a irradiacdo com laser visivel
proporcionou, numericamente, efeitos benéficos na produgcdo embrionaria com os
menores tempos de tratamento, pois a elevacdo na duragcdo da irradiagdo
acarretou em menores taxas de embrides produzidos nos grupos tratados em
relacdo aos grupos controle, mesmo nao havendo diferencas estatisticas.
Possivelmente, a irradiacdo durante 30 seg., apesar da auséncia de
diferencas estatisticas significativas, tenha sido suficiente para estimular efeitos
benéficos do laser no metabolismo embrionario. Os eventos ocorridos durante o
periodo que se estende do terceiro ao sétimo dia de desenvolvimento, como por
exemplo, a compactacao da mérula e a formacao da blastocele dependem do ATP
proveniente (THOMPSON et al., 1998; LEESE et al., 1991), em grande parte, da
fosforilagdo oxidativa (THOMPSON et al., 1996) e a acao do laser no aumento na
sintese de ATP, ja relatado em outras células (HILF et al., 1986; KARU et al., 1995
; MANTEIFEL & KARU, 1992; BAKEEVA et al., 1993; RUSAKOV, 1990; ORON et
al., 2001; PASSARELLA et al., 1994; YU et al., 1997), pode ter ocorrido neste
experimento, refletido pela elevagdo numérica das taxas de producao embriondria
nos grupos irradiados. Possiveis efeitos prejudiciais da irradiagdo com laser de
baixa poténcia podem ter ocorrido e afetado os embrides quando foram
submetidos a maiores tempos de irradiacdo e, consequentemente, gerado
menores taxas numéricas de embrides. A geracdo de EROs, ja relatada em
células somaticas apos a irradiacdo com laser de baixa poténcia (GROSSMAN et
al., 1998), pode também ter acontecido de forma intensa em nosso experimento,
quando utilizados tempos de tratamentos mais longos, acarretando
posteriormente, em bloqueio celular, deplecdo de ATP, ou ainda, apoptose nos
embrides (GUERIN et al., 2001). Desse modo, pode-se sugerir que a irradiagao
com laser infravermelho em embrides ao terceiro dia de cultivo in vitro pode gerar
maiores indices de produg¢do embriondria ao sétimo dia de cultivo in vitro quando

aplicada em tempos de até 30 seg.
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A cinética de desenvolvimento embrionario tem sido utilizada em diferentes
sistemas de cultivo in vitro como critério de selecdo de embrides com relagdo a
sua viabilidade (BAVISTER, 1995; VAN SOOM et al., 1997). Este critério envolve
aspectos relacionados a velocidade de determinados processos morfoldgicos, tais
como a duragdo mais curta ou mais longa do processo de compactacdo de
mérulas, a expansao mais lenta ou mais rapida da blastocele, diferencas no
momento da eclosdo, dentre outros GONZALES & BAVISTER, 1997). Neste
trabalho, a cinética de desenvolvimento embrionario em cada grupo tratado e
controle foi avaliada por meio das propor¢cdes de Bi, Bl, Bx e Becl em relacdo ao
total de embrides produzidos no sétimo dia de CIV.

De acordo com as proporgdes de Bi, Bl, Bx e Becl em relagdo ao total de
embrides produzidos, nota-se que a irradiacdo com o laser infravermelho nao
alterou estatisticamente a cinética de desenvolvimento embrionario dos grupos
tratados em relagcdo aos grupos controle. No entanto, observamos que o grupo
irradiado durante 30 seg. apresentou propor¢do de Bi numericamente menor em
relagdo ao controle, e propor¢gées numéricas de Bl, Bx e Becl maiores em relagao
ao controle. Embora se tenha observado uma ag¢dao numericamente favoravel a
velocidade de desenvolvimento dos embrides no grupo tratado durante 30 segq.,
nao se pode afirmar que houve um efeito benéfico dose-dependente da irradiagéo
com laser infravermelho, pois conforme se elevaram os tempos de tratamento, ndo
se tornou evidente 0 mesmo efeito nas demais categorias devido a auséncia de
diferencas numéricas consideraveis entre os grupos tratados com maior tempo de
irradiacao e seus respectivos grupos controle.

Com relagdo ao tratamento com laser visivel, os resultados mostram que o
grupo irradiado durante 60 seg. apresentou uma proporcao de Bi estatisticamente
menor em relagcao ao controle. Apesar da auséncia de diferencas estatisticas nas
proporcdes de Bl, Bx e Becl, os resultados nos permitem inferir que houve um
efeito favoravel a cinética de desenvolvimento embrionario no grupo tratado
durante 60 seg. com laser visivel. No entanto, ndo se pode afirmar que houve um

efeito benéfico dose-dependente desta irradiagdo, pois nos tempos de maior
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duracdo, a elevacado na velocidade de desenvolvimento dos embrides nao foi
estatisticamente observada. Ao estimular a sintese de DNA e RNA celular (KARU
et al., 1996), as irradiagbes com lasers infravermelho e visivel podem ter induzido
a uma maior expressao de genes como, por exemplo, os relacionados a
intensidade da adesao entre as células, fundamental para a polarizagcdo dos
blastdmeros durante a compactacgéo, para a segregacao espacial da MCl e para a
diferenciacdo do trofectoderma (FLEMING et al.,, 2001). A maior adesao
intercelular foi relatada em células HelLa cultivadas in vitro apds irradiagcdes com
luzes monocromaticas visiveis e infravermelhas. Além deste, outros inimeros
genes podem ter tido sua expressdo elevada, como os relacionados a formagéo
de estruturas de comunicagao intercelular, fundamental na sobrevivéncia do
embrido antes da implantagdo (WRENZYCKI et al., 1996), e a atividade
enzimatica da Na*K*ATPase, necessaria a formacdo da blastocele (PRATHER &
FIRST, 1988), que acontece entre os estagios de 32 e 64 células, e cuja expansao
leva a eclosdo do blastocisto (VAN SOOM et al.,, 1997). Também outro aspecto
que pode estar envolvido é o metabélico, como j4 citado anteriormente. E sabido
que embrides adaptam seu metabolismo a disponibilidade e as concentragdes de
substratos energéticos presentes no meio de desenvolvimento (LESSE, 1995). A
maior producdo de ATP pelo processo de fosforilagdo oxidativa, induzida pela
irradiagdo com laser (HERBERT et al., 1989; KARU et al., 1995) pode ter ocorrido
nos embrides estimulados, podendo ter sido utilizado, por exemplo, para um
aumento na atividade da bomba de Na*K*, acelerando a formacéo da blastocele, o
que pode ter gerado maiores taxas de Bex e Becl, de forma a elevar a velocidade

de desenvolvimento.

5.2 Experimento V - Efeitos da irradiacado de embrides com laser
infravermelho (780 nm) e visivel (660 nm) sobre a

qualidade de blastocistos
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O numero total de células embrionarias tem sido utilizado com freqiéncia
para avaliar a qualidade do embrido produzido in vitro (VIUFF et al., 2001;
THOMPSON, 1997; ENRIGHT et al., 2000) e é claramente influenciado pelo
ambiente de desenvolvimento no qual esta inserido (KNIJN et al. 2003).
Neste experimento, a qualidade dos blastocistos produzidos ao sétimo dia de
cultivo in vitro, avaliada por meio do total de células embrionarias neles presentes,
nao foi afetada apos a irradiagédo com os lasers infravermelho e visivel durante 30,
60, 120 e 180 seg. Apesar da auséncia de diferencas estatisticas, observamos os
embrides dos grupos tratados com laser infravermelho durante 30, 60 e 120 seg.
apresentaram menor quantidade total de células em relagdo ao controle, enquanto
que o grupo tratado durante 180 seg. mostrou maior quantidade em relagédo ao
seu respectivo controle. Os resultados mostram, numericamente, que pode ter
havido um efeito benéfico da irradiagao infravermelha na qualidade dos embrides,
pois no maior tempo de irradiacdo proposto, verificou-se uma maior quantidade no
namero total de células embrionarias comparado ao grupo controle, mesmo sem
diferenca estatistica. No entanto, ndo se pode afirmar que este efeito foi dose-
dependente, pois seria necessario que este efeito fosse proporcional ao aumento
no tempo de irradiagdo. Da mesma maneira, os grupos tratados com laser visivel,
em todos os tempos de tratamento adotados, ndo mostraram diferengcas no
namero de células embrionarias em relagcao aos grupos controle. No entanto, nota-
se que nos grupos de embrides tratados durante 30, 60 e 180 seg., 0 numero de
células presentes foi maior em relagdo aos nao irradiados. Apesar da auséncia de
diferencas estatisticas entre grupos controle e tratados, notamos que os
resultados deste experimento estdo de acordo com as hipéteses que envolvem o
mecanismo de acdo do laser de baixa poténcia. Segundo Karu et al., (1996), a
recepcao do foto-sinal por moléculas especificas na célula se traduz em reacdes
bioquimicas no citoplasma e na membrana celular aumentando, em ultima
instdncia, em uma elevagdo na sintese de DNA e RNA. Na espécie bovina, o
desenvolvimento embrionario inicial € dependente do RNAm transcrito durante o

crescimento do odcito, mas a partir do estadio de 8 a 16 células, esse controle
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passa a ser exercido pelo genoma embrionario ativo (LONERGAN et al., 2003).
Sabe-se que o ambiente de cultivo onde se desenvolve o embrido é capaz de
alterar os padroes de expresséo do RNAm de genes importantes no
desenvolvimento embrionario, como os relacionados a formacgéao de juncdes gap, a
apoptose, ao estresse oxidativo, a diferenciagdo celular, dentre outros
(LONERGAN et al., 2006), os quais estdo intimamente relacionados com a
qualidade do blastocisto e sua quantidade de blastdmeros. A irradiagdo, portanto,
pode ter oferecido suporte para o desenvolvimento celular embrionario, refletido
pelos maiores indices numéricos do total de células dos embrides dos grupos
irradiados em relagcao ao controle. Este efeito poderia acarretar em consequiéncias
posteriores, ja que tem sido claramente demonstrado que propor¢des reduzidas
da massa celular interna de blastocistos produzidos in vitro sao indicativas de
viabilidade reduzida e podem causar baixas taxas de gestacao (IWASAKI et al.,
1990; WILLADSEN & POLGE, 1981).

Um outro aspecto que consideramos € que o suposto efeito apoptotico que
as irradiacées com laser de baixa poténcia poderiam exercer nas células, por meio
da producdo de EROs (CALLAGHAN et al.; 1996; GROSSMAN et al., 1998),
poderia ndo estar ocorrendo nos embrides irradiados. A apoptose € um processo
que acontece em morulas e blastocistos, normalmente com o objetivo de eliminar
células anormais (HARDY, 1999) e esta relacionada com o numero total de células
embrionérias (HARDY, 1997). No entanto, a presenga de determinados fatores no
ambiente de cultivo de embrides bovinos pode influenciar a incidéncia de apoptose
(BYRNE et al., 1999), como por exemplo, uma geracao de EROs elevada (NASR-
ESFAHANI & JOHNSON; GOTO et al., 1993). Na maioria dos grupos irradiados
com os lasers, a tendéncia na maioria dos grupos foi aumentar o numero de

células, mesmo sem a constatacao de diferencas estatisticas significativas.
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5. Conclusoes

Diante dos resultados obtidos nos experimentos, pode-se concluir que:

e A producao embrionaria ao sétimo dia de cultivo in vitro ndo foi afetada
apoés a irradiacdo de embrides ao terceiro dia de cultivo in vitro com laser
infravermelho (semicondutor operando em 780 nm) durante 30, 60, 120 e 180

segundos.

e A irradiacdo com laser visivel (semicondutor operando em 660 nm)
durante 30 segundos em embrides ao terceiro dia de cultivo in vitro, prejudicou a

producao embrionaria ao sétimo dia de cultivo.

e A irradiacao com laser semicondutor operando em 780 nm (infravermelho)
durante 30, 60, 120 e 180 segundos, em embrides ao terceiro dia de cultivo in

vitro, nao alterou a cinética de desenvolvimento embrionario.

e A irradiacdo com laser semicondutor operando em 660 nm (visivel)
durante 60 segundos, em embrides ao terceiro dia de cultivo in vitro, acelerou a

cinética de desenvolvimento embrionario.

¢ A qualidade de blastocistos ao sétimo dia de cultivo in vitro, avaliada por
meio do total de células embrionarias neles presentes, nao foi alterada apdés a
irradiagdo com os lasers infravermelho e visivel durante 30, 60, 120 e 180
segundos ao terceiro dia de cultivo in vitro.
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APENDICE A - OBTENGAO E MATURAGAO IN VITRO DE OOCITOS BOVINOS

Exceto quando mencionado, os reagentes e meios foram adquiridos da
Sigma (St. Louis, MO, EUA).

Todos os odcitos utilizados nos experimentos foram obtidos de ovarios de
vacas mesticas, coletados no frigorifico Bertin Ltda (Lins-SP), situado préximo ao
laboratério onde o trabalho foi desenvolvido. Apdés a coleta, os ovarios foram
rapidamente transportados até o laboratorio em solugéo salina estéril mantida em
25 a 30°C. De 4 a 5 horas ap6s o inicio da coleta, foliculos de 2 a 8 mm de
didmetro foram puncionados com agulha 18G acoplada a seringa de 20 mL e o
liquido resultante foi depositado em tubos cbnicos de 50 mL, permanecendo em
repouso por 20 minutos. Apds este periodo, o sedimento de cada tubo foi
transferido para placa de Petri (90 mm) e diluido no proprio liquido folicular para
recuperacao dos odécitos. Sob visualizagcdo em microscépio esteroscopico, COCs
(complexos cumulus-o6citos) foram classificados e selecionados de acordo a
morfologia de seu citoplasma e células do cumulus: grau |: cumulus compacto com
varias camadas de células, citoplasma homogéneo e complexo cumulus-o6cito
(COQC) claro e transparente; grau ll: 4-5 camadas de cumulus, aparéncia irregular
e zona escura na periferia do oécito; grau lll: 2-3 camadas de cumulus, citoplasma
irregular e COC escuro; atrésico: células do cumulus expandidas e desnudo:
auséncia de células do cumulus (LOOS et al., 1991; LONERGAN et al., 1992)
(Figura 1A). Foi priorizada a sele¢ao de odcitos grau |, Il e Ill, de forma a se obter
uma populacdo homogénea dentro de cada tratamento, para que se pudesse
isolar ao maximo os possiveis efeitos do laser, sem a interferéncia da qualidade

dos odbcitos.
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d e

Figura 1A. Classificacdo dos complexos cumulus-oécitos de bovinos de acordo
com sua morfologia, sob microscépio estereoscédpico. (a) grau I; (b)
grau ll; (c) grau lll; (d) atrésico e (e) desnudo.

Apoés a selecgéo, as estruturas foram lavadas duas vezes em meio TCM 199
(GIBCO BRL; Grand Island, NY, EUA) suplementado com Hepes, 10% de soro
fetal bovino (SFB), 0,20 mM de piruvato de sodio e 83,4ug/mL de sulfato de
amicacina (Instituto Biochimico, RJ, BR). Em seguida, grupos de 20 a 25 odcitos
foram colocados para a maturagcdo em gotas de 100 pyL de meio TCM 199
acrescido de 10% de SFB, 1ug/mL FSH (Pluset, Calier, Osasco, SP, BR),
50ug/mL hCG (Vetecor, Calier, Juatuba, MG, BR) e estradiol (1ug/ml), 0,20mM de
piruvato de sodio e 83,4ug/mL de sulfato de amicacina, cobertas com 6leo mineral
(Dow Corning Co., Midland, MI, EUA) e mantidas em incubadoras a 38,5°C em

uma atmosfera gasosa de 5% de CO, com umidade saturada, durante 24 horas.
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APENDICE B - ESPECIFICACOES TECNICAS DO EQUIPAMENTO DE LASER
E PARAMETROS DE IRRADIACAO

O aparelho de laser utilizado nos experimentos foi adquirido da Twin Laser
(MM Optics® LTDA, Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil). Seu meio ativador é o
semicondutor, operando em modo de emissdo continuo. E composto de duas
canetas emissoras, sendo uma para comprimento de onda de 660 nm (visivel

vermelho) e outra para 780 nm (infravermelho) (Figura 1B).

Figura 1B. Equipamento de Laser Twin Laser (MM Optics® LTDA, Sao Carlos,
Sao Paulo, Brasil) utilizado nos experimentos. (a) painel frontal com
visor indicando poténcia, tempo, dosagem e tipo de caneta; botbes para
selecao de fungbes e ajuste de parametros. (b) suporte em teflon
adaptado com caneta emissora de laser infra-vermelho acoplada.
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Os parametros de irradiacdo utilizados nos experimentos de todos os

capitulos estdo detalhados na Tabela 1B.

Tabela 1B. Especificagbes técnicas do equipamento de laser Twin Laser (MM
Optics® LTDA, Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil) e padrées de irradiagao
utilizados nos experimentos.

Caracteristicas

Laser Visivel

Laser Infravermelho

Comprimento de onda (A)

660nm

780nm

Diametro do spot

4mm? (0,04cm?)

4mm? (0,04cm?)

Modo de aplicacao

Contato direto sobre a placa

Contato direto sobre a placa

Numero de aplicacoes

Unica

Unica

Tempo de exposicao
pontual

30, 60, 120, 180 seg.

30, 60, 120, 180 seg.

Poténcia da caneta 40mW (0,04W) 50mW (0,05W)
Irraglar_uma (densidade de TW/em? 1 25W/cm?
poténcia)

Energia total 1,2J;2,4J; 4,8J;7,2J 1,5J; 3J; 6J; 9J

Fluéncia (densidade de
energia)

30J/cm?, 60J/cm?, 120J/cm?,
180J/cm?

37,5J/cm?, 75J/cm?, 150J/cm?,
225J/cm?

Para se obter o efeito maximo do laser sobre o in6culo, o recomendado é

gue se posicione o “spot” do feixe de saida da caneta emissora 0 mais préximo

possivel do inéculo. A fim de se manter a distancia fixa durante todo o tempo de

irradiacao em todos os tratamentos foi confeccionado um suporte em teflon que

permite o posicionamento da caneta em altura regulavel e de forma que a

irradiacao ocorresse de baixo para cima, sem a necessidade de remover a tampa

da placa de Petri, mantendo ao maximo a atmosfera interna na placa (Figura 1Bb;

2B). Dessa forma os padrdes de irradiagdo propostos puderam ser preservados

durante todos os experimentos.
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Figura 2B. Método de aplicagdo do laser adotado nos experimentos. (a)
haste para fixagédo da platina aquecedora. (b) platina aquecedora. (c)
placa de cultivo contendo estruturas a serem irradiadas. (d) suporte
em teflon adaptado com caneta emissora de laser acoplada.
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APENDICE C - FERTILIZAGAO IN VITRO DE OOCITOS BOVINOS

Exceto quando mencionado, os reagentes e meios foram adquiridos da
Sigma (St. Louis, MO, EUA).

Apds 24 horas do inicio do cultivo, os oécitos foram retirados de suas gotas
de maturacdo e lavados uma vez em meio TALP-HEPES (TALP - Tyrode’s
Albumin Lactate Piruvate - suplementado com hepes acido, 0,2 mM de piruvato de
sodio e 83,4 ug/mL de amicacina [Instituto Biochimico, RJ, BR]), e outra vez em
meio TALP-FIV (TALP suplementado com 30 pg/mL de heparina, 18 pyM de
penicilamina, 10 uM de hipotaurina, 1,8 uM de epinefrina, acresentado de 0,2 mM
de piruvato, 83,4 ug/mL de amicacina e 6 mg/mL de albumina sérica bovina). Apds
a descongelacdo (37°C por 30 segundos), o sémen foi preparado por duas
centrifugacdes, de 5 minutos cada, a uma forga centripeta de 200 xg, sendo na
primeira utilizado o meio TALP-HEPES e na segunda o meio TALP-FIV. Foram
recuperados 50 pyL do sedimento, os quais foram depositados em um microtubo
contendo 20 pL de meio TALP-FIV. Deste volume total, foram retiradas amostras
para avaliacao da motilidade e concentragdo espermaticas e entao a concentragao
final foi ajustada para 25 X 10° espermatozéides vivos/ mL. Em seguida doses
inseminantes de 1 X 10° espermatozéides vivos/ gota foram utilizadas para
fecundar os od6citos. A co-incubacao de espermatozdides e o odcitos foi conduzida
em incubadora a 38,5°C em uma atmosfera gasosa de 5% de CO, com umidade
saturada, durante 24 horas.

Durante todos os experimentos, as fertilizagdes foram procedidas com o

sémen de um Unico animal e partidas equivalentes.
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APENDICE D — CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

Exceto quando mencionado, os reagentes e meios foram adquiridos da
Sigma (St. Louis, MO, EUA).

Com 18 a 24 horas péds-fertilizacao (hpf), os provaveis zigotos foram
retirados de suas gotas de fertilizacdo e pipetados manualmente para remogao
das células do cumulus. Em seguida foram lavados duas vezes em meio TALP-
HEPES (TALP suplementado com hepes acido, 0,2 mM de piruvato de sédio e
83,4 pg/mL de amicacina [Instituto Biochimico, RJ, BR]) e uma vez em meio de
cultivo (meio SOF contendo). Depois de lavadas, as estruturas foram destinadas
para cultivo em gotas de 100 uL de meio SOF -Synthetic Oviduct Fluid (TERVIT et
al., 1972) - cobertas com 6leo mineral, em estufas a 38-39°C e 5% de CO;
durante, permanecendo até o 7° dia pds FIV.

Durante os sete dias de CIV foram realizados dois “feedings”, ou seja,
substituicdo de 50% do meio SOF por igual volume de meio novo (recém-
preparado), nos dias trés e cinco, havendo, no ultimo, a suplementacédo de 0,5 mM

de glicose.
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