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RESUMO

MESQUITA, L.G. Bloqueio da fosforilagdo oxidativa no cultivo de
embrides bovinos. 74 f. 2006. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e

Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2005.

Apesar da melhoria no sistema de producio e cultivo dos embrides in vitro,
cerca de 60% dos odcitos que entram no sistema, ndo atingem o estagio de
blastocisto e a qualidade dos embrides obtidos € bastante variavel quando
comparadas com embrides produzidos in vivo. Este bloqueio pode ser afetado por
ions inorgénicos, tampdes, aminoacidos e composi¢do da atmosfera gasosa.
Partindo-se da premissa que ha influéncia da mitocondria sobre a ativacdo da morte
celular programada levou-nos a formular a hipotese que auséncia de fragmentacgéao
nuclear nos embrides antes das 72 hpi esta relacionada com a auséncia do potencial
de membrana mitocondrial e a inibicdo da OXPHOS pela utilizagdo de bloqueadores
leva a manutencgao de baixos niveis de potencial de membrana mitocondrial e baixas
taxas de fragmentagdo nuclear nos embrides. Embrides foram produzidos in vitro
mediante maturagdo durante 22 horas, fecundacdo e cultivo 18 horas apéds a
inseminagao (hpi). Decorridas 24hpi realizou-se o cultivo com 0% de oxigénio, a fim
de bloquear o processo de OXPHOS. Apds 48 hpi realizou-se o feeding do meio de
cultivo (SOF) com inibidores da OXPHOS (antimicina A e/ou oligomicina, cianeto de
potassio) em diferentes doses. O numero de embrides 8 células foi determinado as
80 hpi, mesmo momento em que foram realizadas as técnicas de JC-1 e TUNEL.
Verificou-se as 168 hpi o efeito dos tratamentos no desenvolvimento embrionario. Os
resultados obtidos com a inibicdo da OXPHOS apdés 48 hpi com oligomicina e/ou
antimicina A nas doses utilizadas n&o alterou a capacidade do embrido atingir o
estadio de 8 células. Entretanto, esta inibi¢gao inviabilizou o desenvolvimento até o
estadio de blastocisto. O tratamento com KCN permitiu o desenvolvimento até o
estadio de 8 células e a blastocisto em taxas semelhantes ao controle. A inibicao do
cultivo na auséncia do O; inviabilizou o processo de cultivo. Ja os resultados obtidos
quanto ao Ymm e TUNEL evidenciam que os tratamentos dos embrides antimicina
e/ou oligomicina levaram a um aumento do WYmm e fragmentagao nuclear na maioria

dos embrides testados. Portanto, nao foi possivel testar a hipotese de que o Ymm é



necessario para o estabelecimento da MCP, todavia, foi observada uma correlagao

positiva entre ¥mm e fragmentagao nuclear.

Palavras chave: embrides bovinos, potencial membrana mitocondrial, fosforilagdo

oxidativa, bloqueadores cadeia respiratoria, morte celular programada



ABSTRACT

MESQUITA, L.G. Oxidative phosphorylation blockage of bovine culture
embryos. 74 f. 2006. M. Sc. Dissertation — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de

Alimentos, Universidade de S&ao Paulo, Pirassununga, 2005.

Although in vitro embryo production has been improved in the last 2 decades,
about 60% of the oocytes do not reach the blastocyst stage and embryo quality is
very variable when compared with in vivo produced embryo. This developmental
block can be affected by inorganic ions, buffers, aminoacids and gaseous
atmosphere composition. The knowledge that there influence of mitochondria on the
activation of the programmed cellular death led to formulate the hypothesis that
nuclear fragmentation absence in embryos before 72 post insemination is related
with absence of mitochondrial membrane potential and OXPHOS blockage by
inhibiting agents, would cause the maintenance of low levels of mitochondrial
membrane potential and low rates of embryo nuclear fragmentation. Embryos were
cultured in vitro for 18 hours post insemination (hpi) and after 24 hpi, they were
submitted to 0% oxygen culture, in order to block the OXPHOS process. At 48 hpi,
feeding was performed with SOF medium containing OXPHOS inhibitors (antimycin
A and/or oligomycin, potassium cyanide) in different concetrations. The numbers of 8
cell embryos were estimated at 80 hpi, the same moment that they were submitted to
JC-1 probes and TUNEL for mitochondrial membrane potential and DNA damages
evaluation, respectively. At 168 hpi the effect of the treatments was verified on
embryonic development. The results obtained with the OXPHOS inhibition after 48
after hpi using oligomycin and/or antimycin A did not modify embryo capacity to reach
8 cell stage. However, this inhibition prevented development to the blastocyst stage.
KCN treatment allowed development up to the 8 cell stage and blastocyst similar to
controls. The absence of O2 prevented embryo development. The ¥Ymm and TUNEL
results showed that antimycin and/or oligomycin treatment increased ¥Ymm and
nuclear fragmentation in the majority of the embryos tested. In conclusion, it was not
possible to test the hypothesis that ¥mm is necessary to the establishment of MCP,

but a positive correlation between WYmm and nuclear fragmentation was observed.



Keywords: bovine embryos, mitochondrial membrane potential, oxidative

phosphorylation, respiratory chain inhibitors, programmed cell death
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1 INTRODUCAO

A produgéo in vitro (PIV) de embribes constitui-se em um instrumento auxiliar no
melhoramento genético animal mediante a multiplicagdo dos descendentes de
machos de alto mérito genético, e vem sendo desenvolvida rotineiramente em
laboratérios mediante a maturagao in vitro (MIV), fecundagao in vitro (FIV) e cultivo
in vitro (CIV) até o estadio de blastocisto. A PIV tem também o potencial de auxiliar
na preservagao de animais em extingdo, formagdo de bancos de germoplasma e
aproveitamento de animais com patologias da reprodugao adquiridas (FARIN, 1995).

O Brasil € um dos paises que mais produz embriées bovinos por FIV no mundo,
contando com cinquenta mil embrides produzidos no ano de 2002 de acordo com
levantamento da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides (O embrido,
2002). Mesmo com todo aprimoramento da técnica de CIV, aproximadamente 60%
dos odcitos submetidos ao processo de fertilizagdo ndo atingem o estadio de
blastocisto e a qualidade dos embrides obtidos é bastante variavel quando
comparada com embrides produzidos in vivo (THIBIER, 2004).

A selecdo dos odcitos baseada na morfologia do complexo cumulus ooforos
(COC) e o aprimoramento dos meios e das condi¢cdes de cultivo incrementaram as
taxas de desenvolvimento de embrides viaveis ao final da PIV (EPPIG, 1998;
MADISON, 1992). Apesar da melhoria dos sistemas de PIV e CIV, tanto a maturagéo
quanto o desenvolvimento embrionario podem ser afetados por fatores intrinsecos e
extrinsecos ao odécito, como ions inorganicos, tampdes, aminoacidos, fatores de
crescimento, vitaminas, macromoléculas e composicdo da atmosfera gasosa
presente no sistema de cultivo (RIEGER, 1992).

A quantidade de oxigénio no meio esta intimamente relacionada com o processo
de fosforilagdo oxidativa (OXPHQOS), principal fungdo da mitocondria que produz a
maioria do adenosina tri-fosfato (ATP) utilizado pelo organismo (LEHNINGER, 2002).
Os embrides bovinos sdo dependentes deste processo, utilizando-o como fonte
energética para a sintese protéica, atividade de bomba sdédio-potassio que forma
potencial osmatico através do trofectoderma, produzindo a blastocele (LEESE, 1991;
THOMPSON, 1996).

O aumento da demanda de ATP causa um aumento no consumo de substratos
como oxigénio, piruvato (THOMPSON, 1996), aminoacidos (PARTRIDGE, 1996) e
glicose (THOMPSON, 1996).
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Estudos realizados com a diminuigdo da quantidade de oxigénio, inibicdo
parcial de transportadores utilizando azida sédica (NaN3) e precursores da OXPHOS
(2-4 dinitrofenol), mostraram que a produg¢ao de ATP via OXPHOS é essencial para
producdo de embrides bovinos particularmente durante o periodo de pré-
compactacao, sendo benéfica a inibicdo parcial durante a peri-compactagao
(THOMPSON, 2000). Contrariamente, o estudo realizado por Brison (1994),
utilizando embrides de ratos, ndao apresentou aumento na capacidade de
desenvolvimento dos embrides nas mesmas condi¢cdes experimentais.

O objetivo deste estudo é avaliar o efeito da inibicdo da OXPHOS sobre o
potencial de membrana mitocondrial e a capacidade do embrido bovino entrar em

processo de morte celular programada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MitocOndria

A mitocéndria, denominada “usina de forga” celular devido ao seu papel no
metabolismo oxidativo energético, é a organela sitio de produgdo da maior parte da
energia celular na forma de ATP a partir do adenosina di-fosfato (ADP) e piruvato
pelo processo de OXPHOS (CHANDEL,1999; JANSEN, 2000).

Com o intuito de determinar a atividade mitocondrial em oécitos de ratos e
humanos, tém-se utilizado mensuracbes diretas das quantidades de ATP
produzidos. No entanto, estudos recentes mostraram que o potencial de membrana
interna mitocondrial (¥Ymm) pode ser um indicador para a compreensdao de
processos fisioldgicos e patoldgicos no qual a fungdo mitocondrial (movimentagéo de
prétons) esta envolvida (BARACCA, 2003; VANBLERKOM 2003).

Mudancas no ¥mm ocorrem por movimentacdes de protons através da
membrana mitocondrial interna durante o processo de OXPHOS. Em condicbes
fisiologicas, ha uma extrusdo ativa de protons pela respiragdo e consumo passivo
destes pela ATP sintetase durante a sintese de ATP (BARACCA, 2003). Embrides e
blastbmeros que ndo possuem mitocdndrias com alto ¥Ymm podem apresentar
deficiéncias em fungdes especificas destas organelas, como OXPHOS no transporte
de elétrons ou integridade de membrana mitocondrial, podendo prejudicar o
desenvolvimento embrionario (ACTON, 2004).

A membrana interna atua como um sistema polarizado internamente, com
cargas negativas que funcionam como sitio de ligacdo para corantes lipofilicos
utilizados para se determinar o ¥mm (MIRANDA, 2005). Corantes catiénicos podem
ser distribuidos pela matriz mitocondrial em resposta a uma diferenca de ¥Ymm,
sendo o acumulo destes, uma consequéncia da carga e solubilidade dos mesmos a
membrana interna lipidica e ao espaco intermembrana. Entre os corantes lipofilicos
mais utilizados encontram-se a rodamina 123 e 5, 5, 6, 6’-tetracloro-1, 1’, 3, 3'’-
tetratilbenzimidazol iodeto de carbocianina (JC-1; BARACCA, 2003; REERS, 1991).

Além do papel classico da producédo de ATP, a mitocondria é responsavel por
inumeras vias de sinalizagdes intracelulares (CHANDEL, 1999), entre elas destaca-
se a regulacao do processo de apoptose, ja que age como reservatorio de proteinas

apoptogénicas tais como citocromo c, fator indutor de apoptose (AlF), ativagdo das
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pro-caspases 2, 3, 8 e 9 (PARONE, 2002) e o desenvolvimento embrionario
(CUMMINS, 2001).

A mitocdndria comanda diversos mecanismos metabdlicos essenciais,
incluindo a sintese de aminoacidos, acido fdlico, nucleotideos, pirimidinas,
fosfolipideos e acido urico (CUMMINS, 2001).

Em células mantidas em cultivo, a interrupcédo do transporte de elétrons
durante o processo de OXPHOS (produgdo de ATP) ocasiona a liberagdo de
proteinas que provocam a ativacdo da familia das proteases caspases e morte
celular. A alteracéo no potencial de 6xido-reducéao celular pode também prejudicar o
controle de sobrevivéncia (razao de proteinas pré e anti-apoptoéticas), regulado pela
mitocondria (GREEN, 1998).

2.2 Fosforilacado Oxidativa

A mitocéndria gera energia através do processo de oxidagao de moléculas e
producao de ATP, denominado de OXPHOS (OXPHOS). O sistema de OXPHOS
esta localizado na bicamada lipidica e é composta por 5 complexos enzimaticos
multiprotéicos, formados pela cadeia respiratoria mitocondrial (I-V) e dois
carregadores elétrons, coenzima Q e citocromo ¢ (SMEITINK, 2001).

A transferéncia de elétrons, pela redugcdo da agua, cria um gradiente de
prétons que cruza a membrana mitocondrial interna, utilizado pelo 5° complexo ou
ATPase para sintese de ATP (HEUVEL, 2001).

Os elétrons sao provenientes da agao de desidrogenases que os coletam de
vias catabdlicas e canalizam para receptores de elétrons, sendo os nucleotideos de
flavina (FMN ou FAD) e de nicotinamida (NAD" ou NADP™) produzidos pela oxidacdo
de nutrientes, como glicose, e transportados a partir do NADH e NADPH
(SARASTE,1999).

O transporte de elétrons consiste em quatro complexos enzimaticos dispostos
na membrana mitocondrial interna. A passagem dos elétrons entre estes complexos
libera energia que € armazenada na forma de gradiente de prétons, utilizado pelo V
complexo (ATP sintetase) para producédo de ATP (SARASTE, 1999).

No complexo | (ubiquinona oxidoredutase) ocorre a desidrogenizagao do
NADH e transporte de elétrons para a coenzima Q. O transporte de elétrons é
acoplado com o deslocamento de prétons pela membrana mitocondrial interna. O

complexo Il ou succinato: ubiquinona oxiredutase, catalisa a oxidagcdo do succinato
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para fumarato, durante o transporte de elétrons do FADH; para o reservatério de
ubiquininona; complexo Il (decilubiquinol: citocromo ¢ oxidase) catalisa a
transferéncia de elétrons do ubiquinol para citocromo ¢ acoplado ao deslocamento
de prétons para a membrana mitocondrial interna. O complexo IV ou citocromo
oxidase esta ligado com a transferéncia de elétrons da redugéo do citocromo ¢ para
oxigénio, levando a um deslocamento de protons pela membrana mitocondrial
interna. Este gradiente é entdo utilizado para sintese de ATP no V complexo ou Fg-
F1 sintetase (Figura 1; HEUVEL, 2001).



29

4H* 4H* 2H*

Q ADP + Pi
l ». b % 1120, + H* _ i
NADH + H* NAD* ‘ Fumarato > v ATP

Succinato H+

I: Complexo NADH: Ubiquinona oxidorredutase
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Figura 1. Esquema representativo do processo de OXPHOS. O transporte de elétrons
consiste em quatro complexos enzimaticos dispostos na membrana
mitocondrial interna e a passagem por estes, libera energia que é
armazenada na forma de gradiente de prétons, utilizado pelo V complexo
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 prétons pela
membrana mitocondrial interna. O complexo Il catalisa a oxidacdo do
succinato para fumarato, durante o transporte de elétrons do FADH, para o
reservatorio de ubiquininona; complexo Ill catalisa a transferéncia de
elétrons do ubiquinol para citocromo c¢ acoplado ao deslocamento de
prétons para a membrana mitocondrial interna. O complexo IV esté ligado
com a transferéncia de elétrons da reducao do citocromo c para oxigénio,
levando a um deslocamento de prétons pela membrana mitocondrial
interna. Criando um gradiente utilizado para sintese de ATP no V complexo.

Estes complexos podem ser influenciados por trés grupos de agentes
quimicos: desacopladores (permitem a continuidade do transporte de elétrons, mas
desacoplam a producado de energia das reag¢des que a armazenam), entre eles, esta
o 2,4 dinitrofenol (DNP), carbonil cianeto-p-trifluoro-metoxifenil-hidrazona (FCCP);
inibidores (evitam tanto o estimulo do consumo de oxigénio pelo ADP quanto a

fosforilagdo do ADP e ATP), como a oligomicina, antimicina A (AA) e cianeto de
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potassio (KCN); e ionéforos (permitem que ions organicos passem através das
membranas, dissipando o gradiente eletroquimico), por exemplo, a valinomicina
(LEHNINGER, 2002).

Os embrides bovinos apresentam particularidades nas mudangas do
metabolismo energético e oxidativo durante seu desenvolvimento embrionario
(THOMPSON, 2000). Processos fermentativos e de OXPHOS sao importantes para
gerar ATP para blastocistos bovinos, ja que a demanda energética aumenta
significativamente, durante a blastulagédo a fim de manter e estabelecer a polaridade
celular e o gradiente de ions. Este processo €& essencial para a formagao da
blastocele (DONNAY, 1999; ECKERT, 1998). O metabolismo oxidativo esta
relacionado com a demanda energética durante o desenvolvimento, apresentando
uma diminuigdo no estadio de 2 células até mérula compacta e um aumento nos
processos de expansdo de blastocistos e desenvolvimento embrionario (RIEGER,
2002).

Trimarchi (2000) observou que 70% do oxigénio consumido pelos blastocistos
de camundongos sao sensiveis ao tratamento com cianeto de potassio, confirmando
que o oxigénio utilizado foi oriundo do processo de OXPHOS, e que 20 a 30% do
oxigénio consumido pelo embrido em estadio de clivagem foram sensiveis ao
cianeto de potassio, mostrando a independéncia do processo de OXPHOS nos
periodos iniciais de desenvolvimento.

O bloqueio parcial do processo de OXPHOS durante o periodo de pré-
compactagcao de embrides bovinos € benéfico para a producdo de ATP por
mecanismo glicolitico, estimula o aumento do metabolismo de glicose e estabelece
um estado de éxido-reducgéo (redox), ja que ha diminuicdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs), particularmente do anion superdxido, envolvidos em fungdes
celulares como eventos mitogenéticos e apoptoticos (Figura 2; RIEGER, 2002;
TRIMARCHI 2000).
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Figura 2. Hipotese do consumo de oxigénio durante o desenvolvimento embrionério
bovino. Inicialmente, os embrides clivados sédo independentes da OXPHOS.
Ja em estadio de blastocisto, os embriées consomem mais oxigénio e este é
dependente do processo de OXPHOS.

2.3 Bloqueadores da fosforilacdo oxidativa

Alguns agentes podem interferir no processo de OXPHOS inibindo a
transferéncia de elétrons, ATP sintetase e trocas de ATP-ADP, além de
possibilitarem o desacoplamento da fosforilagdo da transferéncia de elétrons, sendo
que cada bloqueador possui um determinado modo de ac&do (LEHNINGER, 2002).

Entre os inibidores de transporte de elétrons encontra-se a antimicina A,
cianeto de potassio, rotenona, mondxido de carbono, entre outros. A antimicina A é
um inibidor do Ill complexo respiratério, complexo dos citocromos bc' e bloqueia a
transferéncia de elétrons do citocromo b para o citocromo c', o bombeamento de
prétons através da membrana mitocondrial interna e consequentemente interrompe
a sintese de ATP e reduz o consumo de oxigénio e ¥Ymm (TZUNG, 2001). O cianeto
inibe o IV complexo respiratorio (citocromo ¢ oxidase), agindo no citocromo oxidase
e, consequentemente, bloqueia o transporte de elétrons da OXPHOS, resultando em
uma insuficiente utilizagcao do oxigénio (JENSEN, 2002, TRIMARCHI, 2000).

Existem agentes que inibem a ATP sintetase como DCCD, venturicidina e
oligomicina. Este ultimo n&o interage diretamente com carregadores de elétrons,
mas inibe a OXPHOS ligando-se a ATP sintetase (porgéo Fo e CFp) e bloqueia a
condutancia de prétons no complexo V, F{Fo-ATPase (KIM, 1999; VAN BLERKOM,
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2003). Esta inibigdo leva ao aumento do ¥mm devido acumulo de prétons na matriz
mitocondrial (Figura 3; BARACCA, 2003).

Espago entre as

membranas

¢

eead

Complexo
T:Ubiquinona
Oxirredutase

Figura 3. Esquema representando a membrana mitocondrial interna, os complexos

respiratérios relacionados a OXPHOS e o local de agdo dos inibidores.
Complexo I: Ubiquinona Oxirredutase; Complexo Il: Succinato
desidrogenase; Complexo |Ill: Ubiquinona citocromo c¢ oxirredutase
susceptivel ao agente antimicina A (AA), na transferéncia de elétrons do
citocromo b ao citocromo c;; Complexo IV: Citocromo oxidase susceptivel
ao agente cianeto de potassio (KCN), na transferéncia de elétrons do
citocromo c até oxigénio; Complexo V: ATP sintetase, susceptivel ao agente
oligomicina que realiza o bloqueia a passagem de prétons através do canal
deste complexo.

Alguns agentes permitem o transporte de elétrons sem sintese de ATP,

ocasionando um aumento da atividade do ciclo do acido tricarboxilico e consumo de

oxigénio, através do desacoplamento do gradiente de prétons do processo de
OXPHOS, denominados desacopladores (THOMPSON, 2000). Carbonil cianeto P-

trifluoro-metoxifenil-hidrazona (FCCP ou CCCP) s&o acidos lipossoluveis fracos que

podem transpor a barreira lipidica da membrana mitocondrial na forma protonada,

sem transitar pela ATP sintetase. Depois de entrar na matriz mitocondrial, provoca

dissipacdo do gradiente protidnico, eliminando o gradiente de prétons gerado pela

cadeia transportadora de elétrons e, assim, reduz o ¥Ymm (GRAAF, 2004,
MIRANDA, 2005).
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2.4 Apoptose

O éxito do desenvolvimento embrionario depende de um adequado
funcionamento de genes. A qualidade de odcitos, por exemplo, tem grande impacto
na competéncia do desenvolvimento e contribui para altas incidéncias de perdas
embrionarias durante os processos de PIV (HARDY, 2001). A sobrevivéncia do
oocito é controlada por varias moléculas regulatérias da morte celular responsaveis
pela ativacdo ou supressdo da morte celular programada (MCP; JURISICOVA,
2004).

A palavra apoptose (do grego apo = separagao, ptdsis = queda), adotada pela
primeira vez na década de 70, designa a forma fisiolégica de morte celular (KERR et
al., 1972 apud TILLY, 1996). Este termo foi designado em analogia ao fenémeno
natural das folhas cairem das arvores ou das pétalas cairem das flores. Ha
controvérsias na utilizacdo de apoptose e de MCP como sinbnimos ou termos
permutaveis (MAJNO; 1995). O termo apoptose define todos os mecanismos e
processos envolvidos antes, durante e depois da morte celular: (1) indugdo da morte
celular — estimulos externos; (2) morte celular propriamente dita - desencadeamento
de mecanismos morfoldgicos e bioquimicos; e (3) absorgdo dos corpos apoptoticos
por células vizinhas. Ja o uso da terminologia MCP envolve apenas 0s mecanismos
morfolégicos e bioquimicos especificos que a propria célula desencadeia para
induzir a sua morte (KERR et al., 1972 apud TILLY, 1996).

A MCP é um processo fundamental para embriogénese, homeostase tecidual,
desenvolvimento de animais, morfogénese de érgaos, remocéao de células infectadas
ou danificadas em todos os organismos multicelulares (JOZA, 2001). Entre as
caracteristicas deste processo estdo o enrugamento celular, condensagdo da
cromatina, fragmentagdo de DNA, formacao de corpos apoptéticos e fragmentacéo
da membrana nuclear (MIGNOTTE, 1998).

O aparecimento da fragmentagao celular durante o desenvolvimento dos
embrides foi observado em diversas espécies (JURISCOVA, 1995; LONG, 1998;
MATWEE, 2000). Os embrides fragmentados apresentam blastdbmeros de tamanhos
diferentes, retardo no desenvolvimento, seguido de degeneragdo. A fragmentagao
dos blastdmeros e de seu DNA foi associada a morte celular programada (MCP;
apoptose; HARDY, 1989).
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O processo de apoptose pode ocorrer basicamente por duas vias. A via
“extrinseca” da MCP é caracterizada pela sua ocorréncia através da ativagcao de
receptores presentes na membrana plasmatica das células como ligante-Fas (Fas-L)
e seu receptor Fas (SHARMA, 2000). A via intrinseca da MCP é dependente da
mitocdndria que apresenta papel central no processo de apoptose, ja que age como
reservatorio de varias proteinas apoptogénicas como o citocromo ¢ que promove a
liberacdo de fatores ativadores de caspase, mudancgas no transporte de elétrons,
perda do potencial de membrana mitocondrial, alteracdo no redox celular e
participacdo na familia proteinas BCL-2 pro e anti-apoptéticas (GREEN, 1998;
PARONE, 2002).

Existem duas principais familias de proteinas que estdo envolvidas na
regulagéo do processo de apoptose, aquelas que mediam processos proteoliticos, a
familia das caspases, e aquelas que regulam a atividade das caspases, a familia da
B cell leukemia/lynphoma 2 (BCL-2), que pode estar presente no citosol bem como
em organelas como as mitocéndrias. Esta familia de proteinas € composta 15 genes,
caracterizados em dois subgrupos, os anti-apoptéticos (BCL-2, BCL-X_, BCL-W,
MCL-1, Al) e pré-apoptéticos (BAX, BAK, BOK, BIK, BLK, HRK, BNIP3, BIM, BAD,
BID, BCL-Xs) além de proteinas pro-apoptoticas que contém o dominio BH3 da
familia BCL-2 que sao responsaveis pela indugdo do apoptose (ITM2B) que
possuem papel crucial no processo de apoptose dentro dos mecanismos de morte
celular mais comuns (DHARAP, 2005; YANG, 2002).

O destino de uma célula é determinado pela habilidade dos supressores da
MCP em sequestrarem ou neutralizarem a acdo dos indutores do processo.
Portanto, a concentracéo relativa das proteinas pré e anti-apoptéticas determinara a
sobrevivéncia ou morte da célula Varios membros da familia BCL-2 localizam-se
permanentemente ou provisoriamente nas membranas mitocondriais, onde podem
apenas regular ou formar poros mitocondriais. A abertura destes poros causa
mudang¢as no ¥Ymm, acompanhado da liberagéo de fatores indutores da MCP para o
citoplasma (JURISICOVA, 2004).
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3 COMPETENCIA DE DESENVOLVIMENTO A
BLASTOCISTO

3.1 Introducéo

A produgao de ATP via OXPHOS em todos os estadios é essencial para o
desenvolvimento in vitro de embrides bovinos. Esta pode ser verificada pela
diminuicdo da quantidade de oxigénio no meio, inibicdo parcial de transportadores
usando NaNj (bloqueador de elétrons semelhante ao cianeto de potassio) e pela
utilizacao de precursores da OXPHOS (THOMPSON, 2000). No entanto, a inibigao
parcial da OXPHOS durante o periodo de peri-compactagao é benéfica, reduzindo a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), estresse oxidativo e danos no
DNA (HARVEY, 2004; THOMPSON, 2000).

Durante a compactagao e a abertura da blastocele, o0 aumento da produgao
de ATP pela mitocondria favorece a sintese protéica e a atividade da bomba sédio e
potassio formando um potencial osmético essencial para a formagao da cavidade da
blastocele. Este aumento é decorrente do crescimento da demanda energética
nestes estadios, 0 que provoca maior exigéncia de oxigénio, piruvato, aminoacidos e
glicose, embora a maioria da glicose metabolizada por embrides de ruminantes no
estadio de blastocisto ocorra pelo processo de glicolise (HARVEY, 2002).

O objetivo deste trabalho foi comparar o desenvolvimento dos embrides
submetidos a diferentes grupos de agentes bloqueadores da OXPHOS e atmosfera

livre de oxigénio.

3.2 Hipbtese

A inibicdo da OXPHOS durante a fase de clivagem em embrides bovinos nao
altera a taxa de desenvolvimento até o estadio do bloqueio embrionario (8 células),

no entanto inviabiliza a produgao de blastocisto.



37

3.3 Material e Métodos
3.3.1 Producéo in vitro de embrides bovinos

3.3.1.1 Maturacgao in vitro (MIV)

Os COCs foram obtidos de ovarios de vacas zebus ou mesticas de zebu
oriundos de abatedouros comerciais localizados em Piracicaba, SP. Foram utilizados
neste experimento COCs de qualidade 1 com cumulus completo e compacto e
citoplasma limpido e homogéneo (finas granulagdes). Apds a selegdo, foram
maturados in vitro em meio de cultivo TCM199 com sais de Earles, glutamina e
NaHCO3 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), piruvato (22ug/mL),
gentamicina (50ug/mL) e 0,5 ug de horménio foliculo estimulante (FSH)/mL, 50ug de
horménio luiteinizante (LH)/mL e 1ug de estradiol/mL. A maturagdo ocorreu em
microgotas contendo 90uL de meio de maturagdo, cobertas com 6leo mineral e

levados a incubadora a 38,5°C, com 5% CO2 em ar e com maxima umidade, durante

22 horas.

3.3.1.2 Fecundacao in vitro (FIV)

Ap6s o periodo de maturagdo, os odcitos foram submetidos a FIV em
microgotas contendo 90uL de meio tyrodes suplementado com albumina, lactato e
piruvato (TALP) suplementado com heparina (10ug/mL), piruvato (22ug/mL),
gentamicina (50ug/mL), albumina sérica bovina (BSA) sem acidos graxos (6mg/mL)
e solugdo de PHE (2 uM de penicilamina, 1 uM de hipotaurina e 0,25 uM de
epinefrina). As palhetas de sémen de touros da raca Nelore foram descongeladas
em banho-maria a 35°C, durante 30 segundos e seu conteudo foi centrifugado em
gradiente de Percoll (45 e 90%) para obtencdo dos espermatozéides moéveis, além
da remocéao do diluidor e do plasma seminal. A concentracdo espermatica utilizada
foi de 2x10° células/mL e apo6s 30 minutos de incubacdo dos espermatozoides, os
oocitos foram transferidos para as microgotas (20 oécitos/gota), onde permaneceram

sob incubagéo em atmosfera com 5% de CO, em ar a 38,5°C durante 18 horas.
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3.3.1.3 Agentes bloqueadores da OXPHOS

Foram utilizados 3 agentes com o intuito de interferir na transferéncia de
elétrons na membrana mitocondrial. O cianeto de potassio (KCN; 250 nM e 500 nM),
antimicina A (250 nM e 500 nM) e oligomicina, um inibidor da ATP sintetase e trocas

de ATP-ADP (500 nM e 1 uM).

3.3.1.4 Cultivo in vitro dos embrides e tratamentos

Apods o processo de MIV e FIV, os zigotos foram co-cultivados in vitro em
meio SOF (fluido sintético de oviduto) com células da granulosa. Decorridas 48
horas pds-inseminacao (hpi), estes foram avaliadas as taxas de clivagem e de
embrides 8 células. Posteriormente, foi realizado o feeding com a substituicdo de 45
uL do meio SOF pelo mesmo volume do meio acrescido de um bloqueador da
OXPHOS (antimicina e/ou oligomicina ou KCN). Os embrides permaneceram sob
cultivo até 168 hpi, quando foi realizada a avaliacdo do desenvolvimento

embrionario.

Para os grupos de embrides submetidos aos tratamentos com oligomicina
e/ou antimicina A foi realizada uma avaliagdo de 8 células as 80hpi, a fim de
observar-se o efeito dos agentes sobre o desenvolvimento.

Um grupo de embrides foi submetido ao cultivo sob atmosfera livre de
oxigénio (95% de nitrogénio e 5% de gas carbdnico) 24 hpi e foram realizadas as

mesmas analises que as utilizadas para os agentes.

3.4 Analise estatistica

Os dados foram avaliados utilizando metodologia de Modelos Lineares
Generalizados (NELDER, 1972), por meio do procedimento PROC GENMOD do
programa computacional Statistical Analysis System (SAS, 1995). Assumiu-se que
as variaveis dependentes (taxas de blastocistos e embrides de 8 células) seguem
distribuicdo binomial e, neste caso, a fungdo de ligagao utilizada foi a logistica. A
parte sistematica do modelo de analise de varidncia considerou como preditor linear

os efeitos de tratamentos.
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Figura 4. A PIV foi realizada mediante maturacdo (MIV) durante 22 horas, fecundagdo (FIV) e cultivo (CIV) 18 horas apés a
inseminacéao (hpi). Decorridas 48 hpi foi realizado o feeding (indicado pela flecha vermelha) do meio de cultivo com inibidor
da OXPHOS e ap6s 80 hpi foi determinado o numero de 8 células, e 168 horas apds a inseminacgao foi verificada a taxa de
blastocisto (% Bl), com intuito de avaliar o efeito dos tratamentos no desenvolvimento embrionario.
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3.6 Resultados e Discussao

Os resultados relativos a competéncia de desenvolvimento a blastocisto com
o tratamento com KCN em diferentes concentra¢des estdo representados na tabela
1.

Tabela 1: Taxa de desenvolvimento a blastocisto 168hpi dos grupos controle, KCN, a
partir do nimero total de odcitos.

Grupos Nﬂrpgro de NQmero de 8 NUm.ero de
o6citos células (%)* blastocistos(%)*

Controle 226 26% 17%

KCN (250nM) 119 23% 12%

KCN (5001M) 20 25% 15%

* Porcentagem calculada em relagdo ao numero de oécitos totais, ndo houve diferenga nos dados

Os resultados apresentados permitem observar que a inibicdo da OXPHOS
apoés 48hpi mediante ao tratamento com cianeto de potassio sob a concentragao de
250nM e 500nM néo apresentou efeito na taxa de blastocisto em relagcéo ao controle
(12%, 15% e 17%, respectivamente; p<0,05).

Ha de se ponderar que embora efetivo o tratamento com KCN ja que se trata
de um “veneno” mitocondrial (BHATTACHARYA, 1997), ndo ha na literatura
descrigao de protocolos de tratamento tdo prolongados. Tendo em vista que o KCN
€ um acido fraco volatil (TSUGE, 2001) foi realizada, como mostrado posteriormente,

a inibicao da OXPHOS aplicando-se outras drogas.

Os embrides foram tratados com os agentes antimicina A e/ou oligomicina
conforme descrito no item 3.3.1.4. Além destes agentes, os embrides foram
submetidos ao cultivo sob atmosfera livre de oxigénio, mimetizando o processo in
vivo no qual embrides sofrem redugdes da disponibilidade de oxigénio, na transigcéao
do oviduto para o utero. Além disso, esta redug¢ao diminui a produ¢cao EROS, que em
grandes quantidades provocam apoptose (HARVEY, 2004; YUAN, 2003).

Segundo os resultados demonstrados na tabela 2, a inibicdo da OXPHOS
com oligomicina e/ou antimicina A em diferentes concentracbes n&o altera a
capacidade do embridao atingir o estadio de 8 células. Entretanto, a auséncia de
oxigénio ndo permite o desenvolvimento de embrides durante as primeiras horas de
cultivo (p<0,05).
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Tabela 2: Taxa de desenvolvimento dos embrides até o estadio de 8 células, com
80hpi cultivados em meio SOF com diferentes tratamentos.

Tratamentos Numero de Embrides 8 células

odcitos Numero (N) O
Controle 442 199 45,02
Oligomicina 5007M 41 20 48,78
Oligomicina 1uM 391 134 34,27
Antimicina 2507M 97 31 31,96
Antimicina 5007M 308 118 38,31
Oligo e AA (1uM e 5007M) 40 18 45,00
Oligo e AA(5007M e 2507M) 46 17 36,95
0% Oxigénio 80 0 0,00°

* Porcentagem calculada em relagcdo ao nimero de odcitos totais.

** Indica diferenca significativa (p<0,05).

Estes resultados podem ser decorrentes de um mecanismo de resisténcia a
inibicdo parcial da OXPHOS dos embrides entre 48 e 80 hpi, ja que os tratamentos
com antimicina A e/ou oligomicina n&o alteraram a capacidade do embrido em atingir
o estadio de 8 células. Acredita-se que a energia utilizada nesta fase de
desenvolvimento pode advir da fermentacéo ou dos estoques maternos de ATP.

As mitocbndrias, em sua grande maioria sao organelas herdadas
maternalmente e apresentam variagdo de numero em od6citos bovinos. Esta
discrepancia pode estar associada a capacidade de desenvolvimento a blastocistos
in vitro, pois afeta a habilidade de produzir ATP. A quantidade de ATP € um ponto
critico para os embrides pois esse € responsavel pela sintese de acidos nucléicos e
proteinas (TAMASSIA, 2004).

A inibicdo da clivagem obtida pela redugédo da atmosfera de oxigénio (0% de
O,) é indicativa de que o embrido necessita de uma quantidade minima de oxigénio
no inicio do desenvolvimento para fins de OXPHOS, ou seja, o embrido pode ser
dependente de oxigénio no periodo de tratamento entre as 24 e 48 hpi, quando a
auséncia de O; inibiu a clivagem. Thompson (2000) descreveu que a producao de

ATP via OXPHOS é essencial para produgcao de embrides bovinos em todos
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estadios de desenvolvimento e a utilizagdo do O, é estadio dependente (HARVEY,
2004).

Com intuito de estudar esta dependéncia, realizou-se um bloqueio da
OXPHOS com antimicina A e oligomicina as 48 hpi, 0% de oxigénio em 24 hpi e
controle (auséncia de tratamento) em embrides. Os resultados do desenvolvimento
dos embrides até o estadio de blastocisto no 168 hpi estdo representados na tabela
3.

Tabela 3: Taxa de desenvolvimento até o estadio de blastocisto com 168 horas apos a
FIV de embrifes submetidos a diferentes tratamentos.

NGmero de Blastocistos
Tratamentos o
Controle 104 18 17,31
Oligomicina 1uM 41 0 0,00*
Antimicina 5007M 53 0 0,00*
Oligo e AA (1M e 5007M) 40 0 0,00*
0% Oxigénio 80 0 0,00*

" Indicam diferencas significativas (p<0,05).

** Taxa de blastocisto calculada em relagdo ao nimero de odcitos totais

Os resultados apresentados permitem observar que a inibicdo realizada pela
utiizacdo de antimicina e/ou oligomicina, em diferentes doses, inviabiliza o
desenvolvimento até o estadio de blastocisto (p<0,05).

A auséncia de desenvolvimento embrionario a blastocisto obtida com as
diferentes formas de bloqueio da OXPHOS (antimicina A e/ou oligomicina e 0% de
oxigénio) pode ser justificada pela necessidade do embrido de ativar a OXPHOS
para atingir o estadio de blastocisto. Sabe-se que o processo de OXPHOS é
primordial para o desenvolvimento de embrides bovinos (THOMPSON, 2000) e que,
uma vez bloqueado antes da compactagdo, provoca efeitos inibitérios no
desenvolvimento embrionario (HARVEY 2002).

A OXPHOS ¢ essencial para o desenvolvimento nos processos de produgao

de energia para sintese protéica, atividade de bomba sddio-potassio que forma
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potencial osmotico através do trofectoferma, produzindo a blastocele (THOMPSON,
2000). Sendo assim, a auséncia de OXPHOS provocada pelo bloqueio durante o
desenvolvimento embrionario pode provocar a diminuicdo da disponibilidade
energética e, consequentemente, o bloqueio do desenvolvimento embrionario.

Confrontando com os resultados obtidos com o tratamento com o KCN no
qual a inibicdo da OXPHOS apés as 48 hpi permite o desenvolvimento a blastocisto
em taxas semelhantes ao controle e na hipotese do KCN manter sua atividade apés
uma manutencédo em cultivo por longo prazo, € possivel ter ocorrido um mecanismo
de escape, ou seja, outro agente pode competir pelo mesmo receptor do KCN e com
isso, reduz seus efeitos. Estudos realizados com pericardio bovino mostraram que o
oxido nitrico (NO), envolvido nos processos de controle da morte celular
programada, regulagdo de glicolise, controle da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial e sintese de DNA, pode ser considerado um antidoto para o KCN, ja
que reverte a acao do mesmo em presenca de excesso de ferrocitocromo (PEARCE,
2003).

3.7 Conclusodes

Com estes resultados obtidos podemos concluir que:

e Confirmando a hipétese do trabalho, a inibigdo da OXPHOS apds 48 hpi com
oligomicina e /ou antimicina A nas doses utilizadas nao altera a capacidade
do embrido atingir o estadio de 8 células. Entretanto, esta inibigdo inviabiliza o

desenvolvimento até o estadio de blastocisto.

e Uma inibicdo em fase anterior (24hpi) mediante cultivo na auséncia do O

inviabiliza inclusive o processo de clivagem.

3.8 Perspectivas:

O tratamento com KCN permitiu o desenvolvimento até o estadio de 8 células
e a blastocisto em taxas semelhantes ao controle. A droga aparentemente permite
um bloqueio parcial da OXPHOS, e devido a sua volatilidade/ competicdo com
outros agentes podera ser utilizado em estudos quando se deseja apenas um efeito
transitorio da inibicdo da OXPHOS.
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CAPITULO IV

BLOQUEIO DO POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL E APOPTOSE
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4 BLOQUEIO DO POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL E APOPTOSE

4.1 Introducéo

A mitocondria tem papel fundamental no processo de morte celular
programada (MCP) mediante liberagdo do citocromo c e fator indutor de apoptose
(AIF), que ativam pro-caspases 2, 3 e 9 (SHCHEPINA, 2002). A diferengca de
potencial da membrana mitocondrial interna (Ymm) € um parametro de controle
central da respiragdo mitocondrial, sintese de ATP, acumulo de calcio e
geracgao de espécies reativas de oxigénio (EROS; WARD, 2000).

Acredita-se que o ¥mm possa estar ligado ao aparecimento da fragmentagéo
nuclear, ja que ambos processos tém inicio no mesmo periodo, embora ainda néo se
possa determinar se mudangas no ¥Ymm sdo causa ou a consequéncia do
processo de fragmentacdo (ACTON, 2004).

Estudos realizados em osteossarcomas mostraram que a diminuicdo da
OXPHOS e/ou diminuigdo do ¥Ymm estdo associadas com inibicdo da apoptose
nas células (DEY, 2000).

Galitovsky (1998) mostrou em timocitos que o uso de inibidores da cadeia
respiratéria como a antimicina A e rotenona e desacopladores da OXPHOS como
carbonil cianeto m-clorofenilidrazona (CCCP) reduziram o ¥Ymm e também a
fragmentacao internucleosomal. Esta redugéo parece estar associada a habilidade
dos inibidores de prevenir a abertura do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial, evento chave na indug¢ao do apoptose.

Os resultados do capitulo anterior mostram que nao ha necessidade de
fosforilagdo na fase de clivagem apds 48 hpi até o estadio de 8 células. No entanto,
foi visto que embrides bloqueiam com 8 células na presenca de inibidores da
OXPHOS.

Sabendo-se que entre 72 e 90 hpi surgem mitocondrias com WYmm estimado

com o corante JC-1 e que o processo de MCP esta intimamente relacionado com a

organela, o objetivo do presente capitulo foi de testar o efeito do tratamento das
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drogas inibidoras da OXPHOS sobre o WYmm e fragmentagdo nuclear no momento
do bloqueio embrionario.

A estratégia para este fim foi utilizar bloqueadores da OXPHOS a fim de
manter o baixo ¥mm observado antes das 72 hpi e avaliar fragmentagéo nuclear

nos embrides do grupo controle e submetidos a diferentes agentes bloqueadores da
OXPHOS.

4.2 Hipotese

A auséncia de fragmentagdo nuclear nos embrides antes das 72 hpi esta

relacionada com a auséncia do WYmm. A inibicdo da OXPHOS mediante tratamentos

com antimicina A e/ou oligomicina leva a manutengao de baixos niveis de Ymm e

baixas taxas de fragmentagao nuclear nos embrides.
4.3 Material e Métodos

4.3.1 Producéo in vitro de embrides bovinos

A PIV de embrides (maturacéo, fecundacgéo) foi realizada conforme descrito
no item 3.3.1 e o cultivo foi semelhante, diferindo apenas nas doses e agentes
utilizados. O cianeto de potassio foi utilizado na concentragao de 500 uM, antimicina
A (250 e 500 nM), oligomicina (500 nM e 1 yM) e associagdo de antimicina e
oligomicina (500 nM e 1 uM; 250 nM e 500 nM, respectivamente). Além das drogas
ja utilizadas no capitulo 3, acrescentou-se um desacoplador de membrana (CCCP),
com o intuito de provocar uma diminuicdo do Wmm (controle negativo). Parte dos
embrides foi utilizada em analises de potencial de membrana estimado com JC-1 as
80 hpi. Parte dos embrides foi fixada em solugcdo de paraformaldeido 4% e

submetida a técnica de TUNEL para observar fragmentac¢ao nuclear.

4.3.2 Técnicas utilizadas

4.3.2.1 Coloracao sensitiva para potencial de membrana
(JC-1)
JC-1 é um corante catiénico lipofilico que entra na membrana interna da

matriz em forma monomérica quando a mesma esta polarizada (REERS, 1995).

Quando ha um alto potencial de membrana mitocondrial, o corante atravessa a
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membrana e formam agregados que excitam-se com comprimento de onda de 535
nm e emitem fluorescéncia vermelha sob a exposi¢cao a luz UV (590 nm). Se o
potencial for baixo, o corante permanece em sua forma monomérica e apresenta
excitacado sob 485 nm, emitindo fluorescéncia verde (525 nm, Figura 5). A coloragéo
sensitiva para potencial de membrana (JC-1#Molecular Probes#MP03168) foi
realizada em embrides com 80 hpi. Estes foram incubados no escuro por 30 minutos
a temperatura de 37°C em meio SOF aquecido, contendo o corante JC-1
(concentragcdo de 1,2 pg/ml). A avaliacdo foi realizada em microscépio de

epifluorescéncia com aumento de 400x.
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Figura 5: Esquema da técnica de JC-1. Quando ha um alto potencial (1¥) de
membrana mitocondrial (membrana vermelha), o corante atravessa a
membrana forma agregados que quando submetidos a luz ultravioleta
emitem fluorescéncia vermelha. Porém, na presenca de um baixo potencial
(J]¥) de membrana mitocondrial (membrana verde), o corante permanece em
sua forma monomérica emitindo fluorescéncia verde quando analisado sob
luz ultravioleta.
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As coloragbes com JC-1 permitem comparar variagées na distribuicdo das

mitocdndrias e no potencial de membrana mitocondrial.
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4.3.2.2 TUNEL (Terminal transferase mediated Uracil Nick
End Labeling)

A técnica de TUNEL (do inglés, Terminal deoxinucleotil transferase Uracil Nick
End Labeling) identifica in situ, a fragmentacao internucleossémica do DNA (Figura
6).
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Figura 6: Esquema da técnica de TUNEL. Quando hé a quebra do DNA nas regides
internuclossomais, evento resultante do processo de apoptose, ha
exposicdo dos radicais 3-OH. A enzima terminal desoxynucleotidyl
transferase (TdT) catalisa a polimerizacdo da extremidade 3", da unido das
caudas poli A com o conjugado fluorescente (FITC) e cauda poli-U, o qual
mostrara a fluorescéncia das quebras das fitas de DNA.

Esta avaliacdo foi realizada com o Kit “In Situ Cell Death Detection Kit
Fluorescein” (Roche®, Alemanha) conforme descrito abaixo:

Os embrides foram lavados em PBS acrescido de 1mg/ml de polivinil-
pirolidona (PVP) e fixados em paraformoldeido 3,7% durante 1 hora em temperatura
ambiente. Apos a lavagem em PBS/PVP, os embrides foram permeabilizados em
solucdo 0,5% de triton X-100 e 0,1% citrato de sddio em PBS durante 1 hora em
temperatura ambiente e lavados em PBS acrescido de PVP. Grupos de embrides
fixados e permeabilizados foram subdivididos em 3 grupos: controles positivos,
negativos e amostras experimentais. O controle positivo foi tratado com 3U/mL
DNase (FPLCpure™, Amersham Biosciences) em solugdo com 400mM de TRIS-

HCI, 50mM de MgCl, e agua ultrapura por 1 hora a 37°C. Apds lavagem, o controle
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positivo e as amostras foram incubadas em microgotas da mistura de reagentes de
TUNEL do kit, contendo a proporgéo de 10% de solugdo enzimatica (enzima terminal
deoxinucleotideo transferase) com 90% de solugdo marcadora (conjugado
fluorescente de dUTP) por 1 hora a 37°C no escuro, em camera Umida. Controle
negativo foi incubado em microgotas apenas com solugdo marcadora na auséncia
da solugdo enzimatica para conferir a marcagao. Apdés a lavagem em PBS/PVP,
controles e amostras foram submetidos a um contraste para visualizagdo do DNA
com solugdo Hoechst 33342 (concentracdo final 1ug/ml) em glicerol e em uma
ldmina histolégica com laminula e foram analisados em microscopio de
fluorescéncia. As células que apresentaram o nucleo com coloragéo verde (FITC)
foram consideradas as células TUNEL positivas, ou seja, apresentam o DNA
fragmentado. As células que apresentaram coloragédo azul (hoechst 33342) indicam

a presenca e a localizacado do nucleo das células.

4.3.3 Analise estatistica

Os dados foram avaliados utilizando metodologia de Modelos Lineares
Generalizados (NELDER, 1972), por meio do procedimento PROC GENMOD do
programa Statistical Analysis System, versao 8.02 (SAS, 1995). Assumiu-se que
variavel resposta (numero de embrides negativos) segue distribuicdo binomial e,
neste caso, a funcdo de ligagdo utilizada foi a logistica. A parte sistematica do
modelo de analise de varidncia considerou como preditor linear os efeitos dos

tratamentos.
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Figura 7: A PIV foi realizada mediante maturacdo (MIV) durante 22 horas, fecundacéo (FIV), e cultivo (CIV) 18 horas apos a
inseminacdo (hpi). Decorridas 48 hpi foi realizado o feeding (indicado pela flecha vermelha) do meio de cultivo
(SOF) com inibidores da OXPHOS e ap6s 80 hpi, os embrides foram submetidos a técnica de JC-1 (¥), mesmo
horario em que foram fixados em 3,7% de paraformaldeido, para a realizagédo da técnica de TUNEL(O).
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4.4 Resultados e Discussao

Os embrides foram submetidos a um bloqueio do W¥Ymm por 32 h, durante o
cultivo in vitro, em diferentes locais da cadeia respiratéria, com cianeto de potassio,
potente inibidor do quarto complexo respiratério agindo no bloqueio da transferéncia
de elétrons entre o citocromo c oxidase e oxigénio; antimicina A que age no
complexo Il bloqueando a transferéncia de elétrons do citocromo b para o citocromo
c1 € a oligomicina que interage apenas com a ATP sintetase bloqueando fluxo de
prétons para o interior da matriz (LENHINGER, 2002).

Apds o bloqueio, realizou-se a estimativa do ¥Ymm pela técnica de JC-1. Os
blastdmeros foram avaliados individualmente e as informacbes armazenadas por
embrido (numero de blastémeros JC-1 positivos), com base na propor¢cédo de

fluorescéncia vermelha pela verde a fim de averiguar uma possivel alteragcdo da

OXPHOS e sua relagao com a fragmentagao do DNA (Figura 8).

Figura 8: Fotomicrografia em epifluorescéncia da técnica de coloracdo de JC-1 em
embri6es com 80 hpi: A) Blastdbmeros corados em verde, indicam a
localizacdo de mitocondrias, B) Blastdmeros corados em vermelho, indicam
potencial de membrana mitocondrial; C) Sobreposi¢cdo das imagens A e B.

Os resultados da estimativa do potencial de membrana mitocondrial séo
indicativos de que a antimicina A e a associagao com oligomicina nao foram capazes
de bloquear o ¥Ymm (ambos apresentaram 100% de embrides positivos para JC-1).

O cianeto de potassio, no entanto, apresentou um bloqueio do ¥Ymm quando
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comparado ao grupo controle (78,35% dos embrides apresentaram bloqueio, p<0,05;
tabela 4).

Tabela 4: Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial em embriGes 8 células
submetidos a diferentes tratamentos.

Tratamento Numero de Embrides JC-1 negativos
8 células Namero (N) %
Controle 201 31 15,42 8
Oligomicina 5007M 163 0 0,004
Oligomicina 1uM 30 0 0,004
Antimicina 2507M 34 11 32,35¢
Antimicina 5007M 118 0 0,00*
Oligo e AA (1uM e 5007M) 21 0 0,004
Oligo e AA(5007M e 25077M) 23 0 0,00#
KCN 500uM 97 76 78,35°

AB-CD| etras diferentes na mesma coluna apresentam diferencas significativas (p<0,05).

A inibicdo do transporte de elétrons utilizando-se antimicina A causa
despolarizacdo da membrana mitocondrial e diminuicdo do ¥Ymm. Em contraste, a
inibicdo do complexo FoF1 mitocondrial pela oligomicina aumenta o ¥Ymm
(KALBACOVA, 2003). Em teoria a associagao de ambas as drogas deveria manter
um baixo ¥Ymm (informacgao verbal)*. Estes dados corroboram parcialmente com os
resultados encontrados no presente trabalho, no qual todos os embrides do grupo
tratado com oligomicina apresentaram potencial de membrana mitocondrial.
Entretanto, a antimicina A (500nM) ndo apresentou diminuicdo do ¥mm nos

embrides em comparagdo com o grupo controle.

Este efeito pode estar vinculado com respostas distintas do embrido a droga,
0 que pode levar a persisténcia do ¥Ymm. Tzung (2001) mostrou com a utilizagao de
células transfectadas superexpressando BCL-xL que a antimicina A e peptideos pro-
apoptéticos de dominio BH3 ocupam o mesmo local na fenda hidrofébica e
competem pelo mesmo local de ligagdo nas proteinas da familia BCL,. Quando ha
competicdo da ligacdo de ambos, ha uma falha no mecanismo anti-apoptético do

BCL-xL e a célula entra no processo de apoptose. Confrontando com os dados

* Informacéo fornecida por Anibal Eugénio Vercesi na Universidade de Campinas,

em Campinas, Sao Paulo, em outubro de 2005.
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obtidos, acredita-se que o modelo embrido possa ter pouca expressao de BCI-xL e
com isso, a antimicina apesar de causar o bloqueio da OXPHOS, nado possui
mecanismos para diminuir o potencial de membrana mitocondrial. Neste caso, a

associagao antimicina e oligomicina levaria a um aumento do potencial pela

presenca de competidores BCL-xL (antimicina) que poderiam levar a um

desbalancgo de fatores proé e anti apoptéticos.

Os embrides avaliados no presente trabalho apresentaram oscilagbes de
Ymm quando tratados com KCN e antimicina A. Estas podem ter ligagdo com a
qualidade dos embrides, que apresenta uma variagdo sazonal devido a competéncia
de desenvolvimento dos odbcitos coletados e condicdo do animal no abate
(THOMPSON, 2000).

Como os embrides foram submetidos a um tratamento prolongado (32 horas),
ha possibilidade de que tenha havido uma compensacdo da perda de ATP via
OXPHOS com o aumento da taxa de glicdlise, adaptando-se as mudangas do meio e
com isso, os embrides tratados com drogas que deveriam diminuir o ¥Ymm (como
antimicina A e associagao de oligomicina e antimicina A) apresentavam alto ¥Ymm.
Embrides in vivo apresentam mudancgas metabdlicas no oviduto caracterizada por
transicoes de ambiente aerObico para anaerdbico no utero, levando a um alto
consumo de piruvato (BRISON, 1994).

Com o intuito de se observar o efeito do tempo durante o cultivo embrionario,
foi realizado o cultivo com a associacdo dos agentes oligomicina e antimicina A e
utilizou-se um desacoplador (CCCP) que dissipa o gradiente de prétons aumentando
a permeabilidade da membrana interna mitocondrial (BARACCA, 2003), em
diferentes tempos de incubacédo (30 minutos, 1 hora e 12 horas) e diferentes
concentracdes. Os dados obtidos indicam que nao houve efeito de tempo e dose
(Figuras 9, 10), apenas efeito de tratamento com a associacédo dos agentes em

relacdo ao controle como mostrado na figura 11 (p<0,05).
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Figura 9: NUumero médio de blastdmeros positivos em diferentes tempos de incubacéo

para a técnica de JC-1 (p<0,05).
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diferentes doses (1uM, 2uM, 4uM, 8uM e 10uM) da associagcdo dos agentes
AA e oligomicina para a técnica de JC-1 (p<0,05).
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Figura 11: Numero médio de blastémeros positivos em embrides submetidos a
diferentes agentes bloqueadores da OXPHOS para a técnica de JC-1. *Indica
diferenca em relacdo aos demais grupos (p<0,05).

Dey (2000) avaliando células de osteossarcomas utilizando estaurosporina
(STP), um agente inibidor de proteinas cinases e pro-apoptético, durante 6 horas,
encontrou um aumento no ¥Ymm. ao contrario do esperado. Acredita-se que com o
bloqueio, possa ter ocorrido um aumento do ATP no citosol e com isso, ocorreu uma
inversdo da troca ADP/ATP, movendo o ATP para dentro da célula, aumentando
assim, as cargas negativas dentro da matriz mitocondrial a fim de manter um nivel
basal do ¥mm. Este efeito pode ter ocorrido quando se utilizou a associacdo dos
agentes antimicina A e oligomicina que promoveu aumento do ¥mm comparado ao
controle. No entanto, ndo justifica a manutengcdo do ¥Ymm quando da associagéo

com a oligomicina.
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Acton (2004) observou em embrides humanos que o aumento do ¥Ymm era
acompanhado do aumento do grau de fragmentagdo do embrido embora ainda néo
se saiba se os eventos estdo associados. Porém, Kalbacova (2003) afirmou que o
Ymm pode ser acompanhado de ou mesmo causar alguns processos fisioldgicos e
patolégicos dentro das células, como apoptose, defeitos mitocondriais e mudangas
metabdlicas.

Com intuito de testar-se a relagdo dos processos de ¥Ymm e apoptose,
embrides foram submetidos a avaliagdo da fragmentagdo internucleossémica do
DNA pela técnica de TUNEL (Figuras 12, 13 e 14).
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Figura 12: Fotomicrografia de epifluorescéncia de embrides com 80 hpi submetidos a
técnica de TUNEL. Na coluna da esquerda coloracéo pelo Hoechst 33342 e
na coluna da direita, coloracdo com FITC (nucleotideo marcado); A) controle
negativo; B) controle positivo; C) amostra controle (sem tratamento). Nas
setas, as células que fluorescem verde pela incorporacdo do nucleotideo
marcado com o corante FITC. A coloracdo verde que aparece no citoplasma
€ background.
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Figura 13: Fotomicrografia de epifluorescéncia de embriées com 80 hpi submetidos a
técnica de TUNEL. Na coluna da esquerda coloracédo pelo Hoechst 33342 e
na coluna da direita, coloragdo com FITC (nucleotideo marcado); mostrando
embrides positivos encontrados nos diferentes tratamentos; A) tratamento
com antimicina A; B) tratamento com oligomicina; C) tratamento com ambos
agentes (antimicina A e oligomicina). Nas setas, as células que fluorescem
verde pela incorporagdo do nucleotideo marcado com o corante FITC. A
coloracdo verde que aparece no citoplasma é background.
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Figura 14: Fotomicrografia de epifluorescéncia de embriées com 80 hpi submetidos a
técnica de TUNEL. Na coluna da esquerda coloracédo pelo Hoechst 33342 e
na coluna da direita, coloragdo com FITC (nucleotideo marcado); mostrando
embrides negativos encontrados nos diferentes tratamentos; A) tratamento
com antimicina A; B) tratamento com oligomicina; C) tratamento com ambos
agentes (antimicina A e oligomicina). A coloracdo verde que aparece no
citoplasma € background.
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Foram avaliadas a taxa de embrides com pelo menos um nucleo positivo e a

média de células positivas por embrido as 80 hpi (Tabela 5).

Tabela 5: Fragmentacdo nuclear estimada pelo TUNEL.

Porcentagem de

C Percentagem média de
embrides com pelo

Grupo . células positivas por
menos um nucleo embrizo’
TUNEL positivo*
Controle 5,77%+ 0,02 A 1,48 + 0,04 *
Oligomicina (500 nM) 31,25%+ 0,05 ® 29,08 + 0,052
Antimicina (500 nM) 28,24%+ 0,05 ° 28,56 + 0,05 °
Oligomicina+antimicina 66,67%+ 0,10 © 79,46 + 0,09 ©

Erro padrao. Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferengas significativas (p<0,05).

A associagao dos dois agentes (antimicina A e oligomicina) apresentou maior
fragmentagdo nuclear quando comparada aos tratamentos com antimicina A e
oligomicina (67, 28 e 31%, respectivamente). Estes, por sua vez, apresentaram
maior taxa de fragmentagéo quando comparados ao grupo controle (6%, p<0,05) .

Ha uma relacao direta entre WYmm, transporte de ions e poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (PTP; ACTON, 2004). A abertura do PTP esta envolvida
com a queda do ¥Ymm e liberagao de citocromo c, por meio da indugao da turgéncia
mitocondrial e ruptura da membrana externa. Outros estudos mostram que ha um
aumento do WYmm apds o estimulo apoptoético, acompanhado de uma diminuigao no
decorrer do processo de morte (DEY, 2000).

Ha relatos de que o uso de agentes bloqueadores leva a um aumento na
quantidade de EROS levando ao processo de apoptose (DEY, 2000). Entretanto,
estudos realizados com células epiteliais de ratos mostraram que os bloqueadores
da OXPHOQOS, oligomicina e antimicina A, previnem a indu¢do do apoptose pelo 6xido
nitrico, inibindo a liberacéo de citocromo ¢ da mitocdndria para o citosol (DAIRAKU,
2004).

Com os resultados encontrados no presente trabalho, os tratamentos com
inibidores da OXPHOS aumentaram o Ymm e taxa de fragmentacao nuclear. Ha de
se ressaltar que a utilizagao de inibidores da OXPHOS provoca uma interferéncia no

metabolismo do embri&do e tal injuria metabdlica aguda pode levar a um desbalango
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do potencial de oxido-redugao, aumento de radicais de oxigénio culminando com o
processo de morte celular programada.

Alternativamente, um processo intrinseco no embrido pode levar a ativacao
da cascata de MCP mediante abertura de PTP, se houver deficiéncia de fatores
como o ATP. O aparecimento de proteinas pré-apoptdoticas da familia BCL, como
BAX (MEIRELLES, 2004) ¢é relatado justamente nesta fase do desenvolvimento (80
hpi). Um alto potencial de ¥Ymm aliado a presengca de competidores BCL-xL

(antimicina) poderia levar a um aumento da taxa de fragmentag¢ao nuclear.

45 Conclusdes

Com estes resultados obtidos podemos concluir que:

e O tratamento dos embrides com antimicina A ndo resultou na diminuicdo do
potencial de membrana mitocondrial e esta resposta parece estar ligada a uma

resisténcia dos embrides.

e O tratamento dos embrides com oligomicina levou a um aumento do ¥Ymm em

todos os embrides testados.

e O tratamento dos embrides com oligomicina e antimicina A levou a um aumento

do ¥Ymm.

e Embrides tratados com antimicina A e oligomicina apresentaram maior
fragmentagdao nuclear quando comparada aos tratamentos com antimicina A e

oligomicina .

e O tratamento dos embrides com oligomicina e/ou antimicina A n&o leva a uma
diminui¢gdo do ¥Ymm no modelo estudado, portanto, n&o foi possivel testar a hipotese

de que o ¥Ymm € necessario para o estabelecimento da MCP.
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4.6 Perspectivas

Apesar de nao ter sido possivel confirmar a relacdo da diminuicdo do ¥Ymm
com a perda da capacidade do processo de morte celular programada em embrides

bovinos, foi observada uma correlagao positiva entre ¥mm e fragmentagao nuclear.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO GERAL
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5 DISCUSSAO E CONCLUSAO GERAL

5.1 Discussao Geral

Neste trabalho, nossa proposi¢cao foi determinar se os processos de morte
celular programa e potencial de membrana mitocondrial em embrides bovinos estéo
correlacionados. A estratégia para este fim foi realizar o bloqueio da OXPHOS as
48hpi e observar o potencial de membrana mitocondrial e capacidade de
desenvolvimento até o estadio de blastocisto.

Foram utilizados antimicina A e cianeto de potassio como bloqueadores de
elétrons, oligomicina como bloqueador do complexo ATPase e atmosfera livre de
oxigénio a fim de inibir o processo de OXPHOS e consequentemente, o potencial de
membrana mitocondrial. No modelo proposto neste trabalho, os tratamentos foram
avaliados quanto ao numero de 8 células e blastocisto, analise sensitiva de
membrana (JC-1) para potencial de membrana mitocondrial e analise de
fragmentacao nuclear (TUNEL).

O tratamento com cianeto de potassio permitiu um efeito temporario no
bloqueio da OXPHOS, podendo ser utilizado apenas quando se deseja uma inibigao
transitoria.

O grupo de tratamento oligomicina e antimicina A nas doses utilizadas nao
alterou a capacidade do embrido atingir o estadio de 8 células. Entretanto, esta
inibicdo inviabilizou a capacidade de desenvolvimento até o estadio de blastocisto
possivelmente mediante diminuicdo das reservas embrionarias.

A associagdo dos agentes n&o levou a uma diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial e, aparentemente, o modelo embrionario tem um
comportamento distinto de outros modelos celulares descritos. Conforme mostrado
na tabela 6, o ¥Y¥mm mostra uma correlagao positiva com a fragmentagao nuclear e
negativa com o potencial de desenvolvimento a blastocisto. Sendo assim, pode-se
sugerir que o bloqueio embrionario neste modelo foi causa/consequéncia da MCP. A
analise de TUNEL mostrou alta taxa de fragmentagdo nos grupos tratados com os
inibidores da OXPHOS, possivelmente pela presenca de competidores BCL-xL
(antimicina) que poderiam levar a um desbalango de fatores pré e anti apoptoticos e

aumento da taxa de fragmentacéo nuclear.



66

A condicdo de privacdo de oxigénio nos embrides nao permitiu o
desenvolvimento durante as primeiras horas de cultivo sendo aparentemente as

clivagens iniciais dependentes de oxigénio/OXPHOS.

Tabela 6: Resumo geral dos resultados comparando a propor¢cdo de desenvolvimento
a 8 células e blastocisto, embrides positivos para potencial de membrana
mitocondrial e TUNEL nos diferentes tratamentos

Grupo 8células ¥mm TUNEL Blastocisto
Controle + + + +
Oligomicina+antimicina + +++ +++ -
0% de oxigénio - NA* NA NA

* NA: ndo avaliado

5.2 Conclusao Geral

Nao foi possivel testar a hipotese de que o ¥Ymm € necessario para o
estabelecimento da MCP, uma vez que os tratamentos utilizados neste trabalho nao
levaram a uma diminuicdo do WYmm nos embrides. Todavia, foi observada uma

correlacao positiva entre ¥Ymm e fragmentagao nuclear.
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