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RESUMO

Na tentativa de melhorar os indices da produgao in vitro de embrides (PIVE) em
bovinos, vérias substancias tém sido utilizadas na maturacdo in vitro (MIV) e no cultivo
in vitro (CIV). A suplementagdo com a combinagdo de insulina-transferrina-selénio (ITS)
e o acido ascérbico (AA) tém sido associada com a reducdo na producdo de radicais
livres nos meios de cultivo celular, sendo uma alternativa para melhorar os resultados
da PIVE. O presente estudo visou testar o efeito da presenca do ITS e AA durante a MIV
e/ou CIV na quantidade e qualidade de embrides PIVE. Complexos cumulus-ovécitos
(COCs) foram obtidos de ovdrios de abatedouro, sendo que os provenientes de
foliculos de 1-3mm e 6-8mm foram dissecados da cdrtex ovariana e os de 3-8mm
obtidos por aspiracdo folicular. Para avaliar os estagios da meiose os ovdcitos foram
corados com lacmdide, e para avaliar o efeito dos tratamentos na producdo de
embrides foi avaliada a taxa de clivagem (D2), blastocisto (D7), o tamanho dos
embrides com auxilio da camera Motic Images Plus 3.0 e o numero total de células
pela coloragdo HOESCH. Os dados de cinética de maturacdo, desenvolvimento
embrionario, e tamanho dos embrides foram analisados pelo teste do Qui-Quadrado
(P<0.05), e a contagem do numero de células embriondrias pelo teste de Kruskall-
Wallis (P<0.05). Inicialmente foi avaliado o efeito do ITS (0,5ug/ml) durante a MIV,
durante o CIV e durante a MIV e o CIV. Todos os tratamentos apresentaram taxa de
clivagem, producdo de blastocisto e qualidade dos blastocistos semelhante ao grupo
controle na auséncia de ITS (P>0,05). A suplementacdo do meio com uma associacdo
do ITS e AA por diferentes periodos (12h e 24h) durante a MIV, mostrou que quando

realizada nas 12 ultimas horas causa um aumento na producao de blastocistos em D7
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(51,6%) quando comparado ao grupo controle (39,5%), e aos grupos expostos nas
primeiras 12h (40,2%), e nas 24h (41,1%). Apesar do nimero de células ter sido maior
nos embrides do grupo tratado com ITS e AA nas ultimas 12h de MIV (143,2+49,9) em
relacdo aos grupos expostos nas primeiras 12h (122,3+46,1), ndo diferiu (P>0,05) dos
grupos controle (131,9+44,7) e do tratado por 24h (124,3+35,3). A cinética de
maturacdo nuclear foi comparada em ovécitos de diferentes competéncias obtidos de
foliculos de 1-3 e 6-8mm de didmetro, e foi observado que as 24h de maturacdo todos
os ovdcitos, independente do grupo, tinham completado a meiose sendo que em
torno de 90% encontrava-se em estagio de MIl. Entdo, foi investigado o efeito da
presenca do ITS associado ao AA nas 12 ultimas horas da MIV em ovdcitos com
diferentes graus de competéncia. O tratamento nao afetou (P<0.05) as taxas de
clivagem e blastocisto quando ovdcitos provenientes de foliculos 1-3mm foram
utilizados, sendo respectivamente 49,9% e 4,4% e 51,0% e 14,9% para os tratados e
ndo tratados.Conclui-se que a adicao de ITS isoladamente n3o afetou a producgao de
embrides, mas quando associado ao AA nas 12 ultimas horas de maturagdao melhorou
a quantidade e qualidade dos embrides produzidos. Além disso, o uso de ITS e AA
durante a MIV ndo melhorou a competéncia de ovdcitos provenientes de foliculos
pequenos.

Palavras-chave: ovécito, maturacdo in vitro, competéncia ovocitaria
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ABSTRACT

In attempt to improve bovine in vitro embryos production (IVP), several
substances have been used during the in vitro maturation (IVM) and in vitro culture
(IVC). Supplementation with a combination of insulin-transferrin-selenium (ITS) and
ascorbic acid (AA) have been associated with a reduction in free radicals production in
cell culture media, being an alternative to improve the results of IVP. The present
study aimed to test the effect of ITS and AA during IVM and / or IVC in the quantity and
quality of IVP embryos. Cumulus-oocyte complexes (COCs) were obtained from
slaughterhouse ovaries. Which were either recovered from Follicles of 1-3mm and 6-
8mm dissected from the ovarian cortex, or from aspiration of 3-8mm follicles. . To
evaluate the stages of meiosis oocytes were stained with lacmdide, and to assess the
effect of treatments on embryo production cleavage rate (D2), blastocyst rate (D7),
size of the embryos using the camera Motic Images Plus 3.0 and the total number of
cells staining by HOESCH, were evaluated. Data of maturational kinetics, embryonic
development, and size of the embryos were analyzed by chi-square test (P<0.05), and
embryonic cells number by Kruskal-Wallis test (P<0.05). Initially we investigated the
effect of ITS (0.5 mg/ml) during IVM, IVM and IVC and during IVC. All treatments had
similar cleavage rate, blastocyst production and embryo quality to the control group
(P<0.05). Medium supplementation with a combination of AA and ITS for different
periods (12h and 24h) during IVM, showed that when treatment was performed in last
12 h an increase in production D7 blastocysts (51.6%) was observed whem compared
the control (39.5%), first 12h (40.2%) and 24h groups (41.1%). Although the number of

cells was higher in the group treated with ITS and AA in the last 12h of IVM (143.2 +
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49.9) than in groups exposed in the first 12h (122.3 + 46.1), it did not differ (P> 0.05)
from the control (131.9 + 44.7) and treated for 24h group (124.3 + 35.3). The kinetics
of nuclear maturation was compared between oocytes of different competence
obtained from follicles of 1-3 and 6-8mm diameter, it was observed that the at 24h of
maturation every oocyte, around 90% of the oocytes were in MIl stage. Then, we
investigated the effect of ITS associated with AA in the last 12 hours of IVM in oocytes
with different degrees of competence. Treatment did not affect (P<0.05), the cleavage
and blastocyst rate when oocytes from follicles 1-3mm were used, being respectively
49.9% and 4.4% and 51.0% and 14.9% for those treated and untreated. It was
concluded that the addition of ITS alone did not affect the production of embryos, but
when combined with AA in the last 12 hours of maturation improved quantity and
quality of embryos produced. Furthermore, the use of AA and ITS during IVM not

improve the competence of oocytes from small follicles.

Keywords: oocyte, in vitro maturation, oocyte competence
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1. INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) tem sido amplamente utilizada como
mais uma alternativa para aumentar a produtividade em bovinos. Apesar dos
inimeros estudos realizados visando o aumento da eficiéncia da técnica, nesses
ultimos anos nenhuma melhora nas taxas de producdo de embrides viaveis tem sido
observada.

Dentre as etapas da PIVE, a maturacgdo in vitro (MIV) é uma das mais criticas,
pois os ovécitos utilizados nessa técnica sdo provenientes de uma populagdo
heterogénea de foliculos e, consequentemente com diferentes graus de competéncia
para completar a maturacdo nuclear e citoplasmatica e se desenvolver
adequadamente levando a gestacdo a termo (Revisado por Caixeta e Dode, 2010). Por
outro lado, o cultivo embrionario in vitro por um periodo de 7 dias, esta sujeito a
varios fatores externos, que podem também afetar principalmente a qualidade dos
embrides.

Dentre os ovdcitos puncionados, aqueles provenientes de foliculos menores
tém menor capacidade de se desenvolver em um embrido sauddvel e continuar o seu
desenvolvimento até o nascimento (Sirard et al., 2006; Revisado por Caixeta e Dode,
2010). Portanto, uma das alternativas para melhorar os indices de producdo da PIVE
seria aumentar o numero de ovdcitos disponiveis tornando aqueles provenientes de
foliculos pequenos mais aptos para maturacdo, a fecundacdo e para o subsequente
desenvolvimento embriondrio.

Na tentativa de melhorar a qualidade dos ovdcitos, varias alternativas visando

modificacbes no sistema de cultivo tém sido testadas. Dentre essas, pode-se citar,



mudancas na fonte proteica, suplementacdo com varios hormonios e substancias
protetoras e, alteracdes na atmosfera gasosa (Nagai, 2001; Kim et al., 2006; Tao et al.,
2010; Cérdova et al., 2010; Nguyen et al., 2011; Kere et al., 2013; Merton et al., 2013).
Entretanto, na maioria dos estudos os indices de producdo de blastocistos obtidos nao
ultrapassam 50% (Lee e Teixeira, 2009).

Durante a MIV e o cultivo in vitro (CIV) sdo produzidos radicais livres, sendo que
altos niveis destes podem prejudicar o desenvolvimento dos ovdcitos e embrides.
Assim, uma alternativa para melhorar o ambiente para ovdcitos e embrides seria
adicionar antioxidantes nos meios (Chwa et al., 2006) auxiliando na prote¢do contra o
estresse oxidativo que ocorre durante o cultivo in vitro.

A combinagdo de insulina-transferrina-selenio (ITS) tem sido utilizada na MIV
proporcionando melhores resultados na taxa de maturagdo nuclear e citoplasmatica
de ovécitos de suinos (Hu et al., 2011), na producdo de embriGes clones de suinos
(Jeong et al., 2008) e na producdo de embrides bovinos (Solovera et al.,, 2003). A
insulina induz a captacao de glicose e aminoacidos e tem atividade mitogénica e anti-
apoptética. A transferrina e selénio sdo oligoelementos que tem atividade
antioxidante. A combinacdo desses elementos em meios de cultivo celular tem
causado uma reducdo na producdo de radicais livres e peroxidacdo de lipidios (Kim et
al., 2005; Lee et al., 2005), além de outros efeitos benéficos ao ovécito.

Vérios estudos tém mostrado que a adicdo de cisteamina, cisteina e beta-
mercaptoetanol na MIV de ovécitos bovinos tem um efeito benéfico sobre a
concentracdo de glutationa (GSH) e o subsequente desenvolvimento embrionario (De

Matos e Furnus, 2000; Oyamada e Fukui, 2004; Merton et al., 2013). Apesar de a



glutationa possuir um papel chave na detoxificacdo e anti-oxidacdo de compostos
exdgenos e enddgenos, outras substancias com diferentes mecanismos podem ser
utilizadas para reduzir o estresse oxidativo.

O 4cido ascorbico (AA), por exemplo, tem um papel importante como
antioxidante e certa concentracdo intracelular desta substancia no ovdcito parece ser
essencial para a maturacao citoplasmatica. A sua adicdo no meio de cultivo melhorou a
producdo de blastocistos em camundongos (Tilly et al., 1995; Eppig et al., 2000) e na
maturagdo in vitro melhorou o potencial de desenvolvimento de ovdcitos de suinos
(Tatemoto et al., 2001; Tao et al., 2010). Apesar de esse efeito nao ter sido detectado
em bovinos (Dalvit et al., 2005), essa pode ser uma alternativa para melhorar as
condi¢des do ambiente in vitro e com isso incrementar os resultados da PIVE.

Além disso, quando o ITS foi adicionado juntamente com acido ascérbico,
melhoraram a maturagdo citoplasmatica e o desenvolvimento embriondrio de ovécitos
de fémeas pré-pubere bovinas com 9 meses de idade (Cérdova et al., 2010) e caprinas
com 1-2 meses de idade (Hammami et al., 2012), que reconhecidamente sdo menos
competentes para o desenvolvimento. Portanto, a adigao de ITS e AA no meio de
maturacdo sdo uma alternativa para melhorar a maturacdo in vitro, aumentando o
potencial de desenvolvimento de ovdcitos com baixa competéncia.

Apesar de estudos terem mostrado esses efeitos em suinos (Hu et al., 2011), e
em caprinos (Hammami et al., 2012), ha poucos relatos mostrando a influéncia do uso
dessas substancias durante a maturacdo in vitro de ovdcitos e no cultivo in vitro de
embrides em bovinos (Cordova et al., 2010) e, principalmente quando ovdcitos menos

competentes sao utilizados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ovogénese

A ovogénese consiste na formacdo de células haploides a partir de células
germinativas primordiais diploides. Envolve varias divisbes mitéticas e duas divisdes
meidticas. As divisbes meidticas sdao assimétricas e resultam na formagdo de uma
célula grande, o ovdcito e dois pequenos resquicios de citoplasma contendo
cromatina, chamados de corpusculos polares. Diferente do macho em que os
espermatozoides comegcam a ser formados na puberdade e s3do produzidos
continuamente durante a vida reprodutiva, a fémea, no momento do seu nascimento,
tem presente no ovdrio uma populagdo finita de ovdcitos, sendo que todos ja iniciaram
a primeira divisdo meidtica (Revisado por Chaigne et al., 2012).

Durante a vida fetal e pré-pubere ocorre recrutamento e crescimento folicular,
porém os foliculos ndo atingem a maturidade, ndo ocorrendo a ovulagdo. Somente
guando a fémea se torna pubere, em que had uma correta estimulacdo enddcrina, os
foliculos continuam seu crescimento e chegam a ovulacdo. Entdo ocorre a maturagao
do ovécito e sua liberacdo em estdgio de metdfase Il pronto para ser fecundado
(Revisado por Chaigne et al., 2012).

A formacdo do ovdcito comeca com a migracdo das células primordiais
germinativas para as cristas genitais. Apds a colonizacdao destas, essas células que
entdo sdo chamadas de ovogonias, param de se dividir mitoticamente, se diferenciam
e ddo origem aos ovdcitos (Revisado por Sdnchez e Smitz, 2012). Os ovdcitos iniciam a
meiose e param na fase de diploteno da préfase |, estagio nuclear chamado de vesicula
germinativa (VG), ocorrendo a formacdo do foliculo primordial ainda na fase fetal. A
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partir deste periodo, até o momento em que a fémea atinge a puberdade ocorre
crescimento ovocitario e folicular, além de alteracdes moleculares nos ovdcitos, porém
estes continuam retidos em VG e o foliculo ndo chega ao estagio pré-ovulatorio.
Portanto, antes da puberdade todos os foliculos que crescem no ovario entram em
atresia (Revisado por Van den Hurk e Zhao, 2005).

Apds a puberdade, os foliculos em crescimento podem se tornar dominantes e
continuarem crescendo até o estdgio pré-ovulatério, quando por um estimulo
hormonal, ou mais especificamente o pico de hormoénio luteinizante (LH), sdo
induzidos a ovular e a liberar o ovécito pronto para ser fecundado. Portanto, o LH além
de induzir o rompimento da parede dos foliculos também induz a maturag¢do do
ovécito. A maturacdo envolve a retomada da meiose com a quebra da vesicula
germinativa, com o ovdcito progredindo para metafase | (Ml), anéafase | (Al), teldfase |
(T1), ocorrendo assim a primeira e assimétrica divisdo meidtica com extrusdo do
primeiro corpusculo polar. Imediatamente, o ovdcito atinge o estagio de metafase Il,
ocorrendo a segunda interrupcao da meiose, sendo que o ovdécito permanece nesse
estagio até ser fecundado, quando entdo, completa a segunda divisdo meidtica e
expulsa o segundo corpusculo polar, formando o ovécito haploide fecundado
(Revisado por Chaigne et al., 2012).

Na fase inicial da foliculogénese o crescimento do ovécito acompanha o
crescimento folicular e varios eventos metabdlicos ocorrem durante esse periodo.
Estruturalmente o ovécito também sofre mudangas, como o surgimento da zona
pellicida e de novas organelas, além do aumento em seu tamanho que vai de 20 a

35um em foliculos primordiais a 110um em média nos foliculos antrais iniciais de 1-



3mm e 128um em média nos foliculos antrais tardios (Hyttel et al., 1997; Caixeta et al.,
2009). Ja na fase final da foliculogénese, apenas o foliculo cresce em tamanho, os
ovécitos que nessa fase ja atingiram seu crescimento total sofrem modificacbes

bioquimicas e morfoldgicas em preparacao para a maturacao.

2.2. Maturagao e competéncia ovocitaria

A maturacdo depende de uma série complexa de alteracdes nucleares e
citoplasmaticas, as quais envolvem mudangas morfoldgicas e bioquimicas (Figura 1).
Esses eventos sdo chamados de maturacdo nuclear e maturagdo citoplasmatica
(Mermillod et al., 2000).

A maturacdo nuclear corresponde a reorganizacdo da rede de microtubulos
para o deslocamento dos cromossomos, condensa¢ao da cromatina, dissolu¢ao do
envelope nuclear e separacdo dos cromossomos. Esses eventos levam a uma
progressao de profase | para metafase |, anafase |, teléfase |, expulsdao do primeiro
corpusculo polar e retencdo no estagio de metafase Il (Cha e Chian, 1998).

A maturacdo citoplasmatica é necessaria para o ovécito adquirir condicoes de
bloquear a polispermia, descondensar a cabeca do espermatozoide e formar pro-
nucleos ap6s a fecundacdo. Inclui a redistribuicdo de organelas celulares, a migracdo
das mitocondrias para uma posicdo perinuclear e o acumulo de granulos corticais no
ovécito (Revisado por Van den Hurk e Zhao, 2005). Além disso, a maturacdo
citoplasmatica depende da maturidade do citoplasma do ovécito, denominada de

competéncia, que se refere a capacidade deste de se desenvolver em um embrido



saudavel e capaz de continuar o seu desenvolvimento até o nascimento (Sirard et al.,

2006).
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Figura 1: Maturacao nuclear e citoplasmatica. Fonte: Ferreira et al., 2009

A competéncia é adquirida progressivamente durante o crescimento do
ovdcito, entretanto o momento em que ela se completa e quais os mecanismos
envolvidos ainda ndo estao claros. Mudangas moleculares podem ser responsaveis
pelo aumento na competéncia dos ovdcitos, ja que durante o crescimento ovocitario
ha um alto grau de atividade transcricional. Esses eventos estdo relacionados
principalmente a sintese de RNAm e proteinas. Portanto o acumulo de estoques
moleculares é necessdrio para a fecundacdo e desenvolvimento embrionario posterior
(Song e Wessel, 2005).

A sintese de transcritos é maior nas primeiras fases de desenvolvimento,
periodo que coincide com a proliferacao das células foliculares. Porém a transcricdo no
ovécito diminui marcadamente antes da maturacdo e, a partir deste ponto, continua

em nivel bem menor (Sirard, 2001; Sanchez et al., 2009; Bessa et al., 2013) . Isso



sugere que os transcritos e proteinas que foram estocados ndo sdo substituidos, pelo
contrdrio, sdo gradualmente traduzidos ou degradados sendo importantes na
fecundacao e desenvolvimento embriondrio até o momento em que o embrido seja
capaz de ativar seu genoma (Sirard et al., 2006; Revisado por Sanchez e Smitz, 2012).
Portanto, a competéncia do ovdcito pode ser determinada pela quantidade de RNAm
de origem materna que é estocado durante o crescimento e fase final da
foliculogénese. Estes estoques diferem em ovdcitos competentes e incompetentes, o
gue ja tem sido demonstrado por varios autores (Dode et al., 2006; Caixeta et al.,
2009; Racedo et al., 2009; Bessa, et al., 2013).

A aquisicdo da competéncia meidtica também estd associada ao tamanho do
foliculo no qual o ovdcito estd inserido e consequentemente ao diametro ovocitario.
Tem sido demonstrado em vdrios trabalhos (Lonergan et al., 1994; Blondin; Sirard,
1995; Hagemann et al., 1999; Machatkova et al., 2004; Lequare et al., 2005; Feng et al.,
2007; Nowak-imialek et al., 2008; Racedo et al., 2009; Lodde et al., 2009; Sanchez et
al.,, 2009; Caixeta et al. 2009) que ovécitos provenientes de foliculos maiores tém
maior potencial de desenvolvimento que os de foliculos menores. Portanto, a
utilizacdo de diferentes tamanhos de foliculos tem proporcionado a obtencdo de
ovécitos com diferentes graus de competéncia (Mourot et al. 2006; Caixeta et al.,
2009; Bessa et al., 2013).

Outro modelo para avaliar a competéncia ovocitaria é a utilizacdo de ovécitos
provenientes de animais pré-pubere (Cérdova et al., 2010; Hammami et al., 2012),
uma vez que a maior parte dos ovdcitos provenientes dessas fémeas ainda ndo

atingiram a completa competéncia para o desenvolvimento embrionario subsequente



(Palma et al. 1993; Revel et al. 1995), diferentemente de ovécitos de fémeas adultas,
que ja sdo mais competentes que os anteriores (Dode et al., 2006; Caixeta et al., 2009;

Racedo et al., 2009; Bessa et al., 2013).

2.3. Fatores que afetam a maturagao in vitro

Além da competéncia ovocitaria outros fatores tais como modificacdes feitas
na composicdo do meio de maturacdo, temperatura de cultivo, atmosfera gasosa,
suplemento proteico, hormonios, fatores de crescimento e substancias antioxidantes
também podem influenciar a maturagdo ovocitaria e o subsequente desenvolvimento
embrionario (Nagai, 2001; Ali e Sirard, 2002; Nam et al., 2005; Kim et al., 2006; Tao et
al., 2010; Cérdova et al., 2010; Nguyen et al., 2011; Merton et al., 2013; Kere et al.,
2013).

Visando avaliar a suplementa¢do proteica do meio MIV, Eckert e Niemann,
(1995) afirmaram que a maturacdo do ovdocito em meio sem fonte proteica é
prejudicial para o desenvolvimento embrionario, porém outros autores evidenciaram
gue ovécitos bovinos maturados em meio sem a adicdo de proteinas tiveram, apds a
fecundacao, desenvolvimento de embrides vidveis, desde que essa suplementacdo seja
feita na fecundacdo e cultivo in vitro (Ali e Sirard, 2002; Rizos et al., 2002).

O soro fetal bovino (SFB) contém hormonios, fatores de crescimento,
vitaminas, quelantes para metais pesados, peptideos, proteinas, acidos graxos,
glicidios, entre outros componentes. Da mesma forma, a albumina sérica bovina (BSA)
apesar de mais definido quando comparado a SFB, contém peptideos, substratos

energéticos e fatores de crescimento, essa gama de substancias podem prejudicar o



entendimento de como se podem produzir meios para a MIV e a CIV que possam
mimetizar as condigdes in vivo. J&4 as macromoléculas PVA e PVP sdo sinteticamente
produzidas e, portanto bem definidas, permitindo assim um maior controle e
entendimento das necessidades da MIV e CIV (Keskintepe e Brackett, 1996; Gongalves
et al., 2002).

Ali e Sirard, (2002) observaram que o acréscimo de PVP ao meio de maturacdo
aumentou a taxa de blastocistos quando comparado com o BSA e SFB. Em outro
estudo, Mostromonaco et al. (2004) encontraram um aumento na expulsdo do
corpusculo polar apés 22 horas de MIV quando o SFB foi comparado com BSA.

Da mesma forma, os resultados da comparacdao da utilizagdo de SFB ou BSA
durante a maturagdo e /ou cultivo in vitro demonstraram que o uso de SFB nessas
condi¢cdes aumentou e adiantou o desenvolvimento embriondrio e facilitou a eclosao
dos embrides quando comparado com o uso de BSA nas mesmas condicdes (Oliveira et
al., 2006). Portanto, a maioria dos trabalhos mostra que a utilizacdo de SFB apresenta
efeito benéfico na maturacao ovocitaria e desenvolvimento embrionario mediante
outras fontes proteicas.

A tensdo de oxigénio (O;) é outro fator importante para a maturacdo in vitro,
existem basicamente dois tipos de cultivo, aquele com baixa tensdo de O, (5% de O,) e
aquele com alta tensdo de 0, (20% de O,). Hashimoto et al. (2000) verificaram que a
utilizacdo de 5% de O, na maturacdo de ovdcitos bovinos reduziu significativamente a
viabilidade ovocitaria, quando comparado a tensdo de 20%.

Em outro estudo, Kikuchi et al. (2002) realizaram a maturacdo in vitro de

ovocitos de suinos em atmosferas contendo 5% de O; e 20% de O,. Os resultados
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demonstraram que ndo houve diferencas nas taxas de maturacao nuclear e formacdo
de blastocistos, porém o numero total de células foi maior em embrides provenientes
de ovdcitos maturados em 5% de O,

Em camundongos, Banwell et al. (2007) mostraram que diferentes
concentragdes de O, (2, 5 e 20%) nao influenciaram a habilidade dos ovdcitos de
retomarem a meiose e serem fecundados. Por outro lado, Preis et al. (2007)
observaram nessa mesma espécie que a utilizacdo de 5% de O, na maturacdo de
ovdcitos favoreceu o desenvolvimento embriondrio até o estadio de blastocisto em
relagdo a concentragdo de 20%.

Em ovdcitos de humanos, bovinos e suinos, estudos tém sugerido que 2% de O,
podem afetar a fosforilagdo oxidativa e consequentemente a sintese de ATP, além de
apresentarem alta correlagdo com anormalidades cromossémicas e diminui¢cdo na taxa
de gestagdo (Chui et al., 1997). Por outro lado, 20% de O, representam uma condicao
nao fisioldgica, possibilitando o aumento do estresse oxidativo durante a maturacgao,
contribuindo, assim, para a ocorréncia de alteracdes citogenéticas (Banwell et al.,
2007). Dessa forma, apesar da grande variacdo nos resultados, concentracdes
intermediarias, por se aproximarem dos niveis fisioldgicos, parecem ser as mais
benéficas durante a maturacdo ovocitaria (Harvey, 2007).

A adicdo de hormodnios (gonadotrofinas e esteroides) no meio de maturacao,
com a finalidade de propiciar a competéncia de desenvolvimento embrionario dos
ovécitos mamiferos, apds a fecundacdo in vitro (FIV), tem sido largamente investigado,
porém os resultados sdo contraditérios. Enquanto algumas pesquisas tém

demonstrado que somente o FSH é suficiente para promover o desenvolvimento
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embrionario de ovdcitos imaturos apds maturacdo e fecundacdo in vitro (Eyestone e
Boer, 1993), outras tém ressaltado o efeito benéfico somente do LH e/ou do estradiol
(Dominko e First, 1992; Guler et al., 2000). Hd também grupos de pesquisadores que
tém demonstrado o efeito sinérgico de ambos: gonadotrofinas (FSH e LH) e estradiol
(Wang et al., 1997; Van De Leemput et al., 1999; Hasler, 2000).

Outros trabalhos tém utilizado o PMSG (gonadotrofina de égua prenhe),
também conhecido como eCG (gonadotrofina coridnica equina) que é uma molécula
glicoproteica que mimetiza a atividade tanto de FSH como de LH, embora a atividade
predominante seja do FSH. E também o hCG (gonadotrofina coriénica humana) que
apresenta uma atividade bioldgica similar a do LH. Garcia et al. (1995) demonstraram a
eficiéncia da utilizacdo do PMSG associado ao hCG no meio de maturacao durante a
técnica de producdo in vitro de embrides bovinos.

Dentre essas substancias, o EGF (fator de crescimento epidermal), também tem
sido utilizado como mais uma alternativa na suplementa¢dao dos meios de maturagao
in vitro para melhorar o desenvolvimento competente ovocitario. Quando adicionado
em meios da MIV o EGF agiu como promotor de atividade meidtica e aumentou as
taxas de maturacdo nuclear de ovdcitos de suinos (Uhm et al., 2010).

Durante a MIV e CIV sdo produzidos radicais livres, sendo que altos niveis
destes podem prejudicar o desenvolvimento dos ovécitos e embrides. Desta forma,
uma alternativa para melhorar o ambiente de cultivo para ovécitos e embrides e
mimetizar as condicGes foliculares seria adicionar antioxidantes nos meios (Chwa et
al., 2006) auxiliando na protecdo contra o estresse oxidativo que ocorre durante o

cultivo in vitro.
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A glutationa (GSH) é um antioxidante natural presente no ovdcito, tem papel
importante na protecdo contra os efeitos prejudiciais das espécies reativas de
oxigénio. A sintese de GSH é dependente da disponibilidade de cisteina e de
cisteamina, que por sua vez reduz cistina a cisteina, promovendo assim melhor
captacdo da cisteina e aumento na sintese de GSH (Revisado por Deleuze e Goudet,
2010). Consequentemente a adigcdo de cisteamina, aumenta a sintese de GSH em

ovocitos de bovinos (Oyamada e Fukui, 2004).

Merton et al. (2013) avaliaram o efeito da suplementa¢cdo com cisteamina
durante a MIV e a CIV de ovdcitos bovinos derivados de abatedouro ou OPU. Os
resultados mostraram que ocorreu um acréscimo nas taxas de embrides produzidos e
aumento da concentragao de glutationa durante a MIV, o que sugere uma melhora na
competéncia ovocitaria. Da mesma forma De Matos e Furnus (2000) avaliando o efeito
da adicdo da cisteamina, cisteina e beta-mercaptoetanol durante a MIV de bovinos,
observaram aumento na concentracdio de GSH e melhora do desenvolvimento
embrionario subsequente.

Outro importante antioxidante lipossoluvel utilizado é o a-tocoferol ou
vitamina E, este esta presente em células animais protegendo-as dos danos
provocados pelos radicais livres (Olson e Seidel, 2000). Essa substancia adicionada na
MIV de ovécitos desnudos de suinos melhorou a taxa de blastocistos produzidos a
partir desses ovécitos (Tao et al., 2010).

O 4cido ascérbico (AA) também é um antioxidante que tem fung¢do no ovdrio

como cofator da sintese de coldgeno e amidacao peptidica e facilitador do crescimento
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folicular (Murray et al., 2001). A adicao de acido ascérbico no meio de cultura previne
a apoptose em células foliculares (Tilly et al., 1995; Eppig et al., 2000).

Foi analisado em um estudo o efeito da adigao de AA na vitrificagao e no CIV
sobre a morfologia e a viabilidade de foliculos pré-antrais de ovinos. Os resultados
mostraram que a adicdo de 50ug / ml de AA a uma solugdo de vitrificacdo a base de
DMSO (Dimetilsulféxido) para o tecido ovariano foi adequada na preservagdo da
morfologia folicular, mas ndo da viabilidade ou da capacidade de desenvolvimento de
foliculos primordiais. O aumento das concentracdes de AA no meio de vitrificacdo
pode melhorar a viabilidade folicular e capacidade de desenvolvimento. No entanto,
ha risco de atividade pré-oxidante causada por uma dose excessiva de AA (Melo et al.,
2011).

Da mesma forma, Rossetto et al. (2009) avaliaram os efeitos do acido ascorbico
e sua interacdao com o FSH sobre a morfologia, ativacdao e crescimento in vitro de
foliculos pré-antrais de caprinos. Os fragmentos ovarianos foram cultivados durante 1,
7, ou 14 dias em meio essencial minimo (MEM) contendo AA (50 ou 100ug / mL), ou
FSH (50ng / ml), ou as duas substancias. Foi evidenciado que a combinacdo de 50ug /
mL de AA e FSH mantiveram a integridade folicular e promoveram o crescimento e
ativacdo folicular no cultivo em longo prazo de foliculos pré-antrais de caprinos.

Tao et al. (2010) investigaram os efeitos da adicdo de diferentes doses de AA e
de a-tocoferol e também do co-cultivo in vitro com células do cumulos sobre o
potencial de desenvolvimento de ovdcitos desnudados de suinos. Depois de 44 h de
incubacdo, as taxas de maturacdo, de clivagem e de blastocisto apds ativacdo

partenogenética foram avaliadas. O AA na concentracdo de 500uM promoveu uma
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melhora na maturacdo in vitro e no desenvolvimento embrionario, por outro lado
50uM de a-tocoferol ndo aumentou a taxa de maturagdo in vitro, mas melhorou a taxa
de blastocistos. O co-cultivo ndo melhorou as taxas de MIV, mas incrementou o
desenvolvimento embriondrio.

Kere et al. (2013) avaliou a dose-resposta em rela¢do a suplementacdo do meio
com 4dacido ascorbico sobre a MIV de ovdcitos de suinos e o desenvolvimento
embrionario a partir da técnica de ativacdo partenogenética in vitro (PA) ou pela
técnica de clonagem. Foram usadas varias concentragdes de AA (0, 25, 50 e 100ug/ml)
nos meios de MIV e CIV. Os resultados mostraram que a adi¢do de 50ug/ml de AA ndo
afetou a maturacdo nuclear, mas melhorou as taxas de clivagem e blastocistos, além
de aumentar o nimero total de células embriondrias, houve também uma reduc¢do dos
niveis de radicais livres e apoptose e aumento na concentracdo de glutationa
intracelular. Da mesma forma, no cultivo de embrides bubalinos com adi¢ao de
antioxidantes (acido ascérbico e a-tocoferol) observou-se o aumento da taxa de
desenvolvimento embrionario (Saikhun et al., 2008).

No entanto, resultados opostos foram encontrados em bovinos por Dalvit et al.
(2005), uma vez que a avaliacdo do efeito da adicdo de AA juntamente com a-
tocoferol durante a MIV sobre a FIV e subsequente desenvolvimento embrionario ndo
demonstrou incremento na producdo de blastocistos e no aumento da competéncia

ovocitaria em relacdo ao grupo controle.
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2.4. Insulina-transferrina-selénio (ITS) e associagdo com antioxidante

A insulina é um hormoénio polipeptidico que tem uma importante atividade
mitogénica (Herrler et al.,, 1992; Spicer e Echternkamp, 1995). Os embrides
internalizam insulina materna através de endocitoses mediadas por receptores, e esta
insulina proporciona uma estimulacdo da sintese de DNA e RNA, proteinas e lipideos,
regulando assim as funcdes celulares (Vedeler et al., 1991).

A avaliagdo do efeito da adigdo de insulina no crescimento folicular e na
maturacdo de ovdcitos de camundongos sobre a progressao meidtica e a remodelacdo
da cromatina, mostrou que essa substancia pode ter influéncia nos mecanismos de
meiose ovocitaria, remodelamento da cromatina e na competéncia para o
desenvolvimento embrionario (Acevedo et al., 2007).

Em suinos, Lee et al. (2005) evidenciaram que a adi¢do de insulina associada a
metformina durante a MIV e CIV aumentou o potencial de maturag¢ao ovocitaria e de
desenvolvimento embrionario, além de incrementar as concentragcdes de GSH e de
tirosina-quinase.

Jd em outro estudo para determinar os efeitos da suplementacdo do meio de
maturag¢do, com a insulina humana ou bovina sobre as taxas de maturagdo, de FIV e de
clivagem de ovdcitos bovinos, Ocana et al. (1998) demonstraram que com a adicdo de
ambas as substancias houve um aumento da percentagem de ovécitos maduros,
melhorando subsequentemente os indices de fecundacado e de clivagem in vitro.

A transferrina, além de participar como transportadora de ferro intracelular,

também atua como uma molécula desintoxicante removendo metais toxicos presentes
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no meio de cultivo celular (Barnes e Sato, 1980). Além disso, tem ag¢do como
estimulante da proliferagdo celular (Ekblom, 1984).

O selénio é um importante elemento que atua em vdrios processos fisiolégicos
(Zang et al., 2006). Em cultivos celulares, onde ha uma alta propor¢cdao de oxigénio
atmosférico e consequentemente uma grande producao de radicais livres, o selénio
previne o dano oxidativo reduzindo principalmente a quantidade de radicais livres e
diminuindo a peroxidacdo de lipideos (Tatemoto et al., 2004; Ebert et al., 2006). Além
disso, o selénio é um constituinte do sitio ativo da enzima glutationa peroxidase,
regulando desta forma sua atividade bioldgica e indiretamente prevenindo o dano
oxidativo nos cultivos celulares (Gronbaek et al., 1995).

A combinagdo das trés substancias insulina-transferrina-selénio (ITS) tem sido
estudado como antioxidante usado em meios de cultivo celular reduzindo a produgdo
de radicais livres e peroxidacao de lipidios (Kim, et al., 2005; Lee, et al., 2005).

A adicdo de 10 mg/L de insulina, 5 mg/L de transferrina e 5.5 ng/L de selénio no
meio de MIV juntamente com 4cido polivinilico (PVA) ou liquido folicular de suino
melhorou a concentracdo de glutationa, a habilidade dos ovécitos de formarem pro
nucleos masculinos e o desenvolvimento competente de embrides clone e PIV (Jeong
et al., 2008).

Da mesma forma, Hu et al. (2011) investigaram o efeito da adicdo de 1% de ITS
associado ou ndo a outros hormonios como EGF, PMSG, HCG e FSH no meio MIV,
durante 42 horas, sobre a maturacdo nuclear e citoplasmatica de ovécitos de suinos.

Os resultados mostraram que o meio suplementado com 1% de ITS associado a outros
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hormonios melhorou a maturagcdo nuclear e citoplasmatica, ndo havendo diferenca
guando o ITS foi utilizado sozinho.

Solovera et al. (2003) compararam o efeito de trés meios de cultivo, um meio
controle, um meio controle co-incubado com células epiteliais do oviduto bovino, e um
meio controle suplementado com 5ug/mL ITS, sobre o desenvolvimento embrionario
de ovécitos fecundados in vitro. Os resultados mostraram que o co-cultivo com células
epiteliais do oviduto bovino e a adicdo de ITS no meio melhoraram as taxas de
blastocistos em estagio mais avancado de cultivo, sendo que o ultimo tratamento foi
superior em producao de embrides vidveis quando comparado com os demais.

Outro estudo investigou o efeito da suplementacao do meio de cultivo in vitro
com ITS na producdo de embrides suinos por PA, por FIV ou por transferéncia nuclear
de células somaticas (TNCS). Os dados encontrados sugeriram que a adi¢cdo de ITS no
meio de cultivo in vitro exerceu um efeito benéfico, ja que melhorou o
desenvolvimento in vitro, aumentou a capacidade de expansdao e de eclosdo de
blastocistos, e o niumero total de células por blastocisto na técnica de PA, em embrides
FIV e TNCS também aumentou o desenvolvimento in vitro, mas ndo teve um efeito
significativo nos outros parametros avaliados (Das et al., 2013).

Hammami et al. (2012) testaram o efeito conjunto da suplementacdo do meio
com ITS e AA e vdarios niveis hormonais durante diferentes periodos da MIV de
ovécitos de cabra pré-pubere sobre a producdo e qualidade de blastocistos. A adicdo
de AA, ITS e um baixo nivel de hormonios durante as primeiras 12 horas de MIV nos

ovdcitos pré-puberes mantiveram a qualidade intrinseca dos blastocistos produzidos in
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vitro, aumentando assim a sua sobrevivéncia durante o processo de criopreservacao,
porém nao houve acréscimo na quantidade de blastocistos produzidos.

Outro estudo examinou os efeitos da adicdo de ITS e / ou AA em um meio
convencional para a maturacdo de ovdcitos de bezerras pré-pubere, sobre a
organizacdo cromossdmica, a distribuicdo dos granulos corticais (GC), e o
desenvolvimento embriondrio. Complexos cumulus-ovdcitos (CCOs) foram maturados
em meio TCM 199 contendo PVA e EGF (controle) e suplementado com ITS e / ou AA
nas 12 primeiras horas ou 24 h de MIV. Os resultados indicaram que a capacidade de
desenvolvimento dos ovdcitos pré-puberes maturados in vitro foi melhorada quando
estes foram maturados na presenca do ITS e AA nas primeiras 12 horas. Também foi
relevante a correlacao positiva desse grupo com o aumento do nivel de expressao de
ciclina B1, a distribuicdo periférica dos granulos corticais e o aumento da taxa de
blastocistos (Cordova et al., 2010).

A adicao de ITS e AA nos meios de MIV e CIV além de ser vidvel para melhorar a
condicbes de maturagdo ovocitaria e cultivo embriondrio também pode ser uma
alternativa para aumentar a competéncia de ovécitos provenientes de foliculos

pequenos.
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3. HIPOTESE

A utilizacdo de ITS e AA na producdo in vitro de embrides bovinos melhoram as
condicbes de cultivo e, consequentemente o desenvolvimento e qualidade

embrionaria.
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4. OBIJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Testar a influéncia da presenca do ITS e AA durante a maturagdo in vitro e/ou

cultivo in vitro, sobre a produgdo e qualidade de embrides PIV.

b)

d)

4.2. Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da suplementacdo dos meios MIV e CIV com ITS na
producao in vitro de embrides bovinos.

Avaliar o efeito da presenga de ITS associado ao AA durante diferentes
periodos da MIV na producgado in vitro de embrides bovinos.

Avaliar a cinética da maturacdo nuclear de ovdcitos com diferentes graus de
competéncia (menos competentes obtidos de foliculos de 1-3mm e mais
competentes de 6-8mm).

Avaliar o efeito da presenca de ITS associado ao AA nas 12 ultimas horas da

MIV de ovécitos com diferentes graus de competéncia.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Obtencao e classificacdo dos ovdcitos

Os ovdrios de fémeas bovinas mesticas adultas foram coletados em
abatedouro local e transportados até o laboratério em solugdo salina (NaCl 0,9%)
acrescida de antibidticos (penicilina G - 100 Ul/ml e estreptomicina - 100 pg/ml —
Sigma, Sto Louis MO, USA), a temperatura de 35 a 372C. No laboratério, os ovarios
foram lavados em NaCl 0,9% e os foliculos com diametro de 3—-8mm foram aspirados
com auxilio de bomba a vdcuo. Somente os ovdcitos classificados em Grau 1 e 2 foram
utilizados (Caixeta e Dode, 2008).

Para obtencdo de ovécitos com diferentes graus de competéncia foi utilizado o
modelo descrito por Caixeta e Dode, (2008) em que os foliculos foram dissecados do
cortex ovariano um a um (20-30 ovarios) com o auxilio de tesoura, bisturi e pingas, e
mensurados através de uma ocular graduada (Micrometer eyepiece OSM-4 Olimpus®)
em estereomicroscopio (Figura 2). Sendo que dois grupos foram utilizados, os de
foliculos de 1-3mm (representando os incompetentes) e os de 6-8mm de diametro
(representando os competentes). Apds a mensuracdo os complexos cumulus-ovdcito
(COCs) foram liberados por ruptura dos foliculos e, classificados de acordo com o
aspecto e distribuicdo das células do cimulos e uniformidade do citoplasma. Somente
0s ovocitos classificados como Grau 1 e 2 foram utilizados (Caixeta e Dode, 2008).
Todo o procedimento foi realizado em meio de lavagem (TCM-199 com sais de Hank’s
[Gibco, NY, USA] suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino [(SFB) — Gibco BRL,
Burlington, ON, Canada] e 0,075 mg/mL de amicacina (Sigma).
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Figura 2: Material utilizado para a disseca¢do dos foliculos ( Lamina de bisturi, tesouras
e pincas) (A). Ocular graduada (Micrometer eyepiece OSM-4 Olimpus®) para ser

acoplada a lupa (B).

O tempo utilizado para dissecacdo foi de 1 hora e para realizacdo dos demais
procedimentos, como abrir os foliculos e armazenar ou colocar para maturar os
ovécitos, mais 1 hora. Portanto, o tempo de manipulagdo ndo ultrapassou 2 horas para
todo o processo, desde a dissecacdo até o momento em que os ovdcitos foram

armazenados ou colocados para maturar.

5.2. Maturagdo in vitro (MIV)

Os ovdcitos selecionados de cada categoria de foliculo foram lavados em meio
de maturacao (MIV) constituido de TCM-199 com sais de Earl’s (Gibco) suplementado
com 10% de soro fetal bovino SFB (Gibco), 0,075 mg/mL de amicacina e 0,01UI/mL de
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH, Sigma) e entdo transferidos para gotas de 50ul

(quando colocados até 10 ovdcitos), gotas de 100ul (quando colocados 11 a 20
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ovécitos) ou gotas de 200ul (quando colocados 20 a 30 ovdcitos) do meio MIV,
cobertas com 6leo mineral. As placas contendo as gotas de meio MIV com os COCs

foram entdo incubadas a 39°C em atmosfera contendo 5% CO2 em ar, por 24 horas.

5.3. Fecundagdo in vitro (FIV)

Para a fecundacdo foi utilizado sémen congelado de touro da raca Nelore,
previamente testado para o sistema de PIV de embrides do Laboratério de Reproducdo
Animal- LRA-I- Embrapa/Recursos Genéticos e Biotecnologia. O sémen foi
descongelado a uma temperatura de 36-37°C em banho-maria e posteriormente
selecionado por gradiente de Percoll ™ (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) 90%
(400ul) e 45% (400pl), preparados em microtubos de 2ml, centrifugado a 5400g
durante 5 minutos (Machado et al. 2009). Apds a passagem pelo Percoll ™, o sémen foi
lavado em 1ml de meio TALP (Parrish et al. 1995) e novamente centrifugado nas
mesmas condi¢cdes anteriores. O pellet obtido foi ressuspendido em meio de
fecundac¢dao que consistia de meio TALP suplementado com 2mM de penicilamina,
1mM de hipotaurina (Sigma), 250mM de epinefrina (Sigma) e 10ug/ml de heparina
(Sigma). A dose inseminante foi ajustada de forma a se obter uma concentracdo final
de 1x10° espermatozoides/ml. Os espermatozoides e ovdcitos foram co-incubados
durante 18 a 20 horas a 39° C em atmosfera contendo 5% de CO, em ar, sendo o dia da

FIV considerado o Dia zero (DO).
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5.4. Cultivo in vitro (CIV)

Dezoito a vinte horas pds-inseminacdo (pi), os possiveis zigotos foram
parcialmente desnudados através de sucessivas pipetagens e em seguida lavados e
transferidos para gotas de meio de fluido sintético de oviduto (SOF), suplementado
com aminodacidos essenciais e ndo essenciais 0,34 mM de sédio tri citrato, 2,77mM de
myo-inositol e 5% de SFB (SOFaaci- Holm et al. 1999), cobertas com 6leo mineral e
incubados a 39° C em atmosfera umidificada com 5% de CO2 em ar. O
desenvolvimento embrionario foi avaliado pela taxa de clivagem no D2, e producdo de

blastocistos nos D6 e D7 pés-inseminacgao (pi).

5.5. Mensuragao dos embrides

No D7 os embrides foram fotografados e mensurados incluindo a zona pelucida
através do programa Motic (Moticam® Images Plus 3.0, Japan). De acordo com o
diametro os embrides foram divididos em trés grupos: 120 a 140um, 140 a 160um e

>160um (Figura 3).
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Figura 3: Mensuragdo de embrides em D7 de cultivo através do programa Motic

(Moticam® Images Plus 3.0, Japan).

5.6. Coloragdo e contagem do numero de células embrionarias

Depois de mensurados aqueles embriées que apresentavam didametro >2160um
foram expostos ao corante HOECHST 33342 (Sigma) na concentra¢do de 1lug/ml
diluido em PBS (Solugdo salina fosfatada), onde permaneceram por cinco minutos e
logo apds foram colocados em laminas e cobertos com laminulas. Os embrides foram

entdo, levados ao microscépio de epifluorescéncia (Axiophot Zeiss® Germany- filtro 24,
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com comprimento de onda de 494/518nm de excitacdo/emissdo) onde o niumero de

nucleos de células foi contado no aumento de 20x (Figura 4).

Figura 4: Contagem do numero total de células de embrides com diametro >160um,

expostos ao corante HOECHST 33342 (Sigma) e visualizados no microscopio de
epifluorescéncia (Axiophot Zeiss® Germany- filtro 24, com comprimento de onda de

494/518nm de excitagcdo/emissdo) no aumento de 20x.

5.7. Delineamento experimental

Para avaliar o efeito da alteracdo dos meios de maturacdo e/ou de cultivo no

desenvolvimento e qualidade dos embrides produzidos in vitro foi utilizada a
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combinacdo de insulina, transferrina e selénio (ITS, 11884, Sigma) associada ou ndo ao

L-acido ascérbico (AA, A4544, Sigma) sendo realizados 4 experimentos.

5.7.1. Experimento 1: Efeito da suplementacao do meio de MIV e CIV

com ITS na produgao in vitro de embrides bovinos

O objetivo desse experimento foi avaliar se a presenca de ITS durante a MIV e
durante o CIV afeta a producdo in vitro de embrides. A concentracdo de ITS presente
nos meios foi de 0,5pug/mL de ITS (insulina 10mg/L; transferrina 5.5 mg/L; selénio 5
pg/L) para todos os tratamento. Nesse experimento foram utilizados 1549 ovdcitos
aspirados, provenientes de foliculos de 3-8mm, que foram distribuidos em quatro
tratamentos: 1) controle (C): ovacitos e embrides foram cultivados na auséncia de ITS;
2) presencga de ITS durante a MIV (ITS-MIV): em que os ovdcitos foram maturados no
meio de maturacao suplementado com ITS por 24 horas; 3) presenca de ITS durante a
maturacdo e cultivo (ITS-MIV-CIV): em que os meios de maturacdo e cultivo foram
suplementados com ITS; e, 4) presenca de ITS durante o cultivo (ITS-CIV), em que o
meio de cultivo embriondrio foi suplementado com ITS. Em todos os tratamentos
foram avaliadas as taxas de clivagem (48h pi) e as taxas de blastocistos nos dias 6 (D6)
e 7 (D7) de cultivo. Em D7 todos os embrides tinham o seu diametro medido e, aqueles

>160um eram corados e avaliados quanto ao nimero total de células.
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5.7.2. Experimento 2: Efeito da presenca de ITS associado ao AA

durante a MIV na produgao in vitro de embriées bovinos

No experimento 1 ndo foi encontrada diferenca na producdo de embrides
guando o ITS estava presente durante a MIV, CIV ou ambos. Entdo, nesse experimento
foi avaliado se a suplementacdo de ITS associado com ao AA durante a MIV ndo
beneficiaria os ovdcitos melhorando a capacidade de produzirem embrides. As
concentra¢des de ITS e AA utilizadas em todos os grupos foram de 0,5mg/mL e
100pg/mL, respectivamente. Um total de 866 ovdcitos aspirados, provenientes de
foliculos de 3-8mm, foram distribuidos em quatro grupos: 1) controle (C), ovdcitos e
embrides foram cultivados na auséncia de ITS e AA; 2) presenca de ITS e AA durante a
MIV (ITS+AA-1212hMIV), em que os ovdcitos foram maturados no meio de maturagao
suplementado com ITS e AA nas primeiras 12 horas de maturagdo; 3) presenca de ITS
e AA durante a MIV (ITS+AA-2212hMIV), em que os ovdcitos foram maturados no
meio de maturagao suplementado com ITS e AA nas ultimas 12 horas de maturagdo; e
4) presenca de ITS e AA durante a MIV (ITS+AA-24hMIV), em que os ovdcitos foram
maturados no meio de maturacdo suplementado com ITS e AA nas 24 horas de
maturacdo. Apds a maturacdo os ovocitos dos diferentes tratamentos foram
fecundados e cultivados in vitro. Foram avaliadas as taxas de clivagem (48hpi) e as
taxas de blastocistos nos dias 6 (D6) e 7 (D7) de cultivo. Em D7 todos os embrides
tinham o seu didmetro medido e, aqueles >160um eram corados e avaliados quanto

ao numero total de células.
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5.7.3. Experimento 3: Avaliacdo da cinética de maturagdo nuclear de

ovocitos com diferentes graus de competéncia

O objetivo deste experimento foi verificar se a retomada e progressdao da
meiose ocorrem de forma semelhante em ovécitos com diferente grau de
competéncia. Para isso, foram utilizados pelo menos 50 ovécitos de cada um dos trés
grupos, em trés momentos da maturacdo. Os grupos utilizados foram ovécitos menos
competentes (obtidos de foliculos de 1-3mm dissecados do ovario), ovécitos mais
competentes (obtidos de foliculos de >6mm dissecados do ovdrio) e, ovdcitos controle
(ovécitos normalmente utilizados para MIV, aspirados de foliculos de 3-8mm de
didametro). Ovdcitos de cada um desses grupos foram colocados para maturar, sendo
retirados do cultivo as 0, 8 e 24 horas. Em cada um dos momentos os ovacitos foram
transferidos para uma gota de 500l de PBS e submetidos a sucessivas pipetagens até
estarem completamente livres de células do cimulus. Os ovdcitos desnudos foram
lavados e fixados em etanol e acido acético (3:1) por pelo menos 48 horas. Apds a
fixacdo os ovdcitos foram corados com corante lacmodide e avaliados em microscdpio
de contraste de fase. Os ovécitos foram classificados de acordo com o estagio da
meiose em vesicula germinativa (VG), guando o envoltdrio da vesicula estiver intacto e
a cromatina estiver descondensada, vesicula germinativa rompida (VGBD) quando o
envoltério da vesicula estiver rompido em qualquer ponto e a cromatina estiver
condensada, metafase | (Ml), anafase | (Al), telofase | (TI) e metafase Il (MIl) com a
presenca do corpusculo polar (CP) (Figura 5). Foram considerados anormais os ovacitos
gue apresentavam qualquer tipo de aberracdo cromossomica, degeneracdo e

cromatina difusa e indefinida.

30



Figura 5: Diferentes fases da meiose em ovécitos provenientes de foliculos de 6-8 mm

dissecados, corados com lacmdide e avaliados em microscopia de contraste de fase no
aumento de 100x. A) Vesicula germinativa (VG) (seta), B) Metéafase | (Ml) (seta), C)
Teldfase | (T1) (seta), e D) Metafase Il (Mll) apresentando a placa metafasica (seta) e o

corpusculo polar (CP).

5.7.4. Experimento 4: Efeito da presenga de ITS associado ao AA
durante as 12 ultimas horas da MIV na capacidade de desenvolvimento de

ovdcitos menos competentes provenientes de foliculos pequenos

O objetivo desse experimento foi avaliar se a suplementacdo de ITS associado
com o AA durante as 12 ultimas horas da MIV aumentaria a qualidade de ovdcitos

provenientes de foliculos pequenos aumentando a capacidade de produzirem
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embriGes. As concentracdes de ITS e AA utilizadas em todos os grupos foram de
0,5ug/mL e 100ug/mL, respectivamente. Foram utilizados 284 ovdcitos aspirados de
foliculos de 3-8mm, os quais sdo rotineiramente utilizados para a PIV e 92 ovdcitos
obtidos de foliculos de 1-3 mm dissecados individualmente dos ovarios. Portanto um
total de 376 ovdcitos foi distribuido em quatro grupos: 1) controle (Controle 3-8mm),
ovécitos aspirados provenientes de foliculos de 3-8mm e maturados na auséncia de ITS
e AA; 2) presenca de ITS e AA durante a MIV (ITS+AA 3-8mm), em que 0s ovdcitos
aspirados provenientes de foliculos de 3-8mm foram maturados no meio de
maturacdo suplementado com ITS e AA nas ultimas 12 horas de maturagao; 3)
controle (Controle 1-3mm), ovécitos provenientes de foliculos de 1-3mm dissecados,
maturados na auséncia de ITS e AA; e 4) presenca de ITS e AA durante a MIV (ITS+AA
1-3mm), em que os ovdcitos provenientes de foliculos de 1-3mm dissecados foram
maturados no meio de maturagdo suplementado com ITS e AA nas ultimas 12 horas de
maturacdo. Apds a maturacdo os ovécitos dos diferentes tratamentos foram
fecundados e cultivados in vitro. Foram avaliadas as taxas de clivagem (48h pi) e as
taxas de blastocistos nos dias 6 (D6) e 7 (D7) de cultivo. Em D7 todos os embrides
tinham o seu didmetro medido e, aqueles > que 160um eram corados e avaliados

guanto ao numero total de células.

5.8. Analise Estatistica

Os dados de desenvolvimento embriondrio, categoria de tamanho dos
embrides e cinética da maturacdo foram analisados pelo teste do Qui-Quadrado

(P<0,05) e a contagem do numero de células embrionarias pelo teste de Kruskall-Wallis
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(P<0,05). Para as avaliacGes estatisticas foi utilizado o programa Prophet Program,

versao 5.0, 1997.
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6. RESULTADOS

6.1. Experimento 1: Efeito da suplementagdao do meio de MIV e CIV

com ITS na producao in vitro de embrides bovinos

A presenca de ITS durante a MIV, o CIV ou todo o cultivo ndo afetou o
desenvolvimento embrionario, ndo havendo diferenga (P>0,05) nas taxas de clivagem

e producdo de blastocisto em D6 e D7 entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito da presenca da insulina-transferrina-selénio (ITS) no meio de
maturagdo in vitro por 24 horas (ITS-MIV), no meio de cultivo in vitro (ITS-CIV) ou em

ambos (ITS-MIV+ITS-CIV) sobre o desenvolvimento embrionario.

Tratamento gvécitos Desenvolvimento embrionadrio

Clivagem N (%) Blastocisto D6 N (%) Blastocisto D7 N (%)
Controle 389 327 (84,0) 129 (33,2) 149 (38,3)
ITS-MIV 392 321 (81,9) 114 (29,1) 130 (33,2)
ITS-MIV+ITS-CIV 383 329 (85,9) 112 (29,2) 136 (35,5)
ITS-CIV 385 316 (82,1) 106 (27,5) 135 (35,1)

Dados avaliados pelo teste do Qui-Quadrado (P<0,05).

Com relacdo a qualidade dos embrides avaliada pela velocidade de
desenvolvimento e numero total de células, os resultados mostraram que esses
parametros também ndo foram afetados pela presenca do ITS. Em todos os grupos a
maioria dos blastocistos em D7 apresentavam diametro >160um, indicando estarem

mais desenvolvidos (Tabela 2). Da mesma forma, quando embrides de mesmo
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tamanho foram comparados, a média do numero de células foi semelhante (P>0,05)

entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 2: Efeito da presenca da insulina-transferrina-selénio (ITS) no meio de
maturacdo in vitro por 24 horas (ITS-MIV), no meio de cultivo in vitro (ITS-CIV) ou em

ambos (ITS-MIV+ITS-CIV) sobre o tamanho de embrides em D7 de cultivo.

N Numero de blastocistos D7 de acordo com o

Tratamento embrides tamanho (%)

120-140pm 140-160pm 2160um

N (%) N (%) N (%)
Controle 149 7 (4,7)° 29 (19,5)° 113 (75,8)°
ITS-MIV 130 1(0,8)° 33 (25,4)° 96 (73,8)°
ITS-MIVH+ITS-CIV 136 4 (2,9)*° 37 (27,2)° 95 (69,9)°
ITS-CIV 135 5(3,7)*° 34 (25,2)° 96 (71,1)°

b Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa para P<0,05.

Tabela 3: Efeito da presenca da insulina-transferrina-selénio (ITS) no meio de
maturacdo in vitro por 24 horas (ITS-MIV), no meio de cultivo in vitro (ITS-CIV) ou em

ambos (ITS-MIV+ITS-CIV) sobre o niumero de células de embrides >2160um em D7 de

cultivo.

Tratamento N embrides Média do numero de células + dp
Controle 71 117,9+ 25,5

ITS-MIV 64 111,3+20,7
ITS-MIV+ITS-CIV 66 114,5+ 25,6

ITS-CIV 56 115,6 + 23,6

Dados avaliados pelo teste de Kruskall-Wallis (P<0,05).
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6.2. Experimento 2: Efeito da presenca de ITS associado ao AA durante

a MIV na produgao in vitro de embrides bovinos

Ao avaliar a exposicdo de ovécitos ao ITS associado ao AA por diferentes
periodos durante a MIV foi observado que a taxa de clivagem foi semelhante (P>0,05)
entre todos os tratamentos. Entretanto, um efeito benéfico da presenca de ITS
associado ao AA na taxa de blastocisto foi obervado quando os ovdcitos foram

expostos nas 12 horas finais de maturagao (Tabela 4).

Tabela 4: Efeito da insulina-transferrina-selénio (ITS) e L-acido ascérbico (AA)
durante as 12 primeiras horas (ITS+AA-1212hMIV), as 12 dultimas horas (ITS+AA-
2212hMIV) e as 24 horas (ITS+AA-24hMIV) de maturagdo in vitro, sobre o

desenvolvimento embrionario.

Tratamento gvécitos Desenvolvimento embrionario

Clivagem N (%) Blastocisto D6 N (%) Blastocisto D7 N (%)
Controle 220 182 (82,7)° 85 (38,6)™" 87 (39,5)°
ITS+AA-1212hMIV 224 181 (80,8)° 77 (34,4)° 90 (40,2)°
ITS+AA-2212hMIV 213 181 (85,0)° 93 (43,6)° 110 (51,6)°
ITS+AA-24hMIV 209 167 (79,9)° 75 (35,9)*° 86 (41,1)°

2P piferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa para P<0,05.

Dados da qualidade dos embrides avaliada pela velocidade de desenvolvimento
e numero total de células mostraram que no grupo ITS+AA-2212hMIV uma maior
porcentagem de embrides se desenvolveram mais rapidamente do que nos demais

grupos tratados (Tabela 5). Entretanto, a percentagem de embrides com tamanho
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maior do que 160um foi semelhante a do controle. O numero total de células nos
embrides maiores também foi semelhante (P>0,05) entre o grupo exposto ao ITS e AA
durante as ultimas 12 horas de maturacdo e o grupo controle (Tabela 6). Em
contraste, o grupo exposto a essas substancias somente nas primeiras horas
apresentou ndo sO6 menor taxa de embrides em D7, mas também menor
desenvolvimento e menor nimero de células do que o grupo exposto ao ITS e AA nas

12 ultimas horas de maturacdo (Tabela 6).

Tabela 5: Efeito da insulina-transferrina-selénio (ITS) e L-acido ascérbico (AA)
durante as 12 primeiras horas (ITS+AA-1212hMIV), as 12 dultimas horas (ITS+AA-
2212hMIV) e as 24 horas (ITS+AA-24hMIV) de maturagdo in vitro sobre o tamanho de

embrides em D7 de cultivo.

N Numero de blastocisto em D7 de acordo com o

Tratamento embrides tamanho (%)

120-140pm 140-160pm 2 160um

N (%) N (%) N (%)
Controle 87 0 (0)° 22 (25,3)*° 65 (74,7)*°
ITS+AA-1212hMIV 90 0(0)° 28 (31,1)° 62 (68,9)°
ITS+AA-2212hMIV 110 0 (0)° 18 (16,3)° 92 (83,7)°
ITS+AA-24hMIV 86 0 (0)® 25 (29,0)° 61 (71,0)°

2P piferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa para P<0,05.

37



Tabela 6: Efeito da insulina-transferrina-selénio (ITS) e L-acido ascérbico (AA)
durante as 12 primeiras horas (ITS+AA-1212hMIV), as 12 dultimas horas (ITS+AA-
2212hMIV) e as 24 horas (ITS+AA-24hMIV) de maturacdo in vitro sobre o nimero de

células de embrides 2160pum em D7 de cultivo.

Tratamento N embrides Média n2 de células + dp
Controle 62 131,9 +44,7*°
ITS+AA-1212hMIV 61 122,3 +46,1°
ITS+AA-2212hMIV 74 143,2 + 49,9b
ITS+AA-24hMIV 56 124,3 + 35,33’b

b piferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa para P<0,05.

6.3. Experimento 3: Avaliagdo da cinética de maturagdo nuclear de

ovdcitos competentes e incompetentes

Considerando que uma maior taxa de embrides foi obtida no experimento
anterior com o uso de ITS e AA durante a maturagao, levantou-se a possibilidade desse
sistema ter algum beneficio para ovdcitos menos competentes submetidos a
maturacdo in vitro. Entretanto, antes de testd-la foi necessario avaliar a cinética da
maturacdo para confirmar que o tempo necessario para completar a meiose in vitro
seria semelhante entre os ovdcitos de diferentes competéncias. Essas informacdes sao
importantes, considerando que os ovdcitos seriam expostos aos tratamentos em
diferentes fases da maturacdo. Para esse estudo os dois grupos de ovdcitos foram
avaliados quanto ao estagio da meiose em diferentes momentos da maturagdo, sendo
utilizado um total de 726 ovdcitos.

Os resultados mostraram que em 0 hora de maturagdo uma maior
porcentagem (P<0,05) de ovécitos provenientes de foliculos de 6-8mm encontravam-
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se em VG quando comparado aos demais grupos. Entretanto, em todos os grupos mais
de 90% dos ovdcitos encontrava-se em VG. Também foi observado as 8 horas de
cultivo que no grupo controle a meiose estava mais avancada, pois apresentavam uma
menor percentagem de ovécitos em VG e uma maior porcentagem (P<0,05) de
ovocitos em VGBD e metéfase | (Tabela 7) em relacdo aos outros grupos. Entretanto,
os grupos de ovdcitos obtidos de foliculos dissecados nao diferiram quanto aos
estagios da meiose mesmo tendo diferentes graus de competéncias. As 24 horas de
maturacdo todos os ovdcitos, independente do grupo, tinham completado a meiose

sendo que em torno de 90% encontrava-se em estagio de MII.

Tabela 7: Cinética da maturacdo nuclear em ovdcitos controle provenientes de
foliculos de 3-8mm obtidos por aspiracdo folicular e ovécitos obtidos de foliculos de 1-

3mm e de foliculos de 6-8mm dissecados individualmente da cértex ovariana.

Grupos N Estagio da meiose
OVOCItOS /s (9) VGBD (%) MI(%)  AI(%) TI(%) M%)  Anormal (%)

Controle Oh 101 94 (93,06)* 6(5,94)° 1(1,0°f 0(0)® 0(0F  0(0) 0 (0)®
1-3mmoOh 60 55(91,66)° 4(6,66)° 1(1,66)° 0(0P 0(0)°  0(0)° 0 (0)®
6-8mmoOh 98 98 (100)® 0 (0)° 0 (0)° 0(0) 0(0)° 0(0) 0 (0)°
Controle 8hs 103 3(2,91)° 48 (46,60)° 52(50,48)° 0(0)° 0(0)°  0(0) 0 (0)®
1-3mm8hs 63 9(14,28)° 41 (65,07)° 13(20,63)° 0(0)°> 0(0)P  0(0) 0 (0)°
6-8mm8hs 89 15 (16,85)° 64 (71,91)° 10(11,23)> 0(0)* 0(0)°  0(0) 0 (0)°
Controle 24hs 70 0 (0)° 1(1,42° 0(0)° 1(1,42)" 1(1,42)° 64(91,42)° 3(4,28)*°
1-3mm 24hs 75 0 (0)° 1(1,33° 0(0)° 2(2,66)° 0(0)°  67(89,33)° 5 (6,66)°
6-8 mm 24hs 67 0 (0)° 0 (0)° 0 (0)® 3(4,47)° 3(4,47)" 61(91,04)° 0 (0)°

b piferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa para P<0,05.
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6.4. Experimento 4: Efeito da presenca de ITS associado ao AA durante
as 12 ultimas horas da MIV na capacidade de desenvolvimento de

ovdcitos provenientes de foliculos pequenos

Considerando que a exposicdao de ovécitos ao ITS associado ao AA durante as
12 dltimas horas da MIV melhora a quantidade e qualidade de embrides PIV, foi
levantada a hipdtese de que essa alteracdo na maturacao poderia também melhorar a
capacidade de desenvolvimento de ovdcitos provenientes de foliculos pequenos que
ndo sdao capazes de formar embrides. Os resultados obtidos mostraram que,
independente da adicao de ITS e AA na MIV de ovdcitos de foliculos pequenos, a taxa
de clivagem (48h pi) e a producdo de blastocistos nos dias 6 (D6) e 7 (D7) de cultivo
foram inferiores quando comparadas as obtidas em ovdcitos provenientes de foliculos
maiores que 3mm (Tabela 8). Ndo houve diferenca (P<0.05) nesses parametros entre
os grupos de ovdcitos provenientes de foliculos pequenos. Entretanto, assim como no
experimento 2, um efeito benéfico da presenca de ITS associado ao AA na taxa de
blastocisto foi observado quando ovécitos aspirados de foliculos de 3-8mm foram

maturados nas 12 ultimas horas de MIV na presenca dessas substancias (Tabela 8).
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Tabela 8: Efeito da insulina-transferrina-selénio (ITS) e L-acido ascdérbico (AA)
durante as 12 primeiras horas de maturacdo in vitro (MIV) em ovdcitos provenientes
da aspiracdo de foliculos de 3-8mm (ITS+AA 3-8mm) e em ovdcitos provenientes de

foliculos de 1-3mm (ITS+AA 1-3mm) dissecados do ovario sobre o desenvolvimento

embrionario.

N
Tratamento ovocitos Desenvolvimento embrionario

Clivagem N (%) Blastocisto D6 N (%) Blastocisto D7 N (%)

Controle 3-8mm 143 128 (89.5)° 52 (36,4)° 70 (49,0)°
ITS+AA 3-8mm 141 130 (92.2)° 57 (40,4) 86 (61,0)°
Controle 1-3mm 45 22 (49.9)° 1(2,2)° 2 (4,4)°
|TbS+AA 1-3mm 47 24 (51,0)° 6(12,8)° 7 (14,9)°
abe

Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa para P<0,05.

Os resultados da qualidade dos embrides avaliada pela velocidade de
desenvolvimento e numero total de células mostraram que o grupo ITS+AA 3-8mm
apresentou uma maior porcentagem (P<0,05) de embrides que se desenvolveram mais
rapidamente quando comparado com os demais grupos, pois apresentavam maior
tamanho (P<0,05) em D7, (Tabela 9). No tocante ao numero total de células dos
embrides maiores, houve diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos de ovécitos
aspirados de foliculos de 3-8mm, sendo que os expostos ao ITS e AA durante as ultimas
horas de maturacdo apresentaram maior nimero do que os que ndo foram expostos

(Tabela 10). Em relagdo aos ovdcitos provenientes de foliculos pequenos, a produgao
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de embrides foi muito baixa ndo possibilitando uma avaliacdo dos dados ja que estes

ndo apresentavam numero suficiente.

Tabela 9: Efeito da insulina-transferrina-selénio (ITS) e L-acido ascdérbico (AA)
durante as 12 primeiras horas de maturacao in vitro em ovdcitos aspirados de foliculos
de 3-8mm (ITS+AA 3-8mm) e em ovécitos provenientes de foliculos de 1-3mm (ITS+AA

1-3mm) dissecados sobre o tamanho de embrides em D7 de cultivo.

N NUmero de blastocisto em D7 de acordo com o
Tratamento embrides tamanho (%)

120-140um (%) 140-160um (%) = 160um (%)

Controle 3-8mm 70 0 (0)? 20 (28,6)° 50 (71,4)°
ITS+AA 3-8mm 86 0 (0)? 8(9,3)° 78 (90,7)°
Controle 1-3mm 2 0 (0)? 2 (100)° 0 (0)°
I;)I'S+AA 1-3mm 7 0 (0)° 3 (42,9)° 4 (57,1)°
abc

Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa para P<0,05.

Tabela 10: Efeito da insulina-transferrina-selénio (ITS) e L-acido ascérbico (AA)
durante as 12 primeiras horas de maturacdo in vitro em ovdcitos provenientes de
foliculos de 3-8mm (ITS+AA 3-8mm) e em ovdcitos provenientes de foliculos de 1-3mm

(ITS+AA 1-3mm) sobre o numero de células de embrides 2160um em D7 de cultivo.

Tratamento N embrides Média n? de células + dp
Controle 3-8mm 50 133,8 + 47,2°
ITS+AA 3-8mm 74 172,8 + 60,1b

Controle 1-3mm - -

ITS+AA 1-3mm 4 107,75 * 60,6*°
b Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa para P<0,05.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo foi investigada a influéncia da presenca do ITS e AA
durante a maturagdo in vitro e/ou cultivo in vitro, sobre a producdo e qualidade de
embrides PIVE. Para isso, foi utilizado como pardmetros de avaliacdo, o
desenvolvimento embrionario até o D7 pds-inseminag¢do, o tamanho e o numero total
de células dos embrides.

Inicialmente foi avaliada se a presenca de ITS durante a MIV, CIV ou todo o
cultivo teria algum efeito no desenvolvimento embrionario. Entretanto, os resultados
mostraram que a presencga do ITS em qualquer etapa da PIVE ndo afetou a quantidade
e a qualidade dos embrides produzidos. Esses resultados diferem dos obtidos por
Jeong et al. (2008 ) que avaliando a adi¢cdo de ITS na MIV de ovdcitos de suinos,
relataram uma melhora na concentracdo de glutationa ovocitaria e,
consequentemente no desenvolvimento embrionario. Da mesma forma, outro estudo
em suinos também demonstrou que o uso de ITS melhorou as taxas de maturacdo
nuclear e citoplasmatica (Hu et al., 2011).

A diferenca nos resultados do presente estudo e dos trabalhos citados
anteriormente poderia ser explicada pelo tempo de maturacdo de ovécitos de suinos
gue é o dobro quando comparado com a de ovécitos de bovinos (Hafez, 2003), esse
prolongamento pode levar ao maior acumulo de radicais livres e de outras substancias
prejudiciais, fazendo com que a a¢do do ITS seja mais evidente.

Outro fator que pode ser responsavel pelas diferencas observadas entre os
estudos é que no presente trabalho foi utilizado como fonte proteica no meio de MIV
o SFB, substancia de composicdo indefinida, que contém hormonios, fatores de

crescimento, vitaminas, quelantes para metais pesados, peptideos, proteinas, acidos
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graxos, glicidios, entre outros componentes (Keskintepe e Brackett, 1996; Goncalves et
al., 2002). Em contraste com os outros trabalhos citados anteriormente que utilizaram
o PVA, que é uma macromolécula bem definida. Portanto, é bem possivel que a
indefinicdo do meio suplementado com SFB, que apresenta substdncias que
mimetizam a acdo do ITS (Keskintepe e Brackett, 1996; Gongalves et al., 2002), possa
ter mascarado seus efeitos sendo responsavel pela semelhanca dos resultados
encontrados entre os grupos estudados.

A combinacdo de insulina—transferrina—selenium (ITS) tem sido utilizada para
melhorar as condi¢Ges de maturagdo em vdrias espécies. A insulina induz a captagao
de glicose e possui atividade mitogénica e anti-apoptédtica (Augustin et al., 2001). A
presenca de receptores de insulina tem sido demonstrada em ovdcitos competentes e
incompetentes (Acevedo et al.,, 2007), e seu efeito positivo no potencial de
desenvolvimento de ovdcitos bovinos e suinos tem sido demonstrado. Ja a transferrina
e o selénio sdo elementos essenciais para varios processos fisioldgicos e possuem agao
antioxidante. E, apesar do ITS ser o suplemento de eleicdo para o crescimento e
maturagdo de ovdcitos em meios definidos ou semi-definidos, o seu uso na presenga
de soro e na maturacao de ovdécitos menos competentes ainda nao foi relatada.

Alguns estudos relatam que a associacdo de ITS e L-acido ascérbico, que é o
mais importante antioxidante hidrossoltvel presente no ovario, durante a maturacdo
tem acdo benéfica na capacidade de desenvolvimento dos ovdcitos. Portanto, no
experimento 2 foi avaliado a suplementacdo de ITS associado com o AA por diferentes

periodos durante a maturacdo.
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Os resultados mostraram um efeito benéfico na taxa de blastocisto quando os
ovocitos foram expostos ao ITS associado ao AA nas 12 horas finais de MIV. Ja na
qualidade embrionadria, avaliada pelo tamanho e nimero de células em D7 nenhuma
diferenca foi evidenciada entre os grupos. O efeito desses componentes (ITS e AA)
individualmente ja foi avaliado por inumeros autores (Dalvit et al. 2005; Jeong et al.
2008; Rossetto et al. 2009; Tao et al. 2010; Hu et al. 2011; Melo et al. 2011; Kere et al.
2013). Entretanto, estudos com a utilizagcdo de ITS e AA conjuntamente, como é o caso
deste experimento, sdo escassos. A associacdo dessas duas substancias ja foi utilizada
na MIV de ovécitos de bezerras pré-pubere com aumento na capacidade de
desenvolvimento desses ovdcitos (Cordova et al. 2010). A adicdo dessas substancias e
um baixo nivel de hormdnios durante as 12 primeiras horas de MIV de ovécitos de
cabra pré-pubere mantiveram a qualidade intrinseca dos blastocistos produzidos,
aumentando assim a sua sobrevivéncia durante o processo de criopreservagdo, porém
ndao houve acréscimo na quantidade de blastocistos produzidos (Hammami et al.,
2012). Apesar de o presente estudo ter mostrado resultados semelhantes, ou seja, a
presenca de ITS e AA durante a maturacdo tem efeito benéfico na PIVE, o periodo da
maturacdo afetado pela suplementacao foi diferente.

No presente estudo os melhores resultados referentes ao desenvolvimento
embrionario foram encontrados no grupo com adicdo de ITS e AA na segunda parte da
maturacdo. E possivel que uma concentracdo de radicais livres e substancias
prejudiciais aos ovdcitos estejam presentes nas ultimas horas de MIV quando
comparado com as primeiras horas. Desta forma, a acdo do ITS e AA pode ter sido mais

efetiva na reducdo dos efeitos deletérios de substancias que se acumularam durante
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as 12 primeiras horas de MIV, o que seria responsavel pelo melhor resultado obtido
nesse grupo.

A utilizagao de AA durante as 24 horas de maturagdo em ovdcitos de bovinos
foi prejudicial para o desenvolvimento embriondrio subsequente (Cérdova et al. 2010),
sugerindo que essa substancia na concentracdo de 100ug/ml, a mesma usada no
presente estudo, utilizada por um longo tempo pode ser tdxica para os ovdcitos.
Entretanto, esse efeito prejudicial ndo foi observado no presente estudo quando se
utilizaram ITS e AA durante as 24 horas de MIV. Esses resultados estao de acordo com
os resultados descritos por Dalvit et al. (2005), em que a suplementacdao do meio de
maturacdo, com acido ascérbico durante 22h, ndo alterou a percentagem de
blastocistos bovinos produzidos in vitro em relagdao ao grupo de controle.

Considerando que a utilizagdo conjunta de ITS e AA durante a maturagao
melhorou a taxa de embriGes em estudos utilizando ovécitos de animais pré-pubere,
levantou-se a hipdtese de que esse sistema poderia ser benéfico para a maturacdo in
vitro de ovdcitos pouco competentes, obtidos de foliculos pequenos. Para testar essa
hipétese foi utilizado o modelo do tamanho de foliculo ja bem caracterizado em
estudos de competéncia ovocitdria (Dode et al., 2006; Caixeta et al., 2009; Racedo et
al., 2009; Bessa, et al. 2013).

Entretanto, como no sistema a ser testado, a exposicao a suplementacao de ITS
e AA seria apenas em um periodo da maturacao foi necessario confirmar se a cinética
da maturacdo é semelhante entre as duas categorias de ovdcitos. Os resultados
mostraram que em 0 hora de maturacdo houve uma maior porcentagem de ovocitos

provenientes de foliculos de 6-8mm em VG em relacdo aos demais grupos. Apesar da
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diferenca estatistica, essa tem pouca significancia bioldgica, uma vez que todos os
grupos apresentaram taxas de VG maiores que 90%, o que condiz com outros achados
da literatura (Dode et al. 2000; Guimardes, 2013).

Além disso, foi observado que as 8 horas de maturagdo o grupo controle estava
mais avangando na meiose do que os demais grupos com uma maior porcentagem de
ovécitos em metafase |. Entretanto, os grupos de ovdcitos obtidos de foliculos
dissecados ndo diferiram as 8 horas, quanto aos estagios da meiose mesmo tendo
diferentes graus de competéncias. Essa diferenca na cinética pode ser devido ao
método de coleta utilizado, uma vez que os ovécitos do grupo controle foram
aspirados dos foliculos e, portanto permaneceram mais tempo fora do ambiente
folicular antes de serem colocados para maturar, enquanto os dos demais grupos
foram obtidos de foliculos dissecados e foram colocados na maturagao imediatamente
apo6s serem liberados de seus foliculos. Mas de qualquer forma, essa diferenga nao
prejudicou o desenvolvimento meidtico, pois as 24 horas de maturacao todos os
grupos apresentaram a maioria dos ovdcitos em metafase Il.

Um dos grandes problemas no desenvolvimento do experimento 3 foi a
obtencdo do material bioldgico, isso porque os ovdcitos foram obtidos de foliculos que
foram dissecados individualmente dos ovarios. A dissecacdo e posterior mensuracao
dos foliculos era uma tarefa trabalhosa e demorada, o que limitava o nimero de
ovécitos obtidos em cada dia de manipulacdo, pois o tempo ndo devia ultrapassar o
previamente estabelecido para que as amostras ndo fossem afetadas. Além da

dificuldade com relacdo ao tempo, observamos durante o estabelecimento da técnica
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de coleta que dos foliculos pequenos 50% dos ovocitos eram viadveis e puderam ser
utilizados, ja os dos foliculos grandes em torno de 75% eram vidveis.

A avaliacdo do efeito da presenca de ITS associado ao AA durante as 12 ultimas
horas da MIV confirmaram o efeito benéfico da presenca de ITS associado ao AA nas
12 ultimas horas de MIV na taxa de blastocisto e qualidade dos embrides, quando
ovacitos aspirados de foliculos de 3-8mm foram utilizados.

Quando ovdcitos provenientes de foliculos de 1-3mm foram utilizados nado
houve efeito benéfico do uso de ITS e AA durante a maturacdo sobre a competéncia
ovocitaria discordando dos encontrados por Cérdova et al. (2010) e Hammami et al.
(2012). Esses trabalhos utilizaram como modelo experimental fémeas pré-pubere nas
quais apesar da maioria dos ovdcitos nesta fase de desenvolvimento apresentar menor
grau de competéncia, alguns ja atingiram a competéncia ovocitaria (Palma et al. 1993;
Revel et al. 1995).

Em contraste, o modelo experimental para separar ovdcitos de graus de
competéncia distintos empregado neste trabalho, garante a similaridade do material
bioldgico considerando que usa um tamanho definido de foliculos que sdo dissecados
do tecido ovariano (Caixeta et al., 2009; Bessa et al. 2013). Esse fato poderia aumentar
a probabilidade de que os ovdcitos usados neste estudo pudessem ser menos
competentes do que os utilizados por Cérdova et al. (2010) e Hammami et al. (2012)
em suas pesquisas. Portanto a melhor taxa de blastocistos encontrada por esses
autores pode ser devido a presenca de ovécitos mais competentes do que aqueles

empreendidos no presente estudo.

48



Além disso, a competéncia ovocitaria esta diretamente relacionada com o
acumulo de transcritos e proteinas no ovdcito antes deste retomar a meiose e
completar a maturacdo (Dode et al., 2006; Caixeta et al., 2009; Racedo et al., 2009;
Bessa et al. 2013). Portanto, a acdo de substancias como o ITS e AA, que atuam
principalmente sobre a producdo de radicais livres e produtos indesejaveis no ovdcito
e no meio de maturacao (Tilly et al., 1995; Eppig et al. 2000; Murray et al., 2001; Kim,
et al. 2005; Lee, et al. 2005), pode ndo ter sido suficiente para uma melhora da
competéncia, porquanto essa interferéncia nao foi a nivel molecular.  Nao
descartando, de qualquer forma, a importancia desses agentes como suporte
mediante alguns ovécitos que possuissem o minimo de condi¢Ges para o subsequente
desenvolvimento embrionario, o que explicaria, mesmo que ndo significativa a
melhora observada no desenvolvimento embriondrio de ovdcitos tratados com ITS e
AA durante a MIV.

Outra diferenca que pode ser ressaltada entre este experimento e os estudos
conduzidos por Cérdova et al. (2010) e Hammami et al. (2012), é que na presente
pesquisa ndo foi avaliada, utilizando ovécitos menos competentes, a adicdo de ITS e
AA nas 12 primeiras horas de maturacdo, onde os outros autores anteriormente
citados encontraram maior eficiéncia no uso dessas substancias.

Apesar de esse estudo ter mostrado resultados benéficos para o
desenvolvimento embriondrio e a qualidade dos embrides, utilizando a associacdo de
ITS e AA durante as 12 dultimas horas de maturacdo in vitro, mais estudos sdo
necessarios para elucidar os mecanismos responsaveis por esse efeito. Portanto,

outras avaliacOes tais como a concentracao de GSH, a presenca de radicais livres no
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meio, e a expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo, poderiam dar
suporte a hipdtese de que o efeito benéfico seria devido a reducdo de susbstancias
indesejaveis para o cultivo in vitro. Essas informacbes seriam importantes para que
novos horarios e periodos de tempo, dentro dessa janela das 12 ultimas horas da
maturagdo, sejam testados para que o uso desse procedimento possa ser mais
facilmente introduzido na rotina da PIV. Além disso, estudos adicionais também devem
ser feitos avaliando essa suplementacdo nas primeiras horas de MIV em ovdcitos
menos competentes obtidos de foliculos pequenos para que se possa confirmar que a

mesma nao afeta a capacidade de desenvolvimento desses ovdcitos.
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8. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, conclui-se que somente a
adicdo de ITS na MIV e/ou CIV ndo foi suficiente para melhorar a quantidade e
qualidade de embrides PIVE. No entanto, quando essa substancia foi associada ao AA
nas 12 ultimas horas de maturagdo houve um acréscimo no desenvolvimento
embrionario e um aumento no tamanho e na média do numero total de células dos
embrides produzidos. Além disso, ndo foi observado esse efeito quando foram
utilizados nas mesmas condi¢gdes ovdécitos menos competentes provenientes de

foliculos pequenos.
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