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RESUMO

COUTINHO, A. R. S. Presenca da Caspase-3 ativa e das proteinas de reparo de lesdo do
DNA em embrides suinos ativados partenogeneticamente com alta ou baixa capacidade
de desenvolvimento. [Presence of active Caspase-3 and DNA damage and repair proteins in
parthenogenetically activated swines embryos of high and low developmental capacity].
2007. 114 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2007.

Apoptose € uma forma de morte celular extremamente conservada que tem papel primordial
no desenvolvimento animal e na homeostasia celular, agindo como mecanismo de controle de
qualidade com a func¢do de remover células danificadas, em excesso ou ndo-funcionais. Este
processo tem papel importante no desenvolvimento embriondrio pré-implantacional, pois as
células embriondrias estdo sujeitas aos danos no DNA que podem ativar mecanismos de
reparo de DNA ou induzir apoptose, que culmina com a ativagdo da enzima caspase-3
responsdvel pela clivagem de varios substratos celulares. Deste modo, o presente trabalho
teve como objetivos determinar a presenca da Caspase-3 ativa (+casp-3) e sua influéncia no
desenvolvimento de embrides suinos no estagio de pré-implantagdo, bem como investigar a
deteccao de proteinas que atuam no mecanismo de lesdo e reparo do DNA. Foram realizados
4 experimentos com odcitos imaturos de fémeas pré-puberes, obtidos de ovdarios oriundos de
abatedouro, maturados in vitro (MIV) por 44-46 horas. Odcitos em metafase II (MII) foram
ativados partenogeneticamente (AP) com ionomicina e cloreto de estroncio e cultivados in
vitro em PZM3 a 38°C e 5% CO, em ar e alta umidade. No primeiro experimento os
embrides foram classificados em 4 grupos de acordo com o tempo de clivagem e o nimero de
células: R4 — clivado as 24 horas e com > 4 células as 48 horas; R2 — clivado as 24 horas e
com 2 ou 3 células as 48 horas; L4 — ndo clivado as 24 horas e com > 4 células as 48 horas;
L2 — ndo clivado as 24 horas e com 2 ou 3 células as 48 horas. Os embrides foram entdo
avaliados no D-6 do CIV para determinagdo do indice de desenvolvimento até o estigio de
blastocisto. Os embrides do grupo R apresentaram maiores indices de blastocisto, R4 - 66,1
(174/263) e R2 - 59,6 (62/104) e maior nimero de nucleos por blastocisto, R4 - 40,1 e R2 -
37,8, quando comparados ao grupo L, L4 - 15,4 (6/39) e L2-16,8 (13/77); L4-18,5 e L2-18,3
(Qui-quadrado e Tukey-Kramer, respectivamente, P<0,05); entretanto, ndo houve diferenca
entre os grupos R4 e R2 e L4 e L2. Para o segundo experimento utilizou-se apenas embrides
R e L, classificados as 24hs do inicio do CIV. Ambos os grupos (R e L) foram destinados a
andlise de imunocitoquimica para +casp-3 fixados nos D2, D4 e D6, sendo cada um destes

dias considerado um sub-experimento e realizado em manipulacdes diferentes. Foi observada



localizacdo citoplasmdtica da +casp-3 do D2 ao D6 e nuclear a partir do DS de cultivo. A
quantificacdo relativa da +casp-3 nos grupos R e L de cultivo foi de 2,4 vs 1,4; 1,1 vs 1,0 e
1,1 vs 1,2 para o D2, D4 e D6, respectivamente. Para avaliar a influéncia da +casp-3 no
desenvolvimento de embrides suinos foi realizado o terceiro experimento utilizando o
inibidor de caspase z-DEVD-fmk (100uM) durante a MIV, no inicio (DO ao D2) ou no final
(D4 ao D6) do cultivo. Embrides produzidos sem inibidor foram usados como controle. A
presenca do inibidor durante a MIV e no final do cultivo ndao afetou os indices de
blastocistos. No entanto, a presenca do inibidor durante as primeiras 48 horas de cultivo
resultou em maior indice de blastocisto do que o grupo controle, 55,1 (59/107) e 37,5
(39/104) (Qui-quadrado, P<0,05). O dltimo experimento foi realizado para investigar a
presenca das proteinas de reparo de lesdo de DNA, YH2AX, 53BP1, NSB1 e RADS52, em
embrides desenvolvimento R e L. Nao foi detectada S3BP1 em embrides suinos AP durante o
desenvolvimento inicial. Embrides do grupo L apresentaram maior quantidade de YH2AX no
D-5 quando comparado ao grupo R; entretanto, ndo houve diferenca de marcagdo para NSB1
e RADS52. Estes dados indicam que o mecanismo de apoptose interfere no desenvolvimento
embriondrio inicial com efeito positivo do inibidor de caspase, na taxa de blastocisto de
embrides suinos AP. Embrides de desenvolvimento L apresentaram um aumento da
sinalizacdo as injurias do DNA, entretanto, a diferencas quanto ao potencial de reparo do
DNA lesado em embrides de diferentes potenciais de desenvolvimentos, ainda precisam ser

melhor investigadas.

Palavras-chave: Apoptose. Caspase-3. Suinos. Embrides. Ativacdo partenogenetica.



ABSTRACT

COUTINHO, A. R. S. Presence of active Caspase-3 and DNA damage and repair
proteins in parthenogenetically activated swines embryos of high and low
developmental capacity. [Presenca de Caspase-3 ativa e proteinas de reparo de lesdo do
DNA em embrides suinos ativados partenogeneticamente com alta ou baixa capacidade de
desenvolvimento]. 2007. 114 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterindria) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2007.

Apoptosis is a highly conserved form of cell death that plays a major role in animal
development and cellular homeostasis by acting as a quality control mechanism to remove
cells that are damaged, nonfunctional, misplaced or supranumerary. This form of cell death
plays a major role on preimplantation embryonic development since embryonic cells are
often subject to DNA damage, triggering either DNA damage and repair mechanisms or
apoptosis. Once initiated the apoptotic process leads to caspase activation and cleavage of
cellular substrates. The aim of the present study was to quantify active Caspase-3 (+casp-3)
and to determine the role of this pro-apoptotic enzyme on the development of preimplantation
porcine embryos, as well as to investigate the presence and localization of DNA damage and
repair proteins. Four experiments were conducted using slaughterhouse immature oocytes
collected from pre-pubertal gilt ovaries and in vitro matured (IVM) for 44-46 h. Metaphase 11
(MII) oocytes were parthenogenetically activated (PA) using ionomycin and strontium
chloride and cultured in PZM-3 at 38°C, 5% CO; in air and high humidity. In the first study
embryos were distributed into 4 groups according to cleavage time and cell number: R4 —
cleaved at 24 h with > 4-cells at 48 h; R2 — cleaved at 24 h with 2-3 cells at 48 h; L4 — non-
cleaved at 24 h with > 4-cells at 48 h; L2 —non-cleaved at 24 h with 2-3 cells at 48 h. Group
R embryos showed higher blastocyst rates R4-66.1 (174/263) and R2-59.6 (62/104) and more
nuclei per blastocyst, R4-40.1 and R2-38.9, when compared to group L L4-15.4 (6/39) and
L2-16.8 (13/77); L4-18.5 and L2-18.3 (Chi-square and Tukey-Kramer, P<0.05); however,
there were no differences between R4 and R2 or L4 and L2. The second experiment used
only early-(R) and late-cleaved embryos (L), classified at 24 h of IVC, fixed at D-2, D-4 and
D-6 and then stained for +casp-3 immunofluorescence. In this embryos fixed at D-2, D-4 and
D-6 were considered as sub-experiments conducted in different replicates. Active Caspase-3
cytoplasmic signal was detected in cultured embryos from D2 to D6 and nuclear signal was
detected from D5 to D6. The relative amount of immunofluorescence signal for +casp-3 for
groups R and L at D2, D4 and D6 of culture was 2.4 vs. 1.4; 1.1 vs. 1.0 and 1.1 vs. 1.2,

respectively. A third experiment was conducted to evaluate the role of +casp-3 on porcine



preimplantation embryos. In this study the Caspase inhibitor Z-DEVD-fmk (100 uM) was
supplemented during maturation of porcine oocytes or embryo culture (DO to D2 or D4 to
D6). Addition of the caspase inhibitor during IVM or D4 to D6 of culture did not affect
blastocyst rate. However, caspase inhibition from DO to D2 increased development of porcine
embryos to the blastocyst stage [55.1 (59/107) and 37.5 (39/104) for control and Z-DEVD-
fmk, respectively; Chi-square, P<0.05). The last experiment investigated the presence of
DNA damage and repair proteins YH2AX, 52BP1, NSB1, and Rad52 in early- and late-
cleaved embryos by immunofluorescence. There was no 53BP1 signal in PA porcine
embryos at beginning of IVC. Late-cleaved embryos showed higher YH2AX signal than
early-cleaved embryos; however, there was no difference between NSB1 and Rad52 staining
between these embryos. In conclusion, apoptosis and DNA damage and repair mechanisms
play a role on development of porcine embryos. Active caspase-3 is present in porcine
embryos throughout the preimplantation period and inhibition of this enzyme at early stages
of in vitro culture can increase blastocyst rate of PA embryos. Moreover, late-cleaved
embryos carry higher DNA damage than early-cleaved embryos. Therefore, the relationship
between DNA repair mechanism and developmental potential of porcine embryos need to be

further investigated.

Key words: Apoptosis. Caspase-3. Swine. Embryos. Parthenogenetic activation.
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1 INTRODUCAO

Biotécnicas reprodutivas como inseminagdo artificial, transferéncia de embrides,
fecundacao in vitro (FIV), ativacdo partenogenética (AP), transferéncia nuclear (TN) e
transgenia animal tém sido utilizadas em diferentes espécies animais com o propdsito de
aumentar a produtividade animal (HARDY et al., 1989; DEVREKER; HARDY, 1997;
MATWEE; BETTS; KING, 2000; PAMPFER, 2000; GJORRET et al., 2003; HAO et al.,
2003). Entretanto, a PIV de embrides suinos ainda ndo atingiu padrdes satisfatorios de
produtividade quando comparado aos embrides produzidos in vivo, devido as taxas de
bloqueio ou problemas na implantacdo embriondria.

Estudos mostram que o tempo da primeira clivagem estd altamente associado a
habilidade do embrido em alcancar o estdgio de blastocisto (Dode et al., 2006). Esta rela¢do
pode ser atribuida a diversos fatores como qualidade do odcito, condi¢des de CIV e
diferencas entre embrides produzidos in vivo e in vitro, em que maiores indices de apoptose e
atraso no desenvolvimento foram observadas em embrides produzidos in vitro quando
comparado aos produzidos in vivo (Dode et al., 2006,Pomar et al., 2005). Deste modo, é
possivel que diferencas no potencial de desenvolvimento embriondrio em embrides de
clivagem rdpida e lenta estejam relacionados ao mecanismo de apoptose.

A apoptose é um mecanismo ativo de regulacdo génica feita por sinalizacdes
intracelulares que levam em ultima andlise a morte celular (WILLINGHAM et al., 1999). Ha
varios ensaios que podem ser usados na deteccdo da apoptose, como a detec¢do de corpos
apoptoticos por HE, técnica de TUNEL e uso de sondas fluorescentes (HAO et al., 2004;

ALBIERE et al., 2005; POMAR et al., 2005; COUTINHO et al., 2007).
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Adicionalmente, pesquisas com apoptose estabeleceram um papel central para as

Caspases, o que possibilitou o uso de ensaios de Caspase-3 com alta especificidade na
deteccdo de apoptose (PAULA-LOPES; HANSEN, 2002).

Caspases sdo proteases do tipo cisteina que desempenham um papel fundamental nas
clivagens proteoliticas do processo apoptético (CHANG; YANG, 2000; GRUTTER et al.,
2000). Estas proteinas sdo sintetizadas na sua forma inativa (Pr6-Caspases) e sdo ativadas
(Caspases) ap0s sinais de morte celular (SPANOS et al., 2002).

Ha 14 tipos de Caspases em mamiferos classificadas em dois principais grupos:
Caspases iniciadoras e Caspases efetoras. O tultimo grupo, que compreende as Caspases 3, 6 €
7 € o mais importante, uma vez que ap0s a ativacdo destas proteinas o mecanismo de ativacao
da apoptose torna-se irreversivel. A Caspase-3 ativa participa também da clivagem de vérias
proteinas envolvidas no reparo do DNA (PARP), ciclo celular (cdc 27), citoesqueleto
(Gelsolina, PAK2) e organizacao nuclear (ICAD/CAD) (CHANG; YANG, 2000; GRUTTER,
2000).

Estudos mostram relacdo entre os mecanismos de apoptose e reparo do DNA. O
aumento na detec¢do de lesdes do DNA estd diretamente relacionado com a taxa de apoptose
(PEREZ et al., 2007). Porém, a ativacdo dos mecanismos de reparo leva a inibicdo do
processo apoptético devido ao alto requerimento energético de ambos os processos (CHANG;
YANG, 2000).

As sinaliza¢Oes para as lesdes e reparo do DNA é um mecanismo complexo que
envolve a participacdo de vdarias enzimas e complexo protéicos. A YH2AX tem fun¢do inicial
na identificagdo das quebras nas fitas duplas de DNA (DSBs) recrutando outras proteinas
envolvidas no mecanismo de reparo (MCMANUS; HENDZEL, 2005). A 53BP1 estabiliza a
P53, que regula o ciclo celular através da ativacdo de apoptose ou reparo do DNA (LOWE;

RULEY; JACKS, 1993; WARD et al., 2003). A NSBI1 faz parte do complexo nuclease MRN,
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atuando na fosforilagao das proteinas do reparo do DNA e a RADS2 tem fun¢ao fundamental

nas recombina¢des homoélogas (ZHAO et al., 2000; VERDUN; KARLSEDER, 2007).

A selecio de embrides ativados partenogeneticamente com alto potencial de
desenvolvimento embriondrio oferece um interessante modelo para o estudo da competéncia
embriondria. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi investigar se embrides de
desenvolvimento lento e rdpido apresentam diferencas na localizacdo e quantidade de
Caspase-3 ativa, bem como investigar o papel desta proteina durante o desenvolvimento
embriondrio. Ainda, verificar a marcagcdo de proteinas de reparo do DNA, relacionando-as
aos mecanismos de apoptose para poder melhor compreender estes eventos fisiol6gicos no

desenvolvimento pré-implantacional de embrides suinos ativados partenogeneticamente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOTECNICAS REPRODUTIVAS

Com o advento de biotecnologias como a transferéncia de embrides criopreservados,
FIV e TN, a perda embriondria tornou-se mais evidente (KEEFE; LIU; TRIMARCHI, 1999).
Apés a transferéncia destes embrides hd maior incidéncia de bloqueio e retardo do
desenvolvimento embriondrio, morte das células e conseqiientemente menor taxa de

implantacdo (XU et al., 2003).

2.1.1 Producao de embrides in vitro (PIV)

A PIV de embrides € uma biotécnica que pode ser usada na pesquisa e na producdo de
animais geneticamente superiores, com aplicabilidade em diversas espécies como bovinos,
ovinos, caprinos, equinos, suinos, camundongos, ratos € humanos (HARDY et al., 1989;
DEVREKER; HARDY, 1997; MATWEE; BETTS; KING, 2000; PAMPFER, 2000;
GJORRET et al., 2003; HAO et al., 2003; POMAR et al., 2005). Esta técnica permite o
melhor entendimento dos fendmenos de crescimento, maturacdo e fecundagdo de odcitos, de
capacitagdo espermadtica, bem como do desenvolvimento embriondrio precoce e dos
mecanismos de regulacio envolvidos nestes processos (GONCALVES et al., 2002).

Embrides suinos fecundado in vitro (FIV) apresentam menor taxa de nascimento
(32%) ap6s a transferéncia de embrides, quando comparado aos produzidos in vivo (60%)
(PAPADOPOULAOQS et al., 2002). Estes resultados podem ser explicados pelo menor nimero
de células da massa celular interna (MCI) e do trofectoderma (TE) (MACHATY; CAY;

PRATER, 1998) e na maior incidéncia de apoptose quando comparados aos embrides in vivo
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(POMAR et al., 2005). Miyoshi et al. (2002) relataram que a técnica de FIV ¢ dificultada

pelas altas taxas de polispermia e pela baixa competéncia no desenvolvimento de zigotos em
sistemas artificiais de cultivo ou co-cultivo.

Além da FIV, a TN acelerou os avangos biotecnoldgicos para a producdo de animais
geneticamente superiores. Nesta técnica, células doadoras de nicleo sdo inseridas no interior
de odcitos enucleados para a produgdo de embrides (BORDIGNON; SMITH, 2002). Apesar
do nascimento de animais clonados (BAGUISI et al., 1999; POLEJAEVA et al., 2000;
MELLO, 2003), muitas ddvidas quanto ao sucesso da técnica ainda necessitam ser
esclarecidas. Atencdo especial deve ser dada para o entendimento das altas taxas de
mortalidade embriondria, fetal e peri-natal, bem como para as causas da alta incidéncia de
anomalias e a baixa viabilidade dos animais clonados (BORDIGNON; SMITH, 2002).

Embrides ativados partenogeneticamente (AP) tém sido utilizados como um modelo
de estudo na producdo de embrides in vitro possibilitando melhor compreensao das mudangas
celulares e dos mecanismos fisioldgicos que ocorrem no estdgio inicial de desenvolvimento
embriondrio. Com a utilizacdo de meios quimicos ou elétricos € possivel a producdo in vitro
de embrides AP a partir de odcitos maturos. Deste modo, a escolha do método de ativagdo
tem significante impacto na qualidade e eficiéncia dos embrides produzidos (OZIL, 1990). Os
ion6foros de célcio, como a ionomicina, podem ser utilizados para a reativacdo do ciclo
meidtico do odcito (saida do estagio de MII), pois promove a liberacdo dos estoques de célcio
intra e extracelular. A associacdo da ionomicina com o estroncio (Sr) garante maior
frequéncia dos picos de calcio intracelular; simulando os mecanismos observados na
fecundacao in vivo (OTAEGUI; O'NEILL; WILMUT, 1999). Pode-se também utilizar a
citocalasina B (CB), que inibe a polimerizacao dos microtibulos e consequentemente impede
a extrusdao do 2° CP, formando embrides diploides, que segundo Jeong et al. (2005)

apresentam melhor desenvolvimento embriondrio que embrides hapldides.
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2.1.2 Tempo de clivagem

Com relacdo ao tempo de clivagem embriondria, ja foi descrito que embrides PIV
apresentam clivagem tardia, quando comparado aos embrides produzidos in vivo (RIZOS et
al., 2002). Em um mesmo sistema de producdo embriondria, embrides que clivam mais cedo
apresentam maiores indices de blastocisto comparados aos embrides de clivagem tardiamente
(BLODIN et al., 2002; LEQUARRE et al., 2005).

Meirelles (2004) observou que embrides bovinos que demoram mais tempo para
atingir o estagio de 8 células apresentam maior susceptibilidade de bloquear, ou seja parar o

desenvolvimento embriondrio, evento que pode estar relacionado com a ativagao da apoptose.

2.2 MORTE EMBRIONARIA

O sistema de PIV apresenta portanto, maior nimero de embrides na fase de bloqueio,
com retardo do desenvolvimento, morte celular e menor taxa de implantacdo quando
comparados aos embrides produzidos in vivo (XU et al., 2003). O estdgio de 2 células em
embrides de camundongos, de 4 células em suinos (MACHATY; CAY; PRATER, 1998) e
humanos (MEMILI; FIRST, 2000), e de 8 células em bovinos (MEMILI; FIRST, 2000) ¢é
marcado pela ativacdo do genoma embriondrio. A parada no desenvolvimento coincidemente
com a ativacdo do genoma embriondrio € denominada de fase de bloqueio.

A passagem por esta fase em condi¢des 6timas (in vivo), provavelmente nao resulta
em ativagao da apoptose, ou ocorre em baixa propor¢do. Entretanto, embrides PIV podem
apresentar apoptose antecipada devido ao aumento de estresse, decorrentes do uso de sistemas
artificiais de cultivo, que devido a um déficit de nutrientes ou excesso de oxigénio podem

levar a alteracdes de expressdao génica, denaturagdo de proteinas, lesdes de DNA ou
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aberragoes cromossomicas (HAANEN; VERMES, 1996; HEERDE et al., 2000; BETTS;

KING, 2001). Quanto a antecipagdo da apoptose em sistemas artificias de CIV, Gjorret et al.
(2003) detectaram apoptose em estagio de 6 e 21 células para embrides bovinos oriundos de
FIV e in vivo, respectivamente.

A morte celular ndo estd restrita somente a apoptose, podendo também existir
diferentes tipos de mortes, como por exemplo a oncose da célula em funcao do grau de injiria

(BETTS; KING, 2001). Deste modo é de grande importancia a diferenciacdo entre estes

mecanismos.

2.3 TIPOS DE MORTE CELULAR

A caracterizacdo do tipo de morte celular ndo é simples, visto que as células nem
sempre apresentam caracteristicas cldssicas de apoptose ou oncose. Assim como a
caracterizacdo do tipo de morte, a denominagcdo destes mecanismos também é um fator
polémico. Manjo e Joris (1995) salientam que morte celular e necrose sdo dois eventos
distintos. De acordo com estes autores, morte celular é o ponto de ndo retorno e passando
deste ponto ocorrem mudancas pds morte (necrose). Estes autores propuseram o termo “morte
acidental” para definir necrose celular, e oncose para retratar os estdgios iniciais que
antecedem a “morte acidental”. Seguindo este raciocinio, a morte celular inicial pode ocorrer
por dois diferentes mecanismos, apoptose ou oncose, € apds a morte da célula ocorre a
necrose. Porém, é importante lembrar que a maioria dos casos de apoptose ha fagocitose pelas
células vizinhas dos corpos apoptéticos, nao havendo necrose. Outro fator importante e que a
necrose por apoptose € morfologicamente diferente da necrose por oncose

(DARZYNKIEWICZ et al., 1997).
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A oncose, morte patolégica ou acidental € um processo passivo, catabdlico e

degenerativo. A célula € impedida de manter os processos vitais devido as lesdes fisicas ou
quimicas causadas por fatores externos, como temperaturas extremas, radiacdes, traumas,
produtos toéxicos e falta de O,. As lesdes podem ainda ter origem bioldgica, como nas
infec¢des por bactérias ou virus (HORTA; YONG, 1999).

O primeiro sinal de oncose é a turbidez da mitocOndria, seguido pela turgidez da
célula com rompimento da membrana plasmética e liberacao dos constituintes do citoplasma
(enzimas proteoliticas), levando a uma resposta inflamatéria local (HUPPERTS; FRANK;
KAUFMAMM, 1999: FLORES-PEREZ, 2002). Areas de condensagdo da cromatina com
dissolucdo lenta do nucleo (caridlise) e degradacao aleatéria do DNA, embora ndo tao intensa
quando comparada a apoptose, também estdo presente na oncose com produtos de
degradacdo, heterogéneos em tamanho (DARZYNKIEWICZ et al., 1997). O potencial
transmembréinico mitocondrial é elevado (embora transitério) durante a oncose, antes do
rompimento da membrana plasmatica. Entretanto, em contraste com a apoptose, o qual tem
sido estudada intensivamente, pouco € conhecido sobre a oncose (DARZYNKIEWICZ et al.,
1997).

A literatura ainda descreve a morte celular mitdtica ou catdstrofe mitética, que ocorre
no ciclo celular subseqiiente a exposi¢do ao agente toxico, amplificando a injdria e tornando-a
letal. A divisdo celular ocorre sem completar a fase S, formando células imaturas, com
condensacdo do DNA, quebra do envelope nuclear e eventual morte celular durante a
transi¢cdo dos mecanismos de “check-point”. Ha alteragdes na morfologia e no metabolismo
celular que dificultam a caracterizacdo do tipo de morte. Estas células podem apresentar
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas atipicas para apoptose; entretanto, fusos mitdticos
podem estar presentes durante este mecanismo, distinguindo a morte celular mitética da

apoptose (DARZYNKIEWICZ et al., 1997; CHANG; YANG, 2000).
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Injirias ndo letais podem ativar outros mecanismo de defesa celular, como por

exemplo a autofagia, que pode ser confundida com apoptose por apresentar 0S mesmos sinais
morfolégicos e em alguns casos pode até ocorrer simultaneamente. Porém, a autofagia é
melhor compreendida como um mecanismo de recuperagdo a estimulos nocivos, do que
propriamente um estdgio do mecanismo de morte celular. A autofagia inicia com a formagao
do autofagossomo, seguido por um periodo de maturagdo (acidificacdo dos vactolos) e
finaliza com a fusdo dos lissosomos ou elementos do complexo de Golgi, responsaveis pela

insercao de hidrolases ao autofagossomo (GUIMARAES; LINDEN, 2004).

2.3.1 Apotose

O termo apoptose foi empregado em 1972 com o propdsito de descrever a morte que
se observa durante o desenvolvimento embrionario (KERR; WYLLIE; CURRIE KERR,
1972). A apoptose ocorre ndo s6 durante o desenvolvimento embriondrio ou fetal, mas
também em organismos maduros ao longo da vida (HORTA; YONG, 1999).

A apoptose pode ser considerada como o suicidio da célula. E um mecanismo ativo de
regulacdo genética, feita por sinalizagdes intracelulares (WILLINGHAM, 1999). O termo
“morte celular programada” € freqiientemente usado como sindnimo de apoptose, porém nem
toda apoptose ocorre de modo programado (DARZYNKIEWICZ et al., 1997), sendo que
outros mecanismos de degeneracdo celular, como a necrose e a autofagia, também podem
ocorrer de modo programado (GUIMARAES; LINDEN, 2004).

Morfologicamente ocorre alteracdo da permeabilidade de membrana, mas sem
alteracdo de integridade, redu¢do do volume celular, alteracio da permeabilidade
mitocondrial, fragmentacdo do DNA em regides especificas (nucleossomos), condensagdo da

cromatina, modificagdes no citoesqueleto com formagdo de bolhas (“blebbings™) e
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fragmentacdo de nucleos e organelas envoltos por membrana que formam os corpos

apoptoticos (ROBBINS; COTRAN; KUMAR, 1994; AMEISEN, 2002).

A ativacdo das nucleases ¢ uma carasteristica da apoptose, responsavel pela clivagem
do DNA entre os nucleossomos gerando fragmentos de 200 pares de bases ou multiplos deles,
o que permite que o DNA de uma célula apoptética tenha forma de “escada” quando
analisado em gel de eletroforese (HORTA; YONG, 1999).

Uma das mais importantes caracteristicas da apoptose € a condensacdo da cromatina
(picnose). A condensacao inicia-se na regido periférica do nicleo, se assemelhando a meia lua
ou ferradura de cavalo. O DNA picnético exibe uma hipercromasia corando-se intensamente
com sondas fluorescentes. O envelope nuclear desintegra, lamininas sofrem degradacdo
proteolitica, seguida pela fragmentacdo do nucleo (cariorrex) (DARZYNKIEWICZ et al.,
1997).

Além da preservagdo da integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica na
fase inicial da apoptose ha também preservacdo das organelas celulares (mitocOndrias e
lisossomos), embora o potencial transmembranico da mitocondria esteja diminuido. Ocorre
também mobilizacdo do ion cdlcio intracelular, diminui¢do de microtibulos e desorganizagdo
de fosfolipideos na membrana plasmaética, permitindo a translocacao da fosfatidilserina (PS)
da superficie interna da membrana para a superficie externa (DARZYNKIEWICZ et al.,
1997).

A deteccdo da apoptose em células embriondrias tem sido utilizada como um critério
adicional na avaliagdo morfolégica, com objetivo de assegurar a qualidade e viabilidade
embriondria (POMAR et al., 2005; COUTINHO et al., 2007). Deste modo, a apoptose, na fase
de pré-implantacdo embriondria, pode representar um risco para o desenvolvimento; visto que
o aumento da atividade deste mecanismo estd relacionado a uma diminui¢do do

desenvolvimento embrionario (GJORRET et al., 2003).
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Com a finalidade de se obter melhor avaliacdo molecular das diferentes biotécnicas na

PIV, Hao et al. (2003) e Pomar et al. (2005) verificaram aumento de nicleos positivos para o
teste de Tunel (teste que detecta apoptose) em embrides bovinos e suinos produzidos in vitro.
Estes autores detectaram, em blastocistos bovinos, fixados no D6 de cultivo, uma média de
5,3 e 0,4 nucleos positivos para apoptose em embrides produzidos in vitro e in vivo
respectivamente, € em blastocistos de suinos uma média de 6,7 e 16,6 em embrides FIV e
clonados, respectivamente. A apotose foi detectada s6 a partir do D5 de cultivo, com aumento
progressivo de resposta positiva ao teste Tunel das células dos blastocistos do dia 6 ao dia 8,
tanto nos embrides produzidos in vivo quanto nos in vitro. Entretanto, nao se pode descartar a
hipétese da ativagdo de apoptose em estagios precedentes, visto que o teste de Tunel identifica
apenas a fase tardia deste evento (HAO et al., 2003).

Da mesma forma, Jeong et al. (2005) mostraram que embrides dipldides (2N),
produzidos por AP, apresentavam melhor potencial de desenvolvimento embriondrio,
blastocistos com maior nimero de células e baixa taxa de fragmentagdo do DNA (Tunel)
quando comparados aos embrides hapldides (N) AP. Quanto a expressdo de genes
relacionados as vias de apoptose, embrides dipldides apresentaram um padrdo similar aos
embrides produzido in vivo com aumento na expressdao do Bcl-xl e diminui¢do do Bak,
quando comparados aos embrides hapldides.

Embrides PIV de bovinos (MATWEE; BETTS; KING, 2000; POMAR et al., 2005),
de camundongos (DEVREKER; HARDY, 1997) e de ratos (PAMPFER, 2000) apresentaram
maior incidéncia de apoptose na MCI do que no TE, quando comparados aos embrides
produzidos in vivo. As células da MCI sdo responsaveis pela formagdo do embrido, assim, o
aumento de injurias neste compartimento pode resultar em embrides aparentemente normais
(analisados por esteriomicroscopio), porém com alteracdes subcelulares que podem impedir a

competéncia do desenvolvimento embriondrio (GJORRET et al., 2003).
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Paula-Lopes e Hansen (2002) demonstraram que em situagdes de estresse térmico a

atividade apoptdtica auxilia no desenvolvimento embriondrio, contribuindo na resposta
adaptativa da célula, demonstrando um possivel papel benéfico desta via em situacdes

adversas do desenvolvimento.

2.3.2 Vias de ativacao da apoptose

Para melhor compreensao pode-se dividir a ativacdo da apoptose em duas vias: a
extracelular (extrinseca) e a intracelular (intrinseca).

A via extrinseca € iniciada por sinais externos a célula como radicais livres, agentes
quimicos ou fisicos que vao estimular os receptores da superfécie celular (Fas ligante, TNF).
As Caspases apicais (8 e 10) sdo ativadas por um mecanismo universal conhecido como
oligomerizacdo, realizado pela auto ativa¢ao das Pr6-Caspases pela ligacdo com receptores da
superficie celular (CHANG; YANG, 2000; GRUTTER, 2000). Estas Caspases iniciais irdo
atuar na ativacao da Caspase-3 que levard a execugdo da apoptose (Figura 1).

A via intrinsica pode ser decorrente do estresse celular com ou sem lesdes do DNA,
que levard a alteracdes morfofuncionais da mitocondria com liberacdo do citocromo C que
acoplado a molécula adaptadora (Apaf) ird ativar a Pro-Caspase 9, formando o complexo
apoptossomico, responsdvel pela ativacdo da Caspase 9 que ativard a Pro-Caspase-3
(CHANG; YANG, 2000; GRUTTER, 2000) (Figura 1). O fator de inducdo da apoptose (AIF)
e a proteina Diablo sdo outros fatores mitocondrias que também vao levar a ativagdo da
apoptose (SCHULTZ et al., 2000).

Apds a ativacdo da Caspase-3 hd interacdo com substratos que podem agir na
morfologia e no metabolismo celular: nos mecanismos de reparo do DNA, na regulacdo do

ciclo celular, na organizacdo do citoesqueleto e do nucleo; podendo ainda atuar como
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moléculas sinalizadoras e amplificadoras de estimulos fisiolégicos ou patoldgicos (CHANG;

YANG, 2000).

2.3.2.1 Mecanismos de ativac¢ao

Para melhor compreensao da apoptose € importante entender o mecanismo de ativacao
deste processo bem como a cascata de proteinas especificas a ele relacionado. A regulacdo e

execug¢do da apoptose € atribuida principalmente a duas grandes familias: a Bcl-2 e as

Caspases (HAANEN; VERMES, 1996; SPANOS et al., 2002).

2.3.2.1.1 Bcl-2

Esta familia estd subdivididas em dois grupos: Proteinas pré—apoptéticas (Bax, Bad,
Bid, Bcl-xS, Bak, Box, Bik, Blk, Bim, HrK, BNIP3), localizadas principalmente na
membrana externa da mitocondria e proteina anti-apoptoéticas (Bcl-2, Bel-x1, Bel-w, Al, Mcl-
1), localizadas no envelope nuclear e no reticulo endoplasmatico (SPANOS et al., 2002;
JEONG et al., 2005). O balanco de proteinas pré e anti-apoptéticas € o que determina se a
célula entrard ou nao em apoptose (BETTS; KING, 2001; SPANOS et al., 2002).

Estas proteinas estdo ligadas as mudancas na permeabilidade da membrana
mitocondrial, porém também podem estar envolvidas na ativagdo das Caspases. A proteina
Bcl-2 inibe a apoptose diretamente (bloqueando as Caspases) e indiretamente (impedindo a
liberacao do citocromo C) (HAANEN; VERMES, 1996; SPANOS et al., 2002). O citocromo
C é uma importante proteina que participa da ativacdo da apoptose via alteracdo da

permeabilidade da membrana mitocondrial (PEREZ et al., 2007).
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O mecanismo de liberagdo do citocromo C pela mitocondria ainda nao esta

esclarecido, entretanto, sabe-se que é desencadeado por fatores de estresse como os agentes
citotoxicos, por privacao de fatores de crescimento, por injurias do DNA e por alteragdes nas
concentracoes de proteinas pré e anti-apoptéticas. O AIF (fator de indugdo apoptdtico)
também € liberado pela mitocondria, translocando-se para o nicleo induzindo a condensagao

e a fragmentacdo nuclear (CHANG; YANG, 2000).

2.3.2.1.2 Caspases

As Caspases sdo proteases que utilizam a cisteina como grupo nucleofilico na
clivagem de substratos, desencadeando a apoptose (CHANG; YANG, 2000; GRUTTER,
2000). Estas proteases sdo sintetizadas como precursores inativos (Pr6—Caspases) e s@o
ativadas (Caspases) somente quando a célula recebe sinal de morte (HAANEN; VERMES,
1996; SPANOS et al., 2002).

Até o momento foram caracterizadas 14 tipos de Caspases que podem ser agrupadas
de acordo com a especificidade ou a atividade biolégica (GRUTTER, 2000). Em relacdo a
especificidade, em humanos as Caspases foram classificadas em 3 distintos grupos: Grupo I
(Caspases 1, 4, 5 e 13) com preferéncia pela sequéncia de amonodcidos WEHD; grupo II
(Caspases 2, 3 e 7) com alta seletividade pelo aspartato na posi¢do P4 e preferéncia pela
regido DEXD, na qual o X pode ser substituido pelo V, T ou H e o grupo III (Caspases 6, 8, 9
e 10) com preferéncia na regido I, V, L e EXD (CHANG; YANG, 2000). Quanto a atividade,
as Caspases podem ser agrupadas em inflamatdrias ou ativadoras de citocinas (Caspases 1, 4,
5,11, 12, 13 e 14), em iniciadoras (Caspases 2, 8, 9 e 10) e efetoras ou executoras (Caspases

3,7¢e 6) (CHANG; YANG, 2000).
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Dentre as Caspases efetoras, a Caspase-3 foi identificada como sendo uma protease

que inativa a poli ADP ribose polimerase (PARP). A PARP atua no nucleo catalizando a
ribosilacao do ADP de histonas e de outras proteinas envolvidas no reparo do DNA. Uma das
hipéteses € que a clivagem e a inativacdo desta proteina levam a uma injuria letal do DNA,
contribuindo para o mecanismo de apoptose. Entretanto, foi demonstrado que células
enucleadas, bem como células deficientes em PARP e outras proteinas de reparo, sdo capazes
de sofrer morte celular programada apresentando sinais morfolégicos cldssicos de apoptose
(CHANG:; YANG, 2000).

A fragmentacdo do DNA também € realizada por intermédio do complexo Fator de
Fragmentacdo do DNA ou complexo DNase regulado pela Caspase (DFF/ DFF40 ou CPAN).
O DFF estd presente na célula na forma inativa, formado pela subunidade inibitéria (ICAD) e
ativa (CAD). A Pro-Caspase-3, ativada pelo apoptossomo (Apaf-1 + Citocromo C + Caspase
9) é responsavel pela degradacao do ICAD liberando a por¢ao ativa do DFF, o qual, no
nucleo, realiza a degradacao e a condensacdo do DNA (CHANG; YANG, 2000; ZHANG et
al., 2004) (Figura 1).

Proteinas do citoesqueleto como a Gelsolina e a PAK2 também sdo clivadas pela
Caspase-3, produzindo alteracdes celulares tipicas da apoptose, como a formagdo de

“blebbing” e corpos apoptéticos (CHANG; YANG, 2000).
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Figura 1 - Vias de ativac¢ao da apoptose

2.4 ENSAIOS BIOLOGICOS PARA APOPTOSE

z.

E importante descrever que a apoptose obedece uma seqiiéncia de ativacdo
cronoldgica e hierarquica. H4 diferentes marcadores de apoptose, relacionados a diferentes
estagios deste mecanismo; portanto para melhor caracterizacdo deste evento, € importante
compreender os ensaios e as técnicas utilizadas para sua detec¢do (DARZYNKIEWICZ;

BEDNER; TRAGANOS, 2001).
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2.4.1 Morfologia

A avaliagdo morfolégica € uma andlise crucial para diferenciar os distintos
mecanismo de morte celular. A microscopia Optica foi a primeira técnica usada na deteccao
morfolégica de apoptose, evidenciando bolhas na membrana (“blebbings”), picnose e
fragmentacdo nuclear em cortes histolégicos corados com Hematoxilina e Eosina (HE)
(HEERDE et al., 2000).

Wood, Sarma e Archer (1999) observaram que a coloracio com HE fluoresce o
citoplasma de células apoptéticas (agdo da eosina). Deste modo, Coutinho et al. (2007)
trabalhando com embrides de camundongos criopreservados, confirmaram que preparacdes
coradas com HE podem ser rotineiramente analisadas por microscopia de epifluorescéncia,
auxiliando na identificacdo de corpos apoptoticos. A avaliacdo morfoldgica pela microscopia
Optica € uma técnica de baixo custo, rapida, de facil aplicacdo e alta especificidade, porém
apresenta baixa sensibilidade, visto que as células apoptéticas podem ser removidas pelos
fagdcitos de 30-60 minutos apds inicio do processo (WOOD; SARMA; ARCHER, 1999;
HEERDE et al., 2000).

Ainda com relacdo a avaliagdo morfoldgica pode-se fazer o uso da microscopia
eletronica de transmissao, método de grande sensibilidade, porém permite apenas uma andlise
qualitativa devido a dificuldade de se aplicar em grande ndmero de células e ao alto custo.

Para melhor exatiddo da detec¢do de apoptose pela morfologia € importante associar a

microscopia Optica com a andlise ultraestrutural (HEERDE et al., 2000).
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2.4.2 Sondas fluorescentes

Na literatura, diversas sondas fluorescentes tém sido utilizadas na deteccdo da morte
celular. Entre elas o Hoechst 33342 (H), o Iodeto de Propideo (IP), o Brometo de Etidio
(EthD-1) e o Yo-Pro-1 sdo as mais citadas (ORMEROD et al., 1993; KAIDI et al., 1999;
ALBIERI et al., 2005; POMAR et al., 2005; COUTINHO et al., 2007).

O Hoechst 33342 € um corante permedvel a qualquer tipo de célula, que se liga a fita
de DNA em regides ricas em dinucleotideos A-T (KAIDI et al., 1999). Os ntcleos de células
vivas ou danificadas sdo corados em azul. Ormerod et al. (1993) descreveram que células
apoptoticas fluorescem de maneira mais intensa e brilhante, enquanto que células vidveis
apresentam uma fluorescéncia menos intensa.

O Iodeto de Propideo (IP) se liga entre as fita de DNA, e assim como o EthD-1 s6
penetra em células com alteracdo tardia de permeabilidade de membrana. O nicleo € corado
em tons de vermelho e as células marcadas podem representar oncose ou apoptose tardia
(KAIDI et al., 1999; POMAR et al., 2005).

O Yo-Prol pertence a familia das cyaninas monoméricas e ¢ uma sonda que emite
fluorescéncia verde, com comprimento de onda de 491 (excitacdo) e 509 (emissdo). Devido a
pequenas mudancas da membrana plasmdtica que ocorre na fase inicial da apoptose, esta
sonda é capaz de penetrar em células em estdgio inicial de apoptose, marcando o DNA
(ALBIERI et al., 2005; PENA et al., 2005).

Todas estas sondas podem ser utilizadas sozinhas ou em associacdo dupla (H e IP ou
H e EthD-1), ou tripla (H, IP e Yo-Prol); sendo que neste ultimo exemplo € possivel
diferenciar célula normal, apoptética ou oncética (ALBIERI et al., 2005; PENA et al., 2005;

COUTINHO et al., 2007).
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2.4.3 Ensaios moleculares — Tunel

O teste Tunel (Terminal Uracil End Labbeling) € utilizado na detec¢ao in situ de
células apoptéticas, pela marcacdo do DNA fragmentado em regides especificas (entre
nucleossomos), gerado pela atividade endégena da DNase. Este método é composto pela
enzima transferase deoxinucleotidil terminal (TdT) que catalisa e transfere o nucleotideo
dUTP (conjugado de fluoresceina) para a regido livre do grupo 3’hidroxil, presente em fitas
fragmentadas de DNA (PAULA-LOPES; HANSEN, 2002).

Embora o teste de TUNEL detecte significantes resultados selecionando métodos mais
vidveis para a producdo in vitro de embrides em diversas espécies animais (JURISICOVA;
VARMUZA; CASPER, 1996), a especificidade desta técnica tem sido questionada (LABAT-
MOLEUR et al., 1998; CUELLO-CARRION; CIOCCA, 1999; WOOD; SARMA; ARCHER,
1999). Kanoh et al. (1999) mostraram que células apoptéticas, oncdticas e vidveis
(acompanhadas de replicacio do DNA ou reparo) podem ser detectadas pela técnica de

TUNEL.

2.4.4 Ensaios moleculares — Caspases/ inibidores de Caspases

Voronina e Wessel (2001) descreveram que a ativacdo das Capases € o evento mais
precoce da apoptose, iniciando 30 minutos apds a inducdo, identificado por marcadores
fluorescentes (FVf). Assim, técnicas como a Imunocitoquimica podem ser utilizadas na
identificacdo de anticorpos especificos que reconhecem as formas inativas e ativas das
Caspases, auxiliando na deteccdo da apoptose (HUPPERTZ; FRANK; KAUTMANN, 1999;

SPANOS et al., 2002; MEN et al., 2003).
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Um método indireto de avaliar apoptose é pelo uso de inibidores de proteinas que

participam do evento, sendo empregado com frequéncia na avaliacdo desse mecanismo em
diversos sistemas de cultivo celular. Os inibidores de Caspases t€ém sido os mais utilizados,
visto a importancia destas proteinas na cascata da apoptose. O z-DEVD-fmk, um inibidor da
Caspase de execugdo (grupo II), age sobre a fracdo ativa das Caspases 3 e 7 evidenciando o
papel destas proteinas em eventos bioldgicos distintos (PAULA-LOPES; HANSEN, 2002;

ROTH; HANSEN, 2004; ZHANG et al., 2004).

2.5 TIPOS DE REPARO DO DNA

Os genes de reparo do DNA estdo divididos em dois tipos: a) sinaliza¢do e regulacdo
do reparo do DNA; b) mecanismos especificos de reparos.

Os principais tipos de reparo do DNA em mamiferos sdo: a) Reparo por excissao de
nucleotideo (NER); b) Reparo por excissao de bases (BER); c) Reparo na trocas de bases
(MMR) e d) Reparo nas quebras de fitas duplas de DNA (DSBs) (JAROUDI; SENGUPTA,
2007).

A quebra da fita dupla do DNA (DSBs) é uma das principais lesdes que podem levar a
apoptose ou a ativagao do mecanismo de reparo do DNA (HUANG et al., 2005). As DSBs
ocorrem nos cromossomos quando hé erro na replicacdo do DNA e ou na exposicdo do DNA
a agentes externos (por exemplo as radia¢des ionizantes). O mecanismo de reparo das DSBs
pode ocorrer por recombinagdo homdéloga ou nao homdéloga (NHEJ), sendo a primeira a mais
importante na manutencdo da integridade dos cromossomos (KITAO; YUAN, 2002;
DOWNS et al., 2007).

A manuten¢do da integridade do genoma ocorre pela detec¢do de injirias no DNA,

recrutamento das proteinas de reparo do DNA, parada no ciclo celular com ativacdo de
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proteinas do “check-point” e apoptose. A parada do ciclo celular nos “check-points” G1/S ou

G2/M sao importantes para o reparo do DNA antes da sintese protéica ou inicio da divisao
celular JAROUDI; SENGUPTA, 2007).

Normalmente as DSBs sdo rapidamente reparadas, porém quando ocorre persisténcia
da les@ao, o DNA aciona o mecanismo de “chek-point” com prolongamento da parada no ciclo
celular. Quando a lesdo € corrigida extinguem-se os sinais de parada e a célula retorna ao
ciclo celular; caso ndo ocorra o reparo, a célula aciona a apoptose ou o estagio de senescécia,

evitando assim a propagacao da lesdo (HUANG et al., 2005; DOWNS et al., 2007).

2.6 REPARO X APOPTOSE (SOBREVIVENCIA CELULAR)

H4 uma associagao entre a deficiéncia de proteinas do reparo do DNA em mamiferos
e a incidéncia de malformagdes, cancer, envelhecimento precoce e redugdo da expectativa de
vida JAROUDI; SENGUPTA, 2007).

O tratamente com RADS1 recombinante (proteinas reparadoras do DNA) em células
com injurias do DNA levou hd uma diminui¢ao das DSBs e da apotose, mostrando que as
DSBs estdo diretamente relacionadas com a freqiiéncia da apoptose. Entretanto, a
suscetibilidade celular para as DSBs e consequentemente para a apoptose depende de uma
série de fatores. Recente estudo mostrou que a variabilidade genética manisfestada pelo alto
ou baixo indice reprodutivo pode ser traduzida nas incidéncias das DBSs e da apoptose
(PEREZ et al., 2007).

Odcitos de camundongas AKR/J, com baixo indice de prolificidade, apresentaram alta
taxa de apoptose e fragmentacdo do DNA. J4 fémeas da linhagem BC63F1, com crias
maiores em tamanho e nimeros, apresentaram baixos indices de apoptose e fragmentac¢do do

DNA. Porém, foi observado um terceiro grupo de odcitos provenientes de fémeas FVB que
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apresentaram alta taxa de apoptose com baixas taxas de fragmentacao do DNA e que quando

submetidos a tratamentos com RADS51 recombinantes ndo apresentaram alteracdes nas taxas
de apoptose (PEREZ et al., 2007).

Apesar das DSBs estarem relacionadas com as taxas de apoptose, os resultados em
camundongas FVB mostrou que o aumento da suscetibilidade a apoptose ndo esta
necessariamente relacionado as injurias do DNA. Neste grupo foi observada reducido da
atividade mitocondrial com anomalias ultraestruturais da organela que promoveram a
liberacdo do citocromo C e da proteina Diablo com ativacdo do mecanismo de apoptose,
porém sem intermédio de lesdes do DNA.

H4 uma relacao entre a ativa¢do da apoptose e a inibi¢do dos mecanismo de reparo do
DNA (KITAO; YUAN, 2002; HUANG et al., 2005;). Deste modo € relevante investigar com
maior exatiddo a influéncia dos mecanismos de deteccdo de lesdes e reparo do DNA em

embrides suinos cultivados in vitro (CIV).

2.7 PROTEINA DE REPARO DO DNA

A estabilidade gendmica deve ser mantida em todas as células (somadticas e
germinativas), sendo que € a integrigade do genoma nos gametas o que garante a transmissao
da informacdo genética entre as geracdes. Apesar da existéncia de um complexo mecanismo
de defesa celular contra a instabilidade dos genes, algumas mutagdes ocorrem durante a
gametogénese o que por um lado positivo permitiu a evolucao das espécies, porém também o
aparecimento de patologias graves como o cancer (KITAO; YUAN, 2002; JAROUDI;
SENGUPTA, 2007).

Assim como o mecanismo de apoptose, alguns genes de reparo do DNA também se

mantém conservados em diversas formas de vida (DOWNS et al., 2007). Apesar de muitos
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genes de reparo do DNA serem expressos em estdgios iniciais do desenvolvimento

embriondrio, a capacidade embriondria para a detec¢do e reparo de lesdes no DNA ¢ limitada
(JAROUDI; SENGUPTA, 2007). Isto pode ser justificado por um ciclo celular de menor
duracdo e pela auséncia de algumas proteinas chave quando comparado a células adultas
(JAROUDI; SENGUPTA, 2007).

A sobrevivéncia embriondria depende de um adequado estoque de proteinas materna
nos odcitos e da ativagdo do genoma embriondrio. Deste modo, se o odcito ndo estiver
adequadamente equipado ou se ndo ocorrer a ativacdo do genoma no momento ideal, o
embrido ndo sobrevive (JAROUDI; SENGUPTA, 2007).

Ensaios imunocitoquimicos na identificacdo in situ de lesdes de DNA sdo testes de
alta precis@o e sensibilidade que permitem a melhor compreensdo do ciclo celular com a

ativacao das proteinas de reparo do DNA e da induca@o da apoptose (HUANG et al., 2005).

2.7.1 Proteina quinase ATM

A proteina quinase ATM (ataxia-telangiectasia mutated) age na fosforilacio do
complexo nuclease MRN (Mrell/ RADS50/ NSB1), ativando enzimas envolvidas no evento
de indentificacdo de lesdes e reparo do DNA. A ATM € um dos primeiros sinalizadores da
resposta celular as DSBs. Como substratos da ATM pode-se citar a YH2AX, o fator de

transcricao P53, e a NSB1 (SCHULTZ et al., 2000; BHOUMIK et al., 2005) (Figura 2).

2.7.2 Histona YH2AX

A histona H2AX € uma variante do core de histonas H2A. A fosforilagdo desta

histona na posicao serina 139 é denominado YH2AX. (HUANG et al., 2005). A marcacdo
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nuclear da YH2AX pode representar a freqiiéncia das DSBs e/ou mitoses. Pode-se diferenciar

a injuria do evento de replicacdo do DNA pelas diferentes marcagdes nucleares e ou estigio
do ciclo celular (HUANG et al., 2005; MACMANUS; HENDEZL, 2005).

As presencgas de pequenos pontos nucleares de localizacdo difusa estdo relacionadas a
processos mitdticos com maior predominincia nas fases G2/M. Pontos maiores, corados mais
intensamente e isolados sdo evidentes principalmente nas fases G1/S, marcando as DSB, que
vao recrutar outras proteinas envolvidas no reparo do DNA (MACMANUS; HENDEZL,
2005).

Na mitose, a YH2AX ¢ fosforilada por intermédio da ATM e as DSB marcadas com
YH2AX colocalizam-se com as NSB1 e RAD51 (BHOUMIK et al., 2005; MACMANUS;
HENDEZL, 2005). Na apoptose também se observa a marca¢ao com YH2AX; no entanto em
estagio tardio da apoptose a expressao desta proteina declina (HUANG et al., 2005) (Figura

2).

2.7.3 P53

Além de agir como um fator de transcri¢dao génica, a P53 tem papel fundamental como
gene supressor de tumor eliminando células com crescimento anormal. A auséncia da
proteina P53 leva a instabilidade do genoma devido a dificuldade de identificar lesdes e
reparar 0 DNA, o encurtamento excessivo dos teldomeros, assim como comprometimento da

ativacdo da apoptose (VERDUM; KARLSEDER, 2007). Deste modo foi mostrado que
colonias de células mutantes para P537/~ s@o resistentes a radiagdes ionizantes com

comprometimento dos mecanismos de reparo do DNA e de apoptose, levando a uma

propagacdo do erro para as células filhas (LOWE; RULEY; JACKS, 1993) (Figura 2). Porém,
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¢ importante lembrar que nem todas as vias de ativacdo da apoptose requer a participacdo da

P53 (LOWE; RULEY; JACKS, 1993; PEREZ et al., 2007).

2.7.3.1 53BP1

A 53BP1 foi inicialmente identificada como uma proteina de ligagao responsavel pela
ativacdo da P53. Assim como outras proteinas envolvidas na resposta de lesdes do DNA, a
53BP1 é também hiperfosforilada apds radiacdes ionizantes (WARD et al., 2003).

Em situacdes fisioldgicas, a 53PB1 apresenta-se distribuida de forma difusa no
nucleo. J4 em resposta ao estresse externo, esta proteina assume um padrao de localizagao em
pontos nucleares isolados, concomitantemente com a YH2AX e NSB1. Os pontos isolados
correspondem ao numero de DSBs e a dispersdo destes obedecem a cinética de reparo do
DNA (SCHULTZ et al., 2000).

A 53BP1 ndo depende da atividade da ATM, da NSB1 e da P53, porém Ward et al.
(2003) relataram que a YH2AX € essencial para que ocorra a migragdo da 53BP1 para sitios
de quebra do DNA. Este fato sugere que a 53BP1 age precocemente na resposta celular as
DSBs, contudo apds o recrutamento da YH2AX (SCHULTZ et al., 2000; WARD et al., 2003)

(Figura 2).

2.7.4 NSB1/ P95

A NSBI1 € um componente do complexo nuclease MRN com importancia no reparo

das DSBs. Ha dois sitios de fosforilacdo da NSB1, a serina 278 e a 343. Ambas fosforilagdes

ocorrem na fase S do ciclo celular, pela acdo da ATM. A inativacdo destes sitios de
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fosforilagdo inativa a funcdo da NSB1 na ativacdo dos mecanismo de “check-point” e reparo

do DNA, alterando também a formagao do complexo MRN (ZHAO et al., 2000) (Figura 2).

2.7.5 RADS2

A RADS?2 € uma proteina que estd dispersa no nicleo na forma de pontos isolados
apos radiagdes ionizantes. Por recombinagao homologa, as proteinas do grupo RAD (RADS1/
52 e 54) se agrupam nos sitios de quebra do DNA, na fase S do ciclo celular, com a
finalidade de recrutar os cromossomos homologos das crométides irmas, reparando as DSBs
(KITAO; YUAN, 2002; VERDUN; KRLSEDER., 2007) (Figura 2).

Sabe-se que mutagdes dos genes do grupo RAD frequentemente estdo associado a
hipersensibilidade a agentes externos e aumento dos defeitos mitéticos e meidticos. Como o
DNA lesado regula este processo ainda ndo esta esclarecido. Entretanto, Kitao e Yuan (2002)
demonstraram a participacdo da proteina C-Abl na fosforilagdo do residuo de tirosina 104 da

RADS52, ativando este mecanismo.

2.7.6 Fatores epigenéticos

Altos graus de condensagdo da cromatina inviabilizam o reparo do DNA. Em
segundos as DSBs induzem uma descondesacdo da cromatina nos sitios de quebra,
aumentado o acesso das proteinas de deteccdo de lesaio do DNA. A mobilizagdo dos
cromossomos para uma regido nova € realizada por um complexo enzimético dependente de
ATP (RSC). A falta de algumas proteinas do complexo RSC leva a um atraso da fosforilagao
da YH2AX, mostrando a participacdo deste complexo e de energia no inicio da deteccdo e

reparo do DNA (DOWNS et al., 2007).
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As proteinas envolvidas na remodelagem da cromatina formam agregagdes citoldgicas

detectadas como pontos nucleares. A fosforilacdo da H2AX, a metilacio (H3K79) e ou
acetilacdo (H3K56) da H3, e acetilacdo da H4 t€m importancia nas respostas da lesao do
DNA. A H3K79 e possivelmente a H42KO0 (trimetilacido) recrutam a 53BP1. A acetilagdo da
H2A mantém a sobrevivéncia das células apods lesdao do DNA, enquanto que a fosforilagao da
H2B leva a apoptose (DOWNS et al., 2007).

Alguns estudos tém apresentado a participacao das histonas deacetilases (HDACs) no
estagio tardio do processo de reparo do DNA, restaurando a conformacdo original da
cromatina, finalizando tanto o processo de reparo como a associagdo com as proteinas do

“check-point” (DOWNS et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODO

O presente trabalho foi realizado nos Laboratérios de Fecundacao in vitro, Clonagem
e Transgenia Animal do Departamento de Reproducdo Animal da Universidade de Sdo Paulo
e no Departamento de Ciéncia Animal da Universidade McGill, MacDonald Campus;
Montreal, na provincia de Quebec, Canada.

Embrides suinos ativados partenogeneticamente foram utilizados como unidade
experimental, os quais foram avaliados quanto a velocidade de desenvolvimento embriondrio
e quanto a presenca de apoptose pela deteccdo da Caspase-3 ativa.

Ao menos quando indicado, todos os reagentes foram adquiridos da Sigma Chemical
Company (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). O meio TCM foi adquirido da Gibco

(Grand Island, NY, EUA).

3.1 MATURACAO IN VITRO (MIV) DE OOCITOS SUINOS

Ovirios de fémeas pré-puberes foram colhidos no abatedouro e transportados até o
laboratério a 37°C em solucgdo salina, acrescida de 0,1% de Gentamicina. No laboratério, os
ovérios foram lavados em solugdo salina (35°C) e os foliculos com diametro entre 3-6 mm
aspirados com agulha de calibre 19G acoplada a seringa de 10ml. O liquido folicular foi
depositado em tubo conico de S0ml, permanecendo em repouso para sedimentacdo. Apos 20
minutos de sedimentagdo, o sobrenadante foi retirado com auxilio de pipeta e o sedimento
ressuspendido 3 vezes em meio TLP (Tyrodes Lactato Piruvato), com intervalo de 20 minutos
entre cada lavagem. Apds a ultima lavagem em meio TLP (1 hora do final da aspiracdo), o

sedimento foi ressuspendido em meio TLP e distribuido em placas de Petri (90mm) para
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rastreamento dos od6citos em esteromicroscopio. Foram selecionados odcitos de grau GI, GIl e

GIII que apresentaram camadas de células do cumulus oophorus espessas e compactas.
Grupos de 20 a 25 odcitos foram maturados in vitro por 22 horas com hormonios e 22-24
horas sem hormoénios em gotas de 100ul de meio de maturacdo (Anexo A) em estufa a

38,5°C, 5% de CO2 em ar e alta umidade.

3.2 ATIVACAO PARTENOGENETICA (AP)

Ap6s a M1V, as células do cumulus foram removidas mecanicamente por pipetagens
sucessivas durante 2-4 minutos em TLP acrescido de 0,1% de hialuronidase. Odcitos maturos
foram selecionados pela presenca do 1° corptisculo polar (CP) e foram submetidos a ativacdo
quimica (Ativacdo Partenogénetica/AP). A taxa de maturagdo foi calculada pelo nimero de
odcitos maturos sobre o nimero total de odcitos utilizados.

Para a AP, os odcitos foram lavados em meio TCM + 2mg/ml BSA (albumina sérica
bovina), transferidos para solu¢dao de 15uM Ionomicina (1 oécito/10 pl meio) por 5 minutos e
lavados em solucdo de TCM + 3mg/ml BSA. Apds 3 lavagens em meio PZM3 (Anexo B)
sem Célcio e Magnésio (PZM3 - CM), os odcitos foram incubados por 4 horas em solucdo de
10mM Cloreto de estroncio (CISr) + 10pg/ml de Ciclohexemida (CHx) + 7,5ug/ml de
Citocalasina B (CB). Apo6s este periodo, os odcitos foram lavados em PZM3 (Anexo B) e
incubados por mais 2 horas em CHx+CB, na mesma concentracdo da fase anterior (CHE,;
LALONDE; BORDIGNON, 2007). Em seguida 15 a 20 odcitos foram lavados e cultivados
em meio microgotas de 30 a 40 ul de PZM3. Todas as incubag¢des, durante a AP e o cultivo in

vitro (CIV) foram realizadas a 38,5°C em 5% de CO2 em ar e alta umidade.
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4 EXPERIMENTO PREVIO

4.1 JUSTIFICATIVA

Um experimento prévio foi realizado com a finalidade de se obter a distribui¢des
quanto o tempo de clivagem dos diferentes grupos de embrides, rdpido (clivados até 24 horas)
ou lento (clivados apds 24 horas), e quanto ao nimero de células as 48 horas. Para determinar

se 0s grupos experimentais possuiam numero suficente em todos os grupos.

4.2 OBJETIVO

Quantificar, pela taxa de clivagem no D-2 de cultivo, os diferentes grupos de embrides

em desenvolvimento rdpido ou lento, no modelo animal utilizado (embrides suinos AP).

4.3 MATERIAL E METODO

Para a realizacdo deste experimento prévio foram maturados in vitro, conforme
descrito no item 3.1, 4560 odcitos em 23 repeticdes. Apdés a AP, os embrides foram
transferidos para o meio PZM3, determinando neste momento o inicio do cultivo in vitro
(DO).

Quatro grupos foram formados de acordo com o tempo de clivagem. Os embrides
foram avaliados no D1 (24 horas apds o inicio do cultivo) e classificados como ripido (R-

clivados) ou lento (L-ndo clivados). No D2 (48 horas apds o inicio do cultivo in vitro),
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embrides a partir de 4 células foram subdivididos em R4 e L4 e embrides de 2 e 3 células em

R2 e L2. Neste momento foi determinado o indice total de clivagem (nimero de embrides

clivados sobre o total de odcitos cultivados) (Figura 3).

4.3.1 Delineamento Experimental

—» Ovarios de matadouro - odcitos

MIV (44 — 46 horas)
» Ativacao Partenogenética - DO (0-horas).

Cultivo — PZM3 (5%CO2 em ar)

Classificacao dos embrides
— D1 e rapidos (R): clivados
e lentos (L): ndo clivados

Classificacdo dos embrides:

R4= clivados as 24 hs/4 células as 48 hs
R2-= clivados as 24 hs/2-3 células as 48 hs
L4= clivados ap6s 24 hs/4 células as 48 hs
L2= clivados apés 24 hs/2-3 células as 48 hs

Figura 3 - Esquema representativo grafico do delineamento experimental do
experimento prévio

4.3.2 Analise Estatistica

Variagdes nos indices de desenvolvimento embriondrio foram analisados usando o

programa JMP (SAS Institute Inc. Cary, NC) determinadas por anélise de varidncia com nivel
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de significancia de 5%; sendo as varidveis dependentes os indices de maturacdo, clivagem e

fragmentacdo e as varidveis dependentes os diferentes grupos R4, R2, .4 e L2.

4.4 RESULTADOS

O indice de maturacao dos odcitos foi de 69,03% (3140/4560). Foram ativados 2890
odcitos e os indices de fragmentacdo, ndo clivados e clivados foram de 14,07%; 15,33% e
70,6%, respectivamente.

Do total de embrides clivados sobre o niimero de odcitos ativados, 53,0% pertenceram
ao grupo R (R4 e R2), e apenas 17,6 representaram o grupo L (L4 e L2). Com relacdo aos
embrides clivados, 70,5% destes apresentaram 4 ou mais células, sendo que destes, mais da

metade composto apenas pelo grupo R4 (Tabela 1).

Tabela 1 — Médias (=EP) dos indices de clivagem de embrides suinos AP no D-2 de cultivo
nos diferentes grupos experimentais - Sao Paulo — 2007

Grupos % Clivagem as 48 hs % Clivagem as 48 hs
(n° de embrides) em relacdo aos clivados
R4 37,4 £3,4(1077) 52,97
R2 15,6 £2,1 (461) 22,09
L4 5,3+ 1,1 (158) 7,51

L2 12,3 £1,8 (356) 17,42
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4.5 CONCLUSAO

Embrides do grupo rdpido representam o maior grupo de embrides suinos AP,

expressos pela alta taxa de clivagem no D-2.
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5 EXPERIMENTO 1: RELACAO ENTRE O TEMPO DE CLIVAGEM E O

POTENCIAL DE DESENVOLVIMENTO ATE BLASTOCISTO

5.1 HIPOTESE

Embrides que clivam até 24 horas ap6s o inicio do CIV apresentam melhor taxa de

desenvolvimento embrionario.

5.2 OBJETIVO

Relacionar tempo de clivagem com o potencial de desenvolvimento de embrides

suinos ativados partenogeneticamente (AP) até o estdgio de blastocisto.

5.3 MATERIAL E METODO

Os embrides foram produzidos conforme descrito nos itens 3.1 e 3.2. Apds 24 horas
do inicio do CIV (D-1) os embrides foram classifiacados em rdpido e lento como descrito no
item 4.3.

Do total de manipulagdes utilizadas no experimento prévio, 6 manipulagdes aleatorias
foram mantidas em cultivo até o D6, sendo que no D-5, 10% de soro fetal bovino (SFB)
foram adicionados ao meio de cultivo. O 1indice de blastocisto (nimero de

blastocistos/nimero de embrides clivados) e o nimero médio de nucleos por blastocistos (111
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embrides oriundos de 5 manipulagdes) foram calculados para os 4 diferentes grupos (Figura

4).

5.3.1 Delineamento Experimental

—» Ovarios de matadouro - oécitos

MIV (44 — 46 horas)

»

> Ativacao Partenogenética - DO (0 horas).

Cultivo — PZM3 (5%CO2 em ar)

Classificacao dos embrides
— D1 e rapidos (R): clivados
e lentos (L): ndo clivados

Classificacdo dos embrides:

R4= clivados as 24 hs/4 células as 48 hs
R2-= clivados as 24 hs/2-3 células as 48 hs
L4= clivados ap6s 24 hs/4 células as 48 hs
L2= clivados apés 24 hs/2-3 células as 48 hs

—» D5 (10% SFB)

—— D6 (indice de Bl e numero de nucleos por Bl)

Figura 4 - Esquema representativo grafico do delineamento do experimento 1

5.3.2 Analise Estatistica

Os dados foram analisados usando o programa JMP (SAS Institute Inc. Cary, NC). As

Alteracdes nas varidveis dependentes do nimero médio de niicleo entre os diferentes grupos

foi determinada pela andlise de varidncia com médias comparadas pelo teste de Tukey-
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Kramer HSD e o indice de blastocisto determinado pelo teste Qui-quadrado. Para a varidvel

independente utilizou-se os grupos R e L . O valor de p<0,05 foi considerado significante.

5.4 RESULTADO

Maiores indices de blastocisto (66,16+2,9 € 59,62+4,8 versus 15,38+5,8 ¢ 16,8+4,3) e
maior nimero de nucleos por blastocistos (40,08+2,2 e 38,89+3,2 versus 19,16+£2,8 e
20,242,1) foram obtidos nos grupos R (R4 e R2) em comparacdo aos grupos L (L4 e L2),

respectivamente (Figura 5).
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Figura 5 - Indice de blastocisto e niimero médio de niicleos por blastocisto no D-6 de cultivo
nos diferentes grupos experimentais. Barras brancas — grupo R4; barras pretas -
grupos R2; barras pontilhadas - grupos L4; barras com linhas horizontais - grupo
L2. Os nimeros acima das colunas representam os numeros de blastocistos
avaliados. Letras diferentes acima das barras representam diferencas significativas
entre os grupos no mesmo dia (p<0,05). Valores de p (ANEXO C)

MNimeno meédio de nicleos
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5.5 CONCLUSAO

Embrides AP que clivam até 24 horas apds o inicio do CIV, apresentam melhor
desenvolvimento embriondrio até blastocisto e maior nimero de nucleos por blastocisto.

Apesar dos grupos experimentais diferirem quanto ao numero de células as 48 horas,
embrides dos grupos R4 e R2 ou L4 e L2, ndo apresentaram diferencas quanto ao
desenvolvimento embriondrio expressos na taxa de blastocisto € no nimero de células por

blastocistos.
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6 EXPERIMENTO 2: IMUNODETECCAO DE CASPASE-3 ATIVA DURANTE

DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIOES SUINOS AP

6.1 HIPOTESE

Embrides de desenvolvimento rdpido e lento apresentam diferencas na marcacio de

Caspase-3 ativa.

6.2 OBJETIVOS

a) Quantificar a presenca de Caspase-3 ativa em embrides suinos AP nos grupos rdpido e

lento durante o desenvolvimento embrionario.

b) Determinar a localizacdo da Caspase-3 ativa em embrides suinos AP ao longo do

desenvolvimento embrionario.

6.3 MATERIAL E METODO

Para este experimento foram realizadas 8 manipulagdes. Os odcitos foram maturados
in vitro ¢ AP como descrito previamente nos itens 3.1 e 3.2. Apenas dois grupos foram
formados de acordo com o tempo de clivagem. O grupo rédpido (R - clivado até 24 horas apds
o inicio do CIV) e o grupo lento (L clivado entre 24 e 48 horas ap6s o inicio do CIV). Ambos

os grupos (R e L) foram destinados a andlise de imunocitoquimica para Caspase-3 ativa
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fixados nos D2, D4 e D6, sendo cada um destes dias considerado um sub-experimento e

realizado em manipulagdes diferentes. A determinagdo do numero total de células

embriondrias foi realizada em embrides fixados nos D5 e D6 (Figura 6).

6.3.1 Imunocitoquimica para Caspase-3 ativa

Para a reacdo de imunocitoquimica, os embrides foram fixados em solug¢do de 4% de
paraformaldeido em PBS por 20 minutos e mantidos em solu¢do de 0,5% de TritonX-100
acrescido de 0,3% BSA em PBS a 4°C, por no maximo 7 dias. A permeabilizacdo das células
embriondrias foi realizada com 0,2% de TritonX-100 em PBS por 60 minutos a temperatura
ambiente e a solucdo de bloqueio para protéinas inespecificas foi composta de 3% BSA +
0,15% Tween-20 em PBS, incubados a 37°C por 60 minutos.

A concentragdo do 1° anticorpo (Ac) monoclonal anti-coelhos para Caspase-3 ativa,
Asp175 - anticorpo monoclonal de coelho (Cell Signaling Technology, Canada), foi de 1:400
incubado a 4°C por 12 horas. Apds este periodo, os embrides foram lavados 3 vezes com
solucdo de bloqueio (20 minutos em cada lavagem) e incubados a 37°C por 60 minutos com o
2° Ac anti-camundongo, Alexa Green 546 (Molecular Probe), na concentragdo de 1:700. Para
todas as reacdes foi realizado controle negativo (auséncia do 1° Ac).

Os embrides foram lavados 4 vezes em solucdo de PBS e transferidos para solucdo de
montagem (10pg/ml de DAPI) em moviol, colocados entre entre lamina e laminula e
analisados por Microscopia de Epi-fluorescéncia (Nikon-E800, Japao), em aumento de 200X.
Foram quantificados simultaneamente o nimero médio de nucleos e as células positivas para

Caspase-3 nos diferentes grupos.
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6.3.2 Quantificacao relativa do sinal de fluorescéncia para Caspase-3 ativa

As imagens para Caspases-3 ativa (+casp-3) obtidas em microscopia de Epi-
fluorescéncia foram arquivadas, analisadas e quantificadas por densitometria, usando o
programa simple PCI®; mantendo o mesmo padrdo de tempo (segundos) e intensidade de
fluorescéncia (3.0 Pixels) para todas as andlises. Para a quantificacdo de +casp-3, as imagens
dos controles negativos (auséncia do Ac 1°) foram padronizadas no valor de 1,0 e os demais

grupos ajustados em relagao a este valor.

6.3.3 Delineamento Experimental

—» Ovarios de matadouro - oécitos

MIV (44 — 46 horas)
> Ativacao Partenogenética - DO (0 horas).
Cultivo — PZM3 (5%C0O2 em ar)
D Classificacao dos embrides
1 e rapidos (R): clivados ate 24horas
e lentos (L): clivados entre 24-
Clv
——» D2 R e .
| +casp-3
Imunocitoquimica. !
— > D4 L. D2/D4a/D6___ . !
——» D5 EGOREECEEEEE PP LR LT R .
i NUmero de nlcleos
: por Bl |
L » D6 o !

Figura 6 - Esquema representativo grafico do delineamento experimental 2
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6.3.4 Analise Estatistica

Os dados foram analisados usando o programa JMP (SAS Institute Inc. Cary, NC).
Alteragdes nas varidveis dependentes dos nimeros médios de niucleos e intensidade de
fluorescéncia entre as varidveis independentes dos diferentes grupos (R e L) e diferentes dias
(D2, D4, D5 e D6) foram determinadas pela andlise de varidncia com médias comparadas

pelo teste de Tukey-Kramer HSD. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

6.4 RESULTADOS

Foi observada diferenca na localizacdo do sinal de Caspase-3 ativa durante o cultivo
in vitro. Entre o D2 e o D6, o sinal apresentou localizagao citoplasmaética, sendo que a partir
do D5 o sinal passou a apresentar também localizacao nuclear (Figuras 7 e 8 e Tabela 2).

Para a localizacdo citoplasméatica no D2 foi observado, que embrides do Grupo R
apresentaram sinal de Caspase-3 ativa maior do que os embrides do grupo L (2,4 versus 1,4).
No D4, a atividade de Caspase-3 citoplasmaética foi equivalente entre os embrides dos grupos
R e L (1,1 versus 1,0). No D6, a atividade citoplasmética de +casp-3 somou-se a atividade
nuclear e ndo apresentou diferenca significativa entre o grupo R, comparado ao grupo L (1,1

versus 1,2 respectivamente) (Figura 7).
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Figura 7 - Quantificacdo relativa de Caspase-3 ativa por densitometria (média + EP) em
embrides de desenvolvimento rdpido (R) e lento (L). Barras brancas - controle
negativo; barras pretas - grupo L; barras pontilhadas - grupo R. Os nimeros acima
das colunas representam os numeros de embrides analisados. Letras diferentes
acima das barras representam diferencas significativas entre os grupos tratados no
mesmo dia (p<0,05). Valores de p (ANEXO C)

Nao foi observada diferenca na propor¢ao de nicleos marcados para Caspase-3 ativa
entre os grupos R e L, tanto no D5 quanto no D6. Porém, no grupo R houve aumento

significativo, entre o D-5 e D-6, na porcentagem de nicleos positivos para Caspase-3 ativa,

passando de 29,2% a 47,83 (Tabela 2).

Tabela 2 — Médias (=EP) de nicleos positivos para Caspase-3 ativa ao longo do cultivo in
vitro - S@o Paulo - 2007.

Grupos % de nucleos que apresentaram marcagao para Caspase3 ativa

(n°® de embrides)

D5 D6
Répido (R) 29,2 + 3,1 (50)* 47,83 £5,6 (45)°
Lento (L) 17,1 £9,3 (8) 33,96 + 8,9 (20)

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa entre os dias de cultivo dentro do mesmo
grupo (p<0,001). Valores de p (ANEXO C)



Figura 8 - Imunodetec¢do de Caspase-3 ativa no D4 (A), D5 (B) e D6 (C). Marcacdo nuclear
com Hoechst 33342 (1), Caspase-3 ativa (2) e sobreposicdo das imagens da 1 e 2
(3) em microscopia de Epifluorescéncia, aumento 200X

6.5 CONCLUSAO

Embrides AP do grupo rdpido (R) apresentaram maior quantidade de Caspase-3 ativa
do que embrides do grupo lento (L) as 48 horas do inicio do CIV.
A Caspase-3 ativa apresentou localizacdo citoplasmética no D-2 e no D4 e

localizagao citoplasmatica e nuclear no D-5 e no D-6 do cultivo in vitro.
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7 EXPERIMENTO 3: EFEITO DO INIBIDOR DE CASPASE-3 (z-DEVD-fmk) NA

MATURACAO E CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES SUINOS AP

7.1 HIPOTESE

A inibicao da Caspase-3 ativa interfere no desenvolvimento de embrides suinos AP.

7.2 OBJETIVO

Determinar o papel da Caspase-3 ativa durante a MIV, inicio ou final do CIV

avaliando as taxas de blastocistos e nimero de nicleos por embrido.

7.3 MATERIAL E METODO

Para este experimento foram realizadas 3 etapas, de acordo com o periodo de
exposicao ao inibidor de Caspase-3: 1) maturacdo, 2) inicio do cultivo in vitro ou 3) final do
cultivo in vitro. Para isto, as estruturas foram transferidas para gotas de MIV ou CIV,
contendo 100 pM z-DEVD-fmk (R&D Systems®) reconstituido em 1% DMSO ou 1%
DMSO sem inibidor para os grupos controles.

Os odcitos foram maturados, ativados e os prezumiveis zigotos cultivados usando as

mesmas condi¢des descritas nos experimentos anteriores (3.1, 3.2 e 4.3).
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7.3.1- 1° Etapa - Efeito da inibicao da Caspase-3 ativa na MIV

Foi avaliado o efeito da inibicdo da Caspase-3 ativa durantes as 46 horas da MIV. Nesta
etapa foram realizadas 5 repeticdes e utilizados 1382 odcitos. Os odcitos foram maturados na
auséncia (583 odcitos para o grupo controle) ou presenca do z-DEVD-fmk (799 odcitos
tratados). Os indices de clivagem foram determinados no D1 (embrides do grupo rapido - R,
clivados as 24 horas) e no D2 (embrides do grupo R, somados aos embrides do grupo L -
clivados entre 24 e 48 horas). Somente os embrides de desenvolvimento rapido (R), clivados
até o D1 foram transferidos para nova gota de meio PZM-3 e mantidos em cultivo por um
adicional de 5 dias para verificar o indice de desenvolvimento até blastocisto (ndimero de
blastocistos/ nimero de embrides clivados no D1) e o nimero médio de nicleos por

blastocistos (Figura 9).

7.3.1.1 Delineamento Experimental

Tratamento com inibidor de Caspase-3 na MIV

Tratamentos MIV (44-46 hs) CIV (D-0 a D-6)
Controle (DMSO) - -
Inibidor (z-DEVD-fmk) + -

Figura 9 - Esquema representativo gréafico do delineamento experimental 3, 1° etapa
(+) presenca do z-DEVD-fmk, (-) auséncia do z-DEVD-fmk

7.3.1.2 Analise Estatistica

Foram realizadas 5 manipulacdes para a primeira fase do experimento 3. Os dados

foram analisados usando o programa JMP (SAS Institute Inc. Cary, NC). Variacdes nos
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indices de maturagdo, clivagem, blastocisto e nimero médio de nicleos entre os diferentes

grupos foram determinadas pela andlise de varidncia com médias comparadas pelo teste de

Tukey-Kramer HSD. O valor de p<0,05 foi considerado significante.

7.3.2 - 2° Etapa: Efeito da inibicio da Caspase-3 ativa no Inicio do CIV

Foi avaliado o efeito da inibi¢do da Caspase-3 ativa no inicio do CIV. Para esta etapa
foram realizadas 7 manipulagdes nas quais 1296 odcitos em MII foram ativados.

Apés a AP (item 4.3), os odcitos foram divididos em 4 grupos, de acordo com a
duracdo do tratamento e dia de acréscimo do z-DEVD-fmk. Grupo controle (sem acréscimo
do z-DEVD-fmk), grupo 0-24h (acréscimo do z-DEVD-fmk no DO, por 24 horas), grupo 0-48
horas (acréscimo de z-FMK-fmk no DO por 48 horas) e grupo 24-48 horas (acréscimo de z-
DEVD-fmk no D1 por 24 horas). Todos os grupos (controle e experimental) foram formados
apenas por embrides clivados no D1 (grupo R). A troca de meios com acréscimo de uma nova
solu¢do contendo z-DEVD-fmk foi realizada a cada 24 horas. Os indices de clivagem,
blastocisto e o nimero médio de nicleos por blastocisto foram determinados como descrito na

etapa anterior (Figura 10).
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7.3.2.1 Delineamento Experimental

Tratamento com inibidor de Caspase-3 ativa no inicio do CIV

Tratamentos (D0) 0 —24 hs (D1) 24 — 48 hs D-2ao0D-6.
DO (24 hs) + - -
DO (48 hs) + + _
D1 (24 hs) - + _
Controle - - -

Figura 10 - Esquema representativo grafico da 2° etapa do delineamento experimental 3.
(+) presenca do z-DEVD-fmk, (-) auséncia do z-DEVD-fmk.

7.3.2.2 Analise Estatistica

Foram realizados 6 manipula¢gdes para a segunda etapa do experimento 3. Os dados
foram analisados usando o programa JMP (SAS Institute Inc. Cary, NC). Alteracdes das
varidveis dependentes dos indices de clivagem e nimero médio de nicleos entre varidveis
independentes dos diferentes grupos foram determinadas pela andlise de varidncia com
médias comparadas pelo teste de Tukey-Kramer HSD. O indice de blastocisto foi

determinado pelo teste Qui-quadrado. O valor de p<0,05 foi considerado significante.

7.3.3 - 3° Etapa - Efeito da inibicao da Caspase-3 ativa no final do CIV

Foram realizadas 6 manipulacdes nas quais 1099 embrides AP clivados foram
mantidos em cultivo.
O inibidor de Caspase-3 foi acrescido do D4 ao D6 do CIV, em diferentes intervalos

formando 6 grupos: 88 embrides para o grupo controle do D5 (sem acréscimo de z-DEVD-
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fmk e fixacdo no D5), 225 embrides para o grupo controle do D6 (sem acréscimo do z-

DEVD-fmk e fixa¢ao no D6), 173 embrides para o grupo D4-5 (acréscimo do z-DEVD-fmk
no D4 por 24 horas com fixa¢do no D5), 149 embrides para o grupo D4-5b (similar ao
anterior, entretanto foi fixado no D6), 251 embrides para o grupo D4-6 (acréscimo do z-
DEVD-fmk no D4 por 48 horas com fixacdo no D6) e 213 embrides para o grupo D5-6
(acréscimo do z-DEVD-fmk no D5 por 24 horas com fixa¢do no D6). O indice de clivagem
foi determinado no D2 e o de blastocisto e o nimero de células no D6, calculado em relagao
aos embrides clivados no D2 (Figura 11).

Ap6s o final do CIV, os embrides dos grupos controle e tratados com inibidor de
Caspase na 3* etapa foram fixados e destinados a rea¢do de imunocitoquimia para detec¢ao de

Caspase-3 ativa como descrito anteriormente.
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7.3.3.1 Delineamento Experimental

Tratamento com inibidor de Caspase-3 ativa no final do CIV

Tratamentos (D-3)72-96hs | (D-4)96 - 120 hs | (D-5) 120 - 144 hs | (D-6) 144 hs
Controle D-6 - - - fixado
Controle D-5 - - Fixado %)

D5-D6 - - + fixado
D4-D5

(fixado D5) - + Fixado (%)
D4-D5b

(fixado D6) - + + fixado

D-4 aD-6 - + + fixado

Figura 11: Esquema representativo grafico do delineamento experimental 3, 3° etapa
(+) presenca do z-DEVD-fmk, (-) auséncia do z-DEVD-fmk.

7.3.3.2 Analise Estatistica

Foram realizados 6 manipulagdes para a terciera etapa do experimento 3. Os dados

foram analisados usando o programa JMP (SAS Institute Inc. Cary, NC). Variacdes nos

indices de maturagdo, clivagem, blastocisto, nimero médio de nucleos e intensidade de

fluorescéncia, entre os diferentes grupos foram determinadas pela andlise de variancia com
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médias comparadas pelo teste de Tukey-Kramer HSD. O valor de p<0,05 foi considerado

significante.

7.4 RESULTADOS

7.4.1- 1* Etapa - Efeito da inibicao da Caspase-3 na MIV

Os odcitos maturados na auséncia (controle) ou presenga do z-DEVD-fmk (tratado)
ndo apresentaram diferencas nos indices de maturacdo, clivagem, desenvolvimento

embriondrio até blastocisto e nimero de nucleos por blastocistos entre os grupos. (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias (+=EP) dos indices de maturacdo, clivagem e desenvolvimento embriondrio
apds a maturacao de odcitos suinos na presenga ou auséncia de inibidor de capases
(z-DEVD-fmk) - Sao Paulo - 2007

Tratamentos MII % Clivagem % Desenvolvimento
(n° de odcitos) (n)
D1 D2 Blastocisto% N° nucleos
(n) (n)

59,79 £4,5 69,02 + 6,7 73,17 £5,0 67,19+ 1,8 46,80 + 2,8
Controle (348) (113) (120) (76) (55)
57,6029 61,69+ 3,7 66,97 + 4,6 55,98 +7,1 43,49 + 3,1

z-DEVD-fmk (452) (108) 117) (61) (43)

n=numero de embrides. Valores de p (ANEXO C)
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7.4.2- 2" Etapa: Efeito da inibicao da Caspase-3 ativa no inicio do CIV

Os indices de clivagem ap6s o inicio do cultivo ndo diferiram entre os grupos (60,77%
+ 9,1 versus 56,86% =+ 6,1 as 24 horas e 68,67 + 8,1versus 65,96 + 5,6 as 48 horas) para o
grupo tratado com inibidor e grupo controle, respectivamente).

Os grupos tratados com o inibidor z-DEVD-fimk por 0-24 horas ou por 0-48 horas
apresentaram aumento dos indices de blastocistos quando comparados ao grupo tratado por
24-48 horas e ao controle (55,86+4,7 e 55,14+4,8 versus 40,87+4,6 e 37,5+4.7,
respectivamente). Nao houve diferenca significativa do nimero de células por blastocistos

entre os diferentes grupos (Figura 12).
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Figura 12 - Indices de blastocisto e nimero médio de nicleos por blastocistos no D6 em
embrides suinos AP, tratados com o inibidor z-DEVD-fmk no inicio do cultivo in
vitro. Barras brancas — grupo controle; barras pretas - grupo 0-24 horas; barras
pontilhadas - grupo 0-48 horas; barras com linhas horizontais - grupo 24-48
horas. Os nimeros acima das colunas representam os nimeros de blastocistos.
Letras diferentes acima das barras representam diferencas significativas entre os
grupos tratados (p<0.05). Valores de p (ANEXO C)
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7.4.3 - 3" Etapa: Efeito da inibicao da Caspase-3 ativa no final do CIV

Nao houve diferenca nos indices de blastocisto e nimeros médio de nicleos por

blastocistos entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 4: — Nimero médio de niicleos e indice de blastocistos Médias (=EP) de embrides
suinos AP tratados com o inibidor z-DEVD-fmk no final do cultivo in vitro - Sdo

Paulo - 2007
Grupos % Blastocitos Nimero médio de nicleos/
(n® de blastocistos) blastocisto
(n° de embrides)
D5 D6 D5 D6
Controle 33,0+3,1 61,6+£27 332+129 44,0+£139
(29) (140) (26) (56)
D4 ao D5 44,0 £8,3 60,074 31,1 +125 40,8 £13,5
(77) (93) (34) (49)
D5 ao D6 - 63,2+5,0 - 44,4 + 19,6
(128) (48)
D4 ao D6 - 59.3+6,7 - 48,5+ 16,2
(152) (54)
Valores de p (ANEXO C)

Com a finalidade de testar a eficiéncia do inibidor de apoptose, no final do CIV os

embrides dos diferentes grupos foram fixados e destinados a andlise de Caspase-3 ativa por

imunocitoquimica. Todos os grupos tratados com inibidor e fixados no D5 (1,2) ou no D6 (

D4 ao D5, D5 ao D6, D4 ao D6) apresentaram menor quantidade de Caspase-3 ativa (1,4; 1,5;
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1,6, respectivamente) do que os grupos sem inibidor fixados no D5 (2,0) e no D6 (2,2). O

grupo tratado do D4 ao D5 e fixado no D5 e o grupo tratado por maior intervalo de tempo (D4
ao D6), apresentaram padrdes de Caspase-3 ativa similares ao controle negativo. Novamente
foi observado o aumento da quantidade de Caspase-3 ativa durante o desenvolvimento

embriondrio do D5 ao D6 nos grupo controle fixados no D5 e no D6 (Figura 13).
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Figura 13 - Quantificacdo relativa de Caspase-3 ativa em embrides suinos AP tratados e nao
tratados com z-DEVD-fmk. Barras brancas - controle negativo; barras pretas -
grupos nao tratados; barras pontilhadas - grupos tratados com inibidor do D4 ao
DS5; barras com linhas horizontais - grupo tratado com inibidor do D5 ao D6 e
barras com linhas obliquas - grupo tratado com inibidor do D4 ao D6. Os nimeros
acima das colunas representam os numeros de embrides analisados. Letras
diferentes acima das barras representam diferencas significativas entre os grupos
tratados no mesmo dia (p<0,05). Valores de p (ANEXO C)

7.5 CONCLUSAO FINAL DO EXPERIMENTO 3

O uso de inibidores na maturacdo ou final do CIV ndo interfere no desenvolvimento
de embrides suinos AP, no entanto, seu uso nas primeiras 48 horas do CIV aumentou o indice

de blastocistos.

indice de blastocisto
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8 EXPERIMENTO 4: IMUNODETECCAO DE PROTEINAS DE LESAO E REPARO

DO DNA NO DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIOES SUINOS AP

8.1 HIPOTESE

Embrides de suinos AP de desenvolvimento rdpido e lento apresentam diferencas na
sinalizagdo para o reparo do DNA que refletem na marcagao de proteinas de lesdo e reparo do

DNA.

8.2 OBJETIVO

Investigar a presenca de proteinas de lesdo e reparo do DNA (53BP1, RAD52, NSB1 e

YH2AX) em embrides suinos AP de desenvolvimento rapido e lento.

8.3 MATERIAL E METODO

Os odcitos foram maturados e AP conforme descrito anteriormente (item 3.1 e 3.2). Os
embrides clivados foram divididos em grupos de desenvolvimento rapido (R) e lento (L),
fixados do D2, D4 e D6 e submetidos a avaliagdo de imunocitoquimica, do mesmo modo

descrito para os embrides utilizados na avaliacdo de Caspase-3 ativa (item 6.3.1) (Figura 14).
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8.3.1 Imunocitoquimica para YH2AX, 53BP1, NSB1 e RADS52

Foram realizados testes de imunocitoquimica para as proteinas YH2AX (Upstate®),
53BP1, NSB1 e Rad52 (Cell Signaling). Foram realizados ensaios isolados para 53BP1 e
YH2AX e ensaios simultaneos relacionando NSB1 com YH2AX (3 manipulagdes) e RADS52
com YH2AX (3 manipulagdes). Os ensaios simultaneos foram realizados com o objetivo de
otimizar o nimero de amostras disponiveis e de caracterizar o tipo de marcacdo de YH2AX
relacionada ao mecanismo de reparo do DNA.

A concentracdo dos 1° anticorpos (Acs) para S3BP1, RADS52, NSB1 e YH2AX foram
de 1:50, 1:100, 1:200 e 1:500, respectivamente (incubados por 12 horas a 5°C). Apds a
incubacdo com os 1°Ac, os embrides foram lavados de 3 a 5 vezes com solugdo de bloqueio e
incubados a 37°C por 60 minutos com o 2° Ac; Alex Green® para 53BP1, RAD52, NSBI na
concentracdo de 1:400 e Cianina conjugado (Cy3) para YH2AX na concentracdo de 1:200.
Ap6s este periodo de incubagdo, os embrides foram lavados de 4 a 5 vezes com solugdo de
PBS e transferidos para solucao de montagem em glicerol (10pg/ml de Hoechst 33342) entre
lamina e laminula e analisados em Microscépio de Epi-fluorescéncia.

As andlises de YH2AX foram realizadas em embrides do grupo répido e lento pela
quantificacdo de nicleos com presenca de pontos isolados (>10 e <10) (Figura 15). As demais
proteinas de reparo do DNA (53BP1, RADS52 e NSB1) foram analisadas quanto a localiza¢do
e o dia de migracao do sinal citoplasmatico para o nicleo.

Para a 53BP1 foi realizado controle positivo em fibroblasto fetal de suinos, radiados
com luz UV por 5 minutos. Estas células foram processadas para reacdo de

imunocistoquimica do mesmo modo descrito no itém anterior.
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8.3.2 Delineamento Experimental

—» Ovarios de matadouro - oécitos

MIV (44 -
> Ativacao Partenogenética - DO (0-
Cultivo — PZM3 (5%CO2 em ar)
> Di Classificacao dos embrides
e rapidos (R): clivados ate 24horas
CIV e lentos (L): clivados entre 24-
— D2 e X
o iicasps3,yH2AX,PB53, |
D4  NSB1, RAD52
—» D6 e gl

Figura 14 - Esquema representativo grafico do delineamento experimental 4
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Figura 15 - Imunodetec¢do de YH2AX em embrides suinos AP. Diferentes marcacdes no
nucleo: pontos isolados >10 (1), pontos isolados <10 (2), marcacdo difusa
caracteristico de mitose (3). Microscopia de Epifluorescéncia, aumento 200X

8.3.3 Analise Estatistica

Foram realizados no minimo 3 repeticdes de cada experimento. Os dados foram
analisados usando o programa JMP (SAS Institute Inc. Cary, NC). Variagdes nos indices de
maturagdo, clivagem, blastocisto, nimero médio de nucleos e intensidade de fluorescéncia,
entre os diferentes grupos foram determinadas pelo teste Qui-quadrado e pela andlise de
variancia com médias comparadas pelo teste de Tukey-Kramer HSD. O valor de p<0,05 foi

considerado significante.
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8.4 RESULTADOS: IMUNODETECCAO DE PROTEINAS DE LESAO E REPARO DO

DNA NO DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIOES SUINOS AP

8.4.1 - Imunodeteccao de YH2AX durante o desenvolvimento in vitro de embrides suinos

AP

Foi observada diminuicdo na marcagdo da YH2AX durante o progresso do
desenvolvimento embriondrio (D-4 ao D-6), com diferenca significativa do D-5 para o D-6,
tanto no grupo rdpido como no grupo lento. Além disso, no D-5 do CIV, o grupo lento

apresentou maior nimero de células marcadas para YH2AX do que o grupo rapido.

Tabela 5 — Média (= EP) de nucleos marcados para YH2AX em embrides suinos AP de
desenvolvimento répido e lento, nos D-4, D-5 e D-6 do cultivo in vitro - Sdo Paulo

- 2007
YH2AX
Dias
Grupos D-4 D-5 D-6
Lento 2L 9217+3,9a 22 g516+4,1" 3 27,47+5,5b
Rdpido 27 81,0+4,72 26 70434434 B 29,56+2,9b

a,b Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas entre os dias de cultivo dentro do mesmo grupo (p<0,001)
A,B Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas entre grupos dentro do mesmo dia.
n= nimero de embrides. Valores de p (ANEXO C)

Com relagao a YH2AX foi observado um aumento significativo nos nicleos com mais

que 10 pontos isolados (>10) no grupo lento comparado ao grupo rdpido no D-5 do cultivo in
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vitro. Para o nimero de pontos isolados menores que 10 (<10), ndo houve diferenca entre os

grupos durante o D-4 ao D-6 de CIV.
Dentro do mesmo grupo foi observado que o grupo rapido apresentou diminui¢cao
significativa de nicleos com mais de 10 pontos do D-4 para o D-5 e para nicleos com menos

de 10 pontos, a diminui¢do foi 24 horas apds (a partir do D-6) (Tabela 6).

Tabela 6 — Porcentagem da média (+ EP) do nimero de pontos de YH2AX pelo niimero total
de células nos D-4, D-5 e D-6 de CIV — Sao — Paulo - 2007

dia D4 D-5 D6
grup > 10 <10 > 10 <10 > 10 <10
L
42,42 +8.3 1496 54 439+6,4° 10,67 £2,9 14,55 +3,3 10,12 £2,7
R
444 + 644 17,76 + 4,14 22,46 +4,9 % 158 +3,84 16,14 +1,8% 7,68 1,08

a,b Letras diferentes na mesma coluna representa diferenca significativa entre os grupos dentro do mesmo dia de cultivo (p<0,05)
A,B letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas entre dias dentro do mesmo dia (p<0,05).
Valores de p (ANEXO C)

8.4.2 - Presenca de fatores de reparo do DNA durante o desenvolvimento in vifro de

embrioes suinos AP.

8.4.2.1 Imunodeteccdo de S3BP1 durante o desenvolvimento in vitro de embrides suinos AP

Nao foi observada marcacdo da S3BP1 em células embriondrias do D1 ao D7, mesmo
ap6s a indugdo de lesdes por radiacio UV (Tabela 7 e Figura 16). Os fibroblastos suinos

usados como controle positivo da técnica apresentaram marcacgao positiva (Figura 17).



Figura 16 - Imunodetec¢ao de 53BP1 em embrides suinos AP no grupo R no D-2. Marcagdo
do DNA com Hoechst33342 e auséncia de marcagdo da 5S3BP1. Microscopia de
Epifluorescéncia, aumento 200X

3- 53BP1 4- DNA +dH2AX +53BP1

Figura 17 - Imunodeteccdo de proteinas de reparo do DNA em fibroblasto fetal de suino
radiados com UV. Marcagdo do DNA com Hoechst33342 (1), pontos isolados >10
(YH2AX) (2), marcagdo para 53BP1 (3) e sobreposicdo das imagensda 1 e 2 e 3
(4). Microscopia Confocal, aumento 400X

8.4.2.2 Imunodetec¢do de NSB1 e RADS2 durante o desenvolvimento in vitro de embrides

suinos AP

A NSBI apresentou aumento de 39,61% de nicleos marcados do D-4 para o D-5, com
desaparecimento do sinal citoplasmético a partir do D-5 do CIV (Tabela 7).
A RADS2 foi detectada no nicleo a partir do D-5 do desenvolvimento embrionério,

com aumento da porcentagem de nicleos marcados no D-6. O sinal citoplasmatico diminuiu

do D-4 ao D-6 (Tabela 7).
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Tabela 7 — Porcentagem da média (£ EP) das diferentes proteinas de reparo de DNA no

nucleo e indice de marcacao citoplasmédtica em embrides suinos AP nos D-4, D-5 e
D-6 do cultivo in vitro - Sdo Paulo - 2007

D-4 D-5 D-6

Dia % sinal Sinal % sinal Sinal % sinal Sinal

PTN nuclear citoplasmédtico  nuclear citoplasmatico nuclear citoplamético
DNA
53BPI Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
30,47+ 100* 0° 0°
NSB1 6,0° (29/29) 70,08+ (0/31) 64,16+ 4,9 (0/35)
4,6
100* 96,67 * 37,5°
RAD5? 0* (19/19) 1,19+1,0° (29/30) 47,48+10,3° (6/16)

a,b Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas entre os dias de cultivo dentro do mesmo grupo (p<0,001).
Valores de p (ANEXO C)

8.4.2.2.1 Imunodetecgcdo de NSBI durante o desenvolvimento in vitro de embriées suinos AP

A presenca do sinal citoplasmatico para NSB1 foi detectada no D-4, enquanto que o
sinal nuclear esteve presente do D-4 ao D-7.

Foi observado um aumento da marcacdo de NSB1 durante a progressdao do CIV, com
diferenca significativa entre os dias a partir do D-4 para D-5.

Durante o D-5 para o D-6 ambos os grupos apresentaram diminuicdo de ntcleos

marcados para NSB1, porém nao significativa (Tabela 8 e Figura 18).
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Tabela 8 — Porcentagem da média (= EP) da NSBI no ntcleo e o indice de marcagdo
citoplasmatica em embrides suinos AP de desenvolvimento répido e lento nos D-4,
D-5 e D-6 do cultivo in vitro - Sdo Paulo - 2007

Dia D-4 D-5 D-6
% sinal Sinal % sinal sinal % sinal Sinal
Grup nuclear citoplasmatico nuclear  citoplasmadtico nuclear  citoplasmético
R 36,59+ 100 (16/16)° 75,7£4,5 0 (0/17)" 66,29 0 (0127)"
76° ! +5.2°
L 22,93+ 100 (13/13)° 63,2+8,3 0 (0/14)" 57,23 0(0/8)"
9,6° ! +6,7°

a,b Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas entre os dias de cultivo dentro do mesmo grupo (p<0,01).
Valores de p (ANEXO C)

Figura 18 - Imunodetec¢do de NSB1 em embrides suinos AP do grupo R no D-5. Marcagao
do DNA com Hoechst333s2 e marcacdo nuclear da NSB1. Microscopia de
Epifluorescéncia, aumento 200X

8.4.2.2.2 Imunodetec¢do da RADS2 durante o desenvolvimento in vitro de embrides suinos

AP

No D-4 e D-5, a RADS2 foi detectada no citoplasma para ambos os grupos. O grupo
lento apresentou uma antecipa¢do da marcacdo da RADS52 no ntcleo no D-5, enquanto que o

sinal nuclear para o grupo rapido foi a partir do D-6 (Tabela 9 e Figura 19).
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Tabela 9 — Porcentagem da média (+ EP) da RADS52 no nicleo e o indice de marcagdo
citoplasmatica em embrides suinos AP de clivagem lenta e rdpida nos D-4, D-5 e
D-6 do cultivo in vitro - Sdo Paulo — 2007

Dia D-4 D-5 D-6
% Sinal % sinal Sinal % sinal Sinal
- sinal  citoplasmdtico nuclear  citoplasmético nuclear citoplasmatico
nuclear
a a a a b
R 0 100 0 93,31 47.48+10,3 37,5
(11/11) (12/13) b (6/16)
L 0 100 2,722 100 - -
(8/8) (17/17)

a,b,c Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas entre os dias de cultivo dentro do mesmo grupo (p<0,001).
Valores de p (ANEXO C)

Figura 19 - Imunodetec¢do de RADS52 em embrides suinos AP no D-6. Marcagdao do DNA
com Hoechst33s42 e marcagdo nuclear da RADS2. Microscopia de
Epifluorescéncia, aumento 200X

8.5 CONCLUSAO

Embrides suinos AP ndo apresentam atividade de S53BP1 no inicio do

desenvolvimento.
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Embrides de diferentes potenciais de desenvolvimento apresentam diferencas quanto a

marcacdo de SH2AX no D5, sendo maior no grupo lento. H4 uma diminuicao da marcagdo ao
longo do desenvolvimento embriondrio incial.
As proteinas NSB1 e RADS52 apresentaram localizacdo nuclear no D4 e D5,

respectivamente, ndo apresentando diferencas entre os grupos.
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9 DISCUSSAO

Embrides produzidos in vivo e in vitro apresentam diferencas no potencial de
desenvolvimento. A baixa viabilidade embriondria na PIV, particularmente em suinos, esta
relacionada aos altos indices de polispermia, a qualidade dos odcitos, ao método de produgdo
utilizada (AP, FIV ou TN), bem como producido de meios de sistemas artificiais de CIV
inadequados. Estas dificuldades refletidas no potencial de desenvolvimento embriondrio in
vitro e na taxa de gestacdo podem ser melhor compreendidas pela caracterizacio e
quantificagdo da morte celular.

No presente estudo, o uso de odcitos maturados in vitro e a producdo de embrides pela
AP proporcionaram indices de desenvolvimento embriondrio satisfatorios, expressos pelos
altos indices de maturacdo, clivagem as 24 e 48 horas de blastocistos. Estes dados
corroboram com a literatura na afirmativa de que a PIV de embrides pela AP é um 6timo
modelo para estudar os mecanismos bioldgicos durante a fase de pré-implantacio em
embrides suinos (OZIL, 1990; JEONG et al., 2005).

Sabe-se que o tempo de clivagem apds o inicio do CIV estd altamente relacionado
com o potencial de desenvolvimento embrionério, sendo um bom indicador de qualidade
embriondria (DOCE et al., 2005; JEONG et al., 2005). Os resultados da primeira fase do
experimento concordam com esta afirmagdo, mostrando que embrides do grupo R (clivados
até 24 horas apds o inicio do CIV) foram os que apresentaram melhores indices de
desenvolvimento embriondrio, expressos pelos altos indices de blastocistos e pelo maior
nimero de células por embrides quando comparado ao grupo lento (clivados entre 24 e 48
horas ap6s inicio do CIV).

Quanto a classificacdo embriondria em relagdo ao tempo de clivagem, a nomenclatura

utilizada no presente trabalho foi semelhante a adotada por Dode et al. (2005). Estes autores



89
adotaram o termo rdpido, para embrides bovinos clivados 24-32 horas apds a inseminacao

(hpi) e lentos para os clivados 36-44 hpi. Baseado nestes dados foi possivel concluir que
embrides classificados como R apresentaram melhor potencial de desenvolvimento
embriondrio.

Quanto ao nimero de células observadas em estdgios iniciais do desenvolvimento, do
D-2 ao D-5 (dados ndo apresentados), o grupo R4 foi o que apresentou maior quantidade de
células, porém no D-6 a média foi igualada ao Grupo R2, permanecendo diferengas apenas
entre os grupos R e L. Pode-se concluir que a diferenciacdo do nimero de células quanto ao
tempo de clivagem requer estdgios iniciais de desenvolvimento. Apesar do nimero de
nucleos/blastocistos ser um indicador na selecdo entre embrides, os grupos R4 e R2 ou L4 e
L2 ndo apresentaram diferencas quanto ao indice de desenvolvimento no D-6 do CIV.

Quanto a presenga da Caspase-3 durante o desenvolvimento embriondrio foi detectado
sinal de Caspase-3 ativa em estdgios iniciais do desenvolvimento a partir do D-1 (dados ndo
apresentados). Provavelmente, a presenga desta proteina ativa antes da ativacdo do genoma
embriondrio seja de origem odcitdria.

A quantificagdo relativa da Caspase-3 ativa durante o desenvolvimento embriondrio,
mostrou que no D-2, embrides de melhor potencial de desenvolvimento (R) apresentaram
maior quantidade de Caspase-3 do que o grupo L. No D-4, a proporcao foi equivalente entre
estes dois grupos e no final do CIV (D-6) também nao houve diferenca entre os grupos R e L.
Ao contrario do que era esperado, embrides de melhor qualidade (R) apresentaram aumento
da quantidade de Caspases 3 ativa no inicio do desenvolvimento quando comparados aos
embrides de menor potencial de desenvolvimento (L). Porém, pode-se sugerir, que por algum
mecanismo ainda ndo compreendido, a Caspase-3 ativa em embrides suinos AP possa ser
degradada entre D2 e o D4, ndo havendo o efeito biolégico final. Esta hipdtese pode ser

justificada por nao ser possivel detectar células positivas para o teste TUNEL antes do D-5 de
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CIV em embrides suinos (POMAR et al., 2005) e pelo fato da Caspase-3 ativa, neste

trabalho, ter sido detectada no nicleo somente no D5 e no D6 do cultivo. Segundo Hanoux et
al. (2007), a Caspase-3 apds ativagdo possui meia vida de 24 horas, ou seja, se no inicio do
cultivo a Caspase-3 nao fosse degradada, hipotese formulada, esta agiria no nicleo havendo
fragmentacdo de DNA, o que seria detectado pelo teste TUNEL e pela imunocitoquimica.
Uma possivel diminui¢ao da quantidade de Caspase-3 no D-4 comparado ao D-2, também
podera justificar a degradacdo desta proteina.

A maior quantidade de Caspase-3 ativa em embrides do grupo R, no periodo anterior
a ativagao do genoma, pode ser devido a uma melhor qualidade dos odcitos dos quais foram
originados os embrides, mostrando a importancia do acimulo de proteinas e RNAm de
origem materna no embrido. Assim, como sugerido por Mourot et al. (2006), um maior
estoque de proteinas maternas indica uma maior competéncia oocitdria no desenvolvimento
embriondrio.

Se ha maior quantidade de Caspase-3 ativa ou mesmo Pré-Caspase-3 em odcitos de
melhor qualidade; ou ainda uma maior amplificacdo da resposta da ativagdao da Caspase-3 em
embrides de melhor desenvolvimento, € como e por qué esta caspase € ativada no estdgio
inicial do desenvolvimento sem a ativagdo de proteinas responsdveis pela fragmentacdo do
DNA, sdo perguntas que ainda precisam ser esclarecidas.

E importante salientar que, provavelmente, no D-2 e no D-4 do CIV a quantidade
relativa de Caspase-3 seja menor do que no D-6, visto que neste periodo, a localizacdo desta
proteina é apenas citoplasmdtica no periodo inicial. Nos D-5 e D-6 do CIV, ndo houve
diferenca na quantidade de ntcleos positivos para Caspase-3 entre os grupos R e L. Deste
modo, um possivel aumento da quantidade de Caspase-3 ativa no D6, de ambos os grupos,
pode significar uma maior produgdo de Caspase-3 ativa, que ainda ndo se ligou ao substrato

no nucleo.
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Houve um aumento significativo no nimero de ntcleos positivos para Caspase-3 do

D5 para o D6, mostrando uma progressdao no mecanismo de apoptose durante o final do
desenvolvimento embriondrio. Hao et al. (2003) também relataram que a incidéncia de
apoptose aumentou com a progressdo do CIV do D5 ao D8, detectada pelo teste Tunel.

A identificacdo de Caspase-3 ativa no citoplasma e posteriormente no nicleo no D-5 e
no D6 do CIV € um achado novo que corrobora com os de Hao et al. (2003) na deteccdo da
reacdo TUNEL positiva em embrides suinos a partir deste mesmo dia. A localizagdo da
Caspase-3 no nucleo também confirma os achados de Mao et al. (1998) e Martim et al.
(1998) quanto a deteccdo de Caspases em diferentes compartimentos celulares, sugerindo que
estas proteinas nao tem localizagdo exclusivamente citoplasmatica. Polémicas quanto a
localizagao do complexo DFF com a migragao deste para o nicleo, também contribuem para
a localizacdo da Caspase-3 no nucleo; visto que a forma inativa (ICAD) precisa ser clivada
pela Caspase-3, para que a forma ativa (CAD) promova condensagao e fragmentacao nuclear.

A localizacdo nuclear da Caspase-3 somado a diminui¢do da YH2AX, no grupo R, a
partir do D-5 do CIV, complementa a hipdtese formulada por Chang e Yang (2000), na qual
mecanismos de reparo de DNA sdo inativados quando a apoptose € acionada. Outros
exemplos adicionais tais como a ativacdo da HDAC4 e a clivagem da proteina PARP pela
Caspase-3 ativa também auxiliam esta justificativa (CHANG; YANG 2000). Deste modo
histonas deacetilases compactam a estrutura da cromatina finalizando ou impedindo a
associacdo da cromatina com as proteinas do “check-point” (DOWNS et al., 2007). A
clivagem da proteina PARP, proteina nuclear responsdvel pelos mecanismos de reparo do
DNA, também leva a inibi¢ao do reparo do DNA.

Pouco se sabe sobre a atividade da Caspase-3 durante o desenvolvimento embriondrio.
A literatura cita dois papéis da apoptose na fase de pré-implantacdo, todavia antagonicos.

Paula-Lopes e Hansen (2002) destacaram um papel benéfico relacionado principalmente as
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situagdes de estresse nas quais a apoptose auxilia no desenvolvimento embriondrio,

contribuindo com a resposta adaptativa do embrido as situacdes adversas. Seguindo esta
explicacdo, estes autores demonstraram que embrides bovinos cultivados in vitro com o
inibidor z-DEVD-fmk e expostos as condi¢des de estresse térmico apresentavam menor
indice de blastocisto quando comparados aos embrides que s6 foram expostos ao estresse
térmico.

O outro papel, descrito por POMAR et al. (2005), refere-se a apoptose como um
indicador de redugdo de indice de desenvolvimento embriondrio. Ao compararem embrides
oriundos de FIV e TN com embrides produzidos in vivo, verificaram aumento da incidéncia
de apoptose detectado pelo teste Tunel e conseqiientemente diminui¢do dos indices de
blastocistos.

O inibidor de Caspase do grupo II foi eficiente na inibi¢do de Caspase-3 ativa, visto
que embrides tratados com z-DEVD-fmk no final do desenvolvimento, apresentaram
diminui¢cdo na quantidade relativa de Caspase-3 ativa, sendo esta similar as amostras
negativas no teste de imunocitoquimica.

Durante as 48 horas iniciais do CIV (D0 ao D2), os embrides tratados com inibidor de
Caspases apresentaram aumento dos indices de blastocisto. Estes resultados sugerem que o
uso do inibidor z-DEVD-fmk, nesta fase de desenvolvimento, pode interferir positivamente
no desenvolvimento embriondrio. Roth ¢ Hansen (2004) trabalhando com oécitos bovinos
maturados in vitro, mostraram que os efeitos do estresse térmico podem ser minimizados pelo
uso de inibidores de apoptose. Fazendo uma analogia deste estresse com a fase inicial do CIV
(estresse fisioldgico pela ativagdo do genoma embriondrio), os efeitos deletérios durante a
passagem por este periodo critico também podem ser mascarados pelo uso de inibidores de
Caspases. Devido ao aumento na taxa de blastocisto e ndo necessariamente do nimero de

células, pode-se sugerir que a inibi¢do do mecanismo de apoptose proporcionou uma maior
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reserva de energia que poderd ser melhor aproveitada no reparo do DNA. Sabe-se que os

mecanismos de apoptose e reparo do DNA s@o processos ativos com gasto de energia, que
nio ocorrem simultaneamente (CHANG; YANG, 2000).

Estudos complementares sdo necessarios para pesquisar a eficidcia do mecanismo de
reparo do DNA em estdgios iniciais do desenvolvimento. Uma abordagem interessante seria a
utilizagdo de inibidores de apoptose em estdgios mais criticos do desenvolvimento in vitro
melhorando os indices de blastocistos, implementando os sistemas artificiais de CIV, com a
proposta de auxiliar o reparo do DNA.

E importante salientar que o uso de inibidor de Caspase do grupo II, utilizado tanto na
maturagdo como no final do CIV, ndo afetaram o desenvolvimento embriondrio. Entretanto,
no grupo de odcitos ndo tratados (controle) houve uma tendéncia (P=0,07) de maiores indices
de blastocistos. Porém, € importante salientar que na MIV s6 foram utilizados embrides de
alto potencial de desenvolvimento, embrides clivados apds 24 horas do inicio do CIV, ou
seja, o grupo ripido (R). A tendéncia a diminui¢do do desenvolvimento embriondrio
apresentado no resultado desta etapa, mostra uma pequena participagdo do mecanismo de
apoptose e possivelmente a participacdo de outros mecanismos regulatrios deste evento
durante esta fase do desenvolvimento. E provdvel que o uso de inibidores em embrides de
baixo potencial de desenvolvimento, grupo L, apresente resultados significantes.

Apesar do uso de inibidores de Caspases do grupo II ndo influenciarem no indice de
blastocisto durante o final do CIV, embrides tratados por um intervalo de tempo maior (D4 ao
D6) apresentaram, embora ndo significante (P=0,1) aumento no nimero de células, o que
pode ser justificado pela diminui¢ao da inducao de apoptose, nestes embrides.

Com relagdo a influéncia da apoptose no desenvolvimento embriondrio, os resultados
obtidos neste experimento mostraram um possivel papel deste mecanismo no inicio do

desenvolvimento embriondrio. Entretanto, fez-se necessdria a investigacdo de outros
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parametros também relacionados a este evento. Como descrito na literatura, hd uma possivel

ligacdo entre a ativacdo da apoptose e a inibicdo dos mecanismo de reparo do DNA. Deste
modo achou-se relevante também investigar a expressdao de proteinas relacionadas ao
mecanismo de lesdes e reparo do DNA em embrides suinos cultivados in vitro (CIV).

Quanto ao tipo de marcagdo encontrada para YH2AX, o grupo L apresentou o dobro de
pontos isolados no nidcleo no D-5 do CIV, em relagdo ao grupo R. Apesar de ndo ser
significante (p<0,08), o grupo lento, no D-4, também apresentou um maior niimero de células
marcadas. No D-6, o grupo rdpido, apesar de ndo haver diferenca (p<0,77), apresentou maior
nimero de células marcadas para YH2AX, este resultado pode ser explicado devido ao baixo
nimero de embrides do grupo lento.

Nao foram realizados testes complementares para detectar a fase do ciclo celular,
descartando possiveis marcagdes mitdticas; entretanto, a classificacdo adotada estd de acordo
com a literatura (MCMANUS; HENDZEL, 2005), sugerindo que pontos maiores em
tamanho e nimero (>10) representam as DSBs nas células. O menor nimero de DSBs podem
contribuir no potencial de desenvolvimento dos embrides do grupo R. Esta afirmacdo pode
ser reforcada pela menor permanéncia destes embrides no ciclo celular, representada pela
diminui¢do antecipada da marcagdo do YH2AX do D-6 (grupo L) para o D-5 (grupo R). Outra
explica¢do para a menor sinalizagdo para a indug¢do da apoptose, apesar da quantificagdo de
Caspase-3 ativa nao apresentar diferengas entre os grupos no final do desenvolvimento (D-6).

Apesar de ndo haver estudos que mostrem diferengas de YH2AX em embrides de
diferente potencial de desenvolvimento, os dados apresentados neste trabalho corroboram
com (MCMANUS; HENDZEL, 2005) apresentando uma diminui¢cdo da marcacio de YH2AX
com o avanco do desenvolvimento embriondrio na fase inicial (D2-D7 do CIV).

Quanto ao tipo de marcacdo da 53BP1 em células sométicas, Schutz et al. (2007)

mostraram uma marcagdo nuclear difusa, ndo associada as quebras do DNA, e uma
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aglomeracdo em pontos isolados de 53BP1 caracteristicas das DSBs. McManus e Hendzel

(2005) relataram o mesmo tipo de padrao de marcacdo de DSBs para a proteina NSB1.

Durante os dias D-2, D-4 e D-6 de cultivo in vitro, o grupo rdapido apresentou um
aumento na marca¢do de NSB1, porém nao foi diferente do grupo lento (P=0,27 no D-4,
P=0,17 no D-5 e P=0,37). Entretanto, apesar das células embriondrias estudadas apresentarem
positividade para NSB1 e RAD52 nio se pode dizer que houve marcacdo das DSBs, devido a
falta da localizacao nuclear caracteristico de células sométicas com quebras do DNA.

A translocacdo da proteina do citoplasma para o nicleo, com 100% de sinal nuclear
no D-5 do CIV para a NSB1, mostrou que apesar de ndo haver associagdo com DSBs, a
proteina estd presente no seu local de atuagdo para possiveis reparos. Quanto as causas na
falha deste reparo pode-se sugerir: auséncias de proteinas iniciadoras do reparo do DNA em
estagios iniciais do desenvolvimento embriondrio; ativacdo do mecanismo de apoptose no D-
5 do CIV; exigéncia de maior quantidade de energia ou ainda auséncia de DSBs no modelo
utilizado.

Apesar das marcacdes observadas ndo serem patognomonicas de lesdo e reparo do
DNA, embrides dos grupos R e L ndo apresentaram diferengas quanto a presenca de NSB1 e
RADS2. Apenas foi detectado que o grupo L apresentou uma maior quantidade de YH2AX,
porém até o momento ndo ha dados suficientes para mostrar que embrides com diferentes
potenciais de desenvolvimento apresentam varia¢des nas proteinas de reparo do DNA.

Ainda quanto a 53BP1 ndo foi detectada marcacdo em embrides suinos AP em
estagios iniciais do desenvolvimento. Além de agir diretamente como um fator de reparo do
DNA (SCHULTZ et al., 2000), a 53BP1 tem um papel indireto aumentando a estabilidade da
P53.

A auséncia da 53BP1 e presenca nuclear da Caspase-3 ativa sugerem que embrides

suinos AP ativam o mecanismo de apoptose sem a participacdo da P53. Neste caso, o
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mecanismo de apoptose pode ser ativado pelos receptores de membrana (via extracelular) ou

ainda pelas altera¢des morfofuncionais das mitocondrias (via intracelular).

Deste modo, embrides suinos AP também podem contribuir para a descoberta de
novos tratamentos para doengas graves como, por exemplo, o cancer. Visto que a maioria dos
tumores malignos ocorre por alteracdes da funcdo da P53, o que compromete tanto o reparo
do DNA como o mecanismo de apoptose, aumentando a resisténcia das células tumorais aos
tratamentos de radioterapia. Deste modo, estudos de quimioterdpticos que utilizam o
mecanismo de apoptose independente de lesdes do DNA podem ser mais relevantes.

Os presentes resultados sugerem que nas condicdes de CIV utilizadas, a atividade da
Caspase-3 interfere no inicio do desenvolvimento embriondrio, com maior importancia na
fase de ativagdo do genoma, devido ao aumento da atividade celular durante este estiagio. O
mecanismo de apoptose parece ter fungdes diferentes durante a MIV e a CIV, o que precisa
ser melhor investigado. Entretanto, a investigacdo de outras varidveis que possam afetar a
funcdo embriondria, como a relagdo entre o mecanismo de apoptose e o reparo do DNA,
podera fornecer informacgdes adicionais em relacdo a qualidade embriondria e o potencial de

desenvolvimento do embrido.
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10 CONCLUSOES GERAIS (MODELO HIPOTETICO)

Embrides do grupo rdpido representam o maior grupo de embrides suinos AP,
expressos pela alta taxa de clivagem no D-2 do CIV.

Embrides AP que clivam até 24 horas ap6és o inicio do CIV, apresentam melhor
desenvolvimento embriondrio até blastocisto e maior nimero de células.

A Caspase-3 ativa tem localizacdo citoplasmética no D-2 e D-4 e localizacdo
citoplasmatica e nuclear no D-5 e D-6 do cultivo in vitro.

Embrides AP do grupo rdpido (R) apresentaram maior quantidade de Caspase-3 ativa
do que embrides do grupo lento (L) as 48 horas do inicio do CIV.

O uso de inibidores na maturagdo ou final do CIV ndo interfere no desenvolvimento
de embrides suinos AP, no entanto seu uso nas primeiras 48 horas do CIV aumenta o
indice de blastocistos.

Embrides suinos AP ndo apresentam atividade de 53BP1 no inicio do
desenvolvimento.

Embrides de diferentes potenciais de desenvolvimento apresentam diferencas quanto
a marcacdo de 0H2AX no D5, sendo maior no grupo lento. H4 uma diminui¢do da
marcagdo ao longo do desenvolvimento embrionério incial.

As proteinas NSB1 e RADS52 apresentaram localizagdo nuclear a partir do D4 e DS,

respectivamente, ndo apresentando diferencas entre os grupos.
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ANEXOS A:
A) Meio de Maturacao in vitro: O meio de maturacdo consistiudo de TCM 199 bicarbonato

(TCM), suplementado com:

COMPONENTES Quantidade
FSH 0,5 ug/mL
LH 0,5 ug/mL
EGF 10ng/ mL
Piruvato de Sédio 0,91 mM
D-glicose 3.05 mM
Cisteina 0,1 mg/mL
Gentamicina 50 pg/mL




ANEXO B:

B) MEIO DE CULTIVO (PZM-3)

COMPONENTES PM PZM-3
NaCl 58,44 108 mM
KCl 74,55 10 mM
KH,PO4 136,1 0,35 mM
MgS04.7H,0 246,5 0,4 mM
NaHCO; 84,01 25,07 mM
Na-pyruate (Acido Pirdvico)/ C3H303;Na 110,0 0,20 mM
Ca-(lactate),. SH,0O 308,3 2 mM
1-Glutamine/ CsH(N>O3 146,15 1 mM
Hypotaurine 109,1 5 mM
Basal medium Eagle amino acids 20 ml/L
(Sigma B6766) / BME
Minimum essential Medium nonessential 10 ml/L
amino acids (Sigma M7145) / MEM
Gentamicin 0,05 mg/ml
Fatty acid-free BSA 3 mg/ml
Osmolaridade 288 mOsm
Ph 7,3 +/- 0,02
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ANEXO C:

C) VALORES DE P

EXPERIMENTO 1: RELACAO ENTRE O TEMPO DE CLIVAGEM E O
POTENCIAL DE DESENVOLVIMENTO ATE BLASTOCISTO

Figura 3. Indice de blastocistos e nimero médio de ntcleos por blastocisto no D6 nos

diferentes grupos experimentais

Desenvolvimento embriondrio p< 0.0001

Numero de nicleos p<0.0001

EXPERIMENTO 2: IMUNODETECCAO DE CASPASE 3 ATIVA DURANTE
DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIOES SUINOS AP

Figura 5. Quantificacdo relativa de Caspase 3 ativa por densitometria em embrides de

desenvolvimento rapido (R) e lento (L)

Quantidade de Casp+ por grupos R e L no
D-2 p< 0.0001

Quantidade de Casp+ por grupos R e L no
D-4 p=0.068

Quantidade de Casp+ por grupos R e L no
D-6 p=0.612
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Tabela 2 — Médias (=EP) de caspase 3 ativa nuclear ao longo do cultivo in vitro

% nucleos para Casp3+ por grupos no D-5 p=0.167

% nucleos para Casp3+ por grupos no D-6 p=0.186

9% nucleos para Casp3+ por dias (D-5 e D-
6) no grupo R p<0.004

% nucleos para Casp3+ por dias (D-5 e D-
6) grupo L p=0.285

EXPERIMENTO 3: EFEITO DO INIBIDOR DE CASPASE 3 (z-DEVD-fmk) NA
MATURACAO E CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES SUINOS AP.

1? Etapa - Efeito do inibidor z-DEVD-fmk na MIV

Tabela 3 - Médias (=EP) dos indices de maturacdo, clivagem e desenvolvimento embrionario

ap6s a maturagao de odcitos suinos na presenca ou auséncia de inibidor de capases (z-DEVD-

fmk)

% de MII por tratamento (controle x

tratado) p=0.692

% de clivagem no D-1 por tratamento

(controle x tratado) p=0.368

% de clivagem no D-2 por tratamento

(controle x tratado) p=0.389

% de blastocistos no D-6 por tratamento

(controle x tratado) p=0.168

Nimero de nicleos no D-6 por tratamento

(controle x tratado) p=0.438
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2° Etapa - Efeito do Inibidor z-DEVD-fmk no Inicio do CIV

% clivagem no D-1 por tratamento p=0.729

% clivagem no D-2 por tratamento p=0.789

Figura 9 - Indices de blastocisto e nimero médio de nicleos por blastocistos no D6 em

embrides suinos AP, tratados com o inibidor z-DEVD-fmk no inicio do cultivo in vitro

Indice de blastocisto por tratamento p<0.007

Numero de células por tratamento p=0.348

3° Etapa - Efeito do Inibidor z-DEVD-fmk no Final do CIV

Tabela 4: — Médias (+EP) Numero médio de nicleos e indice de desenvolvimento in vitro de

embrides suinos AP tratados com o inibidor z-DEVD-fmk no final do cultivo in vitro

% blastocisto no D-5 por tratamento p=0.266

% blastocisto no D-6 por tratamento p=0.955

Nimero médio de células no D-5 por

tratamento p=0.537

Numero médio de células no D-5 por

tratamento p=0.113

Figura 11 - Quantificagdo relativa de Caspase 3 ativa em embrides suinos AP tratados e ndo

tratados com z-DEVD-fmk

Sinal de fluorescéncia de Casp3+ por

tratamento no D-5 p<0.0001

Sinal de fluorescéncia de Casp3+ por

tratamento no D-6 P<0.0001
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EXPERIMENTO 4: IMUNODETECCAO DE PROTEINAS DE LESAO E REPARO

DO DNA NO DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIOES SUINOS AP

Tabela 5 — Porcentagem da média (= EP) de nicleos marcados para SH2AX em embrides

suinos AP de clivagem lenta e rdpida nos D-4, D-5 e D-6 do cultivo in vitro

% nucleos + para SH2AX por grupos no

D-4 p=0.087
% nucleos + para SH2AX por grupos no
D-5 p=0.021
% nucleos + para SH2AX por grupos no
D-6 p=0.776

Tabela 6 — Porcentagem da média (= EP) do nimero de pontos de SH2AX pelo niimero total

de células nos D-4, D-5 e D-6 de CIV

% nucleos com pontos >10 pelo niimero de p=0.85

nucleos por grupo no D-4

% nucleos com pontos <10 pelo nimero de p=0.68

nucleos por grupo no D-4

% nucleos com pontos >10 pelo niimero de p<0.05 (p=0.018)

nucleos por grupo no D-5

% nucleos com pontos <10 pelo nlimero de p=0.284

nucleos por grupo no D-4

% nucleos com pontos >10 pelo nimero de p=0.723

nucleos por grupo no D-6

% nucleos com pontos <10 pelo nimero de p=0.358

nucleos por grupo no D-6
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Tabela 7 - Porcentagem da média (+ EP) das diferentes proteinas de reparo de DNA no
nucleo e indice de marcacdo citoplasmatica em embrides suinos AP nos D-4, D-5 e D-6 do

cultivo in vitro

% nucleo positivo para NSB1 por dia p<0.0001
Sinal citoplasmaético para NSB1 por dia p<0.0001
% nucleo positivo para Rad52 por dia p<0.0001
Sinal citoplasmatico para Rad52 por dia p<0.0001

Tabela 8 — Porcentagem da média (= EP) da NSB1 no nicleo e o indice de marcagao

citoplasmdtica em embrides suinos AP de clivagem lenta e rdpida nos D-4, D-5 e D-6 do

cultivo in vitro

9% nucleo positivo para NSB1 por grupo no p=0.270
D-4
% nucleo positivo para NSB1 por grupo no p=0.176
D-5
% nucleo positivo para NSB1 por grupo no p=0.378
D-6
% de nucleo positivo para NSB1 por dia no p<0.005 (p=0.0042)
grupo L
% de ntcleo positivo para NSB1 por dia no p<0.0001
grupo R
Sinal citoplasmatico da NSB1 por grupo no p=0
D-4
Sinal citoplasmatico da NSB1 por grupo no p=0
D-5
Sinal citoplasmatico da NSB1 por grupo no p=0
D-6
Sinal citoplasmatico da NSB1 por dia no p<0.0001
grupo L
Sinal citoplasmatico da NSB1 por dia no p<0.0001
grupo R
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Tabela 9 — Porcentagem da média (= EP) da Rad52 no nicleo e o indice de marcagdo

citoplasmdtica em embrides suinos AP de clivagem lenta e rdapida nos D-4, D-5 e D-6 do

cultivo in vitro

% nucleo positivo para Rad52 por grupo no | p=0

D-4

% nucleo positivo para Rad52 por grupo no | p=0.176
D-5

% nucleo positivo para Rad52 por dia no p=0.360
grupo L (D-4 e D-5)

% nucleo positivo para Rad52 por dia no p<0.0001
grupo R (D-4 a D-6)

Sinal citoplasmatico da Rad52 por dia no p<0.0001

grupo R

Sinal citoplasmatico da Rad52 por dia no p=0.319
grupo L

Sinal citoplasmatico da Rad52 por grupo p=0

no D-4

Sinal citoplasmatico da Rad52 por grupo p=0.190
no D-5
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Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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