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TENSAO DE OXIGENIO DURANTE O CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES
BOVINOS: EFEITO NA PRODUGAO E EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS AO ESTRESSE OXIDATIVO

RESUMO

Apesar dos avangos obtidos nos ultimos anos nas técnicas de maturagao,
fecundagédo e cultivo in vitro de embrides bovinos, a qualidade dos embrides
produzidos in vitro ainda é inferior a dos in vivo. O ambiente de cultivo apds a
fecundacdo é considerado responsavel pela qualidade dos embrides. Dentre os
fatores que podem influenciar o ambiente de cultivo, o estresse oxidativo causado
pela alta tensdo de O, tem recebido especial atengdo. Atualmente, a maioria dos
sistemas de cultivo utilizada para a PIV usa o meio SOFaaci com atmosfera de 5%
de O,. Portanto, o presente estudo teve por objetivo comparar a producdo de
embrides em sistema de cultivo com alta e baixa tensdo de O,. Um total de 1118
ovocitos obtidos de ovarios de abatedouro foram maturados e fecundados in vitro.
Vinte horas apds a inseminagao (pi) os zigotos foram separados em 2 grupos. No
primeiro grupo (T1) os zigotos foram lavados e transferidos para o meio de cultivo
SOFaaci e cultivados por 7 dias em atmosfera de 5% CO, em ar, a 39°C. No outro
grupo (T2), os zigotos foram desnudados por pipetagens sucessivas, e transferidos
para o meio SOFaaci, onde foram cultivados em atmosfera de 5% CO; e 5% de O,
a 39°C. As taxas de clivagem foram avaliadas 48 horas pi e as de blastocisto em D6
e D7 pi. De ambos os grupos, um total de 94 embrides no estagio de blastocisto
expandido em D7 foram fixados e corados com aceto-orceina para contagem do
numero de células, e 7 “pools” com 15 embrides de cada tratamento, foram
congelados para avaliagdo da expressao de genes relacionados ao estresse
oxidativo, sendo superédxido dismutase (Mn-SOD), catalase e glutationa peroxidase
(GPX4). Os dados relativos a taxa de clivagem e blastocisto foram analisados pelo

teste do Chi-quadrado, os de numero de células pela analise de varidncia e os

xiii



relativos a expressao génica, pelo teste t de Student ou teste de Mann-Whitney. A
taxa de clivagem foi semelhante (P>0,05) para os grupos sendo 77,4% parao T1 e
79,9% para o T2. A taxa de blastocisto em D6 foi maior (P<0,05) no grupo cultivado
em baixa tens&o de O, (40,7%) do que no de alta tensao (33,8%). Entretanto, a taxa
de blastocisto em D7 foi similar (P>0,05) para os dois grupos, sendo 44,7% e 47,1%
para T1 e T2, respectivamente. O numero total de células (T1= 175,6+54,1; T2=
160,6+41,8) dos embrides, n&o variou (P>0,05) entre os dois sistemas de cultivo. A
quantidade relativa de transcritos para o gene Mn-SOD foi maior (P<0,05) na
presenca de alto O,, para a catalase e a GPX4 o nivel de expressao foi semelhante
nos dois sistemas de cultivo. Esses resultados sugerem que o cultivo de embrides
bovinos em meio SOFaaci sob alta tensdo de O, na presenga de células do cumulus
ndo afeta a quantidade e qualidade dos embrides produzidos in vitro. E possivel que
as células do cumulus tenham um papel importante na retirada de substancias

indesejaveis minimizando o estresse oxidativo causado pela alta tens&do de O.

Palavras-chave: Bovino, Embrides, Tensao de oxigénio e Estresse oxidativo.
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OXIGEN TENSION DURING IN VITRO CULTURE OF BOVINE EMBRYOS:
EFFECT IN PRODUCTION AND GENE EXPRESSION RELATED WITH
OXIDATIVE STRESS

ABSTRACT

Although substantial progress has been made in the procedures for in vitro
maturation, fertilization and culture of bovine oocytes, the percentage and quality of
embryos produced in vitro are lower than those produced in vivo. The environment
where embryos are cultured after fertilization is the main factor responsible for their
quality. Among the factors that can influence the culture environment, oxidative
stress caused by high O, tension, has received special attention. Currently, the
majority of the in vitro culture systems for embryo production (IVP) use SOFaaci
medium under 5% of O,. Therefore, the present study had the objective to compare
in vitro embryo production using high and low O, during embryo culture. A total of
1118 oocytes obtained from abattoir ovaries were matured and fertilized in vitro.
Twenty hours pos-insemination (hpi) the zygotes were divided into two groups. In the
first group (T1) the zygotes were washed and transferred to SOFaaci medium and
cultured for 7 days under 5% CO; in air, at 39°C. In the second group (T2) the
zygotes were denuded by successive pipetting and then, transferred to SOFaaci
medium and cultured under 5% CO; and 5% de O, at 39°C. Cleavage rates were
evaluated 48 hpi and the blastocyst rates at D6 and D7 pi. From both groups a total
of 94 expanded blastocyst, from D7 of culture, were fixed and stained with aceto-
orcein to evaluate cell numbers. Seven pools of 15 embryos from each treatment
were frozen for gene expression evaluation. The abundance of transcripts for genes
related to oxidative stress, superoxide dismutase (Mn-SOD), catalase and
gluthatione peroxidase (GPX) were determined using a semi-quantitative PCR. Data
for cleavage and blastocyst rates were analyzed by Chi-square test and those for
embryo cell number by analysis of variance. Data from gene expression were
analyzed by t test or Mann-Whitney test. Cleavage rate was similar (P>0.05) for both

groups, being 77.4 % for T1 and 79.9% for T2. The blastocyst rate at D6 pi was

XV



higher (P<0.05) in the group cultured under low O, tension (40.7%) than in the high
O, tension (33.8%). However, blastocyst rate at D7 was similar (P>0.05) for both
groups, being 44.7% and 47.1% for T1 and T2, respectively. Embryos total cell
numbers (T1=175.6+54.1; T2=160.6+41.8) did not differ between culture systems
(P>0.05). The relative abundance of transcripts for Mn-SOD gene was higher
(P<0.05) for embryos cultured in high O, tension. The catalase and GPX expression
level was similar for both systems. The results suggested that culture of bovine
embryos in SOFaaci medium under high O, tension, in the presence of cumulus
cells, does not affect quantity and quality of IVP embryos. It is possible that the
cumulus cells have an important role in the removal of detrimental substances,

minimizing the oxidative stress caused by the high O, concentration.

Key words: Bovine, Embryos, Oxygen tension, Oxidative stress.
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INTRODUGAO

O uso da reproducédo assistida € hoje uma pratica comum na produgao
animal, e visa aumentar e acelerar a multiplicacdo de animais de meérito genético

superior que melhor expressam caracteristicas econémicas importantes.

A primeira técnica de reproducado assistida utilizada em bovinos foi a
inseminacgao artificial (IA) na década de 40. Desde ent&o, varias outras biotécnicas
foram desenvolvidas visando a melhor exploragdo de caracteristicas genéticas das

fémeas.

Com o nascimento do primeiro bezerro oriundo da fecundagéo in vitro, em
1981 (Brackett et al., 1982) a possibilidade de melhor utilizacdo de fémeas
superiores se tornou concreta. A partir de entdo, a eficiéncia dessa técnica tem
aumentado substancialmente, e esta sendo utilizada em grande escala para
producado de embrides de fémeas de varias idades e em varios estados fisiologicos,
tanto na pesquisa quanto comercialmente. O interesse crescente da producgao in
vitro de embrides é devido a possibilidade de aumentar rapidamente a produgao de
uma fémea, visto que o numero de produtos obtidos supera ao de transferéncia de
embrides convencional. Além disso, essa técnica € uma ferramenta essencial para o
estudo de varias outras biotécnicas como a clonagem e a injegao intracitoplasmatica

de espermatozéide (ICSI).

Entretanto, a utilizagdo da producgao in vitro (PIV) de embrides para aumentar
a produtividade tem sido limitada pelo seu alto custo, que por sua vez é devido,
principalmente, as baixas taxas de blastocisto obtidas. Existem inumeras evidéncias
de que os embrides produzidos in vitro sao inferiores qualitativamente aos
produzidos in vivo (Takahashi et al., 2000, Khurana e Niemann, 2000, Lonergan et
al., 2003). Varias diferencgas entre as duas categorias de embrido tem sido descritas
tais como menor quantidade de células, maior quantidade de lipidios, alteracdes
cromossOmicas, menor criotolerancia e menor taxa de prenhez, em relagdo aos
embrides PIV (Rizos et al., 2002b).



Apesar de todo o avango alcancado desde os primeiros estudos, os
resultados da producédo de embrides sdo baixos e tem se mantido em torno de 40%
(Pereira et al., 2003). Sabe-se que a qualidade do ovdcito é um fator fundamental
para determinar a proporgdo de ovécitos imaturos que chegam a blastocisto, mas
por outro lado, o ambiente de cultivo apds a fecundagao também pode ter um efeito
drastico no desenvolvimento e na qualidade do embrido. Portanto, melhorar as
condicbes de cultivo pela identificacdo de fatores, substancias e mecanismos
envolvidos no desenvolvimento embrionario € fundamental para aproximar a

eficiéncia desse processo aquela obtida na producao in vivo.

Varios fatores podem influenciar o ambiente de cultivo, tais como: composi¢ao
do meio, presencga de soro fetal, a quantidade de embrides cultivados por volume de
meio e a atmosfera gasosa (Khurana e Niemann, 2000). Dentre esses fatores o
estresse oxidativo causado pela alta tensdo de oxigénio utilizada durante o cultivo
tem recebido especial atengdo nos ultimos anos (Ali et al., 2003, Bedaiwy et al.,
2004, Fatehi et al., 2005).

Uma das grandes diferengas entre o ambiente in vivo e o in vitro é a tensao
de oxigénio, visto que no oviduto e no utero a tensdo de oxigénio € menor do que a
utilizada nos sistemas de cultivo embrionario in vitro (Van Soom et al., 2002). Tem
sido demonstrado que a diminuigdo na tensao de oxigénio de 20% para 5% aumenta
a taxa de desenvolvimento embrionario in vitro em varias espécies (Takahashi et al.,
2000; Guérin et al., 2001; Yuan et al., 2003; Kitagawa et al., 2004). Esses resultados
indicam que altas concentragdes de oxigénio durante o cultivo afetam o
desenvolvimento, provavelmente, devido ao acumulo de espécies reativas de

oxigénio (ROS) no citoplasma das células dos embrides.

Atualmente a maioria dos sistemas de cultivo para embrides bovinos
produzidos in vitro utiliza o meio SOFaaci em atmosfera com baixa tensdo de
oxigénio (Lonergan et al., 1999; Hashimoto et al., 2000, Van Soom et al., 2002, Ali et
al., 2003; Luciano et al., 2005). Esse sistema elimina a necessidade de co-cultivo
com células somaticas, mas por outro lado, eleva o custo de producdo e aumenta a
manipulacao pods-fecundacao. Isto porque, para que se possa manter a atmosfera de

5% de oxigénio, é necessaria a utilizacao de 5% de CO, normalmente utilizado, e de



90% de nitrogénio. Sendo assim, nesse sistema & necessario retirar as células do
cumulus apos a fecundacgéo, submetendo os zigotos a um estresse que pode afetar

a sua capacidade de desenvolvimento.

Resultados em nosso laboratério tém demonstrado que o meio SOFaaci pode
ser utilizado em atmosfera com 5% de CO, em ar (alta tensdo de oxigénio) com altas
taxas de producao de blastocisto e sem a necessidade da retirada de células apds a
fecundagao (Pereira et al., 2005). Acredita-se que as células do cumulus que
permanecem com o zigoto e que sdo mantidas durante todo o cultivo funcionem
como um “varredor” retirando substancias toxicas do meio de cultivo (Fuijitani et al.,
1997). Dessa forma, o estresse oxidativo causado pela alta tens&o de oxigénio seria
minimizado pela presenca dessas células, de forma que a producado e a qualidade

dos embrides seriam similares em ambos os sistemas de cultivo.

Portanto, o presente estudo teve por objetivo comparar dois sistemas de
cultivo, um com alta tensdo de oxigénio (O2) e outro com baixa tensdo de O, ,

avaliando a quantidade e qualidade dos embrides PIV.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

PRODUGAO IN VITRO DE EMBRIOES

Maturagao in vitro

Os ovécitos encontram-se no interior de foliculos ovarianos que sao formados
em ovarios de fémeas mamiferas durante a vida fetal. A populacédo destes foliculos
ovarianos € muito vasta em todos os mamiferos, e foi estimada, em 130.000 para
bovinos de raca européia (Erickson, 1966) e 70.500 para zebuinos (Lucci et al.,
2002). Para a maioria dos mamiferos, no nascimento, estes ovécitos se encontram
em proéfase |, e somente apds a puberdade, pela acdo hormonal, ocorre a retomada
da meiose e sofrem a maturagéo ovocitaria (Hafez & Hafez, 2004; Gongalves, et al.,
2001). Portanto, apds a puberdade, a liberagdo de horménios gonadotréficos (LH e
FSH) antes da ovulagao estimulam os ovécitos a retomarem a meiose e atingirem a

metafase Il, expulsando o 1° corpusculo polar.

O desenvolvimento in vitro de ovdcitos bovinos imaturos até o estagio de
blastocisto ainda é limitado (30-40%) quando comparado a ovocitos maturados in
vivo (Lonergan et al., 2003), o que se deve a competéncia dos ovdcitos, que € maior
quando os mesmos sao maturados in vivo. A cinética de desenvolvimento de
embrides oriundos de ovocitos maturados in vivo é mais lenta, mas ja em D6, ndo se
observa diferenga na porcentagem de embrides entre ovdcitos maturados in vivo
(22,4%) e in vitro (23,2%) (Lonergan et al., 2004). Sirard et al. (2006) definiram como
ovocito competente, aquele capaz de completar a meiose, clivar apds a fecundacao,
formar blastocisto e desenvolver um individuo normal apés o nascimento, e para
isso a maturacdo deve ser completa, alcancando as trés etapas: nuclear e

citoplasmatica.

O processo de maturagao nuclear envolve a retomada da meiose, culminando
com a expulsdo do 1° corpusculo polar. In vitro, esta fase é reiniciada logo apos

aspiracao do ovocito do ambiente folicular (Lonergan et al., 2003), iniciando com a



quebra da vesicula germinativa (Sirard & First, 1988). Quando os ovécitos sao
puncionados, é necessario coloca-los rapidamente em meio de cultivo adequado ou
inibir sua maturagdo com fluido folicular ou proteinas inibidoras. Apos 22-24h de
maturagao in vitro aproximadamente 80% dos ovdcitos possuem o corpusculo polar

(Lonergan et al., 2003; Mastromonaco et al., 2004).

Durante a maturacdo nuclear, as enzimas quinases e fosfatases
desencadeiam uma cascata de fosforilacdo e desfosforilacdo que atuam no fator
promotor de maturagcdo (MPF), que é responsavel pela retomada e o término da
maturagao de ovocitos de mamiferos (Nurse, 1990; Gongalves et al., 2001). O MPF
apresenta uma baixa atividade quando o ovdcito estda em fase de vesicula
germinativa, ocorrendo um aumento gradativo no decorrer da meiose, atingindo a
atividade maxima no estagio de metéafase | (Ml). Apos este pico, a atividade de MPF
cai abruptamente, nos estagios de anafase | (Al) e teléfase | (Tl). No momento que
atinge a metafase Il (MIl) ha um novo aumento da atividade de MPF que € mantido
por varias horas apés a maturagdo do ovdcito e, gradativamente, diminuem logo

apos a fecundacéao (Gongalves et al., 2001).

A maturacdo inclui também, mudangas citoplasmaticas, tanto estruturais
quanto bioquimicas, para alcancar o sucesso no desenvolvimento embrionario
(Senbon et al., 2004). A reorganizagao citoplasmatica inclui o aumento das goticulas
de lipidios, reserva energética para o provavel embrido; alteragcbes no Complexo de
golgi; as mitocdndrias imaturas que tinham o formato arredondado ficam ovaladas,
indicando uma maturagéo mitocondrial; e migragao centripeta dos granulos corticais,
para evitar a polispermia no momento da fecundagao (Hyttel et al., 1997; Merton et
al., 2003). Acredita-se que maturagao citoplasmatica de ovdcitos maturados in vivo
seja mais eficiente do que ovocitos maturados in vitro (Sirard & Blondin, 1996)
justificando a diferenga de taxa de blastocisto na produgéo 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., 2002a).

No entanto, no processo de maturagéo in vitro (MIV), os ovocitos possuem
apenas 24 h para finalizar todo seu processo de maturagao e sdo provenientes de

foliculos de 2 a 6 mm (Sirard et al., 1992). Assim, é possivel que ovécitos maturados



in vitro nao adquiram uma competéncia maxima devido a sua incompleta
capacitagao, um processo no qual estdo sendo sintetizadas proteinas, RNA e outras
moléculas (Hyttel et al., 1997). A qualidade do ovdcito € um fator determinante para
a formagdo do embrido apdés a fecundacdo (Sirard & Bondin, 1996), e essa
qualidade ¢ influenciada pelo ambiente interno do foliculo (Lonergan et al., 2003). O
tamanho dos ovocitos também determina sua competéncia para a fecundagao. Os
ovocitos aumentam seu diametro até quando o foliculo atingir 3 mm de diametro.
Entre 3 e 15 mm de diametro folicular, o ovdcito ndo altera mais o seu tamanho
(Merton et al., 2003). Ovdcitos puncionados de foliculos grandes, > 6 mm, sdo mais
competentes em relagao a ovdcitos de foliculos pequenos, 2-6 mm e possuem maior
potencial para gerar embrido (Lonergan et al., 1994; Lequarre et al., 2005). Lonergan
et al. (2003) mostraram que a taxa de blastocisto em D8, de ovdcitos maturados in
vivo, foi maior que a de ovécitos maturados in vitro, proveniente de foliculos de 2-6
mm ou > 6 mm. Ovocitos oriundos de foliculos pequenos originam embrides com
atraso na formacéao de cavidade, indicando baixa qualidade embrionaria (Lequarre et
al., 2005). Para Bos indicus o tamanho do foliculo ndo influenciou a capacidade dos
ovaocitos de reiniciarem e completarem a meiose, e de clivarem apdés a maturagao e

fecundacao in vitro (Dode et al., 2000).

A presenca e aparéncia das células do cumulus do ovécito sdo de
fundamental importancia para o sucesso da maturacdo do ovdcito. A classificacao
morfolégica do ovécito, em qualidade |, II, Ill e IV leva também em consideragao
estes parémetros relacionados com as células do cumulus. Para ser classificado
como qualidade | os ovdcitos tém mais de trés camadas de células compactas que
os envolvem completamente, e o citoplasma homogéneo. Os ovdcitos qualidade |l
também tém no minimo trés camadas de células compactas os envolvendo, porém o
citoplasma com granulagdes finas. Ja os ovdécitos qualidade Il ttm menos de trés
camadas de células, que podem estar expandidas e/ou nao os envolvendo
completamente, além do citoplasma com pigmentagdes e/ou vacuolos e
pigmentacdes. Ovocitos classificados como qualidade 1V, sdo os desnudos,
atrésicos e degenerados. As células do cumulus possuem um papel essencial nas
primeiras horas de maturagao (Merton et al., 2003) e protegem o ovdcito do estresse
oxidativo durante o processo de maturagdo (Yuan et al., 2005). Para Eckert and

Niemann (1995), tanto ovdcitos de qualidade | quanto os de qualidade Il nao



mostraram diferenga na taxa de blastocisto. Fatehi et al. (2005) observaram que a
taxa de clivagem e formagédo de blastocisto foram menores em ovocitos desnudos
fertilizados in vitro em relacdo aos ovécitos com cumulus intacto. A remogao das
células do cumulus também prejudicou a retomada da meiose (Sirard & First, 1988).
As células do cumulus estdao intimamente ligadas ao ovdécito por juncdes
comunicantes que s&o importantes para a passagem de nutrientes (Nagai, 2001) e
componentes quimicos reguladores da maturacdo do ovdcito. Durante a fase de
maturagdo, sado secretados horménios endogenos e fatores promotores produzidos
pelo ovdcito que estimulam a sintese de acido hialurdnico, pelas células do cumulus,

induzindo a sua expansao (Gongalves et al., 2001).

Para a maturagao in vitro de ovdcito bovino em geral, € utilizado o meio base
para cultivo de tecido (TCM 199) com sais de EARLE’S (Ayoub & Hunter , 1993),
sendo que o SOF (fluido sintético do oviduto) também tem sido utilizado para a MIV
(Ali et al., 2003), sendo que sua indicagcao principal seja para o cultivo embrionario.
O meio de maturacdo pode ser modificado de acordo com os protocolos de cada
laboratério, suplementado-o com fonte energética, glicose e piruvato; fonte protéica,
soro fetal bovino e BSA ou macromoléculas sintéticas, alcoolpolivinilico (PVA),
polivinilpirrolidone (PVP) — (Ali & Sirard, 2002) bicarbonato de sdédio, L-glutamina,
HEPES e hormoénios LH, FSH (Gongalves, et al., 2001) e estradiol. Aléem da
composi¢cao do meio, outros fatores como o pH, a osmolaridade, a composigao
iGnica, a temperatura da estufa (38,5° / 39°C) e a tensao de CO; e O, (Nagai, 2001)

sdo importantes para que a maturagdo ocorra com sucesso.

Fecundacgao in vitro

O processo de fecundacdo do ovécito bovino envolve varias etapas.
Primeiramente, o espermatozoide precisa ter motilidade, capacidade de sofrer o
processo de capacitacdo, reconhecer receptores na zona pelucida do ovdcito, se
ligar na membrana plasmatica do ovécito e, entdo penetrar no citoplasma. Para
impedir a polispermia, os granulos da cortical localizados na periferia do ovdcito

liberam enzimas que causam enrijecimento da zona pelucida. Apds a



descondensacdo da cromatina da cabega do espermatozoéide, ocorre a formagéao

dos pro-nucleos, a singamia e a formagdo de um novo individuo (Gordon, 1994).

A capacitagdo envolve uma série de reagao bioquimicas e fisiolégicas na
membrana plasmatica do espermatozdide culminado na reagdo acrossdmica, e

aumento da sua afinidade pela zona pelucida do ovocito, propiciando a fecundagao.

A técnica de selecao de espermatozoide é aplicada rotineiramente para a
realizacado de fecundacgao in vitro. Este método é utilizado com objetivo de remover o
plasma seminal, o crioprotetor e selecionar os espermatozéide de melhor qualidade
(Parrish et al., 1995). A separagao por gradiente de densidade (Percoll), e o método
de migracéo de espermatozoide pelo swim-up sao as técnicas mais utilizadas para a
selecdo de espermatozoides viaveis, porém outras técnicas como a lavagem do
sémen também pode ser utilizada sem afetar o sucesso na fecundacgéao in vitro. O
gradiente de Percoll proporciona uma maior recuperacdo de espermatozodides
moveis quando comparado com o swim-up, entretanto a qualidade e viabilidade dos
espermatozoides recuperados € semelhante em ambos os métodos. Dode et al.
(2002a) nao encontraram diferenca no método de selecdo, em relagcao a taxa de
penetracdo e clivagem, para as trés técnicas utilizadas, sendo o gradiente Percoll,
swim-up e lavagem. Ao contrario, Mendes et al. (2003) obtiveram melhores
resultados com a utilizagdo do gradiente Percoll. Possivelmente, a explicagao para
os resultados satisfatorios entre as varias técnicas de selegcdo seja a concentragao
do sémen utilizada na FIV, que pode ter superado as diferengcas na qualidade do
mesmo (Dode et al.,2002a). Porém acredita-se que a centrifugacdo (Watson, 2000),
utilizada em todas as técnicas de selecao descritas, pode causar danos oxidativos
(producao de ROS) aos espermatozoides, além disso, o tempo de co-incubagéo com
os ovocitos também pode levar a um aumento da produgdo destes radicais,
causando danos tanto a ovocitos e espermatozoides, quanto aos embrides
produzidos (Kim et al., 1999).

Talvez mais importante que a selegdo dos espermatozoides seja a
capacitacao destas células, pois sem esta etapa os espermatozéides nao estardao
aptos a penetrar a zona pelucida do ovécito. A capacitagdo, normalmente é induzida

in vitro pela adicao de substancias como a heparina. Mendes et al. (2003) confirmam



esta afirmativa, pois a adicdo de heparina no meio de fecundacido melhorou
significativamente as taxas de clivagem e produgdo de embrides, quando
comparados com a auséncia desta substancia, utilizando diferentes protocolos de

selecao de espermatozoides.

O periodo de tempo utilizado na fecundacdo também €& um aspecto
importante a ser considerado para melhorar os resultados da FIV. Dode et al.
(2002a) obtiveram melhores taxas de penetragdo e clivagem quando ovécitos e
espermatozoéides foram co-incubados entre 12-18 horas. O ambiente de cultivo
comumente utilizado (5% de CO; em ar) juntamente com o tempo de co-incubagao
pode levar a um aumento na geragcdo de ROS (Kim et al., 1999; Boquest et al.,
1999), causando estresse oxidativo as células e prejudicando a formacdo de

embrides.

Cultivo in vitro

Os primeiros resultados com o cultivo in vitro de embrides até o estagio de
blastocisto, ocorreram em 1959, em coelhos (Gordon, 1994). Desde entdo, os
avancos tém proporcionado resultados cada vez melhores no cultivo in vitro, apesar
de ainda estarem distantes dos alcangados na produgao in vivo. A qualidade do
embrido € a principal diferenga entre a produgdo in vivo e in vitro. Embrides
produzidos in vitro tém qualidade inferior (Rizos et al., 2002b), entretanto estudos
vem sendo desenvolvidos visando aprimorar as técnicas para tentar chegar o mais
préoximo possivel da produgao in vivo, em termos de qualidade. Rizos et al. (2002a)
mostraram que embrides oriundos de ovdcitos maturados e fecundados in vitro e
cultivados in vivo, em oviduto de ovelha, tém qualidade muito proxima aos embrides

produzidos in vivo.

O sistema de co-cultivo com células somaticas auxiliou o desenvolvimento da
técnica de cultivo in vitro (Gordon, 1994). Essas células mostraram serem capazes
de proporcionar um ambiente onde os embrides poderiam se desenvolver.

Diferentes tipos de células somaticas podem ser utilizadas nos sistemas de co-



cultivo, como células de oviduto, células de rim de macaco verde (VERO), células de
figado de rato bufalo (BRL), células do cumulus e células da granulosa (Luciano et
al., 2005).

Segundo Bavister et al. (1992), um dos motivos pelos quais utiliza-se o
sistema de co-cultivo € a capacidade que as células somaticas tém de retirar
embriotoxinas do meio de cultivo e/ou produzir substancias embriotréficas que

auxiliem no desenvolvimento dos embrides.

Outro ponto importante a ser observado € a suplementacdo do meio de
cultivo. Diferentes substancias podem ser usadas na suplementacdo, como
albumina (BSA), soro fetal e macromoléculas como polivinilpirrolidone (PVP) e alcool
polivinilico (PVA) (Wrenzychi et al., 2001). O inconveniente de se utilizar BSA ou
soro é o fato de serem duas substincias de composi¢cdo complexa e indefinida,

enquanto as macromoléculas tornam o meio definido.

Da mesma forma, o tipo de meio utilizado &€ também importante para o
desenvolvimento embrionario. Wrenzychi et al. (2001) e Dode et al. (2002b)
compararam dois tipos de meio, sendo TCM 199 e SOF, encontrando produgao
satisfatéria em ambos (aproximadamente 35% de blastocisto), no cultivo de
embrides bovinos. Deve-se também destacar a importancia da atmosfera gasosa,
pois o oxigénio do ambiente geralmente € toxico para a maioria dos tipos celulares,
ja que aumenta a produgcdo de radicais livres, apesar das células produzirem
naturalmente um antioxidante, a glutationa. Varios autores afirmam que a produgao
sob baixa tensdao de O, melhora a qualidade dos embrides, que sofreram menos
efeitos do estresse oxidativo (Takahashi et al., 2000, Yuan et al., 2003, Kitagawa et
al., 2004), enquanto outros acreditam que tanto em alta, quanto em baixa tenséo de
O, a producédo e qualidade dos embrides ndao mudam quando o co-cultivo é utilizado
(Khurana e Niemann, 2000).
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EFEITOS DAS CONDIGOES DE CULTIVO NA PRODUGAO DE EMBRIOES

Embrides produzidos in vitro (PIV) apresentam varias diferengas em relagao
aqueles produzidos in vivo (Lonergan et al., 2003). Entre elas podemos citar a
quantidade de lipidios, a criotolerancia, o numero de células apoptdticas,
anormalidades cromossémicas, diferencas no metabolismo, entre outras. Todos
esses fatores fazem com que a qualidade dos embrides PIV seja inferior aos
produzidos in vivo (Rizos et al., 2002a; Lonergan et al., 2003). Alguns parametros
podem também ser utilizados para avaliar a qualidade dos embrides, tais como a
coloracao dos blastdmeros, a cinética de desenvolvimento, o didmetro do embridao
ao eclodir, e o numero total de células (Lonergan et al., 2006). Porém, os melhores
indicativos de qualidade embrionaria sdo a capacidade de estabelecer a prenhez, e

o nascimento da cria (Rizos et al., 2002a).

O ambiente de cultivo influencia a produgao e a qualidade dos embrides PIV.
Apesar da qualidade do ovocito ser o fator determinante para que o embrido PIV
possa chegar ao estagio de blastocisto, as condigbes de cultivo podem influenciar,

principalmente, a qualidade dos embrides (Lonergan et al., 2003).

As condi¢cbes de cultivo envolvem varios fatores, como o tipo de meio, a
atmosfera gasosa, a densidade, ou seja, a quantidade de embrides / volume de
meio, a presenga ou nado de co-cultivo e o tipo de suplementagdo protéica
(Wrenzychi et al., 2001; Oliveira et al., 2005; Donnay et al., 1997; Kitagawa et al.,
2004).

Embrides sao capazes de se desenvolver em meios de cultivo diferenciados,
ou seja, desde simples solugdes de sais balanceadas até complexos sistemas
envolvendo co-cultivo e soro (Lonergan et al., 2006), com correspondente potencial
de desenvolvimento, taxas de prenhez e nascimentos. Varios tipos de meios de
cultivo tém sido utilizados, tais como TCM 199, CR1, CR2 e SOF. O TCM 199 pode
ser definido como um meio de cultivo complexo desenvolvido para o cultivo celular
em geral (Tervit et al., 1972), enquanto o SOF seria um meio simples, direcionado

para a produgao de embrides. Wrenzycki et al. (2001) avaliaram a producdo de
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embrides, utilizando no cultivo dois tipos de meios basicos, o TCM 199 e o SOF, nao
encontraram diferenga significativa na clivagem, e na produgcdo de moérulas e
blastocistos. Os autores sugerem que o SOF proporciona um ambiente de cultivo
melhor que o TCM 199, devido as diferengas no padréao de expressao de genes
importantes na pré-implantacdo de embrides cultivados em ambos os tipos de

meios.

A suplementagdo do meio de cultivo também tem sido demonstrado que
influencia a producéo e a qualidade dos embrides. Os meios de cultivo basicos, em
geral, sdo suplementados com soro fetal ou albumina sérica bovina (BSA), que séo
misturas complexas indefinidas, e que resultam em uma grande variagdo nos
resultados de producdo (Wrenzycki et al., 2001.). Para padronizar os meios, 0s
componentes indefinidos podem ser substituidos por macromoléculas, como o PVA
ou PVP (Jones et al., 1998). Muitos estudos tém mostrado que a presenca de soro
no cultivo pode ter um efeito duplo, inibindo as clivagens iniciais e posteriormente
aumentando a velocidade de desenvolvimento do embrido até o estagio de
blastocisto (Rizos et al., 2002b). Rizos et al. (2003) avaliaram a produgao de
embrides na presenca de soro fetal (10%) e BSA em duas concentragdes (3% e
16%) e ndo encontraram diferenga na taxa de clivagem entre os grupos, porém em
D6 houve maior producdo de blastocisto na presenga de soro (20% de BL),
comparado a 3% ou 16% de BSA (4% e 11% de BL, respectivamente). Entretanto, a
taxa de blastocisto em D7 foi semelhante para todos os grupos, demonstrando o
efeito do soro em acelerar o desenvolvimento embrionario. Wrenzycki et al. (2001)
utilizando meio suplementado com soro fetal, BSA ou PVA, também nao
encontraram diferengas na taxa de clivagem, porém a produgdo de morulas e
blastocistos foi significativamente maior no meio suplementado com soro, que no
suplementado com BSA ou PVA. Ferguson et al. (1999) e Thompson et al. (1995),
citados por Rizos et al. (2003) sugerem que a presenga de soro no meio de cultivo
esta relacionado com o aumento na quantidade de lipidios nos embrides PIV, o que

reduz sua criotolerancia.

A densidade, ou o numero de embrides cultivados por volume de meio,
também afeta a eficiéncia do sistema de produgao. Embrides bovinos produzidos em

grupo adquirem maior competéncia para o desenvolvimento do que embrides
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cultivados individualmente (Donnay et al., 1997). Pereira et al. (2005), néao
encontraram diferenga significativa entre a produgado de embrides bovinos em grupo
ou individualmente, porém observaram que embrides produzidos individualmente
tendem a ter um menor numero de células, podendo ser considerado de qualidade
inferior. Ja Oliveira et al. (2005) encontraram diferenca na producdo de embrides,
sendo que quando o cultivo foi feito com 30 estruturas em 100ul de meio de cultivo,
a producao foi menor quando comparados com 5, 10 e 20 estruturas no mesmo
volume de meio. Os autores sugerem que a maior densidade pode proporcionar
maior produgdo de substancias embriotdxicas no meio de cultivo, prejudicando

assim, o desenvolvimento dos embrides.

Outro fator importante para alcancar a eficiéncia no sistema de cultivo in vitro
€ a presencga ou auséncia de co-cultivo. O co-cultivo pode ser realizado com varios
tipos de células somaticas: células epiteliais do oviduto, células BRL, células VERO,
células do cumulus ou da granulosa. Lim et al. (1996) comparando o cultivo na
presenga ou auséncia de células do cumulus, obtiveram maior produgdo quando os
embrides foram cultivados na presenca das células. Resultados semelhantes foram
relatados por Donnay et al. (1997), que obtiveram maior taxa de producédo de
embrides em co-cultivo com células do cumulus ou células BRL comparados com a
auséncia de co-cultivo. De acordo com Bavister et al. (1992), o efeito positivo do co-
cultivo e do cultivo em grupo pode ser explicado pela neutralizagdo de fatores
embriotoxicos, e pela secrecao de fatores embriotréficos no meio de cultivo durante

o cultivo embrionario.

Além de propiciar um ambiente para o desenvolvimento dos embrides, as
células do co-cultivo protegem os ovécitos e embrides contra o estresse oxidativo
provocado pelas condi¢gdes de cultivo, proporcionando maior producdo embrionaria
(Kim et al., 1999 e Fatehi et al., 2005).

A atmosfera gasosa é outro aspecto importante no ambiente em que ocorre o
cultivo dos embrides. A tensdo de O, tem grande influéncia na producdo e na
qualidade dos embrides, principalmente devido ao estresse oxidativo que causa as
células, por aumentar a produgdo ROS, visto que a tensdo de oxigénio no oviduto

(entre 5-8%) € menor que a utilizada no cultivo embrionario in vitro (20%) (Fisher e
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Bavister, 1993). Avaliando a produgao de embrides bovinos, Khurana e Niemann
(2000) ndo encontraram diferenca significativa quando esses foram cultivados sob
5% ou 20% de O,. Entretanto, em suinos, um aumento na producédo de embrides foi
observado quando o cultivo foi realizado em baixa tensado de O, (5%) comparado
com alta tenséo (20%) (Kitagawa et al., 2004), assim como em bovinos (Lonergan et
al., 1999; Yuan et al., 2003).

O efeito do ambiente de cultivo pds-fecundagdo na expressdo de genes
relacionados ao desenvolvimento embrionario tem sido avaliado em blastocistos no
final do periodo de cultivo (Wrenzyki et al., 2001; Rizos et al., 2002a; Lonergan et el.,
2006). O periodo de pré-implantacdo € uma etapa critica do desenvolvimento
embrionario. No entanto, os embrides tém capacidade de se adaptar as condicbes
de cultivo, e esta sensibilidade pode levar a alteragdes nas caracteristicas do feto e
no desenvolvimento e crescimento poés-natal (Lonergan et al.,, 2006). Muitas
informagdes demonstram que o ambiente de cultivo pos-fecundagéo tem grande
influéncia na expresséo génica dos embrides, podendo ter sérias consequéncias na
normalidade destes embrides (Lonergan et al., 2003), como por exemplo, alteracdes
no reconhecimento materno-fetal e na diferenciacdo e implantacdo do embrido
(Rizos et al., 2003), além da ocorréncia da sindrome do bezerro grande (McEvoy et
al., 2001, Wrenzyki et al., 2001). Rizos et al. (2002b), utilizando cultivo pos-
fecundacéo in vitro e in vivo, em oviduto de ovelha, encontraram embrides de melhor

qualidade em relacao a criotolerancia quando cultivados in vivo.

Durante o desenvolvimento embrionario, o padrdo da expressédo génica tem
fundamental importancia para o metabolismo embrionario em diferentes etapas,
como as clivagens iniciais, a ativagcdo genémica que ocorre no estagio entre 8-16
células, a compactacdo da moérula e a formagado do blastocisto e/ou diferenciagao
celular (Watson, 1992). Alteragbes no padrao de expressao génica, podem afetar a
viabilidade dos embrides. Especial atencdo deve ser dada, portanto, aos embrides
PIV, pois o sistema de cultivo pode influenciar drasticamente o padrao de expressao
de determinados genes. Rizos et al. (2002a) avaliaram a expressao de varios genes
envolvidos em processos importantes durante o desenvolvimento embrionario, como
apoptose (Bax), comunicagdo celular (Cx43) e estresse oxidativo (SOX). Esses

autores encontraram diferencas na expressdao desses genes entre embrides
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derivados de ovdcitos maturados e fecundados in vitro e cultivados in vitro e in vivo.
Embrides cultivados in vitro apresentaram menores niveis de expressao para o gene
relacionado com a comunicagao celular, porém maior transcrigdo para o gene de
apoptose e do estresse, demonstrando as diferencas entre os dois tipos de
embrides. Rizos et al. (2003) avaliaram também a expressao génica de genes como
SOX, Bax, interferon-t, e LIF relacionados com estresse oxidativo, apoptose,
reconhecimento materno-fetal e diferenciacdo e implantagao, respectivamente, em
embrides produzidos na presenca ou auséncia de soro fetal e encontraram aumento
nos niveis de expressao para os genes SOX, Bax e LIF, e diminuicdo na expressao
para o interferon-t em embrides produzidos na presenca de soro. Esta diferenca na
expressao afetou o nivel de criotolerancia desses embrides. Embrides cultivados
com soro apresentaram menor criotolerancia. Ja Wrenzycki et al.(2001) avaliando a
expressao génica em embrides produzidos em dois sistemas de cultivo, sendo TCM
199 e SOF, encontraram maiores niveis de expressdo em embrides produzidos no
TCM 199, para genes relacionados com a compactagédo e formagéao da blastocele,

porém consideram o meio SOF mais adequado ao cultivo embrionario.
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EFEITO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO EMBRIAO PIV

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo formadas a partir das reagdes de
reducao do oxigénio (O,), e constituem parte dos radicais livres. Os principais ROS
sdo os radicais superoxido (Oz) e hidroxil (OH), e o peréxido de hidrogénio (H205),
que correspondem a redugao por um, trés e dois elétrons, respectivamente (Guérin
et al., 2001). A producéao de radicais livres faz parte da fisiologia da célula, porém em

excesso podem causar danos as mesmas, levando ao estresse oxidativo.

A producdo de ROS pode ter origem diretamente a partir de gametas e
embrides, ou através do ambiente, e se refere a produgao dos radicais O, OH e o
H,O, . Além disso, a producdo desses radicais durante o cultivo in vitro é
diferenciada, de acordo com o estagio de desenvolvimento, sendo que zigotos e
blastocistos sdo mais sensiveis as ROS, enquanto embrides entre 9-16 células sao

mais resistentes (Guérin et al., 2001).

Varios fatores podem contribuir para aumentar a producdo das ROS, entre
eles pode-se destacar, a concentragado de oxigénio, o contato com a luz, o excesso

de manipulagéo e os espermatozoides.

A tensdo de O, utilizada nos sistemas de cultivo pode ser até quatro vezes
maior que a do oviduto, elevando a atividade das oxidases, e consequentemente a
quantidade de radicais O, no meio (Guérin et al.,, 2001), o que pode afetar a
quantidade dos embrides produzidos. Para avaliar o efeito da tensado de oxigénio na
producao de embrides suinos, Kitagawa et al. (2004) utilizaram 5 % e 20% de O, no
cultivo in vitro e encontraram maior taxa de produgao quando a tensao foi menor.
Neste mesmo estudo, a producdo de ROS também foi avaliada nos dois ambientes
de cultivo através da quantificagao de H,O, produzida no meio, que se apresentava
em menor concentragdo quando o cultivo foi feito sob 5% de O,. Yuan et al. (2003),
também avaliaram a produgao de embrides, porém bovinos, sob 5% e 20% de O, ,e
em seus resultados mostraram maior taxa de producao até a fase de morula, sob
alta tensdo de oxigénio, sendo que em D7 os resultados se inverteram, resultando

numa maior producdo de blastocistos sob baixa tensdo de O,, além disso, a
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quantidade de células apoptéticas nos embrides produzidos sob 20% de O, foi

maior.

O excesso de exposicao a luz visivel durante a manipulacido também pode
induzir a producao de ROS pelas células dos embrides (Guérin et al., 2001). Goto et
al. (1993) observaram um aumento na produgdo de H;O, em embrides de
camundongo expostos a luz por mais de cinco minutos, ou seja, o tempo gasto para

qualquer procedimento no laboratério de PIV.

Uma alteracdo na producdo de ROS também pode ocorrer durante a
fecundacéo, prejudicando o desenvolvimento dos zigotos e embrides. O periodo de
incubagdo dos gametas masculino e feminino pode desencadear um aumento na
producao de ROS pelos espermatozoides, prejudicando a formagao dos pronucleos
(Alvarez et al., 1996). Bedaiwy et al (2004) avaliando a produgao e desenvolvimento
de embrides humanos in vitro, verificaram que, quando o tempo de incubacao é
reduzido, durante a fecundagao, juntamente com a adicédo de vitaminas C e E no
meio FIV, a producdo de embrides foi maior, e possivelmente devido a menor
producao de ROS.

O estresse oxidativo é responsavel por diferentes tipos de danos nas células
dos embrides devido a producdo de ROS, e estes danos podem alterar varias
moléculas, como lipidios, proteinas e acidos nucléicos. O aumento na producao de
ROS induz a peroxidagéo lipidica (com efeito direto nas divisdes celulares, no
transporte de metabdlitos e disfungdo mitocondrial), leva a oxidagdo de proteinas, e
automaticamente a inativagado de enzimas, além de induzir a fragmentacgéo das fitas
de DNA nuclear. As consequéncias desses danos oxidativos podem ser
evidenciados no desenvolvimento retardado dos embrides, nas disfuncdes
metabdlicas e até mesmo no aumento e aceleragdo da apoptose (Guérin et al.,
2001). Kitagawa et al. (2004), avaliando a fragmentacdo do DNA de embrides suinos
sob diferentes tensées de O, e na presenga de antioxidantes (B-mercaptoetanol e
vitamina E), verificaram que danos menores ocorreram nos embrides produzidos sob
baixa tensao de oxigénio. Entretanto, a presencga dos antioxidantes no meio reduziu

os danos oxidativos quando os embrides foram cultivados em alta tensao de O,. O

17



efeito prejudicial da alta tensdo de O, na fragmentagdo do DNA foi confirmado por

Takahashi et al. (2000) em embrides bovinos cultivados em 5% e 20% de Os.

Um acumulo de radicais superéxido acompanhado de um declinio da enzima
superoéxido dismutase (SOD) estdo diretamente ligados ao aumento de apoptoses,
pois a SOD tem capacidade de inibir a morte celular. Yuan et al. (2003) verificaram
maior producao de células apoptéticas em embrides bovinos produzidos sob 20% de
O, quando comparados com embrides produzidos sob 5%, sendo este um indicativo

da qualidade dos embrides.

Os processos de congelamento e descongelamento também provocam danos
aos embrides, causando redugao das concentragdes de glutationa (um antioxidante
natural produzido pelas células) e da atividade da SOD, tornando as células mais
sensiveis as ROS (Guérin et al., 2001). Men et al. (2005) avaliando a sobrevivéncia
de embrides suinos PIV, e Rizos et al. (2002b) avaliando a sobrevivéncia de
embrides bovinos PIV, encontraram menor taxa de reexpansdo e eclosdo nos
embrides que passaram pelo processo de congelamento, demonstrando a maior
fragilidade dos mesmos. Ja Pereira et al. (2005), avaliando a viabilidade de embrides
bovinos PIV pds-congelamento, ndo encontraram diferenga significativa entre os

embrides congelados e os ndo congelados, em relagéo a taxa de ecloséo.

Apesar de inumeros fatores influenciarem ou desencadearem a producgao de
ROS nas células, ovocitos e embrides, substéncias como o fluido folicular, fluido do
oviduto ou enzimas podem ser adicionados aos meios de cultivo durante o processo
de producao dos embrides. Estas defesas, chamadas defesas antioxidantes, sao
definidas como qualquer substancia que, quando presentes em baixas
concentracdes em relagcao ao substrato oxidavel, retarda ou inibe a oxidacdo deste
(Halliwell and Gutteridge, 1989). Os antioxidantes podem ser divididos em
compostos nao-enzimaticos (glutationa/GSH, cistina/CSH, taurina e hipotaurina e
piruvato, entre outros) e enzimaticos (superéxido dismutase/Cu,Zn e superdxido
dismutase/Mn-SOD, catalase, glutationa peroxidase/GPX). E importante destacar
que a producao de ROS ocorre durante o metabolismo normal da célula, no entanto,
requer que a ativacao do sistema de reparo ao estresse oxidativo entre em acao tao

logo ocorram danos as células, do contrario ndo sera eficiente. Matos et al. (2002),
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avaliando o efeito da estimulagdo da sintese de GSH durante a MIV de ovdcitos
ovinos, encontraram aumento no conteudo de GSH intracelular em ovocitos
maturados na presenca de cisteamina e B-mercaptoetanol, porém a producido de
embrides foi significativamente maior apenas nos ovécitos maturados com

cisteamina.

Boquest et al. e Kim et al. (1999) avaliando a produgédo de embrides suinos e
bovinos, respectivamente, adicionaram glutationa (GSH) no meio de fecundacgéo, e
encontraram significativamente maior produgdo na presenga do antioxidante. Ali et
al. (2003) adicionaram diferentes antioxidantes (cisteina, N-acetil-L-cisteina, SOD e
catalase) em periodos distintos da produgédo de embrides, sendo MIV, FIV e cultivo,
e encontraram significativamente melhor produgdo na presenga de cisteina durante
a maturagdo e fecundacdo. Ja Kitagawa et al. (2004), avaliando o efeito da
concentracdo de oxigénio e da presenga de antioxidantes (B-mercaptoetanol e
vitamina E) na producado de embrides suinos, mostraram que a baixa de tensao de
O, e a adicdo de antioxidantes na presenca de alta tensdo de O, produziu
significativamente mais embrides. Neste mesmo trabalho, avaliaram também a
producao de H,O, e confirmaram que a menor tensdo de oxigénio produziu menor

quantidade de ROS, provocando menos danos oxidativos aos embrides.

Ovacitos e embrides podem ser protegidos contra o estresse oxidativo através
de métodos, como a redugdo da tensao de oxigénio, o co-cultivo com células
somaticas, a reducado da exposi¢cado a luz ou manipulagao sob luz filtrada (com filtro
especial para ultravioleta) e também pela adicdo de compostos antioxidantes nos
meios de cultivo, como enzimas (SOD), metais quelantes (EDTA), compostos tiols
(GSH, p-mercaptoetanol, CSH), proteinas (albumina) e vitaminas (C,E), levando-se
em conta que, da mesma forma que os antioxidantes sdo benéficos, podem se
tornar prejudiciais, quando administrados em excesso. Devem ser utilizados para
manter um equilibrio entre antioxidantes e pro-oxidantes nas células (Guérin et al.,
2001). Fatehi et al. (2005) verificaram que a presenga de co-cultivo com células do
cumulus protege o0s ovocitos das espécies reativas de oxigénio, e

consequentemente, induz uma maior produgao de embrides bovinos.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi testar a eficiéncia de dois sistemas de
cultivo, sendo alta e baixa tensdo de oxigénio, para a produgado, a qualidade e a
expressao de genes relacionados com estresse oxidativo em embrides produzidos in

vitro.
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HIPOTESE

O sistema de cultivo utilizando alta tensdo de oxigénio (20%) na presencga de
células do cumulus é tao eficiente para a produgcao de embrides in vitro quanto o

sistema que utiliza a baixa tensao (5%) sem a presenca dessas células.
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CAPITULO UNICO

TENSAO DE OXIGENIO DURANTE O CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES
BOVINOS: EFEITO NA PRODUCAO E EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS AO ESTRESSE OXIDATIVO
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TENSAO DE OXIGENIO DURANTE O CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES
BOVINOS: EFEITO NA PRODUCAO E EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS AO ESTRESSE OXIDATIVO

RESUMO

Apesar dos avangos obtidos nos ultimos anos nas técnicas de maturagéo,
fecundagédo e cultivo in vitro de embrides bovinos, a qualidade dos embrides
produzidos in vitro ainda é inferior a dos in vivo. O ambiente de cultivo apds a
fecundacdo é importante para a qualidade dos embrides. Dentre os fatores que
podem influenciar o ambiente de cultivo, o estresse oxidativo causado pela alta
tensdo de O, tem recebido especial atencdo. A maioria dos sistemas de cultivo
utilizada para a PIVE usa o meio SOFaaci com atmosfera de 5% de O,. Portanto, o
presente estudo teve por objetivo comparar a produgao de embrides em sistema de
cultivo com alta e baixa tens&do de O,. Um total de 1118 ovdcitos obtidos de ovarios
de abatedouro foram maturados e fecundados in vitro. Vinte horas apds a
inseminagao (pi) os zigotos foram separados em 2 grupos. No primeiro grupo (T1) os
zigotos foram lavados e transferidos para o meio de cultivo SOFaaci e cultivados por
7 dias em atmosfera de 5% CO; em ar, a 39°C. No outro grupo (T2), os zigotos
foram desnudados por pipetagens sucessivas, e transferidos para o meio SOFaaci,
onde foram cultivados em atmosfera de 5% CO, e 5% de O, a 39°C. As taxas de
clivagem foram avaliadas 48 horas pi e as de blastocisto em D6 e D7 pi. De ambos
0s grupos, um total de 94 embrides no estagio de blastocisto expandido em D7
foram fixados e corados com aceto-orceina para contagem do numero de células.
Sete pools de 15 embrides de cada tratamento, foram congelados para avaliagéo da
expressao de genes relacionados ao estresse oxidativo, sendo superéxido
dismutase (Mn-SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPX). Os dados relativos a
taxa de clivagem e blastocisto foram analisados pelo teste do Chi-quadrado, os de
numero de células pela analise de variancia e os relativos a expressao génica, pelo
teste t de Student ou teste de Mann-Whitney. A taxa de clivagem foi semelhante
(P>0,05) para os grupos sendo 77,4% para o T1 e 79,9% para o T2. A taxa de

blastocisto em D6 foi maior (P<0,05) no grupo cultivado em baixa tensdo de O
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(40,7%) do que no de alta tenséo (33,8%). Entretanto, a taxa de blastocisto em D7
foi similar (P>0,05) para os dois grupos, sendo 44,7% e 47,1% para T1 e T2,
respectivamente. O numero total de células (T1= 175,6+54,1; T2= 160,6+41,8) dos
embrides, n&o variou (P>0,05) entre os dois sistemas de cultivo. A quantidade
relativa de transcritos para o gene Mn-SOD foi maior (P<0,05) na presencga de alta
tensdo de O,. Para a catalase e a GPX o nivel de expressao foi semelhante nos dois
sistemas de cultivo. Esses resultados sugerem que o cultivo de embriées bovinos
em meio SOFaaci sob alta tensdo de O, na presenca de células do cumulus nao
afeta a quantidade e qualidade dos embrides produzidos in vitro. E possivel que as
células do cumulus tenham um papel importante na retirada de substancias

indesejaveis minimizando o estresse oxidativo causado pela alta tenséo de O..

Palavras-chave: Bovino, Embrides, Tensao de oxigénio e Estresse oxidativo.
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OXIGEN TENSION DURING IN VITRO CULTURE OF BOVINE EMBRYOS:
EFFECT IN PRODUCTION AND EXPRESSION OF GENES RELATED TO
OXIDATIVE STRESS

ABSTRACT

Although substantial progress has been made in the procedures for in vitro
maturation, fertilization and culture of bovine oocytes, the percentage and quality of
embryos produced in vitro are lower than those produced in vivo. The environment
where embryos are cultured after fertilization is very important factor responsible for
their quality. Among the factors that can influence the culture environment, oxidative
stress caused by high O, tension, has received special attention. Currently, the
majority of the in vitro culture systems for embryo production (IVP) use SOFaaci
medium under 5% of O,. Therefore, the present study had the objective to compare
in vitro embryo production using high and low O, tension during embryo culture. A
total of 1118 oocytes obtained from abattoir ovaries were matured and fertilized in
vitro. Twenty hours pos-insemination (hpi) the zygotes were divided into two groups.
In the first group (T1) the zygotes were washed and transferred to SOFaaci medium
and cultured for 7 days under 5% CO in air, at 39°C. In the second group (T2) the
zygotes were denuded by successive pipetting and then, transferred to SOFaaci
medium and cultured under 5% CO, and 5% de O, at 39°C. Cleavage rates were
evaluated 48 hpi and the blastocyst rates at D6 and D7 pi. From both groups a total
of 94 expanded blastocyst, from D7 of culture, were fixed and stained with aceto-
orcein to evaluate cell numbers. Seven pools of 15 embryos from each treatment
were frozen for gene expression evaluation. The abundance of transcripts for genes
related to oxidative stress, superoxide dismutase (Mn-SOD), catalase and
gluthatione peroxidase (GPX) were determined using a semi-quantitative PCR. Data
for cleavage and blastocyst rates were analyzed by Chi-square test and those for
embryo cell number by analysis of variance. Data from gene expression were
analyzed by t test or Mann-Whitney test. Cleavage rate was similar (P>0.05) for both
groups, being 77.4 % for T1 and 79.9% for T2. The blastocyst rate at D6 pi was
higher (P<0.05) in the group cultured under low O, tension (40.7%) than in the high
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O, tension (33.8%). However, blastocyst rate at D7 was similar (P>0.05) for both
groups, being 44.7% and 47.1% for T1 and T2, respectively. Embryos total cell
numbers (T1=175.6+54.1; T2=160.6+41.8) did not differ between culture systems
(P>0.05). The relative abundance of transcripts for Mn-SOD gene was higher
(P<0.05) for embryos cultured in high O, tension. The catalase and GPX expression
level was similar for both systems. The results suggested that culture of bovine
embryos in SOFaaci medium under high O, tension, in the presence of cumulus
cells, does not affect quantity and quality of IVP embryos. It is possible that the
cumulus cells have an important role in the removal of detrimental substances,

minimizing the oxidative stress caused by the high O, concentration.

Key words: Bovine, Embryos, Oxygen tension, Oxidative stress.
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INTRODUGAO

O uso da reproducédo assistida € hoje uma pratica comum na produgao
animal, e visa aumentar e acelerar a multiplicacdo de animais de meérito genético

superior que expressam caracteristicas econémicas importantes.

A primeira técnica de reproducado assistida utilizada em bovinos foi a
inseminacao artificial (IA) na década de 40. Desde entdo, varias outras técnicas
foram desenvolvidas visando a melhor exploragdo de caracteristicas genéticas das

fémeas.

Com o nascimento do primeiro bezerro oriundo da fecundagéo in vitro, em
1981 (Brackett et al., 1982) a possibilidade de melhor utilizacdo de fémeas
superiores se tornou concreta. A partir de entdo, a eficiéncia dessa técnica tem
aumentado substancialmente, e esta sendo utilizada em grande escala para
producdo de embrides de fémeas de varias idades e em varios estados fisiologicos,
tanto na pesquisa quanto comercialmente. O interesse crescente da producgao in
vitro de embrides é devido a possibilidade de aumentar rapidamente a produgao de
uma fémea, visto que o numero de produtos obtidos supera ao de transferéncia de
embrides convencional. Além disso, essa técnica € uma ferramenta essencial para o
estudo de varias outras biotécnicas como a clonagem e a injegao intracitoplasmatica

de espermatozéide (ICSI).

Entretanto, a utilizagdo da producgao in vitro (PIV) de embrides para aumentar
a produtividade tem sido limitada pelo seu alto custo, que por sua vez é devido,
principalmente, as baixas taxas de blastocisto obtidas. Existem inumeras evidéncias
de que os embrides produzidos in vitro sao inferiores qualitativamente aos
produzidos in vivo (Takahashi et al., 2000, Khurana e Niemann, 2000, Lonergan et
al., 2003). Varias diferencgas entre as duas categorias de embrido tem sido descritas
tais como menor quantidade de células, maior quantidade de lipidios, alteragcdes no

DNA, menor criotolerancia e menor taxa de prenhez (Rizos et al., 2002b).
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Apesar de todo o avango alcancado desde os primeiros estudos, os
resultados da producédo de embrides sdo baixos e tem se mantido em torno de 40%
(Pereira et al., 2003). Sabe-se que a qualidade do ovdcito é um fator fundamental
para determinar a proporgdo de ovécitos imaturos que chegam a blastocisto, mas
por outro lado, o ambiente de cultivo apds a fecundagao também pode ter um efeito
drastico no desenvolvimento e na qualidade do embrido. Portanto, melhorar as
condicbes de cultivo pela identificacdo de fatores, substancias e mecanismos
envolvidos no desenvolvimento embrionario € fundamental para aproximar a

eficiéncia desse processo aquela obtida na producao in vivo.

Varios fatores podem influenciar o ambiente de cultivo, tais como: composi¢ao
do meio, presencga de soro fetal, a quantidade de embrides cultivados por volume de
meio e a atmosfera gasosa (Khurana e Niemann, 2000). Dentre esses fatores o
estresse oxidativo causado pela alta tensdo de oxigénio utilizada durante o cultivo
tem recebido especial atengdo nos ultimos anos (Ali et al., 2003, Bedaiwy et al.,
2004, Fatehi et al., 2005).

Uma das grandes diferengas entre o ambiente in vivo e o in vitro é a tensao
de oxigénio, visto que a tensdo de oxigénio no oviduto e no utero € menor do que a
utilizada nos sistemas de cultivo embrionario in vitro (Van Soom et al., 2002). Tem
sido demonstrado que a diminuigdo na tensao de oxigénio de 20% para 5% aumenta
a taxa de desenvolvimento embrionario in vitro em varias espécies. (Takahashi et al.,
2000; Guérin et al., 2001; Yuan et al., 2003; Kitagawa et al., 2004). Esses resultados
indicam que a alta tensdo de oxigénio durante o cultivo afetam o desenvolvimento,
provavelmente, devido ao acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no

citoplasma dos embrides.

Atualmente a maioria dos sistemas de cultivo para embrides bovinos
produzidos in vitro utiliza o meio SOFaaci em atmosfera com baixa tensdo de
oxigénio (Lonergan et al., 1999; Hashimoto et al., 2000, Van Soom et al., 2002, Ali et
al., 2003; Luciano et al., 2005). Esse sistema elimina a necessidade de co-cultivo
com células somaticas, mas por outro lado, eleva o custo de producdo e aumenta a
manipulacao pods-fecundacao. Isto porque, para que se possa manter a atmosfera de

5% de oxigénio, é necessaria a utilizacao de 5% de CO, normalmente utilizado, e de
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90% de nitrogénio. Sendo assim, nesse sistema & necessario retirar as células do
cumulus apos a fecundacgéo, submetendo os zigotos a um estresse que pode afetar

a sua capacidade de desenvolvimento.

Resultados em nosso laboratério tém demonstrado que o meio SOFaaci pode
ser utilizado em atmosfera com 5% de CO, em ar (alta tensdo de oxigénio) com altas
taxas de producao de blastocisto e sem a necessidade da retirada de células apds a
fecundagado (Pereira et al., 2005). Acredita-se que as células do cumulus que
permanecem com o zigoto e que sdo mantidas durante todo o cultivo funcionem
como um “varredor” retirando substancias toxicas do meio de cultivo (Fuijitani et al.,
1997). Dessa forma, o estresse oxidativo causado pela alta tensdo de oxigénio seria
minimizado pela presenca dessas células, de forma que a producado e a qualidade

dos embrides produzidos seriam similares em ambos os sistemas de cultivo.
Portanto, o presente estudo teve por objetivo comparar dois sistemas de

cultivo, um com alta tensdo de oxigénio (O2) e outro com baixa tensdo de O, ,

avaliando a quantidade e qualidade dos embrides PIV.
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MATERIAL E METODOS

Coleta e selegcao de ovécitos

Ovarios de vacas mestigas foram coletados em um abatedouro da regidao do
entorno de Brasilia/DF. Logo apds a coleta, foram transportados em solugéo
fisiologica 0,9% a uma temperatura de 35°C. No laboratério, com o auxilio de
escalpes de 18 G acoplados a uma bomba de vacuo, os foliculos entre 2 € 8 mm
foram aspirados. O liquido aspirado foi depositado em tubos de 15 ml (TPP®),
mantidos em banho-maria a temperatura de 35°C, onde permaneceram por
aproximadamente 10 minutos para a sedimentacdo. O pellet foi colocado em uma
placa de 100 mm (TPP®) contendo meio de lavagem, composto por TCM 199 com
Hepes e sais de Hank’s (Invitrogen/Gibco®), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB - Invitrogen/Gibco®), 10 Ul/ml de penicilina (Sigma®) e 50 pug/ml de
estreptomicina (Sigma®). A procura e selecdo dos complexos cumulus ovdcitos
(CCOs) foi realizada com o auxilio de um estereomicroscépio (ZEISS® - Stemi SV6),
somente os CCOs de qualidade | e Il foram selecionados para o experimento. O
periodo de tempo entre a aspiracado dos foliculos até os ovécitos serem colocados

na maturacéo nao foi superior a uma hora.

Maturacao in vitro de ovécitos (MIV)

Todos os meios utilizados no experimento, da maturagdo ao cultivo, foram

fornecidos pela Nutricell ® Nutrientes Celulares Ltda (Campinas, Sdo Paulo, Brasil).

Os CCOs selecionados foram lavados e transferidos para uma placa de 35
mm contendo 2 ml de meio de maturagéao in vitro (MIV) cobertos com 2 ml de dleo
de silicone, previamente estabilizado por duas horas em incubadora a 39°C e 5% de
CO, em ar, onde permaneceram por 22 horas. A composi¢cdo de meio MIV consistia

de TCM 199 com sais de Earl’s suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
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horménio luteinizante (LH), horménio foliculo estimulate (FSH), L-glutamina,

penicilina e estreptomicina.

Fecundacao in vitro (FIV)

Para a fecundagdo, os CCOs foram separados em grupos de no maximo 35
estruturas, lavados e colocados em gotas de 200 ul de meio de fecundagao (FIV),
cobertas com 6leo de silicone, previamente estabilizados em incubadora a 39°C e
5% de CO; em ar. O meio de fecundagdo utilizado foi suplementado com

penicilamina, hipotaurina, e epinefrina (PHE) e heparina.

Em todo o experimento foi utilizado sémen de um mesmo touro e de mesma
partida, previamente testado para FIV. O processo de selegcdo espermatica foi
realizado pelo método do gradiente percoll (Parrish et al., 1995). O gradiente percoll
consistiu de 2 ml de percoll 90% e 2 ml de percoll 45% (percoll 90% diluido com 50%
meio de capacitagdo). O sémen foi descongelado em banho-maria a 35°C e
depositado cuidadosamente na superficie do gradiente, previamente estabilizado a
39°C e 5% de CO,. Em seguida, foi centrifugado a 700 G por 20 minutos a uma
temperatura de 30°C, posteriormente o “pellet” foi retirado e lavado em 1 ml de meio
de capacitagdo, sendo novamente centrifugado por 5 minutos. O “pellet’ resultante
foi ressuspendido com meio de fecundacao. A concentracao final do sémen na gota

de FIV foi de 1 x 10° espermatozoides/ml.

Espermatozdides e CCOs foram co-incubados por 20-22 horas a 39°C e 5%

de CO,em ar, sendo o dia da inseminacgao considerado DO.
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Cultivo in vitro de embrioes

Apods o periodo de fecundagédo, os provaveis zigotos foram divididos em dois

grupos, descritos a seguir:

-Alta tens&o de O, : os zigotos foram retirados da gota de fecundagcdo e colocados

em gotas de PBS sem calcio e sem magnésio, suplementado com 0,03% de
albumina sérica bovina (BSA - Sigma®), onde permaneceram sobre uma placa
aquecedora a 36°C, enquanto o outro grupo foi preparado. Em seguida, os zigotos,
em grupos de no maximo 35, foram lavados e transferidos para o meio de cultivo,

em gotas de 200 ul cobertas com éleo de silicone.

-Baixa tensdo de O, : os provaveis zigotos foram transferidos para um microtubo
contendo 100 ul de PBS sem célcio e sem magnésio, suplementado com 0,03% de
BSA aquecido e em seguida levado a incubadora, permanecendo fechado, por
aproximadamente 10 minutos. Posteriormente, com o auxilio de um pipetador
graduado para 75 ul, foram efetuadas 60 pipetagens ininterruptas para desnudar os
zigotos. No caso de persisténcia de muitas células, foi efetuada outra sesséo de
pipetagens, e em seguida os zigotos foram lavados e transferidos para gotas de 200
ul de meio de cultivo cobertas com 6leo de silicone e previamente estabilizadas a
39°C, 5% de CO,, 5% de Oz e 90 % de nitrogénio.

Durante a retida das células do cumulus, ambos os grupos permaneceram o

mesmo tempo em PBS suplementado com 0,03% de BSA.

Para o cultivo, o meio utilizado foi o SOFaaci, suplementado com aminoacidos

essenciais, tri-citrato de sédio, myo-inositol e 5% de SFB.

Foram avaliadas taxa de clivagem em D2 e de blastocisto em D6 e D7. No
sétimo dia de cultivo foram retirados de ambos os grupos, os embrides no estagio de
blastocisto expandido (Bx) do mesmo tamanho e com qualidade semelhante,
lavados em PBS sem SFB ou BSA e congelados em pools de 15 para avaliagao de

expressao génica, ou fixados para contagem de células.
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Avaliacao do numero total de células dos embrides

A determinagédo do numero total de células dos embrides no estagio de Bx em
D7, foi realizado utilizando a técnica descrita por Vajta et al. (2000). Foram contadas

células de 44 embrides de T1 e 50 embrides de T2.

Inicialmente os embrides foram colocados em uma solugao de citrato de sédio
(Sigma®) 0,9% por 5-10 minutos e depois passados rapidamente na solugéo de
fixagdo (entre 10 a 20 segundos) para ruptura da zona pelucida e entdo transferidos
para uma lamina. A solucao fixadora consistia de 600 ul de etanol (Merck®) 96%,

400 pl de acido acético (Merck®) e 200 ul de agua destilada.

Apds a secagem das laminas em temperatura ambiente, as mesmas
permaneceram mergulhadas em solugao 3:1 de etanol absoluto (Merck®) e acido

acético (Merck®), por no minimo 12 horas.

Para a contagem do numero total de células, as laminas foram retiradas do
fixador e colocadas para secar em temperatura ambiente. Em seguida, foram
coradas com uma solucdo a 2% de orceina acética por 10 minutos. O corante foi
removido com agua destilada e as laminas foram colocadas para secar em
temperatura ambiente. Os nucleos foram contados com o auxilio de um microscopio

(Nikon®) de campo claro, em objetiva de 20X.

Avaliacao da expressao génica

Para a avaliagdo da expressao génica nos embrides foi utilizada a técnica de
RT-PCR semi-quantitativo, sendo avaliados 3 genes envolvidos com estresse
oxidativo, Catalase, Glutaniona Peroxidase (GPX) e Superéxido Dismutase (Mn-

SOD) e um gene relacionado com o reconhecimento materno fetal da prenhez
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(Interferon-t). Foi utilizado como controle, o gene constitutivo GAPDH. As

sequéncias dos primers sao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados no experimento

Gene Primer Fragmento

Catalase sense 5-GTTCGCTTCTCCACTGTT-3' 454 pb
antisense 5-GGCCATAGTCAGGATCTT-3'

Mn-SOD sense 5'-CCCATGAAGCCTTTCTAATCCTG-3' 307 pb
antisense 5-TTCAGAGGCGCTACTATTTCCTTC-3'

Interferon-t  sense 5-GCCCTGGTGCTGGTCAGCTA-3’ 564 pb
antisense 5-CATCTTAGTCAGCGAGAGTC-3

GPX sense 5-CGCCGAGTGTGGTTTAC-3' 315 pb
antisense 5-AGGTCCTTCTCTATCACCAG-3'

GAPDH sense 5-CCCATCACCATCTTCCAGG-¥ 471 pb

antisense 5-AGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3’
Mn-SOD = Mn-superéxido dismutase; GPX = glutationa peroxidase;

Foram utilizados 7 pools por tratamento, com 15 embrides cada, de
manipulagdes diferentes, que foram coletados e congelados em quantidade minima
de PBS a temperatura de - 80°C.

Para a extragdo do RNA total foi utilizado Trizol Reagent (Invitrogen™)
seguindo as recomendagdes do fabricante, mas com modificacbes. O material foi
descongelado a temperatura ambiente por 5 minutos; em seguida foi adicionado 100
uL de Trizol e 25 ng de glicogénio e levado ao vortex a temperatura ambiente por 5
minutos. Posteriormente, foi adicionado 20 uL de cloroférmio e voltou ao vértex por
15 segundos sendo deixado em repouso por 2 minutos a temperatura ambiente.
Apds o repouso, o tubo contendo o material foi centrifugado a 12000g por 15
minutos a 4°C sendo retirado o sobrenadante e transferido para outro tubo. Nesse
tubo foi entdo adicionado 50 pL de isopropanol gelado para precipitar o RNA, sendo

deixado por 2 horas a — 20°C. Apés esse periodo, o material foi retirado do freezer e
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centrifugado a 13000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 100 puL de etanol 75%, centrifugando a 7000g por mais 7 minutos a
4°C. Apos estes procedimentos, o tubo foi deixado aberto em temperatura ambiente
para secagem do pellet por 10 minutos. Logo, o “pellet” em seguida foi
ressuspendido com 10 uL de agua milli-Q, ficando o tubo em banho-maria a 55° por

10 minutos para diluir o pellet, antes do tratamento com DNAse.

Para o tratamento com DNAse o tubo foi centrifugado a 5000g por 10
segundos e foi retirado 9 uL sendo colocados em outro tubo de 0,2 mL, onde foi
adicionado o tampao da DNAse para uma concentragao final de 1X. Em seguida,
0,5uL de DNAse de concentragao 1U/uL, foram adicionadas; o tubo ficou em banho-
maria a 37°C por 30 minutos. Em seguida foi colocado no gelo novamente, e
posteriormente adicionou-se 1 uL de stop solution (para parar a reagao da enzima) e

novamente foi levado ao banho-maria a 65°C por mais 10 minutos.

A sintese de cDNA foi realizada em um tubo de 0,2 mL, sendo utilizados 10
uL de RNA total, 0,5ug de oligo(dT) e 200uM dos 4 dNTP’s. O tubo foi mantido a
65°C por 5 minutos. Resfriou-se por 1 minuto, adicionou-se tampao (1X) da enzima
transcriptase reversa (RT), 2uL de DTT (0,1M) e 40U de RNAse OUT. Em seguida,
a reacao foi submetida a 42°C por 52 minutos, sendo que aos dois minutos, o
programa foi parado e adicionado ao tubo 200 U da enzima RT e foi dado segmento

ao programa, terminando com um passo a 70°C por 15 minutos.

Para a PCR, as condi¢des de reagao foram as seguintes: 1 uL de cDNA, 2U
de Taqg DNA polimerase, 10 pmoles de cada primer, 0,8 mM dos 4 dNTP’s, 2 mM de
MgCl, e tampao da enzima 1X. O programa para a amplificagao foi: desnaturagao
inicial a 93°C por 5 minutos, seguida de 29 ciclos para os genes GPX, Mn-SOD e
interferon-t, 31 ciclos para o gene GAPDH, e 33 ciclos para o gene catalase, a 93°C
por 40 segundos, 54°C por 40 segundos e 72°C por 1 minuto, terminando com uma

extensao final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5%,

corados com brometo de etidio.
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Delineamento experimental

Experimento 1: Producgao in vitro de embrioes em dois sistemas de cultivo.

No presente experimento foram avaliados os efeitos dos ambientes de cultivo,
sob alta e baixa tensdo de O, , na producdo de embrides. Um total de 1118 CCOs
foram maturados e fecundados in vitro. Apés a fecundagéo, os provaveis zigotos
foram divididos aleatoriamente nos dois tratamentos: sob alta (20%) e baixa (5%)

tensao de O,. A taxa de clivagem foi avaliada em D2 pi e os blastocistos em D6 e D7

pi.

Experimento 2: Avaliagdo do numero total de células dos embriées produzidos

em dois sistemas de cultivo.

No presente experimento foi avaliado o numero total de células dos embrides
produzidos em diferentes sistemas de cultivo, com alta (20%) e baixa (5%) tensao
de O,. Para isso, foram utilizados 94 embrides (44 de T1 e 50 de T2) no estagio de
Bx em D7, e de mesma qualidade, fixados em lamina e corados com orceina acética

a 2%, para contagem dos nucleos.

Experimento 3: Avaliagao da expressao génica

O objetivo deste experimento foi avaliar a expressdo dos genes Glutationa
Peroxidase (GPX), Catalase, Superdxido Dismutase (MnSOD) e Interferon-t nos
embrides produzidos em dois diferentes sistemas de cultivo, um com alta (20%) e
outro com baixa (5%) tensdo de O,. Foram utilizados sete pools de 15 embrides

cada um, de réplicas diferentes, para cada tratamento.
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A extracdo do RNA total foi feita através da técnica do Trizol Reagent® com
modificagdes. Para avaliagdo da expressédo génica foi utilizada a técnica de RT-
PCR-semiquantitativo, sendo a quantidade relativa de transcritos determinada por

densitometria pelo programa Image J, versdao 1.36b, utilizando o gene constitutivo

GAPDH como referéncia.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados relativos a taxa de clivagem e produgao de blastocistos foram
analisados pelo teste Chi-quadrado (y?) e os dados de avaliagdo do nimero total de

células dos embrides, pelo teste de analise de variancia.

Os dados da expresséo génica foram comparados pelo teste t de Student ou

teste de Mann-Whitney, utilizando o programa Prophet, versédo 5.0, 1996.

O nivel de significancia considerado foi P<0.05.
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RESULTADOS

No experimento 1 foi avaliado o efeito do sistema de cultivo embrionario,
utilizando alta (T1) e baixa (T2) tens&do de O, na produgéo in vitro de embrides
bovinos. A taxa de clivagem e producdo de blastocistos em D7 foi semelhante
(P>0.05) para os dois tratamentos (Tabela 2). Entretanto, o cultivo em baixa tensao
de O, teve um efeito estimulatério na velocidade de desenvolvimento, visto que esse
grupo apresentou maior (P<0.05) percentagem de blastocisto em D6 do que o

cultivado em baixa tensao (Figuras 1 e 2).

Tabela 2. Producéo in vitro de embrides bovinos cultivados sob alta (T1) e baixa
(T2) tenséo de O..

Blastocisto (%)

Tratamento Ovacitos(n) Clivagem(%) D6 D7
T1 570 441 (77,4)° 125 (21,9)? 254 (44,5)°
T2 548 438 (79,9)° 205 (37,4)° 258 (47,1)°

3P Diferentes subscritos na coluna diferem significativamente (P< 0.05).
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Figura 1: Embrides D7 produzidos em sistema com baixa tenséo de Os.

Aumento de 160 vezes.

Figura 2: Embrides D7 produzidos em sistema com alta tenséo de Os.

Aumento de 160 vezes.
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Para a avaliagdo da qualidade dos embrides produzidos em diferentes
sistemas de cultivo, no experimento 2 os embrides em estagio de blastocisto (em
D7) foram fixados e corados para determinagdo do numero de células. A média do
numero de células por embrido foi similar (P>0.05) nos dois tratamentos (Tabela 3).
Resultados semelhantes foram observados para o numero de células que se
encontravam em divisdo celular (metafase), no momento da fixagdo dos embribes
(Figura 3).

Tabela 3. Avaliagdo do numero total de células dos embrides produzidos sob

diferentes tensdes de oxigénio, 20% (T1) e 5% (T2).

N° Células N° Células em Metafase
Tratamento Embrides (n) (médiaxdp) (médiaxdp)
T1 44 175,57 + 54,13° 5,89 + 3,08°
T2 50 160,58 + 44,01° 5,02 + 2,84°

3P Diferentes subscritos na coluna diferem significativamente (P< 0.05).
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Figura 3: Blastocisto expandido em D7 corado com orceina-acética para contagem

do numero total de células.

As setas representam células em metafase.

Com relagéo ao experimento 3, o cultivo na presenga de alta tensao de O
resultou em um aumento (P<0.05) na quantidade relativa de transcritos para o gene
da Mn-SOD. Apesar da expressao do gene GPX ter sido semelhante (P>0.05) para
os dois grupos, uma tendéncia a ser mais expresso nos embrides cultivados em alta
tensdo do que em baixa tensao (P=0,0973), foi observada. Com relagao aos genes
da Catalase e o Interferon-t, o nivel de expressao foi semelhante (P>0.05) nos dois
sistemas de cultivo (Figura 4). Os produtos amplificados para os genes avaliados

sdo mostrados na figura 5.
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Figura 4. Quantidade relativa de mMRNA dos genes Manganés Superdxido
Dismutase (Mn-SOD), Catalase e Glutationa Peroxidase (GPX4) em embrides no
estagio de Bx em D7, cultivados em sistemas com alta (20%) e baixa (5%) tenséo de
O..

2P Diferentes subscritos diferem significativamente (P<0.05).
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose representando os amplicons para os
genes GAPDH, GPX , catalase e Mn-SOD. Em todas as fotos da figura A, as trés
primeiras linhas representam T1 (20% de Oy) e as trés ultimas T2 (5% de O;) e na
figura B, as quatro trés primeiras linhas representam T1 (20% de O;) e as quatro
ultimas T2 (5% de Oy).

20 % 5%

e 56apb
INFT

GAPDH

«— 47pb

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose representando os amplicons para os
genes Interferon-t e GAPDH.
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DISCUSSAO

O estresse oxidativo tem sido apontado como um dos responsaveis pela
baixa qualidade e producdo de embrides in vitro. Sendo que varios estudos tém
demonstrado que diminuindo a tensdo de oxigénio durante o cultivo embrionario,

aumenta a producgao e qualidade dos embrides.

Um aumento de perdxidos foi observado em embrides de camundongos
cultivados in vitro (Goto et al., 1993), sugerindo que durante o cultivo ocorre um
desequilibrio entre a produgdo e a degradagao de ROS. Fatores ambientais como
exposicao a luz e alta tensdo de O resultam em alteragbes no metabolismo dos
embrides e aumento na producdo intracelular de ROS. Portanto, as ROS podem
interferir no estado redox do embrido causando o estresse oxidativo, que pode
alterar fungdes celulares importantes, como o controle da expressao génica
(Mouatassim et al., 1999).

Atualmente, a maioria dos laboratorios utiliza como sistema de cultivo de
embrides produzidos in vitro, 0 meio SOF em atmosfera de 5% O, e na auséncia de
co-cultivo com células somaticas. Entretanto, levantamos a hipétese de que os
efeitos da alta tensdo de O, na producdo de embrides bovinos, podem ser
amenizados se o cultivo for realizado na presenca de células somaticas. Para testar
essa hipétese, foram avaliados dois sistemas de cultivo, sendo um com alta tensao
de O, e presenca de co-cultivo e outro com baixa tensdo de O, e auséncia de co-
cultivo no ambiente de cultivo embrionario poés-fecundacdo. Os resultados
mostraram que, apesar da producao de blastocistos em D6 ter sido maior no grupo
cultivado sob 5% de O, ndo houve diferenga no desenvolvimento ao estagio de
blastocisto em D7 para os dois sistemas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Khurana e Niemann (2000) e Both et al. (2005), que obtiveram
taxas semelhantes de blastocisto em D7, quando o cultivo foi realizado sob 5% e
20% de O,. Entretanto, a maioria dos trabalhos relatam os efeitos prejudiciais da alta
concentracdo de O, durante o cultivo, obtendo maior producdo de embrides quando
o cultivo é realizado com 5% de O, (Takahashi et al., 2000 e Yuan et al., 2003;

Kitagawa et al., 2004; Petersen et al., 2005). Isso pode ser devido, principalmente,
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ao estresse oxidativo causado pela alta tensdo de O,, aumentando a producao de
ROS pelos embrides, e consequentemente prejudicando a formagédo e qualidade
desses embrides (Takahashi et al., 2000). Essa hipdtese pode ser explicada pelo
fato de que no oviduto e no utero de fémeas mamiferas, a concentracdo de O, é
menor do que no ambiente comumente utilizado para o cultivo in vitro (Van Soom et
al., 2002).

Varios parametros podem ser utilizados para avaliar a qualidade de um
embrido, como a fragmentacdo de DNA (Takahashi et al., 2000; Karja et al., 2004),
menor numero de células apoptoticas (Yuan et al.,, 2003), maior taxa de
sobrevivéncia pds descongelamento (Petersen et al., 2005), menor produgédo de
ROS (Kitagawa et al., 2004) e numero total de células (Lonergan et al., 1999; Booth
et al., 2005), entre outros parametros. No presente estudo, o numero total de células
foi um dos parametros utilizados para essa avaliagdo. Em ambos os tratamentos, ou
seja, tanto com alta como com baixa tensdo de O,, o numero total de células dos
embrides avaliados foi semelhante (P>0.05). Esses resultados estdo de acordo com
os encontrados por Khurana e Niemann (2000), entretanto diferem dos relatados por
Lonergan et al. (1999) e Booth et al. (2005), que obtiveram maior numero total de

células para embrides produzidos sob atmosfera de 5% de O..

Considerando que as taxas de clivagem e blastocisto em D7, assim como o
namero total de células, foram semelhantes para os dois sistemas, pode-se sugerir
que as células do cumulus, utilizadas para o co-cultivo, também foram responsaveis
pelos resultados obtidos, assim como a expressdao da Mn-SOD pelos proprios
embrides, que aumentou seus niveis para se defender do estresse causado pela alta
tensdo de O,. O efeito benéfico das células do cumulus se deve a capacidade que
possuem de eliminar substancias embriotéxicas do meio de cultivo, como por
exemplo, as ROS, fazendo uma varredura e limpando a ambiente em que os
embrides estdo se desenvolvendo, além de secretar substancias benéficas aos
mesmos (Harvey et al., 1995; Bavister et al. 1992). Como fatores embriotréficos
secretados pelas células somaticas em sistemas de co-cultivo, destacam-se os
fatores de crescimento, e também os agentes neutralizadores de toxinas, como os
antioxidantes e quelantes de metais pesados (Donnay et al., 1997). Além disso, tem

sido relatado que elas sdo essenciais durante a produgao e liberagado de glutationa
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(GSH), maior composto sulfidril ndo-proteico presente nas células de mamiferos com
funcdo de protecdo contra o estresse oxidativo (Luciano et al., 2005), pois
intensificam o poder estimulatério da cisteina e da cistina (precursores da GSH) na
sintese da glutationa (Luberda, 2005). Portanto, o aumento no estresse oxidativo
devido a alta tensao de O, foi, possivelmente, neutralizado pela presenca dessas
células e também pelo aumento dos niveis de expressao da Mn-SOD. Geralmente,
nos experimentos que relatam maior producdo de embrides sob 5% de O
(Takahashi et al., 2000; Yuan et al., 2003; Kitagawa et al., 2004), o cultivo pés-
fecundagao ocorre na auséncia de co-cultivo, tanto sob 5% quanto sob 20% de O..
No entanto, no trabalho de Khurana e Niemann (2000), em que a producgao
embrionaria foi semelhante para ambas as tensdes de O, foi realizado o co-cultivo
com células somaticas em ambos os tratamentos, confirmando os seus efeitos
benéficos ja citados por outros autores (Donnay et al.,, 1997; Kim et al., 1999;
Luciano et al., 2005).

Estudos comparando sistemas de cultivo, em geral, avaliam a porcentagem
de embrides produzidos. Entretanto, outros pardmetros devem ser utilizados para
um melhor entendimento dos processos estudados. Considerando que a protegao
do embrido contra as ROS depende, em parte, do pool de enzimas antioxidantes
(Harvey et al., 1995), e que a expressdo dos genes dessas enzimas pode ser
estimulada pelo estresse oxidativo, no presente trabalho foi também avaliada a
expressdo dos genes que codificam as enzimas Mn-SOD, GPX, catalase e

interferon-t em embrides cultivados sob alta e baixa tensdo de O,.

O cultivo em alta tensédo de O, resultou em um aumento significativo no nivel
de expressao da Mn-SOD. Nesse grupo também foi observada uma tendéncia em
apresentar maior expressdo da GPX, entretanto os niveis de expressao da catalase

e do interferon-t foram similares em ambos os sistemas.

Tem sido demonstrado que o cultivo na presenga de tiols de baixo peso
molecular, como a cisteamina, melhora o desenvolvimento de embrides bovinos (de
Matos et al., 2002), entretanto o mesmo efeito ndo foi observado quando enzimas
antioxidantes foram adicionadas no meio de cultivo (Ali e Sirard, 2003). E possivel

que os tiols sejam aproveitados pelas células embrionarias, diminuindo o nivel de
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ROS intracelular, enquanto as enzimas nao consigam atravessar a membrana,
podendo agir somente no meio de cultivo. Portanto, um aumento na expressao
desses genes parece ser a resposta natural das células para se proteger contra o
estresse oxidativo causado pela alta tensdo de O,. Os embrides cultivados com
20%, apresentam maior quantidade relativa de transcritos para a enzima Mn-SOD, o
que sugere que eles estavam submetidos a um maior estresse, e por isso ajustaram
a expressao para esse gene na tentativa de compensar a condigdo sub-6tima de

cultivo.

No sistema antioxidante, as SODs sao as enzimas iniciais, que permitem a
conversao dos anions superéxido em peroxido de hidrogénio, que por sua vez seréo
removidos pela catalase e GPX. Lequarre et al. (2001), avaliando a influéncia das
condicbes de cultivo na expressdo da Mn-SOD e da Cu/Zn-SOD em embrides
produzidos in vitro, na presenga ou auséncia de soro, demonstraram que, diferente
da Cu/Zn-SOD, a deteccdo de mRNA para a Mn-SOD depende das condi¢cbes de
cultivo e é induzida mais cedo na presenca de soro. O soro, por conter varios fatores
definidos e indefinidos, pode alterar a expressao de alguns genes, como ja tem sido
demonstrado (Wrenzycki et al., 1999). Entretanto, no presente estudo, ambos os
tratamentos foram realizados na presenca de soro, sendo a tensao de O, e a

presenca de co-cultivo, a diferencga entre eles.

Diferente da catalase, cuja fungao é especificamente a destruicdo do H,O-, a
GPX tem um maior espectro de acao, visto que também reduz as peroxidases
lipidicas (Limaye et al., 2003). Tem sido demonstrado que a atividade da GPX,
mesmo associada com a geracgao de glutationa reduzida, traz mais beneficios para o
ovocito do que a atividade da catalase (Mouatassim et al., 1999). Apesar de ambas,
a catalase e a GPX quebrarem o H,O, produzidos pela SOD, a GPX catalisa
reacdes para muitos peréxidos, incluindo peroxidos lipidicos, promovendo, portanto,
uma melhor protegdo (Mouatassim et al., 1999). De fato, tem sido demonstrado que
a GPX é a enzima chave no sistema antioxidante sob condigcbes normais e
condicbes de estresse oxidativo, e que uma menor quantidade de GPX, do que
catalase ou SOD, é necessaria para fornecer a mesma protecao durante o estresse

oxidativo (Remacle et al., 1992). No presente estudo, o grupo com alta tensdo de O,
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mostrou uma tendéncia no aumento da expressdao de GPX, o qual ndo deve ser

ignorado.

O interferon-t tem sido considerado um gene marcador da qualidade
embrionaria (Rizos et al., 2003 e Rizos et al., 2004). Wrenzychi et al. (1999) e Rizos
et al. (2003) observaram maiores niveis de expressdo para o interferon-t em
embrides cultivados na auséncia de soro fetal. Esses embrides demonstraram maior
criotolerancia (Rizos et al., 2003), permitindo aos autores considerarem esses
embrides de melhor qualidade que aqueles cultivados na presencga de soro. Rizos et
al. (2004), comparando embrides PIV bovinos e ovinos, encontraram maior nivel de
expresséo para o interferon-t em embrides bovinos, sugerindo que embrides ovinos
possuem qualidade superior aos bovinos no sistema testado. Em nosso estudo nao
encontramos diferenga nos niveis de expressdo para esse gene, 0 que pode
contribuir para a semelhanga na qualidade entre os embrides produzidos em ambos

os sistemas de cultivo.

Apesar dos tratamentos apresentarem taxas de blastocistos semelhantes, o
cultivo em alta tensdo de O, resultou em um aumento significativo no nivel de
expressdo da Mn-SOD e um discreto aumento na expressdao de GPX. Esses
resultados sugerem que, mesmo na presenga de células do cumulus, o cultivo em
alta tensao de O,, provavelmente causou uma maior producdo de ROS, o que
causou um aumento dos transcritos para enzimas importantes na resisténcia ao
estresse oxidativo nos embrioes. Entretanto, os niveis de expressao da catalase
foram similares para ambos, sugerindo que se o estresse oxidativo foi maior para um
dos grupos, nao foi severo o suficiente para causar uma mudang¢a em todo o sistema
antioxidante além de ndao comprometer os resultados, pois os niveis de interferon-t

também foram semelhantes em ambos os tratamentos.

Além disso, a maior expressao da Mn-SOD tem sido relacionada a embrides
de melhor qualidade (Rizos et al., 2002a; Rizos et al., 2003; Lonergan et al., 2003;
Rizos et al., 2004). O menor nivel de expressdo observada em embrides de
qualidade inferior tem sido atribuido a menor atividade mitocondrial (Lonergan et al.,

2003), provavelmente por redugdo na densidade total das mitocdndrias nos
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embrides de pior qualidade (Crosier et al., 2001). Além disso, a maior expressao de
Mn-SOD, e ndo de Cu/Zn-SOD, catalase ou GPX foi associada com a redugédo no
numero de células da granulosa apoptéticas e redugdo de foliculos atréticos no
ovario de camundongos, confirmando a relagdo entre qualidade celular e maior

abundancia de transcritos para essa enzima (Tilly & Tilly, 1995).

E possivel que nesse estudo, a maior expressdo de Mn-SOD indique que
esses embrides tiveram plasticidade suficiente para se defender de um meio com
maior quantidade de ROS, e que isso ndo comprometeu sua qualidade, o que pode
ser afirmado baseado no resultado do interferon-t. Entretanto, estudos adicionais,
utilizando outras variaveis para a qualidade embrionaria, ou preferencialmente,
avaliando as taxas de prenhez para embrides cultivados nesses dois sistemas sao

necessarios para confirmar essa hipotese.

Com base nos resultados, pode-se concluir que o cultivo em meio SOFaaci
sob alta tensdo de O,, na presencga de células do cumulus é tao eficiente quanto o
cultivo sob baixa tensao de O, na produgcao de embrides in vitro, em quantidade e
qualidade, concordando com a hipétese levantada. E possivel que as células do
cumulus tenham um papel importante na retirada de substancias indesejaveis
minimizando o estresse oxidativo causado pela alta tensdo de O,. Além disso, a
maior expressdo de genes para enzimas antioxidantes nesse grupo de embrides
sugere que 0s mesmos possuem capacidade de adaptagdo as condigbes do

ambiente.
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CONCLUSAO

Nas condicbes em que foi realizado este trabalho, podemos concluir que o
cultivo de embrides bovinos sob alta tensdo de O, na presenca de células do
cumulus é tao eficiente quanto o cultivo sob baixa tensdo de O,, na produgado e
qualidade dos embrides produzidos in vitro. Além disso, os embrides produzidos sob
alta tensdo de O, apresentaram uma maior expressdo de genes para Mn-SOD,

enzima fundamental no sistema antioxidante celular.

Entretanto, para que se possa confirmar a qualidade similar dos embrides de
ambos os sistemas, € necessario avaliar a taxa de prenhez e taxa de reabsorgao
embrionaria e fetal apds a transferéncia dos embrides, a criotolerancia desses

embrides, além da presencga de ROS produzidos no meio de cultivo.
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