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INFLUENCIA DA KISSPEPTINA NA ETAPA DE SELECAO ESPERMATICA PARA
A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a adi¢ao da Kisspeptina (Kp) no processo in vitro de
selecdo espermatica, quanto a viabilidade dos espermatozoides bovinos e taxas de produgdo
embrionaria. Para isso foram utilizados 980 ovdcitos provenientes de ovarios de abatedouro-
frigorifico e 75 palhetas de s€émen comercial bovino. Os tratamentos foram realizados nos
espermatozoides durante a etapa de selecdo espermatica in vitro pelo método de centrifugacao
com gradientes descontinuos de Percoll® 90% e 45% de acordo com os seguintes
tratamentos: Controle (n = 182), Kp 10° M (n = 198), Kp 10°M (n = 200), Kp 10" M (n =
206) e antagonista P-234 50 uM (n = 194), com as dilui¢des realizadas nos dois gradientes
respeitando-se as devidas concentragdes. Os espermatozoides foram analisados no momento
pré e pods selecdo espermatica para motilidade e vigor, e submetidos a coloragdo pelas sondas
JC-1, IP e FITC-PSA, para avaliar o potencial mitocondrial, integridade de membrana
plasmatica e integridade do acrossoma em microscopio de varredura a laser confocal LSM
510 meta. Posterior aos tratamentos, os espermatozoides foram utilizados normalmente nos
procedimentos de PIVE. No D2 e D7 foram realizadas analises de produgdo, baseadas nas
taxas de clivagem e blastocistos, respectivamente. Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade e homogeneidade pelo guided analisys do SAS, posteriormente utilizado o proc
GLIMMIX para avaliagio do modelo experimental e posteriormente ao teste de Tukey-
Kramer para comparacdo de médias. Diferengas foram consideradas quando P < 0,05. Os
resultados de motilidade e vigor e taxas de producdo embriondria foram semelhantes (P >
0,05) entre todos os tratamentos propostos. A taxa de clivagem (n=846) foi maior que 82% e a
porcentagem de produ¢do de blastocistos (n=331) foi maior que 29%. Quanto ao potencial
mitocondrial, os grupos Kp 10° ¢ Kp 107 (92,6%) foram superiores (P < 0,05) aos grupos
Controle (89,8%) e P-234 (83,8%), sendo este ultimo inferior (P < 0,05) a todos os outros
tratamentos. Na avaliagdo da integridade de membrana plasmatica e integridade do acrossoma
(IMP/IA), os tratamentos com adigdo de Kp foram semelhantes (P > 0,05) entre si Kp 10
(88,9%/90,9%), Kp 10 (90,7%/91,8%) e Kp 107 (90,2%/91,4%) e ao antagonista P-234
(90,5%/90,8%), respectivamente. Apenas o tratamento Kp 10 apresentou resultado superior
(P < 0,05) ao grupo Controle (87,9%/89,1%). Ao correlacionar as variaveis analisadas pela
microscopia confocal, foi observada uma correlacdo significativa e positiva entre alto

potencial mitocondrial e integridade de membrana plasmatica (r = 0,80; P < 0,0001),



integridade de acrossoma e alto potencial mitocondrial (r = 0,80; P < 0,0001), integridade de
membrana plasmatica e integridade de acrossoma (r = 0,84; P < 0,0001). Finalmente, pode-se
concluir que a concentracdo equilibrada da Kp proporcionou maior viabilidade aos
espermatozoides bovinos referente ao potencial mitocondrial, integridade acrossomica e de
membrana plasmatica. J& o antagonista P-234 apresentou efeito prejudicial referente ao

potencial mitocondrial.

Palavras-chave: Espermatozoide, Blastocistos, Antagonista P-234, KISS1 e KISSIR.



INFLUENCE OF KISSPEPTIN IN THE SPERMATIC SELECTION STAGE FOR
IN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the addition of Kisspeptin (Kp) in the in vitro
process of spermatic selection, regarding the viability of bovine spermatozoa and embryo
production rates. For this, 980 oocytes were obtained from slaughterhouse ovaries and 75
commercial bovine semen straws were used. The treatments were performed on the
spermatozoa during the in vitro spermatic selection stage by the centrifugation method with
90% and 45% Percoll® discontinuous gradients according to each proposed treatment:
Control (n =182), Kp 10-5M (n =198 ), Kp 10-6 M (n = 200), Kp 10-7 M (n = 206) and 50
uM P-234 antagonist (n = 194), with the dilutions carried out on both gradients respected
concentrations. The spermatozoa were analyzed before and after spermatic selection for
motility and vigor, and were submitted to staining with fluorescent probes JC-1, IP and FITC-
PSA, to evaluate the mitochondrial potential, plasma membrane integrity and acrosome
integrity under confocal laser scanning microscope LSM 510 meta. After the treatments,
spermatozoa were normally used in IVEP procedures. The production analyzes were
performed on D2 and D7, based respectively on cleavage and blastocysts rates. The data were
submitted to the normality and homogeneity test by guided analysis SAS, after were used the
proc GLIMMIX procedure to evaluate the experimental model and later the Tukey-Kramer
test for comparison of means. Differences are considered when P < 0.05. The results of
motility, vigor and production rates were similar (P> 0.05) among all proposed treatments.
The cleavage rate (n = 846) was higher than 82% and the percentage of blastocyst production
(n = 331) higher than 29% in all treatments. The mitochondrial potential of Kp 10 and Kp
107 (92.6%) groups was higher (P <0.05) to the Control (89.8%) and P-234 (83.8%) groups,
the latter being lower (P <0.05) than all other treatments. Plasma membrane integrity and
acrosome integrity (PMI/AI) evaluations showed that treatments with Kp addition were
similar, (P> 0.05) Kp 10° (88.9%/90.9%), Kp 10° (90.7%/91.8%) and Kp 10~
(90.2%/91.4%) and the P-234 antagonist (90.5%/90.8%), respectively. The Kp 10 treatment
presented a superior result (P <0.05) to the Control group (87.9%/89.1%). When correlating
the variables analyzed by confocal microscopy, a significant and positive correlation was
observed between high mitochondrial potential and plasma membrane integrity (r = 0.80; P
<0.0001), acrosome integrity and high mitochondrial potential (r = 0, 80, P <0.0001), plasma

membrane integrity and acrosome integrity (r = 0.84, P <0.0001). Finally, it can be concluded



that the balanced concentration of Kp provided greater viability to bovine spermatozoa related
to mitochondrial potential, acrosome integrity and plasma membrane. The P-234 antagonist

presented a detrimental effect on the mitochondrial potential.

Key-words: Spermatozoa, Blastocysts, P-234 antagonist, KISS1 and KISSIR.
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1 INTRODUCAO

As biotecnologias ligadas a reproducdo animal sdo utilizadas como ferramentas para
maximizar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos principalmente bovinos, resultando em
maior numero de descendentes. Além disso, indiretamente aumenta-se o mérito genético
do rebanho, uma vez que estas técnicas proporcionam a disseminac¢ao massiva do material
superior, elevando-se assim o progresso genético por tempo (DE LIMA; STERZA, 2016)
e a lucratividade para o produtor rural. Uma biotécnica importante para explorar esse
potencial genético ¢ a producdo in vitro de embrides (PIVE), a qual viabiliza a diminui¢ao
do intervalo entre geracdes, além de permitir a introdugdo/intensificagio do material
genético de machos e fémeas identificadas como geneticamente superiores (BRACKETT;
ZUELKE, 1993; SANTL et al., 1998; BUENO; BELTRAN, 2008; MELLO et al., 2016).

Apesar dos avancos, a PIVE ainda apresenta desempenho aquém do ideal no que se
refere a producdo de embrides, com uma taxa de 40% dos ovocitos atingindo o estagio de
blastocistos (LONERGAN; FAIR, 2008) para laboratérios comerciais € 30% em ambiente
de pesquisa (MAPLETOFT, 2013). Assim, o desenvolvimento de estudos para encontrar
novas alternativas e produtos para aumentar as taxas de producdo na PIVE e melhorar a
qualidade dos blastocistos ¢ de grande relevancia cientifica.

Neste contexto, a descoberta da agdo da Kisspeptina (Kp) no controle da fertilidade,
por atuar em diferentes niveis desde nucleos hipotalamicos (REDMOND et al., 2011) a
gametas (PINTO et al., 2012; SAADELDIN et al., 2012; HSU et al., 2014), incentivou o
desenvolvimento de produtos, processos € meios que mimetizem cada vez mais 0s
aspectos fisioldgicos da producao in vivo (SILVA et al., 2009; GUEMRA et al., 2013), na
tentativa de aumentar a producdo in vitro e a qualidade dos embrides bovinos.

A Kp, conhecida também pela sua agdo anti-metastatica em células cancerigenas
malignas, ¢ um peptideo produto do gene KISS1 com afinidade pelo receptor KISSIR,
acoplado a uma proteina G transmembrana (HIDEN et al., 2007; PINILLA et al., 2012).
Este peptideo atua principalmente no hipotdlamo estimulando neurénios de GnRH,
promovendo a liberagdo de LH e FSH (GUTIERREZ-PASCUAL et al., 2007; EZZAT et
al., 2010). A expressao do gene codificador desse peptideo e seu receptor ja foi constatada
em tecidos reprodutivos de fémeas (CASTELLANO et al., 2006; GAYTAN et al., 2009) e
machos (OHTAKI et al., 2001; TERAO et al.,, 2004; ZHAO et al.,, 2010). Mais

recentemente, esse peptideo e seu receptor também foram detectados em espermatozoides
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humanos (PINTO et al., 2012) e KISSIR em espermatozoides de camundongos (HSU et

al., 2014), sugerindo um papel regulatorio nas gonadas e gametas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O ESPERMATOZOIDE

Os espermatozoides sao células haploides, alongadas, constituidas de cabeca, cauda,
colo que une as duas estruturas (FLESCH; GADELLA, 2000) e membrana plasmatica,
acrossomal interna e externa ¢ nuclear (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Todas as caracteristicas
estruturais do espermatozoide estdo direcionadas para a mesma finalidade, realizar a
juncdo da zona pelicida (ZP) e membrana plasmatica para que o material genético do
espermatozoide consiga se unir com o material genético do ovdcito, resultando na
fertilizagdo e zigoto (EDDY; O’BRIEN, 1994).

A cabeca do espermatozoide possui um formato arredondado e achatado, composta
pelo nucleo, acrossoma e pequenas quantidades de estruturas do citoesqueleto e
citoplasma (EDDY; O’BRIEN, 1994; FLESCH; GADELLA, 2000). O acrossoma esta
localizado na extremidade anterior da cabeca, entre a membrana acrossomal interna ¢ a
membrana nuclear, sendo estas formadas por glicoproteinas e agucares. E uma vesicula
secretora modificada, origindria do complexo de Golgi na espermatide, que contém
enzimas hidroliticas que auxiliam no processo de fecundagdo, como hialuronidase e
acrosina. Estas por sua vez, sdo liberadas apds a ligagdo do espermatozoide com a ZP do
ovocito, em um processo denominado reagdo acrossomal, no qual ocorre a fusdo da
membrana acrossomal externa e membrana plasmatica, formando poros, liberando as
enzimas (FLESCH; GADELLA, 2000; GILBERT, 2003), que realizam uma digestdo da
ZP, permitindo a entrada do material genético do espermatozoide no ovoécito (BARTH;
OKO, 1989; GILBERT, 2003; KNOBIL; NEILL, 2006).

A cauda do espermatozoide ¢ composta pelo colo, pega intermediaria, principal e
terminal. Na regido pds-acrossomal encontra-se o colo, estrutura que conecta a cabe¢a do
espermatozoide com a cauda ou flagelo (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A cauda ¢ constituida
por um axonema central, estrutura especializada do citoesqueleto, responsavel pela
motilidade espermatica, composta por nove microtibulos duplos dispostos radialmente ao
redor de dois microtibulos simples centrais (MORTIMER, 2000). O batimento axonemal
ocorre pelo deslizamento dos microtibulos (COSSON, 1996; MORTIMER, 1997). Na
peca intermedidria, o axonema ¢ circundado por um arranjo helicoidal de mitocondrias, as
quais disponibilizam energia para o batimento flagelar através da producdao de ATP

(MORTIMER, 1997).
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As membranas (plasmatica, nuclear, acrossomal e mitocondrial) sdo formadas por
lipidios, proteinas, glicoproteinas, colesterol e glicolipidios, construidas durante a
espermatogénese. Atuam como barreira seletiva entre componentes presentes no meio
intra e extracelular sofrendo modificacdes durante o transito ¢ armazenamento no
epididimo e trato reprodutivo feminino (OURA; TOSHIMORI, 1990; HAMMERSTEDT
et al., 1990; FLESCH; GADELLA, 2000; GWATHMEY et al., 2006). Cada regido da
membrana plasmatica tem dominios e fungdes especificas: a regido que recobre a cabeca
do espermatozoide tem como fun¢ao a reagdo acrossomal e a fusdo com o ovoécito; a que
recobre a peca intermediaria, onde estdo localizadas as mitocondrias estd envolvida na
produgdo de energia e a que recobre o flagelo, envolvido na motilidade (FLESCH;
GADELLA, 2000). As proteinas presentes na membrana plasmatica realizam o transporte
especifico de moléculas, podendo ser influenciado pela fluidez e permeabilidade da
membrana. A fluidez estd diretamente relacionada aos tipos de lipidios que formam a
membrana plasmatica (ALBERTS et al., 1994); propor¢ao colesterol:lipideos, sendo que
quanto mais colesterol, menos flexivel, fluida e permedvel serd a membrana; niveis de
saturacdo de acidos graxos e fosfolipidios presentes na membrana (WOLFE et al., 1998);
e temperatura a qual esta exposta (ALBERTS et al., 1994; FLESH; GADELLA, 2000).
Isso demonstra que a membrana plasmatica ndo ¢ estatica, seus componentes se
distribuem aleatoriamente e se movimentam livremente, caracterizando a fluidez da
membrana, que se encontra em estado liquido-cristalino (AMANN; GRAHAM, 1992;
ALBERTS et al., 1994; GIRAUD et al., 2000).

2.2 ESPERMATOGENESE

E o processo no qual as células germinativas diploides passam por uma série de divisdes
celulares no epitélio dos tubulos seminiferos, transformando-se em espermatides haploides
(KUDRYAVTSEV et al., 2003), ou seja, ¢ a soma dos eventos que ocorrem nos testiculos,
resultando na producdo de espermatozoides (JOHNSON et al., 2000). As fases de
desenvolvimento ocorrem no epitélio seminifero, no qual as células menos diferenciadas se
localizam na membrana basal do mesmo e durante as divisdes celulares, vao migrando do
compartimento basal para o adlumial através das jungdes entre as células de Sertoli
adjacentes, atravessando a barreira hemato-testicular até a espermiacdo na luz do tubulo
seminifero (MRUK; CHENG, 2004).

O processo de espermatogénese em bovinos dura em meédia 60 dias, sendo dividida em

trés fases (RUSSELL et al., 1990; JOHNSON et al., 2000; LEITE, 2008). A primeira,
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espermatocitogénese € caracterizada por divisdes mitoticas das células germinativas, na qual a
primeira divisdo resulta em células tronco germinativas (espermatogdnias tipo A) e
espermatocitos primarios (provenientes de espermatogonias tipo B), para isso ocorre uma
divisdo mitdtica das espermatogonias Al em células mais diferenciadas nomeadas
espermatogoOnias A2, A3, intermediarias, B1 e B2, prosseguindo as divisdes das células tipo B
originando dois espermatocitos primarios. A segunda, meiose tem como func¢ao a reducdo do
numero de cromossomos formando a célula haploéide, levando a recombinacdo e segregacao
do material genético, assim os espermatocitos primarios provenientes da primeira etapa
replicam o seu DNA e entram na primeira divisdo meiodtica para produzir os espermatocitos
secundarios, os quais entram rapidamente na segunda divisdo meidtica formando a
espermatide haploide arredondada (O’DONNEL et al., 2001). Na terceira fase,
espermiogénese ndo ocorrem mais divisdes celulares, apenas alteragdes morfoldgicas da
espermatide, diferenciando-se em espermatozoide, envolvendo a formagao e desenvolvimento
do acrossoma e flagelo, condensagdo da cromatina, remodelagdo e alongamento do nucleo e
remocao do citoplasma antes da liberagdo da espermatide durante a espermiacao (LEBLOND;
CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990), quando ocorre a liberagdo do espermatozoide no
limen do tibulo seminifero. Estes espermatozoides, porém ainda ndo apresentam capacidade
para fecundar o ovoécito, assim, passam para os tubulos retos, alcangam a refe tetis e chegam

ao epididimo onde iniciam o processo de maturagao.

2.3 MATURACAO ESPERMATICA

O processo tem inicio na cabega do epididimo seguindo pelo corpo até a cauda. Nele o
espermatozoide passa por alteragdes morfologicas e bioquimicas resultantes da interagdo com
o microambiente epididimario, adquirindo motilidade progressiva bem como potencial para
sobrevivéncia e para o sucesso na fecundagdo (OLIVA et al., 2009). O segmento inicial do
epididimo esta relacionado com a absor¢do de fluidos oriundos do testiculo, a cabega € o
corpo epididimarios estdo envolvidos com a aquisicdo da motilidade progressiva, da
capacidade de reconhecimento e fecundacao do ovocito. J& na cauda do epididimo ocorre o
armazenamento espermatico e a remog¢ao de espermatozoides anormais que ainda ndao foram
removidos durante o trajeto pelo epididimo (SERRE; ROBAIRE, 1998). Durante todo esse
processo, ocorre a absorcdo pela membrana plasmdtica de proteinas e glicoproteinas
produzidas pelo epitélio epididimério, que estdo associadas a importantes mecanismos de
maturagcdo, como o reconhecimento de sitios especificos sobre a superficie dos ovocitos

durante a fecundagdo, formagao da matriz acrossomal, agdo sobre a reagdo acrossdomica €
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fecundacao e destrui¢do da gota citoplasmatica do espermatozoide (HINTON; SETCHELL,
1993; TULSIANI et al., 1993; DACHEUX et al., 2003).

Finalizado esse processo, o espermatozoide ¢ armazenado na cauda do epididimo
aguardando o momento da ejaculagdo para iniciar a etapa seguinte de capacitagdo espermatica
que ocorre no trato reprodutivo da fémea, tornando assim o espermatozoide apto a

fecundacao.

2.4 CAPACITACAO ESPERMATICA E REACAO ACROSSOMICA

Logo apos a ejaculagdo, o espermatozoide de mamiferos nao possui capacidade de
fecundar um ovocito, apesar de apresentar motilidade e morfologia madura, devem passar
pelo processo de capacitagdo no trato reprodutivo feminino (AUSTIN, 1951; CHANG,
1951). Assim, capacitagdo espermatica ¢ a capacidade de adquirir competéncia
fecundante, entretanto, apesar da falta de conhecimento sobre todos os mecanismos
envolvidos nessa etapa, acredita-se que se baseie na remocao ou mudanca de
estabilizadores ou fatores protetores da membrana plasmatica, adquiridos apos o contato
com o plasma seminal ou at¢é mesmo durante o transito pelo epididimo
(YANAGIMACHI, 1994).

Durante esse processo ocorrem diversas alteracdes fisiologicas, bioquimicas e
intracelulares, incluindo remocao do colesterol da membrana plasmatica levando a um
aumento da fluidez e permeabilidade aos fons bicarbonato (HCO3) e calcio (Ca™")
(HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2006) com consequente elevacdo das concentracdes
intracelulares desses ions e adenosina monofosfato ciclico (AMPc), fosforilacdo de
proteinas tirosina da membrana celular levando a mudangas na hidrodindmica e
motilidade espermatica (BREITBART; NAOR, 1999). Esses fatores contribuem para o
aumento da afinidade dos receptores presentes na membrana acrossomal externa com a
zona pelucida (ZP) (PUKAZHENTHI et al.,, 1998), posterior inducdo da reacdo
acrossomal (BENOFF, 1998) e hiperatividade flagelar (NASSAR et al., 1999).

Nesse processo, 0 HCOjs  realiza a ativagdo direta da adenilato ciclase (AC) especifica
que ao se ligar a PKA ativa direta ou indiretamente o deslocamento de fosfolipideos via
fosforilacdo da tirosina que compdes as proteinas da membrana, levando a uma alteracao
desta, promovendo a capacitagdo das células espermaticas, aumentando a afinidade pela
7P, desencadeando uma motilidade hiperativa e reacdo acrossomal (FLESCH;

GADELLA, 2000).
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As albuminas presentes no ambiente uterino realizam o efluxo de colesterol da
membrana plasmatica dos espermatozoides. A razio colesterol/fosfolipideos da membrana
plasmatica ¢ um dos fatores que definem sua fluidez e o estado da capacitagdo. Quanto
menor a propor¢do, mais fluida é a membrana, permitindo maior influxo de Ca>” (CROSS,
1998), HCOs, e peroxido de hidrogénio (H,O,) para o meio intracelular, levando a
ativacdo da AC, produzindo AMPc (GADELLA et al., 2001), o qual vai realizar a ativacao
da PKA, causando a fosforilagdo da serina e tirosina as quais compdes as proteinas da
membrana da cabega e da cauda do espermatozoide, causando um deslocamento de
fosfolipideos e o consequente rearranjo da arquitetura da membrana, auxiliando na
capacitagdo espermatica (BREITBART; NAOR, 1999; FLESCH; GADELLA, 2000;
BREITBART, 2003). Essa diminui¢do do colesterol, também permite o aumento do pH
intracelular, auxiliando na reacdo acrossomal (FLESCH; GADELLA, 2000;
BREITBART, 2002).

Os glicosaminoglicanos (GAGs) induzem a capacitagdo, uma vez que modificam
diretamente a membrana plasmatica estimulando a captagio de Ca*". Além disso, também
estimulam a atividade da fosfolipase A, na membrana, aumentando as concentragdes de
lisolipidios tornando a membrana instavel. A heparina ¢ um exemplo de GAGs importante
na capacitacdo e reacao acrossomica (COX, 1990), uma vez que remove as proteinas do
plasma seminal na superficie da membrana plasmatica, consideradas inibidoras da
capacitagao (MILLER et al., 1990; THERIEN et al., 1995).

Finalizada a capacitagdo, a etapa seguinte ¢ a reacdo acrossomal. Essa reagdo ¢
induzida por glicoproteinas da zona pelucida (ZP3) (PATRAT et al., 2000), na qual ocorre
uma ligagdo da ZP3 com o espermatozoide, levando a uma despolarizacdo da membrana
ovocitaria permitindo o influxo de Ca®’, inativando a bomba de sodio-potassio-ATPase,
aumentando a concentragdo intracelular de sédio, levando a saida do ion hidrogénio,
aumentando o pH intracelular (YANAGIMACHI, 1994). Assim, o espermatozoide ira
penetrar a ZP, havendo uma fusio da membrana acrossomal externa e membrana
plasmatica, liberando enzimas acrossomais como a acrosina e a hialuronidase que
dissolvem a ZP no ponto de fusdo e permite que o gameta entre no espaco perivitelinico

realizando a fertilizagao do ovocito (YANAGIMACHI, 1989; 1994).
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2.5 ENDOCRINOLOGIA DA ESPERMATOGENESE
A espermatogénese ¢ regulada por diversos mecanismos inclusive enddcrinos, que
envolve o estimulo no hipotdlamo pelo GnRH, estimulando a secre¢ao dos hormdnios

FSH e LH, que agem nas células intraluminais e intersticiais descritas a seguir.

2.5.1 Células de Sertoli

As células de Sertoli encontram-se no interior do tibulo seminifero mantendo uma
estreita relacdo via jungdes tight junctions com as células germinativas durante seu
desenvolvimento (AMANN, 1993). Além disso, outra maneira de comunicagdo seria via
fatores paracrinos, pela produgdo e secrecao de proteinas das células de Sertoli, induzida
pelo horménio FSH, auxiliando no desenvolvimento das células germinativas
(O’DONNEL et al., 2001). Como ¢ o caso da proteina transportadora de andrdgeno
(ABP), secretada por influéncia do FSH e testosterona, estimulando o transporte de
andrégenos pelo epididimo. O ativador de plasminogénio (PA), outra protease secretada
pela célula de Sertoli por estimulo do FSH e inibicdo pela testosterona, que auxilia na
movimentagdo dos espermatocitos, podendo estar envolvida na espermiogénese e
reabsor¢cdo de corpos residuais (DADOUNE; DEMOULIN, 1993). As citocinas, que
influenciam a mitose e meiose das células germinativas (KRETSER et al., 1998), sendo
responsaveis também pela prote¢do imunolédgica tecidual, regulagdo da esteroidogénese
das células de Leydig, secre¢do de transferrina e inibicdo da secre¢do de estradiol pela
célula de Sertoli (HULEIHEL; LUNENFELD, 2004). O fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-1), sintetizado pela célula de Sertoli regulada pelo FSH, estimula a
diferenciagdo do espermatdcito quando em estddio de paquiteno (DADOUNE;
DEMOULIN, 1993). O lactato, produzido pela célula de Sertoli, controlado pelo FSH,
insulina e IGF-1 ¢ utilizado como fonte de energia para as células germinativas
(HULEIHEL; LUNENFELD, 2004).

Em vista disso, pode-se dizer que algumas das fungdes das células de Sertoli sdo o
auxilio no controle da maturacdo e da migracdo das células germinativas, sintese de
proteinas e esterdides, passagem das secregdes entre os compartimentos tubulares e
intersticial (DADOUNE; DEMOULIN, 1993) e formacdo da barreira hemato-testicular
(AMANN, 1993). Essa célula também ¢ responsavel pela conversdo da testosterona
produzida pela célula de Leydig em estrogénios e dihidrotestosterona (STANBENFELD;

EDQVIST, 1996). Assim, é necessario que o eixo hipotalamico-hipofisario-testicular



18

esteja funcionando de forma balanceada na produgdo de FSH, LH e androgenos para a

manuten¢do de uma espermatogénese normal (O’DONNEL et al., 2001).

2.5.2 Células de Leydig

As células de Leydig tém como principal funcdo a conversdo de colesterol e
pregnenolona (STANBENFELD; EDQVIST, 1996), induzida pelo LH para a produgao de
testosterona, que auxilia no desenvolvimento e manutencdo da espermatogénese ¢ das
caracteristicas masculinas (O’DONNEL et al, 2001). Se houver uma sintese excessiva de
LH e FSH pelos andrégenos e estrogenos, resultard na inibicao por feedback negativo da
liberagdo de GnRH pela testosterona (DADOUNE; DEMOULIN, 1993).

As células germinativas ndo apresentam receptores para andrégenos, assim a acao
desses androgenos na espermatogénese acontece via células de Sertoli (LIU;
HANDELSMAN, 2003). O estimulo das células de Leydig vai ocorrer via células de
Sertoli, uma vez que ndo apresentam receptores para FSH, assim vai haver uma liberagao
de paratormdnio que vai estimular o crescimento e a diferenciagdo das células de Leydig,
aumentando os receptores de LH e a secre¢ao de testosterona. A prolactina, o hormonio
do crescimento e a insulina estimulam a formagdo e manuten¢do dos receptores de
membrana de LH (DADOUNE; DEMOULIN, 1993).

Em suma, no controle endocrino o LH age nas células de Leydig promovendo a
esteroidogénese e o FSH nas células de Sertoli, sendo que a testosterona ¢ importante para
o feedback negativo no controle de ambas as gonadotrofinas (LIU; HANDELSMAN,
2003). Diversas substancias tem comprovada agdo regulatéria sobre as gonadotrifinas e

entre elas estd a Kp que discorremos a seguir.

2.6 KISSPEPTINA

A Kp, descoberta por Lee et al. (1996), teve seu gene KISS1 descrito pela primeira vez
como um dos genes supressores de metastase em células malignas do melanoma. As Kp
sdo peptideos produtos do gene KISS1 com afinidade pelo receptor KISS1 (KISS1R),
sendo este um receptor acoplado a proteina G transmembrana, anteriormente reconhecido
como GPR54 (HIDEN et al., 2007; PINILLA et al.,, 2012). Este peptideo atua
principalmente no hipotdlamo estimulando neur6nios do GnRH, havendo assim uma
secrecdo pulsatil ou tonica promovendo a liberagio de LH ¢ FSH (GUTIERREZ-
PASCUAL et al., 2007; EZZAT et al., 2010).



19

Em 2003 as agdes fisiologicas da Kp ganharam maior interesse, uma vez que foi
provada sua influéncia na reproducdo. Sua a¢do no eixo reprodutivo foi observada através
de pacientes que apresentavam uma mutacdo inibitoria na proteina G acoplada ao
KISS1R, ndo permitindo a sua correta ativacdo pela Kp. A ocorréncia dessa mutagdo esta
associada a ocorréncia de hipogonadismo hipogonadotrofico (SEMINARA et al., 2003)
que ocorre devido a falha na secrecdo de FSH e LH pela pituitaria (DE ROUX et al.,
2003). Segundo Jayasena et al. (2010), mulheres com hipogonadismo hipogonadotrépico
tratadas com Kp, podem retomar a secrecao das gonadotropinas. A partir da descoberta
dessa mutagdo, diversos estudos comecaram a ser realizados no intuito de desvendar as
acoes da Kp no sistema reprodutivo e suas biotecnologias aplicadas.

Em 2009, Roseweir e Millar desenvolveram um antagonista da Kp, o peptideo 234 (P-
234). A descoberta dessa molécula auxiliou no entendimento de diversas fungdes da Kp
(PINEDA et al., 2010). O pré- tratamento com antagonistas de Kp pode inibir a agdo do
receptor KISS1IR nos neurdnios de GnRH (IRWIG et al.,, 2004, HAN et al., 2005,
HERBISON et al., 2010) e consequente secrecdo de gonadotrofinas (GOTTSCH et al.,
2004, NAVARRO et al., 2005a, 2005b). Em ovelhas, a administracdo do antagonista P-
234, diminuiu a amplitude do pulso de LH, levando a uma queda das concentragdes
médias desse hormonio (ROSEWEIR et al., 2009). Segundo uma pesquisa realizada em
ratas por Pineda et al. (2010), a administragdo de um antagonista de Kp a partir do inicio
do estro durante 36 horas, impediu o pico de LH pré-ovulatério. Em vista disso, pode-se
concluir que o sistema KISS1/KISS1R ¢ um regulador de extrema importancia para que
possa ocorrer o estimulo dos neurénios GnRH, caso ocorra algum problema nessa
regulacdo, pode acarretar em uma supressao da secre¢do de GnRH (THOMPSON et al.,
2004, PINILLA et al., 2012).

2.6.1 Agado no trato reprodutivo

A presenga do gene codificador desse peptideo (KISS1) e/ou mRNA KISSIR ou
proteina, ja foi constatada na periferia de diversos tecidos reprodutivos, incluindo tecidos
ovarianos (CASTELLANO et al., 2006; GAYTAN et al., 2009; HSU et al., 2014), oviduto
(GAYTAN et al., 2009; HSU et al., 2014) e testiculos de homens e roedores, mais
precisamente nas células de Leydig (OHTAKI et al., 2001; ZHAO et al., 2010; ANJUM et
al., 2012; HSU et al., 2014; SALEHI et al., 2015). A Kp e seu receptor também foram
detectados em espermatozoides humanos (PINTO et al., 2012) e KISSIR em
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espermatozoides de camundongos (HSU et al., 2014), sugerindo um papel regulatorio na
reproducao.

A Kp no epitélio ciliado do oviduto e o KISS1R no espermatozoide sugerem que este
peptideo participe de alguns processos importantes que ocorrem neste local como a
capacitagdo espermatica, reagdo acrossomica e fecundacdo (ROLDAN et al.,, 1994,
VISCONTI, 2009; CHANG; SUAREZ, 2010).

Nas células testiculares de ratos adultos foi constatada a expressdo do gene KISS1 em
células intersticiais e do seu receptor KISS1R nos tibulos seminiferos. Além disso, foi
detectada a presenga do KISSIR em espermatides, espermatozoides maduros e células de
Leydig, porém essa presenca ndo foi constatada em espermatogonias, espermatdcitos ou
células de Sertoli nos tiibulos seminiferos. J& a presenca da Kp foi detectada em células de
Leydig, corpo residual de espermdtides alongadas (células transicionais do
desenvolvimento do espermatozoide) e epitélio do epididimo (HSU et al., 2014).

Alguns dos efeitos da Kp nos espermatozoides, sao resultantes da sua capacidade de
modular localmente a secre¢do de GnRH, uma vez que ja foi demonstrada a presenga de
GnRH, da subunidade GnRHa e de seu receptor em diversos tecidos hipotalamicos além
de oviduto, células da granulosa ovariana e espermatozoides (IZUMI et al., 1985;
MORALES, 1998; LEE et al., 2000). Esse hormonio também aumenta a capacidade dos
espermatozoides de se ligarem a zona pelucida, mas nao € capaz de induzir a reagdo
acrossomica ou de modificar o padrdo de motilidade nos espermatozoides humanos
(MORALES, 1998). Segundo Saadeldin et al. (2012), a Kp age como um agonista
ativando localmente seu GnRHa subordinado, aumentando a sintese de LH, agindo nesse
caso, na maturacdo ovocitaria in vitro. De fato, estudos in vitro em que a Kp-10 foi
adicionada a culturas de células pituitdrias derivadas de ovelha (SMITH et al. 2008),
porcos (SUZUKI et al., 2008) e gado (SUZUKI et al., 2008, EZZAT et al., 2010)
demonstraram que a Kp-10 foi capaz de aumentar a concentracdo de LH no meio de
cultura.

Esse peptideo também promove um aumento da concentragdo de Ca’" intracelular nos
espermatozoides induzindo alteragdes significativas na motilidade espermatica (PINTO et
al., 2012; HSU et al., 2014), capacitacao e reagcao acrossomica (COSTELLO et al., 2009)
e nos ovocitos levando a maturagdo nuclear e citoplasmatica (CONSTANTIN et al., 2008;
LIU et al., 2008; CASTANO et al., 2009; KROLL et al. 2011; SAADELDIN et al., 2012).

A Kp ao estimular a secrecdo de GnRH, exerce uma relacdo com a maturacdo das

gonadas (MESSAGER et al., 2005). O GnRH tem como fung¢do regular a secre¢ao do



21

horménio FSH e LH através da pituitaria. O LH atua sobre as gonadas regulando a
gametogénese ¢ o FSH tendo influéncia sobre a esteroidogenese (MASON et al., 2007).
Em experimentos realizados com ratos pdde ser observada a presenca de receptores de
Kp, Kiss-1r, em ovarios, nas células da teca de foliculos com intenso crescimento folicular
e no corpo luteo (CL) (CASTELLANO et al., 2006), células da granulosa de foliculos pré
ovulatoérios, células do cumulus e citoplasma do ovocito (HSU et al., 2014) . Em vista
disso, alguns estudos demonstram que a administracdo exogena da Kp esta envolvida no
aumento dose-dependente dos niveis do hormdnio LH, necessario para a ovulagdo em
diversas espécies (MATSUI et al., 2004; SEMINARA et al., 2006; DUNGAN et al.,
2006; SMITH et al., 2006). Em ratos foi demonstrado que na puberdade ha um aumento
na sensibilidade ao efeito estimulante da Kp em relacdo a resposta do GnRH/LH. A
ativacdo de neurénios de GnRH ¢ um fator essencial para o inicio da puberdade
(RICHTER et al., 2006). Experimentos realizados em ratas na fase de imaturidade sexual
mostraram que a administragdo cronica e intermitente de Kp-10 induz a ativagdo precoce
do eixo gonadotrofico, havendo uma precocidade na abertura vaginal, aumento do LH e
estradiol e aumento no peso do utero (NAVARRO et al., 2004). Assim, percebe-se que a
Kp age indiretamente estimulando a foliculogénese, espermatogénese, esteroidogénese,
além de promover a ovulagdo nas fémeas (MACEDO et al., 2013; OKAMURA et al.,
2013).

Ja foram detectados a presenca da Kp e seu receptor em células do trofoblasto no
inicio da gestacdo em humanos (ROSEWEIR et al., 2012) e durante o pico da invasdo
trofoblastica em ratos (HIDEN et al., 2007). E vista disso, estudos descobriram que a Kp
pode atuar na regulacdo da invasdo de trofoblastos (TERAO et al., 2004; HIDEN et al.,
2007; ROSEWEIR et al., 2012), reprimindo esse processo critico e essencial para o
desenvolvimento embrionario e placentario, resultando em gestagdes anormais (HIDEN et
al., 2007). Segundo Saaldeldin et al. (2012), embrides cultivados em meios suplementados
com Kp apresentaram sua viabilidade trofoblastica afetada, apresentando de 3 a 5 vezes
mais degeneracdo do que os cultivados sem esse peptideo.

A administragdo de Kp também pode ser usada como um novo método de desencadear
a ovulagdo em seres humanos, auxiliando assim no tratamento de alguns problemas
reprodutivos. Em estudo realizado por Jayasena et al. (2014), a Kp-54 foi aplicada em
mulheres no intuito de induzir a ovulagdo e maturacdo ovocitdria para posterior
fertilizacdo por inje¢do intracitoplasmatica, resultando em aumento dos niveis de LH

sérico favoravel, maturagdo eficiente de ovocitos e competéncia para gerar embrides €
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beb&s humanos vidveis, diminuindo assim a chance de ocorrer complicacdes como a
sindrome de hiperestimulagdo ovariana moderada a grave (OHSS), uma complicagdo
grave da terapia com gonadotrofina.

Neste contexto, a descoberta da acdo da Kp no controle da fertilidade, por atuar em
diferentes niveis, desde nucleos hipotalamicos (REDMOND, 2011) a gametas (PINTO et
al., 2012; SAADELDIN et al., 2012; HSU et al.,, 2014), abriu uma janela para o
entendimento de como se d4 a modulagdao da ovogénese, fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario/fetal, podendo ser utilizada como ferramenta para auxiliar no

aperfeicoamento do protocolo da PIVE.

2.7 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE)

Uma biotécnica importante para explorar o potencial genético dos rebanhos brasileiros
¢ a PIVE, a qual viabiliza uma diminui¢do do intervalo entre geragdes (fémeas bovinas a
partir dos seis meses de idade), além de permitir a introducdo/intensificagdo do uso do
material genético de fémeas identificadas como geneticamente superiores € a obtencdo de
embrides a partir de fémeas consideradas incapazes de produzirem descendentes por meio
das técnicas convencionais (MELLO et al., 2016). Além disso, otimiza o uso do material
genético dos machos, permitindo a produgdo de diversos embrides com o uso de uma
unica palheta de sémen além do uso de touros diferentes para uma unica doadora
(BRACKETT; ZUELKE, 1993; SANTL et al., 1998; BUENO; BELTRAN, 2008). Esta
biotécnica também permite testar novos fatores e técnicas com o intuito de comprovar
suas agdes no trato reprodutivo e nas taxas de producao. Trés etapas compdem a produgao
in vitro de embrides: a maturagdo in vitro de ovocitos (MIV), a fecundagao in vitro (FIV)

e o cultivo in vitro de embrides (CIV).

2.7.1 Maturagdo in vitro (MIV)

Na etapa de maturagdo, os ovocitos recebem estimulos provenientes do meio no qual
estdo inseridos para finalizar a meiose envolvendo alteragdes nucleares e citoplasmaticas
essenciais para a fecundagdo e posterior desenvolvimento embrionario (DADARWAL et
al., 2015).

Durante todo o periodo de desenvolvimento do ovoécito este encontra-se retido no
ambiente folicular no estddio de diploteno da profase I ou também chamado estadio de
vesicula germinativa (VG), mantido pelas altas concentragdes de AMPc produzido pelas

células da granulosa, chegando ao ovdcito pelas jungdes gap (VAN DEN HURK; ZHAO,
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2005). No processo de maturagdo nuclear in vitro, a meiose se reinicia a partir do
momento em que a comunicacdo entre o ovoécito e as células foliculares ¢ desfeita. A
maturacao nuclear ¢ caracterizada pela saida do ovocito do estagio de diploteno da profase
da meiose I, passa pelos estddios de metafase I, anafase I, teloéfase I, terminando a
primeira divisdo meidtica e inicia a fase de metafase I, na meiose Il (GONCALVES et
al., 2007). Posteriormente, os cromossomos sdo divididos em dois grupos, sendo que
metade permanece no ovocito (célula hapldide) e a outra metade ¢ incorporada ao
primeiro corpusculo polar (CAN et al., 2003), ocorrendo a liberagao deste, permanecendo
nesse estadio até a fecundagao.

A maturagdo citoplasmatica envolve uma série de alteracdes bioquimicas e estruturais
que ocorrem simultaneamente a maturacao nuclear. Durante esta etapa o ovoécito adquire
condi¢gdes para bloquear a poliespermia, descondensar o nucleo do espermatozoide e
formar o pro-nucleo apds a fecundacdo, além de realizar a redistribuicdo de organelas
intracelulares com migracao de mitocondrias para uma posi¢do perinuclear e acimulo de
granulos corticais ao longo do citoplasma (VAN DER HURK; ZAO, 2005), maturacao
dos mecanismos de liberacdao do Ca* (CRAN, 1989; WANG et al., 2003). Além disso,
também ocorre a formacdo de um estoque de transcritos e proteinas do citoplasma do
ovocito na fase inicial de desenvolvimento embriondrio até o estadio de oito/dezesseis
células (FERREIRA et al., 2008), quando ocorre a ativagao do genoma embrionario € a
sintese de novas proteinas passa a ser realizada pelos transcritos embrionarios ao invés dos
transcritos maternos, denominado de transicdo materno zigética (STITZEL; SEYDOUX,
2007).

Durante o processo in vitro, todas as caracteristicas como nutrientes, atmosfera, entre
outros, devem ser controladas, no intuito de mimetizar a0 maximo o ambiente in vivo
(GOTTARDI; MINGOTI, 2009). Em vista disso, o periodo de maturacdo in vitro para
ovocitos bovinos varia de 18 a 24 horas em estufa contendo 5% de CO, e ar e umidade
saturada (GONCALVES et al, 2007). Existem diferentes meios e protocolos
desenvolvidos e testados para a realizagdo MIV, o mais utilizado é o meio de cultivo
tecidual 199 (TCM 199) enriquecido com proteinas, hormonios (LH e FSH), aminoécidos,
tampdes para manuten¢do do pH, antibidticos e outros suplementos.

Caso ocorra algum erro em alguma etapa, levando a uma maturagdo inadequada, a
fecundagdo se torna invidvel aumentando a ocorréncia de poliespermia, partenogénese e

bloqueio do desenvolvimento embrionario (MINGOTI, 2005).
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2.7.2  Fecundagdo in vitro (FIV)

Finalizado o periodo de maturagdo, o ovdcito ja apto a fecundagdo se funde com o
espermatozoide capacitado, dando inicio a exocitose dos granulos corticais e retomada da
meiose, na qual o nucleo espermatico ¢ descondensado formando o pré nucleo masculino,
que migra para o centro do ovdcito, se desintegra ocorrendo a associacdo dos
cromossomos para a primeira divisdo mitotica, a clivagem (YANAGIMACHI, 1994).

Na FIV ocorre em uma tentativa de mimetizar o ambiente in vivo e suas reagdes, para
que isso ocorra € necessario que os meios utilizados propiciem um ambiente 6timo para os
espermatozoides. O meio FERT-TALP (Tyrode-albumina-lactato-piruvato) tem sido o
mais utilizado em protocolos de FIV de embrides bovinos, contém em sua composi¢cao
fatores capazes de induzir a capacitacdo espermatica, como ¢ o caso da heparina
(IRITANI; NIWA, 1977).

O co-cultivo, cultivo com a presenca do ovdcito e do espermatozoide, tem duragdo de
18 a 22h, realizado em estufa a uma temperatura de 39 °C, atmosfera com 5% de CO, e
umidade saturada. Os espermatozoides vidveis congelados na palheta de sémen devem ser
descongelados e separados do plasma seminal, crioprotetores, diluentes e dos
espermatozoides inviaveis. Um dos métodos de separagdo de espermatozoides mais
utilizados para bovinos ¢ o gradiente de Percoll, no qual ap6s a selecdo, sdao diluidos para
uma concentracdo final de 1 a 5 x 10° espermatozoides viaveis/mL (GONCALVES et al.,
2007).

O Percoll ¢ composto por particulas de silica coloidal de 15-30 nm de didmetro,
coberto com polivinilpirrolidona (PVP). Nesse método, diferentes concentragdes sao
preparadas para que seja criado o gradiente necessario, assim o s€émen € colocado acima
desses diferentes gradientes e centrifugado para que ocorra a separacdo dos
espermatozoides vivos dos demais constituintes (AVERY; GREVE, 1995; PARRISH et
al., 1995). Durante a centrifugagdo, a maioria dos espermatozoides mortos e com baixa
motilidade ficam presos entre as particulas do meio e ao final ¢ formado um pellet com as

células moveis que serdo utilizadas para a FIV.

2.7.2.1 Capacitagdo espermatica

Para que a fecundagdo dos ovocitos possa ocorrer, 0s espermatozoides precisam estar
previamente capacitados para que o processo de reagdo acrossOmica consiga ser
desencadeado pelo estimulo da zona pelicida (ASSUMPCAO et al., 2002). Para que essas

alteracdes consigam acontecer no ambiente in vifro, sdo adicionados ao meio alguns



25

agentes capacitores como a heparina, Ca®" (YANG et al., 1993), albumina sérica bovina
(BSA) e 0o HCOs5'.

A heparina ¢ um GAGs utilizado para favorecer a interacao ligante receptor entre o
espermatozoide e as células do cumulus, promovendo desta forma a capacitagao
espermatica sem induzir a reagao acrossdmica (O'FLAHERTY et al., 1999).

O HCOj ativa a AC do espermatozoide se ligando a PKA, essa via entdo ativa de
forma direta ou indireta o deslocamento de fosfolipidios pela fosforilagdo da proteina
tirosina, resultando na assimetria da membrana plasmatica e conseqiiente capacitacao das
células espermaticas (FLESCH; GADELLA, 2000). Em estudo in vitro realizado por
Colenbrander et al. (2003) com espermatozoides eqiiinos, foi provado o importante papel
do bicarbonato no processo da capacitacao, atuando na distribui¢ao dos lipideos, como
citado acima.

O BSA nos meios de capacitacdo in vitro realiza a extragdo de colesterol da membrana
plasmatica do espermatozoide, levando a um deslocamento dos fosfolipidios € um novo
rearranjo da sua estrutura (YANAGIMACHI, 1994, FLESCH; GADELLA, 2000).

O Ca®" tem papel nos processos de capacitacio, uma vez que acredita-se que ele
realiza uma neutralizacdo das cargas negativas da superficie externa da membrana
acrossomal e da superficie interna da membrana plasmatica, levando a uma aproximagao
para realizacdo da fusdo da vesicula acrossomal (SHIDU; GURAYA, 1989). Também ¢
responsavel pela hiperatividade e reacdo acrossomal e motilidade flagelar (FLESCH et al.,
2000; GABALDI et al., 2002).

Pode-se perceber entdo que a capacitagdo do espermatozoide estd associada a um
aumento na fosforilagdo de tirosina, o qual depende da presenca de BSA, Ca®" ¢ HCO;3 no
meio, influenciando a capacitagdo (SALICIONI et al., 2007). Caso algum desses
constituintes do meio ndo esteja presente, a fosforilagdo de tirosina e a capacitacdo sdo
impedidas. Também esta estabelecido que a fosforilagdo de tirosina estd ligada a uma via
de PKA. Seu envolvimento demonstra que caso ocorra a auséncia de algum dos
constituintes do meio, substancias andlogas permeaveis a AMPc sdo capazes de induzir o
aumento da fosforilagdo de tirosina, ndo ocorrendo o impedimento da capacitacdo

(VISCONTI, 2009).

2.7.3  Cultivo in vitro (CIV)
Apos as etapas de maturagdo e fecundagdo, o zigoto passa para a etapa de cultivo in

vitro ¢ da inicio as divisdes celulares até a formacdo do blastocisto. Durante o
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desenvolvimento embrionario quando o cromossomo feminino reinicia a segunda meiose
para formar o pré-nucleo feminino, a transi¢do materno-zigética, periodo pés fecundagio
quando o embrido ainda ¢ dependente do material genético materno acumulado durante a
maturacao citoplasmatica até a ativacdo do genoma embriondrio ¢ considerada um
momento critico, ocorrendo nos bovinos no estadio de 8 a 16 células (BLONDIN;
SIRARD, 1995; MINAMI, 1996; BREVINI-GANDOLFI; GANDOLFI, 2001;
CAMARGO et al., 2001).

Para que o zigoto consiga transpor esse periodo de forma eficiente, este nao pode ser
submetido a nenhuma caréncia. Assim o meio de cultivo deve apresentar condigcdes
semelhantes as encontradas in vivo. Nesse contexto, diversos sistemas de cultivo ja foram
usados durante esta fase de desenvolvimento embrionario (GALLI; LAZZARI, 1996),
como a suplementagdo dos meios de cultivo com aminoacidos, vitaminas,
macromoléculas e fatores de crescimento, mudangas nas condi¢des de temperaturas e
atmosfera gasosa (NAGAI, 2001), co-cultivo com células epiteliais do oviduto bovino
(CEOB), células da granulosa, vesiculas trofoblasticas ou em monocamadas de células
diferenciadas como BRL (buffalo rat liver) ou células VERO (linhagens celulares
estabelecidas para cultivo) (GONCALVES et al., 2007; BUENO; BELTRAN, 2008). Esse
tipo de co-cultivo apresenta concentragdes variadas nos nutrientes, podendo ndo ser a
ideal para o desenvolvimento dos embrides (GORDON, 1994; GONCALVES et al.,
2002), por isso esse método foi substituido apenas pelo uso de meios de CIV, sendo em
termos gerais o Synthetic Oviductal Fluid (SOF) principal meio utilizado.

O tempo de CIV variar de sete a nove dias a uma temperatura de 39 °C, atmosfera de
baixa tensdo de O, a 5% de CO; e umidade saturada. Em geral, no terceiro dia do cultivo
avalia-se a taxa de clivagem e no sétimo a taxa de blastocisto. Os blastocistos produzidos
podem permanecer na estufa de cultivo até o nono dia, para que a taxa de eclosdo in vitro

possa ser avaliada (GONCALVES et al., 2007).

2.8 AVALIACAO ESPERMATICA

Diversas biotécnicas estdo sendo desenvolvidas para uma realizagdo mais eficiente da
avaliacdo da capacidade espermatica, entre elas pode-se citar os sistemas de avaliagdao
computadorizado das caracteristicas seminais, uso de sondas fluorescentes na avaliagdo de
estruturas espermaticas por microscopia de epifluorescéncia ou sistema de citometria de

fluxo, entre outras (DE ARRUDA et al., 2005).
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A andlise de fluorescéncia ¢ um indicador sensivel e especifico quanto ao estado de
certas moléculas, podendo assim ser utilizada para medir as mudangas metabolicas em
células vivas (HAUGLAND, 2001). Na andrologia a utiliza¢do dessas sondas
fluorescentes ¢ indicada para avaliar integridade e funcao de estruturas especificas dos
espermatozoides (PETERSON et al., 1974; HALANGK et al., 1984), podendo ser
utilizadas isoladamente ou em combinag¢des. Portanto, com o uso das sondas fluorescentes
em microscopia de epifluorescéncia, podem ser avaliadas a integridade de membrana
plasmatica e acrossomal, intensidade do potencial mitocondrial, entre outros.

Segundo Graham et al. (1990) foi demonstrado que com o uso combinado das sondas,
pelo menos trés compartimentos dos espermatozoides bovinos podem ser avaliados
simultaneamente, no caso utilizando uma para integridade de membrana plasmadtica, outra

para potencial mitocondrial e uma terceira para integridade de acrossoma.

2.8.1 Avaliacdo de Membrana Plasmatica

A membrana plasmatica atua como uma barreira entre o ambiente intra e extracelular,
tornando-se responsavel pela manutengao do equilibrio osmético celular. Qualquer dano a
essa estrutura, pode levar a perda da homeostase e morte da célula (AMANN; PICKETT,
1987). Dessa forma pode-se perceber que ¢ fundamental a integridade da membrana
plasmatica para que o espermatozoide consiga sobreviver durante o trafego no trato
genital feminino e manutencdo da sua capacitacdo até a fecundacao (PARKS; GRAHAM,
1992).

Diversos estudos citam o uso do Iodeto de Propideo (IP) como sonda fluorescente para
avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, sendo realizado na maioria dos casos
por microscopia de epifluorescéncia com o uso de microscopio especializado ou por
citometria de fluxo (FARAH et al., 2013). Essa sonda consegue penetrar em membrana
plasmatica lesada e por possuir afinidade com receptores localizados no DNA, se liga a
eles corando em vermelho o nucleo dessas células (GARNER et al., 1986; GARNER et
al., 1988; BAYYARI et al.,, 1990; GRAHAM et al., 1990; MAXWELL et al., 1997,
ARRUDA, 2000, ARRUDA et al., 2003).

2.8.2 Avaliacdo de Acrossoma
A manutencdo da integridade do acrossoma € crucial para que ocorra a reagdo
acrossomal, com consequente penetracdo do espermatozoide na zona pelucida e fusdo

com o ovocito, liberando as enzimas hidroliticas e proteoliticas, realizando assim a
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fecundagdo (DIAZ-PERES et al., 1988; FLESCH; GADELLA 2000; ARRUDA et al.,
2010).

Diferentes técnicas de fluorescéncia podem auxiliar a verificar a integridade do
acrossoma, uma delas se da pela afinidade das aglutininas como, por exemplo, Pisum
sativum — PSA, as glicoproteinas da membrana acrossomal. Porém para que o acrossoma
possa ser observado em microscopia de epifluorescéncia, essas aglutininas devem ser
conjugadas com fluoresceinas como por exemplo, o isotiocionato de Fluoresceina (FITC),

revelando uma marcagdo verde amarelada para acrossomas lesados (GRAHAM et al.,

1990; FARLIN et al., 1992).

2.8.3 Avaliacdo do Potencial Mitocondrial

As mitocondrias estdo dispostas de forma helicoidal na pega intermediaria do flagelo e
a sintese de ATP ¢ coordenada pelo potencial de membrana mitocondrial interno
(DUCHEN et al., 1993). A producdo de ATP funciona como uma suplementagdo
energética para que ocorra os batimentos flagelares, sendo entdo indispensavel para a
motilidade espermatica (COSSON, 1996).

As carbociaminas como, por exemplo, o iodeto de 5,5°, 6,6 -tetrachloro-1, 10, 3, 30-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) ¢ um dos componentes com sensibilidade ao
potencial de membrana mitocondrial. Essa sonda identifica popula¢des de mitocondrias
com diferentes potenciais de membrana com mudanga no padrdo de cor, no qual a cor
altera de verde (médio a baixo potencial) para laranja-avermelhada (alto potencial) de
acordo com o aumento do potencial de membrana mitocondrial (REERS et al., 1991;

COSSARIZZA et al., 1993; MARTINEZ-PASTOR et al., 2004; VARNER et al., 2008).
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3 JUSTIFICATIVA

O sucesso da PIVE ¢ dependente da qualidade do ovocito e de suas boas
caracteristicas morfoloégicas (SENEDA et al.,, 2001). Além disso, a capacitagdo
espermatica, também ¢ um fator importante para que ocorra a fecundagdo proporcionando
maior fertilidade (PEREZ et al,. 1997). Porém os indices de eficiéncia da técnica variam
entre 30 a 40% dos ovocitos atingindo a estagio de blastocistos (LONERGAN; FAIR,
2008; MAPLETOFT, 2013). Em vista disso, diversos métodos ou mesmo moléculas estao
sendo estudadas com o objetivo de aprimorar a técnica e aumentar os indices de produgao
embriondria.

Nesse contexto, a agdo da Kp vem sendo explorada nas diversas etapas da PIVE. A
presenca desse peptideo e seu receptor (KISS1R) ja foi constatada na periferia de diversos
tecidos reprodutivos, incluindo espermatozoides humanos (PINTO et al., 2012) e KISS1R
em espermatozoides de camundongos (HSU et al., 2014). Além disso, a presenca da Kp
no oviduto e seu receptor no espermatozoide sugere que este peptideo participe de alguns
processos importantes que ocorrem neste local como a capacitagdo espermatica, reagao
acrossomica e fecundagdo (ROLDAN et al, 1994; VISCONTI, 2009; CHANG;
SUAREZ, 2010), demonstrando um papel regulatorio na reproducao.

Essas descobertas serviram como incentivo para que fosse estudada a agdo in vitro
desse peptideo e de seu antagonista P-234, no processo de selecdo espermatica quanto a

viabilidade dos espermatozoides e influéncia nas taxas de producdo de embrides bovinos.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar a adicdo da Kp no processo in vitro de selecdo espermatica, quanto a

viabilidade dos espermatozoides bovinos e taxas de producao de embrides.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Avaliar a acdo da Kp e seu antagonista na viabilidade dos espermatozoides
quanto a integridade de membrana plasmatica, integridade de membrana acrossomal e
potencial miticondrial, além de motilidade e vigor, apds processo de selecdo
espermatica.
b) Verificar se a Kp e seu antagonista P-234, durante o periodo supracitado,

regulam a funcdo espermadtica, modulando a FIV.
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5 HIPOTESES

a) O uso da Kp no meio de selecao da FIV favorece o aumento das taxas de
producao embriondria em relagdo ao grupo controle e grupo antagonista.

b) Os espermatozoides tratados com o peptideo 234 (antagonista) no meio de
selecdo da FIV apresentam menores taxas de fertilizagdo e produ¢do embrionaria do
que os espermatozoides do grupo controle.

C) O uso da Kp no meio de selegao da FIV leva a uma melhora na manutengao da

integridade da membrana plasmatica, acrossomal e aumento do potencial mitocodrial.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 REAGENTES

Os reagentes e sondas utilizados neste estudo foram provenientes da Sigma (Sto Louis
MO, USA). A Kisspeptina-10 murina (YNWNSFGLRY-NH2) e o antagonista P-234 (d-
Ala-Asn-Trp-Asn-Gly-Phe-Gly-D-Trp-Arg-Phe) foram  fabricados pela empresa
GenScript Biotech (Nova Jersey, EUA). O FSH (Folltropin®) ¢ o LH (Lutropin-V®)
foram produzidos pela Bioniche Inc., (Belleville, Canadd) e o JC-1 foi adquirido da

empresa Invitrogen (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

6.2 COMITE DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS
O presente estudo foi submetido e isento de autorizagcdo de protocolo de Comité de
Etica sob numero de registro A005/17, uma vez que o material utilizado nao foi coletado a

partir de manipulacdo direta de animais.

6.3 LOCAL E ANIMAIS

Os ovarios foram coletados de vacas em abatedouro-frigorifico no municipio de
Uberlandia-MG@G, variando em raga, idade e peso dos animais. O transporte do frigorifico
ao Laboratorio de Reproducao Animal da Universidade Federal de Uberlandia ocorreu em
garrafa térmica com temperatura entre 35°C a 38°C, em um periodo méaximo de quatro

horas.



33

6.4 DESENHO EXPERIMENTAL

+ 20 ovocitos/tratamento/réplica: 100 ovocitos/réplica
+ G60blastocistos de cada tratamento
» 1palheta de sémenpara cada tratamento por réplica (5 palhetas/réplica)

+ 1lréphcas

DESENHO EXPERIMENTAL

SEMEN
CONVENCIONAL
CONTROLE P-234 (30pM) KISSPEPTINA KISSPEFTINA KISSPEPTINA
(10-° M) (10-°\D) (10-" M)

,_l_l

I_l_‘

,_i_l

ANALISE

I_l_l

ANALISE SELFCAO ANALISE SELFCAD SFLECAO ANALISE SFLECAD ANALISE SELECAO
DE (FTV) DE {FIV) DE (FIV) DE (FIV) DE (FTV)

ANALISE DE QUALIDADE DO SEMEN: ANALISE PIVE:

+ CONFOCAL: Ver integndade de membrana (IP), potencial mitocondnal Taxa de clivagem e taxa de blastocistos.

(JC-1). mtegridade de acrossoma (FITC-PNA).
¢ ANALISE FISICA: Motilidade e vigor.

Figura 1. Experimento — influéncia da kisspeptina na etapa de selecdo espermatica para a

producdo in vitro de embrides bovinos.

6.5 OBTENCAO E SELECAO DOS COMPLEXO0S CUMULUS-OVOCITOS (COCS)

Imediatamente apos a chegada dos ovarios, os ovdcitos foram obtidos pelo método de
aspiragdo dos foliculos ovarianos com didmetro entre 3-8 mm, puncionados com o auxilio
de uma agulha calibre 18G acoplada a uma seringa de 5 mL. O fluido folicular obtido foi
depositado em tubos plasticos de 15 mL, deixados em repouso em banho maria (35°C a
38°C) por 10 minutos para sedimentacdo e formacdo de um pellet posteriormente
transferido para placas de Petri e avaliado sob um microscépio estereoscopico (Olympus
Optical®, modelo SZ-40/SZ-ST) para o rastreamento dos COCs.

A classificagdo dos ovocitos foi realizada por um unico observador, baseada no
método de Leibfried e First (1979) com adaptagdes, em que os COCs foram classificados
de acordo com sua morfologia em: grau I (ntcleo e ooplasma homogéneo € com mais de 3
camadas de células do cumulus); grau II (COCs compactos com trés ou menos camadas de
células do cumulus e ovécito com citoplasma levemente heterogéneo); grau III (ovécitos

parcialmente desnudos, mostrando remocao de células do cumulus em menos de um tergo
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da superficie da zona peltcida), desnudos e atrésicos. Os COCs classificados em grau I e
II foram utilizados para a MIV. O presente estudo totalizou 11 réplicas com a mesma

qualidade e quantidade de ovocitos por tratamento.

6.6 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE)

Finalizada a sele¢do, os ovocitos seguiram para a etapa de MIV, na qual foram lavados
duas vezes em meio de lavagem - base TCM-199 Hepes acrescida de 10% de soro fetal
bovino, solugdo de piruvato (0,11 mg/mL) e amicacina (83 mg/mL). Apds este processo
os ovocitos foram lavados uma vez em meio de maturagao constituido de base TCM-199
Bicarbonato acrescida de 10% de soro fetal bovino (0,11 mg/mL), amicacina (83 mg/mL),
piruvato de sodio (22 pg/mL), FSH (0,5 pg/mL), LH (5 pg/mL). Foram distribuidos (10 a
15 ovocitos) em gotas do meio de maturacdo com 100 pL e em seguida incubados em
estufa a 38,5°C em atmosfera imida contendo 5% de CO, durante 22 a 24 horas. Apds
este periodo os ovocitos foram observados em microscopio estereoscopico para avaliacao
da expansao das células do cumulus, indicando a maturagdo ovocitaria.

Apds a maturacdo, os ovocitos foram lavados em uma gota do meio TALP-FERT
acrescido de amicacina (83 mg/mL), solu¢do de piruvato (0,11 mg/mL), PHE (2 uM
penicilamina, 1 uM hipotaurina, 1 pM epinefrina), heparina (10 pg/mL) e albumina sérica
bovina (BSA) livre de 4cidos graxos essenciais (6 mg/mL), passados aleatoriamente para a
placa de FIV em gotas de 100 pL identificadas para cada tratamento, do mesmo meio
TALP-FERT, aptas a receber para a fecundacdo os espermatozoides previamente tratados
nos seguintes grupos: Controle (n = 182), Percoll com adi¢do de Kp a 10°M (Kp 107>, n =
198), Percoll com adi¢do de Kp 4 10°M (Kp 10, n = 200), Percoll com adigdo de Kp a
107 M (Kp 107, n = 206) e Percoll com adi¢io do antagonista P-234 4 50 uM (P-234, n =
194).

A fecundacao foi realizada com sémen selecionado do mesmo touro e partida para
todas as réplicas. Uma palheta de sémen foi descongelada para cada tratamento/réplica,
totalizando 75 palhetas e uma aliquota de 10 pL de cada palheta submetida as andlises de
motilidade e vigor com o auxilio de um microscopio de luz, o restante seguiu para os
tratamentos com Kp e P-234 durante o processo de selecdo pelo método de centrifugagao
com gradientes descontinuos de Percoll® adaptado de Parrish et al. (1995). Foram
montados 5 tubos de 15 mL por réplica do gradiente descontinuo de Percoll® 90% e 45%
de acordo com cada tratamento proposto, sendo as dilui¢cdes realizadas nos dois gradientes

respeitando a concentracdo de cada tratamento. Os tubos foram montados com 1000 pL de
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Percoll 45% e 1000 pL de Percoll 90%, totalizando assim 2 mL dos gradientes, sendo
submetidos a uma rotagdo de 1536 xg durante 30 minutos. Com o fim da selecdo, foi
avaliado novamente a motilidade e vigor, além da concentragdo por contagem em camara
de Neubauer, com o auxilio de um microscopio de luz dos espermatozoides presentes no
pellet. Posteriormente foi calculada a quantidade de meio TALP-FERT acrescida para
corrigir a concentragdo dos espermatozoides para o preconizado para a FIV de 1x10°
espermatozoides/mL, sendo a dose inseminante utilizada de 4 pL, considerando assim o
dia da FIV como o dia 0 (D0O) do desenvolvimento embrionario. A fecundacao foi
realizada na placa de FIV em gotas contendo meio TALP-FERT. Os COCs juntamente
com os espermatozoides foram levados para a estufa por 12 a 18 horas nas mesmas
condicoes da maturacao.

Finalizado o periodo da FIV, os possiveis zigotos foram desnudados e lavados em
meio com base SOF (Synthetic Oviduct Fluid) suplementado com solugdo de piruvato
(0,11mg/mL), amicacina (83 mg/mL), BSA livre de acidos graxos e baixa endotoxina (6
mg/mL) e soro fetal bovino (2,5%) e transferidos para a placa de cultivo CIV seguindo a
mesma separacao de gotas/tratamento, contendo de 10 a 15 zigotos em gotas de 100 pL do
meio com base SOF e incubados a 38,5°C em atmosfera imida contendo 5% de CO,
durante sete dias. No D2 e D7 foram realizadas analises de producao, utilizando as taxas

de clivagem e blastocistos.

6.7 ANALISES DAS TAXAS DE PRODUCAO

Quarenta e oito horas apds a fecundacao (D2) foi avaliada a taxa de clivagem (n° de
zigotos clivados/n® de provaveis zigotos que foram para cultivo) e ao final do cultivo (D7)
foi estimada a taxa de blastocisto (n° de blastocistos/n® de provaveis zigotos que foram
para cultivo), na qual os embrides foram classificados por um Unico observador, conforme
preconizado  pela  Sociedade Internacional de  Tecnologia de  Embrides
(STRINGFELLOW; SEIDEL, 1998). Estas avaliacdes foram todas realizadas com auxilio

do microscopio estereoscopico.

6.8 ANALISE MOTILIDADE E VIGOR

A motilidade e vigor foram avaliados no momento pré e pos sele¢do espermatica do
sémen utilizado para cada tratamento. Foi utilizada para cada anélise uma aliquota de 10
pL dos espermatozoides entre 1dmina e laminula pré aquecidas, em aumento de 100 x. A

motilidade foi expressa em porcentagem de espermatozoides moveis e o vigor, foi
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referente a velocidade progressiva uniforme das células em movimento, sendo classificado
por um Unico observador em escores de 1 a 5 de acordo com o preconizado pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdao Animal (CBRA, 2013), sendo o escore 1 o mais lento e 0 5 o

mais rapido movimento progressivo uniforme.

6.9 AVALIACAO DAS MEMBRANAS PLASMATICA, ACROSSOMAL E

POTENCIAL MITOCONDRIAL

As estruturas foram avaliadas utilizando a combinacao das sondas fluorescentes IP,
FITC-PSA e JC-1, de acordo com Celeghini et al. (2008) com modificagdes, no momento
pré e pos selecdo para cada tratamento. No momento pré, uma aliquota de 5 pL foi
retirada do sémen e diluida em um microtubo com 145 pL de meio TALP-SPERM
acrescido de amicacina (83 mg/mL), solu¢do de piruvato (0,11 mg/mL). Feita a diluicao
do sémen, foi acrescentado no microtubo IP (0,5 mg/mL em phosphate buffer saline -
PBS), JC-1 (150 uM em dimethylsulfoxide - DMSO) e FITC-PSA (100 ug/mL em PBS).
Amostra foi incubada durante 8 minutos a 37°C no escuro. Apos a incubacdo, 7 pL da
amostra foi colocada em uma lamina e recoberta por uma laminula pré aquecidas a 37°C.
No momento p6s, uma aliquota dos espermatozoides selecionados foi diluida em um
microtubo com 150 pL de meio TALP-FERT seguindo os mesmos procedimentos
realizados no momento pré, apos a diluicdo. A leitura foi realizada em microscopio de
varredura a laser confocal LSM 510 meta (Laser Scaning Microscope 510 meta, Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) no aumento de 40x sob 6leo de imersdao de acordo com as faixas
de excitagdo/emissdao de cada probe: IP 490/516nm, JC-1 495/519nm e FITC-PSA
510/540nm.

Foram analisados 200 espermatozoides por lamina de cada tratamento/réplica e
classificados de acordo com a fluorescéncia emitida por cada sonda como descritas na

Figura 2.
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Figura 2. Representagdo esquematica dos padrdes de coloragdo produzida pela associagdo das

sondas fluorescentes — IP, JC-1 e FITC-PSA (Adaptado de CARREIRA, 2008)

6.10 ANALISE ESTATISTICA

O experimento teve como unidade experimental espermatozoides e embrides. O
desenho experimental foi completamente randomizado com medidas repetidas e 13
réplicas. Os tratamentos consistiram em Controle, Kp-10 em concentragio de 10° M (Kp
10%), 10°M (Kp 10, 107 M (Kp 107) e com adi¢do do antagonista P-234 & 50 uM (P-
234). O tempo foi considerado antes (pré) e depois (pos) dos tratamentos.

As variaveis mensuradas referentes a qualidade seminal foram: potencial mitocondrial,
integridade de membrana plasmatica e acrossoma, motilidade e vigor e producdo in vitro
de embrides (taxas de clivagem e blastocisto).

Os dados continuos foram analisados usando o proc GLIMMIX encaixando a
tendéncia central de distribui¢do. Os dados foram testados para homogeneidade de
variancias € homocedascidade pelo proc UNIVARIATE de acordo com o teste Shapiro-
Wilk.. O modelo incluiu tratamento, réplica, momentos pré e pos e andlise two-way como
efeitos fixos. Os residuos foram incluidos como efeitos randomicos. Além do mais, foi

incluido a op¢do DDFM = Sattertwaite ao modelo para ajustar os graus de liberdade
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quando as variancias foram diferentes. O modelo ndo-estruturado teve a melhor
informagao pelo critério de Akaike, cujo foi escolhido como modelo final. Os dados foram
analisados de forma bruta embora por Least-squares means. Valores sdo apresentados em

percentagem ou média + EPM. Diferencas sao consideradas quando P < 0,05.
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Neste estudo foram utilizadas 75 amostras de s€émen comercial nos quais foram

avaliadas as taxas de motilidade e vigor (Figura 3) nos momentos pré e pos sele¢ao

espermatica. Os resultados foram semelhantes (P > 0,05) entre todos os tratamentos

propostos. Porém, observaram-se taxas numericamente superiores destes parametros nos

tratamentos com adi¢cdo de Kp.
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Figura 3. Médias das taxas de motilidade e escore de vigor dos tratamentos Controle, Kp 10”, Kp

10°, Kp 107 e P-234 nos momentos pré e pos selecio espermatica. A) Média das taxas de

motilidade; B) Média dos escores de vigor.

Um total de 980 provaveis zigotos bovinos foram utilizados para a PIVE com as

amostras de sémen devidamente tratadas foram destinados ao cultivo. A taxa de clivagem

em todos os tratamentos foi considerada alta (>82%) e nao diferiu (P > 0,05) entre grupos

(Tabela 1). A porcentagem de produgdo de blastocistos (n=331) deste estudo foi maior

que 29% independente do tratamento. Adicionalmente, a taxa de blastocistos foi

semelhante (P > 0,05) entre os grupos testados (Tabela 1).
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Tabela 1. Taxa de clivagem e blastocisto dos tratamentos Controle, Kp 10° M, Kp 10° M, Kp 107
M e P-234.

TRATAMENTO CLIVAGEM/EP(%) BLASTOCISTO/EP(%)

CONTROLE 89,0+ 2,3(162/182) 37,4+ 3,6(68/182)
Kp 107 87,9 +2,3(174/198) 34,3+ 3,4(68/198)
Kp 10 87,5 +2,3(175/200) 36,0+ 3,4(72/200)
Kp 107 82,5 +2,7(170/206) 29,6+ 3,2(61/206)

P-234 85,14 2,6(165/194) 32,0+ 3,4(62/194)

*EP = Erro Padrao

*Valores considerados estatisticamente quando P < 0,05.

Na andlise de microscopia confocal foram avaliados 26 mil espermatozoides nos
momentos pré e pos selecdo espermatica para intensidade de potencial mitocondrial,
integridade membrana plasmadtica e integridade do acrossoma. No momento pds selecio
espermética, relacionado ao alto potencial mitocondrial, os grupos Kp 10° ¢ Kp 107
foram superiores (P < 0,05) quando comparados aos grupos Controle e P-234. Por outro
lado, o tratamento com adicdo do antagonista P-234 foi inferior (P < 0,05) a todos os

outros tratamentos e diferiu entre si nos momentos pré e pos selecao (Tabela 2).
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Tabela 2. Porcentagem média de espermatozoides com alto potencial mitocondrial nos
tratamentos Controle, Kp 10° M, Kp 10° M, Kp 107 M e P-234, no momento pré e pos selecio

espermatica.

TRATAMENTO MOMENTO MEDIA/EPM (%)

PRE 91,2+0,6™
CONTROLE ,

POS 89,8+0,6

PRE 92,7+0,5"
Kp 10”

POS 90,7+0,6™

PRE 91,7+0,5®
Kp 10°

POS 92,6+0,5"

PRE 91,3+0,6™
Kp 107

POS 92,6+0,5"

PRE 87,2+0,7°
P-234

POS 83,8+0,7¢

*EPM = Erro Padriao da Média

#:0ed [ otras diferentes indicam diferenga estatistica (P < 0,05).

Na avalia¢do da integridade de membrana plasmatica entre os momentos pré e pos
selecdo espermatica, os tratamentos com adi¢do de Kp foram semelhantes (P > 0,05) entre
si e a0 antagonista p-234. Além disso, no momento pos selegdo, o tratamento Kp 107 foi

superior (P < 0,05) ao grupo Controle (Tabela 3).
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Tabela 3. Porcentagem média de espermatozoides com integridade de membrana plasmatica nos
tratamentos Controle, Kp 10° M, Kp 10° M, Kp 107 M e P-234, no momento pré e pds selegdo

espermatica.

TRATAMENTO MOMENTO MEDIA/EPM (%)

PRE 88,8+0,6™°
CONTROLE ,
POS 87,9+0,6°
PRE 91,5+0,5"
Kp 10”
POS 88,940,6™°
PRE 89,7+0,6™°
Kp 10°
POS 90,7+0,6™
PRE 89,6+0,6"
Kp 107 )
POS 90,2+0,6™°
PRE 88,8+0,6™°
P-234 ,
POS 90,5+0,6™°

*EPM = Erro Padriao da Média

#:0C 1 etras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

Em geral, na avaliagcdo da integridade de acrossoma os tratamentos com adicao de Kp
foram semelhantes (P > 0,05) entre si e ao antagonista P-234. O tratamento Kp 10
apresentou resultado superior (P < 0,05) ao grupo Controle no momento pds selecio

(Tabela 4).
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Tabela 4. Porcentagem média de espermatozoides com integridade de acrossoma nos tratamentos
Controle, Kp 10° M, Kp 10° M, Kp 107 M e P-234, no momento pré e pos selecdo espermatica.
TRATAMENTO MOMENTO MEDIA/EPM (%)

PRE 89,5+0,6™
CONTROLE ,
POS 89,1+0,6°
PRE 92,5+0,5"
Kp 10”
POS 90,9+0,6"
PRE 91,1+0,6™°
Kp 10°
POS 91,8+0,5"
PRE 91,2+0,6™°
Kp 107 )
POS 91,4+0,6™°
PRE 91,8+0,5™
P-234 ,
POS 90,8+0,6™°

*EPM = Erro Padrido da Média

#:DC 1 etras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

A associagdo significativa e positiva entre as varidveis potencial mitocondrial,
integridade de membrana e integridade de acrossoma foi observada apds a andlise de

correlagdo (Tabela 5).
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Tabela 5. Analise de correlagdo entre os fatores alto potencial mitocondrial, integridade de

membrana plasmatica e integridade de acrossoma no momento pods sele¢do espermatica.

INTEGRIDADE
INTEGRIDADE
ALTO POTENCIAL DE
VARIAVEL DE
MITOCONDRIAL MEMBRANA
ACROSSOMA
PLASMATICA
ALTO POTENCIAL
1 0,80502* 0,80336*
MITOCONDRIAL
INTEGRIDADE DE
MEMBRANA - 1 0,84346*
PLASMATICA
INTEGRIDADE DE
- - 1
ACROSSOMA
*P < 0,0001

As coloragdes espermaticas obtidas pela associagdo das sondas fluorescentes IP,

FITC-PSA e JC-1, no momento pré e poés selecdo para cada tratamento, podem ser

observadas na Figura 4.
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Figura 4. Fotomicrografia de epifluorescéncia das células espermaticas coradas com a associagao
das sondas fluorescentes IP, FTIC-PSA e JC-1 (aumento 40x). A) Célula com membrana
plasmatica lesada, acrossoma lesado e baixo potencial mitocondrial; B1) Célula com membrana
plasmatica integra, acrossoma integro e baixo potencial mitocondrial; B2) Célula com membrana
plasmatica lesada, acrossoma integro e baixo potencial mitocondrial; C) Célula com membrana

plasmatica integra, acrossoma integro e alto potencial mitocondrial.
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8 DISCUSSAO

Esse trabalho avaliou o efeito da adicdo da Kp e seu antagonista P-234 no processo de
selecdo espermatica, quanto a viabilidade dos espermatozoides bovinos. A capacitagao
espermatica € o processo necessario para que o espermatozoide se torne apto a fecundar o
ovocito. No processo in vitro sdo adicionados alguns agentes capacitores ao meio como a
heparina, Ca®" (YANG et al., 1993), BSA ¢ HCOj5’, no intuito de mimetizar o processo in
vivo que ocorre no trato reprodutivo feminino. Alguns estudos demonstram que a Kp pode
auxiliar na capacitacdo espermatica, reagdo acrossomal e fecundagdo devido a diversos
fatores como sua presenga no oviduto e de seu receptor em espermatozoides (ROLDAN et
al., 1994; VISCONTI, 2009; CHANG; SUAREZ, 2010).

No presente estudo, ndo foi observado efeito dos tratamentos nas varidveis de
qualidade fisica do sémen (motilidade e vigor) e taxas de producdo embriondria (clivagem
e blastocistos). Embora se tenha observado uma melhor qualidade fisica do sémen
numericamente (Figura 3). Isso pode ter ocorrido, devido a boa qualidade de ovdcitos e
espermatozoides utilizados no experimento, influenciando em boas taxas de produgao.
Assim a Kp teria uma acdo maior em estruturas menos qualificadas. Concordando com
esta hipotese, estudo anterior relatou que a Kp na concentragdo de 10> M induziu
mudangas significativas na motilidade de espermatozoides humanos (PINTO et al., 2012),
uma vez que estes apresentam uma qualidade inferior aos espermatozoides bovinos.
Quanto a produ¢do embrionaria, resultados encontrados por Hsu et al. (2014) diferiram do
trabalho atual, no qual foi demonstrado que o tratamento com o antagonista da Kp durante
a capacitacdo espermatica, reduziu as taxas de fertilizagdo dos espermatozoides de
camundongos. Além da diferenca experimental de espécie, uma vez que a dosagem de
antagonista utilizado neste trabalho com bovinos foi baseada na dosagem de 50 uM
utilizada no trabalho de Hsu et al. (2014) em camundongos, outro ponto a ser destacado
foi o periodo de contato das amostras com o peptideo. No trabalho de Hsu et al. (2014) as
amostras ficaram em contato com o antagonista por um periodo de 2 horas e no presente
trabalho o periodo foi de 40 minutos. O peptideo P-234 utilizado no presente estudo
provavelmente ndo preveniu ou inibiu de forma eficaz a ativacdo do receptor, assim como
encontrado no trabalho de Albers-Wolthers et al. (2017), no qual os antagonistas analogos
de Kp P-234, P-271, P-354 e P-356 ndo apresentaram efeito in vitro em células CHEM1

hematopoiéticas de ratos que expressam de forma estdvel o GPR54 humano. Diferindo,
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porém de resultados encontrados por Pinto et al. (2012) no qual os efeitos encontrados da
Kp na motilidade espermatica foram inibidos na presen¢a do antagonista P-234.

A adi¢do da Kp em menores concentragdes no meio de selecao espermatica favoreceu
a atividade mitocondrial. Além disso, a adi¢ao do antagonista P-234 foi prejudicial a este
parametro. Estes resultados nos levam a hipotese de que a concentragio equilibrada da Kp
no meio, favorece a entrada de Ca”" intracelular nos espermatozoides (PINTO et al., 2012;
HSU et al., 2014) induzindo a capacitacdo, hiperativacao e reagdo acrossomal, agindo
também como elemento auxiliar para a motilidade flagelar e fusdao da vesicula acrossomal
(DARSZON et al., 1999). A Kp se liga ao seu receptor KISSIR e induz a cascata tipica
dos receptores acoplados a proteina G, promovendo uma ativagdo da fosfolipase C (PLC),
seguida de hidrdlise de fosfatidil-inositol 4,5 bifosfato (PIP2) em trifosfato de inositol
(IP3) e diacilgricerol (DAG). O actimulo de IP3 nas células leva a uma mobilizacdo de
Ca”™ das reservas intracelulares (CASTANO et al., 2009, ROA et al., 2008). A
hiperativagio é regulada por Ca®* (YANAGIMACHI, 1994), um ativador de
desidrogenases mitocondriais (MC CORMACK et al., 1990) que pode, por sua vez,
aumentar a producdo de ATP necessdria para hiperativacio (HO; SUAREZ, 2003),
havendo um estimulo da fungdo mitocondrial.

O uso da Kp na concentragdo 10° M, melhorou a integridade de membrana plasmatica
e integridade de acrossoma. Esse resultado também estd relacionado com a indugao pela
Kp da entrada de Ca’’ intracelular nos espermatozoides (PINTO et al., 2012; HSU et al.,
2014), mantendo a integridade das membranas plasmatica e acrossomal para que possa
realizar as acOes citadas acima. Além disso, outra teoria seria de que a Kp apresenta
capacidade de modular localmente a secrecdo de GnRH (PINTO et al., 2012;
SAADELDIN et al., 2012; HSU et al., 2014). Esse peptideo é co-expresso com outros
dois peptideos bioativos no hipotadlamo, a neuroquinina B (NKB) e a dinorfina A,
chamados de neurdnios KNDy (RANCE, 2009; LEHMAN et al.,, 2010; TENA-
SEMPERE, 2010), que atuam na modulacao da secrecao pulsatil de GnRH e consequente
liberacdo de gonadotrofinas (LEHMAN et al., 2010). Essa co-expressdo também esta
presente em espermatozoides humanos (PINTO et al., 2010). A presenca de GnRH, da
subunidade GnRHa e de seu receptor ja foi demonstrado em diversos tecidos
hipotalamicos além de oviduto, células da granulosa ovariana e espermatozoides (IZUMI
et al., 1985; MORALES, 1998; LEE et al., 2000). Segundo Morales (1998), esse
hormonio aumenta em 10% a capacidade dos espermatozoides de se ligarem a zona

pelucida, ndo sendo capaz de posteriormente induzir a reacdo acrossOmica nos
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espermatozoides humanos. Assim para que a ligagdo ocorra, a membrana plasmatica e
acrossomal devem permanecer integras. Essa modulacdo local também foi relatada por
Saadeldin et al. (2012), na qual Kp age como uma agonista ativando localmente seu
GnRHa subordinado, aumentando a sintese de LH, agindo na maturagdo ovocitaria in
Vitro.

As varidveis de potencial mitocondrial, integridade de membrana plasmatica e
integridade de acrossoma apresentaram associagdo positiva quando correlacionadas. A
integridade e funcionalidade das estruturas espermaticas sdo essenciais para que possa
ocorrer a fecundagio e desenvolvimento embrionirio (OURA; TOSHIMORI, 1990). A
lesio da membrana resulta em perda da fluidez ¢ da capacidade regulatoria da
concentracdo dos ions intracelulares, alterando assim a motilidade e o metabolismo
(AITKEN; KRAUSZ, 2001; GUERRA et al., 2004). Segundo WATSON et al. (1987), a
lesdo das membranas na regido da cabega do espermatozoide comec¢a na membrana
plasmatica por ser mais externa e de forma progressiva atinge o acrossoma, assim a

integridade do acrossoma depende da integridade da membrana plasmatica.
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9 CONCLUSAO

O uso da Kp no processo in vitro de selegdo espermadtica, proporcionou maior
viabilidade aos espermatozoides bovinos. A concentracao equilibrada da Kp auxiliou no
potencial mitocondrial, integridade acrossdmica e de membrana plasmatica. O antagonista

P-234 apresentou efeito prejudicial apenas referente ao potencial mitocondrial.
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