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EFEITO DA FONTE PROTEICA DURANTE O CULTIVO NA
QUALIDADE E QUANTIDADE DE EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO.

RESUMO

sucesso da PIV esta relacionado ao conhecimento das necessidades dos

gametas e embrides em diferentes fases do desenvolvimento. E conhecido que

embrides PIV sao diferentes dos embrides in vivo em varios aspectos. As
diferengas entre os dois modelos tém sido pesquisadas na tentativa de tornar os meios
artificiais o mais préximo possivel ao ambiente natural do embrido. Para tanto, a
viabilidade desses embrides (in vivo ou in vitro, oriundos de distintos sistemas de
producdo) pode ser mensurada por ferramentas diversas, tais como a criotolerancia, a
analise do metabolismo, os niveis e a expressao de genes. A suplementagao protéica dos
meios de cultivo tem sido amplamente discutida, na busca pela utilizacdo de meios
definidos, onde ha o conhecimento da sua composi¢cao, possibilitando a eliminagcdo ou
acréscimo de produtos benéficos ao embrido, sem que ocorra influéncia de fatores
inerentes desconhecidos do meio — caracteristicas normalmente atribuidas aos
componentes séricos, 0s quais sao mais comumente utilizados, em especial o Soro Fetal
Bovino (SFB) e a Albumina Sérica Bovina (BSA). Neste estudo, os efeitos do SFB e da
BSA-faf durante a PIV de embrides bovinos, foram investigados quanto a quantidade na
producao de blastocistos e em termos de qualidade, quando submetidos a vitrificacédo e
analise de expressao génica. Foram maturados, fecundados e cultivados in vitro 2.171
ovacitos, oriundos de abatedouro. Em cada réplica, os CCOs foram distribuidos em trés
tratamentos (7T1: suplementacdo com SFB; T12: suplementagdo com BSA; I3
suplementacgao inicial com BSA e final com SFB.). Quanto a taxa de clivagem (D2), ndo
houve diferenca entre os tratamentos; porém quanto as taxas de blastocisto, T1 foi
superior aos T2 e T3 nos dias 6,5 a 8,5 de avaliagdo (P<0.001). Os embrides de todos os
tratamentos que alcangaram estagio de BL e/ou BX (total de 507 embrides) nos dias 6,5 e
7,5 foram separados e, 50% deles, vitrificados pelo método da OPS, descongelados,
retornando entdo ao CIV, e observados as 24, 48 e 72 horas pos-vitrificagdo; os outros
50% dos embrides permaneceram como grupo controle. Para esta analise, foram
consideradas re-expansdo e eclosdo das estruturas analisadas como parametro de
avaliacdo, mediante os fatores tratamento (T1 vs. T2 e T3), grupo (C vs. V), estagio

embrionario (BL vs. BX) e tempo (D6,5 vs. D7,5). Em suma, os resultados para o teste de
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criotolerancia foram: T1=T2>T3; C>V; BX>BL; D6,5>D7,5. Quatro pools com 9
blastocistos eclodidos do grupo controle em D8,5, de cada tratamento, foram formados
para avaliagdo da expressao dos genes MnSOD, Bax, BCL-2, HSP-70, CIRP-b, ACAT-2 e
ATP8A1. Para normalizagdo dos dados, foram utilizados os genes constitutivos Actina e
GAPDH. A expressao da maioria dos genes nao foi significativamente diferente entre T1 e
T2, exceto para o ACAT-2 — o qual se diferenciou devido a composic¢ao protéica do meio.
A menor expressao significativa no T3, pode indicar uma condigao sub-6étima deste meio
a PIV de embrides. A suplementagdo com SFB produziu mais embrides e com qualidade
semelhante a aqueles produzidos em suplementacdo de BSA-faf. E possivel, portanto,
concluir que os componentes séricos presentes no soro ndo afetaram os parametros
analisados neste estudo. Possiveis efeitos no desenvolvimento embrionario avangado e
fetal, bem como a variagao entre as partidas de soro, devem ser analisados em outros

experimentos.

Palavras-chave: Embrido, Bovino, SFB, BSA, Criotolerancia, Qualidade embrionaria.
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EFFECT OF DIFFERENT SOURCES OF PROTEIN ON QUALITY AND QUANTITY
DURING THE CULTIVE OF IN VITRO PRODUCED BOVINE EMBRYOS.

ABSTRACT

he embryo IVP success is related to the knowledge of main requirements from

gametes and embryos in different stages of development. It is well known that IVP

embryos are quite different of those counterparts in vivo in many aspects.
Dissimilarity between both has been studied in tempting to turn artificially mediums mostly
similar to embryo natural environment. For that, viability of these embryos (in vivo or in
vitro, from diverses systems of production) may be measured by a variety of tools, such as
cryotolerance, metabolism analysis, genes levels and expression. Protein medium
supplementation in cultive has been largely discussed as well, aiming the substitution for
defined components, where there is comprehension of its composition, eliminating or
adding benefic products to the embryo in this way, without existing unknown factors in it —
characteristics usually attributed to serum components, whose most used are Bovine Calf
Serum (FCS) and Bovine Serum Albumin (BSA). In this study, the effects of FCS being
substituted total or partially by BSA-faf during bovine embryos IVP, were investigated to
quantity (blastocysts rate) and quality, when submitted to vitrification and gene expression
analysis. Two thousand one hundred seventy one (2.171) oocytes obtained from abattoir
ovary were matured, fertilized and cultured in vitro. In each replicate, CCOs were
distributed in three treatments: (T'1: supplementation with FCS on IVM and IVC; T2:
supplementation with BSA on IVM and IVC; T3: supplementation with BSA on IVM and at
the beginning of IVC and FCS, at the end of IVC). For cleavage rates (D2), there were no
difference among treatments; therefore for blastocysts rates, T1 was superior to T2 and
T3 on days 6.5 to 8.5 of development evaluation (P<0.001). Embryos from all treatments
which have reached BL and/or BX stage (507 embryos, in total) were separated and, 50%
of them, vitrified by OPS method, post-thawed, returning then to IVC, and observed at 24,
48 and 72 hours post-vitrification; other 50% remaining embryos were preserved as
control group. For these analysis, were considered structures re-expansion and hatching
rates as a parameter to evaluate factors as freatment (T1 vs. T2 and T3), groups (C vs.
V), embryo development stage (BL vs. BX) and time (D6.5 vs. D7.5). At a glance, results
for cryotolerance test related to these parameters were: T1=T2>T3; C>V; BX>BL;

D6.5>D7.5. Four pools with 9 hatched blastocysts from Control group on D8.5, from each
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treatment, were formed to evaluate the expression of genes MnSOD, Bax, BCL-2,
HSP-70, CIRP-b, ACAT-2 and ATP8A1. To standardize data, the constitutive genes,
Actina and GAPDH, were taken. The majority genes expressions were not significantly
different between T1 and T2, except for ACAT-2 — who might be due to the medium
protein source composition. The smaller and significant expression on T3, should indicate
a suboptimal condition of this medium to embryo IVP. The supplementation with FCS
produced more embryos with similar quality to those originated from BSA-faf
supplementation. It is possible therefore, to conclude that serum components do not
affected the parameters analyzed here, in this working environment. Possible effects in
late embryo and fetal development, as well as variation among serum batches, should be

verified in other experiments.

Key-words: Embryo, Bovine, BCS, BSA, Cryotolerance, Embryo quality.
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1. INTRODUGAO GERAL

om o avango da tecnologia da produgao in vitro (PIV) de embrides associado a
técnica de aspiragdo folicular transvaginal guiada por ultra-som, novas
ferramentas estdo disponiveis para otimizar o uso de fémeas com alto potencial
genético. Todavia, o sucesso da PIV esta relacionado ao conhecimento das necessidades
dos gametas e embrides em diferentes fases do desenvolvimento. E sabido que embrides
PIV sao diferentes dos embrides in vivo em varios aspectos. As diferencas entre os dois
modelos tém sido pesquisadas na tentativa de tornar os meios artificiais o0 mais préximo

possivel ao ambiente natural do embrido.

A morfologia e a taxa de blastocisto tém sido critérios utilizados para avaliagdo da
competéncia do desenvolvimento embrionario (ALIKANI et al., 2002). Entretanto, com o
advento de algumas biotecnologias, tem-se tornado claro que a competéncia embrionaria
pode ser severamente comprometida sem alteragdes morfologicas perceptiveis. Logo,
este ndo é um critério extremamente confiavel, mesmo para avaliar embrides in vivo. A
viabilidade do embrido pode ser mensurada por outras formas, tais como a criotolerancia,
a analise do metabolismo, o0s niveis e a expressao de genes — pela transcricdo do RNAmM
pela técnica do RT-PCR (WRENZYCKI et al., 2004).

Na tentativa de melhorar a qualidade e consequente viabilidade do embridao produzido in
vitro, estudos tém afirmado que o co-cultivo determina a secrecdo de fatores
embriotroficos e fatores de crescimento, e que a suplementacdo dos meios de cultivo com
aminoacidos em concentracbes semelhantes as encontradas no oviduto e utero das
fémeas bovinas melhora a taxa de desenvolvimento embrionario (THOMPSON, 2000). O
autor ainda enfoca que a inclusdo de fontes de proteina como a albumina sérica bovina
(BSA) ou soro fetal bovino (SFB) nos meios de cultura também favorece o
desenvolvimento embrionario agindo como quelantes de cations, prevenindo a adeséo do
embrido em superficies, servindo como fonte de energia e auxiliando no metabolismo de

carboidratos.



Embrides PIV na auséncia de proteinas exibem diferencas na atividade metabdlica,
diminuigdo na capacidade de desenvolvimento, menor conteudo protéico e menor numero
de células, quando comparados aos cultivados na presenca de proteina. O soro e a
albumina sérica sao os mais utilizados como fontes protéicas para o cultivo de embrides
mamiferos (GOMEZ & DIEZ, 2000 e WRENZYCKI et al., 2001), embora persistam muitos

questionamentos em relagao aos possiveis efeitos colaterais.

Um dos fatores limitantes da utilizacdo da PIV é a alta sensibilidade ao resfriamento e
baixa tolerancia a criopreservacado, quando comparados a produgéao in vivo (GEORGE et
al., 2006). A criopreservacdo em animais de importancia pecuaria € uma ferramenta
valiosa para manter a diversidade genética e para fins de reprodugdo. Apesar das
intensivas pesquisas que tém sido conduzidas em escala mundial, a criopreservagao de
embrides PIV de vérias espécies ainda ndo apresenta resultados satisfatorios (DINNYES
et al.,, 2006), mas tem-se obtido progressos com métodos de vitrificacdo. Segundo
ENRIGHT et al. (2000), os embrides PIV apresentam maior sensibilidade a crioinjurias em
relacdo aos embrides produzidos in vivo. Tal diferenca pode ser devido a alteracbes na

expressao génica embrionaria (WRENZYCKI et al., 1999).

O estudo de genes e de suas fungdes em ovécitos e embrides tem sido mais lento em
relacdo a outros tipos de células e tecidos. Isto ocorre principalmente, pela limitada
disponibilidade de material de ovocito e embrides. Entretanto, nos ultimos anos novas
técnicas tém surgido possibilitando utilizar quantidades minimas de material para
avaliacdo da expressao génica (DODE, 2006) por um lado, e por outro, com as
tecnologias in vitro disponiveis permitem produzir grande quantidade de embrides bovinos

com um custo relativamente baixo (MUCCI et al., 2006).

Portanto, ha necessidade de se aperfeigoar os sistemas de cultivo de embrides bovinos
para a obtencdo de embrides de alta qualidade. O desafio para o futuro é usar este
conhecimento para estabelecer condi¢bes de cultivo que levam em consideragao as
mudancas necessarias para o desenvolvimento embrionario e permitam que os genes
presentes sejam expressos de uma maneira similar a que sdo expressos in Vvivo
(LONERGAN et al., 2006), produzindo embrides de qualidade superior in vitro (RIZOS et
al., 2002-a).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - PRODUGAO IN VITRO DE EMBRIOES

A producao in vitro de embrides, em si, compreende a maturagao in vitro (MIV) de
ovocitos, a fecundagéo in vitro (FIV) e o cultivo in vitro embrionario (CIV). Entretanto,
uma das etapas iniciais diz respeito a colheita de ovdcitos, que podem ser obtidos in vitro
por puncgao folicular ou dissecgao folicular (quando o numero de ovarios € reduzido), em
ovarios provenientes de abatedouros ou in vivo, por laparotomia, laparoscopia via flanco

ou transvaginal e ainda pela ultra-sonografia transvaginal (GONCALVES, et al., 2002).

2.1.1 — Colheita e Seleg¢ao dos ovécitos

A habilidade de um embrido bovino se desenvolver até o estagio de blastocisto, para
implantar e gerar um produto saudavel ndo € um processo simples (SIRARD, et al.,
2006). De acordo com DODE (2006), um ovdcito competente difere de um incompetente
por sua capacidade de sustentar o desenvolvimento embrionario até o estagio de

blastocisto.

A qualidade do ovdcito € um fator determinante para que ele tenha condi¢cdes de formar
embrido apos a fecundagédo (SIRARD & BLONDIN, 1996). Para ECKERT & NIEMANN
(1995), tanto ovdcitos de qualidade | quanto os de qualidade Il ndo mostraram diferenga
na taxa de blastocisto. Ovdcitos puncionados de foliculos grandes, > 6 mm, sdo mais
competentes em relagdo a ovocitos de foliculos pequenos, 2-6 mm e possuem maior
probabilidade de gerar embrido (LONERGAN et al., 1994; LEQUARRE et al., 2005).

DODE (2006) afirma que somente ovécitos competentes tém a capacidade de sofrer a

maturagcdo completa. Essa competéncia é progressivamente adquirida durante os



estagios finais da foliculogénese, através de varias mudangas celulares e moleculares
que conferem ao ovdcito a capacidade de completar a divisdo meidtica, garantir uma
fecundagdo monospérmica, descondensar a cabeg¢a do espermatozoéide, transpor a

transicdo materno-zigotica (MZT) e prosseguir o seu desenvolvimento.

Quando blastocistos s&o oriundos de foliculos grandes, boa parte dos embrides possui
uma transicdo rapida de 5-8 células para 9-16 células. Foliculos pequenos originam
embrides com atraso na formacdo de cavidade, indicando qualidade embrionaria ruim
(LEQUARRE et al., 2005). A qualidade do ovdcito pode ser influenciada pelo ambiente
dentro do foliculo de acordo com a estimulagdo hormonal do ovario no momento da
aspiragdo do ovoécito, quer seja in vivo ou de abatedouro (LONERGAN et al., 2003).
Tendo em vista que ovécitos maturados in vitro apresentam menores taxas de blastocisto
ap6s a fecundagao e o cultivo in vitro, quando comparados aos in vivo, pode-se de
antemao presumir que o baixo desenvolvimento embrionario deve-se a deficiéncia do
ovocito, seja na maturagcao nuclear, citoplasmatica ou molecular (DODE, 2006). O texto
ainda afirma que a diferenga entre ovocitos competentes e incompetentes é o resultado
da expressao diferenciada de genes. Se os estoques de RNAmM maternos contribuem
para a competéncia, mudangas qualitativas e quantitativas devem existir entre RNAs
dessas duas categorias de ovdcitos. Portanto, a variagdo na expressao génica permite a
identificacdo e o isolamento de genes associados com o grau de competéncia do ovocito,
o que forneceria informagdes valiosas dos mecanismos moleculares envolvidos na

maturagao ovocitaria completa.

2.1.2 — Maturagao in vitro

Durante a ovogénese, os ovocitos de mamiferos permanecem retidos no estagio de
dipléteno da profase da primeira divisdo meidtica, desde a vida fetal até pouco antes da
ovulacdo. A retomada da meiose pode ser mediada por um estimulo hormonal in vivo, em
resposta ao pico pré-ovulatério de LH, ou pela retirada do ovdcito de dentro do foliculo,
quando ha quebra da vesicula germinativa. O processo segue entdo até a metafase Il,
para depois ocorrer a expulsdao do 1° corpusculo polar. O periodo da maturagdo é o
estagio final da preparagao do ovécito para a fecundagédo (DODE, 2006; LONERGAN et
al., 2003).



Durante a maturagao do ovdcito ocorrem mudancgas estruturais e bioquimicas, tanto em
nivel nuclear quanto citoplasmatica do ovdcito. Os ovdcitos aumentam seu didmetro até
quando o foliculo atinge 3 mm de didmetro. Entre 3 e 15 mm de didmetro folicular, o
ovécito ndo alterara mais o seu tamanho (MERTON et al, 2003). Os ovaocitos que
atingem o seu crescimento total completam a maturagdo nuclear, mesmo na auséncia de
qualquer agente estimulador como, por exemplo, as gonadotrofinas (DODE & ADONA,
2001; ALl & SIRARD, 2005). Acredita-se que maturacdo citoplasmatica de ovocitos
maturados in vivo seja mais eficiente do que ovodcitos maturados in vitro (SIRARD &
BLONDIN, 1996), justificando a diferenga de taxa de blastocistos ao final da produgao dos
dois sistemas (46,5% de blastocisto de ovdcitos cultivados in vitro vs. 58,2% de

blastocisto de ovdcitos cultivados in vivo — RIZOS et al., 2002-b).

O processo final de maturagao de ovécito in vivo tem duragao, aproximadamente 5 dias
que € quando o foliculo cresce de 4 para 15 mm e se torna dominante, pronto para ser
fertilizado e desenvolver um embridao (PAVLOK et al., 1992) . No entanto, no processo de
maturacdo in vitro, os ovoécitos possuem entre 22 e 24 horas para finalizar todo seu
processo de maturagdo e sao provenientes de foliculos de 2 a 6 mm (SIRARD et al.,
1992). Assim, é possivel que ovdcitos maturados in vitro ndo adquiram uma competéncia
maxima devido a incompleta capacitagdo do ovdcito, um processo no qual estdo sendo
sintetizado proteinas, RNA e outras moléculas (HYTELL et al., 1997), que sao alteragdes
ultra-estruturais importantes para que se tenha sucesso no desenvolvimento embrionario
(SENBON et al., 2004). Logo, quando um ovacito imaturo € removido do foliculo, ele deve
ser capaz de sofrer ndo s6 a maturacdo nuclear e citoplasmatica, mas também a
maturacdo molecular (SIRARD et al., 2006).

Durante a maturagdo nuclear, as enzimas das familias quinases e fosfatases
desencadeiam uma cascata de fosforilagdo e defosforilagdo que atuam no fator promotor
de maturagdo (FPM), que é responsavel pela retomada da meiose e o término da
maturacéo de ovoécitos de mamiferos (NURSE, 1990; GONCALVES et al., 2002). O FPM
aparece em nivel baixo quando o ovocito esta em vesicula germinativa, ocorrendo um
aumento gradativo no decorrer da meiose, atingindo o valor maximo no estagio de
metafase | (MI). Apds este pico a atividade de FPM cai abruptamente, nos estagios de
anafase | (Al) e teléfase | (TI). No momento da metafase Il (MIl), ha um aumento da

atividade de FPM que s&o mantidos por varias horas apdés a maturagdo do ovacito e,



gradativamente, diminuem apo6s 30 horas de maturagdo ou logo depois da fecundagéo
(GONCALVES et al., 2002).

A retomada da meiose induz a inativacdo da transcricdo e imediatamente limita o
programa molecular do ovdcito requerido para passar a MZT. Portanto, a¢des para
modificar o programa molecular do ovécito devem ocorrer antes do rompimento da
vesicula germinativa (DODE, 2006).

Durante este processo, também ocorrem significativas altera¢gdes nas células somaticas
que circundam o ovocito — as células especializadas da granulosa, o complexo cumulus
ovocitos (CCOs), iniciam um processo de expansado, tornado-se suspensas em uma
matriz gelatinosa, permanecendo separadas em consequéncia do acumulo da secregéo
de acido hialurénico (GONCALVES et al., 2002). A presencga e aparéncia do CCOs sao
de fundamental importancia para o sucesso da maturagédo do ovécito. O CCOs bloqueia
a retomada da meiose do ovdcito favorecendo uma correta maturagao citoplasmatica,
possuem um papel essencial nas primeiras horas de maturacdo (MERTON et al., 2003) e
protegem o ovdcito do estresse oxidativo induzido pela apoptose de célula da granulosa
durante o processo de maturagdo (YUAN et al., 2005). A remogao da célula do cumulus
também prejudica a retomada da meiose (SIRARD & FIRST, 1988). Os CCOs estao
intimamente em contato com ovdcito por jungdes intercomunicantes, do tipo gap, que
permitem a passagem de nutrientes para suplementagéo do ovocito, como o piruvato de
sédio — importante para maturagdo nuclear do ovocito (NAGAI, 2001) e alguns
componentes quimicos reguladores da maturagao do ovocito. A presenga de um inibidor
das jungdes gap, durante o periodo inicial da maturagdo, causa uma diminui¢do drastica
na taxa de blastocisto em bovinos (ALl & SIRARD, 2005). As jungbes tipo gap
supracitadas, segundo estudos, diminuem progressivamente durante a maturagao
(PALMA, 2001).

Para a maturacgao in vitro de ovdcito de bovino normalmente utiliza-se o meio base para
cultivo de tecido (TCM 199) com sais de EARLE's (AYOUB & HUNTER, 1993,
GONCALVES et al., 2002 e DODE et al., 2002). Este meio pode ser modificado de acordo
com os protocolos de cada laboratorio, podendo ser suplementado com fontes
energéticas, tais como glicose e piruvato; fontes protéicas, como SFB, BSA ou
macromoléculas sintéticas, como PVA, PVP — (ALl & SIRARD, 2002); bicarbonato de
sodio, L-glutamina, HEPES e horménios LH e FSH (GONCALVES et al., 2002).



Somando-se as tentativas de melhorar a composigdao dos meios MIV, NAGAI (2001)
salienta que, para se obter sucesso na maturacédo de ovocitos é necessario, também, que
0 meio esteja com pH, osmolaridade e composi¢ao ibnica adequados; a temperatura da
estufa (39°C); e adequado balanceamento de gases (CO;, 5% e O, 20% - em cultivo de

alta tenséo de O,) devem ser verificados e ajustados rotineiramente.

2.1.3 - Fecundagao in vitro

A fecundacido resume os eventos relacionados a unido dos gametas masculinos e
femininos para formacdo de um novo individuo, produto. Esses eventos iniciam-se pela
passagem do espermatozoide através das diferentes camadas celulares e acelulares que
circundam o ovocito, culminando com a penetragdo no citoplasma, formacédo dos

pronucleos feminino e masculino (PALMA, 2001) e singamia.

Os espermatozoides atravessam a camada das células do cumulus, que estdo
embebidas em acido hialurénico, com auxilio da enzima hialuronidase — encontrada na
membrana plasmatica do gameta masculino — que digere esse conteudo intercelular. O
movimento de hiperativagdo permite a migracdo dos gametas masculinos em direcéo a
zona pelucida (ZP). Uma vez alcangada a ZP, o espermatozoide liga-se a uma proteina
que induzira a reagdo acrossbmica (RA), ocorrendo entdo fusdo das membranas
cromossOmicas e exocitose do conteudo do acrossoma. Na passagem do
espermatozoide pela membrana plasmatica (ou vitelina) do ovécito no momento da
fecundacao, iniciam-se intensas reagdes locais para ativacdo do ovdcito e bloqueio aos
demais espermatozoéides. A ativacdo faz com que o ovdcito retome sua atividade
metabdlica e conclua a segunda divisao meidtica (Mll), com a expulsdo do 2° corpusculo
polar. Segue-se, entdo, a descondensag¢do da cromatina hapléide dos gametas feminino
e masculino, ocorrendo formagao e aposicdo dos pronucleos masculino e feminino.
Depois, dissolugdo da membrana nuclear, condensagdo dos cromossomos e

ordenamento em um plano equatorial (singamia) até o fim da mitose (PALMA, 2001).

In vitro, entretanto, é preciso realizar selecdo e capacitacao dos espermatozodides viaveis,
uma vez que estes se encontram congelados, e no processo de criopreservagao

espermatica ocorrem muitos danos celulares a muitos deles.



As técnicas de selegao espermatica sao realizadas com objetivo de remover o plasma
seminal, o crioprotetor e aumentar a concentragcao de espermatozoide de boa qualidade
(PARRISH et al., 1995), para separacao dos espermatozoides vivos dos mortos, de modo
a evitar que os mortos exergcam efeitos deletérios sobre os vivos, o que € de fundamental
importancia para a FIV (QUEIROZ, 1994). Devido o plasma seminal conter fatores que
inibem a capacidade de fecundacdo, €& essencial que os espermatozédides sejam
separados rapida e eficientemente (MORTIMER, 1994). Baseado nisto, as técnicas de
separacdo espermatica dos componentes do sémen e dos crioprotetores, ou para

preparagao do sémen, mais utilizadas sao:

- Lavado espermatico: o método mais simples para lavagem dos espermatozoides € a

centrifugacéo, visto tratar-se apenas de diluigdo do sémen com um excesso de volume de
meio e separacdo de espermatozédides. Entretanto, na populacdo espermatica final
permanecem ainda presentes os mortos, anormais e outros elementos celulares. E
aconselhado que pellets seminais ndo selecionados sejam abandonados no uso para
tecnologias de reproducéo assistida e suas aplicagbes (MORTIMER, 1994), apesar de
AVERY & GREVE (1995) e DODE et al. (2002-b) afirmarem que a técnica tem sido

utilizada sem afetar as taxas de clivagem e produgao de blastocistos.

- Swim-up: fundamenta-se na motilidade ascendente dos espermatozoides. Ha inclinagao
dos tubos em angulo de 45°, em ambiente de 39°C; alguns laboratérios incubam o sémen
em estufa com atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade saturada, permitindo que os
espermatozoides migrem para a por¢ao superior do meio e os demais constituintes do
sémen permanecam no fundo do tubo. O sobrenadante é entdo aspirado, transferindo-se
essa amostra para outro tubo, para centrifugacdo. Posteriormente, despreza-se o
sobrenadante, adicionam-se meio Sp-TALP, procedendo novamente o mesmo tipo de
centrifugacéo. Ao pellet resultante da segunda centrifugacédo, acrescenta-se FERT-TALP
para obter a concentragéo final de 1 a 2 x 10° espermatozoides/ml necessaria para
fecundagdo (GONCALVES et al., 2002).

- Gradiente de Percoll: baseado na diferenga de densidade. O Percoll é licenciado apenas

para o uso in vitro (MORTIMER, 1994). E preparado em diferentes concentragdes,
formando um gradiente necessario de separagao espermatica. GONCALVES et al. (2002)

descrevem o uso da solugado de Percoll 90%; e a partir desta solugdo, prepara-se o



Percoll 45%, diluindo na proporcédo de 1:1, com meio indicado por cada laboratério. Em
um tubo de ensaio conico é colocado 2ml de solugdo de Percoll 90% e, lentamente,
adiciona-se sobre a primeira camada 2ml da solu¢ao 45%, sem permitir homogeneizagao
entre as duas solugdes. Descongela-se a palheta de sémen e o conteudo € depositado
sobre o gradiente. Centrifuga-se a solugdo em rotacéo e tempo determinados, removendo
0 sobrenadante em seguida, e os espermatozoides sao suspensos em meio FERT-TALP

para suceder a FIV.

O método de gradiente de Percoll com duas camadas tem sido satisfatorio para a maioria
das amostras. No entanto, para amostras astenozoospérmica os resultados podem ser
desapontadores, preferindo-se entao adotar outros métodos para separagao espermatica,
como o gradiente de Nycodenz ou a técnica do ‘mini-Percoll’, que possuem quatro
camadas descontinuas do gradiente e camadas de volume e concentragdes reduzidos
(45%, 63% e 85.5%, respectivamente) - (MORTIMER, 1994). Mesmo proporcionando
uma taxa de recuperagado de espermatozdides maior quando comparado ao swim-up, 0O
Percoll tem a desvantagem de apresentar variagdo entre partidas, sendo algumas
deletérias aos espermatozoides — o que afeta resultados de FIV (AVERY & GREVE, 1995
e DODE et al., 2002-b). O ultimo grupo de pesquisadores ndo encontrou diferenga no
meétodo de selecdo para as trés técnicas utilizadas, sendo o gradiente Percoll, swim-up e
lavagem em relacdo a taxa de penetracdo e clivagem, ao contrario de MENDES et al.
(2003), que obtiveram melhores resultados com a utilizacdo do gradiente Percoll.
Possivelmente, a explicagdo para os resultados satisfatérios entre as varias técnicas de
selecdo seja a concentragdao do sémen utilizada na FIV, que pode ter superado as
diferengas na qualidade do mesmo (DODE et al., 2002-b).

A Capacitagdo Espermatica pode ser definida, segundo RODRIGUEZ-MARTINEZ et al.
(2001), como um processo gradual, de passos multiplos, que modifica a arquitetura da
membrana plasmatica do espermatozdide intrinsecamente estavel. Somente o
espermatozoide capacitado tem habilidade de ligar-se a zona pelucida do ovdcito, pois
somente ele consegue sofrer RA (GONCALVES et al., 2002). In vitro, a heparina é o que
desencadeia a capacitagcdo dos espermatozoides, finaliza a reacdo acrossdmica e

permite a penetragao espermatica na ZP (MENDES et al., 2003).

Para FIV, os espermatozoides e ovécitos maturos sdo co-incubados em meio especifico
(FERT-TALP), por um periodo de aproximadamente 18 (DODE & RUMPF, 2002) a 22



horas, a uma temperatura de 39°C, em atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade
saturada (GONCALVES et al., 2002), em grande parte dos sistemas de cultivo adotados
para o processo. A adicdo dos aminoacidos penicilamina, hipotaurina e epinefrina (PHE)
ao meio FERT-TALP tem sido utilizada pela maioria dos laboratérios com a finalidade de
aumentar a atividade espermatica e facilitar a sua penetracdo, melhorando os indices de
fecundagao (PALMA, 2001 e GONCALVES et al., 2002).

2.1.4 — Cultivo in vitro

O ponto final convencinalmente usado para medir a eficacia de um sistema de cultivo in
vitro (CIV) embrionario é a porcentagem de formacao de embrido. E isto tem se tornado
rotina na selegao de blastocistos, seguindo o padréo do periodo de cultivo para seguir a
criopreservacao ou a transferéncia (NEDAMBALE et al., 2004-b; PALMA, 2001 e DODE &
RUMPF, 2002).

E preciso conhecer os requerimentos bioquimicos dos embrides durante esta fase
transicional do seu desenvolvimento baseando-se nos processos in vivo. O uso de
sistemas de cultivo in vivo, implantando-se os embrides em estado inicial de clivagem em
ovidutos de um hospedeiro intermediario (cobaias, ovelhas e coelhas) foi largamente
adotado até as décadas de 60 e 70, objetivando ultrapassar a fase de ocorréncia do
bloqueio celular no desenvolvimento embrionario que acontecia em embrides de 8 a 16
células em bovinos. Entretanto, essa € uma metodologia pouco pratica, de alto custo por
exigir manutencdo desses animais e procedimentos cirurgicos para transferir e retirar
embrides da receptora intermediaria (GONCALVES et al.,, 2002). Dai para frente os
avancos tém proporcionado resultados cada vez melhores no cultivo in vitro, apesar de
ainda estarem distantes dos alcangcados na producédo in vivo. A qualidade do embrido é
um dos pontos, senao o principal, de maior diferenca entre a produgao in vivo e in vitro.
Embrides produzidos in vitro tém qualidade inferior (RIZOS et al., 2002-a), que
geralmente deve-se as diferencas existentes entre os sistemas de producao (OLIVEIRA
et al., 2006). Entretanto a biotecnologia vem desenvolvendo e aprimorando suas técnicas
para tentar chegar o mais proximo possivel da produ¢ado de embrides in vivo, em termos

de qualidade.
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Aspectos morfolégicos tais como coloragdo dos blastdbmeros, a extensédo da
compactagao, cinética do desenvolvimento e tempo de formagdo e expansao dos
blastocistos, e didametro do embrido na eclosao podem estar relacionados com qualidade
embrionaria (LONERGAN et al., 2006).

Embrides PIV sao diferentes na sua morfologia quando comparados com embrides in
vivo; por exemplo, eles tendem a conter mais vacuolos, reduzida expressao de
comunicacgoes intercelulares, a compactacdo € menos pronunciada em embrides in vitro,
e o disco embrionario é geralmente menor (DINNYES et al., 2006). Sdo mais sensiveis a
baixas temperaturas e possuem menor criotolerancia (NEDAMBALE et al., 2004-b). Além
disso, normalmente possuem aparéncia escura do citoplasma e uma densidade flutuante
menor, como consequéncia do alto conteudo lipidico, uma zona pelucida mais fragil,
diferengas no metabolismo e maior incidéncia de anormalidades cromossOmicas
(LONERGAN et al., 2006).

Ainda que modificagdes no meio contrafagam a produgcdo de blastocistos in vitro, os
beneficios obtidos com essas modificacdes sado geralmente modestos e mesmo nos
melhores resultados, aproximadamente metade dos ovdcitos ainda falha em atingir o
estagio de blastocisto (DODE, 2006). Espera-se que, aproximadamente, 30 a 40% dos
ovdcitos maturados e fecundados in vitro atinjam o estagio de blastocisto durante o cultivo
embrionario, sendo esta etapa a principal limitacdo para a produg¢ao de maiores taxas de
embrides (SERAPIAO, 2006).

Para tanto, muitos meios tém sido pesquisados levando em conta dois aspectos basicos:
meios que respondam as necessidades metabdlicas dos embrides durante seu
desenvolvimento e que evitem em sua composi¢do as células somaticas, e ainda
diminuam ou eliminem as fontes protéicas (PALMA, 2001). Isto se justifica pelo fato de
que as células somaticas comegam competir com os embrides apds o quarto dia de
cultivo, prejudicando os resultados da PIV se o meio ndo for devidamente enriquecido
(GONCALVES et al.,, 2002) e ao fato de as fontes protéicas mais utilizadas como
suplemento serem do tipo indefinidas (ALl & SIRARD, 2002). No entanto, ha evidéncias
de que o co-cultivo celular ou o cultivo em meio condicionado venha sendo utilizado,
alcancando resultados satisfatérios do desenvolvimento in vitro (DODE & RUMPF, 2002)
e segundo RIEF et al. (2002), um dos motivos positivos pelo qual se utiliza o sistema de

co-cultivo é a capacidade que estas células tém de retirar embriotoxinas do meio de
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cultivo e/ou produzir substancias embriotréficas que auxiliem no desenvolvimento do

embrido.

Entre os varios tipos celulares utilizadas para co-cultivo, podem-se citar as células
epiteliais de ovidutos bovinos (BOEC), células da granulosa (GC), vesiculas
trofoblasticas, células de linhagens celulares estabelecidas para cultivo — como as células
de rim de macaco verde (VERO), células de figado de rato bufalo (BRLC), células
endometriais, dentre outras (LUCIANO et al., 2005 e SERAPIAO, 2006). A contribuicéo
das células somaticas € a producao de fatores de crescimento, que estimulam e sao
essenciais para o desenvolvimento embrionario in vitro. Além disso, essas ceélulas agem
removendo os componentes prejudiciais do ambiente de cultivo, tais como radicais livres,
metabalitos, e ions de aménia. As células de linhagem pré-estabelecida, apesar do alto

custo, fornecem melhor controle sanitario (PALMA, 2001).

Outros métodos de cultivo tém sido propostos com objetivo de otimizar as taxas de PIV.
Cita-se o sistema de meio sequencial — que consiste em realizar uma perfusao para
introduzir mudancas na composi¢cdao do meio, de acordo com o requerimento dos
embrides em estagios distintos de desenvolvimento. Ha também o cultivo em micro-
camara com um sistema micro-fluidico, que propicia um ambiente mais préximo ao
modelo in vivo do que o sistema estatico de micro-gotas, que permite o uso de meio
sequencial com mudanga gradual sem movimentar os embrides (DODE & RUMPF, 2002
e SERAPIAO, 2006).

A composic¢ao do meio de cultivo € baseada nos fluidos do utero e oviduto durante o inicio
da gestagdo, oriundos da difusdo de nutrientes do plasma. Neste, estdo presentes
secrecoes de células epiteliais (GONCALVES et al., 2002). As diferentes formulagbes
baseiam-se em solucéo salina suplementada com uma fonte de energia (piruvato, glicose
ou lactose), uma fonte protéica (soro ou albumina sérica), vitaminas, agua, ions,
componentes tampdes — 0s quais servem como indices para controle de qualidade da
osmolaridade e do pH do meio (PALMA, 2001).

Dentre as diferentes substancias usadas na suplementacdo, WRENZYCHI et al. (2001) e

SERAPIAO (2006) destacam o soro, a albumina e as macromoléculas.
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OLIVEIRA et al. (2006) articulam que os meios de PIV usados atualmente na produgao de
embrides sdo normalmente suplementados com fontes protéicas exdgenas, tais como o
soro ou a albumina. Ambas sdo misturas complexas e fontes protéicas nado definidas —
possivelmente pela presenga de varios peptideos pequenos, substratos energéticos e
fatores de crescimento. Diferentes tipos de proteina e concentracdes de suplementagcao
com soro nos meios de maturacdo e cultivo podem afetar a cinética e as taxas de

desenvolvimento embrionario.

O soro é uma fonte protéica muito utilizada para producdo de embrido in vitro de
mamiferos. Até hoje nao se conhece a correta composi¢cao desse produto, portanto ele é
considerado um meio indefinido. Dentre os mais utilizados para cultivo estdo o de vaca
em estro (SVE) e o fetal bovino (SFB). O SFB contém horménios, fatores de crescimento,
vitaminas, quelantes para metais pesados, peptideos, proteinas e moléculas definidas e
indefinidas, acidos graxos, glicidios, entre outros componentes (GONCALVES et al., 2002
e KESKINTEPE & BRACKETT, 1996).

Alguns autores consideram a albumina como meio indefinido, embora sua composi¢cao
seja mais restrita e conhecida em relagdo ao SFB. A mais utilizada em relatos de estudos
€ a albumina sérica bovina — o BSA. Esta contém peptideos, substratos energéticos e
fatores de crescimento. Comercialmente, ha diferengas entre os lotes de BSA que podem
inibir ou favorecer o desenvolvimento do embrido cultivado in vitro (KESKINTEPE &
BRACKETT, 1996).

Ja as macromoléculas, como a polivinilpirrolidona (PVP), o alcool polivinilico (PVA) e o
hialuronato, tornam o meio definido. Além disso, os meios definidos ndo necessitam do
co-cultivo celular. Todavia, ha necessidade de alterar as condigdes gasosas do cultivo; a
mistura gasosa mais utilizada em meios sem soro e células somaticas € 5% de CO,, 5%
de Oz, e 90% de N, (GONCALVES et al., 2002; NEDAMBALE et al., 2004-a e SERAPIAO,
2006). O knockout serum replacer (KSR) é também um suplemento quimicamente
definido, desenvolvido principalmente para manutengao do cultivo de células tronco; pode
substituir o soro na CIV de embrides, porém ainda tém apresentado resultados variaveis
quanto as taxas de blastocistos (citado por SERAPIAO, 2006).

Na tentativa de continuar melhorando condi¢cdes e resultados in vitro, os meios com co-

cultivo vém sendo corrigidos e adaptados aos meios definidos simples como o CR-1 ou
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-2, SOF e KSOM - acrescidos de aminoacidos — ou meios definidos complexos, como o
TCM 199, Ham F10 ou Menezo B, — acrescidos de vitaminas e aminoacidos em

concentracdes variaveis (PALMA, 2001)

Os meios de cultura definidos simples mais utilizados (CR-2, KSOM, SOF) foram
comparados em um estudo por TAVARES et al. (2002), em que obtiveram resultados
equivalentes entre os trés quanto ao suporte para desenvolvimento ao estadio de
clivagem (sobressaindo o CR-2), de blastocisto (resultados superiores para KSOM e
SOF), e de blastocisto eclodido (maior proporgéo obtida no KSOM). O uso associado ou
sequencial do meio KSOM + BSA e SOF + SFB, demonstrado por NEDAMBALE et al.
(2004-a), também se mostrou viavel no desenvolvimento das fases de morula a

blastocisto eclodido avaliadas.

Apesar de a condicdo de cultivo influenciar a cinética do desenvolvimento inicial, &
provavel que os principais fatores controladores destes parametros estejam intrinsecos
aos gametas (o ovocito, o espermatozdide ou ambos), de acordo com LONERGAN et al.,
2006. E, segundo SERAPIAO (2006) e outros estudos aqui apresentados, sabe-se que o
uso de fontes protéicas associado aos sistemas de co-cultivo aumenta a quantidade e

qualidade das estruturas que atingem o estagio de blastocisto.

Diferentes tipos e fontes de suplementacéo protéicos utilizados no meio de cultivo podem
influenciar grandemente o desenvolvimento in vitro do embrido mamifero, variando da

estimulagao marcada aos efeitos inibitérios significantes (OLIVEIRA et al., 2006).

2.2 - SUPLEMENTAGAO PROTEICA PARA MIV E CIV

tualmente, centros de pesquisa buscam a utilizacdo de meios definidos, onde ha
o0 conhecimento da sua composi¢ao e que possibilite a eliminacdo ou acréscimo
de produtos que influenciam no desenvolvimento do embrido, sem que ocorra
influéncia de fatores inerentes desconhecidos do meio (PINYOPUMMINTR & BAVISTER,
1991), como a qualidade intrinseca do ovdcito, que é um fator chave na proporcao de

ovdcitos que alcangam o estagio de blastocisto (LONERGAN et al., 2006).
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A maturacdo de ovécito em meio sem fonte de proteina é prejudicial ao desenvolvimento
embrionario (ECKERT & NIEMANN, 1995). Os grupos de ALI & SIRARD (2002) e RIZOS
et al. (2002-b) rebatem afirmando que ovécitos bovinos podem ser maturados in vitro em
meios sem adigao protéica, sem que haja efeito negativo no desenvolvimento embrionario
subsequente. Contudo, é preciso que se faca essa suplementacdo na fecundacao e no

desenvolvimento embrionario.

A competéncia limitada de desenvolvimento dos ovdcitos bovinos apdés a MIV pode ser
usada para entendimento dos fatores envolvidos na aquisicdo de tal habilidade. Por esta
razao e para entender as necessidades de um ovdcito imaturo, enfatiza-se que os meios

de cultivo de composicao indefinida deveriam ser banidos (ALI & SIRARD, 2002).

As condi¢des de cultivo durante a PIV de embrides bovinos podem impactar de alguma

maneira no desenvolvimento potencial inicial do embrido. O cultivo pré-implantacdo de
embrides, segundo relatam LONERGAN et al. (2006) e RIZOS et al. (2002-b), é
particularmente importante, pois nesse periodo ocorrem diversos grandes eventos do
desenvolvimento, incluindo: (i) primeira divisdo da clivagem, (i) ativagdo do genoma

embrionario, (iii) compactagao da mérula, (iv) formacao do blastocisto.

Embrides bovinos pré-implantados sao capazes de se desenvolverem in vitro em
categorias de cultivo amplamente variadas (RIZOS et al., 2002-b). Entretanto, essa
plasticidade na capacidade de se adaptar, na maioria dos casos, as condigdes in vitro
sub-6timas, pode levar a alteracdes de longo prazo nas caracteristicas de crescimento de
desenvolvimento fetal e pds-natal (LONERGAN et al., 2006).

WRENZYCKI et al. (2001) reforcam a amplitude dos sistemas de cultivo embrionario que
tém sido desenvolvidos para a producédo de embrides viaveis. Normalmente, o meio base
€ acrescido de soro ou albumina. Apesar de o soro ou a albumina serem comumente
adicionados aos meios como fontes protéicas para melhorar a eficacia do cultivo, as
diferentes partidas desta proteina pode variar amplamente os efeitos durante o periodo
de cultivo (ALl & SIRARD, 2002). Até hoje, muitos esforgcos tém sido focalizados na
substituicdo do soro/BSA por macromoléculas quimicamente definidas tais como o PVA e
hialuronato de sodio (SH) em sistemas de CIV e congelamento. Entretanto, os resultados
obtidos com estes substitutos tém sido tanto inconsistentes, como inferiores aos obtidos
com proteinas séricas (NEDAMBALE et al., 2004-a).
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Ainda no intuito de comparacéao entre os tipos e sistemas de CIV, OLIVEIRA et al. (2006)
afirmam que a suplementacao sérica tem mostrado um efeito bifasico, com inibi¢cao inicial
na primeira clivagem, para uma estimulagdo subsequente de compactagcdo da morula e
desenvolvimento do blastocisto pelo aceleramento do processo de blastulacdo. Por outro
lado, o meio definido € menos capaz de apoiar o incremento embrionario, resultando em

embrides com o desenvolvimento comprometido.

O ambiente artificial utilizado no desenvolvimento in vitro de embrides € muito diferente
das dindmicas do sistema in vivo. Além do mais, o ambiente de CIV em que se coloca um
embrido pode afetar profundamente os eventos poés-implantacdo. Portanto, a selecao
quanto ao tipo de suplementagcao protéica € provavelmente a consideracdo mais

relevante para a maximizagao da PIV de embrides (WANG et al., 1997).

2.2.1 — Uso de SFB e/ou BSA no desenvolvimento embrionario

Diversos grupos de substancias quimicas sdo necessarios no meio de cultivo para o
sucesso da maturagado do ovocito e do desenvolvimento do embrido bovino, durante os
quais ocorrem intensas reprogramacodes citoplasmaticas e nucleares (SAGIRKAYA, et al.,
2007).

O uso do soro no cultivo embrionario tem sido relatado anteriormente, mostrando que ha
estimulacdo da expans&o inicial do blastocisto, devido a aceleragdo do processo de
blastulacdo, e também aumento da taxa de blastocisto. A presenca do soro promove a
eclosédo pelo fornecimento de um pool de plasminogénio, que convertido em plasmina
auxilia na degradacdo da zona pelucida, facilitando a eclosdo. Os resultados com
substitutos séricos (soro/BSA) tém sido inconsistentes. (NEDAMBALE et al., 2004-a). O
grupo de OLIVEIRA et al. (2006) mostrou que a suplementagdo com soro tanto durante a
maturacdo como no cultivo foi capaz de modificar a cinética do desenvolvimento
embrionario significativamente, e a auséncia do soro durante a MIV-FIV aumentou a

duragao do primeiro e quarto ciclo celulares.

No mesmo sentido, LONERGAN et al. (2006) também dizem que a adi¢gdo de soro ao

meio de cultivo aumenta a velocidade de desenvolvimento manifestada entre o espacgo de
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compactagao de uma morula normal e a aparéncia precoce de blastocisto, resultados que
reforcam os encontrados por WANG et al. (1997), em que meios suplementados somente
com BSA produziram maior quantidade de mérulas e menor porcentagem de blastocistos,
bem como menor eclodibilidade dos mesmos, em relagdo aos meios que continham SFB
em todo o cultivo ou de forma sequencial, isto &, presente somente nos estagios mais

tardios (apos 72h pi).

NEDAMBALE et al. (2004-a), usaram a BSA e o soro separadamente ou associados (uso
do soro no inicio, sendo depois substituido pela BSA), um sistema de cultivo sequencial,
porém contrario ao estudo citado anteriormente; neste, obteve-se menores taxas de
eclosao e blastocistos expandidos, em D7, com menor numero de células. Estas
observagbes enfatizam o efeito benéfico do soro durante o estagio final do
desenvolvimento embrionario, provados por outros grupos de pesquisa. Os autores ainda
expdéem que o SFB no meio SOF durante todo o cultivo embrionario induziu a formagéao

precoce de blastocisto, sem aumentar a proliferagao celular.

Em outras rotinas, o meio SOF acrescido de SFB tem apresentado satisfatérios
resultados em termos de produgdo embriondria. Necessita reagir em atmosfera de 5% de
O, ou pode ser utilizado sob alta tensao de O,, desde que se mantenham as células do
CCOs remanescentes apos a FIV, sugerindo que essas células facilitam o crescimento
embrionario por reduzirem o estresse oxidativo do meio (DODE et al., 2002-a e CORREA
et al., 2008).

Apesar de possuirem origem e composicdo semelhantes, estudos sugerem que ha
divergéncia no cultivo comparado entre o soro e a albumina. Nao relatam interagao entre
meio e tipo de proteina, mas sugerem que o soro ou seus derivados tém grande efeito na
PIV embrionaria (WANG et al., 1997). OLIVEIRA et al. (2006) afirmaram que a
suplementagcdo com SFB (concentragcdes entre 5 e 20%) levou a maior produgéo e
aparecimento mais precoce de blastocistos do que a BSA, semelhantemente a outros
relatos, que mostram além das morfologia e taxa de produgédo de blastocistos como

indice de qualidade do embrido.

Com o conhecimento mais detalhado dos eventos envolvidos durante o desenvolvimento
embrionario sera possivel propor alteragbes no sistema de cultivo embrionario,

melhorando a taxa de producéao de blastocistos viaveis.
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2.3 — CRITERIOS DE AVALIAGAO DA QUALIDADE DO EMBRIAO PIV BOVINO

¥ sabido que embrides PIV apresentam varias diferencas em relacdo aqueles
E produzidos in vivo. Dentre as contestacbes, pode-se citar a quantidade de
lipideos, a sensibilidade as baixas temperaturas, o numero de células apoptéticas,
anormalidades cromossomicas, diferengas no metabolismo e outras (RIZOS et al., 2002-b
e LONERGAN et al., 2003).

A morfologia e a taxa de blastocisto tém sido critérios utilizados para avaliagdo da
competéncia do desenvolvimento embrionario (ALIKANI et al., 2002). Entretanto, com o
advento de algumas biotecnologias, tem-se tornado claro que a competéncia embrionaria
pode ser severamente comprometida sem alteragdes morfolégicas perceptiveis. Logo,
este ndo é um critério extremamente confiavel, mesmo para avaliar embrides in vivo. A
viabilidade do embrido pode ser mensurada por outras formas, tais como a coloragao de
blastdmeros, a cinética de desenvolvimento, o didmetro do embrido ao eclodir, 0 numero
total de células (LONERGAN et al., 2006), a criotolerancia, a analise do metabolismo —
baseado em niveis de transcricdo do RNAm pela técnica do RT-PCR (WRENZYCKI et al.,
2004), mas principalmente a capacidade do embrido estabelecer prenhez, vir a termo e

produzir crias saudaveis (RIZOS et al., 2002-a).

Evidéncias indicam que o periodo poés-inseminagao (pi/) no cultivo do embrido é o
momento mais critico, afetando a qualidade do blastocisto no que se refere a
criotolerancia, expressdao de genes padrdo e habilidade de estabelecer prenhez
(LONERGAN et al., 2006). OLIVEIRA et al. (2006) praticamente co-afirmam que a
exposicao prolongada ao meio de PIV, especialmente os que levam soro, pode afetar a
morfologia, o metabolismo, a criotolerancia, a transcrigdo especifica e a expressédo de

genes do embrido.

2.3.1 — Criotolerancia do embriao PIV

Embrides criopreservados s&do amplamente usados na reproducgao assistida de bovinos e

apesar das intensas pesquisas que tém sido conduzidas em escala mundial, resultados
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satisfatorios na criopreservacdo de embrides de varias espécies ainda nao tém sido
possiveis (DINNYES et al., 2006).

A criopreservacao em animais de producdo € uma ferramenta valiosa para manter a
diversidade genética e para fins de reproducdo. MEZZALIRA & VIEIRA (2006) afirmam
que a criobiologia se desenvolveu paralelamente ao avango das pesquisas relacionadas a
producao de embrides e tem passado por modificacbes graduais para ser usada como
rotina. O aumento de embrides PIV em uso comercial gerou a necessidade de
criopreservar os embrides excedentes. Atualmente, embrides in vivo possuem um
protocolo que permite a obtengcdo de taxas de prenhez proximas das obtidas com a

transferéncia de embrides frescos.

A criopreservacdo € um procedimento lento que expde o embrido a varias fases de
congelagao pela acao de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos. Esses fatores podem
causar lesdo na zona pelucida, membrana ou citoesqueleto celular e disturbios
metabdlicos. Tais defeitos celulares levam a perda do controle celular e eventualmente, a
morte por apoptose ou necrose (LOPATAROVA et al., 2006).

Como citado anteriormente, a PIV de embrides promove varios aspectos divergentes com
relagdo a producao in vivo. Desta forma, pode-se articular que o meio de PIV influencia

nao apenas o desenvolvimento do embrido.

Diversos estudos que examinaram ao microscopio eletrdbnico a ultra-estrutura de
embrides bovinos derivados in vivo e in vitro tém enfatizado as diferengas de densidades
lipidicas, volume mitocondrial e comunicacéao intracelular, que podem estar relacionadas
a baixa criotolerancia de embrides PIV (LONERGAN et al., 2006 e NEDAMBALE et al.,
2004-a).

De acordo com DINNYES et al. (2006), varios grupos tém afirmado que a sobrevivéncia
de embrides criopreservados € fortemente correlacionada a idade, ao estagio de

desenvolvimento e a qualidade morfologica dos mesmos.

Dentre os relatos encontrados, alguns afirmam que a viabilidade varia e mostram que as
condi¢des in vitro, nas quais os embrides sdo produzidos antes da criopreservagao,

parecem ter efeito na sobrevivéncia apés o processo (DINNYES et al, 2006 e
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NEDAMBALE et al., 2004-a). E consideraveis evidéncias apéiam o conceito de que o
ambiente de cultivo pi é critico em determinar a qualidade do blastocisto. Por exemplo:
cultivando-se zigotos bovinos PIV in vivo — em oviduto de ovelha, € possivel aumentar
dramaticamente a qualidade dos blastocistos resultantes, em termos de criotolerancia,
comparados aos embrides totalmente produzidos in vivo. O contrario, cultivando-se in
vitro embrides produzidos in vivo, resulta em blastocistos de baixa criotolerancia
(LONERGAN et al., 2006).

A baixa taxa de sobrevivéncia pos-descongelamento € determinada pela sensibilidade
dos embrides ao resfriamento, possivelmente em fungdo do seu alto teor de lipideos.
Como as lesdes sao tempo-dependentes, sdo aconselhados métodos alternativos que
empregam altas velocidades de resfriamento a fim de diminuir o tempo de exposi¢cédo as
temperaturas criticas (MEZZALIRA & VIEIRA, 2006) e aos crioprotetores — reduzindo os

efeitos toéxicos.

Neste sentido, a vitrificacdo tem se mostrado mais adequada para a criopreservacao de
embrides PIV do que os métodos de congelamento lento (MUCCI et al., 2006;
NEDAMBALE et al., 2004-a). E um método alternativo que usa alta concentracédo dos
crioprotetores (que segundo PUGH et al., 2000 é a maior desvantagem da arte) e sua alta
velocidade de resfriamento (= 20000 °C/min) evita a formagao de cristais de gelo no
interior do embrido e inibe a ruptura da sua zona pelucida (LOPATAROVA et al., 2006).
Além do mais, em 1997, VAJTA proporcionou maior praticidade a técnica com o uso de
palhetas plastica estiradas pelo calor — as OPS (Open Pulled Straw), que associam a
reducdo do volume de crioprotetores da amostra e o contato direto com o N,L como
minimizadores dos efeitos toxicos e osméticos na célula ( CHO et al, 2005;
LOPATAROVA et al., 2006 e DINNYES et al., 2006).

A vitrificagcdo € viavel para o congelamento de embrides bovinos nos estagios de pré-
compactagdo ou avangado (citado por LOPATAROVA et al., 2006), e a tecnologia da
OPS oferece imediatas vantagens quando comparada a outros métodos de congelamento
rapido: permite alta velocidade de resfriamento e aquecimento, é simples, rapida e nao
dispendiosa, o que torna o manuseio das células vitrificadas mais facil (VIEIRA et al.,
2002).
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Uma abordagem alternativa para lidar com os baixos resultados na criopreservagao €
modificar as células (suas condigdes) que serdao submentidas ao procedimento, ao invés

de alterar os procedimentos de criopreservacéo (DINNYES et al., 2006).

Muitos fatores dissolvidos no meio de cultura podem afetar a viabilidade de embrides PIV,
em particular, € sabido que os suplementados com proteinas afetam a competéncia e a
viabilidade pds-descongelamento do embrido (citado por YOTSUSHIMA et al., 2004).
Avancos na sobrevivéncia de embrides apds a vitrificacdo podem ocorrer melhorando-se
as condicdes de cultivo ou selecionando-os baseado na cinética do seu desenvolvimento.
Alguns estudos indicaram que embrides PIV que clivam e alcangam estagio de blastocisto
mais cedo, suportam melhor a vitrificacdo (NEDAMBALE et al., 2004-b).

A suplementagdo com soro em um estagio especifico do embrido (geralmente a fase mais
tardia) pode estimular a divisdo celular e acelerar o desenvolvimento embrionario,
mencionam MEN et al. (2005) e CHO et al. (2002).

NEDAMBALE et al. (2004-b) relatam que o rapido desenvolvimento em blastocistos nos
sistemas CIV — o que é normalmente atribuido aos sistemas que recebem soro — séo
normalmente considerados mais viaveis e melhores para sobrevivéncia embrionaria apos
a criopreservagao ou transferéncia, quando comparados aqueles de desenvolvimento
mais lento. No entanto, a eliminacido de componentes séricos do meio CIV durante a fase
inicial do desenvolvimento embrionario tem sido indicada como benéfica, podendo formar

embrides altamente criotolerantes e com potencial desenvolvimento.

Os mesmos autores viram que embrides cultivados em SOF com soro possuem menor
taxa de sobrevivéncia apos vitrificagao/congelamento, quando comparados aos cultivados
no mesmo meio com BSA; contudo, apresentam maior numero de células em blastocistos
eclodidos — este efeito do soro no meio de cultivo tem sido associado, beneficamente,
com o inicio precoce da blastulacdo. Embrides produzidos em meio TCM199 ou SOF com
aminoacidos nao essenciais contém mais lipideos no citoplasma, o que também os torna
mais sensiveis a crioinjuria. Resultados semelhantes foram encontrados por
YOTSUSHIMA et al. (2004), onde embrides tratados com SFB re-expandiram apds a
vitrificagdo, apresentando aparéncia escura (que pode ser indicativo de acumulagao
excessiva de lipideos) e viabilidade inferior comparados aos tratados com BSA durante o

cultivo.
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Um estudo recente sugere que a presenga de soro foi prejudicial para a eclosao de
embrides bovinos apds o descongelamento (MUCCI et al., 2006). Isto contradiz o relato
de VAJTA et al. (1999), que afirma a necessidade da suplementagéo sérica para ecloséo

de blastocistos vitrificados.

A mensuracdo da competéncia do desenvolvimento (taxas de clivagem, blastocisto e
eclosdo) combinada com medidas qualitativas tais como a criotolerancia e a abundancia
relativa de RNAm pode prover informagdes mais detalhadas sobre as conseqiéncias das
modificagdes do ambiente in vitro na viabilidade do embrido (OLIVEIRA et al., 2006).

2.3.2 — Expressao de genes do embriao PIV

A expressédo de genes em embrides € alterada em diferentes condi¢gbes de cultura, que

influenciam o potencial desenvolvimento durante a pré-implantagdo e o desenvolvimento
fetal (CORCORAN et al., 2006; SAGIRKAYA et al., 2006).

Existe hoje uma ampla quantia de dados que demonstram que o ambiente PIV pode
produzir efeitos na expresséo padrdao de genes em embrides, que por sua vez podem ter
sérias implicagdes na normalidade do blastocisto (OLIVEIRA et al., 2006). Muitos tém
trabalhado na identificacdo de genes que sao diferentemente expressos em embrides in
vivo e in vitro, tentando relaciona-los a qualidade embrionaria necessaria para se obter

maior numero de nascimentos (EL-SAYED et al., 2006).

CORCORAN et al. (2006) observaram que 85% dos 384 genes identificados em
blastocistos produzidos in vivo e in vitro, foram down-regulated em blastocistos cultivados
in vitro, e sugerem que a razao pela qual os embrides in vitro sdo de qualidade inferior
comparados aos in vivo é devido a deficiéncia do “maquinario” associado com a

transcricao e traducao.
O periodo pré-implantagao inicial representa uma janela no desenvolvimento durante o

qual a expressdo genética do embrido pode estar pré-disposta a programacoes
aberrantes. (LONERGAN et al., 2006)
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Diversos autores afirmam que o ambiente de cultura pds-fecundacao pode ter um efeito
drastico no padrdo de expressdao de RNAmM de muitos genes importantes para o
desenvolvimento embrionario (LONERGAN et al., 2006) e podem explicar a diferenca na
qualidade de cada embrido (RIZOS et al., 2002-b). Este fato confirma que, enquanto a
qualidade do ovécito € o principal determinante da taxa de blastocisto no sistema in vitro,
a condicdo apés a fecundagao € o fator central que afetara a qualidade dos blastocistos
resultantes com criotolerancia e padrao genético como indices de mensuragao da
qualidade do embrido (RIZOS et al., 2002-b; LONERGAN et al., 2003 e TESFAYE et al.,
2007).

Estudos tém mostrado que o cultivo in vifro de embrido pode alterar o padrao de
expressao de genes que estdo envolvidos na formagéo de jungdes tipo gap das células,
na apoptose celular, no estresse oxidativo, no processo de diferenciagdo celular
influenciando o desenvolvimento embrionario (LONERGAN et al., 2003), na criotolerancia
(RIZOS et al., 2002-b). Entretanto, até o momento, a maioria dos trabalhos nesta area
tém-se concentrado na descricdo diferencial da expressdo de genes embrionarios de
varios tipos, no intuito de enfatizar a malha de regulacéo que definem a qualidade destes
e poucos tém se detido quanto a funcionalidade destes genes descritos (TESFAYE et al.,
2007).

A composi¢ao do meio junto as fontes protéicas ja citadas exerce um efeito na morfologia
das células do embridao e na expressao de alguns genes (RIEF et al., 2002). Os eventos
que ocorrem durante a MIV de ovdcitos bovinos podem influenciar sua capacidade em se
desenvolver embrido. Contudo, ndo ha consenso acerca da influéncia da suplementacao
protéica no meio de maturagdo com o desenvolvimento embrionario e expressao de
genes. Da mesma forma no CIV, independente do meio de cultivo usado, as condi¢des de
cultivo podem também afetar a expressdo génica. Estes efeitos sdo normalmente
mensurados em blastocistos no periodo final do cultivo, uma vez que, embrides
originados de zigotos com um padrdo pré-nuclear normal, clivaram mais rapido e
formaram embrides com melhor morfologia quando comparados aos padrdes anormais
de qualidade (LONERGAN et al., 2006).

Determinados genes estdo descritos na literatura como possiveis marcadores para
qualidade embrionaria, dentre eles pode-se destacar: Bax (pro-apoptético), BCL-2 (anti-

apoptético), Mn-SOD (age contra o estresse oxidativo), HSP-70 e CIRP-B (ligados ao
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estresse térmico, para calor e frio, respectivamente), ACAT-2 (metabolismo de lipideos), e
ATP8A1 (transporte de fosfolipase).

* Genes ligados a Apoptose Celular — Bax e BCL-2

Um numero de fatores celulares estressantes induzidos pelo ambiente de cultura tem sido
identificado, e inclui a privagao de fatores do crescimento e sobrevivéncia, desbalancgos
metabdlicos e de substratos, e estresse oxidativo (CHANDRAKANTHAN et al., 2006).

A apoptose, uma forma programada de morte celular, tem sido observada em embrides
no estagio de pré-implantacdo em diversas espécies de mamiferos e esta
presumivelmente envolvida na eliminacdo de células anormais (RUBIO POMAR et al.,
2005). Além do importante papel no desenvolvimento do animal e na homeostase celular,
também age como um mecanismo de controle de qualidade, o qual remove células que
estdo danificadas, ndo funcionais, extraviadas ou supranumerarias (PAULA-LOPES &
HANSEN, 2002).

Estudos tém mostrado que alguns genes desempenham papel importante na regulagao
da apoptose. O B-cell Lymphoma Protein 2 Associated Protein X (Bax) e o B-cell

Lymphoma Protein 2 (BCL-2) sdo observados como alguns deles.

Pelo menos 15 membros da familia do gene BCL-2 foram identificados em mamiferos e
categorizados em 2 sub-grupos, o anti-apoptético (BCL-2, Bcl-w, Bcel-xL, A1, Mcl-1) e o
pré-apoptético (Bax, Bak, Bok, Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bin, Bad, Bid e Bcl-xs). Ja foi
demonstrado que a razdo de BCL-2 e Bax € o determinante critico tanto da sobrevivéncia
quanto da morte celular. Quando o Bax esta super-expressado nas células, a apoptose é
acelerada. Ha relatos em que a expressdo da proteina do gene BCL-2 foi
significativamente maior do que a expressdo da proteina do Bax em ovdcitos grau | e
embrides de boa qualidade (de 2 a 8 células e blastocistos). Em contraste, a expresséo
de proteinas do Bax foi muito maior do que a expressdo de proteinas do BCL-2 em
ovacitos grau IV e embrides degenerados (YANG & RAJAMAHENDRAN, 2002).

Adicionalmente, RIZOS et al. (2003) e LECHNIAK (2002) afirmam que a expressao do

gene Bax pode representar um usual marcador para qualidade de blastocistos. Isso

24



implica que a relagdo de BCL-2 e Bax pode ser usada como indicador da tendéncia para
apoptose ou sobrevivéncia dos embrides. Foi proposto que a propensao a apoptose é
continuamente contrabalanceada nas células por genes que estimulam a sobrevivéncia e
proliferacédo celulares. Sob indugao de estimulo apropriado, a célula ativa ou interrompe a

repressao de produtos génicos responsaveis pelo controle do mecanismo de apoptose.

Em termos de criotolerancia, blastocistos produzidos in vivo — os cultivados in vivo de D2
em diante ou até D6, tiveram taxas de sobrevivéncia mais altas do que os embrides que
passaram um periodo mais longo em SOF, que apresentaram taxas de sobrevivéncia
inferiores. Estas observagdes sdo baseadas nas mudancas de abundancia relativa de

Bax transcritos, dentre outros genes avaliados — apontadas por LONERGAN et al. (2006).

RIZOS et al. (2002-b) observaram que a expressao do gene Bax foi maior nos embrides
produzidos in vitro (meio SOF) quando comparada com a expressdo em outros meios de
cultivo e com embrides produzidos in vivo. RUBIO POMAR et al. (2005) detectaram
baixos niveis de apoptose em ambos os blastocistos produzidos in vivo e in vitro em
todas as espécies (como humanos, ratos, bovinos, equinos, ovinos e suinos). Em geral,
todos os blastocistos examinados exibiram baixa incidéncia de apoptose provavelmente
devido ao fato de que apenas blastocistos de alta qualidade morfologica foram usados

neste experimento.

* Gene ligado ao Estresse Oxidativo — MnSOD

O estresse oxidativo esta envolvido na etiologia do desenvolvimento do embrido de ma
qualidade, defeituoso (RIZOS et al., 2002-b). A presengca de radicais livres esta
relacionada a interrup¢cdo do desenvolvimento embrionario e morte celular. A produgéo
desses radicais € um processo fisiolégico que ocorre dentro da célula e tem efeitos
pronunciados no DNA, RNA e na sintese de proteinas, além de alterar a membrana
celular, aumentar o pH intracelular e interferir na fungdo mitocondrial. Dentre os
numerosos agentes antioxidantes a enzima Manganés Superdxido Desmutase (Mn-SOD)
desempenha um papel importante removendo o O, e protegendo a célula contra o
estresse oxidativo (WRENZYCKI et al., 2001).
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Embrides adquirem mecanismos de protecdo quando sdo submetidos a algum tipo de

estresse, e esta aquisi¢ao de tolerancia a fatores ambientais de estresse pode ser devido
a aquisicao de protecao bioquimica ou simplesmente devido ao aumento no numero de
células (EDWARDS et al., 2001).

Com relacao a aquisicao de protecao bioquimica, varias enzimas antioxidantes protegem
embrides contra dano peroxidativo, dentre elas, a Mn-SOD. A enzima Mn-SOD esta
localizada na mitocdndria e tém agdo de detoxificagdo de espécies oxigénio reativas
(ROS) — (RIZOS et al., 2002-b). O efeito do estresse oxidativo na producao de embrides
vai depender da sua intensidade. As consequéncias dos danos oxidativos podem ser
evidenciadas no desenvolvimento retardado dos embrides, nas disfungdes metabdlicas e

até mesmo no aumento e aceleracdo da apoptose (GUERIN et al., 2001).

Os autores ainda associam o acumulo de radicais superoxido e o declinio da enzima
superoxido desmutase (SOD), como estando diretamente ligados ao aumento de
apoptoses, pois a SOD tem capacidade de inibir a morte celular. Os processos de
congelamento e descongelamento também provocam danos aos embrides, causando
reducdo das concentragbes de glutationa (um antioxidante natural produzido pelas
células) e da atividade da SOD, tornando-os mais sensiveis as ROS. Vale ressaltar que a
producao de ROS ocorre durante o metabolismo normal da célula, no entanto, requer que
a ativagao do sistema de reparo ao estresse oxidativo entre em ac¢ao tdo logo ocorram

danos as células.

Ovdcitos e embrides podem ser protegidos contra o estresse oxidativo através de
métodos alternativos, como a redugédo da tensdo de oxigénio, o co-cultivo com células
somaticas, a reducdo da exposi¢cao a luz ou manipulagao sob luz filtrada e também pela
adigcdo de compostos antioxidante nos meios de cultivo — como enzimas (SOD), metais
quelantes (EDTA), compostos tiols (B-mercaptoetanol), proteinas (albumina) e vitaminas
(tipo C e E). Deve-se, no entanto, ter cautela ao administrar esses suplementos ao meio
de cultivo para ndo se tornarem prejudiciais. E necessario manter um equilibrio

antioxidante e pré-oxidante nas células (GUERIN et al., 2001)
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* Genes ligados ao Estresse de Temperatura— HSP-70 e CIRP-b

O estresse térmico estimula um complexo programa de expressao e respostas
bioquimicas adaptativas na célula. Estas respostas ao estresse celular sédo de grande
interesse, pois, biologicamente, a habilidade em sobreviver e se adaptar ao estresse
térmico parece ser um requisito fundamental na vida celular. Todavia, existem diferentes
caminhos quimicos ativados por diferentes estressores, como a morte (sobrevivéncia e
adaptagao vs. apoptose) de células expostas sequencialmente a diferentes tipos de
estresse — parece depender criticamente da sequéncia em que esses fatores sao
aplicados (SONNA et al., 2002).

Reacbes enzimaticas, difusdo e transporte de membrana sao fatores que podem ser
acelerados ou reduzidos com o estresse ao calor ou frio, respectivamente.
Interessantemente, muitos dos efeitos fisioldgicos que ocorrem na “rede” celular
submetidas ao estresse, sdo semelhantes tanto para o calor quanto para o frio. Isto inclui:
1) desagregacgao e desnaturagao de proteinas; 2) inibicdo do progresso do ciclo celular;
3) inibicdo dos processos de transcricao e tradugao, e, consequentemente, sintese de
material genético; 4) fragmentacdo de componentes do citoesqueleto; 5) alteragbes na
permeabilidade da membrana, levando a desbalangos ibnicos. Outros efeitos, por sua

vez, sdo especificos ao fator estressante (SONNA et al., 2002).

As Heat Shock Proteins (HSPs) foram originalmente identificadas como proteinas, cuja

expressao foi marcadamente aumentada pelo calor. Sdo, tradicionalmente, classificadas

pelo peso molecular. Diversas HSPs sido expressas em ceélulas ndo submetidas ao
estresse e desempenham fungdes importantes na fisiologia celular normal. Apesar da
intensidade e duragdo do estimulo do calor necessario para induzir a expressao das
HSPs variar consideravelmente entre os tecidos celulares, pode-se notar que uma
exposicao tipica in vitro que envolve o aquecimento de células mamiferas a 42-45°C por
20 a 60 minutos, revertendo-os depois para temperatura de manutencao (37-39°C), ja
promove alteragdo. A inducdo da expressao das HSPs inicia poucos minutos apds o
principio do estresse térmico, podendo seu pico de expressao ocorrer até diversas horas
depois do procedimento (citado por SONNA et al., 2002).

Como proteinas, as HSPs possuem trés fung¢des principais: (i) atividade de chaperona; (ii)

regulagdo do estado oxidativo da célula e (iii) requlagao protéica. Focando na fungéo de
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chaperona, os mesmos pesquisadores relatam que com esta fungéo, a HSP ajuda evitar
agregacao de proteinas desnaturadas e auxiliam no retorno dessas proteinas a sua forma
nativa. Mesmo em células nao estressadas, algumas das HSPs chaperonas
desempenham funcéo durante a sintese protéica. Adicionalmente, suas capacidades em
estabilizar proteinas de conformacido especifica sdo usadas por varios processos de
regulacdo celular normais, tais como controle do ciclo celular, processamento de
receptores para esterdides e vitamina D, apresentacdo de antigenos pelas células
imunes. As chaperonas mais comuns sao membros das familias das proteinas HSP-40,
HSP-60, HSP-70 e HSP-90.

As Cold Shock Proteins (CSPs) podem ser definidas como proteinas que sao induzidas
durante o periodo de exposi¢cdo a hipotermia moderada. Sob esta definicdo, a CSP
melhor caracterizada atualmente é a CIRP (Cold Inducible RNA-binding Protein) — que é a
proteina mediadora na regido promotora de inducdo ao frio no RNA. E um dos
mecanismos que promovem alteragdo na expressao de genes de mamiferos durante um
periodo de exposi¢cao hipotérmico. A expressdo da CIRP pode ser aumentada por varios
fatores; além do frio, radiagao ultravioleta e hipéxia. Num relato com células de cultivo, a
CIRP foi induzida dentro de 3 horas apds redugao da temperatura ambiente para 32°C,
atingindo expressdo maxima entre 6 e 24 horas de exposicdo. A CIRP tem sido

identificada em camundongos, ratos e humanos (citado por SONNA et al., 2002).

Uma das fungdes fisiolégicas, mencionadas pelos autores, é proteger e restaurar
conformacgdes nativas de RNA durante o estresse. Outros papéis funcionais sao: atuagao
no controle do ciclo celular — como supressor da mitose, e manutencao da diferenciacéo

celular — como molécula.

A resposta na expressao de genes em exposicdo ao frio € robusta e difere de forma
significativa das vias de resposta ao calor. Tem-se como exemplo a expressdo de CSPs
induzidas pelo frio, mas nao pelo calor, e a sequéncia temporal da expressao das HSPs
induzidas pelo frio, que ocorre ndo durante o periodo de estresse térmico (como acontece
durante a exposi¢ao ao calor), mas apds o retorno as temperaturas normais (SONNA et
al., 2002).

As condi¢des in vitro tém efeitos profundos nas expressdes padrdo de uma série de

genes transcritos em embrides bovinos. O estudo de OLIVEIRA et al. (2006) mostrou que
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diferentes fontes de proteina ndo necessariamente afetam a relativa abundancia de
HSP-70.1 [e Glut-1], indicando que os suplementos protéicos podem n&o ser o fator
critico contribuindo para a variagado no conteudo de RNAm entre os embrides derivados in
vivo ou in vitro. As HSPs podem também ser afetadas por condi¢des de cultivo
inadequadas, sendo sua expressao facilmente induzida por uma variedade de agentes,

incluindo aminoacidos analogos, calor, hormdnios esterdides e outros.

Outros estudos, usando HSP-70 exégena, mostraram que ela pode atuar como citocina
pré-inflamatéria quando liberada por células injuriadas ou quando secretada por células
imunes ativadas (SONNA et al., 2002).

Até o momento, ~100 genes estudados tém sido relacionados ao estresse pelo calor, e
~20 alistados em relagdo ao estresse pelo frio. Uma comparagdo direta dos genes
conhecidos alterados pelas duas formas de estresse térmico revela similaridades e
diferengas criticas entre eles. No entanto, mudangca no padrdo genético representa

apenas uma parte de toda a resposta ao estresse térmico (SONNA, et al., 2002).

* Gene ligado ao Metabolismo de Lipideos — ACAT-2

O colesterol existe em duas formas principais nos vertebrados: como um éster livre e
como um éster de colesterol, no qual o esterol € covalentemente ligado a cadeia de acido
graxo longa. O colesterol livre é encontrado principalmente em células de membranas,
onde modula a fluidez e a permeabilidade. Quando o conteudo de colesterol das
membranas torna-se excessivo, ésteres de colesterol sdo sintetizados. Estes lipideos
neutros sdo muito pouco soluveis na membrana. A sintese de ésteres de colesterol é
catalisada pela esterificacdo de enzimas. Estas enzimas incluem a Lecitina Colesterol
Acyl-Transferase (LCAT), que atua no plasma — primariamente em lipoproteinas de alta
densidade (HDLs), e a Acyl-Coenzima A Colesterol Acyl-Transferase (ACAT), que atua
intracelularmente (SEO et al., 2001).

Acidos graxos livres (FAFs) sdo convertidos em acyl-CoA graxo dentro das células e
usados para a reagao da ACAT e outros processos lipogénicos. Contudo, ndo se sabe

onde/como as FAFs influenciam a regulacado da ACAT (SEO et al., 2001).
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O grupo das ACAT possui duas proteinas mais comumente estudadas: a ACAT-1 e
ACAT-2. Ambas usam dois substratos lipofilicos, o colesterol e a acetil-CoA, durante a
reacao de esterificagdo. As enzimas ACAT estdo localizadas na membrana do reticulo
endoplasmatico. Enquanto a expressdo da ACAT-1 é ubiqua, a ACAT-2 esta localizada
apenas nos enterdcitos, hepatécitos e macréfagos ativos (LIN et al., 2003 e SEO et al.,
2001). As duas enzimas ACAT séao altamente homodlogas na sequéncia de aminoacidos,
mas ndo possuem a mesma estrutura intron-exon, sugerindo que houve divergéncia bem
no inicio da sua diferenciacdo. Elas sdo estruturalmente diferentes e desempenham
funcdes intracelulares distintas. Contudo, estudos tém mostrado que iso-enzimas podem
complementar uma a outra funcionalmente (DAS, DAVIS & RUDEL, 2008).

LIN et al. (2003) afirmam que a ACAT-1 possui um papel critico na formagcéo de
macrofagos de células adiposas, enquanto a ACAT-2 deve desempenhar importante
fungcdo no processo de absorgdo do colesterol. As exatas fungdes fisioldgicas dessas
proteinas em varios tipos celulares estdo sob ativas investigacdes. A disposicdo na
membrana permite ambas as proteinas produzirem ésteres de colesterol dentro da
bicamada lipidica e desempenha papel duplo: produzir ésteres de colesterol que podem
mover-se do citoplasma como gotas lipidicas e/ou para o lumen das membranas internas

e participar nos processos conjuntos de lipoproteinas.

O éster de colesterol, derivado da ACAT-2, pode ser armazenado em gotas de lipideos
neutras no citosol, secretado na bile ou incorporado a lipoproteinas (apolipoproteinas B) -
(SEO et al., 2001, KUSHWAHA et al., 2005 e TEMEL et al., 2007), contidas nas células
de secregédo como lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDLs). A ACAT-2 é regulada
mediante a disponibilidade de substratos de gordura no conteudo celular, e suas
quantidades/atividade afetam dramaticamente a disposi¢cao de lipoproteinas na célula. Os
resultados dos estudos apresentados por TEMEL et al. (2007), mostram que mesmo sob
condicbes de excesso lipidico, a reducdo na expressdo de ACAT-2 pode reduzir o
conteudo de éster de colesterol, e entdo o potencial aterogénico de novas lipoproteinas

secretadas.
Tem sido muito focado como um alvo ideal para o desenvolvimento de novas drogas

contra a aterosclerose, a inibicdo do ACAT, exceto o inibidor seletivo do ACAT-2. Por

isso, o efeito da inibicdo do ACAT-2 permanece obscuro; todavia, dados oriundos de
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estudos com camundongos isentos da expressado deste gene, indicam que esta inibicdo
pode nao causar efeitos indesejados (MATSUDA et al., 2008).

* Gene ligado ao Transporte de Fosfolipideos — ATP8A1

Os lipideos sado distribuidos ndo aleatoriamente nas membranas biolégica através de
bicamadas. As aminas contendo fosfolipideos, fosfatidiletanolamine e fosfatidilserine, séo
tiradas no lado citoplasmatico da membrana, enquanto o conteudo fosfolipidico de
colinas, fosfatidilcolina e esfingomielina, & encontrado na face oposta da membrana. Esta
distribuicdo é mantida pela agao de diversos sistemas de transporte lipidicos, dentre os
quais: flipases — que catalisam a energia dependente de transportadores de fosfolipideos
citoplasmaticos diretos, e flopases — que catalisam energia dependente do efluxo de
fosfolipideos A distribuicdo assimétrica da bicamada de fosfolipideos na membrana
plasmatica e vesiculas secretérias de mamiferos € mantida, em parte, por um
transportador ATP-dependente (PATERSON et al., 2006).

Ndo ha um entendimento completo do mecanismo de assimetria de membrana e
translocagao fosfolipidica, mas uma das enzimas que é fundamental nestes processos
tem sido identificada como amino-fosfolipideo translocase. Esta atividade catalisa uma
energia dependente da translocacdo de amino-fosfolipideos que necessitam de ions
Magnésio (Mg®*) e ATP. A proteina primaria, candidata a esta atividade, é a ATPase-ll,
dependente de fosfatidilserine (DING et al., 2000). As flipases de amino-fosfolipideos
transportam fosfatidilserine para o citosol e sdo aversas ao vanadato, ions Calcio (Ca*) e
modificagdes por reagente sulfidril. Apesar da flipase nao ter sido identificada
positivamente, uma subfamilia do tipo —P das ATPases tem sido proposta na atuacao de
transporte de lipideos. Enquanto a atividade de flipase da fosfatidilserine tem sido bem
caracterizada em varios tipos celulares, a(s) proteina(s) responsavel(is) €(sao)
desconhecida(s). As caracteristicas bioquimicas das preferéncias de transporte e
substrato da fosfatidilserine tém sido utilizadas para identificar enzimas candidatas. Umas

dessas proteinas, a ATP8A1 de granulos chromaffin bovino (ATPase-Il), foi purificada e

classificada como dependente da atividade de fosfatidilserine ATPase (PATERSON et al.,
2006 e SOUPENE & KUYPERS, 2006).
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Esta ATPase possui uma massa molecular de cerca de 116 kDa e tem sido isolada e
purificada de diversas fontes, incluindo as vesiculas chromaffin e eritrécitos da membrana
plasmatica. Esta enzima € uma ATPase tipo —P com caracteristicas muito semelhantes as
de atividade de translocacdo de amino-fosfolipideos. Comparagbes de dados da
sequéncia de ATPase-ll de células chromaffin de bovinos, musculos de camundongos e
tecidos humano indicam que esta enzima contém 10 dominios de membrana e diversos

consensos nas sequéncias de ATPase tipo —P (citado por DING et al., 2000).

O transporte de amino-fosfolipideos possui um importante papel fisiolégico na
manutengdo da assimetria da membrana fosfolipidica. Enquanto os diferentes tipos de
ATPase-ll dividem propriedades fundamentais, tais como especificidade de substrato,
espectro de inibicdo e dependéncia fosfolipidica, divergem em outras caracteristicas,
como a atividade ATPase especifica e seletividade fosfolipidica. Além disso, estudos com
uma fosfoenzima intermediaria da ATPase-Il e suas formas recombinantes revelam que a
fosfatidilserine é essencial para a defosforilagdo da enzima intermediaria. Sem a
fosfatidilserine, a ATPase-Il seria acumulada como fosfoenzima na presenca de ATP,

resultando na interrupc&o do seu ciclo catalitico (DING et al., 2000).

Os grupos de substrato funcional requeridos para o transporte de amino-fosfolipideos tém
sido bem caracterizados. A flipase prefere a fosfatidilserine a fosfatidiletanolamine,
transportando 10 vezes mais rapidamente a primeira do que a segunda, e exibe 34 vezes
maior afinidade pela fosfatidilserine. Este resultado indica que, enquanto o grupo carboxil
da serine ndo € necessario para o reconhecimento lipidico, sua auséncia resulta em
declinio das taxas de transporte (PATERSON et al., 2006).

A ATPase-ll de diferentes fontes mamiferas, contudo, € divergente em varias
caracteristicas. A atividade ATPase especifica dessas fontes, no momento, é relatada
como variando de 0.8 (mmol Pi/min/mg de proteina) a 8.0 para enzimas isoladas de
eritrécitos humanos e granulos de chromaffin de bovinos, respectivamente. Estas
diferengas podem ser de importancia fisiolégica no requerimento de processos
especificos dos variados tecidos e/ou organelas, nos quais a translocagcdo de amino-
fosfolipideos esta envolvida. Além disso, a distribuigdo variada de amino-fosfolipideos em
distintos compartimentos celulares podem aumentar as diferencas funcionais intrinsecas
entre as isoformas de ATPase-ll, diferentes co-fatores que sdo necessarios para esta

fungdo, ou enzimas inteiramente distintas. A elucidagcao desses problemas facilitaria o
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estudo do sistema de translocagcao de amino-fosfolipideos, um sistema enzimatico de

suma importancia, mas ainda nao bem compreendido (DING et al., 2000).

O metabolismo dos embrides PIV e in vivo tem taxas semelhantes quanto a producao de
ATP, metabolismo de glicose, regulagao e utilizagao do piruvato. Entretanto considerando
a ligeira diminuigdo no numero de células em embrides PIV, diferengas significantes sao
notadas no nivel celular (LECHNIAK, 2002).

Mais pesquisas basicas sdo necessarias nos mecanismos moleculares enfatizando a
reprogramagao genética durante o desenvolvimento embrionario inicial, bem como
estudos detalhados na composicdo e interacbes do meio de cultivo. O fato de que a
expressao de RNAm é apenas o primeiro passo na atividade genémica e de que proteina
finalmente define o fendtipo precisa também ser levado em consideracdo (WRENZYCHI
et al., 2004).

O desafio para o futuro é usar este conhecimento para estabelecer condi¢cées de cultivo
que levam em consideracdo as mudangas necessarias para o0 desenvolvimento
embrionario e permitam que os genes presentes sejam expressos de uma maneira similar
a que sao expressos in vivo (LONERGAN et al., 2006) produzindo embrides de melhor
qualidade in vitro (RIZOS et al., 2002-a, -b).
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3. OBJETIVO GERAL

O presente estudo visou avaliar o efeito do SFB e da BSA-faf nos meios durante o cultivo

de embrides, na melhoria da quantidade e qualidade de embrides PIV em bovinos.

3.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a criotolerancia dos embrides produzidos com SFB e/ou BSA-faf,
submetidos ao processo de vitrificagdo, quanto a re-expansdo e eclosdo dos

mesmaos.

» Avaliar a expressao de genes nos embrides produzidos com SFB e/ou BSA-faf.

4. HIPOTESE

A producdo in vitro de embrides bovinos na auséncia de Soro Fetal Bovino (SFB)
proporciona embrides com melhor qualidade e maior resisténcia a criopreservacao, devido

ao menor acumulo de lipideos em sua formacéao.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 — Producgao in vitro de embrides

5.1.1 — Recuperagao dos ovocitos

Os ovarios foram coletados em abatedouros locais, de vacas sem raca definida, distantes
aproximadamente de 50 a 60 km do laboratério, transportados em solugao salina 0,9%
(NaCl — Merck®) suplementada com estreptomicina (50 pug/ml) e penicilina (100 pg/ml), a
temperatura de 35-36 °C. O tempo de recuperacao dos ovécitos foi de aproximadamente

6-8h, apds o inicio do abate dos animais.

No laboratério, foliculos de 2 a 8 mm foram puncionados com auxilio de um sistema a
vacuo, com pressao regulada para obter um volume médio de 12-15 ml/min, com agulhas
de calibre 18 G, acopladas em tubo de centrifuga de 15ml. O liquido folicular aspirado foi
mantido em banho-Maria (36 °C) até a sedimentagdo das células e formacdo de um
pellet. Os tubos, entao, foram levados para o fluxo laminar e o pellet retirado com pipeta
Pasteur e espalhado em placa de Petri 100 X 20 mm, contendo meio TCM 199 com sais
de Hank’s (Gibco BRL®) suplementado com SFB e antibidticos, para rastreamento dos
CCOs. Os CCOs foram entdo colocados em outra placa com a mesma solugdo que
permaneceu sobre placa aquecedora a 36°C até a selecdo das estruturas. Os CCOs

foram rastreados e selecionados sob estereomicroscopio (Stemi SV — 6 — ZEISS®).

Apenas os ovdcitos de qualidade | e Il foram selecionados para o experimento, segundo
a classificagdo utilizada pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Foram
considerados ovocitos de qualidade | os que apresentaram células do cumulus
compactas e mais de trés camadas envolvendo o ovdcito, o citoplasma homogéneo com

granulagdes finas, preenchendo o interior da zona pelucida e coloragdo amarronzada. Os
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ovaocitos qualidade |l apresentavam células do cumulus compactas em volta do ovécito
com pelo menos trés camadas, citoplasma preenchendo todo o espago do interior da

zona pelucida e granulagdes distribuidas heterogeneamente.

Entre o inicio da aspiracao e o inicio do rastreamento, estabeleceu-se um tempo maximo

de 30 minutos e do rastreamento para selegado/maturagao, um periodo de 1 hora.

Os meios utilizados em todas as etapas da PIV dos embrides foram produzidos pela
Nutricell® Nutrientes Celulares Ltda (Campinas, Sao Paulo, Brasil) e testados
previamente. As gotas de maturagao, fecundacédo e cultivo tinham volume de 200 pl,
foram cobertas com 6leo médico de parafina (360 Medical Fluid 350 CST — DOW
CORNING?®) e incubados a 39 °C, em 5% de CO, em ar e alta umidade.

5.1.2 — Maturacgao in vitro de ovécitos (MIV)

A composicdo do meio de MIV consistiu de TCM 199 com sais de Earl’s (Gibco - BRL®)
suplementado com 24 Ul/ml Horménio Luteinizante (LH - Sigma®), 10 g/ml de Hormdnio
Foliculo Estimulante (FSH — Sigma®), 1 g/ml de L-glutamina (Sigma®), 100 Ul/ml de
Amicacina, 50 g/ml de estreptomicina, 10% de Soro Fetal Bovino (SFB — Gibco BRL®) ou
8 mg/ml de Albumina Sérica Bovina fragdo Fatty Acid Free (BSA — FAF, Sigma®).

Os ovécitos selecionados foram lavados e transferidos em grupos de 25-40 por gota de

200 pl de meio de maturagao (MIV), divididos em trés tratamentos: Tratamento 1: MIV

com SFB; Tratamentos 2 e 3: MIV com BSA-faf. De acordo com estes tratamentos, o
meio MIV foi suplementado com 10% de SFB (Gibco BRL®) ou 8 mg/ml de BSA-faf

(Sigma®) e incubados por 22 horas, segundo as condigdes descritas na Tabela 1.

5.1.3 — Fecundacgao in vitro (FIV)
Ap0bs o periodo de maturagao os ovocitos foram lavados e transferidos para gotas de 200

ul de meio de fecundacgao (FEC) FERT-TALP, suplementado com 10 pg/ml de Heparina e
PHE — 2 mM de penicilamina, 1 mM de hipotaurina, 250 mM de epinefrina (Sigma®).
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Para todo o experimento foi utilizado dose de sémen testado para PIV, de um mesmo
touro e mesma partida, descongeladas em banho-Maria a 36 °C/30 segundos. Motilidade
e vigor foram analisados antes e apds a selecdo espermatica, realizada por gradiente de
Percoll® 45% e 90% (2 ml de cada gradiente). Realizou-se centrifugagdo a 700 g/20
minutos a 30 °C; em seguida foi retirado o pellet e este ressuspendido com meio TALP
para capacitacao (CAP), sendo centrifugado novamente a 700 g/5 minutos, a 30 °C; o
pellet resultando foi entdo ressuspendido com meio FEC para obtencdo da dose
inseminante. O calculo da dose inseminante/gota foi ajustado de modo a alcangar

concentragdo final equivalente a 01 x 10° espermatozdéides/ml.

Ovdécitos e espermatozoides foram co-incubados por 18 horas em estufa a 39 °C, com

5% de CO, em ar e atmosfera umida. Considerou-se o dia da fecundagdo como DO.

5.1.4 — Cultivo in vitro dos embrides (CIV)

Posteriormente ao periodo de co-incubagédo, os possiveis zigotos foram suavemente
pipetados para leve desnudamento, e transferidos para gotas de 200 pl do meio de
cultivo Fluido Sintético de Oviduto suplementado com aminoacidos essenciais e nao
essenciais (SOFaa) e 0,34mM de sodium tri citrato (Sigma®); 2,77mM de myo-inositol

(Sigma®) e 5% de SFB ou 8 mg/ml de BSA-faf, de acordo com os diferentes tratamentos.

Os tratamentos nesta etapa foram: Tratamento 1: SOF+SFB, por todo o periodo de CIV;
Tratamento 2: SOF+BSA-faf, por todo o periodo de CIV; Tratamento 3: SOF+BSA-
faf+SFB — SOF com BSA-faf até completar 96h pi (CIV inicial) e entao transferidos para
SOF com SFB (CIV final) — Tabela 1.

Todos os embrides foram mantidos na mesma condicdo de temperatura, umidade e
atmosfera gasosa por todo o periodo de cultivo, avaliados em D2 (48h pi) quanto a
clivagem e em D6,5 (156h pi), D7,5 (180h pi) e D8,5 (204h pi) observados para taxa de

desenvolvimento de blastocisto e taxa de ecloséao.

De D1 a D6,5 e/ou D7,5, gotas de 200 ul cobertas com 6leo foram utilizadas para o CIV
de todas as estruturas. Em D6,5 e D7,5, os embrides BL e BX, foram removidos das

gotas iniciais e divididos proporcionalmente (maximo de 10 embrides/gota) em gotas de
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50ul do mesmo meio CIV (Figura 1), preparadas com co-cultivo das células de CCOs

removidas na pipetagem dos zigotos apds a etapa FIV.

Figura 1: Esquema das gotas na placa de CIV. C=Controle; V=Vitrificados; BL=Blastocisto;
BX=Blastocisto Expandido. Quadrantes 1 e 2 — Gotas de cultivo embrionario inicial (D1 a D6,5 ou
D7,5); quadrante 3 — gotas de cultivo dividindo os embrides nos estagios BL e BX, nos grupos C e
V, em DG6,5; quadrante 4 — gotas de cultivo dividindo os embrides nos estagios BL e BX, nos
grupos C e V, em D7,5.

Tabela 1: Suplementacdo protéica usada na PIV de embrides nos tratamentos do
experimento realizado.

/A4 Suplementagéo Protéica
Miv CIV Inicial CIV final
Tratamentos
(por 22h) (até 96h pi) (até 228h pi)
T 10% SFB 5% SFB 5% SFB
T2 8 mg/ml BSA-faf 8 mg/ml BSA-faf 8 mg/ml BSA-faf
T3 8 mg/ml BSA-faf 8 mg/ml BSA-faf 5% SFB

5.2 — Criopreservagao dos embrides

Em cada um dos tratamentos (T1, T2, T3), em D6,5 (156h pi) e D7,5 (180h pi) todos os
blastocistos (BL com blastocele > 60%) e blastocistos expandidos (BX) classificados
como grau | e Il, segundo as normas da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides,
foram retirados da gota de CIV inicial e divididos por estagio de desenvolvimento em
gotas menores (Figura 1). Nestas, 50% dos embrides de ambos os estagios foram
mantidos como grupo controle e os outros 50% submetidos a criopreservagao por
vitrificacdo, pelo método OPS (Open Pulled Straw), segundo metodologia descrita por
Vajta et al., 1999.
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As solugbes utilizadas no processo de vitrificagdo foram: meio holding — HM (TCM 199

com sais de Hank's [Gibco BRL"] suplementado com 20% de SFB), meio sucrose — SM

(TCM 199 com sais de Hank's [Gibco BRL"] com 0,5 M de sucrose [Sigma“] suplementado
com 20% de SFB), etilenoglicol — EG (100%, Merck") e dimetilsulfoxido — DMSQO (Sigma").

Usando uma placa de quatro pogos sobre placa aquecedora (41 °C, para manter o meio
no interior do pogo a 39 °C), os embrides a serem vitrificados foram colocados no pogo 1
contendo HM, onde receberam um banho para lavagem, depois passados para o pogo 2
com mesma solugdo, onde permaneceram até o momento do procedimento. Grupos de
no maximo 4 embrides foram vitrificados por OPS, sendo inicialmente expostos a solucéo
do pogo 3 (800 pl HM + 100 pl EG + 100 pl DMSO) por 1 minuto e entéo transferidos para
a gota de 20 pul da solugdo do pogo 4 (600 pl SM + 200 yul EG + 200 pl DMSO), e
imediatamente transferidos para a nova gota de 2 pl da mesma solugéo, permanecendo
nesta por 20 segundos, quando entdo era encostada a ponta da OPS nesta ultima gota
de forma a puxar os embrides e a solugéo por capilaridade. Em seguida mergulhou-se a

OPS em nitrogénio liquido (N.L) - (Figura 2).

Os embrides foram mantidos em N.L por um periodo minimo de 30 minutos e maximo de

2 horas, quando entéo foram desvitrificados.

Figura 2: Esquema de
sequéncia dos banhos dados
nos embrides no processo de
vitrificagcdo pelo método OPS
(Vajta et al., 1999), neste
experimento.

Poco 1(800ul HM):
Imediato;
Pogo 2 (800p! HM):
Imediato;
‘ CDA)_/ Pogo 3 (800p! HM, 100yl
; 5, 00 DO
identificada Poco 4 (600pl SM, 200l
EG, 200ul DMSO):
20 segundos.
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Para o processo de desvitrificacdo, usou-se também uma placa de quatro pogos sobre
placa aquecedora (41°C). As OPS foram retiradas do N.L, uma a uma, e a ponta
contendo os embrides mergulhada na solu¢ao do pogo 7 (800 ul HM + 400 pl SM), para
remogao do excesso da solugao de vitrificagdo e em seguida, transferiu-se os embrides
para o0 po¢o 2 — contendo a mesma solugdo, permanecendo por 5 minutos. Depois,
passaram pela solugdo do pogo 3 (800 ul HM + 200 pl SM) por outros 5 minutos e, por
fim, transferidos para o pogo 4, contendo 800 ul HM, onde permaneceram até o momento

de retorno ao meio de CIV original.

5.3 — Cultivo pés-criopreservagao

ApOs a desvitrificagdo, as estruturas foram levadas novamente para cultivo nas gotas de

50 ul, conforme ja mencionado, no intuito de avaliar a capacidade de re-expansao e

eclosao em 24h, 48h e 72h apds terem sido submetidos ao processo de vitrificacéo.

Todo blastocisto eclodido (BE) observado nos momentos designados para avaliagcéo
(D6,5 - 156h pi, D7,5 - 180h pi, D8,5 - 204h pi e D9,5 - 228h pi) foi lavado em 2 ul de PBS

modificado, e estocado a -80 °C para avaliagao da expressao de genes.

5.4 — Avaliagao da expressao génica

Os embrides eclodidos (BE), dos grupos Controle de cada tratamento, foram retirados do
CIV para avaliagdo da expressdo de alguns genes, pelo método RT-PCR semi-
quantitativo. Quatro pools de 09 (nove) embrides em D8,5 (204h pi) de cada tratamento

foram formados para esta analise.

Os genes selecionados para analise foram: Actina e GAPDH como constitutivos, os

genes Bax, BCL-2 — relacionados a gqualidade embrionaria, o MnSOD, envolvido com o

estresse oxidativo, o HSP-70 e o CIRP-b ligados ao estresse térmico, o ACAT-2 para

metabolismo de lipideos e o ATP8A1 relacionado ao transporte de fosfolipase. As

sequéncias dos primers utilizados estdo apresentadas na Tabela 2.
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Extracdo do RNA

Para extragcdo do RNA total foi utilizado Trizol Reagent (Invitrogen™), conforme
recomendagdes do fabricante, com pequenas modificagbes. O material foi descongelado
a temperatura ambiente por 5 minutos; apdés a formacdo dos pools de embrides por
tratamento, adicionou-se quantidade suficiente para (qsp) 50 ul de Trizol Reagent e 0,65
ul de glicogénio — 20 pg/uL (Invitrogen™), agitaram-se os micro-tubos por 5 segundos no
vortex; em seguida, acrescentou-se 10 pl de cloroférmio, retornando a agitar no vortex
por 15 segundos e apos isso, repousando o material por 2 minutos em temperatura
ambiente. Posteriormente, o material foi centrifugado a 12.000 G/15 minutos a 4 °C, para
separagao do mesmo. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, em que foi
adicionado 50 pl de Isopropanol gelado, permanecendo a -20 °C overnight, a fim de
precipitar o RNA. Apds esse periodo, o material foi retirado do freezer e centrifugado
(13.000 G/10 minutos/4 °C). O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 50 pl de
etanol 75%, voltando a centrifugagao refrigerada novamente (7.000 G/7 minutos).
Removeu-se do mesmo modo o sobrenadante, deixando o tubo aberto, com a tampa
voltada para baixo em cima de um papel absorvente, por 10 minutos, para o pellet secar.
Ao final desse periodo, ressuspendeu-se o pellet em 8 pl de agua DEPC e aqueceu-se 0

tubo por 10 minutos a 55 °C, para dissolugao completa do pellet.

Tratamento com DNase

Para obtencao do volume final de RNA com 10 pl, adicionou-se 2 pl de tampao da DNAse
a 0,5 Ul/ul (concentragéo final de 1 Ul/ul). Os tubos foram aquecidos a 37 °C por 30
minutos, em seguida colocados em gelo novamente e posteriormente adicionado 1 pl de
stop solution (para parar a reagao da enzima) e novamente aquecido a 65 °C por 10

minutos.

Sintese de cDNA

O volume final de RNA tratado deve ser 13 pl. Nesta etapa, adicionou-se 0.5 ug de Oligo
dT e 1 yl de dNTP’s (10 mM de cada base nitrogenada), e aqueceu-se a 65 °C por 5
minutos. Depois, foi incubado em gelo por 1 minuto, adicionando entdo 2 pl de Tampéao
da RT 5X (Transcriptase Reversa), 2 yl de DTT 0,1 M e 40 Ul de RNAse Out; em seguida

foi aquecido a 42 °C por 2 minutos, adicionando-se entdo 200 Ul da RT (superscrip Il), e
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voltando ao aquecimento no mesmo programa (42 °C) por 50 minutos, indo

sequencialmente a 70 °C por 15 minutos.

Para a PCR, as condi¢des de reacao foram as seguintes: tampao da Taq 1X, 0,8 200 uM
de cada dNTP, 0,25 uM de cada primer para o CIRP-b e 0,5 uM de cada primer para os
demais genes, 1 Ul de Tag DNA polimerase Platinum (Invitrogen™), 1 mM de MgCI2 para
BCL-2, HSP-70 e CIRP-b, 1,5 mM de MgCI2 para o ATP8A1 e 2 mM de MgCI2 para os
genes Actina, ACAT-2, BAX, GAPDH, MnSOD, 1 uL de cDNA para cada gene.
Determinou-se a temperatura de anelamento e a quantidade de ciclos para a fase
exponencial da amplificagdo para cada gene e estes se encontram na Tabela 2. Todas
as reacoes utilizaram 94 °C por 4 min para desnaturagao inicial seguido de amplificagao
com 94 °C por 40s, temperatura de anelamento por 40 s, 72 °C por 1min, com extensao
final de 5 min a 72 °C no termociclador Mastercycler Eppendorf Gradient e PXE 0,5
Thermo Electron Corporation. O numero de ciclos utilizados para cada gene encontra-se
na Tabela 2.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8%,

corados com Brometo de Etidio a 10 mg/mL e visualizados em fotodocumentador.

A quantificagao relativa dos transcritos foi determinada por densitometria pelo programa

Image J, versao 1.36b, utilizando os genes Actina e GAPDH como constitutivos.
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Tabela 2: Sequéncias e condi¢cdes de reacdo dos primers utilizados no experimento.

Temperatura NP
Gene Primer (5’-3’) Fragmento Anel(a:gento ciclos
Actina [ 3 TATTeCTsCoCTCaToqT S T
GaPDH DEISONTICONOTIOONSE iy &7 @
CRPb  FIUSACCCTOOTION  aeepn 54 40
MnSOD FSSCONGMICCTTICTMCOTSS a0 55 %2
ATPBAT [ 3ACNCAIIGCACCSTIMCICS  pg1pn 56 3
HSP70  FSSMONTOACONTOACOMOSY  g3ep s a7
AcAT2 [INCTECIICBATCTONS  gs3py  se 2
Bax  LOTNTNCONCINS gy s a2
BCL-2 F: 5 ATJACTTCTCTCggCgCTA 3’ 184 pb 50 45

R: 5 TTJACQCTCTCCACACACA 3’

CIRP-b = Cold Inducible RNA-binding Protein B; MnSOD = Magnésio Superéxido Desmutase; ATP8A1T =
Chromaffin Granule ATPase Il; HSP-70 = Heat Shock Protein 70; ACAT-2 =
Acetyltransferase 2; Bax = B-cell Lymphoma Protein 2 Associated Protein X; BCL-2 = B-cell Lymphoma

Protein 2; genes constitutivos: Actina e GAPDH = Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

Acetyl-Coenzyme-A
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6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL da PIV

O seguinte organograma foi realizado, por réplica:

Puncao
Ovarios

Rastreamento ovocitos | —p» Selegéo ovocitos

- /)
e

D6.5eD7.5
Grupo Controle
Grupo Vitrificagao

Experimento |
PIV de embrides

(T1,T2,T3)
Experimento Il Experimento Il
Criopreservagdo dos embribes Avaliagdo Expressao de Genes
Avaliagdo 24, 48 e 72h Congelamento (-80°C)
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Experimento |: Produgao in vitro de embridoes bovinos com suplementagcao de

diferentes fontes protéicas durante a MIV e o CIV.
Foram maturados, fecundados e cultivados in vitro 2.171 ovdcitos grau | e Il, oriundos de
14 manipulagdes. Em cada réplica, os CCOs foram distribuidos nos trés tratamentos
propostos (71, T2 e T3).
Verificou-se em D2 (48h pi) a taxa de clivagem e em D6,5 (156h pi), D7,5 (180h pi) e D8,5

(204h pi), a taxa de blastocistos.

Experimento Il: Avaliagcdao da criotolerancia dos embrides bovinos produzidos em

condic¢oes diferentes quanto ao tipo de proteina.

Os blastocistos (BL com blastocele > 60%) e blastocistos expandidos (BX) classificados
como grau | e Il em D6,5 e/ou D7,5 foram subdivididos proporcionalmente em dois

grupos: o grupo Controle e o grupo Vitrificacdo, perfazendo um total de 507 embribes.

Apos a vitrificagao/desvitrificagdo, as estruturas foram avaliadas as 24, 48 e 72 horas
quanto a capacidade de re-expansao e eclosdo. Durante os processos de vitrificacao e

desvitrificacdo, o grupo Controle foi retirado da estufa, permanecendo em placa

aquecedora o mesmo periodo de tempo em que o grupo Vitrificacdo foi manipulado.

Experimento lll: Avaliagdo da expressdao génica em embrides cultivados com

diferentes suplementagoes protéicas.

Nos embrides de cada tratamento foi avaliada a expressdo dos genes Magnésio
Superoxido Desmutase (MnSOD), B-cell Lymphoma Protein 2 Associated Protein X (Bax),
B-cell Lymphoma Protein 2 (BCL-2), Heat Shock Protein 70 (HSP-70), Cold Inducible
RNA-binding Protein B (CIRP-b), Acetyl-Coenzyme-A Acetyltransferase 2 (ACAT-2) e
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Chromaffin Granule ATPase Il (ATP8A1). Para normalizagcdo dos dados, foram utilizados

os genes constitutivos Actina e GAPDH.

A técnica usada para extragdo do RNA foi do Trizol Reagent® modificada e na

quantificacéo da expressao dos genes, a técnica do RT-PCR semi-quantitativo.

Para cada tratamento, foram utilizados 04 (quatro) pools com 09 (nove) embrides BE de
D8,5 (204h pi), de réplicas diferentes.
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7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados relativos a taxa de clivagem e producao de blastocistos foram analisados pelo
teste Chi-quadrado (x?) e os dados relativos a observacao de re-expanséo e eclosdo dos
blastocistos vitrificados comparados ao grupo controle, analisados através do Modelo
Linear Generalizado (McCULLAGH & NELDER, 1989), segundo a teoria da Razao de
Verossimilhanga (que generaliza o teste de Chi-quadrado [x?]) baseado no método da
Quase-verossimilhnanga (o qual corrige a superdispersdo presente nas proporgdes),
utilizando o programa R, versdes 2.4.0, 2006 e 2.7.0, 2008. O nivel de significancia

considerado foi de 5%.

Os dados da expressao génica foram comparados pelo teste t de Student para dados
parameétricos ou teste de Mann-Whitney para dados nao-paramétricos, utilizando o
programa Prophet (BBN Systems and Technologies), versao 5.0, 1996. Os resultados

foram expressos em Média + S.E.M..
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8. RESULTADOS

No experimento |, foram realizadas 14 repeti¢des, totalizando 2.7171 ovécitos distribuidos

simultaneamente nos distintos tratamentos, que resumidamente sdo: 11 -
suplementacdo com SFB; T2 — suplementagdo com BSA; 73 — suplementacgéo inicial com
BSA e final com SFB.

Os dados relativos a PIV de acordo com os tratamentos sdo apontados na Tabela 3.
Pode-se observar que a taxa de clivagem foi semelhante (P=0.877) entre os tratamentos.
Entretanto, o cultivo suplementado apenas com BSA (T2) e o de suplementagao inicial
com BSA e final com SFB (T3) tiveram efeito na velocidade de desenvolvimento e na
quantidade de producdo dos embrides, visto que estes dois tratamentos apresentaram
menor (P<0.001) porcentagem de blastocistos em D6,5 (156h pi), D7,5 (180h pi), D8,5

(204h pi) em relagdo ao grupo controle (T1) cultivado na presenca de SFB.

Tabela 3: Avaliagdo do efeito do tratamento na producéo de blastocistos, baseado na clivagem
(D2 - 48h pi) e na taxa de blastocisto em D6,5 (156h pi), D7,5 (180h pi), D8,5 (204h pi).

Tratamento U %% Clivagem (%) 156h pi Blas't1° z;:(i)tﬁ jof'%) 204h pi
T 584 447 (76,54 193 (33,05) 238 (40,757 238 (40,75)°
T2 806 609 (75567 83 (10,30 169 (2097) 216 (26,80)°
T3 781 589 (75427 124 (1588) 179 (2202 181 (23,18)°

a b Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.001), pelo Modelo Linear
Gereralizado, assumindo distribuicdo Binomial e fungéo de ligacao Logit.

Como medida de avaliagdo morfolégica, os embrides produzidos em meios
suplementados com SFB (T1 e T2) apresentavam coloragdo mais escura aos produzidos
em meio com BSA (T2).
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No teste de criotolerancia, experimento I, cerca de 50% dos embrides (BL e BX) foi

vitrificado pelo método da OPS, descongelado, retornando entdo para os respectivos
ClV, e sendo observados em horarios pré-determinados (24, 48 e 72 horas pos-
vitrificagdo), enquanto os demais 50% dos embrides permaneceram como controle,

observando e comparando o comportamento nos mesmos periodos.

Para esta analise, foram consideradas re-expansdo e eclosao das estruturas analisadas
como parametro de avaliagdo, mediante os fatores fratamento (T1 vs. T2 e T3), grupo (C
vs. V), estagio embrionario (BL vs. BX), tempo (D6,5 vs. D7,5). A despeito da produgao

de embrides entre os tratamentos em questao e para qualquer desses fatores, € possivel

notar que as estruturas de todos os tratamentos tenderam a diminuir a taxa de re-

expansédo e aumentar a taxa de ecloséo ao longo do periodo de ressalva.

Para tanto, observa-se na Figura 3 o comportamento geral (média das proporgdes entre
os fatores avaliados) dos embrides frente aos diferentes tratamentos quanto as

proporcdes de re-expansao e eclosao.

Re-expansio Eclosio
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Figura 3: Comportamento geral dos embrides PIV, nos diferentes tratamentos (71, T2, T3),
quanto a re-expansao e eclosdo, observadas as 24, 48 e 72 horas apds vitrificacdo e

desvitrificacdo. Pontos marcados com seta amarela diferem significantemente (P<0.05).

Quanto a re-expanséo, T1 e T2 apresentaram pouca variagao entre 24-48-72 horas, sem
diferenca significativa entre si (P=0.384, 0.591, 0.946 — respectivamente para 24, 48, 72

horas), embora o T2 tenha apresentado um declinio no periodo final (72h), isto ndo foi
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considerado significativo. No T3, proporcionalmente, essa taxa foi muito inferior aos
demais tratamentos, apresentando diferenga significante (P<0.001) em relagdo ao T1 e

T2 (em todos os horarios de avaliagao.

Ja para taxa de ecloséo, néo houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0.05).

O T2, no periodo entre 48 e 72 horas tendeu a diminuir e o T3 apresentou taxas

inferiores, mas nao diferiram do tratamento controle (T1).

Na averiguacdo do comportamento dos embrides dos grupos Controle (C) e Vitrificado
(V), vé-se na Figura 4 que houve diferenca marcante (P<0.001) entre eles, nos trés
tratamentos. Para re-expansao, houve diferenga em todos os periodos observados. Para
eclosdo, houve semelhanca (P>0.05) entre os tratamentos as 24h, com baixos indices da
taxa de ecloséo tanto do grupo C como do grupo V. Nos horarios subsequentes, quando
aumentaram o numero de eclosdes, os embrides do grupo C mostraram diferencga

significativa (P<0.001) superior em relagao aos do grupo V.
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Figura 4: Comportamento geral dos embrides dos grupos Controle (C) e Vitrificado (V), quanto a
re-expansdo e eclosao, observadas as 24, 48 e 72 horas apo¢s vitrificagdo e desvitrificagao.
Pontos marcados com seta amarela diferem significantemente (P<0.001).

Diante dos dados da Tabela 4, vé-se que os grupos C nao apresentaram diferenca
(P>0.05) quando comparados entre si, independente do tratamento. Todavia, no grupo V,
a re-expansdo do T3 mostrou diferengca significante (P<0.001) com os outros

tratamentos, em todos os momentos; para taxa de eclosdo, as 24 horas, nao houve

diferenga entre os trés tratamentos (P>0.05); mas nos horarios subseqlientes T3

50



novamente diferiu de forma significativa (P<0.001). Os T1 e T2 sdo semelhantes entre si,

tanto no grupo C como no grupo V (P>0.05).

Tabela 4: Taxa de re-expanséao e eclosdo dos embrides dos grupos Controle (C) e Vitrificado (V)
as 24-48-72 horas ap0s a vitrificagao, produzidos em diferentes tratamentos (T1, T2, T3).

N 24h pos-vitrificagado ( %) 48h pos-vitrificagado ( %) 72h pés-vitrificagao ( % )
Tratamento — - = = = =
Total Re-expanséo Ecloséo Re-expansao Eclosao Re-expanséao Eclosao
T1 Cc 101 99 (98,02) 29 (28,71)* 98 (97,03)* 63 (62,38)° 97 (96,04 77 (76,24)*
V. 102 70 (68,63)° 10 (9,80)° 68 (66,67)° 25 (24,51)"° 64 (62,75 33 (32,35)"°
T2 Cc 79 79 (100,00)* 23 (29,11)* 77 (97,47 45 (56,96)* 77 (97,47)* 51 (64,56)
Vv 78 47 (60,26)° 7 (8,97) 48 (61,54 19 (24,36)° 47 (60,26)° 22 (28,21)"
T3 (o 72 70 (97,22)° 14 (19,44) 67 (93,06 38 (52,78)* 65 (90,28)° 53 (73,61)*

V 75 28 (37,33 2 (2,67) 27 (36,00 7 (9,33° 25 (33,33 10 (13,33)°

ab.¢ Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.001).

Para melhor ponderagao da resposta dos tratamentos quanto a criotolerancia, avaliaram-
se 0s mesmos parametros quanto aos estagios embrionarios escolhidos (BL e BX),
intuindo observar a diferenga de comportamento dessas duas fases, sob as atuais

condigdes.

Nota-se na Figura 5 que a re-expansdo de embrides BX foi superior aos embrides em
estagio de BL (P=0.039) apenas ao fim do periodo de observacao (as 72 horas), mas néo
foi significativamente diferente nos periodos anteriores (P>0.05). Em estagio BL, o indice
de re-expansao diminuiu progressivamente entre 24-48-72 horas da observacgao; os BX
aumentaram a re-expanséao entre 24 e 48 horas, diminuindo-a entre 48 e 72 horas, mas
nao de forma significativa (P<0.05) entre si. Quanto a eclosdo, os embrides BX
apontaram maior e significativa taxa (P<0.001) em relagao os BL, durante todo o intervalo

ressaltado.

Os embrides BL e BX do grupo C nao diferiram (P>0.05) entre eles, quanto a faxa de re-
expansdo, em qualquer dos periodos e/ou tratamentos observados. Entretanto, os
embrides BL do T2 tiveram taxa superior as de T1 e T3, e os BX do T1 re-expandiram
mais que os de T2 e T3; os dados de BL do T2 e BX do T1, n&o diferem entre si (P>0.05)
— (Tabela 5).
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Figura 5: Comportamento geral dos estagios dos embrides submetidos ao processo de
criopreservagao. Avaliacdo quanto a re-expansao e eclosio, observadas as 24, 48 e 72 horas
apos vitrificacado e desvitrificacdo. Pontos marcados com seta amarela diferem significantemente
(considerando P<0.05 para re-expanséao e P<0.001 para eclosao).

Tabela 5: Taxa de re-expansao e eclosdo dos embrides BL e BX, dos grupos Controle (C) e
Vitrificado (V), as 24-48-72 horas ap0s a vitrificacao, produzidos nos diferentes tratamentos (T1,

T2, T3).
Estigio Tratamento N 24h pés-Yitrificagéo ( ‘jA ) 48h pés-vjtrificagéo ( ‘~Vo ) 72h pés-vjtrificagéo ( i% )
Total Re-expansio Eclosao Re-expansao Eclosao Re-expansao Eclosao
Cc 38 38 (100,00) 3 (7,89 37 (97,37 17 (44,74) 36 (94,74 24 (63,16)°
T
‘g \' 21 21 (53,85)° 0 (0,00)¢ 20 (51,28)° 0 (0,00) 17 (43,59)° 5 (12,82)
8
kS Cc 32 32 (100,00) 2 (6,25)° 30 (93,75 12 (37,50)° 31 (96,88)* 16 (50,00)°
o T2
(1] v 23 23 (71,88)° 0 (0,00) 23 (71,88)° 8 (25,00)° 22 (68,75)° 9 (28,13)°
)
Q
T3 Cc 32 32 (94,12) 1 (2,94) 29 (85,29 11 (32,35)° 28 (82,35 20 (58,82)°
\' 13 13 (39,39) 0 (0,00)¢ 10 (30,30)° 0 (0,00) 9 (27,27)° 3 (9,09)
Q C 61 63 (96,83)* 26 (41,27 61 (96,83)* 46 (73,02)* 61 (96,83)° 53 (84,13)
S ¥
.g \' 49 63 (77,78)° 10 (15,87)° 48 (76,19 25 (39,68)° 47 (74,60)° 28 (44,44)°
§
P 47 47 (100,00)* 21 (44,68)* 47 (100,00)* 33 (70,21) 46 (97,87 35 (74,47)
X T2
"g \'} 24 46 (52,17)° 7 (1522 25 (54,35 11 (23,91) 25 (54,35)° 13 (28,26)°
k7
§ Cc 38 38 (100,00)* 13 (34,21)* 38 (100,00)® 27 (71,05) 37 (97,37 33 (86,84)
17 T3
% \'} 15 42 (35,71)° 2 (4,76)° 17 (40,48)° 7 (16,67)° 16 (38,10)° 7 (16,67)°

abede Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.05).
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Na mesma tabela, observando-se a taxa de eclosdo, nota-se também que ndo houve

diferenga entre os BL e BX do grupo C em todo o intervalo e tratamentos (P>0.05). No
grupo V, os BL do T2 e BX do T1, mostraram-se novamente superiores aos dos demais
tratamentos, as 48 e 72 horas (P<0.05). Todavia, os BX apresentaram maior indice de
eclosdo, comparando-se tratamentos e estagios embrionarios, ao final do periodo de

avaliacao.

Para obtencdo de maior numero de embrides nos estagios de BL elou BX, o
procedimento de vitrificacdo foi realizado em dois dias (D6,5 e D7,5) da idade dos
embrides, para cada manipulagao (Figura 6) — dai, o alcance do fator tempo com esses

parametros.

No geral, embrides que alcangaram os estagios BL e/ou BX em D6,5 apresentaram

maiores taxas de re-expansao e eclosdo em comparagao aos de D7,5. Entretanto, para

re-expansdo nao ocorreu diferenca significativa (P>0.05), mas a taxa de eclosdo dos
embrides de D6,5 foi significantemente superior as 72 horas (P=0.042), em relagdo aos
de D7,5.
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Figura 6: Comportamento geral dos embrides submetidos a criopreservacado em dias diferentes
(D6,5 — 156h pi e D7,5 — 180h pi), quanto a re-expansao e eclosio, observadas as 24, 48 e 72
horas apods vitrificagdo e desvitrificagdo. Ponto marcado com seta amarela difere
significantemente (P=0.042).

A Tabela 6, da mesma maneira que os outros fatores, mostra que nao houve diferenca
(P>0.05) entre grupos C, nos dias 6,5 e/ou 7,5, independente do tratamento, para re-
expansaédo e eclosdo. Todavia, analisando os grupos V quanto a re-expansdo, o T3 foi

inferior significantemente (P<0.001) nos trés periodos averiguados, sendo que T1 e T2
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foram semelhantes (P>0.05). Quanto as taxas de eclosdo, em 24h pos-vitrificacéo,
embrides do T1 de D7,5 apresentaram superioridade em aos demais, seguidos dos
embrides de D6,5 do T2, mas estes nao foram significantemente distintos entre si
(P<0.05); as 48 e 72 horas, somente o T3 mostrou diferenga significativa (P<0.001) com

os outros tratamentos, os quais foram semelhantes entre si (P>0.05).

Tabela 6: Taxa de re-expansao e eclosdo dos embrides em D6,5 e D7,5, dos grupos Controle (C)
e Vitrificado (V), as 24-48-72 horas apos a vitrificagado, produzidos nos diferentes tratamentos (T1,

T2, T3).

———— ————— ——
DIA  Tratamento N Total 24h poés v[trlflcagao( f)) 48h poés v~|tr|f|cagao( N/o) 72h pos v~|tr|f|ca§ao(~/o)
BLeBX Re-expansio Eclos3o Re-expansio Eclos3o Re-expansio Eclos3o
c 57 56 (98,25)° ; (28,07)° 56 (98,25 37 (64,91 56 (98,250 48 (84,21)
T
= v 65 45 (69,23 2 (3,08)° 42 (64,62)° 14 (21,54 39 (60,00 19 (29,23)°
Q)
5 :
0 33 33 (100,000 , (36,367 33 (100,007 20 (6061 32 (96,97 22 (66,67)
N T2
) \" 36 22 (61,11)" 5 (13,89 23 (63,62 11 (30,56)° 23 (63,89)° 11 (30,56)°
©
Q
13 C 35 34 (97,147 6 (17,14F 34 (97,14F 21 (60,00 34 (97,14 29 (82,86)
v 39 15 (38,46)° 1 (2,56 14 (3590° 5 (12,82° 13 (33,33 7 (17,95)F
(o] 44 43 (97,73) ; (29,55)* 42 (95,45 26 (59,09) 41 (93,18 29 (65,91)°
T
= v 37 25 (67,57 8 (21,6207 26 (70,27)° 11 (29,73)° 25 (67,57)° 14 (37,84)
Q)
S 1
D c 46 46 (100,007 . (2391 44 (95657 25 (54,35) 45 (97,837 29 (63,04)
< T2
0| v 42 25 (59,52 2 (4,76)° 25 (59,52)° 8 (19,05 24 (57,14 11 (26,19)°
N
Q
3 c 37 36 (97,30 8 (21,620 33 (89,19° 17 (4595 31 (83,78)* 24 (64,86)
\" 36 13 (36,11)° 1 (2,78) 13 (36,11)° 2 (5,56) 12 (33,33 3 (8,33)F

k¢ Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.001).

De todos os resultados obtidos e aqui apresentados, pode-se concluir que houve
interacao dos diferentes tipos de fontes protéicas utilizadas nos tratamentos sobre a
criotolerancia dos embrides bovinos PIV. A despeito da melhor produg¢ao de blastocistos,
em termos de quantidade no T1 (produgdo com SFB), ndo mostrou embrides menos
resistentes ao processo de criopreservacao pela vitrificacdo, em comparados ao T2
(suplementacédo com BSA). Fato que, todavia, ndo aconteceu com o T3 (suplementado
com BSA e SFB). Dentro dos parametros propostos para avaliagdo — re-expansao e
eclosdo dos blastocistos, o grupo Controle foi muito superior ao grupo Vitrificado; os
embrides BX mostraram melhores taxas; e os embrides de D6,5 — ao final do periodo de

observagao — apresentam vantagem sobre os demais.
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Os dados que originaram as tabelas que foram utilizadas para estas comparagdes
agrupadas podem ser confirmados nas Tabelas 7 — 12.

Tabela 7: Taxas de re-expansdo em 24 horas de observacido apés criopreservacao. Diferenca
dos embrides dos grupos Controle (C) e Vitrificado (V), em distintos estagios de desenvolvimento
(BL e BX) e idade (dias D6,5 e D7,5), produzidos em diferentes tratamentos (T1, T2, T3).

Blastocitos (BL) Blastocisto Expandido (BX)
£| Tratamentos [N re-expandido/N Total (%)] [N re-expandido/N Total (%)]
§ D6,5 D7,5 D6,5 D7,5
o T4 C 24/24 (100)* 14/14 (100)? 32/33 (96,97)* 29/30 (96,67)°
'8 \"/ 17/29 (58,62)°  4/10 (40,00)° 28/36 (77,78)° 21/27 (77,78)°
c
8 T2 C 13/13 (100)® 19/19 (100)? 20/20 (100)® 27127 (100)°
5 \"/ 10/15 (66,67)° 13/17 (76,47)° 12/21 (57,14)>  12/25 (48,00)°
Q
(14 T3 C 17/18 (94,44 15/16 (93,75)° 17/17 (100)° 21/21 (100)®

\'") 7/19 (36,84)° 6/14 (42,86)° 8/20 (40,00)° 7/22 (31,82)°

k¢ Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.001).

Tabela 8: Taxas de re-expansdo em 48 horas de observagdo apos criopreservagao. Diferenga
dos embrides dos grupos Controle (C) e Vitrificado (V), em distintos estagios de desenvolvimento
(BL e BX) e idade (dias D6,5 e D7,5), produzidos em diferentes tratamentos (T1, T2, T3).

Blastocitos (BL) Blastocisto Expandido (BX)
£| Tratamentos [N re-expandido/N Total (%)] [N re-expandido/N Total (%)]
g D6,5 D7,5 D6,5 D7,5
o T4 C 24/24 (100)® 13/14 (92,86)° 32/33 (96,97)* 29/30 (96,67)°
’g \") 16/29 (55,17)°  4/10 (40,00)° 26/36 (72,22)° 22/27 (81,48)°
c
8 T2 C 13/13 (100)° 17/19 (89,47)® 20/20 (100)® 27/27 (100)*
é \) 10/15 (66,67)° 13/17 (76,47)° 13/21 (61,90)* 12/25 (48,00)°
Q
14 T3 C 17/18 (94,44 12/16 (75,00)? 17/17 (100)° 21/21 (100)®

\"/ 6/19 (31,58)° 4/14 (28,57)° 8/20 (40,00)° 9/22 (40,91)°

b ¢ Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.001).

Tabela 9: Taxas de re-expansdo em 72 horas de observagao apods criopreservagao. Diferenga
dos embrides dos grupos Controle (C) e Vitrificado (V), em distintos estagios de desenvolvimento
(BL e BX) e idade (dias D6,5 e D7,5), produzidos em diferentes tratamentos (T1, T2, T3).

Blastocitos (BL) Blastocisto Expandido (BX)

= Tratamentos [N re-expandido/N Total (%)] [N re-expandido/N Total (%)]
~ D6,5 D7,5 D6,5 D7,5
'; T1 C 24/24 (100)® 12/14 (85,71)® 32/33 (96,97)* 29/30 (96,67)°
'8 \') 14/29 (48,28)°  3/10 (30,00)° 25/36 (69,44)° 22/27 (81,48)°
c
S T2 C 12/13 (92,31)? 19/19 (100)? 20/20 (100)*  26/27 (96,30)°
:1; \") 10/15 (66,67)° 12/17 (70,59)° 13/21 (61,90)*  12/25 (48,00)°
[0)
@ T3 C 17/18 (94,44 11/16 (68,75)° 17/17 (100)*  20/21 (95,24)°

\'"/ 5/19 (26,32)° 4/14 (28,57)° 8/20 (40,00)° 8/22 (36,36)°

ab ¢ d Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.001).
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Tabela 10: Taxas de eclosdo em 24 horas de observagao apos criopreservacdo. Diferenga dos

embrides dos grupos Controle (C) e Vitrificado (V), em distintos estagios de desenvolvimento (BL

e BX) e idade (dias D6,5 e D7,5), produzidos em diferentes tratamentos (T1, T2, T3).

Blastocitos (BL) Blastocisto Expandido (BX)
Tratamentos [N eclodido/N Total (%)] [N eclodido/N Total (%)]
= D6,5 D7,5 D6,5 D7,5
< T1 C 1/24 (417)° 2/14 (14,29)® 15/33 (45,45)* 11/30 (36,67)
c; \") 0/29 (0,00)° 0/10 (0,00)° 2/36 (5,56)° 8/27 (29,63)°
ug
g T2 C 2/13 (15,38)? 0/19 (0,00)° 10/20 (50,00)* 11/27 (40,74)
IL’ \' 0/15 (0,00)° 0/17 (0,00)° 5/21 (23,81)° 2/25 (8,00)°
T3 C 1/18 (5,56)° 0/16 (0,00)° 5/17 (29,41)°  8/21 (38,10)°
\' 0/19 (0,00)° 0/14 (0,00)°

1/20 (5,00)°

1/22 (4,55)°

ab.¢ Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.001).

Tabela 11: Taxas de eclosdo em 48 horas de observacado apods criopreservacgio. Diferenga dos
embrides dos grupos Controle (C) e Vitrificado (V), em distintos estagios de desenvolvimento (BL

e BX) e idade (dias D6,5 e D7,5), produzidos em diferentes tratamentos (T1, T2, T3).

Blastocitos (BL)
[N eclodido/N Total (%)]

Blastocisto Expandido (BX)
[N eclodido/N Total (%)]

D6,5

D7,5

D6,5

D7,5

Tratamentos
» C
()
< T1
o \')
lg C
O
E T2 Y,
C
T3 Vv

12/24 (50,00)*

0/29 (0,00)°

6/13 (46,15)°
5/15 (33,33)°

8/18 (44,44)°
0/19 (0,00)°

5/14 (35,71)°
0/10 (0,00)°

6/19 (31,58)°
3/17 (17,65)°

3/16 (18,75)°
0/14 (0,00)°

25/33 (75,76)°
14/36 (38,89)°

14/20 (70,00)*
6/21 (28,57)°

13/17 (76,47)°
5/20 (25,00)°

21/30 (70,00)?
11/27 (40,74)°

19/27 (70,37)°
5/25 (20,00)°

14/21 (66,67)°
2/22 (9,09)°

ab e d Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.001).

Tabela 12: Taxas de eclosdo em 72 horas de observagao apés criopreservacgao. Diferenga dos

embrides dos grupos Controle (C) e Vitrificado (V), em distintos estagios de desenvolvimento (BL

e BX) e idade (dias D6,5 e D7,5), produzidos em diferentes tratamentos (T1, T2, T3).

Blastocitos (BL)
[N eclodido/N Total (%)]

Blastocisto Expandido (BX)
[N eclodido/N Total (%)]

D6,5

D7,5

D6,5

D7,5

Tratamentos
~ C
N
~ T1
o Vv
B
o C
= T2
u‘j \"
C
T3 Vv

18/24 (75,00)°
5/29 (17,24)°

8/13 (61,54)°
5/15 (33,33)°

14/18 (77,78)
2/19 (10,53)°

6/14 (48,86)°
0/10 (0,00)°

8/19 (42,11)
4/17 (23,53)°

6/16 (37,50)°
1/14 (7,14)

30/33 (90,91)°
14/36 (38,89)°

14/20 (70,00)°
6/21 (28,57)°

15/17 (88,24)°
5/20 (25,00)°

23/30 (76,67)°
14/27 (51,85)°

21/27 (77,78)°
7/25 (28,00)°

18/21 (85,71)°
2/22 (9,09)°

ab.ed Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.001).



No experimento Ill, o efeito dos tratamentos na

expressdao de genes foi avaliado. Os genes
selecionados para esse estudo foram: Bax,
BCL-2, Mn-SOD, HSP-70, CIRP-b, ACAT-2 e
ATP8A1. Os produtos amplificados desses

genes s&o exibidos na Figura 10.

A expressdo do gene BCL-2 foi detectada em
apenas um pool de embrides do T1, nao

podendo, portanto, ser quantificada.

A quantidade relativa de RNAm para os genes
MnSOD, ATP8A1 e CIRP-b néo diferiu entre os
tratamentos (P<0.05) — Figura 7.

Figura 7: Quantidade relativa de RNAm (média +
S.E.M.) dos genes Magnésio Superoxido
Desmutase (MnSOD), Chromaffin Granule ATPase
Il (ATP8A1) e Cold Inducible RNA-binding Protein B
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(CIRP-b) em embrides eclodidos (4 pools com 9 BE, cada) em D8, cultivados nos diferentes
tratamentos (T1=SFB; T2=BSA; T3=BSA+SFB). Nao houve diferenca significativa entre os

grupos (P<0.05).

Na expressao dos genes Bax e HSP-70 (Figura 8), observaram-se maior quantidade de

transcritos no T2. Nao houve diferenca significativa (P<0.05) dos T2 e T3, comparados

ao T1, mas ocorreu diferenga entre T2 e T3 no aparecimento de Bax (P=0.047) e HSP-70

(P=0.021).
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Figura 8: Quantidade relativa de RNAm
(média £+ S.E.M.) do gene B-cell Lymphoma
Protein 2 Associated Protein X (Bax) e Heat
Shock Protein — 70 (HSP-70) em embrides
eclodidos (4 pools com 9 BE, cada) em D8,
cultivados nos  diferentes tratamentos
(T1=SFB; T2=BSA; T3=BSA+SFB). = *
Diferentes sobrescritos diferem
significantemente (P<0.05).
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Para o gene ACAT-2, a expressao foi semelhante (P<0.05) para T1 e T3. Uma vez que

apresentou maior quantidade em T2, esta foi diferenciada significantemente entre T1

(P=0.057) e T2 (P=0.029) — Figura 9.

04

0z

Quantidade relativa de RNAm
o

0 SFB BSA BSA + SFB

ACAT2

Figura 9: Quantidade relativa de RNAm (média
+ S.E.M.) do gene Acetyl-Coenzyme A Acetyl-
Transferase 2 (ACAT-2) em embrides
eclodidos (4 pools com 9 BE, cada) em D8,
cultivados nos diferentes tratamentos (T1=SFB;

T2=BSA; T3=BSA+SFB). >" Diferentes sobrescritos diferem significantemente (P<0.05).
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose, representando os amplicons dos genes avaliados
neste estudo (4 pools, com 9 BE de D8,5, para cada tratamento [T1, T2, T3]).
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9. DISCUSSAO

No estudo presente, os efeitos do SFB sendo substituido total ou parcialmente pela BSA-
faf durante a PIV de embrides bovinos, nos meios de maturagcdo e cultivo, foram
investigados quanto a quantidade na produgéo de blastocistos e em termos de diferentes

procedimentos avaliadores da qualidade embrionaria.

Além da taxa de produgao de blastocistos, um dos parametros adotados para avaliagao
da qualidade dos embrides produzidos nos diferentes tratamentos, foi o teste da
criotolerancia. Outro, foi avaliar a possivel diferenga na expressdo de genes que cada um

dos tratamentos pode vir a gerar nos embrides.

Os resultados obtidos no experimento | mostraram que a presenca de SFB na PIV (T1)

produz mais cedo, maior quantidade de blastocistos. Esses dados concordam com o
descrito por OLIVEIRA et al. (2006), os quais mostraram que a suplementagdo com soro
tanto durante a maturacdo como no cultivo foi capaz de modificar a cinética do
desenvolvimento embrionario significativamente, e a auséncia do soro durante a MIV-FIV
aumentou a duragao do primeiro e quarto ciclo celulares. O que também vai ao encontro
dos dados resultantes do T3, que obteve adicdo de SFB no CIV final, apresentando taxas
de blastocistos inferiores e embrides tardios em atingir tal estagio. No mesmo sentido,
LONERGAN e colaboradores (2006) também dizem que a adicdo de soro ao meio de
cultivo aumenta a velocidade de desenvolvimento manifestada entre o espaco de

compactagao de uma morula normal e a aparéncia precoce de blastocisto.

Quanto ao T2, suplementado com BSA-faf, os resultados descobertos reforgam os
encontrados por WANG et al. (1997) e OLIVEIRA et al. (2006), em que meios
suplementados somente com BSA produziram maior quantidade de moérulas e menor

porcentagem de blastocistos, bem como menor eclodibilidade dos mesmos, em relagao
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aos meios que continham SFB em todo o cultivo ou de forma sequencial, isto €, presente
somente nos estagios mais tardios (apds 72h pi). Neste presente estudo, a quantidade de
morulas obtidas em T2 foi superior as de T1 e T3 nos dias de observagédo. Em D6,5:
T1=10,96%, T2=16% e T3=12,03%. Em D7,5: T1=5,31%, T2=14,52% e T3=8,19%. Em
D8,5: T1=4,79%, T2=10,67% e T3=5%.

Noutro estudo também comparando diferentes fontes de proteina durante MIV e CIV,
WRENZYCKI et al. (2001) mostraram que a adicdo de SVE, BSA-v e PVA néo
apresentaram diferenca na taxa de clivagem (71,5%, 66,4% e 65%, respectivamente),
mas mostraram porcentagem de moérulas e de blastocistos, significantemente maior para
o0 meio suplementado com SVE (41% e 30%, respectivo para moérulas e blastocistos) do
que os meios adicionados de BSA-v (30% e 23,9%, respectivo para morulas e
blastocistos) e PVA (23,2% e 15,9%, respectivo para mérulas e blastocistos). Nos meios
com BSA-v e PVA, essa diferenca para os valores de obtencdo de blastocistos foi

significativa.

Embrides cultivados em meios simples ou compostos, quando transferidos para
receptoras, tém resultado em bezerros normais ao nascimento — o que indica que a
composi¢cao quimica pode nado ser o mais importante para o desenvolvimento
embrionario, podendo esta ser uma escolha empirica ou pessoal. Os resultados que a
equipe de WANG (1997) apresentou, mostram que o tipo de proteina que suplementa o
meio de cultivo influencia mais do que a sua composigéo. Portanto, a selegao quanto ao
tipo de proteina a se utilizar parece ser a grande consideragdo para a maximizagao da

PIV de embrides.

Este fato também é notado pelo trabalho de NEDAMBALE e colaboradores (2006), que
além de testarem a composicdo do meio e tipo de fonte protéica acrescido,
criopreservaram embrides bovinos e avaliaram a qualidade destes mediante a
sobrevivéncia apds a criopreservagao; neste caso, foi adicionado B-mercaptoetanol (B-
ME) aos meios de cultivo pds-congelamento. Concluiram que este suplemento foi
extremamente benéfico para embrides vitrificados, pois aumentaram sobrevivéncia, taxas

de eclosao e numero total de células dos mesmos.

A indefinicdo da composicdo e o comportamento bifasico que o SFB apresenta, induz a

duvidas permanentes quanto ao seu uso no sistema de PIV de embrides. A presencga de
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soro pode inibir estagios iniciais da clivagem, enquanto pode ter um efeito de aceleragao
nos estagios finais do desenvolvimento (WANG et al., 1997; RIZOS et al., 2003;
NEDAMBALE et al., 2006; SAGIRKAYA et al., 2007). Mas apesar disso, ha também
diferencas entre os lotes de BSA que podem tanto inibir como favorecer o
desenvolvimento do embrido cultivado in vitro (KESKINTEPE & BRACKETT, 1996).

ALl & SIRARD (2002) nao observaram diferenca na taxa de morula e de blastocisto de
ovaocitos maturados em meio SOF suplementados com BSA-v nas concentracdes 1, 8 e
20 mg/ml. A substituicdo do BSA-v pela BSA-faf no meio de maturagdo de ovdcito
melhorou a porcentagem de blastocisto (18,1 + 1,2% vs 26,6 + 2,7%, respectivamente). O
acréscimo de PVP-40 (34,6 + 0,8%) ao meio de maturagdo aumentou a taxa de
blastocisto quando se comparou com BSA-v (17,4 + 2,0%) e 10% de SFB (20,6 = 0,8%).
E ainda, ovdcitos maturados com BSA-v (44 £ 7,5%) tiveram menor porcentagem de
ovocitos em MIl, em relagdo ao grupo de ovdcitos maturados apenas em SOF (69 +
1,4%), SOF com PVP-40 (64 £ 3,2%) e com SOF suplementado com 10% de SFB (66 +
2,6%).

Estes ultimos dados concordam com ECKERT & NIEMANN (1995), que ndo encontraram
diferengas na taxa de maturacdo de ovoécitos quando utilizaram diferentes fontes
protéicas: BSA em diferentes concentragdes (1, 6 e 10 mg/ml), SVE e PVA, mas n&o com
MASTROMONACO et al. (2004), os quais verificaram diferenga na expulsdo do
corpusculo polar apés 22 horas de maturagdo quando se utilizou SFB (72,3 £ 2,33%) e
BSA-faf (58,6 + 2,7).

NEDAMBALE et al. (2004-b),usaram a BSA e o soro separadamente ou associados (uso
do soro no inicio, sendo depois substituido pela BSA). Neste, observou-se menores taxas
de eclosao e blastocistos expandidos, em D7, com menor numero de células na auséncia
do soro. Estas observagdes enfatizam o efeito benéfico do soro durante o estagio final do
desenvolvimento embrionario, citados por outros grupos de pesquisa e apdiam os
resultados desse estudo. Os autores ainda expdéem que o SFB no meio SOF durante todo
o cultivo embrionario induziu a formacado precoce de blastocisto, sem aumentar a

proliferacéo celular.

Nota-se, todavia, que grande parte dos trabalhos relatando produgao de blastocistos em

BSA semelhantes as de soro, incluiram suplementagao sérica (10%) na MIV, feeding com
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soro (5%) no CIV ou outros aditivos que nao fontes de proteina na MIV e/ou CIV para
incremento da mesma (CARNEGIE et al., 1999; YOTSUSHIMA et al., 2004; NEDAMBALE
et al., 2004-b e 2006; PALASZ et al., 2006; SAGIRKAYA et al., 2007). Este fato pode
explicar os baixos resultados que os nossos T2 e T3 apresentaram quanto a produgao de
blastocistos quando comparados ao T1, pois nao foram expostos ao SFB durante a MIV e
nenhuma suplementacao durante o CIV inicial, indicando que a adicdo de SFB apenas no
final do cultivo ndo influencia a producdo de blastocistos, ndo contribuindo para o

acréscimo na quantidade, por conseguinte.

Os muitos fatores envolvidos na composigdo do meio de cultura podem afetar a
viabilidade do embrido PIV de modo geral, como € amplamente reportado, e isto inclui
resisténcia aos métodos de criopreservagao e sobrevivéncia apds este procedimento.
Consequentemente, a velocidade de recuperagdo apdés o descongelamento pode
depender n&o apenas da integridade do embrido em si, mas também da natureza do
ambiente de cultivo apds este método (NEDAMBALE et al., 2006).

Embrides produzidos com suplementagcdo sérica possuem lipideos intracelulares
acumulados, comparados aos originados de meios livres de soro — 0s quais apresentam
melhor sobrevivéncia apods a criopreservacao (NEDAMBALE et al., 2004-b; MEN et al.,
2005; LONERGAN et al., 2006).

Uma vez que a criopreservagao € amplamente utilizada em embrides produzidos in vivo,
RIZOS et al. (2002-a) e LONERGAN et al. (2006) demonstraram que a cultura de zigotos
bovinos produzidos in vitro no oviduto de ovelhas pode aumentar drasticamente a sua

criotolerancia a um nivel similar aquela de embrides produzidos in vivo.

Até o momento, muitos esforcos tém sido feitos para a substituicdo de fontes protéicas
indefinidas por fontes definidas nos meios de cultivo para melhoria dos resultados apés a
criopreservagao de embrides PIV. Porém muitos desses dados nédo tem se mostrado

constantes.

Estudos propdem que a sobrevivéncia de embrides PIV cultivados em meios com SFB
possuem menor criotolerancia em relagdo aos cultivados em meios acrescidos de BSA ou
substituto sérico sintético (SSS) - (CARNEGIE et al., 1999; NEDAMBALE et al., 2004-b;
LONERGAN et al., 2006; SERAPIAO, 2006).
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NEDAMBALE et al. (2004-b) mostraram que o soro produziu embrides com menor
criotolerancia, mas maior numero de células em embrides eclodidos do que o meio com
BSA. Além do mais, os embrides oriundos do soro possuiam aparéncia mais escura,
indicando presencga de lipideos no citoplasma, que é considerado prejudicial para a
resisténcia a criopreservacdo. CARNEGIE et al. (1999) obtiveram taxas de eclosao muito
baixas quando cultivaram embrides em SVE (2,2 £ ,.2) e SSS (63,4 = 3,4). Por outro lado,
embrides suinos cultivados com soro tiveram maior sobrevivéncia apos passarem pelo

processo de vitrificagdo (MEN et al., 2005).

Este trabalho presente ndo mostrou diferenga entre embrides bovinos vitrificados dos
tratamentos cultivados somente com SFB ou BSA, quanto as taxas de expanséo e
eclosdo. Neste caso, a presenga ou auséncia total de soro (T1 e T2) nao interferiu na
criotolerancia dos embrides produzidos. No entanto, o tratamento que recebeu
suplementacao de SFB no CIV final (T3) apresentou menores indices de re-expansao no

final do periodo.

Na tentativa de melhorar a qualidade dos embrides PIV, com a idéia de a suplementacao
sérica nos estagios finais do desenvolvimento aumentaria a criotolerancia dos mesmos foi
instituido o T3. No entanto, adotou-se uma sequiencia de suplementacao diferente do que
utilizam em diversos sistemas: o suporte inicial de proteina, feito com soro, aqui foi
realizado com a BSA-faf. E ainda assim, a troca da suplementacéo protéica durante o
cultivo obrigou a manipulagado das estruturas num momento critico da divisao celular do
embrido (96h pi), ainda que rapida e planejada, podendo ter influenciado na obtengéo dos

baixos indices obtidos.

O fato da BSA nao possuir composig¢ao totalmente definida, sendo ainda um derivado
sérico, por ocorrer variagdes entre lotes do produto (KESKINTEPE & BRACKETT, 1996),
e ser um componente biolégico sujeito a contaminagdes (SERAPIAO, 2006), podem
justificar nao ter ocorrido diferenga nos resultados comparados ao SFB. Seu uso tem
originado opinides divergentes, levando a busca de suplementos — como horménios
sintéticos, a cisteina e o B-mercaptoetanol (B-ME) — que possam minimizar esses efeitos,
sem diminuir a variabilidade na produgdo de blastocistos (SERAPIAO, 2006 e
MEZZALIRA et al., 2006). Além do mais, o sistema utilizado foi o de co-cultivo, o qual

pode favorecer a re-estruturagcado dos embrides criopreservados (CARNEGIE et al., 1999),
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mas também pode influenciar negativamente no desenvolvimento no estagio inicial
(PINYOPUMMINTR & BAVISTER, 1991) — que pode ter sido o fator da baixa taxa de
producdo de blastocistos nos tratamentos suplementados com BSA-faf (T2 e T3).

Contudo, esta ultima opinido é amplamente discutida.

Um aumento da sobrevivéncia apds a criopreservagao tem sido alcangado com o uso de
estratégias, como a inducdo da expressao de proteinas relacionadas ao estresse (com a
elevada press&o hidrostatica), o enriquecimento dos meios com aditivos (B-ME, cisteina)
que aumentam a producédo de antioxidantes endogenos (citado por MEZZALIRA et al.,
2006).

Num estudo citado por DINNYES et al. (2006), descobriu-se que a adigdo de citocalasina-
b — um estabilizador de citoesqueleto, protege as estruturas microfilamentosas de
embrides suinos durante a criopreservagdo, o que aumentou significativamente o
desenvolvimento embrionario in vitro e in vivo apds o descongelamento. O grupo de
NEDAMBALE (2006) adicionou B-ME ao meio de cultivo destinado aos embrides bovinos
pos-criopreservados e verificaram que houve aumento significativo quanto a taxa de
expansao e eclosao, em relagdo ao grupo controle, independentemente do tipo de meio
de CIV adotado.

Este estudo nao avaliou nenhum outro tipo de suplementagcdo ao meio, se nao as fontes
protéicas necessarias para o desenvolvimento embrionario. Contudo, outras
caracteristicas foram observadas e podem ser adotadas quando se trata de melhorar
ferramentas de avaliacdo para a conservacdo dos embrides produzidos, tais como os

estagios e a idade do embrido.

Estudos criopreservando moérulas e blastocistos expandidos bovinos PIV, indicam
melhores resultados com blastocistos (PUGH et al., 2000 e citagdes de DINNYES et al.,
2006). Nao foram encontrados relatos de comparagdes entre dois estagios de
blastocistos (BL e BX). Os dados deste experimento mostraram que embrides BX
obtiveram melhores taxas de re-expansao e eclosdo, comparados aos do estagio de BL,
independente do tratamento utilizado. Provavelmente pelo fato de terem alcancado
primeiro um estagio mais avangado do seu desenvolvimento, indicando que possuem

mais competéncia, tém melhor qualidade.
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Alguns pesquisadores relataram que embrides no dia 7 toleram os tratamentos de
criopreservacdo melhor do que embrides nos dias 6 e 8 (HASLER et al, 1997,
MARKKULA et al., 2001), enquanto outros relatam que a idade do embrido a vitrificacdo
nao teve efeito na sobrevivéncia dos mesmos (MARTINEZ et al., 1998) — citados por
DINNYES et al., 2006. Outros resultados de prenhez (ZUCOLLOTO et al, 2003)
mostraram que embrides obtidos em D6 apresentaram taxas ligeiramente superiores aos
de D7, e estes apresentaram diferenca significativamente superior em relagcéo aos de D8.
Neste estudo, os embrides de D6,5 e D7,5 mostraram diferenga significativa quanto a
taxa de eclosado apenas as 72h, mas os embrides de D6,5 tiveram indices de re-expansao
e eclosao mais altos, podendo novamente relacionar a velocidade de desenvolvimento

com a qualidade do embrido.

A combinagdo dos dados do desenvolvimento (taxas de clivagem e formagédo de
blastocistos) e dados de biologia molecular qualitativa, como a abundancia relativa de
RNAmM em certos genes, poderiam oferecer uma idéia mais ampla das conseqiiéncias dos
tratamentos que antecedem ou sucedem a criopreservacdo. Além do mais, a analise das
diferengas de expressédo de genes também pode auxiliar na compreensao da tolerancia a
criopreservagao, que € dependente do estagio de desenvolvimento do embrido
(DINNYES et al., 2006), caracteristicas estas que foram confirmadas neste experimento,
uma vez que BL do T2 e BX do T1 mostraram melhores indices de recuperacdo apos

serem submetidos a vitrificagao.

Diversos autores afirmam que o ambiente de cultura pds-fecundacao pode ter um efeito
drastico no padrdao de expressdao de RNAm de muitos genes importantes para o
desenvolvimento embrionario (LONERGAN et al., 2006) e podem explicar a diferenga na
qualidade de cada embridao (RIZOS et al., 2002-a). Este fato confirma que, enquanto a
qualidade do ovocito € o principal determinante da taxa de blastocisto no sistema in vitro,
a condicado apos a fecundagao € o fator central que afetara a qualidade dos blastocistos
resultantes, usando a criotolerancia e o padréo genético como indices de mensuragao da
qualidade do embrido (RIZOS et al., 2002-a; LONERGAN et al., 2003 e TESFAYE et al.,
2007).

Estudos tém mostrado que o cultivo in vitro de embrido pode alterar o padrdo de
expressao de genes que estdo envolvidos na formagao de jungdes tipo gap das células,

na apoptose celular, no estresse oxidativo, no processo de diferenciacdo celular
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influenciando o desenvolvimento embrionario (LONERGAN et al., 2003), na criotolerancia
(RIZOS et al., 2002-a). Entretanto, até o momento, a maioria dos trabalhos nesta area
tém-se concentrado na descricdo diferencial da expressdo de genes embrionarios de
varios tipos, no intuito de enfatizar a malha de regulacédo que definem a qualidade destes
e poucos tém se detido quanto a funcionalidade destes genes descritos (TESFAYE et al.,
2007).

A composi¢cao do meio junto as fontes protéicas ja citadas exerce um efeito na morfologia
das células do embrido e na expressao de alguns genes (RIEF et al., 2002). Os eventos
que ocorrem durante a MIV de ovécitos bovinos podem influenciar sua capacidade em se
desenvolver embrido. Contudo, ndo ha consenso acerca da influéncia da suplementacao
protéica no meio de maturagdo com o desenvolvimento embrionario e expressao de
genes. Da mesma forma no CIV, independente do meio de cultivo usado, as condi¢des de
cultivo podem também afetar a expressdo génica. Estes efeitos sdo normalmente
mensurados em blastocistos no periodo final do cultivo, uma vez que, embrides
originados de zigotos com um padrao pré-nuclear normal, clivam mais rapidos e formam
embrides com melhor morfologia quando comparados aos padrbes anormais de
qualidade (LONERGAN et al., 2006).

Nesta linha de raciocinio, sabe-se também que o padrdo de expressao de diversos genes
difere entre blastocistos produzidos pelo cultivo in vitro ou in vivo. Mais importante, no
entanto, é que estas diferencas na expresséao ja estdo presentes em alguns casos apoés
apenas o primeiro dia de cultivo in vitro, nos primeiros estagios de divisdo (no caso do
Bax, SOX, Cx43 — por exemplo), segundo LONERGAN et al., (2006). Anormalidades
detectadas no padrédo de transcricao dos embrides bovinos produzidos in vitro, quando
comparado aos produzidos in vivo, podem explicar a reduzida qualidade desses em

termos de viabilidade apods criopreservacao (RIZOS et al., 2002-a).

Dos genes propostos para avaliagdo neste trabalho, dois deles desempenham papel
importante na regulagdo da apoptose — o Bax e o BCL-2. A apoptose, uma forma
programada de morte celular, tem sido observada em embrides no estagio de pré-
implantagdo em diversas espécies de mamiferos e esta presumivelmente envolvida na
eliminacao de células anormais (RUBIO POMAR et al., 2005). Além do importante papel

no desenvolvimento do animal e na homeostase celular, também age como um
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mecanismo de controle de qualidade, o qual remove células que estdo danificadas, néo
funcionais, extraviadas ou supranumerarias (PAULA-LOPES & HANSEN, 2002).

Existem controvérsias quanto a expressdo de esses genes ser benéfica ou ndo. Foi
demonstrado que a razao de BCL-2 e Bax € o determinante critico tanto da sobrevivéncia
quanto da morte celular. RIZOS et al. (2003) e LECHNIAK (2002) afirmam que a
expressao do gene Bax pode representar um usual marcador para qualidade de
blastocistos. Isso implica que a relacédo de BCL-2 e Bax pode ser usada como indicador

da tendéncia para apoptose ou sobrevivéncia dos embrides.

Quando o Bax esta super-expressado nas células, a apoptose é acelerada. Ha relatos em
que a expressao da proteina do gene BCL-2 foi significativamente maior do que a
expressao da proteina do Bax em ovécitos grau | e embrides de boa qualidade (de 2 a 8
células e blastocistos). Em contraste, a expressao de proteinas do Bax foi muito maior do
que a expressao de proteinas do BCL-2 em ovécitos grau IV e embrides degenerados
(YANG & RAJAMAHENDRAN, 2002).

Recentemente, VANDAELE et al. (2008) mostraram que a expressao de RNAm dos
genes Bax e BCL-2 (além das caspase-3 e -7) nao devem ser usados como marcadores
para apoptose em embrides bovinos. Esses autores defendem a opinido de que a
deteccdo de diferengas na expressdo de RNAmM somente indica uma significancia
bioldgica se confirmada a expressao e a atividade da proteina. Caso nao seja confirmada
presenca e atividade da proteina, a expressao de RNAmM pode mostrar, apenas, maior
atividade celular, ou seja, maior proliferagcdo e crescimento e, como consequéncia dessa

maior atividade, mortes de algumas células também podem ocorrer.

Os resultados deste trabalho encontrados entre os tratamentos (T1=T2 e T1=T3, mas
T2>T3), mostram que os embrides possuem qualidade semelhante mediante a expressao
do gene Bax, mas também dao suporte a hipotese de que a expressdo aumentada desse
gene nem sempre € indicativo de melhor qualidade, uma vez que os embrides de T3
foram menos criotolerantes em relacdo aos outros dois tratamentos. A maior presenca de
Bax tem sido atribuida aos meios que contém SFB (PALASZ et al., 2006; WARZYCH et
al., 2006).
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Como ndo ocorreu a mensuragao da expressao do gene BCL-2, este ndo pbéde contribuir

na correlagao qualitativa com o Bax.

O estresse oxidativo tem sido indicado como uma das causas do declinio do
desenvolvimento embrionario. A quantidade excessiva de ROS dentro da célula durante o
cultivo de embrides mamiferos normalmente é atribuida como fator negativo ao seu
desenvolvimento (RIZOS et al.,, 2003). Dentre os numerosos agentes antioxidantes a
enzima Mn-SOD desempenha um papel importante removendo o O, e protegendo a
célula contra o estresse oxidativo (WRENZYCKI et al., 2001).

Embrides adquirem mecanismos de protecdo quando sdo submetidos a algum tipo de
estresse, e esta aquisicao de tolerancia a fatores ambientais de estresse pode ser devido
a aquisicao de protecao bioquimica ou simplesmente devido ao aumento no numero de
células (EDWARDS et al., 2001). Com relagédo a aquisicao de protecéo bioquimica, a Mn-
SOD esta localizada na mitocéndria e tém agdo de detoxificagdo de espécies oxigénio
reativas (ROS) — (RIZOS et al., 2003).

GUERIN et al. (2001) associam o acumulo de radicais superéxido e o declinio da enzima
superéxido desmutase (SOD), como estando diretamente ligados ao aumento de
apoptoses, pois a SOD tem capacidade de inibir a morte celular. Os processos de
congelamento e descongelamento também provocam danos aos embribes, causando
reducdo das concentragbes de glutationa (um antioxidante natural produzido pelas
células) e da atividade da SOD.

Normalmente embrides cultivados na presenca de soro apresentam maior expressao de
Mn-SOD. O que pode parecer paradoxo, pois embrides oriundos de sistemas séricos séo
considerados como de baixa qualidade (RIZOS et al., 2003). Neste estudo, os
tratamentos com diferentes fontes protéicas ndo apresentaram diferenca (T1=T2=T3) na
quantificacdo de RNAmM do gene Mn-SOD. Uma vez que o SFB e a BSA sdo ambos
componentes seéricos, esta semelhanga pode indicar que os embrides dos trés
tratamentos sdo qualitativamente parecidos, também sendo esse talvez o motivo para a

analogia maior entre os T1 e T2.

O estresse térmico estimula um complexo programa de expressdao e respostas

bioquimicas adaptativas na célula. As CSPs — neste caso a CIRP-b, podem ser definidas
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como proteinas que sdo induzidas durante o periodo de exposicdo a hipotermia
moderada. A expressdo da CIRP pode ser aumentada por varios fatores; além do frio,

radiacao ultravioleta e hipoxia (citado por SONNA et al., 2002).

As HSPs foram originalmente identificadas como proteinas, cuja expressdo foi
marcadamente aumentada pelo calor. Apesar da intensidade e duragéo do estimulo do
calor necessario para induzir a expressao das HSPs variar consideravelmente entre os
tecidos celulares, pode-se notar que uma exposi¢ao tipica de manipulag¢des in vitro ja
promove alteracdo. A inducdo da expressao das HSPs inicia poucos minutos apds o
principio do estresse térmico, podendo seu pico de expressao ocorrer até diversas horas
depois do procedimento (citado por SONNA et al., 2002).

O estudo de OLIVEIRA et al. (2006) mostrou que diferentes fontes de proteina nao
necessariamente afetam a relativa abundéancia de HSP-70.1 [e Glut-1], indicando que os
suplementos protéicos podem n&o ser o fator critico contribuindo para a variacédo no
conteudo de RNAm entre os embrides derivados in vivo ou in vitro. As HSPs podem
também ser afetadas por condi¢gdes de cultivo inadequadas, sendo sua expressao
facilmente induzida por uma variedade de agentes, incluindo aminoacidos analogos,
calor, hormonios esterdides e outros, como a presenca do SFB (WARZYCH et al., 2006).
Este ultimo grupo de pesquisadores menciona que as HSPs desempenham um
importante papel de protecao dentro da celular e também exercem acéo anti-apoptética.
Segundo WRENZYCKI et al. (2001), essas proteinas sdo um indicado sensivel do

estresse causado pelas condi¢des de cultivo.

Neste, os dados relativos a expressdao o CIRP-b n&o diferiram entre os tratamentos
estudados (T1=T2=T3). Por somente terem sido utilizados embrides do grupo Controle,
de cada tratamento, a diferenga na expressdo desses genes pode nao ter sido tado
evidente, principalmente em se falando do CIRP-b — que ocorre sob estresse ao frio.
Talvez, se fosse comparado aos embrides do grupo Vitrificado ou se houvessem sido
removidos do cultivo em momentos distintos do cultivo (ex.: antes e apds as exposi¢oes
das estruturas em placa aquecedora), tivesse sido mais manifesto, como ocorreu nos
estudos de BOONKUSOL et al. (2006).

Porém o HSP-70 foi inferior no T3 e superior no T2, mas ambos foram semelhantes ao T1

(T1=T2, T2=T3, mas T2>T3). Pelo fato de que todos os embrides do grupo controle foram
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submetidos ao mesmo estresse térmico (temperatura de estufa e/ou placa aquecedora
durante os procedimentos da PIV e criopreservagao do grupo Vitrificado), assume-se que
estes ndo foram os fatores atuantes na diferenga ocorrida na expressdao de HSP-70. A
semelhancga de expressdo do HSP-70 entre os T1 e T2 pode ser indicativa do equilibrio
da qualidade apresentada entre esses tratamentos diante dos outros aspectos
observados, visto que foram produzidos com distintas fontes protéicas, mas ambas de
origem sérica. Todavia, o cultivo final sob as mesmas condi¢des nos T1 e T3, pode ser a
influéncia que venha explicar a equidade da expressao entre esses. A diferenga presente
entre T2 e T3 vem a contribuir como sinal de que este ultimo tratamento tenha produzido
embrides em condi¢gdes sub-Otimas de cultivo, que os tornaram mais sensiveis, com
menor tolerancia aos tipos de estresse submetidos (baseado nos relatos de WARZYCH
et al., 2006 e WRENZYCKI et al., 2001).

Tem sido sugerido que o conteudo lipidico elevado em embrides PIV é derivado do soro
incluso no meio de cultivo ou pode ser resultante do metabolismo insuficiente das
mitocondrias (RIZOS et al., 2003).

Nao tém sido encontrados relatos da expressao de genes relacionados ao metabolismo
de lipideos com embrides, mas sabe-se que o gene ACAT-2 deve desempenhar
importante fungdo no processo de absorgédo do colesterol (LIN et al., 2003). A ACAT-2 é
regulada mediante a disponibilidade de substratos de gordura no conteudo celular, e suas
quantidades/atividade afetam dramaticamente a disposicao de lipoproteinas na célula. Os
resultados dos estudos apresentados por TEMEL et al. (2007), mostram que mesmo sob
condicbes de excesso lipidico, a reducdo na expressdo de ACAT-2 pode reduzir o
conteudo de éster de colesterol, e entdo o potencial aterogénico de novas lipoproteinas
secretadas. Este relato apdia o resultado encontrado neste trabalho, em que apresentou
maior expressao do gene ACAT-2 para o T2. Os T1 e T3, que supostamente tiveram
maior oferta de lipideos pela presenca do SFB nos meios, nado diferiram entre si,

apresentando menores taxas de expressao.

Os lipideos sao distribuidos nao aleatoriamente nas membranas biolégica através de
bicamadas. A distribuicdo assimétrica da bicamada de fosfolipideos na membrana
plasmatica e vesiculas secretérias de mamiferos sdo mantidas, em parte, por um
transportador ATP-dependente (PATERSON et al.,, 2006). Além disso, a distribuicao

variada de amino-fosfolipideos em distintos compartimentos celulares podem aumentar
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as diferencas funcionais intrinsecas entre as isoformas de ATPase-ll, diferentes co-
fatores que sdo necessarios para esta fungcéo, ou enzimas inteiramente distintas (DING et
al., 2000). Dentre essas proteinas, a ATP8A1, tem sido muito relatada em diversos tipos
celulares, mas ndo em embrides. A elucidacdo desses problemas facilitaria o estudo do
sistema de translocacdo de amino-fosfolipideos, um sistema enzimatico de suma
importancia, mas ainda ndo bem compreendido (DING et al., 2000). Neste estudo, os
diferentes tratamentos nao apresentaram diferenca de expressdao do gene ATP8A1
(T1=T2=T3), mostrando que esta atividade (transportadora de lipideos) nao foi
influenciada pela diferenga de conteudo lipidico do meio e os embrides produzidos com
distintos tipos de suplementagcéo protéica nao apresentaram acumulo de lipideos

diferenciado e nao parecendo possuir deficiéncia metabdlica mitocondrial entre eles.

As pesquisas recentes tém focado na correlagdo entre morfologia e ultra-estrutura do
embrido bovino, expressdo génica e criotolerancia, e isto tem provado que se podem
concluir muito mais do que se imaginava antes através da avaliagdo morfologica, tais
como a coloragao dos blastdmeros, a compactacio, cinética do desenvolvimento, tempo
de formacao e expansao de blastocistos, e didametro embrionario a eclosdo (LONERGAN
et al., 2006).

A menor produgdo nas taxas de blastocisto em T2 e T3, a maior quantidade de mérulas
obtidas em T2 e por ndo haver diferenga significativa na taxa de clivagem entre os
tratamentos, neste trabalho, pode evidenciar o efeito benéfico de alguns componentes do
SFB que sdo importantes na compactagao e transformagdo de mérula em blastocisto
(WANG et al.,, 1997; RIZOS et al., 2003; SARGIKAYA et al., 2007). Além do mais, o
melhor desempenho de embrides que em D6,5 alcangaram o estagio de BX apontam
para a mesma evidéncia: embrides que atingem estagios avancados do desenvolvimento,
mais cedo possuem melhor qualidade — o que € normalmente atribuido ao soro. O
aumento da criotolerancia pode ter sido devido ao efeito estimulatério do soro na divisdo
celular embrionaria (MEN et al.,, 2005). Neste estudo, além da menor producédo de
blastocistos, o tratamento suplementado apenas com BSA ndao mostrou diferenga quando
comparado ao tratamento controle (adicionado de SFB) em termos de criotolerancia e
expressao da maioria dos genes, exceto para o ACAT-2 — o qual se diferenciou devido a

composi¢ao protéica do meio.
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De forma geral, os genes expressos pelo T3 e T2, tiveram menor e maior expressao —
respectivamente, mesmo quando ndo foram significativamente considerados diferentes
dos demais tratamentos. Esses dados sugerem que a produgao suplementada com SFB
(T1) ndo é tao prejudicial ao desenvolvimento embrionario, como tem sido relatado
frequentemente. Além do mais, este tratamento produziu quantidade significativamente

superior aos demais sistemas.

A variabilidade varia muito entre os relatos e as condicbes nas quais os embrides sao
produzidos. E necessario que um mesmo laboratério, use a mesma metodologia testando
diferentes composi¢cées de meios, distintos tipos de suplementagdes, diversos testes de
tolerancia ao estresse, sob condicbes semelhantes para que se alcance um desfecho

mais concreto quanto aos fatores aqui analisados.
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10. CONCLUSAO

Dos resultados obtidos neste estudo e aqui apresentados, conclui-se que existe interagao
qualitativa e quantitativa dos diferentes tipos de proteinas utilizadas na PIV de embrides
bovinos. Porém, discorda da hipotese levantada — de que embrides produzidos na

auséncia de soro sao melhores quanto a qualidade e criotolerancia.

Uma vez que o sistema de producdo com suplementacdo de SFB produziu maior
quantidade de embrides, mais precocemente e estes ndo apresentaram diferenga na
qualidade das estruturas produzidas quanto a criotolerdncia e expressao dos genes
avaliados, pode-se afirmar que os constituintes séricos ndo sado tdo prejudiciais ao

desenvolvimento embrionario, como tem sido relatado frequientemente.

No entanto, devido a alta variabilidade entre os relatos e as condicbes nas quais os
embrides sdo produzidos, € necessario que haja outros testes — diferentes composicoes
de meios, distintos tipos de suplementacgdes, diversos testes de tolerancia ao estresse,
taxas de prenhez e reabsorcdo embrionaria/fetal — sob condigdes semelhantes, isto €,
seguindo-se um mesmo protocolo, para que se alcance um desfecho mais concreto

quanto aos fatores aqui analisados.
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