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ADICAO DE KISSPEPTINA NO MEIO DE FERTILIZACAO IN VITRO DE
EMBRIOES BOVINOS

RESUMO

Objetivou-se avaliar diferentes concentragdes de Kisspeptina (Kp) ¢ o seu efeito na
fertilizagdo in vitro de embrides bovinos quanto a qualidade e taxas de desenvolvimento
embrionario inicial. No Experimento 1 foi determinada a concentragcdo minima de Kp a ser
utilizada no meio FIV, a partir dos tratamentos: controle (n=240); Kp 10° M (n=223); Kp 10°
M (n=225) ¢ Kp 107 M (n=245). No Experimento 2, os ovocitos, foram distribuidos em
quatro tratamentos: controle (n=362); Kp 10" M (n=425), Kp 107 M (n=304), ¢ antagonista
P234 4x10° M (n=424). Os espermatozoides foram capacitados por gradiente descontinuo de
Percoll®, e co-incubados com os ovocitos por 16 a 18h em estufa de cultura a 38,5°C com 5%
de CO,. Apos esse periodo, os zigotos foram incubados em Fluido Sintético de Oviduto (SOF)
durante sete dias nas mesmas condigdes. A taxa de clivagem foi avaliada 48h apds a
fertilizagdo e a taxa de blastocistos e estagio de desenvolvimento/qualidade no sétimo dia. Foi
adotado um escore numérico de 1 a 4 para avaliagdo do estdgio de desenvolvimento, onde 1
corresponde a blastocisto inicial, 2 blastocisto, 3 blastocisto expandido e 4 blastocisto
eclodido. A qualidade foi avaliada por microscopia confocal 3D, e os dados analisados pelo
PROC GLIMMIX/SAS e teste de Kruskal-Wallis. No Experimento 1, ndo houve diferenga
entre os tratamentos para taxas de clivagem e blastocistos respectivamente: controle
(82,0%/34,2%); Kp 10° M (81,6%/26,9%); Kp 10° M (80,8%/29,3%) ¢ Kp 107 M
(80,8%/29,4%) (P > 0,05). No Experimento 2, as médias das taxas de clivagem e blastocisto
foram semelhantes entre os tratamentos: controle (85,1%/38,1%), Kp 107" M (82,6%/33,6%),
Kp 107 M (83,6%/34,9%) e P234 (81,4%/31,6%) (P > 0,05). Foram produzidos 514 embrides,
com as seguintes médias de escore de desenvolvimento: controle 2,89; Kp 10" M 3,04; Kp 10°
"M 2,79 e P234 2,63, sem diferenca estatistica entre os mesmos (P > 0,05). Quanto a
qualidade, foram avaliados 360 embrides, n=30/tratamento/corante. Os parametros
observados foram producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), necrose, apoptose e
potencial mitocondrial. Cada embrido forneceu de 3 a 8 imagens (n=1.492) com intensidade
de fluorescéncia em pixels. O grupo controle apresentou maior porcentagem de ROS: controle
3,76%; Kp 10" M 0,25%; Kp 107 M 2,95% e P234 0,91% (P < 0,05). A porcentagem de
degeneracdo celular foi semelhante entre os tratamentos: controle 1,51%; Kp 10'M 1,73%;
Kp 107 M 4,71% e P234 1,98% (P > 0,05). A média de apoptose, foi semelhante entre os
tratamentos: controle 2,79%; Kp 107 M 1,67% e P234 6,11% (P > 0,05). O potencial
mitocondrial teve maior porcentagem no grupo P234: controle 0,51%; Kp 10" M 0,26%; Kp
107 M 0,22% e P234 1,43% (P < 0,05). A adicdo de kp-10 no meio de fertilizagdo nao
interferiu nas taxas de clivagem e blastocisto, bem como no estagio de desenvolvimento
embriondrio. A Kp ndo teve efeito na apoptose, necrose, nem tampouco no potencial
mitocondrial. Por outro lado, a Kp diminuiu os niveis intracelulares de ROS, sugerindo o seu
envolvimento no controle antioxidante.

Palavras-chave: Antagonista P-234. Blastocistos. KISS1. KISS1R.



ADDITION OF KISSPEPTIN IN MEAN OF IN VITRO FERTILIZATION BOVINE
EMBRYOS

ABSTRACT

The aim was to evaluate the different concentrations of Kisspeptin (Kp) and its effect in the
process of in vitro fertilization of bovine embryos about the quality and production rates. In
Experiment 1 the minimum concentration of Kp was determined to be used at medium FIV,
starting from the treatments: control (n=240); Kp 10° M (n=223); Kp 10° M (n=225) and Kp
107 M (n=245). In Experiment 2, the oocytes were distributed in four treatments: control
(n=362); Kp 10" M (n=425), Kp 107 M (n=304), and antagonist P234 4x10° M (n=424). The
sperms were enabled by Percoll® discontinuous gradient, and coincubated with the oocytes
from 16 to 18 hours in stove culture at 38.5°C with 5% of CO,. After this period, the zygotes
were incubated in Synthetic Oviduct Fluid (SOF) during 7 days in the same conditions. The
rate of cleavage was evaluated 48 hours after fertilization and the rate of blastocysts and
development stage/quality on the seventh day. A numerical score was adopted from 1 to 4 for
evaluation of the development stage, as 1 corresponds to initial blastocyst, 2 blastocyst, 3
expanded blastocyst and 4 hatched blastocyst. The quality was evaluated by 3D confocal
microscopy, and the analyzed data by PROC GLIMMIX/SAS and Kruskal-Wallis test. In
Experiment 1, there wasn’t difference between the treatments rates of cleavage and
blastocysts respectively: control (82,0%/34,2%); Kp 10° M (81,6%/26,9%); Kp 10° M
(80,8%/29,3%) and Kp 107 M (80,8%/29,4%) (P > 0,05). In Experiment 2, the averages from
the rates of cleavage and blastocysts were similar between the treatments: control
(85,1%/38,1%), Kp 107 M (82,6%/33,6%), Kp 107 M (83,6%/34,9%) and P234
(81,4%/31,6%) (P > 0,05). A total of 514 embryos were produced, with the following
averages of development score: control 2,89; Kp 10'M 3,04; Kp 10"M 2,79 and P234 2,63,
without statistical difference among them (P > 0,05). About the quality, 360 embryos were
evaluated, n=30/treatment/coloring. The parameters observed were production of reactive
oxygen species (ROS), necrosis, apoptosis and mitochondrial potential. Each embryo supplied
from 3 to 8 images (n=1.492) with fluorescence intensity in pixels. The control group
presented bigger percentage of ROS: control 3,76%; Kp 10" M 0,25%; Kp 107 M 2,95% and
P234 0,91% (P < 0,05). The percentage of cellular degeneration was similar between the
treatments: control 1,51%; Kp 10'M 1,73%; Kp 107 M 4,71% and P234 1,98% (P > 0,05).
The average of apoptosis was similar between the treatments: control 2,79%; Kp 107 M
1,67% and P234 6,11% (P > 0,05). The mitochondrial potential had bigger percentage in the
group P234: control 0,51%; Kp 10" M 0,26%; Kp 107 M 0,22% and P234 1,43% (P < 0,05).
The addition of kp-10 amid fertilization didn’t interfere in the rates of cleavage and
blastocyst, as well as in the embryonic development stage. The Kp didn’t have effect in the
apoptosis, necrosis, nor even in the mitochondrial potential. On the other hand, the Kp
decreased the intracellular levels of ROS, suggesting its involvement in the antioxidant
control.

Key words: Antagonist P-234. Blastocysts. KISS1. KISS1R.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o Brasil se tornou referéncia mundial na produgado in vitro de
embrides bovinos, porém esta biotecnologia ainda possui limitagdes, pois embrides
produzidos in vitro apresentam qualidade inferior aos produzidos in vivo ja que as taxas de
producdo dos protocolos usuais ndo tém ultrapassado 40% (LONERGAN; FAIR, 2008).
Assim, a fim de melhorar as taxas de produc¢ao, sao elaborados meios de cultivo que oferegam
substancias em concentracdes semelhantes aos disponiveis no trato reprodutivo.

No microambiente folicular e tubdrico, sdo encontradas substincias tais como
hormonios, sais, purinas, aminodcidos, vitaminas, fatores de crescimento e proteinas que
quando suplementados em meios de cultivo podem aumentar as taxas de produgao e qualidade
embrionaria (ALI; SIRARD, 2002).

A Kisspeptina (Kp) ¢ um neuropeptidio que foi identificado inicialmente como
metastina devido a sua a¢ao no controle da proliferacao de células tumorais (LEE et al.,1996).
Posteriormente, além da atuagdo como principal regulador do eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal, o seu envolvimento foi evidenciado no inicio da puberdade, na secre¢do de
gonadotrofinas, gestacdo e implantacdo. Anormalidades na expressdo e sinalizagdo da Kp
estdo relacionadas a casos de disfun¢@o ovariana e infertilidade feminina (ROA et al., 2008).

Estudos tem buscado compreender o efeito da Kp na regulacdo da funcdo ovariana e
nos mecanismos moleculares envolvidos, assim, a acdo e produgdo local da Kp nos ovarios
tem despertado consideravel interesse na PIVE. Evidéncias da atuagdo da Kp nos ovarios
foram relatadas na esteroidogénese, no desenvolvimento folicular, maturacdo ovocitaria, e
ovulagdo (SAADELDIN et al., 2012; MACEDO et al., 2013; ZHAI et al., 2017).

A expressdo da Kp e seu receptor ja foram identificados, nas células da teca, da
granulosa, do complexo cumulus-ovocito, células intersticiais e espermatozoides (HSU et al.,
2014; HE et al., 2015; BASINI et al., 2018). Entretanto, ainda sdo poucos os estudos sobre os

efeitos da suplementagdo da Kp em meios de cultivo in vitro de embrides bovinos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ovogénese

A ovogénese corresponde a sequéncia de eventos que envolve desde a formagao e
diferenciagdo das células germinativas primordiais até a fecundagdo do ovdcito haploide
(VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Este processo se inicia ainda durante a fase embriondria e
em bovinos ocorre por volta do trigésimo dia de gestagdo, esse desenvolvimento é controlado
e dirigido pela secre¢do de citocinas e fatores de crescimento. Nesse momento, ocorre uma
intensa proliferacdo por mitose e as células se tornam hipertroficas com acimulo de nutrientes
e redistribui¢do das organelas no citoplasma, sendo denominadas agora de ovogoOnias
(PETERS, 1970; GORDON, 1994).

Em bovinos, depois de repetidas divisdes mitdticas algumas ovogdnias, por volta dos
dias 72 a 82, iniciam a primeira divisdo meiotica. Durante a profase ocorre uma série de
eventos como a espiralizacdo e pareamento dos cromossomos homologos e a recombinagdo
do material genético ou crossing-over. Ao progredir para o diploteno a célula entra em
quiescéncia prolongada, nessa fase, a meiose ¢ interrompida e as ovogdnias agora
denominadas de ovdcitos primarios permanecem em estagio de dictidteno ou vesicula
germinativa (VG) até entrarem em atresia ou prosseguirem com a divisdo (ERICKSON, 1966;
FIGUEIREDO et al., 2008; SANCHEZ; SMITZ, 2012).

A onda pré-ovulatdria do hormonio luteinizante (LH) viabiliza o rompimento da VG e
0 ovocito retoma a meiose progredindo para metafase I, anafase I, telofase I. Ao completar o
primeiro ciclo meiotico, ocorre a expulsdo do primeiro corpusculo polar. Em seguida o
ovocito atinge o estagio de metafase II, e ocorre o segundo bloqueio da divisdo meidtica,
permanecendo assim até o momento da fecundagdo. Apds a entrada do material genético do
espermatozoide no citoplasma o ovodcito completa a segunda divisdo meidtica, liberando o
segundo corpusculo polar. A interagdo do material genético masculino e feminino permite o
retorno a configuracdo inicial formando um zigoto 2n, que dara origem ao embrido (VAN

DEN HURK; ZHAO, 2005; ADONA, 2006).

2.2 Foliculogénese
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A foliculogénese tem inicio durante a vida embrionaria e ¢ definida como o processo
de formagdo, crescimento ¢ maturagdo folicular, compreende desde a formacdo do foliculo
primordial até o estagio de foliculo de pré-ovulatorio (SAUMANDE, 1991).

Os foliculos primordiais sdo formados quando as células somaticas planas, também
denominadas células da pré-granulosa, derivadas do epitélio celdmico passam a circundar os
ovocitos. Apds a formagao dos foliculos primordiais, as células da pré-granulosa param de se
multiplicar e entram em quiescéncia, sendo que a retomada da proliferacdo pode ocorrer dias
ou anos apos a sua formacao. A foliculogénese ocorre simultaneamente a ovogénese quando o
ovocito esta entre as fases de profase I e metéafase II, ou seja, a foliculogénese inicia-se apos e
termina antes do fim da ovogénese (ERICKSON, 1966; HIRSHFIELD, 1991). Em bovinos,
os foliculos primordiais j4 sdo observaveis em regides mais profundas do cortex ovariano por
volta de 85 dias de vida fetal (DINIZ et al., 2005).

A foliculogénese pode ser dividida em duas fases: a fase pré-antral, na qual ocorre a
ativacao dos foliculos primordiais e crescimento dos foliculos primarios e secundarios; e fase
antral que abrange o crescimento inicial e terminal dos foliculos tercidrios (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005). Na fase pré-antral, o desenvolvimento dos foliculos pré-antrais ou nao
cavitarios, ¢ predominantemente regulado por fatores intra-ovarianos e neste estagio o FSH
assume apenas papel coadjuvante (XU et al., 1995; GONG et al., 1996).

Os foliculos tercidrios ou antrais possuem células da granulosa organizadas em varias
camadas, entre estas se forma uma cavidade ou antro. A formacdo do antro ¢ caracteristica
exclusiva dos foliculos tercidrios, e o fluido que o preenche ¢ fonte de substancias regulatorias
derivadas das cé€lulas da granulosa, como esteroides, enzimas, glicoproteinas, lipoproteinas e
fatores de crescimento (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Outra caracteristica dos foliculos
antrais € o desenvolvimento das camadas da teca interna e externa, da lamina basal e células
do cumulus (DRIANCOURT, 1991). Em bovinos, nos estdgios iniciais, os foliculos antrais

medem de 1 a 3 mm de diametro (GINTHER et al., 2003).

2.3 Producao in vitro de embriées bovinos

A PIVE ¢ uma biotécnica de reproducdo assistida, destinada ao melhoramento
genético, aumento da eficiéncia produtiva de rebanhos, aprimoramento do conhecimento
sobre os eventos fisiologicos da reproducdo, entre outros fins. A PIVE corresponde a uma
sequéncia de eventos que envolvem basicamente, os processos de obtencdo de ovdcitos, a

maturacao in vitro (M1V), a fecundagao in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV).
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O primeiro relato de animal nascido utilizando a técnica de producdo in vitro, foi de
um coelho em 1959 (CHANG, 1959). Em 1978 a PIVE se apresentou como metodologia de
sucesso com a repercussao do nascimento do primeiro ser humano a partir do uso dessa
biotécnica (STEPTOE; EDWARDS, 1978). Em bovinos, o primeiro nascimento de um
bezerro foi obtido nos EUA em 1982 (BRACKETT et al., 1982), e ao final da década de 80 a
PIVE em bovinos passou por uma grande expansdo, ao difundir a utilizag¢@o e estimulando o
aperfeicoamento de equipamentos e¢ de metodologias empregadas (BOONE; SHAPIRO,
1990).

No Brasil, os primeiros nascimentos a partir de PIV de embrides bovinos foram
obtidos em 1994, atividade que até o final da década de 90 era basicamente restrita a
laboratorios de pesquisa e, portanto, sem muita expressao comercial. Porém, em um curto
periodo de tempo, com a expansao da técnica nos laboratorios privados, a rentabilidade do
setor agropecudrio € o investimento em pesquisas, o pais tornou-se o maior produtor mundial
e referéncia no uso de PIVE em bovinos. (GALLI et al., 2003; RUMPF, 2007; PERRY, 2014).

A primeira etapa da PIVE ¢ a coleta e preparacao dos ovoécitos para a maturagao. Para
0 UsSo em pesquisa, os ovocitos geralmente sao obtidos de ovarios coletados em abatedouro. A
obtenc¢do se da por aspiracdo folicular ou escarificacdo da cortex ovariana. Na aspiragdo sao
priorizados os foliculos com 3-8 mm de didmetro, ou seja, foliculos que estejam na fase
anterior a divergéncia folicular. Pois ovodcitos coletados de foliculos menores que 2 mm de
diametro podem ndo ser capazes de reiniciar a meiose e aqueles acima de 8 mm ja podem
estar maturados ou entrando em processo de atresia. Os foliculos entre 2-8 mm contém
ovocitos imaturos estacionados na profase I da meiose, estes se mantém estagnados dentro do
foliculo devido a fatores inibitorios do mesmo (SIRARD, 2001; GONCALVES et al., 2008).

A maturagdo ovocitdria completa envolve trés niveis: maturagdo nuclear,
citoplasmatica e molecular. /n vivo, a maturacdo nuclear do ovocito inicia apds o pico pré-
ovulatorio de LH durante o estro e in vitro, a remog¢ao do ovécito do ambiente folicular
desencadeia a meiose. Em bovinos, a maturagcdao nuclear do ovocito demanda de 22-24h e
compreende a progressdo do estadio diploteno da profase I meidtica para metafase I,
caracterizada pela ruptura do envelope nuclear, em seguida avanga para metafase I, com a
extrusdo do primeiro corpusculo polar. Nesta fase o ovdcito fica retido at¢é o momento da
fecundacao (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005; GONCALVES et al., 2008). Paralelamente a
maturacdo nuclear, ocorre a maturagdo citoplasmatica evidenciada pela reorganizacdo das
organelas, como a reducdo do aparelho de Golgi, o aparecimento de ribossomos adjacentes

aos cromossomos, rearranjo das mitocondrias, alinhamento dos granulos corticais proximos a
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membrana plasmatica e continuo desenvolvimento dos estoques de lipidios (DIELEMAN et
al., 2002). Ja a maturacdo molecular estd relacionada ao armazenamento, transcricdo e
processamento de RNAm que capacita o ovdcito para promover cascatas moleculares
necessarias para a ativagdo do genoma embrionario (SIRARD et al., 2006).

Durante a FIV espermatozoides e ovdcitos maturos sdo co-incubados em meio
especifico, por um periodo de 18-22 horas. Antes, porém, os espermatozoides vidveis
precisam ser separados do plasma seminal, crioprotetores, extensores ¢ células mortas. Para
bovinos, os métodos de separacdo espermatica mais utilizados sdo o gradiente de Percoll® ¢ o
swim-up. O Percoll® ¢ composto por particulas de silica coloidais cobertos por
polivinilpirrolidona em diferentes concentragdes para formar um gradiente necessario de
separacdo espermatica. Na selecdo pelo método de Percoll®, o sémen é centrifugado passando
por diferentes gradientes (GONCALVES et al., 2008). Durante a capacitagdo espermatica
ocorre a remoc¢ao ¢ alteracdao de glicoproteinas periféricas, reducdo nos niveis de colesterol e
mudangas na distribuicdo e composicdo de alguns fosfolipidios de membrana. Essas
alteragdes desencadeiam fatores responsaveis pela interagdo do espermatozoide com
receptores do ovocito, como por exemplo, a reagdo acrossdmica e o aumento intracelular de
calcio (GORDON, 1994). O espermatozoide ao se fundir com a membrana estimula o
ovocito a completar a meiose, ocorrendo a expulsdo do segundo corptsculo polar. O zigoto €
entdo formado a partir da jungdo dos pré-nticleos masculinos e femininos. Assim, com um
novo arranjo citoplasmatico inicia-se uma série de divisdes mitoticas, até a formagdo do
blastocisto (GONCALVES et al., 2008).

O cultivo in vitro, requer um sistema capaz de proporcionar condi¢des adequadas para
as primeiras clivagens, ativagao do genoma embriondrio e desenvolvimento até o estadio de
blastocisto, periodo que varia de 7-9 dias. O fluido sintético de oviduto ou meio SOF foi
criado, como o nome sugere, baseado na constituicdo do fluido do oviduto de bovinos.
Atualmente ¢ o meio que proporciona um ambiente mais adequado para a expressao de genes
relacionados a pré-implantacdo de embrides (WRENZYCKI et al., 2001). O aperfeicoamento
dos meios podem incluir modificagdes em seu contetido, entre as quais o seu enriquecimento
com carboidratos e aminoacidos responsavel pela elevacdo das taxas de blastocisto em niveis
superiores a 50% no quinto dia de desenvolvimento e a elevacdo das taxas de implantagdo
superior a 40% (GARDNER et al., 1998).

Na PIVE comercial apenas cerca de 30% a 50% dos ovocitos inseminados chegam ao
estagio de blastocisto e os indices de gestacdo ficam em torno de 35% (DAYAN et al., 2000).

Os meios de cultivo tém um papel crucial no condicionamento ¢ viabilidade do embrido. Em
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vista disso, ao longo dos anos novos sistemas de cultivo in vitro foram criados, testados e

aperfeicoados, buscando melhorar a produgao e o desenvolvimento embrionario adequado.

2.4 Processos envolvidos na fertilizacao in vivo

No processo in vivo, a fertilizagdo ocorre na ampola do oviduto. Os ovidutos sdo
orgaos pares que se estendem desde a extremidade dos cornos uterinos até a proximidade dos
ovarios. Sdo divididos funcionalmente em quatro regides: fimbrias, infundibulo, ampola e
istmo (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Durante a ovulagdo, o ovécito é capturado pelas fimbrias do infundibulo, este por sua
vez, possui pregas revestidas por uma grande quantidade de células ciliadas que direcionam o
ovocito até a regido da ampola (MONTEIRO et al., 2003).

Para chegar até a ampola, os espermatozoides entram em contato com substincias
presentes no sistema reprodutor feminino que induzem a sua capacitagdo. Quando alcangam o
istmo ocorrem as principais alteracdes bioquimicas. Nesta regido glicosaminoglicanos alteram
a fluidez e o teor lipidico da membrana plasmatica provocando uma hiperativacido
espermatica. A desestabilizagdo da membrana plasmatica do espermatozoide permite a sua
ligacdo a zona peltcida do ovocito, onde ocorre a reagdo acrossOmica. Nessa fase ha liberagao
da acrosina, esta enzima possui acao proteolitica e facilita a penetragdo do material genético
do espermatozoide através da zona pellicida. A ligacdo do espermatozoide desencadeia a
reagdo cortical no ovocito bloqueando a poliespermina. Ao ser liberado no citoplasma do
ovacito, o material genético paterno ativa o gameta feminino e este retoma a divisdo meiotica
liberando o segundo corpusculo polar. A partir de entdo, o zigoto passa por inumeras
clivagens até¢ a formacdo do blastocisto, estagio verificado geralmente no sétimo dia de
desenvolvimento (GONCALVES et al., 2008).

Em bovinos, o desenvolvimento embrionario inicial ¢ dependente de mRNA e
proteinas acumuladas durante a maturagdo citoplasmatica, sendo que a ativacdo do genoma
embriondrio, fase conhecida como transicdo materno-zigotica, normalmente ocorre na fase de
8-16 células (GANDOLFI; GANDOLFI, 2001).

Ainda no istmo, o fluido do oviduto fornece diversas proteinas, aminoacidos, ions, €
enzimas antioxidantes necessarias para um desenvolvimento embrionario inicial adequado. A
composicao do fluido do oviduto sofre alteragdes ciclicas sob a influéncia de hormonios
esteroides, (BUHIL, 2002). Essas mudangas criam um microambiente essencial dentro do

oviduto que supre as necessidades celulares de acordo com o estagio de desenvolvimento.
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Ap6s a fertilizagdo e desenvolvimento embriondrio, a camada muscular e as células
ciliadas que revestem o istmo promovem movimentos de contracdo que direcionam o embrido
para o interior do utero, onde este se fixa (MONTEIRO et al., 2003).

Todo esse processo envolve fluidos luminais com caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas distintas. Os hormdnios ovarianos sdo os principais responsaveis pela atividade
secretora dos epitélios cervical, uterino e do oviduto. Os fluidos produzidos ao longo dessas
regides apresentam diferencas no contetido proteico, na atividade enzimatica e na composi¢ao
dos eletrdlitos. Estas substancias tém grande influéncia na sobrevivéncia dos gametas e na
qualidade e expressao génica dos embrides (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Uma das substancias presentes no fluido do oviduto e que recentemente apresentou
resultados promissores no controle local da reprodugdo ¢ o neuropeptidio Kisspeptina, tendo
sido inclusive demonstrado a sua variacdo de expressao e concentracdo durante o ciclo
reprodutivo em diversas espécies (ECHEVERRIA et al., 2014; CIELESH et al., 2017;
TANYAPANYACHON, et al., 2018).

2.5 Kisspeptina

2.5.1 Nomenclatura e estrutura

A Kisspeptina foi inicialmente denominada de metastina, devido a sua expressao ter
sido observada pela primeira vez em células tumorais e nas quais suprimiam a metastase. A
base para a descoberta da Kp surgiu a partir da identificagdo de um gene em 1996 por um
grupo de pesquisadores da Universidade da Pensilvania, na cidade de Hershey (EUA). Como
homenagem a cidade, na qual também esta localizada a empresa fabricante do chocolate
Hershey Kisses®, o gene foi nomeado KISS1. A terminologia ‘SS’ também se refere a uma
sequéncia supressora (LEE et al.,1996).

As Kps sdo neuropeptidios da familia Rfamida cujos membros apresentam na porcao
Carboxi-terminal a sequéncia (Arg-Phe-NH;). Em humanos, o gene KISS1 foi mapeado no
cromossomo 1q32-g41 e é composto por quatro éxons, sendo que o primeiro e o segundo nao
sao traduzidos, o terceiro e quarto éxon sao traduzidos parcialmente e a sequéncia completa
do gene ¢ codificada por 438 pares de base (WEST et al., 1998).

O gene KISS1 expressa o precursor prepro-kisspeptina uma proteina hidrofilica de 145

aminodcidos que apoOs passar por clivagens proteoliticas ou degradacdo formam o maior e
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mais abundante peptideo na circulagio humana, a kisspeptina-54 (kp-54) com 54
aminoacidos. Dos fragmentos derivados da kp-54, ja foram identificados trés peptideos
neuroativos kisspeptina-14 (kp-14), kisspeptina-13 (kp-13) e kisspeptina-10 (kp-10) (Figura
1). Entre os quatro neuropeptidios, a Kp-10 ¢ a que possui maior conservagdo da sequéncia de
aminoacidos entre as espécies e pode apresentar até 10 vezes mais afinidade pelo seu receptor
que os demais (KOTANI et al., 2001; STAFFORD et al., 2002; TSUTSUI et al., 2010).

As Kps compartilham os ultimos dez aminoacidos (112-121 aa), sendo esta a regido
responsdvel pela ligagdo ao receptor. Esta porcdo também pode estar envolvida na
estabilizagdo e protecdo contra digestio proteolitica, mantendo-a preservada entre vertebrados
mamiferos ou nao. Esta estabilidade denota um importante papel de atuacdo da Kp numa
grande variedade de espécies (OHTAKI et al., 2001; BIRAN et al., 2008).

O GPR54 ¢ um receptor com sete dominios transmembrana, composto por 398
aminoacidos. Este, foi descrito por Lee et al. (1999) como um receptor acoplado a proteina G
e portava 45% de homologia com os receptores transmembranares do neuropeptidio galanina,
no entanto, apesar da similaridade, o receptor ndo se ligava a esta proteina. Posteriormente, a
Kp foi identificada como o ligante natural do GPR54 (KOTANI et al., 2001), que passou a ser
denominado KISS1R (GOTTSCH et al., 2009).

A auséncia de um dos 10 aminoacidos ou do grupo amida na extremidade carboxi-
terminal, faz com que o receptor KISS1R perca drasticamente a afinidade pela Kp. Assim as
primeiras evidéncias do papel da Kp-KISS1R no controle da reproducdo, vieram de estudos
que relataram que mutagdes no gene KISSIR estavam associadas a ocorréncia de
hipogonadismo-hipogonadotrofico, uma condicdo de atraso ou auséncia da puberdade
provocada pela deficiéncia na secrecdo de hormoénio luteinizante (LH) e horménio foliculo
estimulante (FSH) ( MUIR et al., 2001; DE ROUX et al., 2003, SEMINARA et al., 2003).

Desta forma, a partir de varios estudos posteriores, a Kp e seu receptor foram
considerados os principais reguladores do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG)
sendo apontada como a mais importante descoberta na neuroendocrinologia ap6s o isolamento

do hormonio liberador de gonadotrofina GnRH (ROA et al., 2008).
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Figura 1: Caracteristicas estruturais das kisspeptinas geradas a partir de um precursor comum

codificado pelo gene KISS1. Fonte: Pinilla (2012).

2.5.2 Localizacao e distribuicao anatomica KISS1/KISS1R

A distribui¢do dos neurdnios kisspeptinérgicos no hipotdlamo varia de acordo com a
espécie. Em alguns mamiferos j& estudados, como roedores, equinos, humanos, o gene
KISS1R ¢ expresso nos neuronios localizados em duas regides principais: na area pré-optica
(POA) da regido periventricular (PeV) e no nucleo arqueado (ARC) do hipotadlamo
(FRANCESCHINI et al., 2006; CLARKSON et al, 2009; MAGEE et al., 2009;
HRABOVSZKY et al., 2010). A populagdo de neurdnios kisspeptinérgicos esta distribuida de
forma semelhante em ambos os sexos, em ratas (CLARKSON; HERBISON, 2006).

Os neurdnios KISSI direcionam projegdes que fazem sinapse com as membranas
celulares de outros neuronios através de seus receptores KISSIR. Experimentos
demonstraram que a administracao central ou periférica de Kp estimula de forma consideravel
a secre¢ao de gonadotrofinas, evidenciando que os neurdnios de GnRH sdo ativados
diretamente pela Kp (DHILLO et al., 2005; SMITH et al., 2009).

O cultivo in vitro de células hipofisarias de bovinos e suinos em meio enriquecido com
Kp-10, promoveu um aumento na quantidade de LH liberado, sugerindo assim uma agao
direta da Kp sobre a hipofise (SUZUKI et al., 2008). Em humanos, durante a gestacao, a Kp e

o KISS1R sao altamente expressos na placenta, indicando a existéncia de um papel fisiologico
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anti-metastatico relacionado ao controle da migracdo das células trofoblasticas do embrido
(HORIKOSHI et al., 2003).

A presenca de KISS1/KISSIR ja foi detectada nos ovarios, foliculos, ovocitos, células
da granulosa e corpo luteo. No entanto, em fémeas pré-puberes, a expressao do KISS1 ¢é

ausente nos ovarios (Cielesh et al., 2017).

2.5.3 Interacio regulatoria da Kisspeptina com esteroides e gonadotrofinas

O mecanismo completo de liberagdo do GnRH induzido pela a¢do da Kp, ainda ndo
estd totalmente elucidado, mas sabe-se que esse neuropeptidio despolariza os neurdnios
GnRH, através do fechamento dos canais de K da membrana celular pelo Ca 2+ e da abertura
dos canais Na + dependentes, canais catidnicos nao seletivos, estimulando a liberacao do
hormonio (HAN et al., 2005, LIU et al., 2008).

A liberagdo do GnRH pela a¢dao da Kp pode ser influenciada por varios fatores como a
interagdo com hormonios gonadais e outros neuropeptidios, déficit nutricional e fotoperiodo
(CARATY etal., 2007, GOODMAN et al., 2010, TENA-SEMPERE, 2010).

Estudo realizado com ovelhas e roedores demonstrou que o estrogeno e a testosterona
sdo capazes de suprimir os niveis do RNAm de KISS1 no hipotdlamo, mais precisamente no
ARC. Ovelhas que passaram por gonadectomia tiveram a expressio de RNAm KISS1
aumentada no ARC, em contrapartida o fornecimento exdgeno de esteroides sexuais reduziu a
expressdo de KISSI, contribuindo para o feedback negativo de GnRH/LH. No entanto, no
AVPV, a gonadectomia, diminui expressao de RNAm KISS1 (SMITH et al., 2005a, 2005b;
SMITH, et al., 2009). Logo, a Kp pode intermediar tanto o feedback positivo quanto o
negativo dos esteroides sexuais sobre a liberacdo de GnRH.

O sistema KISS1/KISSIR atua como regulador excitatorio fundamental dos neurdnios
GnRH. Em estudos com ratos, o tratamento com antagonistas de Kp, anulou a expressao do
gene KISS1R nos neurénios GnRH (IRWIG et al., 2004; HERBISON et al., 2010). Assim a
auséncia da Kp leva a supressdo da secrecio de GnRH e consequentemente das

gonadotrofinas LH e FSH (HASHIZUME et al., 2010).

2.5.4 Sinalizacio via receptor KISS1R
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O KISS1R ¢ extensivamente expresso no hipotdlamo, bem como em regides corticais
e subcorticais do sistema nervoso, podendo ser encontrado ainda no figado, intestino,
testiculo, ovario e em tecidos periféricos como placenta e gonadotrofos hipofisarios (LEE et
al., 1999; MUIR et al., 2001; RICHARD et al., 2009).

Ao se ligarem ao KISSIR, as Kps induzem a cascata de receptores acoplados a
proteina Gaq/11 ativando a fosfolipase C (PLC), com a subsequente hidrdlise do bifosfato de
fosfatidilinositol (PIP 2) em inositol 1,4,5-trifosfato (IP 3) e em diacilglicerol (DAG), ambos
atuando como mensageiros. O IP3 ¢ um mediador hidrossoliivel e o seu acumulo no
citoplasma leva a mobilizacdo das reservas celulares de Ca 2+ do reticulo endoplasmatico
para o citosol. O DAG ¢ uma substancia lipofilica presente na membrana celular que ativa a
proteina quinase-C (PKC), esta por sua vez catalisa a fosforilacdo de proteinas quinases
ativada por mitogeno (MAPK), como as ERK1/2 e p38 (CASTANO et al., 2009).

Analises em tecidos hipotalamicos cultivados ex vivo, mostraram que o bloqueio de
ERKI1/ERK2 e p38 ¢ capaz de suprimir completamente a secre¢do de GnRH induzida por kp-
10, evidenciando que a mesma estimula a secrecdo de GnRH pelos neurénios GnRH

hipotalamicos via ativagdo de KISS1R (KOTANI, et al., 2001; CASTELLANQO, et al., 2006).

2.5.5 Antagonista P234

Os primeiros antagonistas da Kp foram sintetizados por Roseweir et al. (2009) ao
modificarem a sequéncia central da Kp-10 através de substituicdes sistematicas de
aminoacidos e truncamentos na regido terminal NH,. Como resultado, cerca de 100
compostos foram inicialmente identificados, no entanto, poucos peptideos apresentaram
atividade antagonistica promissora. Dentre eles, o peptideo 234 (P234) ([D-A] NWNGFG [D-
W] RF-NH2) foi o que demonstrou maior afinidade de ligagdo com o receptor KISS1R, bem
como, a capacidade de inibir a producdo de fosfato de inositol estimulada pela Kp-10,
interferindo assim na sua sinalizagao.

O desenvolvimento de um antagonista permitiu a compreensdo e identificacdo de
algumas funcdes da Kp até aquele momento pouco esclarecidas. Desde entdo, estudos in vitro
e in vivo tém descrito o efeito desse analogo numa variedade de espécies. Em ratas, o P234
regulou os efeitos da Kp na reprodugdo interferindo no inicio da puberdade e no pico pré-
ovulatorio de gonadotrofinas, além disso, foi capaz de bloquear o efeito anorético da Kp,
influenciando consequentemente no balanco energético (SAHIN et al., 2015). Em macacas

pré-puberes o antagonista inibiu a ativagao dos neurénios GNRH e reduziu a secrecao pulsatil
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do GNRH (ROSEWEIR et al., 2009). Outras pesquisas, utilizando ovelhas ovariectomizadas,
demonstraram que a infusdo do P234 estimulou a secre¢do do GH e reduziu os pulsos de LH
(PINEDA et al., 2010; SMITH et al., 2018). Assim, como varias patologias estdo associadas
as disfungdes do eixo HPG, os antagonistas da Kp podem oferecer novos tratamentos para as
condi¢cdes de infertilidade, atraso e precocidade da puberdade, sindrome do ovério policistico,

entre outras.

2.5.6 Atuacao da Kisspeptina no ovario

Os genes KISS1 e KISSIR sdo expressos nos ovarios em diferentes espécies.
Trabalhos demonstraram que a expressao do gene KISS1 varia durante o ciclo estral com um
aumento acentuado no proestro tardio, o que pressupde que a expressao ovariana de KISS1
estd sob a regulacdo das gonadotrofinas. A presenga da Kp ja foi confirmada em diversos
compartimentos do ovario, como na camada da teca, células da granulosa, ovdcito, no epitélio
da superficie ovariana e no corpo luteo (CASTELLANO et al., 2006; GAYTAN et al., 2009;
SAADELDIN et al., 2012).

O desenvolvimento folicular e a ovulacao sdo controlados por duas vias, uma nervosa
simpatica e outra enddcrina, embora sejam independentes essas vias atuam de forma conjunta
na regulagdo da funcdo ovariana. A Kp extraovarica ¢ sintetizada no ganglio celiaco, que faz
parte da via neuronal do eixo hipotdlamo-glanglio-celiaco-ovario, deste glanglio parte o nervo
ovariano superior que inerva diretamente o ovario, mais especificamente as células da teca. A
Kp intraovérica estd presente em todos os foliculos em desenvolvimento, o que permite
sugerir a sua funcdo esteroidogénica e protetora do processo ovulatério (GERENDAI et al.,
1998; RICU et al., 2012).

O envelhecimento reprodutivo caracteriza-se pela diminuicdo da expressao do gene
KISS1 a nivel hipotalamico. Por outro lado, foi observado em ratas que durante o periodo de
senescéncia reprodutiva, ocorre um aumento do tono simpatico no ovario, que por sua vez,
impulsiona a expressdo de Kp intraovarica, aumentando o recrutamento folicular durante o
periodo de subfertilidade (HEIDER et al., 2001; FERNANDOIS et al., 2016; MERHI et al.,
2016).

Em ratas o aumento do hormdnio luteinizante durante o proestro, eleva a sintese da Kp
em células da granulosa, sugerindo um papel no processo de luteinizagdo. A administracao

intermitente de kp-10, em bezerras pré-puberes, aumentou consideravelmente os niveis de
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LH, induziu a ovulagdo ¢ luteinizagdo em animais com concentragdes séricas elevadas de
IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulinal) e baixas de leptina, porém ndo foi o
suficiente para induzir o ciclo estral (SANTOS ECHEVERRIA, et al., 2014;
LAOHARATCHATATHANIN, et al., 2015).

Saadeldin et al. (2012) verificaram as expressdes do gene KISS1 ¢ KISSIR tanto nas
células da granulosa quanto no ovécito de suinos. Neste mesmo estudo, a Kp adicionada ao
meio de maturagdo de ovdcitos, promoveu o aumento das taxas de expulsdo do corpusculo
polar, formagdo de blastocisto e proliferagdao celular. Entretanto, a suplementagdo durante o
cultivo comprometeu o crescimento trofoblastico, refletindo a regulagdo sist€émica ou local
durante o periodo inicial critico do desenvolvimento embrionério.

GAYTAN et al. (2007), descreveram o padrdo da imunorreatividade do KISSIR ¢ da
expressao do gene KISS1 em ovidutos de ratas. Neste estudo, o KISSIR, seguiu um padrao de
distribuicdo de acordo com a regido, sendo observada uma forte expressdo no istmo, baixa
expressao na ampola proximal e auséncia no infundibulo. O RNAm de KISS1, por outro lado,
foi detectado nas amostras de ovidutos em todas as fases do ciclo estral com pico de

expressao em proestro/estro e niveis mais baixos no diestro.

2.5.7 Atuacio da kisspeptina na implantacio e gestacio

A Kp e KISSIR exercem um papel fundamental no estabelecimento da gestacdo, a
qual ¢ caracterizada pela ligacdo do blastocisto a decidua uterina. Essa adesdo ¢ a primeira
etapa da implantagdo e ocorre em humanos em torno dos dias 6-7 ap6s a concepgao. A parede
exterior do blastocisto ¢ composta por uma camada de células de trofoblasto, que apds a
implantagdo, proliferam e se diferenciam em duas linhagens: os trofoblastos vilosos e
extravilosos. Os trofoblastos extravilosos degradam a matriz celular tornando as células
moveis e invasivas. Essa invasdo se orienta na dire¢do das artérias espiraladas do utero
estabelecendo o fornecimento de oxigénio e nutrientes adequados para o desenvolvimento do

feto (HIDEN, et al.,2007).

Apesar da invasdo trofoblastica se assemelhar a metédstase tumoral, esse processo
fisiologico ¢ bem regulado de forma temporal e espacial (SOUNDARARAJAN; RAO, 2004).
A caracteristica antimetastatica da Kp inibe a migracdo e a invasdo de células trofoblasticas.
Em humanos, foi observado maior expressao de Kps e KISSIR nestas células durante o

primeiro trimestre e em ratos no 12,5° dia de desenvolvimento embrionario. Esse periodo
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coincide com o pico de invasdo trofoblastica, fase considerada critica para o estabelecimento

da gestacdo (BILBAN et al., 2004; MARK et al., 2013).

De fato, foi verificado em humanos que altos niveis de atividade de KISSIR na
placenta inibem a invasdo trofoblastica e a angiogénese, fatores que estdo associados aos
quadros de pré-eclampsia. A diminui¢do na expressdao de Kp nas células trofoblasticas
também pode estar envolvida em perdas recorrentes de gestagdo (CARTWRIGHT;
WILLIAMS, 2012; PARK et al.,2012).

Em ratas, a administragdo intracerebroventricular de Kp aumentou a taxa de ativagao
de neurdnios de oxitocina na fase final da gestacdo (18-21 dias), porém ndo em gestacdao
média ou inicial, sugerindo que a expressao de Kp ¢ regulada positivamente na projecao do
nucleo periventricular para a zona perinuclear do nucleo supradptico no final da gestagdo. A
ativacdo dos neuronios de oxitocina ¢ fundamental durante o parto, pois ela induz as
contragdes do musculo uterino além de estimular a secrecao de leite (SEYMOUR et al.,

2017).

2.5.8 Possiveis aplicagdes terapéuticas da kisspeptina

Inicialmente identificadas como supressoras de metastase humana, as Kps, nos tltimos
anos, tem ganhado destaque nas pesquisas cientificas em funcdo de seu importante papel na
reproducdo de varias espécies, o que tem validado o potencial desse neuropeptidio como um

novo agente terapéutico em distirbios reprodutivos.

O interesse cientifico pela Kp na area de reproducao aumentou apos pesquisadores
relacionarem alguns casos de hipogonadismo hipogonadotrofico, a mutagdes no gene KISS1R
de humanos e camundongos. Essas pesquisas demonstraram que delecdes especificas ou
mutacoes espontaneas no gene KISSIR prejudicam a maturagao sexual (DE ROUX et al.,

2003; FUNES et al., 2003; SEMINARA et al., 2003).

Dessa forma, estudos sequentes mostraram que a administragdo de Kp exogena em
roedores e macacos pré-puberes foi capaz de iniciar aspectos da puberdade precoce, como a

secre¢dao de LH e abertura vaginal (NAVARRO et al., 2004; SHAHAB et al., 2005).

Baixas concentragoes de testosterona sérica ¢ normalmente observado em homens com
diabetes tipo 2. A administragdo continua de Kp-10, em homens com hipogonadismo

associado ao diabetes tipo 2, aumentou a frequéncia pulsatil e a secre¢do de LH e normalizou
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os niveis de testosterona no soro. Esses resultados sugerem um novo potencial terapéutico

para os analogos de Kp no tratamento de hipogonadismo no diabetes (GEORGE et al., 2013).

Em um estudo com mulheres com subfertilidade e submetidas a terapia de fertilizagao
in vitro, Jayasena et al. (2014), demonstraram que uma Unica inje¢ao subcutanea de Kp-54 foi

suficiente para induzir a maturagdo ovocitaria resultando em gestacao bem-sucedida.

Em ovelhas foi demonstrado que a expressao do mRNA do KISS1 ¢ reduzida durante
o periodo de anestro e que a mesma aumenta com o inicio da estagdo reprodutiva (SMITH et
al., 2007). Um estudo subsequente mostrou que a infusdo sistémica de kp-10 em ovelhas
aciclicas promoveu a ovulacdo em mais de 80% dos animais tratados. Esses resultados
indicam que a administracdo de Kp pode estimular a ovulacdo em fémeas aciclicas e ainda
fornecem estratégias para a manipulagdo da secrecdo de gonadotrofinas (CARATY et al.,

2007).

Estudos recentes, indicaram que a kp-10 tem atividade bioldgica comparavel a
gonadotrofina coridnica humana (hCG) para induzir a ovulagcdo de marrds pré-puberes. Neste
trabalho, a administracdo intramuscular de kp-10 resultou em numero de ovulagdes
semelhantes ao grupo tratado com hCG, e ambos tiveram nimeros maiores de ovulacdes
quando comparados aos grupos controle e tratado com gonadotrofina corionica equina (eCQG)

(NATAL et al., 2016).

Em bovinos pré-puberes, de ambos os sexos, a administracdo periférica de kp-10
estimulou a liberagdo de GH, LH e FSH. Neste trabalho, a resposta na administracdo via
intravenosa foi superior quando comparado a via intramuscular, sugerindo que a Kp pode
sofrer algum tipo de inativacdo nesse ultimo tipo de administracio (KADOKAWA et al.,
2008; AHMED et al., 2009).

Na PIVE, a suplementagdo da Kp em meios de cultivo aumentou as taxas de
maturacdo, taxa de formacdo de blastocisto e contagem total de células de blastocistos de
ovocitos suinos, bovinos e ovinos. A adicdo da Kp promoveu ainda o aumento da expressao
de genes maternos e diminuiu a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), indicando
uma fungdo antioxidante no cultivo in vitro (SAADELDIN et al., 2012; OLIVEIRA, 2016;
BYRI et al., 2017)

A Kp tem se mostrado uma alternativa promissora na substituicdo de algumas drogas
comumente utilizadas na indugdo e hiperestimulacdo ovariana nas técnicas de reproducao
assistidas. Além da aplicabilidade em tratamentos de distarbios de infertilidade, tem-se a

possibilidade de uso da Kp no tratamento de cancer relacionado a disturbios hormonais como
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tumores de mama e prostata (OLBRICH et al., 2010; GEORGE et al., 2011). Assim, se torna
imprescindivel o desenvolvimento de novos estudos em modelos animais que possam

descrever e compreender melhor os mecanismos de agdo da Kp.

2.6 Formas de avaliacdo da qualidade embrionaria

A eficiéncia do cultivo in vitro pode ser determinada por mudancgas fisiologicas
decorrentes das interacdes entre as células e com as substancias do meio de cultura, assim
estas alteragdes celulares sdo consideradas importantes indicadores de viabilidade e qualidade
celular. Dentre esses indicadores, destacam-se os processos de morte celular, a necrose ¢ a
apoptose, a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o potencial mitocondrial, os
quais tém sido amplamente utilizados como pardmetros para avaliacdo da qualidade de
embrides produzidos in vitro, através da microscopia de fluorescéncia (FEUGANG et al.,
2004; SARTORELLI et al., 2006; DOS SANTOS JUNIOR et al.; 2013). As amostras coradas
com sondas fluorescentes emitem luz com comprimentos de onda ou cores diferenciadas, que
variam em fung¢do da integridade e condicao funcional da estrutura analisada. Dessa forma, a
utilizacdo de sondas fluorescentes, isoladas ou combinadas, tem permitido evidenciar e
monitorar estruturas, compartimentos e interagdes moleculares especificas envolvidas no
metabolismo celular.

Os marcadores fluorescentes atuais sao compostos de pequenas moléculas de corantes
denominados de fluordéforos ou fluorocromos. O tempo de vida (t) de um fluoréforo pode ser
mensurado pelo tempo médio que a molécula permanece no estado excitado antes deste
retornar para o estado fundamental. Outra caracteristica dos fluordforos ¢ que a luz emitida
por estes geralmente se situa na faixa de comprimentos de onda do espectro visivel, ou seja,
entre o infravermelho de 700 nm e o ultravioleta de 400 nm. O espectro eletromagnético
corresponde ao conjunto de todas as ondas eletromagnéticas, ordenadas de acordo com a
intensidade da radiacdo de seus comprimentos de onda. Os fluordforos podem ser divididos
em duas classes: os intrinsecos que emitem luz naturalmente e os extrinsecos que sao
adicionados a uma determinada amostra para desempenharem o papel de sonda (PETROV;
SCHWILLE, 2008).

As atividades metabdlicas podem ser influenciadas pela composicdo do meio e
condi¢des do ambiente de cultivo (LONERGAN et al., 2006). Sendo assim, a técnica de

fluorescéncia tem permitido avaliar varias variaveis do estado fisiologico durante o processo
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de cultivo de embrides, como por exemplo, apoptose, degeneracdo celular, ROS e potencial

mitocondrial.

2.6.1 Apoptose

A apoptose ¢ um processo fisiologico normal programado pela propria célula e tem
papel importante no desenvolvimento embrionario, como por exemplo, na eliminacao células
anormais. Durante o cultivo in vitro, condigdes sub-6timas como a exposi¢do a luz e ao
estresse oxidativo, podem causar danos graves ao DNA levando a ativacdo de proteinas pro-
apoptdticas da familia Bcl-2, de caspases, e oncogenes como o pS3( MATWEE et al., 2000;
HARDY et al., 2003).

O YO-PRO-1 (YP) ¢ um dos marcadores mais utilizados para detec¢do da apoptose
em embrides pré-implantacionais. Esse corante nuclear de fluorescéncia verde e tamanho
relativamente grande (630 Da) ndo consegue penetrar células com membranas intactas, o que
possibilita a quantificacdo de viabilidade e morte celular (FUJISAWA et al., 2014).

Em embrides bovinos, a apoptose geralmente ¢ observada apos o estdgio de morula e
blastocisto (8 a 16 células), fases em que a proliferacdo celular comeca a passar por um
controle de expansao tanto para manter a homeostase quanto para eliminar células anormais

(FREI et al., 1989).

2.6.2 Necrose

A necrose corresponde a morte celular patologica ou acidental, geralmente envolvendo
um grupo celular e ndo células isoladas. Nesse processo a exposi¢do a injurias danificam as
organelas, comprometendo o equilibrio interno, assim, dgua e ions fluem livremente para
dentro da célula tornando-a turgida. A pressdo interna rompe a membrana plasmatica e os
componentes celulares sdo liberados, incluindo enzimas hidroliticas e substancias toxicas que
causam danos as células vizinhas. O extravasamento dessas substancias atraem células do
sistema imune, levando a uma reagao inflamatoria no tecido circundante. As células mortas
sao entdo digeridas por neutrofilos e macréfagos (MAJNO; JORIS, 1995; ABASTADO,
1996).

O Iodeto de Propideo (IP) ¢ cum corante que possui afinidade pelo DNA. As células

necroticas sdo permeaveis ao IP que coram a cromatina em vermelho ou laranja. As
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membranas plasmaticas de células vidveis sdo impermedveis a este corante, 0 que permite a
diferenciagdo entre células vivas e mortas, bem como, determinar a porcentagem de células
com nucleo fragmentado. Além do DNA, o IP também cora RNAs presentes no citoplasma

(SUZUKI et al, 1997).

2.6.3 ROS

As ROS s3ao moléculas eletronicamente instdveis derivadas do oxigénio que
apresentam elétrons ndo pareados na sua Orbita mais externa, o que lhes conferem a
capacidade de interagir com outras moléculas. Quando estas moléculas recebem elétrons,
exercem a funcdo de agentes oxidantes, ou agentes redutores quando doam -elétrons
(AGARWAL et al., 2005).

Embrides cultivados in vitro sob uma concentragdo de 20% oxigénio (O,) estdo mais
propensos a formacdo de ROS, quando comparado ao desenvolvimento in vivo, cuja
concentragdo de O, na tuba uterina varia entre 5% a 8% (HARVEY, 2007). Embora a
condicdo de aerobiose seja indispensavel para o desenvolvimento celular, a cadeia respiratoria
mitocondrial, produz metabdlitos como a ROS, que em grande quantidade, sdo prejudiciais ao
desenvolvimento embrionario.

As principais ROS gerados no cultivo de embrides bovinos sdo os radicais anion
superoxido (O;), hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H,0O;). Além da alta tensdo de O,
na PIVE, o excesso de manipulacdo e a exposicdo a luz, também favorecem a formagdo de
ROS. Quando h& uma producao excessiva de ROS que ultrapassa a capacidade antioxidante
da célula, ocorre o estresse oxidativo. Esse estresse pode causar danos ao DNA, as proteinas e
aos lipideos comprometendo a eficiéncia da produgdo in vitro de embrides (ANDRADE et al.,
2010; SILVA et al., 2011). Dessa forma, varios estudos tém buscado alternativas para reduzir
o estresse oxidativo através da suplementagdo com substancias antioxidantes nos meios de
cultivo.

A mensuragdo dos niveis intracelulares de ROS pode ser realizada com a utilizagdo da
sonda fluorescente diacetato de 6-carboxi-2’, 7°- 32 diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA,
DCEF). O fluorocromo DCF ¢ oxidado pelos radicais peroxidos de hidrogénio, seus derivados,
outros peroxidos e indiretamente pelo anion superdxido. A oxidagdo transforma o DCF na
forma livre que ¢ retido apenas dentro de células com membrana intacta emitindo uma
fluorescéncia de coloracao verde amarelada (HARRISON; VICKERS, 1990; DALVIT et al.,
2005).
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2.6.4 Potencial mitocondrial

A mitocondria ¢ a organela sitio de produgdo da maior parte da energia na forma de
trifosfato de adenosina (ATP), utilizada no metabolismo celular. Além de se mensurar a
atividade mitocondrial pela quantidade ATP produzida, ¢ possivel avaliar o potencial da
membrana interna mitocondrial como indicador de processos fisiologicos e patologicos em
que esta estd envolvida (BLERKOM et al., 2003).

O potencial da membrana mitocondrial estd associado a capacidade da mitocondria em
bombear protons de sua matriz para o espaco intermembranas. Isso se da através da energia
livre gerada pelo transporte de elétrons, durante o processo de fosforilagdo oxidativa, criando
gradiente eletroquimico (CHEN, 1988). Em condig¢des fisiologicas normais, ha uma liberagdo
ativa de protons pela respiracao e consumo passivo destes durante a sintese de ATP pela ATP
sintetase (BARACCA, 2003).

A disfun¢do mitocondrial pode ser um evento inicial no processo apoptotico, uma vez
que, a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial induz a despolariza¢ao
do potencial de membrana havendo perda na fosforilagdo oxidativa e liberagdo de fatores
apoptogénicos. No entanto, alguns estudos sugerem que a perda de potencial de membrana
das mitocondrias seja uma consequéncia da via de sinalizagdo apoptdtica € ndo um requisito
inicial (GOTTLIEB et al., 2003; LY et al., 2003). Estudo realizado com camundongos e
humanos mostraram que os embrides com mitocondrias de baixo potencial de membrana
podem apresentar disfungdes no transporte de elétrons durante a sintese de ATP e na
integridade da membrana mitocondrial prejudicando o desenvolvimento embrionario
(ACTON, 2004).

Na avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial ¢ observada a eficiéncia do
transporte de elétrons entre os complexos enzimaticos, assim a membrana interna atua como
um sistema polarizado com cargas negativas onde os corantes lipofilicos se ligam
(MIRANDA, 2005). Para isso alguns marcadores podem ser utilizados, como a
Rodaminal23, o Mito Tracker Green FM e o JC-1 (iodeto de 5,5 .,6,6 -tetracloro-
1,1,3,3 'tetraetilbenzimidazolilcarbocianina).

A sonda JC-1 destaca-se por ndo possuir ligacdes inespecificas e pela maior
sensibilidade quando comparado as sondas Mito Tracker Green e Rodamina 123. O JC-1 ¢ um
corante metacromatico, ou seja, as suas propriedades fluorescentes variam de acordo com o

potencial mitocondrial, assim, mitocondrias com baixo potencial da membrana emitem
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fluorescéncia verde e revela uma fluorescéncia vermelha quando o potencial mitocondrial ¢

alto (GARNER et al., 1997; CELEGHINI et al., 2007).
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar de a PIVE apresentar nimeros expressivos na espécie bovina, as taxas de
produtividade ndo ultrapassam 40% e a qualidade embrionaria continua inferior a dos
embrides produzidos in vivo (LONERGAN; FAIR, 2008). Dentre os aspectos a serem
melhorados para elevagao das taxas de producdo in vitro, esta a elaboragdo de meios e
sistemas que mimetizem o ambiente fisiolégico natural. /n vivo, a concentragdo intrafolicular
e sérica de hormonios, fatores de crescimento, citocinas e proteinas como a Kp suprem as
necessidades para o completo desenvolvimento e proliferagdo celular. Neste contexto, o efeito
destas substancias vem sendo estudado com a finalidade de aumentar os indices de
produtividade desta biotécnica.

A Kp atua como principal regulador do eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal e tem
sido estudada em suas diversas formas e sitios de atuacdo na reproducdo animal. Além de ser
fundamental para o inicio da puberdade, a Kp também participa do processo de implantagao
de embrides e recrutamento folicular durante o envelhecimento ovariano. A presenga de seu
receptor (KISSIR) ja foi demonstrada no hipotalamo, hipodfise, placenta, utero, células da
teca, células da granulosa, ovocito, corpo luteo e células intersticiais (HSU et al., 2014; HE et
al., 2015; FERNANDOIS et al., 2016).

E comprovado que meios preparados com suplementagdo proteica aumentam as taxas
de blastocistos além de permitirem a realiza¢do de experimentos em fases definidas durante a
producdo in vitro. Taxas de maturagdo ovocitaria elevadas associadas ao uso da Kp foram
reportadas anteriormente em suinos, bovinos e ovinos (SAADELDIN et al.; 2012; OLIVEIRA
et al.; 2016; BURY et al.; 2017). Entretanto ainda ndo ha pesquisas que abordem o efeito da

adicao da Kp no meio de FIV e no desenvolvimento embriondrio inicial.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da adi¢do de Kp no meio de fertilizacdo in vitro sobre o

desenvolvimento embriondrio inicial em bovinos.

4.1 Objetivos Especificos

a) Avaliar o efeito da adi¢do de Kp e seu antagonista nas taxas de clivagem e producao
de blastocistos.

b) Verificar a influéncia da Kp no estagio de desenvolvimento embrionario inicial.

¢) Avaliar a qualidade embrionaria quanto a producao de ROS, degeneracdo, apoptose e

potencial mitocondrial.
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5 HIPOTESES

a) A suplementacdo com Kp no meio de FIV proporciona maior taxa de produgdo
embrides vidveis em relacdo ao grupo controle e grupo antagonista.
b) A Kp influencia positivamente no estagio de desenvolvimento embrionario.

¢) A adigcdo de Kp no meio FIV melhora a qualidade dos embrides.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica na Utilizagio de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia-MG, sendo considerado isento de avaliacao (Protocolo n°
A005/2017), por se tratar de pesquisa que utiliza 6rgdos de animais domésticos obtidos de

abatedouro.

6.2 Reagentes

Os reagentes utilizados na execugdo deste trabalho foram obtidos da Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis, MO, EUA), a menos que indicado de outra forma. A Kp-10 murina
(YNWNSFGLRY-NH2) e o seu antagonista P-234 (d-Ala-Asn-Trp-Asn-Gly-Phe-Gly-D-Trp-
Arg-Phe) foram sintetizados pela empresa GenScript Biotech (Nova Jersey, EUA), ambos
com 98% de pureza. O FSH (Folltropin®) e o LH (Lutropin-V®) foram fabricados pela
Bioniche Inc., (Belleville, Canad4) e os corantes JC-1 e YO-PRO foram adquiridos da
empresa Invitrogen (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

6.3 Delineamento experimental

Experimento 1

Para determinar a quantidade minima de Kp a ser utilizada no meio TALP-FERT,
foram cultivados 933 ovoécitos maturados foram distribuidos aleatoriamente para compor os
diferentes tratamentos com as seguintes concentragdes: Kp 107 M (n=245), Kp 10° M
(n=225) ¢ Kp 10° M (n=223), além do grupo controle (n=240) (SAADELDIN et al., 2012;
SOARES et al., 2018). Foram avaliadas taxas de clivagem e blastocisto de 30 réplicas (Figura
2).
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DETERMINAGAO
CONCENTRAGCAO

KP-10
FIV

KISSPEPTINA KISSPEPTINA KISSPEPTINA

CONTROLE 7 5 5
10" M 10°M 10°M

Figura 2. Experimento 1 - Avaliagdo da quantidade minima de Kp-10 para a fertilizagao.

Experimento 2

De posse da concentragio minima de Kp (10"M) a ser suplementada na FIV, foram
utilizados 1.515 ovécitos distribuidos nos seguintes tratamentos: controle (n=362), Kp a 10~
M (n=304) ¢ 10" M (n=425) (estabelecida como concentracdo méaxima) e controle negativo
com o antagonista P234 na concentragdo de 4x10° M (n=424) (SAADELDIN et al., 2012).
Nesse segundo Experimento foram avaliadas taxas de clivagem e de blastocisto e os niveis de

ROS, apoptose, necrose e potencial mitocondrial (Figura 3).

SUPLEMENTAGAO

MEIO TALP-FERT

KISSPEPTINA KISSPEPTINA ANTAGONISTA

CONTROLE 3 e 6
10" M 10" M P234 4x10™ M

Figura 3. Experimento 2 - Suplementag¢do com Kp-10 em meio de fertilizagao.

6.4 Coleta e selecio dos complexos cumulus-ovdcitos

Ovarios bovinos provenientes de abatedouro local foram transportados para o
Laboratério de Reprodugdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia em recipiente

térmico com temperatura entre 35°C e 38°C, ndo ultrapassando um periodo de quatro horas a
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partir do abate. Imediatamente apos a chegada ao laboratorio os ovarios foram lavados com
solugdo salina 0,9% estéril e acondicionados em banho-maria a 37°C.

Foliculos de didametro entre 3-8 mm foram aspirados utilizando agulha 18G acoplada
em seringa de 5 ml, e o fluido folicular foi depositado em tubos plasticos de 15ml e mantido
em banho-maria a 37°C por 10 minutos para sedimentacdo. Os pellets formados foram
transferidos para placas de Petri contendo PBS acrescido de soro fetal bovino (SFB) a 10% e
avaliados sob microscopio estereoscopico (Olympus Optical®, modelo SZ-40/SZ-ST) para
rastreamento dos complexos cumulus-ovoécito (COCs).

Os COCs foram avaliados quanto a aparéncia do citoplasma e das células do cumulus
e classificados em Grau I (nucleo e citoplasma homogéneo e com mais de trés camadas de
células do cumulus compactas) e Grau II (COCs compactos com trés ou menos camadas de
células do cumulus ou ovocito com citoplasma levemente heterogéneo), Grau III (menos de
duas camadas de células do cumulus, com parte da zona pelucida exposta e citoplasma
homogéneo ou heterogéneo) (LEIBFRIED; FIRST, 1979). Por possuirem uma melhor relagao

ooplasma-cumulus, somente os COCs Grau I e Grau II foram selecionados para maturagao.

6.5 Maturacao in vitro (M1IV)

Os COCs selecionados 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), uma vez em meio de maturacdo (TCM-199 Bicarbonato acrescida de
10% de soro fetal bovino, piruvato de sodio 22 pg/mL, amicacina 83 mg/mL, FSH 0,5 pg/mL
e LH 5 pg/mL), os ovocitos foram distribuidos em gotas de 100uL. de meio de maturacio sob
6leo mineral e incubados a 38,5°C, sob atmosfera umida a 5% de CO, por 22 a 24 horas.
Apbs a maturagdo os ovocitos foram distribuidos aleatoriamente para compor os grupos

experimentais.

6.6 Fertilizacio in vitro (F1V)

Para a fertilizagdo foram utilizadas doses de s€émen de um touro comercializadas por
empresa do ramo e com fertilidade comprovada em rotinas de FIV. Os espermatozoides foram
selecionados por um de gradiente descontinuo de Percoll®, adaptado de Parrish et al. (1995),

composto por uma camada de Percoll® 45% contendo 0,5ml de meio TALP-SPERM
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acrescido de amicacina 83 mg/mL e solugdo de piruvato 0,11 mg/mL e 0,5ml de Percoll®
90%. Dessa forma, 1 mL de cada solucdo de Percoll® (45% e 90%) foi adicionado em tubo de
15 mL. Em seguida, uma dose de sémen foi descongelada em banho-maria a 37°C por 30
segundos, € apoOs analise prévia de motilidade e vigor, foi cuidadosamente depositada sobre o
gradiente de Percoll® e submetida a centrifugagio a 1096 xg, por 30 minutos. Do sedimento
formado foram utilizadas aliquotas de 5 pL para avaliagdio da motilidade, vigor e
concentracdo, realizada por contagem de células em camara de Neubauer sob microscopio de
luz, a qual foi ajustada para 1x10° sptz/mL. A dose inseminante foi fixada em 4 pL.

Os ovocitos maturados foram lavados duas vezes em meio TALP-FERT (acrescido de
amicacina 83 mg/mL, solugdo de piruvato 0,11 mg/mL, PHE, heparina, Albumina Sérica
Bovina (BSA)) livre de acidos graxos essenciais 6 mg/mL e foram transferidos para gotas de
100uL de meio TALP-FERT cobertas com 6leo mineral de acordo com cada tratamento. Apos
adi¢ao da dose inseminante foram incubados por 16 a 18 horas a 38,5°C, sob atmosfera imida

a 5% de CO,.

6.7 Cultivo in vitro (CIV)

Transcorrido até¢ 18h apds a fecundacdo, os possiveis zigotos tiveram as células do
cumulus removidas por pipetagens consecutivas e apos trés lavagens em meio com base SOF
(suplementado com solucdo 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%), foram distribuidos, em
gotas de 100uL do mesmo meio sob 6leo mineral e foram incubados durante sete dias a
38,5°C, sob atmosfera timida a 5% de CO, A taxa de clivagem foi avaliada 48h apds a
fertilizagdo e a taxa de blastocistos no sétimo dia. Os blastocistos foram classificados de
acordo com a morfologia, obedecendo aos critérios estabelecidos pela Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS), em blastocisto inicial, blastocisto,
blastocisto expandido e blastocisto eclodido (IETS, 1998). Foi adotado um escore numérico
de 1 a 4 para avaliagdo do estagio de desenvolvimento, onde 1 corresponde a blastocisto

inicial, 2 blastocisto, 3 blastocisto expandido e 4 blastocisto eclodido.

6.8 Avaliaciao da qualidade embrionaria
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Para a avaliacdo da qualidade dos embrides, 30 blastocistos de cada tratamento foram
corados com sondas fluorescentes. Para tanto, ap6s o cultivo, os blastocistos foram lavados
trés vezes em solucdo PBS acrescido de SFB (1%) e foram divididos em trés grupos. Um
grupo de blastocistos foi incubado por 30 minutos a 37% em 100ul do mesmo meio contendo
SuM de 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (Sigma Aldrich, DCF, H,DCDFA, D688§3),
para marcar o nivel de ROS. Aos 15 minutos de incubacdo na solucdo com DCEF, foi
acrescentado 125 pg/ml de iodeto de propideo (Sigma Aldrich, P4170), para identificagdo do
indice de degeneragdo celular. O segundo grupo de blastocistos foi corado com JC-1
(Invitrogen, Molecular Probs, T3168) por 10 minutos a 37°C na concentra¢ao de 1,2 pg/ml,
para avaliar o potencial mitocondrial. O ultimo grupo de blastocistos foi separado para
coloragdo com 10 uM/ml YO-PRO-1(Invitrogen, Molecular Probs, Y3603) durante 30
minutos na mesma temperatura para marcar as cé¢lulas em apoptose. Apods as coloragdes todos
os blastocistos foram lavados trés vezes em PBS, fixados em paraformaldeido 4% por 15
minutos a 37°C, lavados novamente em gotas contendo solu¢do de PBS e colocados em
lamina de vidro adicionando uma gota do meio de montagem Fluoroshield TM com DAPI
(Sigma Aldrich, F6057), coberta por uma laminula, de modo que ndo comprimisse 0s
blastocistos e foram estocadas ao abrigo da luz entre 4 e 8°C até o0 momento da avaliacdo. A
avaliagdo foi realizada em microscopio de varredura a laser confocal LSM 510 meta (Laser
Scaning Microscope 510 meta, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) no aumento de 20x de acordo
com as faixas de excitacao/emissdo de cada sonda: DCF 495/519nm; YO-PRO-1 491/509nm;
iodeto de propideo 543/616 nm; JC-1 485/530 nm.

Para medir a intensidade de fluorescéncia dos embrides foi utilizado o software Zen
2.3 Lite. Cada embrido foi avaliado em Z stack 3D e gerou de 3 a 8 imagens. Cada imagem
teve o embrido e uma area do fundo delimitados e gerados, separadamente, a intensidade de
fluorescéncia em pixels, em seguida foi realizada a subtragdo do valor encontrado no embrido

pelo valor encontrado no fundo, a fim de retirar a interferéncia do fundo na analise.

6.9 Analise estatistica

Os dados continuos foram testados quanto a homogeneidade de varidncias e
homocedasticidade pelo procedimento UNIVARIATE. A fim de determinar o efeito dos
tratamentos nas varidveis taxa de clivagem, blastocisto e estadgio de desenvolvimento, os
dados foram  analisados pelo procedimento GLIMMIX do SAS (SAS

Institute Inc., Cary, NC). Referente a qualidade embrionaria, os dados de intensidade de
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fluorescéncia ndo apresentaram distribui¢do normal. Dessa forma, os dados das variaveis
dependentes ndo paramétricas foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis através do
procedimento NPARTIWAY do SAS. Os valores sdo apresentados em porcentagem ou média +

EPM (Erro Padrao da Média) e a significancia estatistica foi estabelecida como P < 0,05.
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7 RESULTADOS

Experimento 1

Foram cultivados 933 ovocitos e foram produzidos 280 embrides, dos quais foram avaliadas
as taxas de clivagem e blastocisto para os quatro tratamentos. Nao houve diferenga entre os
tratamentos (P > 0,05) para taxas de clivagem e produg¢do de blastocistos (Tabela 1).

Adicionalmente, ndo houve interacao tratamento x réplica (P =0,11).

Tabela 1. Taxas de clivagem e de blastocistos bovinos produzidos in vitro com diferentes

concentracdes de Kp (Controle, Kp 10° M, Kp 10° M, Kp 10”7 M) no meio TALP-FERT.

TRATAMENTO CLIVAGEM/EP* (%) BLASTOCISTO/EP* (%)
Controle 82,0 + 2,4 (197/240) 34,2 + 3,1 (82/240)
Kp 10°M 81,6 +2,5 (182/223) 26,9 + 3,0 (60/223)
Kp 10°M 80,8 £ 2,6 (182/225) 29,3 + 3,0 (66/225)
Kp 10'M 80,8 + 2,5 (196/245) 29,4 + 2.9 (72/245)

*EP = Erro Padrao

*Valores considerados estatisticamente quando P < 0,05.

Experimento 2

Foram utilizados 1.515 ovocitos e produzidos 514 embrides, distribuidos em quatro
tratamentos. Como ndo houve diferenca entre as diferentes concentragdes de Kp testadas no
experimento 1, a Kp (107M) foi definida como a concentragdo minima a ser suplementada no meio
TALP-FERT. As taxas de clivagem e blastocistos obtidos com a adi¢do de kp-10 nas concentragdes
de 10" ¢ 107 M e seu antagonista P234 a 4x10® M, sdo apresentados na Tabela 2. As taxas de
clivagem e de blastocistos foram semelhantes entre os tratamentos (P > 0,05) e ndo houve intera¢ao

tratamento x réplica (P = 0,78).

Tabela 2. Taxas de clivagem e blastocistos bovinos produzidos in vitro com Kp e seu antagonista (Controle,

Kp 10" M, Kp 107 M, P234 4x10° M) no meio TALP-FERT.

TRATAMENTO CLIVAGEM/EP* (%) BLASTOCISTO/EP* (%)
Controle 85,1 + 1,9 (308/362) 38,1 2,6 (138/362)
Kp 10"'M 82,6 + 1,8 (351/425) 33,6 + 2,3 (142/425)

Kp 107M 83,6 + 2,1 (254/304) 34,9 + 2,7 (106/304)
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P234 4x10°M 81,4 + 1,9 (345/424) 31,6 £2,3 (134/424)
*EP = Erro Padrao

*Valores considerados estatisticamente quando P < 0,05.

Os embrides produzidos foram avaliados em escore de 1 a 4 para o estidgio de
desenvolvimento. Todos os tratamentos apresentaram um escore entre 2,6 ¢ 3,1, sem diferenca entre
os mesmos (P > 0,05), no entanto ao fazer comparagdo entre as médias, observou-se uma tendéncia

entre os tratamento Kp 10™ M e P234 (Figura 4).

Estagio de desenvolvimento embrionario
3.1

2.9

2.8
2.7
2,6
) l
24

Controle Kp 10-1 M Kp 10-7 M P234

Escaore

Figura 4. Escores do estagio de desenvolvimento de embrides bovinos produzidos in vitro com diferentes

concentragdes de Kp no meio TALP-FERT.

Para analise da qualidade embriondria foram avaliados 360 embrides, n=30/ tratamento/
corante. Os parametros de qualidade observados foram produg¢do de ROS, necrose, apoptose e
potencial mitocondrial (Figura 5). Na avaliacdo por microscopia confocal 3D, cada embrido

forneceu de 3 a 8 imagens (n=1.492) com intensidade de fluorescéncia em pixels.
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Figura 5. Fotomicrografia de epifluorescéncia de blastocistos corados com DCF associado a IP, YO-
PRO-1 e JC-1 (aumento 20x). A) Blastocisto cultivado em meio TALP-FERT sem adi¢do de Kp e com alto
nivel de ROS; B) Blastocisto cultivado em meio TALP-FERT com Kp 10"M em processo de degeneragdo
celular; C) Blastocisto cultivado em meio TALP-FERT com P234 4x10°M apresentando concentragdo de
células apoptoticas em um dos polos. D) Blastocisto cultivado em meio TALP-FERT com Kp 10'M e
com baixo potencial mitocondrial.

Baseado nos valores de intensidade encontrados para o DCF, os niveis intracelulares de ROS
variaram entre os tratamentos (P < 0,05; Tabela 3). O grupo controle apresentou maior intensidade
de DCF em relagdao aos demais grupos. Foi observado que ao aumentar a concentracdo de Kp no

meio, menor intensidade de fluorescéncia era encontrada.
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Tabela 3. Porcentagem média do nivel de espécies reativas de oxigénio de blastocistos bovinos produzidos

in vitro de acordo com os tratamentos Controle, Kp 10" M, Kp 107 M e P-234.

TRATAMENTO MEDIA/EPM (%)
Controle 3,76+ 1,01 ¢
Kp 10" M 0,25+0,04 a
Kp 107 M 2,95+ 1,26 be

P234 4x10°M 0,91+0,23b

*EPM = Erro Padrao da Média

*a,b,c,d Letras diferentes indicam diferenga estatistica (P < 0,05).

O nivel de degeneragdo celular foi semelhante entre os tratamentos (P > 0,05; Tabela 4).

Tabela 4. Porcentagem média do indice de degeneracao celular em blastocistos bovinos produzidos in vitro

nos tratamentos Controle, Kp 10" M, Kp 107 M e P-234.

TRATAMENTO MEDIA/EPM (%)
Controle 1,51 +0,24 a
Kp 10" M 1,73 £0,25 ab
Kp 107 M 4,71+ 1,66 b

P234 4x10°M 1,98 + 0,33 ab

*EPM = Erro Padrdao da Média

*a,b,c,d Letras diferentes indicam diferenga estatistica (P < 0,05).

Nao foi detectado efeito de tratamento no indice de apoptose celular nos blastocistos

avaliados (P > 0,05; Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem média do indice de apoptose celular em blastocistos bovinos produzidos in vitro nos

tratamentos Controle, Kp 10" M, Kp 107 M e P-234.

TRATAMENTO MEDIA/EPM (%)
Controle 2,79 +0,97
Kp 10" M 1,69 +0,58
Kp 107 M 1,67 + 0,63

P234 4x10°M 6,11 +2,44

*EPM = Erro Padrdao da Média

* a,b,c,d Letras diferentes indicam diferenga estatistica (P < 0,05).
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Em relacdo ao potencial mitocondrial, o grupo suplementado com P234, apresentou maior

intensidade de fluorescéncia que os demais grupos.

Tabela 6. Porcentagem média do indice de potencial de membrana mitocondrial em blastocistos bovinos

produzidos in vitro nos tratamentos Controle, Kp 10" M, Kp 107 M e P-234.

TRATAMENTO MEDIA/EPM (%)
Controle 0,51+0,26 a
Kp 10'M 0,26 + 0,06 a
Kp 107 M 0,22 + 0,08 a
P234 4x10°M 1,43+0,52b

*EPM = Erro Padrdao da Média

* a,b,c,d Letras diferentes indicam diferencga estatistica (P < 0,05).
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8 DISCUSSAO

A composi¢ao dos meios utilizados na PIVE tem grande influéncia nas taxas de producao e
na qualidade dos embrides. Diante disso, no presente estudo avaliou-se o efeito da suplementacao
de Kp-10 e seu antagonista em meios de fertilizagdo sobre as taxas de producdo e qualidade
embrionaria.

No Experimento 1, a adi¢do de diferentes concentracdes de Kp-10, ndo influenciou as taxas
de clivagem e de produgdo de blastocistos. Além disso, os resultados se comportaram de forma
semelhante nas diferentes réplicas. Durante a fase de fertilizagdao a suplementagdo com Kp-10 nao
promoveu efeito no aumento das taxas de produgdo embrionarias. Este resultado pode ser explicado
pela diminui¢do da expressao da Kp, observada no periodo de 12-24h de maturagao in vitro, ou seja,
ha um declinio na expressao de Kp e consequentemente de receptores ao término da MIV (HE et
al., 2015). Da mesma forma, Owens et al. (2018) ndo evidenciaram a ativac¢do do receptor de Kp em
células da granulosa apds administracdo in vitro de Kp-10 e Kp-54, em diferentes concentracdes e
periodos de tempo. Por outro lado, estudo anterior reportou que a utilizagdo de Kp-10 na
concentragio de 107 M, na fase de fertilizagio aumentou as taxas de producio embrionaria
(SOARES et al., 2018).

No segundo Experimento a suplementagdo de kp-10 e seu antagonista P234 no meio de
fertilizagdo nao interferiu nas taxas de clivagem e blastocistos, bem como no grau de
desenvolvimento embrionario. Assim como no Experimento 1 os resultados se comportaram de
forma semelhante nas diferentes réplicas. A adi¢ao de altas concentracdes de kp-10 (10'1 M) durante
a fase de fertilizagdo ndo demonstrou nenhum tipo de efeito sobre as taxas de produ¢do embrionaria
possivelmente associado a presencga reduzida de receptores (HE et al., 2015). Em suinos, células da
granulosa cultivadas em meios suplementados com kp-10 e seu antagonista P234 nao tiveram a sua
viabilidade e proliferacdo modificadas (BASINI et al., 2018). Dessa forma, pode-se sugerir que a
auséncia ou o bloqueio da Kp durante a fase de fertilizacdo in vitro, ndo interfere na producdo de
embrides.

A avaliagdo do estdgio de desenvolvimento embriondrio constatou que a maioria dos
blastocistos produzidos se encontrava entre os estdgios de blastocisto e blastocisto expandido,
porém sem nenhuma evidéncia de que a suplementacao de Kp-10 e P234 exercessem influéncia no
estagio de desenvolvimento embrionario. Com um desenvolvimento adequado, a estimativa de
idade esperada para a fase blastocistica em bovinos ¢ de 7 a 9 dias até a sua eclosdo (LINDNER,
WRIGHT, 1983), nessa fase, ¢ observada a expansdo da cavidade blastocistica com o embrido

ocupando de 70 a 80% do espaco perivitelinico, também ¢ possivel diferenciar o trofoblasto da
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massa celular interna. Durante o estdgio de blastocisto expandido, a cavidade blastocistica pode
estar completamente ausente e a espessura da zona pelucida encontra-se reduzida, quando esta se
rompe o blastocisto ¢ liberado (LINDNER, WRIGHT, 1983; MOORE, PERSAUD, 2004). No
sistema in vitro, os embrides sdo coletados para transferéncia preferencialmente no 6° e 7° dias na
fase de blastocisto. Assim embrides em estagio de desenvolvimento incompativel com o momento
da coleta podem comprometer o desenvolvimento pos-transferéncia (VIANA, 2009). Embora a Kp
nao tenha influenciado no estagio de desenvolvimento, a maior incidéncia de embrides em estagios
de desenvolvimento dentro do que ¢ esperado para o periodo de sete dias, indica que o sistema de
cultivo adotado neste experimento foi eficiente.

Estudos tém demonstrado diversas formas de atuacao da Kp no cultivo de células e tecido de
diferentes espécies (XIAO et. al., 2011; CHIANESE et. al., 2015; LIU et al., 2017). Neste trabalho a
adicio de Kp em alta concentracio (Kp 10'M) no meio TALP-FERT, diminuiu os niveis
intracelulares de ROS, sugerindo o seu envolvimento no controle antioxidante. Resultado
semelhante foi encontrado por BASINI et al., (2018), ao observarem aumento na atividade de
eliminagcdo ndo enzimatica (antioxidante) em células da granulosa de foliculos ovarianos suinos,
quando estas eram cultivadas com KP 100nM (107 M), além disso, a Kp nio interferiu na produgio
de O,". O Oy que ¢ um dos principais ROS gerado no cultivo in vitro de embrides bovinos. Quando
a quantidade de ROS ultrapassa a capacidade antioxidante da célula, lesdes no DNA podem ocorrer
e comprometer a qualidade dos embrides produzidos (ANDRADE et. al., 2010). Portanto, aumentar
a disponibilidade de antioxidantes ¢ uma das formas de compensar esse desequilibrio. Nesse
sentido, a adicao de Kp foi eficiente no controle de ROS.

Quanto a degeneragdo celular, ndo foi observada diminui¢do da viabilidade dos embrides
tratados com Kp, estes apresentaram intensidade de fluorescéncia do IP semelhantes quando
comparados ao controle. Resultados encontrados por LIU et. al., (2017), ao utilizarem diferentes
concentracdes de Kp, verificaram que células da granulosa de bovinos tratadas com Kp 107 M,
tiveram a sua viabilidade significativamente inibida. Por outro lado, resultado divergente foi obtido
por XIAO et. al., (2011), ao avaliarem o efeito da Kp na viabilidade de células da granulosa de
galinhas, foi observado aumento na viabilidade celular quando cultivadas com Kp 100nM. Em
contrapartida, neste trabalho, o grupo tratado com maior concentragdo de Kp (10"M), teve o nivel
de intensidade semelhante ao controle e P234. Outro estudo reportou, que células epiteliais
primarias isoladas de cotilédones placentarios de embrides bovinos ndo tiveram a sua viabilidade
influenciada pela Kp no cultivo in vitro, foi observado ainda que os efeitos nessa linhagem celular

nao eram dose dependentes (MARTINO et. al., 2015). A permeabilidade do corante esta relacionada
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a presenca de blastomeros com membrana danificada, nos quais mudangas irreversiveis sao
observadas no nucleo e no citoplasma predizendo a morte celular (MAJNO; JORIS, 1995).

Os niveis de intensidade de fluorescéncia detectados pelo YO-PRO-1 foram semelhantes
nos quatro tratamentos, ou seja, a Kp nao interferiu na apoptose, durante a fertilizagao in vitro. Por
outro lado, SAADELDIN et al. (2012) e LIU et. al. (2017), reportaram que a Kp promoveu aumento
da expressao de genes pro-apoptoticos em blastocistos e células da granulosa em bovinos,
respectivamente. Em bovinos, a maior atividade apoptotica ¢ encontrada nos estagios de morula e
blastocisto, fases que coincidem com a ativagdo do genoma embrionario (oito a 16 células). Nesse
periodo a apoptose contribui para o controle da proliferacdo celular (FREI et al., 1989;
GANDOLFI; GANDOLFI, 2001). Dessa forma, embasado no fato de que o aumento do
metabolismo ocorrer apds a primeira clivagem juntamente com os resultados encontrados neste
trabalho, ¢ possivel inferir que a adicdo de Kp ndo tem efeito sobre a apoptose durante a
fertilizagao.

No presente estudo, a Kp nao influenciou o potencial mitocondrial, quando comparada ao
controle. Entretanto, os embrides que foram fertilizados em meio com antagonista P234
apresentaram maior intensidade de fluorescéncia. Resultado divergente foi encontrado por
SOARES, (2018), ao reportar a diminui¢do do potencial mitocondrial em células espermaticas
capacitadas em meio suplementado com P234 a 5x10™ M. Por outro lado, células do céncer de
mama, cultivadas com Kp-10 tiveram perda no potencial de membrana mitocondrial e diminuigao
na expressao de genes antiapoptdticos (SONG; ZHAO, 2016). Inclusive, o baixo potencial
mitocondrial pode ser um dos primeiros eventos do processo apoptdtico (LY et. al., 2003). Nesse
sentido, como as mitocdndrias sdo o sitio de producdo da maior parte da energia utilizada na forma
de ATP pelo metabolismo celular, o baixo potencial mitocondrial pode prejudicar o
desenvolvimento embriondrio (ACTON, 2004). Como descrito anteriormente, a Kp ndo teve
influéncia nos niveis de células apoptdticas, da mesma forma, ndo foi observado o seu efeito no
potencial mitocondrial, sugerindo uma relagao entre esses resultados.

Os resultados obtidos neste e em varios outros trabalhos tem demonstrado que a atuacdo da
Kp, ndo se resume a apenas a regulagdo do eixo reprodutivo. Papéis adicionais da Kp em tecidos

reprodutivos periféricos tém sido sugeridos em diversas espécies.
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9 CONCLUSAO

A adi¢do de Kp-10 na fase de fertilizagdo in vitro ndo interferiu nas taxas de produgdo e no
estagio de desenvolvimento embriondrio. A Kp-10 diminuiu os niveis intracelulares de espécies
reativas de oxigénio, confirmando sua acao também como antioxidante. O potencial mitocondrial, a
apoptose e a degeneragao celular ndo foram influenciados pela Kp. A presenca do antagonista P234

no meio de fertilizagdo aumentou o potencial mitocondrial.
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