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RESUMO

O méaximo aproveitamento do material genético de alto valor comercial e
cientifico depende do sucesso da criopreservacido de odcitos e embrides produzidos in
vitro (PIV). A vitrificacdo tem se mostrado mais apropriada para criopreservar essas
estruturas, no entanto, ainda é necessirio aumentar a viabilidade pds-criopreservacao
para que a técnica seja adotada na rotina comercial. A reduzida viabilidade, ainda
observada, € motivada por caracteristicas morfoldgicas e estruturais do odcito e pelo
deficiente processo de producdo in vitro de embrides. Em busca de uma maturacdo in
vitro (MIV) mais fisioldgica e da reducdo do estresse oxidativo, no processo de PIV de
embrides bovinos, este trabalho avaliou o efeito da exposicdo de odcitos bovinos,
frescos ou vitrificados, por 6 h em liquido folicular (LF) a 30°C, associado ou ndo da
adicdo de PB-mercaptoetanol (BM), no meio de maturacdo. No Experimento 1, odcitos
imaturos foram vitrificados em micropipetas de vidro, com 20% etileno-glicol (EG) +
20% dimetil-sulféxido + 0,5 M sacarose. Apds o reaquecimento em solucdes
decrescentes de sacarose (0,3M e 0,15M), grupos de 25 odcitos foram aleatoriamente
alocados em um de quatro tratamentos, para a maturacdo: TCM, TCM-199 (controle);
BM, TCM-199+100uM BM; LF, manutencdio em LF + TCM-199, e LF+B,
manuten¢cdo em LF + TCM-199 adicionado de 100uM BM. Um grupo nao-vitrificado
serviu como controle (CONT). A viabilidade foi avaliada através da taxa de clivagem
(D2), taxa de blastocisto (D7 ao D9) e niimero de células dos embrides eclodidos. No
Experimento 2, grupos de 30 odcitos frescos foram submetidos aos mesmos tratamentos
de maturacdo do experimento 1. Apds fecundagdao (FIV) e cultivo in vitro (CIV), os
blastocistos expandidos, de qualidade excelente ou boa, obtidos no D7 e D8, foram
vitrificados com 20% propileno-glicol + 20% EG. Apds o reaquecimento, foram
cultivados por 72 horas adicionais, sendo avaliadas as taxas de re-expansdo e eclosdo.
No experimento 1, as taxas de clivagem e blastocisto (D9) do controle nao-vitrificado
(83,0% e 35,4%), respectivamente foram superiores a de todos os tratamentos
vitrificados. Os tratamentos que utilizaram LF apresentaram as menores taxas de
clivagem (TCM = 50,5%, BM = 54%, LF = 35,0%, LF+BM = 41,1%). Nao houve
diferenca (P<0,05) nas taxas de blastocistos entre os tratamentos TCM (6,4%), BM
(4,0%) e LF (3,4%). No grupo LF+BM nao houve desenvolvimento de blastocistos. As
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taxas de eclosdo e o nimero de células dos embrides eclodidos nao diferiram (P>0,05)
entre o grupo controle ndo-vitrificado (43,0%; 158,2+7,3) e os tratamentos vitrificados
TCM (46,1%; 130,9+17,3), BM (37,4%; 149,3+24.5) e LF (28,6%%; 172,3+30). No
experimento 2, a manuten¢do em LF determinou as menores taxas de clivagem (LF:
71%, LF+BM: 60,3%). A taxa de blastocisto no D7 do grupo LF+BM (18,1%) foi
menor (P<0,05) que a dos demais tratamentos (TCM = 28,3%; BM = 22,4%; LF =
24,2%). Nao houve diferenca na re-expansao entre os tratamentos. Ap0s a vitrificacao, a
taxa de eclosdao nos tratamentos suplementados com BM (BM = 35,4%; LF+BM =
33,9%) foram inferiores as do controle (TCM = 54,16%). A taxa de eclosio do
tratamento LF ndo diferiu de nenhum dos tratamentos. Nos embrides eclodidos, o
nimero de células ndo diferiu entre os tratamentos. Conclui-se que a exposicao por 6 h
em LF ou suplementacio com BM nos meios de maturacdo, nio melhora o
desenvolvimento embrionario e a criotolerancia de odcitos imaturos ou embrides PIV,
havendo uma interagdo negativa entre a manutencao em LF e a suplementacio de BM
nos meio de maturacdo. Novos estudos sao necessarios para implementar o sistema de

producdo in vitro de embrides visando obter estruturas mais criotolerantes.

Palavras-chave: liquido folicular, B-mercaptoetanol, criopreservagdo, odcito, embrido
PIV.
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1. INTRODUCAO

Os avangos na manipulacio de gametas e na producdo in vitro de embrides
bovinos, bem como de outras espécies, ttm levado a um aumento na aplicacdo de
diferentes biotecnologias da reprodugdo, tanto na pesquisa cientifica como no setor
comercial. O sucesso da aplicagdo dessas biotecnologias e a otimizagao da utilizagdo do
material genético dependem, contudo, de eficientes métodos de preservacdo da
viabilidade de odcitos e embrides (VAJTA et al., 1996; VAITA e KUWAYAMA, 2006).
A criopreservacao permite o armazenamento de gametas por tempo indeterminado, na
espera de condicdes mais adequadas de animais e de instalagcdes, como também a
eliminacdo de obstdculos relacionados a flutuacdo na quantidade de odcitos, ou a reducao
da sua qualidade, devido a efeitos sazonais ou problemas sanitdrios. Permite também, o
transporte de germoplasma por longa distancia e a criagdo de bancos genéticos,
possibilitando o retorno as origens em caso de sele¢do equivocada, além de proporcionar
a preservacdo de espécies e linhagens ameacadas de extincdo. No campo da ciéncia, a
criopreservacdo de odcitos e embrides ainda permite aumentar a disponibilidade de
estruturas para utilizacdo em pesquisas, na aplicacdo e aperfeicoamento dos processos de
producdo in vitro e das técnicas de manipulacdo genética, como a transgenia e a
transferéncia nuclear (LE GAL E MASSIP, 1999; HURTT et al., 2000; VIEIRA et al.,
2002; MASSIP, 2003; MEZZALIRA et al., 2004; AMBROSINI et al., 2006; CHECURA
e SEIDEL, 2007).

Atualmente o método de congelamento convencional de embrides produzidos in
vivo segue um protocolo que permite a obtengdo de taxas de prenhez semelhantes aquelas
obtidas apds a transferéncia de embrides frescos. Entretanto, 0 mesmo nio ocorre com o
congelamento de embrides PIV e odcitos bovinos, devido a maior sensibilidade dessas
estruturas ao processo de criopreservacao, principalmente em funciao do excessivo tempo
de exposicdo a faixa térmica correspondente a solidificacdo dos lipidios (ZERON et al.,
2002) e da formagdo de cristais de gelo (RUFFING et al., 1993). A busca por melhores
resultados conduziu as pesquisas ao desenvolvimento da vitrificacao.

A vitrificagdo é uma técnica de criopreservacdo em que a formacao de cristais de

gelo € previnida. Para isso, alta velocidade de resfriamento e alta concentragdo de



crioprotetores sao necessarias. Em func¢do de sua maior velocidade de resfriamento e
aquecimento, a vitrificacdo proporciona uma passagem rapida pela faixa de temperatura
considerada critica para odcitos (VAITA e KUWAYAMA, 2006), diminuindo assim as
crioinjurias.

Para melhorar os resultados da vitrificacdo, vérios estudos avaliaram o aumento
da velocidade de resfriamento e novas solugdes crioprotetoras (VAITA e KUWAYAMA,
2006). O aumento da velocidade de resfriamento e reaquecimento foi obtido com
diferentes tipos e formatos de materiais para o acondicionamento das estruturas,
buscando reduzir o volume e aumentar a eficiéncia na troca de temperatura durante a
imersao em nitrogénio liquido (MEZZALIRA et al., 2002; MEZZALIRA et al., 2004
BUNN et al., 2008). Além disso, foram propostos métodos alternativos para a reduciao ou
eliminagdo do vapor formado durante a imersdo da amostra no nitrogénio liquido
(SANTOS et al., 2006; WERLICH et al., 2006). Para diminuir o efeito toxico e melhorar
a permeacgao dos crioprotetores, foram investigadas diferentes concentracdes, tempo de
exposicao, volume, diluicdo gradativa e associacdes entre dois ou mais crioprotetores
(FAHY et al., 2004; MEZZALIRA et al., 2004; WERLICH et al., 2006; VIEIRA et al.,
2007).

O desenvolvimento de novas metodologias para a vitrificacdo e a simplificacdo
dos protocolos, aumentou a viabilidade poés-vitrificagdo de odcitos e embrides PIV.
Contudo, os resultados ainda sdo pouco consistentes e atrativos para a disseminacgdo da
técnica. Estes baixos resultados, no entanto, sdo devidos aos fatores determinados pelas
caracteristicas morfoldgicas e funcionais das estruturas criopreservadas, bem como pelos
processos de producdo in vitro, que acabam causando um aumento na sensibilidade de
odcitos e embrides bovinos PIV (LE GAL e MASSIP, 1999; KIM et al., 2001; VAJTA e
KUWAYAMA, 2006).

Como a qualidade do odécito e embrido influencia na sensibilidade e
criotolerancia, o processo de selecdo e producido in vitro tem um papel determinante nos
resultados poés-vitrificagdo dessas estruturas. A competéncia do odcito, bem como o
acimulo de componentes necessdrios para o inicio do desenvolvimento embriondrio, é
adquirida durante o processo de maturacdo. Uma maturacdo in vitro mais fisiolégica

permitiria a obtencdo de odcitos e embrides PIV de maior qualidade, e como



conseqiiéncia, mais criotolerantes. Por isso, faz-se relevante a abordagem e discussdo de
fatores que afetem a maturagdo oocitdria in vitro, como a falta de sincronia entre a
maturacdo citoplasmdtica e nuclear, bem como a ocorréncia de estresse oxidativo,

havendo necessidade da busca de estratégias que possam reduzir estes efeitos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Maturacio oocitaria in vivo

Apo6s o nascimento, os odcitos de mamiferos encontram-se em estadio dictidtene
ou vesicula germinativa (VG), parados em dipléteno da préfase I. Com o inicio da
puberdade, a liberacdo das gonadotrofinas pela hipdfise, estimulada pelo hipotdlamo, atua
no ovario induzindo o desenvolvimento folicular e a maturagcdo oocitaria, que consiste da
maturagdo citoplasmaética e nuclear (SENGER, 2003).

A maturagdo citoplasmdtica envolve inimeros eventos moleculares, como a
sintese e fosforilagdo de proteinas, ativacdo de processos metabdlicos, como alteragdes
no conteido de ATP e redistribuicdo de mitocOndrias, e mudangas estruturais, como
alinhamento dos granulos corticais e redirecionamento de outras organelas (STOJKOVIC
et al., 2001; GONCALVES et al., 2008; FERRREIRA et al., 2009). Esses eventos de
maturagdo citoplasmatica ocorrem durante o periodo de desenvolvimento pré-ovulatério
e sdo cruciais na capacitacdo do odcito para a fecundagdo e desenvolvimento inicial do
zigoto (BEVERS et al 1997; BLONDIN et al., 1997; HYTTEL et al., 1997; FOULADI
NASHTA et al., 1998; WANG et al.,, 2006; FERRREIRA et al., 2009). Embora haja
pouco conhecimento dos eventos moleculares que regulam a maturacdo citoplasmatica,
sabe-se que o ooplasma armazena RNAm e proteinas para permitir o controle materno
durante as primeiras clivagens até que o genoma embriondrio seja ativado (8-16 células,
no bovino, DURANTHON e RENARD, 2001; WANG et al., 2006; FERRREIRA et al.,
2009).

A maturacdo nuclear oocitdria refere-se a progressdao da meiose a partir da profase
I para a metifase II (SENGER, 2003). Contudo, embora o odcito de um foliculo
recrutado pelo efeito das gonadotrofinas inicie sua maturacao citoplasmaética, seu nicleo
permanece em VG até momentos antes da ovulagdo, no bovino (SENGER, 2003;
SUTTON et al.,, 2003). Entre os fatores reguladores da maturacio nuclear, ji
identificados, estdo a cascada da MAPK (mitogen activated protein kinase) e o MPF
(maturation promoting factor) que por sua vez, sdo controladas por fosfatases e quinases
espécies-especificas (SIRARD et al., 1998; ABRIEU et al., 2001; GONCALVES et al.,
2008). A subunidade p34°“? (cyclin B-cylin dependent protein kinase-2) do MPF



encontra-se em niveis muito baixos em o00citos em crescimento, e inativa até o
desencadeamento da maturacdo nuclear. De forma similar, a MAPK € ativada momentos
antes do reinicio da meiose. Niveis altos de cAMP (cyclic adenosine monophosphate)
também contribuem na manuten¢do do oécito em VG (GONCALVES et al., 2008).

A interacdo entre odcito, células da granulosa e células da teca, através da
liberacao fatores autdcrinos e pardcrinos, determinam o controle do desenvolvimento
folicular e maturagdo oocitdria citoplasmatica e nuclear (EPPIG, 2001). As células da
granulosa que envolvem o odcito, denominadas células do cumulus, atuam também na
manutencdo do bloqueio oocitdrio, na inducdo da reativacdo da meiose e no suporte a
maturacdo e fecundacdo (EPPIG, 2001; SUTTON et al., 2003). In vivo, apdés o pico de
LH, o aumento da matriz extracelular causa um afastamento entre as células do cumulus,
bem como entre as longas extensdes citoplasméticas das células da corona radiata, que
penetram a zona pelicida formando terminacdes edemaciadas, intimamente associadas
com a membrana oocitiria. Este afastamento leva a diminui¢do das jungdes
intercelulares, gap e tight junctions, entre essas estruturas (VAN SOOM et al., 2002).
Esta perda de contato, junto com as alteragdes bioquimicas, participa do processo que
desencadeia a retomada da meiose pelo odcito, preparando-o para a fecundacdo
(SENGER, 2003; SUTTON et al., 2003).

A liberacao fisica do odcito seguida pelo cultivo in vitro, também desencadeia a
retomada da meiose (PINCUS e ENZMANN, 1935; DURANTHON e RENARD, 2001).
No entanto, no sistema de maturacao in vitro (MIV), os odcitos ndo conseguem realizar
todos os eventos fisiolégicos que ocorreriam in vivo. Assim, ndo adquirem a necessaria
competéncia, o que resulta, conseqiientemente, em menor qualidade e desenvolvimento
embrionario (FOULADI NASHTA et al.,, 1998; VAN DE LEEMPUT et al.,, 1999;
IWATA et al., 2004).

2.1.1 Limitacées na maturacio citoplasmatica e nuclear in vitro de odcitos bovinos

O processo de MIV busca cultivar odcitos em um sistema que proporcione a
maturagdo citoplasmdtica e nuclear que ocorreria in vivo, tornando-os aptos para serem
fecundados e se desenvolverem normalmente. No entanto, as condicdes fisicas e os meios

empregados na MIV ndo conseguem proporcionar as mesmas condi¢des fisiologicas que



estas estruturas teriam in vivo (NAGAI, 2001; SUTTON et al, 2003). Isso é observado
pela menor competéncia de odcitos maturados in vitro em relagdo aos maturados in vivo
(VAN DE LEEMPUT et al., 1999; SAGYRKAYA et al., 2007). O sistema de maturacio
in vitro é refletido, inclusive, na qualidade e sobrevivéncia de odcitos (MEN et al., 2002;
GARDNER et al., 2007) e embrides ao processo de criopreservagdo (DE MATOS et al.,
1996; NEDAMBALE et al., 2006) e na viabilidade apds transferéncia (MARTINEZ et al,
1998; VAJITA e KUWAYAMA, 2006).

Estudos conduzidos para entender o metabolismo oocitdrio e embriondrio precoce
tém identificado necessidades nutricionais importantes, bem como, melhorado as
condi¢des de cultivo in vitro (LEESE e BARTON, 1984; RIEGER e LOSKUTOFF,
1994; DOWNS e UTECHT, 1999; LONERGAN et al., 2006; GARDNER et al., 2007,
SAGYRKAYA et al., 2007). Contudo, acredita-se que muitos processos bioquimicos
para completar a maturagdo oocitdria, principalmente a citoplasmatica (MEN et al.,
2002), sejam incompletos ou inadequados na MIV (WHITAKER, 2002; GONCALVES
et al., 2008).

Um fator determinante na inadequacdo da maturagdo pelo sistema in vitro, ja conhecido,
¢ a falta de sincronia entre a maturacao nuclear e citoplasmatica. Ainda que estejam todos
em estddio de VG, odcitos obtidos de ovarios de abatedouro ou de animais vivos, por
puncdo folicular (OPU), ndo possuem o mesmo grau de maturagdo citoplasmatica (WU et
al., 1997). Com a retirada do odcito do liquido folicular através da puncdo, ele perde os
fatores bloqueadores da maturagdo nuclear e o processo de meiose € retomado, sem que
necessariamente seu citoplasma esteja totalmente capacitado para acompanhar os
processos de fecundacdo e desenvolvimento subseqiientes. Uma vez retomada a meiose, a
transcricdo € inibida, restringindo a posterior programa¢do molecular necessdria para a
aquisicdo da competéncia oocitdria (SIRARD, 2001). Como o processo de selecdo nao
permite uma identificagdo precisa de odcitos competentes, o processo de MIV, embora
propicie a maturacdo nuclear, ndo consegue contornar a falta de sincronia entre a

maturacdo nuclear e a citoplasmatica (NAGALI 2001).

2.1.2 Bloqueadores da meiose



A manutengdo reversivel dos odcitos em estddio de VG, in vitro, tem sido
realizada com diferentes substiancias quimicas como a hipoxantina (SIRARD e FIRST,
1988), a roscovitina (MERMILLOD et al., 2000), a butirolactona (PAVLOK et al.,
2000), a cicloheximida (LE GAL E MASSIP, 1999), o AMP dibutiril ciclico (dibutyryl
cyclic AMP, db-cAMP; andlogo ao cAMP), o inibidor de fosfodiesterase isobutil-metil-
xantina (phosphodiesterase inhibitor isobutyl methyl xanthine, IBMX; SIRARD e FIRST,
1988) e o cordycepin (SANDRI, 2007). A roscovitina, que bloqueia a ativacdo da
subunidade catalitica do MPF (p34°d°2), tem sido utilizada para manutenc¢do de odcitos
em GV, sem comprometer o desenvolvimento embriondrio (MERMILLOD et al., 2000;
DUQUE et al., 2002; GONCALVES et al., 2008). Foi sugerido que a hipoxantina,
presente no liquido folicular, poderia inibir a hidrélise do cAMP e inibir a reinicio da
meiose em odcitos bovinos (SIRARD e FIRST, 1988; SUTTON et al., 2003). O 4cido
linoléico, presente em maiores concentracdoes no LF de foliculos menores, também tem
sido utilizado na MIV para inibir a meiose, possivelmente por estimular a atividade da
proteina C quinase e, indiretamente, a cAMP, através da adenylate cyclase
(MURAKAMI et al., 1986; HOMA e BROWN, 1992; SUTTON et al., 2003). No
entanto, as melhoras nas taxas de desenvolvimento embrionario nido foram atrativas o
suficiente para implementar o uso dessas substancias a fim de melhorar a competéncia
dos odcitos na MIV. O desenvolvimento de uma metodologia mais fisiologica e que
permitisse melhorar a maturacdo citoplasmdtica aumentaria a competéncia de
desenvolvimento apds a fecundacdo, e consequentemente a qualidade e a taxa de odcitos

alcancando o estadio de blastocisto.

2.1.3 Liquido folicular na maturacao de odcitos bovinos

O liquido folicular é produzido pelas células da granulosa de foliculos antrais e
filtrado sanguineo, sendo composto por uma variedade de proteinas, fatores de
crescimento, citoquinas, esterdides, substratos energéticos e muitas outras substincias
ainda ndo identificadas, que controlam o desenvolvimento oocitdrio (SUTTON et al.,
2003; WANG et al., 2006). A producdo do liquido folicular ocorre em foliculos
responsivos inicialmente ao FSH liberado pela hipéfise. O odcito, induzido pelos

componentes do liquido folicular e células do cumulus, produz diferentes fatores que



afetam a esteroidogénese, proliferacdo e diferenciacdo das células da granulosa, como
growth differentiation factor-9 (GDF-9), bone morphogenetic protein-15 (BMP-15;
EPPIG, 2001; MATZUK et al., 2002; WU e MATZUK, 2002; SUTTON et al., 2003), o
factor in the germline alpha (Figa; EPPIG, 2001; MATZUK et al., 2002) e o c-kit
(EPPIG, 2001). A formacgao de uma cascata de retrocontroles entre hipotdlamo, hipdfise e
ovario, através da producdo e liberacdo de hormodnios e diferentes fatores, determina o
desenvolvimento do foliculo e maturagcdo do oécito (SENGER, 2003). Mesmo o liquido
folicular apresentando mudangas em sua composicdo ao longo do desenvolvimento
folicular, é somente apds a liberagdo do pico de LH pela hipéfise que as alteragdes na
concentracdo de hormodnios e substancias do liquido folicular e na inter-relacdo das
células do cumulus, desencadeiam a maturacdo nuclear (SENGER, 2003). Varios estudos
buscaram identificar e elucidar como os componentes do liquido folicular promovem a
maturagdo oocitiria sem permitir a retomada da meiose (MURAKAMI et al., 1986;
IWATA et al., 2004; WANG et al. 2006). Homa e Brown (1992) relataram que uma
concentragdo relativa de acido linoléico no liquido folicular poderia participar no controle
da parada da meiose de odcitos bovinos no estidio de vesicula germinativa. Alguns
autores ressaltam a possibilidade de odcitos, quando no ambiente folicular, secretarem
fatores que reduzem os efeitos das gonadotrofinas no préprio odcito, eliminando a
possibilidade de separacdo entre células do cumulus e odcito, e desta forma, a retomada
prematura da meiose, antes do pico de LH (COSKUN et al., 1995; WANG et al., 2006).
Como j4 sugerido (AYOUB E HUNTER, 1993; LEHMKUHL et al., 2002; AVERY et
al., 2003), a manuten¢ao dos odcitos em liquido folicular poderia ser usada para retardar
a maturagdo nuclear e possibilitar maior sincronia com a matura¢do citoplasmatica,

aumentando assim a competéncia dos odcitos e a viabilidade dos embrides produzidos.

2.2. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € um processo caracterizado pelo desequilibrio entre a
formacao de radicais livres e sua remog¢ao pelo organismo. Este desbalango pode ocorrer
devido ao aumento da gerac@o de radicais livres e/ou pela diminuicdo dos mecanismos

antioxidantes intra e extracelulares (ROVER et al., 2001). Este desequilibrio causa lesdes



nas estruturas celulares e alteracdes bioquimicas e funcionais, podendo desencadear o
processo de apoptose ou até levar diretamente a morte celular por necrose (FEUGANG et
al., 2004).

Radical livre é qualquer composto quimico que possua um ou mais elétrons
desemparelhados que reagem com diferentes moléculas para retirar H+, se adicionar a
anéis aromadticos, ou transferir elétrons. O elétron livre pode estar junto a um atomo de
oxigénio, hidrogénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou adtomos de metais de transi¢do.
Quando estes radicais livres se concentram ao redor de um oxigénio, este caracteriza o
que € chamado de espécie reativas de oxigénio (EROs ou ROS, reactive oxigen species;
ROVER et al., 2001).

A formagdo de radicais livres, principalmente EROs, ocorre naturalmente no
processo de respiracdo celular, na cadeia de transporte de elétrons, e em diferentes
atividades metabdlicas. Os principais geradores endégenos de EROs sdo as mitocondrias
e algumas enzimas como Xxantina oxidase, citocromo P450-oxidase, monoamino-
oxidases, NADPH-oxidase, e enzimas envolvidas na producdo de prostaglandinas e
tromboxanos. A formag¢do de EROs, contudo, ndo € invariavelmente danosa. Em
condi¢des normais, os EROs participam dos mecanismos de reacdo inflamatéria e atuam
como segundos mensageiros ou sinalizadores em diferentes funcdes celulares. Para que
as reagdes e os processos metabdlicos dependentes de EROs ocorram adequadamente e a
fisiologia celular seja mantida, € necesséario um equilibrio entre a formacdo e a remocao
desses EROs pelos mecanismos antioxidantes (ARAI et al., 1999; ROVER et al., 2001;
AGARWAL et al., 2005).

Quando os sistemas antioxidantes naturais sdo insuficientes para a redug¢do dos
EROs formados, estes acabam reagindo com diferentes componente celulares, oxidando-
os. Determinados EROs s3o mais reativos que outros, no entanto, ao reagir com
diferentes compostos, EROs de menor agressividade podem se tornar altamente nocivos a
célula. Alguns, como o per6xido de hidrogénio, atravessam facilmente as membranas
celulares e, ao receberem mais um elétron, tornam-se altamente reativos por precisarem
de apenas mais um elétron para se estabilizarem. Com o processo de estabilizacdo, seja
recebendo ou doando elétrons de outras moléculas, estes radicais oxidam acidos graxos

poliinsaturados, fosfolipidios e proteinas, lesionando membranas e componentes
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celulares, até mesmo o DNA (ROVER et al., 2001). Como as enzimas sdo componentes
protéicos, a mudanga da configuragdo de proteinas pelos EROs acaba também afetando
diferentes reagdes enzimdticas, impedindo o funcionamento normal das atividades
celulares. As modificagdes oxidativas dos componentes celulares através dos EROs sao,
potencialmente, processos danosos a fungdo celular (AGARWAL et al., 2005), e mesmo
que nao causem desagregacdo direta dos componentes celulares, e conseqiientemente
necrose, 0s danos produzidos podem induzir ao desencadeamento da cascada das

proteases caspases levando a apoptose (FEUGANG et al., 2004).

2.2.1 Estresse oxidativo na producao in vitro de embrioes

Os odcitos e embrides, além da estrutura celular relativamente complexa, sdo
muito sensiveis aos radicais livres devido a sua elevada atividade bioquimica e
metabodlica. No processo de PIV, as estruturas estdo mais suscetiveis ao aumento na
formacao de radicais livres, seja devido as condi¢des ndo fisioldgicas, seja pela
manipulagdo freqiiente as quais estdo submetidas durante os processos de crescimento,
diferenciacdo e divisdo celular (AGARWAL et al., 2006; ESFANDIARI et al., 2007).
Além disso, os meios utilizados na PIV ndo proporcionam um sistema antioxidante
ajustado a necessidade dessas estruturas. Estas condicdes sub-6timas, com aumento de
radicais livres e diminuicdo de mecanismos de defesa antioxidantes, determinam que
obcitos e embrides PIV acabem sofrendo estresse oxidativo, e conseqiientemente,
redu¢do na sua qualidade e comprometimento da sua sobrevivéncia. A apoptose
desencadeada pelo estresse oxidativo pode ser deletéria a formacdo do blastocisto ou

levar a morte embriondria na pré-implantacio (ESFANDIARI et al., 2007).

2.3. Antioxidantes naturais

As células aerdbicas possuem mecanismos naturais de protecao contra os radicais
livres, compostos por sistemas antioxidantes, enziméticos ou ndo, que atenuam o efeito
do estresse oxidativo através da captura de EROs (DE MATOS e FURNUS, 2000). Os
meios de defesa antioxidantes enziméticos envolvem o ciclo redox da glutationa, através

da glutationa peroxidase e glutationa redutase, que convertem perdxido de hidrogénio em
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dgua e oxigénio molecular, da super6xido dismutase (SOD), que converte super6xidos
em peréxido de hidrogénio e oxigénio, e da catalase, que converte peroxido de
hidrogénio em 4gua e oxigénio molecular (MEISTER, 1988; ROVER et al., 2001). Em
condi¢Oes normais estas enzimas determinam uma baixa concentracdo de EROs dentro
das células, seja removendo ou impedindo sua formac@o. A protecdo nao enzimética €
feita por pequenas moléculas, dentre as quais se destacam as vitaminas E (a-tocoferol) e
C (4cido L-ascorbico) e a propria glutationa (GSH; ROVER et al., 2001).

Além dos mecanismos antioxidantes intracelulares, odcitos e embrides estdo
protegidos dos radicais livres por seqiiestradores de oxigénios do liquido folicular e
fluido do oviduto (GARDINER et al., 1998; KNAPPEN et al., 1999; ALI et al., 2003;
CARBONE et al., 2003; AGARWAL et al., 2006). Ainda, no trato reprodutivo e suas
secrecOes sdo encontradas enzimas reguladoras da sintese de GSH (MCNUTT-SCOTT e
HARRIS, 1998; KNAPPEN et al, 1999) que desempenham papel de destaque na
protecdo contra EROs, diferente do que atualmente ocorre nos meios de maturagcdo e

sistemas de cultivo in vitro (DE MATOS et al., 1997; ROVER et al., 2001).

2.3.1 Glutationa (GSH)

A GSH, um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) formado por cisteina,
glicina e 4cido glutamico, é o maior componente sulfidril ndo protéico nas células de
mamiferos (MEISTER, 1988). E encontrada em sua forma oxidada (GSSG) ou reduzida
(GSH), sendo esta dltima um importante agente antioxidante que protege as células
contra EROs e danos causados por estresse oxidativo. No sistema de defesa enzimatico
contra radicais livres, a enzima glutationa peroxidase (GSH-Px e PHGSH-Px) faz a
reducdo de perdxidos de hidrogénio e hidroperéxidos lipidicos (ARAI et al., 1999),
enquanto a glutationa oxidase (GO) faz reducdo de superdxidos. Na presenca de
nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADPH), a glutationa redutase (GR)
regenera a glutationa oxidada (GSSG) a sua forma reduzida (GSH) impedindo assim, a
paralisacdo do ciclo metabdlico da GSH. O sistema é composto ainda pela glutationa S-
transferase-pi (GSTp) que catala a conjugagcao da GSH com componentes deletérios para

proteger a célula (MEISTER, 1988; KNAPPEN et al., 1999; ROVER et al., 2001).
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A GSH ¢ o antioxidante natural presente em maior quantidade em ambos os
gametas, atuando direta ou indiretamente em processos bioldgicos importantes, como a
sintese de proteinas e metabolismo e protecdo celular (MEISTER, 1988; KNAPPEN et
al., 1999; FURNUS et al.; 2008), tendo sido relatada sua sintese durante a maturacao
oocitaria no bovino (DE MATOS et al., 1997). O aumento na concentracdo de GSH
intracelular no ovario foi demonstrado durante o desenvolvimento e maturag@o oocitdria,
especialmente proximo da ovulagdo, quando os odcitos progridem do estadio de vesicula
germinativa para o de metdfase II (DE MATOS e FURNUS, 2000; FURNUS et al.,
2008). Isto indica que a GSH € armazenada pelo odcito para posterior utilizacao, sendo
que sua concentracdo ao final da maturagdo oocitdria € considerada um bom marcador
bioquimico da viabilidade oocitéria (ALI et al., 2003).

Além de proporcionar as células um ambiente redutor, agindo na prote¢dao contra
os efeitos toxicos do stress oxidativo, a GSH participa da descondensacdo do
espermatozdide, paralelo a ativacdo do odcito, e na transformacdo do nicleo espermatico
em pré-nicleo masculino (KNAPPEN et al.,, 1999; WHITAKER, 2002). E relatado
também o efeito benéfico da GSH na protec@o contra o estresse térmico de embrides em
estadios precoces de desenvolvimento (EDWARDS et al., 2001).

Sendo a GSH um importante componente no processo de maturacdo
citoplasmaética, seus niveis afetam os passos subseqiientes da PIV de embrides. De Matos
et al. (1997) demonstraram que altas concentracdes de GSH induzidas por compostos do
tiol durante a MIV, sdao mantidas até o comeg¢o do CIV, melhorando as taxas de
desenvolvimento blastocitario. Além disso, estudos demonstraram que a sintese de GSH
durante o processo de MIV tem mais efeito no desenvolvimento embriondrio
subseqiiente, do que a sintese durante a fecundacdo e cultivo in vitro (DE MATOS e
FURNUS, 2000). Assim, o aumento da sintese de GSH em odcitos durante a maturacao é
uma maneira de melhorar a qualidade e as chances de desenvolvimento embrionério
(WHITAKER, 2002). No entanto, a sintese de GSH, pelo ciclo y-glutamil, em odcitos
bovinos em maturagdo, é altamente dependente dos niveis de cisteina no meio (DE

MATOS et al., 1997; KNAPPEN et al., 1999; FURNUS et al., 2008).

2.3.2 Cisteina
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A cisteina, um componente do tiol (substancia que possui um grupo funcional
composto de enxofre e hidrogénio, grupo sulfidril; -SH), € indispensdvel e determinante
para a sintese de GSH (DE MATOS et al., 1997; KNAPPEN et al., 1999; FURNUS et al.,
2008). E um aminodcido instdvel e prontamente oxidado em cistina quando fora da célula
(CHEN et al., 2005). A cisteina é transportada para dentro das células pelo sistema de
transporte alanine-serine-cysteine transport system (ASC), enquanto a cistina ¢
transportada por outro sistema, o cystine/glutamate exchange system (XC¢). Em
mamiferos, a presenca destes transportadores na membrana citoplasmatica, varia de
acordo com o tipo de célula (DE MATOS et al., 1997).

Enquanto as células do cumulus possuem ambos ASC e X¢ transportadores, os
odcitos s6 possuem o transportador para cisteina, o ASC, ndo conseguindo utilizar a
cistina do meio. No entanto, a cistina absorvida pelas células do cumulus é reduzida a
cisteina (DE MATOS et al.,, 1997) e utilizada para a sintese de GSH, que entdo ¢
transportada para os odcitos pelas jungdes gap (MORI et al., 2000; SUTTON et al.,
2003). Contudo, a sintese de GSH pelas células do cumulus a partir de cistina (forma
oxidada) é menos eficiente do que quando ha cisteina presente (forma reduzida), pois esta
permite que a sintese ocorra tanto no odcito, como nas células do cumulus (DE MATOS
et al., 1997).

Em condicdes fisioldgicas, apenas 3 a 20% da cisteina livre presente no meio
extracelular, se encontra na sua forma reduzida. Nos meios utilizados para a maturacao e
producdo de odcitos e embrides, como o TCM 199, a concentracdo de cisteina é muito
baixa, enquanto a de cistina € mais alta. A pouca cisteina do meio, como também aquela
presente do soro fetal bovino, tende a ser oxidada totalmente em cistina dentro de
aproximadamente 1 hora, independentemente de prévia suplementacio (CAAMANO et
al., 1996; BALASUBRAMANIAN e RHO, 2007).

Contudo, substancias quimicas, como a cisteamina € o -mercaptoetanol (BM),
tém a capacidade de aumentar a disponibilidade da cisteina na forma reduzida no meio
extracelular. A suplementacio destes componentes no meio de maturacdo de odcitos tem
sido avocada como forma de maximizar a sintese de GSH pelos CCOs e melhorar a

qualidade oocitdria e as taxas de desenvolvimento embriondrio (CAAMANO et al., 1996;
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DE MATOS et al., 1997; DE MATOS e FURNUS, 2000; BALASUBRAMANIAN e
RHO, 2007).

2.3.3 p-mercaptoetanol (BM)

O B-mercaptoetanol é um componente do tiol de baixo peso molecular que, além
de possuir efeito antioxidante direto, atua na sintese de GSH (DE MATOS e FURNUS,
2000; WHITAKER, 2002; KITAGAWA et al., 2004; BALASUBRAMANIAN e RHO,
2007). O efeito do BM na sintese de GSH ocorre através de uma troca sulfidril-disulfito
com a cistina, reduzindo-a em cisteina ¢ formando um disulfito misto. Através do
transportador de leucina (L-system), estes disulfitos mistos também podem entrar nas
células de mamiferos e serem separados dentro da célula para fornecer uma fonte de
cisteina (CAAMANO et al., 1996).

Suplementagao com componentes do tiol, como o BM e a cisteamina, no meio de
maturagdo ou cultivo, tem melhorado significativamente o desenvolvimento embriondrio
de odcitos bovinos e suinos, refletindo em melhores taxas de blastocistos, eclosio e
ndmero de células (CAAMANO et al., 1996; DE MATOS et al., 1997; DE MATOS e
FURNUS, 2000; WHITAKER, 2002; FEUGANG et al., 2004). Com odcitos bovinos, a
suplementacao com BM durante a MIV tem demonstrado aumentar a sintese de GSH e
proporcionar uma reserva disponivel até as primeiras clivagens, melhorando a eficiéncia
da producdo in vitro de embrides a partir de odcitos imaturos (DE MATOS e FURNUS,
2000). O efeito do aumento na sintese de GSH € relacionado também com a diminuicao
nos niveis de peréxido de hidrogénio no meio e melhores condicdes intracelulares para o
processo de fecundacdo e cultivo in vitro (FEUGANG et al., 2004; KITAGAWA et al.,
2004).

Alguns autores relatam ainda que o uso de cisteamina, que € andloga ao BM, no
meio de maturacdo, embora ndo tenha mostrado efeito positivo na maturacdo nuclear,
melhorou a fertilidade, a competéncia e a criotolerancia ap6s a vitrificacao, sugerindo ser
devido ao efeito da cisteamina no aumento da sintese de GSH durante o processo de MIV
(DE MATOS et al., 1996). Equivalente a cisteamina, o uso do BM nos meios de
maturagdo, ao inibir o efeito nocivo dos radicais livres diretamente e através da

otimizacdo da sintese de GSH, poderia levar ao desenvolvimento de estruturas mais
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fisiolégicas e possivelmente mais criotolerantes. Em vista disso, se faz relevante o estudo
do efeito do BM na recuperacdo da viabilidade oocitdria durante a maturacdo apds a
vitrificagdo de odcitos imaturos € na criotolerincia de embrides obtidos de odcitos

maturados em meio suplementado de BM.
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3. CAPITULO UNICO

Criopreservacdo de odcitos e embrioes bovinos: Efeito do liquido folicular e do i—

mercaptoetanol

Artigo a ser submetido ao periddico Ciéncia Rural (apds tradugdo a Lingua Inglesa).

Abstract

Oocytes and in vitro produced (IVP) bovine embryos have low cryotolerance due
to their characteristics and deficient production system. Follicular fluid (FF) can promote
better nuclear and cytoplasmatic maturation, while B-mercaptoethanol (BM) may reduce
the oxidative stress, and improve viability and cryotolerance. This study aimed to
evaluate the effect of 6 h exposure to FF followed by in vitro maturation supplemented or
not with 100 uM BM on the viability of vitrified/thawed immature (VG) oocytes
(experiment 1) and cry
oteolerance of IVP vitrified/thawed blastocysts (experiment 2). In experiment 1, VG
oocytes were vitrified with 20% ethylene glycol, 20% dimethyl sulfoxide and 0.5 M
sucrose. After warming, groups of 25 oocytes were matured in one of the following
treatments: TCM, 24h TCM-199 (control); BM, 24h TCM-199 +100uM BM; LF,
exposure to FF + 18h TCM-199, and LF+BM, exposure to FF + 18h TCM-199 + 100uM
BM. A non-vitrified group served as control. After in vitro fertilization (IVF) and in vitro
culture (IVC), the cleavage, blastocyst, and hatching rates, as well as the number of cells
from hatched embryos were determined. In experiment 2, groups of 30 fresh oocytes
were IVM, IVF and IVC as in experiment 1. The expanded blastocysts were vitrified with
20% ethylene glycol and 20% propylene glycol. After warming, they were cultured for
additional 72 h to assess the re-expansion and hatching rates. In experiment 1, the FF
treatments showed the lower cleavage rates (TCM: 50.5%, BM: 54.0%, LF: 35.0%,
LF+BM 41.1%). There was no difference (P<0.05) among the blastocyst rates from TCM
(6.4%), BM (4.0%) and LF (3.4%) treatments. None embryo developed from the LF+BM
group. The non-vitrified control group had higher cleavage and blastocyst rates (83.0%
and 35.4%, respectively) than the vitrified groups. The hatching rates and hatched
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embryos cell number in the vitrified treatments (TCM: 46.1%, 130.9+17.3; BM: 37.4%,
149.3+£24.5; LF: 28.6%, 172.3+£30) did not differ (P>0.05) among them, neither from the
non-vitrified group (43.0%, 158.2+7.3). In experiment 2, the FF treatments also showed
the lowest cleavage rates (LF: 71% and LF+BM: 60.3%). The blastocyst rate of LF+BM
treatment in D7 (18.1%) was lower (P<0.05) than TCM (28.3%), BM (22.4%) and LF
(24.2%) treatments rates. The re-expansion did not differ among treatments (P>0.05).
The hatching rates (D7 vitrification) in BM treatments (BM: 35.4%; LF+BM: 33.9%),
were lower than the control group (TCM: 54.16%). The embryo cells number did not
differ among treatments. We conclude that the FF and/or BM treatments neither improve
embryonic development nor oocyte and IVP embryo cryotolerance.

Keywords: vitrification, follicular fluid, f-mercaptoethanol, oocyte, embryo.

Resumo

Odcitos e embrides produzidos in vitro (PIV) possuem baixa criotolerancia devido
as suas caracteristicas morfoldgicas e estruturais, bem como pelo deficiente processo de
producdo in vitro (PIV) de embrides. O liquido folicular (LF) possibilita adequar a
maturacio nuclear e citoplasmatica e o B-mercaptoetanol (BM) pode reduzir o estresse
oxidativo, aumentando a viabilidade e a criotolerancia celular. Este trabalho teve por
objetivo avaliar o efeito da manutencdo em liquido folicular (LF) por 6h, bem como da
adicdo de [P-mercaptoetanol (BM) ao meio de maturacdo, no desenvolvimento
embriondrio de odcitos imaturos vitrificados (Experimento 1) e na sobrevivéncia
embriondria apos a vitrificagdo de embrides PIV (Experimento 2). No experimento 1,
odcitos imaturos foram vitrificados com 20% etileno glicol (EG) + 20% dimetil sulf6xido
(DMSO) + 0,5M sacarose. Apds o reaquecimento, grupos de 25 odcitos foram maturados
em um dos seguintes tratamentos: TCM, 24h TCM-199 (controle); BM, 24h TCM-199 +
100uM BM; LF, manutencio prévia em LF + 18h TCM-199, e LF+BM, manutencao
prévia em LF + 18h TCM-199 + 100uM BM. Um grupo ndo-vitrificado serviu como

controle. Ap6s a fecundacao (FIV) e cultivo in vitro (CIV), foram determinadas taxas de
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clivagem, blastocisto e eclosdo, bem como contadas as células dos embrides eclodidos.
No experimento 2, grupos de 30 odcitos frescos foram submetidos a MIV, FIV e CIV
como no experimento 1. Os blastocistos expandidos foram vitrificados com 20%
propileno-glicol (PROP) + 20% EG. Apds o reaquecimento, foram cultivados por 72
horas adicionais, sendo avaliadas as taxas de re-expansao e eclosdo. No experimento 1, os
tratamentos com LF apresentaram as menores taxas de clivagem (TCM: 50,5%, BM:
54%, LF: 35,0%, LF+BM 41,1%). Nao houve diferenca estatistica (P<0,05) entre as
taxas de blastocistos e entre os tratamentos TCM (6,4%), BM (4,0%) e LF (3,4%). No
grupo LF+BM nao houve desenvolvimento de blastocistos. As taxas de clivagem e
blastocisto do controle nao-vitrificado (83,0% e 35,4% , respectivamente) foram maiores
que a dos tratamentos vitrificados. As taxas de eclosdo e o nimero de células dos
embrides eclodidos ndo diferiram estatisticamente (P>0,05) entre os tratamentos
vitrificados TCM (46,1%; 130,9+17,3), BM (37,4%; 149,3+24.5) e LF (28,6%;172,3+30)
e nem destes em relacdio ao grupo controle nao-vitrificado (43,0%; 158,2+7,3). No
experimento 2, os tratamentos com LF também apresentaram as menores taxas de
clivagem (LF: 71% e LF+BM: 60,3%). A taxa de blastocisto em D7 do grupo LF+BM
(18,1%) foi menor (P<0,05) que a dos demais tratamentos (TCM = 28,3%; BM = 22,4%;
LF = 24,2%). Nao houve diferenca entre as taxas de re-expansdo dos tratamentos
(P>0,05). As taxas de eclosdo dos embrides vitrificados em D7 no tratamento com BM
(BM: 35,4%; LF+BM: 33,9%) foram estatisticamente inferiores as do controle (TCM:
54,16%). O ndmero de células dos embrides eclodidos ndo diferiu entre os tratamentos.
Em conclusao, a pré-maturacdo em LF e/ou a suplementacio com BM, na MIV, ndo
melhoram o desenvolvimento embriondrio e a criotolerincia de odcitos imaturos e

embrides PIV.

Palavras-chave: vitrificagdo, liquido folicular, B-mercaptoetanol, odcito, embrido.
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3.1 Introdugdo

A difusdo e otimizac¢do de biotecnologias da reprodugdo, especialmente as que
empregam a produgdo in vitro de embrides, dependem de um eficiente método de
criopreservacdo. A inadequacdo do congelamento convencional para preservar ocitos e
embrides bovinos produzidos in vitro (PIV), aliada aos resultados promissores obtidos
com a vitrificacdo, determinou que esta metodologia fosse eleita para criopreservar essas
estruturas. Todavia, ainda hoje os resultados sd@o pouco consistentes e, portanto, pouco
atrativos para a consolidacdo e difusdo da técnica (MARTINO et al., 1996; LE GAL e
MASSIP, 1999; LIEBERMANN et al., 2002; MEZZALIRA et al., 2004; VAITA e
KUWAYAMA, 2006).

Além da técnica de criopreservagdo, existe uma grande influéncia da qualidade do
odcito e embrido em relacdo a sua sensibilidade e criotolerancia (LIEBERMANN et al.,
2002; VAJITA e KUWAYAMA, 2006), determinando que o processo de selecdo e
producdo in vitro tenha um papel determinante na viabilidade pds-vitrificacdo dessas
estruturas. A competéncia do odcito e o acimulo de componentes necessarios para o
inicio do desenvolvimento embriondrio sdo adquiridos durante a maturacdo. A falta de
sincronia entre a maturagdo citoplasmatica e nuclear e a ocorréncia de estresse oxidativo
sdo fatores que afetam o desenvolvimento e a qualidade embriondria, com reflexos
diretos na criotolerancia (BLONDIN et al., 1997; IWATA et al., 2004; AGARWAL et
al., 2006; ESFANDIARI et al., 2007).

In vivo, o liquido folicular (LF) bloqueia de forma varidvel a maturacdo nuclear
antes da ovulagdo. Desta forma, o uso do LF, num periodo de pré-maturacdo poderia
proporcionar uma adequagdo e maior sincronia da maturagdo citoplasmatica (HOMA E
BROWN, 1992; AYOUB e HUNTER, 1993; LEHMKUHL et al., 2002; AVERY et al.,
2003).

Os radicais livres, especialmente as espécies reativas de oxigénio (EROs)
originados dos processos oxidativos fisioldgicos, produzem alteracdes estruturais e
funcionais nas células. Em condic¢des fisioldgicas, os odcitos e embrides sdo protegidos
dos EROs por seqiiestradores de oxigénios do liquido folicular e fluido do oviduto.
Porém, no cultivo in vitro, ha um aumento na concentracdo dos EROs em relagcdo a de

antioxidantes devido a concentracdo atmosférica de oxigénio, manipulacdo excessiva,
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processos de crescimento, diferenciacdo e divisdo celular, e caréncia de sistemas
antioxidantes naturais (DE MATOS et al., 1997; GARDINER et al., 1998; KNAPPEN et
al., 1999; ROVER et al., 2001; ALI et al., 2003; AGARWAL et al., 2006).

Um dos sistemas antioxidantes mais abundantes nos gametas € realizado pela
enzima glutationa (GSH). H4 um aumento na concentracdo de GSH intracelular quando
odcitos progridem da vesicula germinativa para o estidgio de metéafase II, sendo que os
niveis de GSH dos odcitos, ao final da maturacio, sdo considerados bons marcadores
bioquimicos da sua viabilidade (DE MATOS e FURNUS, 2000). Além disso, a GSH
participa da descondensacdo do espermatozdide, em paralelo a ativacdo do odcito, e na
transformacdo da cabeca do espermatozdide fertilizante no pré-nicleo masculino
(KNAPPEN et al., 1999; WHITAKER, 2002). Contudo, sua sintese depende da cisteina,
que no meio extracelular € rapidamente oxidada a cistina. A cistina € absorvida pelas
células do cumulus, mas nao pelos odcitos, diminuindo a eficiéncia na produciao de GSH.
Uma das formas de aumentar a absorcao da cisteina é através da suplementacdo de
componentes do tiol, como o -mercaptoetanol (BM), que impedem sua auto-oxidacao
(DE MATOS et al., 1997; KNAPPEN et al., 1999; FURNUS et al., 2008).

Em vista disso, este estudo teve como objetivo avaliar o emprego do LF e da
suplementacdo com BM no processo de maturacdo in vitro, em relagdo a qualidade e a

criotolerancia de odcitos e embrides PIV bovinos, vitrificados.

3.2 Materiais e Métodos

O estudo foi conduzido em dois experimentos, realizados no Laboratério de
Reprodugdo Animal do Centro de Ciéncias Agroveterindrias, em Lages, SC.

Todos os procedimentos foram realizados em laboratério com temperatura

ambiente controlada entre 25 e 30 °C.

Reagentes quimicos

Exceto quando indicado, todos os produtos utilizados nos experimentos foram
provenientes do Sigma-Aldrich Quimica Ltda. (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO,
USA).
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Obtengdo dos oocitos e selecdo

Ovarios bovinos obtidos em abatedouros foram mantidos a 25 — 35 °C, em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) adicionada de penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (0,05 mg/mL), durante o transporte ao laboratério. O tempo entre coleta
dos ovdrios e processamento teve duracdo de 2 a 8 horas. Os complexos cumuli odcitos
(CCOs) foram aspirados de foliculos de 2 a 8 mm de diametro para o interior de um tubo
conico (15 mL), através de um scalp 19 G ligado a uma linha de vdcuo com pressao de
aspiracao correspondente a obtencdo de um fluxo de 20 mL/minuto. Apds dez minutos de
espera, o sedimento dos tubos foi passado para uma placa de Petri (90 x 15 mm) para a
busca dos CCOs. Depois de recuperados, os CCOs foram selecionados no préprio liquido
folicular centrifugado. A busca e selecdo foram realizadas sob lupa estéreo-microscopica,
sendo utilizados apenas odcitos com citoplasma homogéneo e totalmente envoltos por
células do cumulus oophorus compactas. No experimento 1, os CCOs selecionados foram
vitrificados e, apds o reaquecimento, foram distribuidos aleatoriamente entre os 4
tratamentos de maturacdo. No experimento 2, a distribuicdo entre os tratamentos foi

realizada logo apos a selecdo.

Delineamento Experimental
Os CCOs selecionados foram aleatoriamente submetidos, em ambos o0s
experimentos 1 e 2, a um dos quatro tratamento de maturagdo descritos a seguir:
*Tratamento TCM: 24 h em TCM-199 (controle)
*Tratamento BM: 24 h em TCM-199 + 100 uM BM
*Tratamento LF: 6 h em LF seguidas de 18 h em TCM-199
*Tratamento LF+BM: 6 h em LF seguidas de 18 h em TCM-199 + BM
Cada experimento foi realizado com dez repeti¢cdes, sendo:
- Experimento 1: vitrificagdo de odcitos imaturos.
- Experimento 2: vitrificagdo de blastocistos expandidos dos dias 7 (D7) e 8

(D8) de cultivo, apenas os de qualidade excelente ou boa.

Produgdo dos embrides

Maturacdo in vitro
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Logo apés a selecdo (Experimento 2) ou vitrificagio e reaquecimento
(Experimento 1), os CCOs foram divididos aleatoriamente em grupos de 25
(Experimento 1) ou 30 (experimento 2) e submetidos aos diferentes tratamentos.

Os CCOs dos tratamento 1 e 2 foram transferidos para a estufa de cultivo em
placas Nunc de quatro pogos (NunclonTM, Nunc S/A, Roskilde, Denmark; Cat.176740)
contendo 400 uL de meio de maturacio TCM- 199 - sais de Earle adicionado de 26,2
mM de NaHCOs;, 25 mM de HEPES, 0,2 mM de piruvato de sédio com 0,01 UI de
FSH/mL (Folltropin™ - Bioniche, Canada), 0,5 ug/mL de LH (Lutropin™ Bioniche,
Canada) e 10% de soro de égua em estro (SEE), suplementado (T2) ou nao (T1) de BM.
Os CCOs correspondentes ao tratamento LF e LF+BM, foram colocados em tubos
conicos de 1,5 mL contendo 1 mL de LF centrifugado (LEHMKUHL et al., 2002),
mantidos a temperatura de 30°C em banho maria, por 6 horas, quando entdo, foram
transferidos para estufa de cultivo em placas Nunc de quatro pocos, nas mesmas
condig¢des do tratamento TCM e BM.

A maturacdo em estufa de cultivo (Haeraeus Instruments GmbH, Alemanha) foi
realizada por 24 h (TCM e BM) ou 18 h (LF e LF+BM) a temperatura de 39 °C, em
atmosfera de 5% de CO, e umidade saturada.

Selecdo dos espermatozoides

Os espermatozodides, de um tnico touro bos-taurus, foram selecionados pela
técnica de migracdo ascendente (swim-up) em meio TALP-Sperm suplementado com 6
mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), mantido a 39 °C, em banho-maria. Apés 1 hora
de migracdo ascendente, o sobrenadante foi centrifugado por 5 minutos, e o pellet
aspirado e diluido para obtencio de uma dose inseminante de 1 a 1,5 x 10°
espermatozdides/mL.

Fecundacdo in vitro

Ap6s a maturagio, os CCOs foram depositados em 400uL. de meio TALP-Fert,
em placas Nunc de quatro pogos, adicionado de 30 ug/mL de heparina, 30 ug/mL de
penicilinamina, 15 uM de hipotaurina ¢ 1 uM de epinefrina. Os CCOs foram co-
cultivados com os espermatozdéides por 18-22 horas (D0), em estufa de cultivo a 39°C em

atmosfera de 5% de CO, e umidade saturada. Apds a fecundagdo (D1), os provaveis
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zigotos foram submetidos a agitacdo mecanica em meio TCM-HEPES, por 1 minuto,
para remocao das células do cumulus.

Cultivo in vitro

Imediatamente apds o desnudamento, os provaveis zigotos foram cultivados em
400 pL de meio SOFaaci (HOLM et al., 1999) suplementado com 6 mg/mL de BSA, sob
O6leo mineral, em placas de quatro pogos. As placas foram mantidas em bolsa
impermedvel a gases (Bag-system; VAJTA et al., 1997), com uma mistura gasosa
contendo 90% de N, 5% de O, e 5% de CO, desde o inicio do cultivo (Experimento 1) ou
apos a avaliacdo da clivagem (D2; Experimento 2) em estufa a 39 °C, 5% CO, e maxima

umidade relativa.

Experimento 1: Vitrificacdo de odcitos

Os CCOs foram vitrificados em micropipetas de vidro estiradas com didmetro
interno de aproximadamente 0,35 mm, em grupos de 3 a 5 estruturas. As solucdes de
vitrificacdo e reaquecimento foram preparadas a partir de TCM-199, tamponado com
HEPES e adicionado de 10% de SEE.

Logo apds a puncdo e selecdao, os CCOs a serem vitrificados foram expostos por
30 s a uma solucdo de equilibrio com 10% EG + 10% DMSO, seguido de 20 s de
exposi¢do na solucdo de vitrificacdo com 20% EG +20% DMSO + 0,5 M sacarose. Apds
0 envase, as micropipetas foram submersas em nitrogénio liquido, sendo mantidas por
aproximadamente 30 min até o reaquecimento. O reaquecimento foi realizado através da
exposicao ao ar por dois a trés segundos e imersao em solucdes decrescentes de sacarose
0,30 M e 0,15 M, a temperatura de 35 °C. Ap6s cinco minutos em cada solugdo, foram
depositados em TCM-HEPES com 10% de SEE.

Ap6s o reaquecimento, 25 CCOs foram transferidos para cada um dos quatro
tratamentos descritos. Os tubos de 1,5 mL com LF contendo os tratamentos LF e LF+BM
foram mantidos por seis horas a 30 °C, quando os CCOs passaram para o meio de
maturagdo (TCM-199) com incubacdo em estufa de cultivo por 18 h. Um grupo controle
ndo vitrificado foi mantido em LF até o final da vitrificacdo e submetido aos mesmos
procedimentos de produgdo in vitro dos tratamentos vitrificados. Com 7, 8 e 9 dias de

cultivo, foram avaliadas as taxas de clivagem, blastocistos e eclosdo, respectivamente. Os
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blastocistos eclodidos, em cada tratamento, separados por grau de qualidade morfoldgica
e dia de eclosdo, foram fixados em élcool etilico 99% para avaliacio da qualidade através

da contagem celular pela colorac@o de bisbenzimida.

Experimento 2: Vitrificacdo de embrides

Ap6s alcancarem o estddio de blastocisto expandido (D7 e DS), os embrides de
qualidade boa ou excelente de cada tratamento foram vitrificados. Durante todo o
processo, os embrides foram mantidos separados de acordo com seu tratamento inicial.

A vitrificacdo foi realizada através da exposi¢do por 1 minuto a solu¢do de
equilibrio composta de 10% EG + 10% PROP, seguida de 25 segundos de exposicdo a
solugdo de vitrificagdo composta de 20% EG + 20% PROP. Em cada micropipeta de
vidro foram envasados, em média, 3 embrides.

O reaquecimento foi realizado pela exposicdo ao ar por dois a trés segundos e
imersdao em solucdes decrescentes de sacarose 0,30 M e 0,15 M, (cinco minutos cada),
em temperatura de 35°C. Apds o reaquecimento, os embrides foram colocados em cultivo
complementar para avaliacdo de sua capacidade de re-expansdo e eclosdo in vitro, sendo
considerados vidveis os que atingiram o estiddio de blastocisto eclodido (Be).

Os embrides eclodidos de cada tratamento foram subjetivamente classificados de
acordo com sua morfologia em G1, G2 ou G3 e fixados em dlcool etilico 99% para

determina¢do da contagem de células pela coloracdo de bisbenzimida.

Avaliacoes

Taxa de clivagem

No experimento 1, a taxa de clivagem foi realizada no D7, junto a avaliacdo da
taxa de blastocistos. No experimento 2, a taxa de clivagem foi determinada ap6s 24 horas
de cultivo (D2).

Taxa de blastocistos

Ao final do periodo de cultivo (D7), foi determinada a taxa de desenvolvimento
embriondrio nos 4 tratamentos de cada um dos experimentos. Uma segunda avaliagdo foi

realizada no oitavo dia de cultivo. Para o calculo da taxa de blastocisto, foi considerando
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desde o estddio de blastocisto inicial (Bi) no experimento 1, e blastocisto (BI) no
experimento 2, sempre em relacdo ao nimero de estruturas inicialmente cultivadas.

No experimento 2, a taxa de re-expansdo e eclosdo foi avaliada apds o
reaquecimento dos embrides durante um periodo de até 5 dias.

Quantidade de células

Os blastocistos eclodidos de cada tratamento foram separados por dia de eclosdo e
classificagdo morfologica e corados para quantificar o nimero de células. Para a
contagem celular, apds fixacdo em dlcool etilico 99% por no minimo 12 horas, os
embrides permaneceram por 10 minutos em 10 mg/mL de bisbenzimida (Hoechst 33342),
em HEPES + 10% SEE, abrigados da luz. Em seguida, em uma gota de glicerol (10 uL)
montada entre lamina e laminula, foram visualizados sob luz UV em microscépio

invertido de epifluorescéncia para a identificacdo e contagem dos nucleos celulares.

Andlise estatistica dos dados

As taxas de clivagem e blastocistos foram submetidas a comparagao pelo teste X2
(pacote estatistico Minitab®, State College, EUA) ou Fisher (planilha Excel,
Microsoft®), com nivel de significancia de 5%.

Os valores da contagem celular foram submetidos a andlise de varidncia e
comparacdo de médias pelo teste Tuckey (pacote estatistico Minitab®, State College,

EUA).

3.3 Resultados
Experimento 1: Vitrificacdo de oocitos

A taxa de clivagem (Tabela 1) do controle nao-vitrificado (83,0%) foi superior a
de todos os tratamentos vitrificados. Dentre os tratamentos vitrificados, o grupo BM
apresentou a melhor taxa de clivagem (54,0%), que nao diferiu estatisticamente do grupo
TCM (50,5%). A menor taxa foi verificada com o grupo LF (35,0%) que, no entanto, ndo
diferiu do grupo LF+BM (41,1%).

As taxas de blastocisto (Tabela 1) no grupo controle nao vitrificado (35,4%)

foram estatisticamente superiores aos tratamentos vitrificados. Nos tratamentos
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vitrificados, as taxas de blastocisto ndo diferiram entre os grupos TCM (6,4%), BM
(4,0%) e LF (3,4%). No grupo LF+BM nao houve desenvolvimento de blastocistos.

As taxas de eclosdo foram calculadas a partir dos blastocistos obtidos em D9, ndo
sendo observada diferenca estatistica entre o grupo controle ndo-vitrificado (43,0%) e os
tratamentos vitrificados TCM (46,1%), BM (37,4%) e LF (28,6%). No entanto, a eclosio
nos tratamentos vitrificados foi tardia, 83,3 a 100% dos embrides eclodiram a partir do
D9, em relagcdo ao grupo controle ndo-vitrificado, no qual apenas 38,2% dos embrides

eclodiram a partir do D9.

Tabela 1. Taxas de clivagem, blastocisto e eclosdo de embrides obtidos de odcitos
vitrificados e maturados por 24 h em TCM-199 (TCM); 24 h em TCM-199 +
100 uM BM (BM); expostos por 6 h em liquido folicular + 18 h em TCM-199
(LF), ou expostos por 6 h em liquido folicular + 18 h em TCM-199 + 100 uM
BM (LF+BM), bem como de odcitos controle ndo-vitrificados e maturados
em TCM-199 (CONT). Experimento 1.

Tratamento Cultivados Taxa de clivagem Taxa de blastocisto Taxa de
D7 D9 eclosdo
n % n % n % n %
TCM 202 102 505 7 35 13 64> 6  461°
BM 200 108 54,0° 5 25" 8 40> 3 375°
LF 203 71 35,04 4 20 7 34> 2 286"
LF+BM 197 81 41,14 0 0° 0 0° . -
CONT 223 185 83,0 76 34,1* 79 354* 34  43?

b d7 etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).

Na avaliagdo da qualidade dos blastocistos eclodidos em cada tratamento, nao
houve diferenca estatistica entre as médias de células contadas dos blastocistos eclodidos
do grupo controle (158,2+7,3) em relacdo aos tratamentos vitrificados TCM
(130,9+17,3), BM (149,3+24.5) e LF (172,3+30). O grupo LF+BM n@o proporcionou o
desenvolvimento de blastocistos, o que impediu sua inclusao na contagem de células.
Quando a andlise foi procedida levando em consideracdo a qualidade dos embrides,
observou-se nimero significativamente superior (P<0,05) de células nos blastocistos grau

1 (180,947,4) em relacdo aos blastocistos grau 2 (125,9+8,8) apenas no grupo controle
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nao-vitrificado. Nos demais tratamentos, ndo houve diferenca significativa no nimero de

células entre os embrides de qualidade 1 e 2 (P>0,05).

Experimento 2: Vitrificacdo de embrides

Como observado na tabela 2, o tratamento TCM apresentou a melhor taxa de
clivagem (77,5%), que nao diferiu (P>0,05) do tratamento BM (73,9%). Nao houve
diferenca entre a taxa clivagem do tratamento BM (73,9%) e LF (71,0%). O tratamento
LF+BM apresentou 60,3% de clivagem, significativamente inferior aos demais
tratamentos (P<0,05).

A maior taxa de blastocisto, avaliada em D7, foi observada no tratamento TCM
(28,3%) que, todavia, ndo diferiu do tratamento LF (24,2%). A taxa de blastocistos dos
tratamentos LF (24,2%) e BM (22,4%) nao apresentaram diferencas estatisticas. J4 a
menor taxa de blastocistos foi observada no tratamento LF+BM (18,1%) que, no entanto,
nio diferiu do tratamento BM (22,4%).

Apos a vitrificagdo e reaquecimento, os blastocistos foram mantidos em cultivo
para a avaliacdo das taxas re-expansao e eclosdo. Nao houve diferenca (P>0,05) entre as
taxas de re-expansao dos blastocistos vitrificados em D7 ou D8 (Tabela 3). Da mesma
forma, ndo foi observado diferencas entre as taxas de re-expansdo dos distintos

tratamentos.

Tabela 2. Taxas de clivagem e blastocisto obtidas de o6citos maturados por 24 h em
TCM-199 (TCM); 24 h em TCM-199 + 100 uM BM (BM); expostos por 6
h em liquido folicular + 18 h em TCM-199 (LF), ou expostos por 6 h em
liquido folicular + 18 h em TCM-199 + 100 uM BM (LF+BM).
Experimento 2.

Taxa de clivagem Taxa de blastocisto D7
Tratamentos n
n % n %
TCM 512 397 77,5 145 28.3%
BM 514 380 73,9 % 115 22,4 %
LF 496 352 71,0° 120 242 %
LF + BM 519 313 60,3 ¢ 94 18,1°¢

5.7 otras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).
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Em relacdo a taxa de eclosdo, foi observada diferenca (P = 0,057) entre a taxa
obtida com blastocistos vitrificados em D7 (54,2%) em relacdo ao D8 (37,0%) apenas no
tratamento TCM. Nos demais tratamentos, nao houve efeito do dia da vitrificacao (D7 ou
D8) na taxa de eclosdo. Com os embrides vitrificados em D7, a maior taxa de eclosao foi
observada no tratamento TCM (54,2%) que, todavia, ndo diferiu do tratamento LF
(40,3%). Nao foram observadas diferencas entre os grupos BM (35,4%), LF (40,3%) e
LF+BM (33,9%). Ja nos embrides vitrificados em D8, a taxa de eclosdo nao diferiu
(P>0,05) entre tratamentos (Tabela 3).

A contagem do ndmero de células de embrides eclodidos nos diferentes
tratamentos estd resumida na tabela 4. Nao houve diferenca na contagem de células entre
os blastocistos eclodidos em D7 ou D8, que assim foram agrupados. Da mesma forma,
nao foram observadas diferencas na contagem de células dos blastocistos eclodidos com
24, 48 ou 72 horas apds o reaquecimento. O nimero médio de células contadas nos

diferentes tratamentos variou entre 112,5 no grupo TCM até 134,8 no grupo LF+BM.

Tabela 3. Taxas de re-expansdo e eclosdo apds a vitrificacdo/reaquecimento de
blastocistos expandidos obtidos nos tratamentos TCM (24 h em TCM-199);
BM (24 h em TCM-199 +100 uM BM); LF (6 h em liquido folicular + 18 h
em TCM-199), e LF+BM (6 h em liquido folicular + 18 h em TCM-199 +
100 uM BM). Experimento 2.

Tratamento Re-expansao % Eclosao %

D7 DS D7 DS
TCM 72,22 (52/72)* 55,55 (15127)* 54,2 (39/72)¥* 37,0 (10/27) ¥®
BM 69,23 (45/65)* 74,19 (23/31)* 35,38 (23/65)"* 29,03 (9/31)¥"
LF 67,74 (42/62)* 62,06 (18/29)* 40,32 (25/62) ®™* 31,03 (9/29) ¥

LF + BM 57,62 (34/59)* 70,96 (22/31)* 33,89 (20/59)"* 22,58 (7/31)¥A

*P [ etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa. A8 Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenga significativa (P<0,05).
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Tabela 4. Numero médio de células e erro padrdo de blastocistos eclodidos apds
vitrificacdo, em funcdo do grau de qualidade (G1, G2 ou G3) e dos diferentes

tratamentos de maturacio. Experimento 2.

Tratamento Grau 1 Grau 2 Grau 3 Total

TCM 123,9+15,4 [6] 111,3+16,9 [5] 102,4+154 [6] 112,5+9,2 [17]
BM 152,29+14,3 [7] 133,1+14,3 [7] 94,9+15,4 (6] 126,8+8,5 [20]
LF 169,81+13,4 [8] 119,7+15.4 [6] 91,1£19,0 [4] 126,9+9,3 [18]
LF+BM 171,93+£14,3 [7] 120,5+18.9 [4] 112,0£26,7 [3] 134,812 [13]

P>0,05. TCM (24 h em TCM-199); BM (24 h em TCM-199 +100uM BM); LF (exposi¢do por 6 h em
liquido folicular + 18 h em TCM-199) e LF+BM (exposi¢do por 6 h em liquido folicular + 18 h em TCM-
199 adicionado de 100 uM BM). [n] = nimero de estruturas coradas.

3.4 Discussao

Indmeros trabalhos buscaram adequar a metodologia de criopreservacdo para
odcitos e embrides bovinos PIV, com avancos significativos, como o nascimento de
produtos derivados de odcitos vitrificados (VIEIRA et al., 2002) e o aumento na taxa de
embrides provenientes de odcitos bovinos vitrificados empregando elevadas taxas de
resfriamento e reaquecimento (SANTOS et al., 2006; WERLICH et al., 2006; BUNN et
al., 2008). No entanto, os resultados ainda ndo sdo adequados para o emprego em rotinas
comerciais.

Ao menos em parte, esta baixa viabilidade € determinada pela inadequada
producdo destas estruturas. A falta de sincronia entre a maturagdo citoplasmatica e
nuclear dos odcitos € apontada como uma causa importante da baixa viabilidade dos
embrides resultantes (DURANTHON e RENARD, 2001; SUTTON et al., 2003) que,
consequentemente, sao menos criotolerantes. Durante a selecdo, € dificil identificar os
odcitos com menor competéncia, pois, in vitro, a maturacdo nuclear ocorre mesmo
assincrona com a maturagao citoplasmatica (SIRARD et al., 1998; NAGAI, 2001).

Uma forma fisiolégica para adequar a maturacdo citoplasmdtica e a nuclear
poderia melhorar o desenvolvimento e, consequentemente, a qualidade dos embrides

produzidos (SIRARD, 2001). A manutencdo dos odcitos em LF, para retardar a
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maturacdo nuclear (SIRARD e FIRST, 1988; LEHMKUHL et al., 2002), € uma estratégia
simples, de facil execucdo e que, provavelmente, ndo altera a fisiologia do odcito. Neste
estudo ndo foi avaliado a dindmica de maturacdo dos odcitos e, ao contrario do esperado,
a exposi¢do ao LF determinou a reducdo significativa da taxa de clivagem tanto nos
odcitos vitrificados (Experimento 1) como nos odcitos frescos (Experimento 2), em
relacdo aos que nao sofreram exposicdo. Contudo, ndo foi observada queda na taxa de
blastocistos dos dois experimentos.

O tamanho do foliculo e o estddio do ciclo estral influenciam a capacidade
inibidora do LF na maturagdo nuclear. Ayoub e Hunter (1993) observaram maior inibi¢ao
com LF de foliculos pequenos e médios (2-9 mm), obtidos durante o estro, com reducio
do efeito inibidor fora deste periodo. J4 foliculos maiores, podem estimular ao invés de
inibir a maturacdo nuclear (SUTTON et al., 2003). Nos dois experimentos, o LF foi
obtido de um pool dos foliculos puncionados, sem qualquer controle da fase estral das
fémeas doadoras, o que pode ter contribuido para o efeito adverso observado. E ainda
possivel que apds a pungdo, tenha ocorrido a exposi¢do dos odcitos a fatores deletérios
provenientes de foliculos atrésicos, ou mesmo de maior didmetro, ji& que durante a
punc¢do ndo era possivel aferir de forma precisa o tamanho folicular. Outra caracteristica
relevante, observada em humanos (CARBONE et al., 2003), é a relac@o inversa entre a
faixa etdria e a concentracdo das enzimas envolvidas na desintoxicacao de EROs, como a
glutationa transferase. Como geralmente nio se conhece a idade das vacas utilizadas nos
distintos experimentos, é possivel que este seja um importante fator responsavel pelos
resultados controversos em diferentes estudos sobre a composicao e o efeito da utilizagao
o LF durante a MIV. Embora conhecidas, estas caracteristicas ndo foram consideradas
neste estudo, j4 que se buscou uma forma pratica de obter o LF que possibilitasse o
emprego imediato na producdo in vitro de embrides. Isto determinou que os proprios
foliculos puncionados na obteng¢ao os odcitos fossem a fonte do LF.

E provivel ainda que, exista também uma importante atuacio das células
foliculares na composicao e efeito do LF sobre a maturacido oocitaria. Fouladi Nashta et
al. (1998), cultivando foliculos antrais intactos, observaram parada meidtica dos odcitos,
com aquisi¢cdo de maior competéncia in vitro. De forma similar, Coleman et al. (2007)

observaram que a presenca da parede folicular aumentou o desenvolvimento embriondrio
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precoce, em relagdo a maturacdo apenas em LF de foliculos dominantes, indicando uma
possivel interacdo entre células murais da granulosa e LF no desenvolvimento da
competéncia oocitaria. A possibilidade de incorporar fragmentos da parede de foliculos
ao LF poderia exercer influéncia na viabilidade embriondria, sendo recomendavel que
novos ensaios avaliem esta condigao.

Uma causa importante da baixa qualidade de odcitos e embrides bovinos PIV é o
estresse oxidativo, que se caracteriza pelo desequilibrio entre a formacdo de radicais
livres e sua remocao pelo organismo. Para que os processos metabdlicos dependentes de
EROs ocorram adequadamente e a fisiologia celular seja mantida, é necessario um
equilibrio entre a formagdao e a remocdo dos EROs (ROVER et al., 2001). Os meios
utilizados na PIV ndo possuem um sistema antioxidante ajustado a necessidade dessas
estruturas (ALI et al., 2003), possibilitando que odcitos e embrides PIV sofram estresse
oxidativo com a conseqiiente redu¢do de sua qualidade e comprometimento da
sobrevivéncia (LONERGAN et al., 2006). Pelo seu papel na protecdo contra o estresse
oxidativo, a GSH constitui um antioxidante natural, sendo relatada sua sintese durante a
maturagdo oocitdria no bovino (DE MATOS et al.,, 1996), indicando que é um dos
componentes armazenados pelo odcito para posterior utilizacdo. Os niveis de GSH
encontrados nos odcitos, ao final da maturacdo sao, inclusive, considerados como bons
marcadores bioquimicos de sua viabilidade (ALI et al., 2003). Assim, o aumento da
sintese de GSH nos odcitos em maturagdo € uma maneira de melhorar sua qualidade e o
conseqiiente desenvolvimento embriondrio. Contudo, a sintese de GSH € dependente da
disponibilidade de cisteina no meio extracelular (DE MATOS et al., 1997; KNAPPEN et
al., 1999; FURNUS et al.; 2008), que, em sua maior parte, ¢ encontrada na forma
oxidada, a cistina (CAAMANO et al., 1996). Como os odcitos nio possuem
transportadores para cistina, a sintese de GSH ¢é limitada a assimila¢do deste peptideo
pelas células dos cumulus (DE MATOS et al., 1997). Como forma de contornar esta
situacdo, componentes do tiol, como o BM, tém sido utilizados para manter a cisteina em
sua forma reduzida, através de uma troca sulfidril-disulfito, permitindo assim o aumento
na sintese de GSH (CAAMANO et al., 1996; WHITAKER, 2002). Contudo, os
experimentos aqui conduzidos ndo apontaram diferencas nas taxas de clivagem,

blastocisto ou eclosdo dos grupos tratados com BM em relagdo aos grupos controle, tanto
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no experimento 1 com odcitos vitrificados, onde houve inclusive uma redugao na taxa de
blastocistos, quanto no experimento 2, onde os odcitos foram simplesmente cultivados
apos a exposicdo em BM na maturagdo. Estes resultados estdo em acordo com os obtidos
em estudo concomitante realizado nas mesmas condicoes laboratoriais (RIBEIRO et al.,
2009), onde o uso de BM durante o cultivo in vitro ndo afetou a taxa de clivagem em
relagdo ao controle (80,2% vs. 81,1%), porém afetou negativamente o desenvolvimento
até o estadio de blastocisto (28,0% vs. 43,8%). Bai et al. (2008), também nao observaram
melhora no desenvolvimento de odcitos de fémeas ovinas pré-puberes, suplementados
com BM e cisteina durante a maturagdo. Todavia, estes resultados sdo distintos dos
observados por outros autores, nos quais a suplementagdo com compostos do tiol na
maturacdo de odcitos melhorou as taxas de desenvolvimento embrionario (DE MATOS
et al., 1997; DE MATOS e FURNUS, 2000). Entretanto, as taxas de clivagem (73,9%) e
blastocistos (22,4%) obtidas no grupo tratado com BM neste estudo sdo semelhantes aos
71,1% e 23,8% obtidas por De Matos e Furnus (2000) nos grupos tratados com BM. J4 as
taxas de clivagem e blastocistos do grupo controle (61,8% e 15,7%, respectivamente)
observada pelos autores foram inferiores ao controle deste trabalho (77,5% e 28,3%,
respectivamente). Estes dados podem sugerir que o efeito positivo do BM no meio de
maturagdo ocorre quando as condi¢des de producdo sdo menos adequadas e, assim,
proporcionem maior ocorréncia de estresse oxidativo. Cabe ainda considerar que, embora
nocivos as estruturas celulares, os EROs atuam como mensageiros intracelulares durante
o crescimento e diferenciacdo celular, bem como durante o processo de fecundacdo
(Argawal et al., 2005). E possivel que o efeito benéfico do BM na defesa de odcitos e
embrides contra os EROs tenha sido mascarado por alteracdes nas sinalizagdes
fisiolégicas das quais esses radicais participam. Isto poderia justificar os resultados
observados por Ribeiro et al. (2009), onde o uso de BM durante o cultivo in vitro nao
melhorou a taxa de clivagem e afetou negativamente a taxa de blastocistos (28,0% vs.
43,8%). Entretanto, novos estudos sdo necessarios para comprovar esta hipotese.

E ainda descrito que o uso de cisteamina no meio de matura¢io, mesmo nio
mostrando efeito positivo na maturacdo, pode melhorar a competéncia e a criotolerancia
embriondria (DE MATOS et al., 1996; BALASUBRAMANIAN e RHO, 2007). Contudo,

nas condicdes deste estudo, o emprego de BM nao melhorou a viabilidade de odcitos
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imaturos apos a vitrificagdo (Experimento 1), sendo ainda constatado uma reducio na
taxa de eclosdao dos embrides vitrificados em relagdo ao grupo sem BM (Experimento 2).
Com relacdo a criotolerancia, aparentemente, o BM é mais benéfico se adicionado no
cultivo, logo ap6s o processo de criopreservacdo. Nedambale et al. (2006) demonstraram
aumento na sobrevivéncia, eclosido e no namero de células de blastocistos bovinos, com a
adicdo de BM no meio de cultivo apds a vitrificacdo, o que também foi observado por
Ribeiro et al. (2009). E possivel que o estresse produzido pelo processo de vitrificacio,
sobre os blastocistos, seja prevenido pela adi¢do subseqiiente de BM.

O tratamento composto pela associacio de LF e BM, produziu resultados
inesperados e extremamente nocivos aos odcitos. No experimento 1, esta associacdo
determinou que ndo houvesse desenvolvimento de blastocistos, apds a vitrificacdo dos
odcitos. De forma semelhante, houve significativa reducdo da viabilidade dos odcitos
submetidos a0 mesmo tratamento no experimento 2, determinando redugdo das taxas de
clivagem e blastocistos (Tabela 2). Entretanto, os embrides produzidos no tratamento LF
+ BM, assim como nos tratamentos LF e BM, apresentaram idéntica viabilidade,
demonstrada por semelhantes taxas de re-expansdo e eclosdo (Tabela 3) e nimero de
células (Tabela 4), evidenciando que os embrides, embora em menor quantidade,
apresentam similar viabilidade in vitro.

Os embrides produzidos a partir de odcitos vitrificados, neste estudo,
apresentaram desenvolvimento mais lento, com 83 a 100% das eclosdes ocorrendo apds o
dia 9 de cultivo, diferente do comportamento dos embrides nao vitrificados, onde apenas
38,2% das eclosdes foram verificadas apés D9. Este comportamento deve ser levado em
consideragdo, tanto na avaliacdo in vitro, quanto na avaliacdo in vivo, ap0s transferéncia.
Os parametros de viabilidade obtidos nos dois experimentos sdo semelhantes aos
observados em estudos prévios e na rotina de PIV de embrides conduzidos em nosso
laboratério. A limitacdo pratica para o uso de LF proveniente de foliculos pequenos,
sabidamente ndo atrésicos, e coletados no periodo do cio, poderd ser contornada pela
identificacdo e adi¢do de substincias presentes no LF que naturalmente participem do
bloqueio meidtico ou promovam a maturagdo citoplasmatica. Estudos da identificagcdo e

interacdo destes componentes, bem como ensaios com componentes ja identificados,
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como o 4cido linoléico, devem ser desenvolvidos na busca de adequar a PIV de embrides

bovinos.

3.5. Conclusdes

A exposicao ao LF por um periodo de 6 h na pré-matura¢ido, com ou sem a adicao
de BM no meio de maturagdo, ndo melhora as taxas de desenvolvimento nem a qualidade
de embrides produzidos a partir de odcitos imaturos vitrificados. De forma semelhante,
estes tratamentos nao melhoram o desenvolvimento e a criotolerancia de embrides PIV,
produzidos a partir de odcitos frescos.

A vitrificacdo de odcitos determina um retardo na eclosdo dos embrides, com
nimero significativo de estruturas eclodindo tardiamente, em contraste com 06citos nao
vitrificados.

Embora promova redug¢do nas taxas de desenvolvimento embriondrio, a
vitrificacdo ndo afeta a qualidade dos blastocistos, avaliada por sua capacidade de eclosao
e densidade celular.

Estudos sobre a influéncia da composi¢cao do LF na competéncia oocitdria, bem
como alternativas para diminuir crioinjdrias, além da producdo de EROs, necessitam ser

aprofundados para melhorar a criotolerancia de odcitos e embrides PIV bovinos.
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