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ABREVIATURAS

ATM — Atmosfera.

BL — Blastocisto.

BME — B-mercaptoetanol.

BSA — Albumina sérica bovina.

BX — Blastocisto expandido.

CCOs — Complexo cumulus oophorus.
CSP — Cold shock proteins.

CYST - Cisteamina.

DMPBS - Solugao salina em tampéao fosfato.
GSH - Glutationa.

HSP — Heat shock proteins.

mL — Mililitro

MPa — Mega pascal.

PH — Pressao hidrostatica.

PIVE — Producéo in vitro de embrides.
ROS — Espécie reativa de oxigénio.
SFB — Soro fetal bovino.

SOD — Superoxido dismutase.

TE — Transferéncia de embrides.

ML — Microlitro

MM — Micromolar
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ANTIOXIDANTES ASSOCIADOS A PRES§AO HIDROSTATICA SOBRE A
VIABILIDADE EMBRIONARIA POS DESVITRIFICACAO.

RESUMO - Objetivou-se com o presente trabalho avaliar o efeito de dois
antioxidantes no cultivo de embrides pos desvitrificacdo, associados ou nao a
pressdo hidrostatica (PH). Trés distintos e complementares experimentos foram
delineados. O primeiro consistiu em avaliar uma possivel interacdo entre PH e
antioxidante (p-mercaptoetanol - BME, cisteamina — CYST e BME + CYST). O
segundo foi similar ao primeiro, entretanto, os embrides foram vitrificados uma hora
apo6s passarem ou nao pela PH. Os parametros avaliados foram taxas de eclosao e
degeneragdo com 24 e 48 horas apds passar pela PH (exp. 1) e 12, 24, 48 e 72
horas pds desvitrificacdo (exp.2) A ultima etapa do trabalho avaliou a taxa de
prenhez de embribes cultivados por 12 horas com/sem antioxidante (exp.3). O
primeiro experimento n&o demonstrou qualquer tipo de interacdo entre os
tratamentos quando o estagio embrionario foi desconsiderado. Houve significancia
para todos os parametros ao confrontar blastocisto expandido (BX) e blastocisto
(BL). No segundo experimento os resultados foram similares para todos os
parametros avaliados em embrides BX. O tratamento BME + CYST obteve melhor
taxa de eclosdo dos BL com 48 e 72 horas (76,04%) do que o grupo controle
(45,83%). O mesmo comportamento ocorreu para a taxa de degeneragdo as 24
horas (grupo BME + CYST = 7,29% contra 32,29% do grupo controle). Entretanto,
ao transferir os embrides (n= 55), percebeu-se uma similaridade nas taxas de
prenhez do grupo controle fresco, controle vitrificado e BME (38,9%; 16,7% e 31,6%,
respectivamente). O presente trabalho mostrou que o uso da pressao hidrostatica e
de BME e CYST nao influencia, a partir dos parametros avaliados, as taxas de
eclosdo e degeneragdo de embrides vitrificados. Contudo, ha uma melhoria
significativa para embriées BL quando se associa BME + CYST no meio de cultivo
pos desvitrificagéo.

Palavras-chave: embrido, bovino, B-mercaptoetanol, cisteamina, criopreservacao
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ASSOCIATION BETWEEN ANTIOXIDANT AND HIDROSTATIC PRESSURE ON
THE EMBRYONIC VIABILITY AFTER WARMING.

ABSTRACT -This study aimed to evaluate different antioxidants in embryo culture after
vitrification, with or without the previous use of hydrostatic pressure (PH). Considering this,
three experiments were designed to evaluate the interaction between PH and antioxidants
(B-mercaptoethanol - BME, cysteamine - CYST and BME + CYST) in fresh and vitrified in
vitro produced embryos. In experiment 1 hatching and degeneration rates were evaluated
with 24 and 48 hours after passing through the PH and in experiment 2, the same
parameters were evaluates at 12, 24, 48 and 72 hours after heating. The last step of the
study evaluated the pregnancy rate of vitrified embryos, cultured for 12 hours with / without
antioxidant. The first experiment showed no difference between treatments the differences,
independent of the treatment, were obtained between expanded blastocyst (BX) and
blastocyst (BL). The second experiment found similar results for all parameters evaluated in
embryos BX. Note that the BME + cyst treatment got better hatching rate in the BL with 48
and 72 hours (76.04%) than the control group (45.83%). The same behavior was observed in
degeneration 24 hours, where the BME + CYST group was 7.29 % against 32.29% in the
control group. However, the pregnancy rates (55 embryo transfers) were not different
between groups control fresh, control vitrified and BME (38.9%, 16.7% and 31.6%,
respectively). This study showed that the use of hydrostatic pressure and antioxidant had no
effect in the evaluated parameters. However. there is a significant improvement to BL

embryos when combining BME + CYST in the culture medium after vitrification.

Keywords: embryo, bovine, -mercaptoethanol, cysteamine, cryopreservation.



1.  INTRODUGAO

O Brasil tornou-se referéncia mundial em producgao in vitro de embrides
(PIVE), onde lidera o “ranking” ha alguns anos. O pais detém aproximadamente 58%
da produgcdo mundial desses embrides. Isso demonstra um foco em aumentar a
produtividade da pecuaria, tendo em vista uma crescente substituicdo de areas
destinadas a criagdo bovina para agricultura. Esse fato revela o compromisso do
pais com a qualidade de seu rebanho e a incessante busca de melhoramento
genético e eficiéncia de produgéo.

A utilizacdo de biotecnologias na reprodugao animal possui um papel chave
para a multiplicagdo de animais geneticamente superiores. A quantidade de
embrido bovino produzido in vitro € maior a cada ano no Brasil. Em contrapartida, o
numero de receptoras aptas a ingressarem nos programas comerciais n&o abastece
o cenario nacional de maneira adequada. Isso acarreta num desequilibrio entre
numero de embrides produzidos e quantidade de receptoras disponiveis. Diante
desse entrave, a necessidade de criopreservar os embrides excedentes € uma
alternativa bastante interessante, pois o0 processo de criopreservagcao permite
armazenar material bioldégico por periodo indeterminado com pouca perda de
viabilidade. Isso torna possivel uma logistica economicamente interessante para o
sistema agropecuario, onde o investimento com protocolos de sincronizagdo de
estro seria mais eficiente. Além do impacto no setor produtivo, a criopreservacao €
indispensavel para a conservacao de ragas e espécies ameacadas de extingao.

Porém, sabe-se que o embrido oriundo de lavado uterino (in vivo) detém
caracteristicas distintas quando comparado ao PIVE, como uma menor quantidade
de lipideos, maior grau de compactacdo, melhor qualidade das jun¢des entre botédo
embrionario e trofoblasto (VAN SOOM et al., 1992). Isso explicaria, em parte, uma
maior sensibilidade ao processo de criopreservagao dos embrides PIVE.

Nesse contexto, a vitrificagdo pode ser considerada como alternativa de
criopreservagao mais adequada para os respectivos embrides. Diversos protocolos
de vitrificagdo ja foram desenvolvidos desde o primeiro relato da técnica (RALL e
FAHY, 1985), onde as principais altera¢cdes desde entdo consistiram em aumentar

consideravelmente a taxa de resfriamento/aquecimento pela redu¢ao no volume da
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solugédo de vitrificagdo (MORATO et al.,, 2008; RIOS et al., 2010; VAJTA, 2000;
VAJTA e KUWAYAMA, 2006).

O uso da pressdo hidrostatica anterior a vitrificagdo (BOCK et al., 2008;
PRIBENSZKY et al., 2004; SIQUEIRA FILHO et al., 2011) vem sendo utilizada como
forma de preparar o embrido para o estresse da criopreservagcdo a partir de um
estresse prévio.

Além dessa alternativa, a utilizagdo de compostos antioxidantes (-
mercaptoetanol e cisteamina) no meio de maturagdo, durante o cultivo e/ou no
cultivo pos desvitrificacdo tém demonstrado efeitos positivos no embrido PIVE
(BAGIS et al., 2010; DE MATOS e FURNUS, 2000; FURNUS et al., 2008; HOSSEINI
et al., 2009). Contudo, ainda ndo ha relatos sobre a associagdo dessas novas
metodologias e um possivel sinergismo benéfico para o incremento nas taxas de

prenhez de embrides bovinos vitrificados.

1.1 Objetivos

Esse trabalho tem por objetivo avaliar a influéncia dos antioxidantes BME,

CYST e ambos no cultivo embrionario pos desvitrificacdo de embrides bovinos
submetidos ou ndo a pressao hidrostatica e na taxa de prenhez.

1.2 Hipétese

A adicdo de antioxidantes no cultivo pds desvitrificacdo de embrides bovinos
PIVE submetidos a pressao hidrostatica proporciona melhor qualidade embrionaria e

maiores taxas de prenhez.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Quando Polge et al. (1949) postularam um efeito crioprotetor do glicerol em
células espermaticas durante o congelamento, um vasto campo de pesquisa
comecara a existir; a criopreservagcdo de gametas e embrides. Iniciou-se, portanto, a
possibilidade de armazenar e conservar o material genético por tempo
indeterminado.

Entretanto, trabalhos com congelamento de embrides sé vieram a luz a partir
da década de 60. Wilmut e Rowson (1973) relataram o nascimento do primeiro
bovino oriundo de um embrido congelado. Diversos grupos de pesquisadores
focaram seus esforgos para incrementar a técnica de criopreservacdo de embrides
provenientes de lavado uterino (in vivo), enquanto outros destinaram suas pesquisas
para a producéo in vitro desses embrides.

Apoés trés décadas de avangos na reprodugdo assistida, hoje € possivel
congelar e transferir embrides bovinos oriundos de lavado uterino com taxas de
gestacdo préximas as obtidas com embrides frescos (HASLER, 2003). Contudo, a
criopreservagdo de embrides PIVE ainda apresenta baixos indices de gestacéo
(AGCA et al., 1998; AKIYAMA et al., 2010; BLOCK et al., 2010; STEWART et al.,
2011; TOMINAGA, 2004). Varios fatores ja foram associados a baixa criotolerancia
desses embrides, dentre eles: alta quantidade de lipideos, menor grau de
compactagao das células embrionarias (VAN SOOM et al., 1992), botdo embrionario
menor e com jungdes incompletas com as células do trofoblasto (IWASAKI et al.,
1990).

Algumas estratégias para minimizar esses aspectos negativos sdo utilizadas
em distintas partes do processo. Uma visa melhorar a qualidade do embrido
cultivado in vitro, como utilizagdo de baixa tensao de oxigénio, substituicdo de soro
fetal bovino (SFB) por albumina sérica bovina (BSA) (CORREA et al., 2008; RIZOS
et al., 2003), utilizacdo de antioxidantes durante o cultivo embrionario ou apds a
desvitrificagdo (BAGIS et al., 2010; HOSSEINI et al., 2009; NEDAMBALE et al.,
2006). Outro ponto prima por modificar o sistema de criopreservagao propriamente
dito, como por exemplo, a vitrificagcdo. Esse método consiste em submeter os

embrides a altas concentracbes de crioprotetores com uma alta velocidade de
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resfriamento, onde o estado vitreo é alcangado sem a formagéo de cristais de gelo
(RALL e FAHY, 1985). Uma recente linha de pesquisa tem estudado maneiras
inovadoras de preparar o embrido para o estresse da criopreservacao a partir de um
estresse prévio; o uso da pressao hidrostatica anterior ao processo de vitrificagao
(PRIBENSZKY e VAJTA, 2011; PRIBENSZKY et al., 2010; SIQUEIRA FILHO et al.,
2011).

2.1 Pressao hidrostatica.

A pressédo hidrostatica (PH) € uma variavel termodinamica existente na
biosfera terrestre. Varia de 1 atmosfera (atm) ao nivel do mar e pode chegar a 1100
atm nas regides mais profundas do oceano. Existem variagbes de medida, onde 1
atm corresponde a 0,1 megapascal (MPa) e 1,01 bar.

O principio de Le Chatelier define que quando uma reacdo € acompanhada
por um aumento de volume, a mesma € inibida pelo aumento da pressdo. Porém,
quando a reagdo segue com uma diminuicdo do volume, ela é acelerada pelo
aumento da pressao (PALOU et. al.,, 1997). Mesmo com esses conceitos bem
definidos, os efeitos da pressao hidrostatica em sistemas bioldgicos sdo bastante

complexos.

2.2 Pressao hidrostatica e suas correlagdoes com sistemas bioldgicos e
reproducao animal assistida.

O uso da pressao hidrostatica em sistemas biolodgicos teve inicio no comego
do século XX. O seu principal foco era conservar frutas e leite através da reducao da
microbiota existente. Entretanto, Wemekamp-Kamphuis et al. (2002) observaram um
comportamento contrario ao esperado. Colbnias de Listeria monocytogenes foram
rapidamente multiplicadas apds passar pela pressao hidrostatica de 400 a 650 MPa
(considerada letal até entdo). Esse primeiro tratamento barico foi de carater subletal
e protegeu as colbnias para um segundo tratamento. Com isso, ao invés de reduzir,

as bactérias se desenvolveram exponencialmente.
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A partir de entdo, diversas linhas de pesquisas foram motivadas a extrapolar o
principio memoravel do pensador Friedrich Nietzsche - “O que n&o provoca minha
morte faz com que eu fique mais forte.” - para a area da reproducao assistida.
Diferentes tipos de estresse foram estudados, como o osmatico, o oxidativo e o
térmico.

Vandaele et al. (2010) induziram estresse oxidativo em ovocitos maturados
com peréxido de hidrogénio (H202) por uma hora, antes da fecundacéo in vitro. As
taxas de blastocisto e o numero de células apoptéticas foram melhores no grupo
submetido ao radical livre. Lin et al. (2009) também relataram um incremento nas
taxas de eclosido dos embrides submetidos a um estresse hiperosmaético com cloreto
de sédio pelo mesmo intervalo de tempo. Contrariamente ao principio supracitado, o
estresse térmico nao foi eficaz em preparar o embrido para uma etapa subsequente
mais grave, mesmo com diferentes tempos de exposi¢céo ao agente (JU et al., 1999;
TSENG et al., 2006).

A maioria das proteinas que estdo envolvidas na resposta ao estresse
pertence a familia das chaperonas. Elas detém papel fundamental durante o
processo de criopreservagao, pois evitam a agregacao de proteinas desnaturadas e
auxilia no retorno da sua forma ativa (ELLIS, 1987). Esse grupo se destaca dos
demais por conservar e participar de diversas fungdes celulares, como reparo e
estabilizagao protéica de cromatina e do DNA; regulagdo do estado redox e controle
do ciclo celular (CSERMELY et al., 1998; KULTZ, 2003). Heat Shock Proteins (HSP)
e Cold Shock Proteins (CSP) pertencem a essa familia e o seu padrdo de expresséo
génica é bastante controverso. Quando submetido a press&o hidrostatica, a maior
parte dos genes possui uma expressao inibida, enquanto que a sintese de HSP e
CSP é aumentada (MENTRE e HUI BON HOA, 2001).

A pressao hidrostatica atua imediatamente e uniformemente em cada ponto
da amostra, ao contrario do que ocorre com outros agentes causadores de estresse.
Além de ser uma tecnologia ndo invasiva, ela possui uma alta precisdo e
consisténcia. As mudangas nos parametros de pressao durante o tratamento
também sdo imediatas. A margem de seguranga é muito alta - variagbes de 40 a 80
MPa em embrides bovinos ndo afetam a viabilidade embrionaria, diferentemente do
que ocorre com agentes térmicos, onde uma pequena mudanga de 2-3 C° é
suficiente para o incremento ou a morte celular (PRIBENSZKY e VAJTA, 2011). A



13

pressdo de 80 MPa exercida em embrides € a mesma encontrada no ponto mais
profundo do oceano Atlantico; um valor muito maior do que é encontrado em um
ambiente fisioldgico celular (0,2MPa).

Siqueira-Filho (2009) ao testar diferentes tempos de presséo, temperatura e
intervalo pressaolvitrificagdo em embrides bovinos, obteve melhores taxas de re-
expansao e eclosao a 32 C°, submetidos por uma hora em uma pressao de 60 MPa.
Concluiu também que o melhor intervalo entre a retirada da presséo e a vitrificagao
foi de 1 hora. A abundancia relativa de mRNA de genes relacionados ao estresse
térmico, oxidativo e osmatico foi maior em embrides vitrificados com 1 hora apos a
PH (SIQUEIRA FILHO et al., 2011).

2.3 Espécies reativas de oxigénio (ROS).

Qualquer tipo de atomo, molécula ou fragmento de molécula que possui pelo
menos um elétron ndo compartilhado na camada de valéncia é considerado radical
livre. Enxofre, carbono, nitrogénio e oxigénio sdo os mais comuns e sdo conhecidos
como espécie reativa de oxigénio, nitrogénio, etc. Dentre eles, o ROS é mais
relevante que os demais, uma vez que é produzido durante o processo de reducao
do oxigénio na etapa final da cadeia transportadora de elétrons (DORMANDY,
1980). O oxigénio tem uma alta reatividade por possuir dois elétrons
desemparelhados, cada um localizado em um orbital. Portanto, pode ser
considerado um radical livre por definicdo (EVANS e HALLIWELL, 1999).

O excesso de producdo de ROS e/ou uma falha do mecanismo antioxidante
intracelular causa um desequilibrio conhecido por estresse oxidativo. Tal estresse
pode ocasionar danos as biomoléculas (proteinas, DNA e lipideos), apoptose em
diversos tipos celulares (LIU et al., 2003) e alteragbes no desenvolvimento
embrionario (NAVARRO et al, 2006). Porém, diversas fungdes fisiologicas
reprodutivas como a maturagcdo ovocitaria, ovulacdo, formacdo de blastocisto,
esteroidogénese ovariana, manutengcdo do corpo luteo e lutedlise requerem o
envolvimento dessas espécies reativas de oxigénio para manutencdo da
homeostasia (ISHIKAWA, 1993; SABATINI et al, 1999). Ha relatos de que a
retomada da meiose é induzida por um aumento de ROS e inibida por agentes
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antioxidantes (KODAMAN e BEHRMAN, 2001; TAKAMI et al., 2000). Isso indica que
a geracao desses radicais livres pelo foliculo é fundamental para o decorrer da
fisiologia ovulatoria.

Um equilibrio entre a producdo dos radicais livres e a neutralizacdo dos
mesmos com antioxidantes € necessario. Por esse motivo € que a célula possui
eficientes sistemas de defesa antioxidante: enzimatico e ndo enzimatico (SIES,
1993). Dentro do sistema enzimatico destacam-se a superdxido dismutase (SOD),
catalase. A glutationa (GSH) € o principal composto antioxidante n&o enzimatico.

2.4 Antioxidantes

2.4.1 Glutationa

A glutationa, um tripeptideo tiol (y-glutamilcisteinilglicina), € o maior composto
sulfidrico nao protéico presente nas células de mamiferos. Possui um papel chave
na detoxificagdo e antioxidagdo de compostos exdgenos e endogenos, mantendo o
estado redox intracelular (LUBERDA, 2005). Participa no transporte de aminoacidos,
sintese protéica (LAFLEUR et al., 1994) além de servir como um reservatorio de
cisteina (MEISTER e TATE, 1976).

O grupo sulfidril (SH) da glutationa confere uma agéo protetora contra danos
oriundos do estresse oxidativo. A GSH existe de duas formas: a forma reduzida
(GSH) e a forma oxidada (GSSG). A seguinte equagéo resume 0 mecanismo de oxi-
reducdo da glutationa na presenga das enzimas glutationa redutase e/ou glutationa
peroxidase.

2GSH + H,O, — GSSG + 2H,0
GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP*

A concentracdo de GSH intraovocitaria aumenta durante a maturagéo e atinge
o platdé proximo a ovulagdo (PERREAULT et al., 1984). Ovocitos maturados in vitro
possuem concentragdes de glutationa similares em diferentes espécies. Entretanto,
ao verifica-los in vivo, Brad et al. (2003) observaram uma concentracdo muito

superior. Uma possivel explicacdo para tamanha discrepancia de concentragao de
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GSH deve-se uma exacerbada exposi¢cdo dos ovdcitos maturados in vitro ao O
atmosférico e, consequentemente ao ROS. A mobilizacdo de glutationa intracelular
para proteger o ovocito do estresse oxidativo resulta em um drastico declinio desse
composto. Ao avaliar o comportamento do referido tripeptideo em ovdcitos
submetidos a baixa tensdo de O,, Hashimoto et al. (2000) observaram uma
diminuicdo de perodxido de hidrogénio (H2O2) nos mesmos, seguidos de uma maior
competéncia ovocitaria.

Diversos trabalhos sugerem que a sintese de GSH durante a maturagao
ovocitaria e o cultivo embrionario in vitro sdo cruciais para o incremento nas taxas de
blastocisto (DE MATOS e FURNUS, 2000; FURNUS et al., 2008; TAKAHASHI et al.,
1993). Alguns compostos derivados do tiol, tais como o B-mercaptoetanol e a
cisteamina, aumentam a sintese de glutationa. Esse fenbmeno deve-se ao fato de
gue a sintese de GSH ¢é altamente dependente de cisteina no meio de cultivo e tanto
o BME como a cisteamina aumentam a concentracdo de cisteina intracelular ao
utilizar a cistina do meio de cultivo (ISHII, BANNAI, et al., 1981; RATHBUN e
MURRAY, 1991).

A cistina é um aminoacido natural, formado pela dimerizagdo da cisteina em
condigbes oxidantes, que contém uma ligacdo entre dois atomos de enxofre. Ao
adicionar cisteina ao meio de cultivo celular, ela é rapidamente oxidada em cistina,
tornando-se pouco aproveitada por alguns tipos celulares (TAKAHASHI et al., 2002).
A cisteina, um componente do tiol (possui um grupo funcional composto de enxofre
e hidrogénio — grupo sulfidril SH), é transportada para dentro das células pelo
sistema de transporte ASC (alanine-serine-cysteine transport system), ao passo que
a cistina utiliza outro sistema transportador, o Xc (cystine-glutamate exchange
system). O tipo de transportador depende do tipo celular. Os ovocitos possuem
apenas o ASC, o que os torna incapazes de utilizar a cistina do meio. Ja as células
do cumulus possuem os dois sistemas transportadores; portanto, a cistina absorvida
por elas é reduzida em cisteina e prontamente utilizada para sintese de GSH, que
por sua vez é transportada ao ovécito pelas jungdes do tipo GAP (SUTTON et al.,
2003). A eficiéncia de sintese de GSH é maior quando ha presenca de cisteina no
meio, pois tanto o ovécito quanto as células do cumulus podem aproveitar essa fonte
(DE MATOS et al., 1997).
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Um dos meios utilizado para produgdo de embrides (TCM 199) possui uma

concentracdo de cisteina muito baixa, enquanto a de cistina € mais alta. Essa
cisteina do meio tende a ser oxidada a cistina em aproximadamente 1 hora. O
mesmo ocorre com a cisteina presente no soro fetal bovino (BALASUBRAMANIAN e

RHO, 2007; CAAMANO et al., 1996). Nesse contexto, a utilizagdo de compostos que
aumentam a disponibilidade de cisteina na forma reduzida torna-se bastante

interessante, como o 3-mercaptoetanol e a cisteamina.

2.4.2 B-mercaptoetanol e cisteamina

A linhagem de linfécitos L1210 (células de linfoma de camundongo) é

deficiente em aproveitar a cistina. Entretanto, ao adicionar BME ao meio, Ishii et

al.(1981) relataram um aumento nas concentragdes de cisteina e GSH intracelular. A

partir desse estudo, 0 mesmo grupo postulou o mecanismo de funcionamento do

BME (Figura 1).

| ©

v Cisteina Cisteina
t=sie| 1 |—<
@ Cisteina Cisteina
“cistina
02

Extracelular

I

I

I

I

I

I

I

|

|

— —t — - Cisteina ——> GSH

|
\

> E—SH +Cisteina

®

\

Deleuze e Goudet; 2010

FIGURA 1: Mecanismo de agdo do B-mercaptoetanol proposto por Ishii et al. 1981 e
Modificado por Deleuze e Goudet, 2010. A: estrutura quimica do BME/CYST.

B: Cistina. C: Composto BME+cisteina. D: Cisteina.
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O mecanismo de agédo do BME (A) é similar ao da cisteamina e resume-se
basicamente em uma dissociagao da cistina (B) com consequente formagdo de um
composto BME + cisteina (C). Ao entrar na célula, o composto se desfaz. O BME
volta para o meio extracelular e a cisteina (D) € utilizada para formagédo de GSH ou
de proteina. A cisteina pode sair para o meio extracelular através do sistema ASC e
associar-se com o BME ou ser oxidada e formar cistina, o que é mais frequente.

2.4.3 Papel dos antioxidantes na producao in vitro de embridées bovinos

A equipe liderada por Pabon et al. (1989) foi uma das primeiras a relatar
efeitos adversos da concentragdo de O, atmosférico (aproximadamente 20%) em
embrides murinos quando comparados a uma tensdo de 5% - concentragao
fisiologica segundo Fisher et al. (1993). Desde entéo, outros grupos confirmaram os
danos no desenvolvimento embrionario devido a alta tens&o de O, seja avaliando o
funcionamento de enzimas antioxidantes como a SOD (ORSI e LEESE, 2001;
UMAOKA et al., 1992), por danos no DNA (HALLIWELL e ARUOMA, 1991) ou por
taxas de produgdo embrionaria propriamente dita (ALl et al., 2003; JOHNSON e
NASR-ESFAHANI, 1994; KITAGAWA et al, 2004). Algumas alternativas foram
propostas para contornar os problemas relacionados a alta tensdo de oxigénio e,
consequentemente, a alta concentragao de radicais livres. Dentre elas, a utilizagao
de um sistema de baixa tensdo de O, durante o cultivo (UMAOKA et al., 1992), ou
ainda, a adicdo de antioxidantes aos meios de cultivo, tais como a glutationa,
cisteamina ou B-mercaptoetanol (DE MATOS e FURNUS, 2000; DE MATOS et al.,
1997; DE MATOS et al., 2002; FURNUS et al., 2008).

Os derivados do tiol (BME e cisteamina) tém sido amplamente utilizados nos
meios de produgao in vitro de embrides durante a maturacdo (CAAMANO et al.,
1996; DE MATOS e FURNUS, 2000; TAKAHASHI et al., 1993) e o cultivo (DE
MATOS et al, 2002; HOSSEINI et al., 2009; TAKAHASHI et al, 2002) e,
recentemente, durante o cultivo pos vitrificacdo (BAGIS et al., 2010). Nedambale et
al. (2006) demonstraram que a adicdo de BME durante o cultivo embrionario
aumentou a taxa de sobrevivéncia embrionaria, eclosdao e numero de células apds a

vitrificacdo. Hosseini et al. (2009) também obtiveram resultados similares na
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producdo de embrides, porém, relataram que a fragmentacdo de DNA nao foi
minimizada pelo acréscimo de um antioxidante no cultivo.

Sabe-se que embrides produzidos in vitro sdo extremamente vulneraveis as
injurias da criopreservagao e os danos causados por mudangas de agua/crioprotetor
entre embrido e meio extracelular (DINNYES et al., 1999; PUGH et al., 2000) podem
ser, muitas vezes, irreversiveis. Apds o processo de vitrificagdo, o embrido adquire
um aspecto estrutural muito mais fragil (HALLIWELL et al., 1992), deixando-o mais
susceptivel ao estresse oxidativo. Nesse aspecto, o BME possui uma fungdo mais
direta, neutralizando os radicais livres ao invés de aumentar a sintese de glutationa,

0 que em tese levaria mais tempo.

3. MATERIAL E METODO

3.1 Producgao in vitro de embrides

3.1.1 — Recuperagao dos ovécitos

Os ovarios foram coletados em abatedouro local, de vacas sem raca definida,
distante a 80 km do laboratério, transportados em solugdo salina 0,9% com
temperatura entre 32 a 35 °C. O tempo de recuperacao dos ovécitos variou entre 4 a
6 horas apds o inicio do abate dos animais.

No laboratério, foliculos de 2 a 8 mm foram puncionados com auxilio de uma
seringa de 10ml e uma agulha de calibre 16G. O liquido resultante era transferido
para tubos de centrifuga de 15 ml e mantido em banho-maria (36 °C) até a
sedimentagao das células e formacao de um pellet. O sobrenadante era retirado e o
pellet ressuspendido com DMPBS (Nutricell®) e espalhado em placas de Petri 100 x
20 mm (TPP®) suplementado com 1% de SFB para rastreamento dos CCOs. Os
CCOs eram transferidos para uma placa de Petri com menor diametro (35x10 mm)
contendo meio denominado “LAV” (TCM 199 com sais de Hank’s -Gibco BRL®,

suplementado com 10% de SFB e antibidtico), onde permaneciam sobre uma placa
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aquecedora até a selecdo das estruturas. Os CCOs foram rastreados e
selecionados sob estereomicroscopio (SMZ 645 — NIKON®).

Apenas os ovocitos de qualidade | e Il foram selecionados para o
experimento, segundo a classificacdo utilizada pela IETS — International Embryo
Technology Society. Foram considerados ovocitos de qualidade | os que
apresentaram células do cumulus compactas e mais de trés camadas envolvendo o
ovécito, o citoplasma homogéneo com granulagdes finas, preenchendo o interior da
zona pelucida e coloragdo amarronzada. Os ovécitos de qualidade Il apresentavam
células do cumulus compactas em volta do ovocito com pelo menos trés camadas,
citoplasma preenchendo todo o espago do interior da zona pelucida e granulagbes
distribuidas heterogeneamente.

Entre o inicio da aspiragdo e o inicio do rastreamento, estabeleceu-se um
tempo maximo de 30 minutos e do rastreamento para sele¢dao/maturacdo, um
periodo de 1 hora.

Exceto quando indicado, todos os reagentes foram obtidos da Sigma Aldrich
do Brasil®. Os meios utilizados em todas as etapas da PIV dos embrides foram

produzidos pelo proprio laboratorio GENEAL e testados previamente.

3.1.2 — Maturacao in vitro de ovécitos (MIV)

A composi¢cao do meio de maturagéo (MIV) consistiu de TCM 199 com sais
de Earl’s (Gibco - BRL®) suplementado com 12 Ul/ml Horménio Luteinizante, 0,01
Ul/ml de Horménio Foliculo Estimulante, 0,1 mg/ml de L-glutamina, 0,075 mg/ml de
Amicacina, 10% de Soro Fetal Bovino (SFB — Gibco BRL®), 100uM de Cisteamina e
1mg/ml de Estradiol.

Os ovoécitos selecionados foram lavados e transferidos em grupos de 40 por
tubo de poliestireno de 5 ml (Falcon®) com 400 ul de meio de maturagdo (MIV) e 250

ul de 6leo mineral. Foram maturados por 22 a 24 horas.
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3.1.3 — Fecundacao in vitro (FIV)

ApoGs o periodo de maturagcédo os ovdcitos foram lavados e transferidos para
gotas de 150 ul de meio de fecundagdo (FEC), suplementado com 10 ug/ml de
Heparina e PHE — 2 mM de penicilamina, 1 mM de hipotaurina, 250 mM de
epinefrina (Sigma®).

O sémen utilizado em todos os experimentos foi de um mesmo touro e
mesma partida, previamente testados para PIVE. Ap6s descongelamento por 30
segundos em banho-maria a 36 °C, os parametros de motilidade e vigor foram
analisados antes e ap0s a selegdo espermatica, realizada através do gradiente de
Percoll®, conforme proposto por Machado et al. (2009). O calculo da dose
inseminante/gota foi ajustado para uma concentragdo final equivalente a 1 x 10°
espermatozoides/ml.

Ovacitos e espermatozoides foram co-incubados por 18 horas em estufa a
39 °C, com 5% de CO,. Considerou-se o dia da fecundagcdo como DO.

3.1.4 — Cultivo in vitro dos embrides (CIV)

Ao término do periodo de FIV, os possiveis zigotos foram pipetados para leve
desnudamento e transferidos para gotas de 150 ul do meio de cultivo Fluido
Sintético de Oviduto suplementado com aminoacidos essenciais e n&o essenciais
(SOFaa) e 0,34mM de sodium tri citrato; 2,77mM de myo-inositol e 5% de SFB.

Os embrides foram mantidos na mesma condicdo de temperatura, umidade e
atmosfera gasosa por todo o periodo de cultivo, avaliados em D3 (72h pi) quanto a
clivagem e em D6 (144h pi) e D7 (168h pi) para taxa de desenvolvimento de
blastocisto.

Todos os embrides D7 foram classificados segundo o manual da sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides - IETS e apenas blastocistos de
qualidade 1 foram utilizados.
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3.2 - Pressao Hidrostatica

Blastocistos (BL) e blastocistos expandidos (BX) foram aleatoriamente
divididos em dois grupos. Um grupo de cada estagio permaneceu na estufa (grupo
sem pressao — SEM) e o outro foi retirado do cultivo e lavado em meio H-SOF (SOF
+ hepes) a 37°C. Apos a lavagem, os embrides foram envasados em grupos de no
maximo dez e inseridos na camara de pressao hidrostatica (Cryoinovation Ltda,
Budapeste, Hungria), onde permaneciam por uma hora a 32 °C, submetidos a uma
pressdo hidrostatica de 60 MPa, segundo metodologia descrita por Siqueira Filho
(2009) - grupo com pressédo hidrostatica (COM). Apos esse procedimento, os
embrides foram desenvasados, cultivados por uma hora e vitrificados.

O grupo SEM foi vitrificado durante esse intervalo “cultivo — vitrificagdo” do
grupo COM. Dessa maneira, o processo de vitrificagdo dos dois grupos foi
sequencial, onde o término do grupo SEM coincidia com o inicio da criopreservagao
do grupo COM.

3.3 - Vitrificacao dos embrioes.

3.3.1 - Composicao dos meios de vitrificagao e aquecimento.

SM - Solugdo de Manutencdo: TCM-199 Hank’s (Gibco BRL, Burlington, ON,
Canada) acrescido com 20% de SFB.

SV1 — Solugéo de Vitrificagado 1: SM acrescido de 7,5% etileno glicol e 7,5%
de DMSO

SV2 — Solugdo de Vitrificagdo 2: SM suplementado com 15% etileno glicol,
15% DMSO e 0,5 M de sacarose.

DV1 — Solugéo de Desvitrificagdo 1: SM acrescido de 1 M de sacarose.

DV2 — Solucgéo de Desvitrificagdo 2: SM acrescido de 0,5M de sacarose.



22

3.3.2 - Vitrificagao e desvitrificagao

Para a vitrificagao foram utilizadas as solugdes e o protocolo de acordo com a
metodologia desenvolvida por Kuwayama et al. (2005). Entretanto, as hastes e o
equipamento utilizado (Figura 2) foram adquiridos da Inga-med® (Maringa-PR,
Brasil). A solugdo de manutengédo (SM) foi usada para manutengao dos embrides
durante a vitrificacdo e aquecimento. Todas as manipulagdes foram realizadas em
temperatura ambiente (25 a 27°C). Todos os meios utilizados estavam em
temperatura ambiente, com excegéo da solugéo de desvitrificagdo 1 (DV1), aquecida
a 37°C.

FIGURA 2 - Haste de vitrificacdo do tipo Cryotop da Inga-med®
(esquerda). Caixa de vitrificacao de embrides (direita).

Os embrides eram retirados do cultivo em um maximo de 24 estruturas e
submetidos a 2 banhos seqlenciais em gotas de 150 ul de SV1, com tempo de
permanéncia de 9 a 15 minutos. Transcorrido esse tempo de equilibrio, 6 a 7
embrides eram transferidos para SV2, onde passavam por 3 banhos de 20ul cada,
perfazendo um tempo de 45 a 60 segundos.

Os blastocistos eram entao colocados nas hastes de vitrificagdo com auxilio de
micro pipeta de vidro com didmetro aproximado de 150 ym. Imediatamente apds a
deposicdo dos embrides nas hastes, 0 excesso de solugao era retirado deixando
somente uma fina camada sobre os embrides. A haste era submergida verticalmente

no nitrogénio liquido, onde permanecia por 30 minutos.
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A desvitrificagdo consistia em retirar a haste do nitrogénio liquido com auxilio
de uma pinga e mergulhar a extremidade contendo os embrides na DV1. Todas as
gotas tinham um volume de 150pl. Com movimentos rapidos, os embrides se
soltavam da haste e permaneciam na solugcdo por 1 minuto. Posteriormente eram
transferidos para uma solugdo menos concentrada (DV 2) durante 3 minutos.
Finalmente eram submetidos a duas lavagens em gotas de SM, permanecendo 5

minutos em cada gota.

3.4 - Delineamento Experimental.

3.4.1 Experimento 1 — Associagao da pressao hidrostatica e antioxidante em

blastocistos bovinos produzidos in vitro.

Nesse experimento foi avaliado o efeito da pressao hidrostatica associada ao
posterior cultivo com agentes antioxidantes na sobrevivéncia de blastocistos bovinos
produzidos in vitro (Figura 3). Para tal, BX e BL foram aleatoriamente divididos em
dois grupos e submetidos ou ndo a pressdo de 60 MPa, a 32°C, por uma hora,
segundo Siqueira Filho (2009). Apés esse periodo foram novamente divididos em
grupos, conforme descrito abaixo, e a taxa de eclosao e degeneracéo foi avaliada
em 24 e 48 horas.

Apo6s uma hora em cultivo ou na cdmara de presséo, os BX foram novamente
divididos ao acaso e separados em 4 grupos: (1) CONT (Controle) cultivo em meio
SOF; (2) BME — cultivo em SOF acrescido com 100uM de betamercaptoetanol; (3)
CYST - cultivo em SOF acrescido de 100uM de cisteamina e (4) BME + CYST —
cultivo em SOF acrescido de 100uM de BME e 100uM de CYST. O mesmo

procedimento foi realizado com os BL.

Nota-se, a partir de ent&o, a formagao de oito grupos por estagio embrionario
(BX e BL), onde se tem 2 grupos (SP - SEM e PH - COM) com 4 tratamentos cada

um.
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FIGURA 3 - Delineamento do experimento 1.

3.4.2 — Experimento 2 — Efeito dos antioxidantes no desenvolvimento

embrionario pés vitrificagao.

Esse experimento avaliou o efeito da adicao de diferentes antioxidantes no
meio de cultivo pos vitrificagao.

O delineamento é similar ao experimento 1, entretanto, apdés o periodo de
uma hora de cultivo pdés pressdo, os embrides foram submetidos ao processo de
vitrificagdo conforme descrito anteriormente. Os embribes do grupo SEM
permaneceram 1,5 h em cultivo sendo entdo vitrifcados. Os parametros avaliados
foram: taxa de eclosdo e taxa de degeneragdo com 12, 24, 48 e 72 horas apos o

aquecimento.
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3.4.3 — Experimento 3 — Antioxidante na taxa de prenhez de embrides

vitrificados.

A partir dos resultados do experimento 2, dois grupos foram escolhidos para
avaliar a taxa de prenhez: COM+CONT e COM+BME.

Foram utilizados 55 embrides produzidos a partir de ovdcitos de abatedouro,
inseminados com a mesma partida de um mesmo touro. Os BX de qualidade 1
foram divididos aleatoriamente em 3 grupos:

1- GRUPO CONTROLE FRESCO (CONT. FRESCO): Embrides produzidos
in vitro e transferidos a fresco.

2- GRUPO CONTROLE VITRIFICADO (CONT. VITRIF): Embrides
vitrificados e aquecidos conforme ja descrito. Permaneceram 12 horas em
cultivo antes da transferéncia.

3- GRUPO BME (BME): Embrides vitrificados e aquecidos conforme ja
descrito. Permaneceram 12 horas em cultivo com suplementagcdo de

100uM de betamercaptoetanol antes da transferéncia.

Todos os embrides foram envasados em H-SOF para a transferéncia.
As receptoras foram previamente sincronizadas e receberam embrido em D7,
considerando o dia do cio como DO. Nesse experimento foi avaliada a taxa de

prenhez com 30 dias e 60 dias.

3.4.4 Transferéncia de embridoes em escala comercial

A partir desses dados de prenhez, a empresa onde o experimento foi
realizado adotou o protocolo com o BME e passou a utiliza-lo como rotina nos
embrides vitrificados. Foram realizadas 79 transferéncias comerciais, onde se
primou por manter ao maximo o principio da aleatoriedade. Ou seja, os embrides de
cada acasalamento, raga, dentre outros fatores foram divididos em dois grupos;
controle vitrificado (CONT. VIT) e BME VIT.
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3.4.5 Analise estatistica

Todas as analises foram avaliadas utilizando o programa Prophet, versédo 5.0
(BBN Systems and Technologies, 1997).

Os dados relativos a taxa de eclosdao e degeneracdo para os diferentes
antioxidantes foram comparados utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Os dados
relativos ao efeito da presséo hidrostatica assim como estagio embrionario foram
comparados utilizando o teste de Mann-Whitney. Os resultados de taxa de prenhez
foram submetidos ao teste Chi- quadrado (x?) . Foram consideradas significativas

diferencas com P<0,05. Os resultados foram expressos em média £ D.P.

4. RESULTADOS

Foram utilizados 4560 ovocitos e produzidos 1924 blastocistos (42,2%) nos 3
experimentos, divididos conforme demonstra a Tabela 1. Entretanto, apenas
embrides de qualidade | foram considerados para os experimentos.

TABELA 1 — Produgao total de embribes nos 3 experimentos.

EXPERIMENTO OVOCITOS CLIV. % EMB. %
1- TOXICIDADE 1793 1455 81,1 701 39,1
2- VITRIFICAGAO 2445 1355 85,8 1088 44,5
3- TAXA DE PRENHEZ 322 254 79 135 41,9

CLIV= taxa de clivagem
EMB= taxa de producado de BX e BL

4.1 Experimento 1

No experimento 1 foram realizadas 6 repeticdes, totalizando 489 embrides.
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Os parametros avaliados foram taxa de eclosdo e degeneragcdo em 24 e 48

horas de blastocistos expandidos (BX) e blastocistos (BL) (Tabela 2).

TABELA 2 — Efeito da toxicidade dos antioxidantes associado a pressao hidrostatica.

TAXA DE ECLOSAO (MEDIA + D.P) %

TAXA DE DEGENERAGAO (MEDIA + D.P) %

GRUPO ‘ PRESSAO  EMBRIAO N

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
SEM BX 40 75,20 (10,03 93,06 (+ 11.08)" 0 2,78 (+ 6,80)"
CONTROLE BL 16 26,11 (+29,85)° 91,11 ( 14,40)® 0 8,89 (+ 14,40)°
coMm BX 43 74,31(£23,78)" 89,03 (+13,75)" ot 5,42 (+ 8,72)"
BL 17 13,89 (£22,15)° 44,44 (+32,77)® 13,89 (+22,15) 36,11 (+ 42,71°
SEM BX 43 90,35 (+8,06)" 97,92 (+ 5,10)* 0 ot
BME BL 18 20,0 (+24,49)° 87,5 (+ 20,92)° 0 4,17 (+ 10,21)°
coMm BX 44 81,12 (+19,12)" 97,92 (+ 5,10)* 0 ot
BL 19 19,72 (£24,50)° 84,17 (+20,10) 0 4,17 (+ 10,21)°
SEM BX 42 68,04 (+23,59)" 89,82 (+ 8,28)" ot ot
oysT BL 19 8,33 (+20,41) 52,50 (+33,73)® 8,33 (£20,41)° 25,0 (+ 22,36)°
coMm BX 44 69,62 (+11,03)" 93,68 (+ 6,99)" ot 4,23 (+6,63)"
BL 20 12,22 (+19,05)®° 71,67 (+40,21)°® 8,33 (20,41) 8,33 (+20,41)°
SEM BX 43 76,89 (+ 10,58)" 94,58 (+ 8,72)" 0 5,42 (£ 8,72)"
BME + BL 19  21,39(+19,45)® 61,39 (+23,34)® 0 3,33 (+ 8,16)°
cysT oM BX 44  82,78(+13,27)" 97,62 (+5,83)" o* 2,38 (+5,83)"
BL 18 35,28 (+ 24,50)° 80,0 (+40,0)® 3,33 (+ 8,16)° 3,33 (+ 8,16)°

(A,B) Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente.

Os valores de eclosao e degeneragao nao diferiram entre os grupos quando

se considera o estagio embrionario, ou seja, BX e BL. Entretanto, ao confronta-los

entre si, nota-se uma significancia estatistica, conforme simplifica a Figura 4, porém

sem a influéncia dos tratamentos.

Taxa de eclosdo

150 7
100 -
50 - b
0 - T
24 horas

a

48 horas

= BX

EBL

30 - Taxa de degenera%ﬁo
20 - b [
10 “V
a
0 I |
24 horas 48 horas

FIGURA 4: Taxa de eclosao e degeneragao de BX e BL em diferentes

momentos de cultivo apos adicdo de antioxidantes — experimento 1
(a,b) Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente
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A taxa de eclosdo média dos BX ficou em 77,2% com 24 horas e em 19,6%
para os BL. Com 48 horas, esses indices foram para 94,2% e 71,6%,
respectivamente. A taxa média de degeneragao foi maior para o estagio BL, com
4,2% em 24 horas e 11,7% com 48 horas, contra 0 e 4,2% dos embrides BX.

Esses resultados demonstram que ndo ha qualquer tipo de interagdo entre o
uso da pressdo hidrostatica previamente ao cultivo embrionario com substancias

antioxidante, como o B-mercaptoetanol e a cisteamina.

4.2 Experimento 2

O presente experimento utilizou 664 embrides em oito repeti¢coes, divididos e
analisados de maneira similar ao experimento 1, entretanto, os embrides foram
vitrificados 1 hora apos serem submetidos ou ndo a pressao hidrostatica.

A Tabela 3 compila as informag¢des gerais de taxa de eclosdo/degeneracgéo
nos distintos tratamentos. Ao comparar a variavel estagio embrionario, nota-se o
mesmo comportamento do experimento 1, onde ha uma diferenca estatistica em
praticamente todos os parametros avaliados.

As taxas de eclosdo e degeneragdo dos embrides BX foram similares em
todos os tratamentos submetidos. De forma resumida, as médias de eclosdo dos BX
foram de 34,84% com 12 horas de cultivo, 73,19% com 24, 93,34% com 48 e
95,39% com 72 horas. Ja as taxas de degeneragao foram de 0,5%; 0,52%; 1,36% e
2,63%, respectivamente.
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TABELA 3. Efeito dos antioxidantes no desenvolvimento embrionario pds desvitrificagdo submetidos ou ndo a pressao hidrostatica.

TAXA DE ECLOSAO (MEDIA + D.P) %

TAXA DE DEGENERAGAO (MEDIA £ D.P) %

ANTIOXIDANTE | PRESSAO EMBRIAO N 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas
SEM BX 63  34,31(¢20,30)" 77,86 (+10,71)* 95,14 (+6,92)" 98,61 (¢3,93)" o* o o o
CONTROLE BL 16 8,33(¢23,57)° 14,58(+27,37)° 50,0(x47,14)°  50,0(x47,14)° 16,67 (£23,57)° 3542 (+44,04)° 41,67 (+49,60)° 4583 (+46,93)°
VITRIFICADO com BX 63 3452(x19,76)" 78,39(x12,10)" 93,89(+6,82)" 95,28 (+6,79)" ot o? o? 3,33 (+ 6,42)"
BL 17 0° 10,42 (£ 19,80)°  25,0(x21,82)° 29,17 (£26,35)® 22,92 (+36,66)° 29,17 (+36,46)° 50,0 (+ 34,50)" 50,0 (+ 34,50)°
SEM BX 64 42,66 (£22,91)" 76,19 (£22,92)" 89,09 (+10,75)" 89,09 (¢ 10,75)" o* o 2,78 (+ 7,86)" 5,56 (+ 8,40)"
BMIE BL 18 625(£17,68)° 22,92 (£36,66)° 47,92 (+46,66)° 62,50 (£44,32)°  4,17(x11,79)® 833 (+23,57)° 27,08 (+39,78)° 27,08 (+39,78)°
coM BX 67 36,67 (+14,98)" 7435829 9886 (x3,21)" 98,86 (¢3,21)" 0 o* o* 1,14 (+ 3,21)"
BL 18 0° 27,08 (£35,57)® 39,58 (+41,73)° 52,08 (+43,13)° 0 12,50 (£23,15)° 35,42 (£44,04)° 43,75 (+42,67)°
SEM BX 65 3586 (+1552)" 76,24 (18,95 96,83 (+594)" 98,21 (¢5,05) o o o o
cysT BL 19 18,75(+25,88)®  250(¢+37,80)° 64,58 (£30,13)° 79,17 (£29,21)°  6,25(+17,68)°  6,25(+17,68)° 6,25 (+ 17,68)° 6,25 (+ 17,68)°
coM BX 66 29,27 (+24,73)" 63,22 (+13,51)" 88,13(x8,09)" 92,87 (+8,0) 2,08 (+5,89)"  2,08(+589)" 461 (+6,70)" 5,74 (+ 8,17)"
BL 20 4,17(¢11,79)® 10,42 (+19,80)° 52,08 (+33,85)° 56,25(+21,71)® 10,42 (+19,80)° 10,42 (+19,80)° 16,67 (£23,57)° 25,0 (¢ 28,17)°
SEM BX 65 28,52 (20,55 64,16 (+16,61)" 92,31(x9,28)" 93,70 (¢ 9,52)" o* o 1,39 (+3,93)" 3,17 (+ 5,94)"
VST + BME BL 19 6,25(x17,68)° 39,58 (£32,04)° 79,17 (£23,15)° 79,17 (+23,15)° 10,42 (+19,80)° 10,42 (+19,80)° 10,42 (+19,80)® 10,42 (¢ 19,80)°
coM BX 66 3693 (+16,42)" 7514 (£13,22)" 92,44 (x6,62)" 9653 (660"  208(+589)" 2,08 (+589)" 2,08 (+5,89)" 2,08 (+5,89)"
BL 18 625(£17,68)° 1875(£2588)° 72,92 (£23,46)° 72,92 (£23,46)° 417(x11,79)° 417 (x11,79)®  4,17(x11,79)° 833 (¢15,43)°

(A,B) Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente.
BME: 100 uM de beta-mercaptoetanol

CYST: 100uM de cisteamina

BME + CYST: 100uM de beta-mercaptoetanol + 100uM de cisteamina
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Ao avaliar apenas BL, nota-se um efeito positivo do uso de antioxidante
quando comparado ao controle. De acordo com a Tabela 4, o grupo BME + CYST foi
significativamente superior ao grupo controle dentro dos parédmetros 48 e 72 para
eclosdo e 24, 48 e 72 horas para degeneragao.

Ainda especificamente neste estagio embrionario, ha uma diferengca nos
grupos submetidos a presséo hidrostatica na avaliagéo - eclosdo 72 horas, onde o
grupo nao submetido ao estresse foi superior (Figura e Tabela 5).

80,00 -
70,00 -

60,00 -

50,00 - b
40,00 -

30,00 - == COM
20,00 -

10,00 -

0,00 - '
12 horas 24 horas 48 horas 72 horas

=0=SEM

FIGURA 5. Taxa de eclosao pds vitrificagdo de BL submetidos

ou nao a pressao hidrostatica

(a,b) Diferentes sobrescritos diferem significativamente.

SEM - nao passou pela pressao hidrostatica;

COM - passou por 1 hora de pressao hidrostatica com 60 MPa.

Quando os diversos grupos de antioxidantes s&o avaliados como um so, o
resultado foi ainda mais expressivo nos embribes BL. Ha uma diminui¢do
significativa na degeneragdo embrionaria em todos os momentos avaliados quando
o antioxidante é adicionado no cultivo pos desvitrificagcdo. A taxa de eclosdo também
foi influenciada positivamente nos tempos 48 e 72 horas (Figura 6).
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TAXA DE ECLOSAO (MEDIA + D.P) %

TAXA DE DEGENERAGAO (MEDIA £ D.P) %

ANTIOXIDANTE ‘ PRESSAO N 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas
CONTROLE SEM 16 833(:23,57) 14,58(27,37) 50,0 (+47,14)" 50,0 (+47,14)" 16,67 (£23,57) 3542 (+44,04)" 41,67 (+49,60)" 45,83 ( 46,93)
VITRIFICADO com 17 0 10,42 (+ 19,80) 25,0 (+21,82)" 29,17 (+26,35)" 22,92 (+36,66) 29,17 ( 36,46)" 50,0 (+ 34,50)" 50,0 (+ 34,50)"
- SEM 18 625(+17,68) 22,92 (+36,66) 47,92 (£46,66)° 62,50 (+44,32)"°  417(+11,79) 833 (¢23,57)"° 27,08 (+39,78)"° 27,08 (¢ 39,78)"°
coM 13 0 27,08 (£35,57) 39,58 (41,73)"° 52,08 (43,13)" 0 12,50 (£ 23,15)"® 35,42 (+ 44,04)"° 43,75 (+ 42,67)"°
oysT SEM 19 1875(:2588)  250(:37,80)  6458(£30,13)" 79,17 (£2921)"  625(x1768)  625(x17,68)°  6,25(17,68)"° 6,25 (+ 17,68)"°
COM 20 417(+11,79) 10,42 (+19,80) 52,08 (33,85  56,25(+21,71)" 10,42 (+19,80) 10,42 (+19,80)"° 16,67 (+23,57)"° 25,0 (+28,17)"®
CYST + BME SEM 19 625(x17,68) 39,58 (£32,04) 79,17 (£23,15)° 79,17 (£23,15)° 10,42 (+19,80) 10,42 (£ 19,80)° 10,42 (¢ 19,80)° 10,42 (¢ 19,80)°
COM 18  6,25(+17,68) 18,75 (+ 25,88) 72,92 (+ 23,46)" 72,92 (£23,46)° 4,17 (+11,79) 4,17 (£ 11,79)° 4,17 (+11,79)° 8,33 (+ 15,43)°
(A,B) Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente.
TABELA 5. Efeito da pressao hidrostatica no desenvolvimento de blastocistos (BL) p6s vitrificagao.
TAXA DE ECLOSAO (MEDIA + D.P) % TAXA DE DEGENERACAO (MEDIA £ D.P) %
PRESSAO ‘ ‘ 12 horas ‘ 24 horas ‘ 48 horas ‘ 72 horas ‘ 12 horas ‘ 24 horas ‘ 48 horas 72 horas
SEM 9.89 (£ 21.11) 25.52 (+ 33.33) 60.41 (+ 38.51) 67.70 (£ 37.61)" 9.37 (+ 18.42) 15.10 (+ 29.44) 21.35 (+ 35.73) 22.39 (£ 35.57)
com 2.60 (+ 10.46) 16.66 (+ 25.75) 47.39 (& 34.68) 52.60 (£ 32.55)" 9.37 (£ 22.38) 14.06 (+ 25.08) 26.56 (+ 34.36) 31.77 (+ 34.49)

(A,B) Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente
SEM - nao passou pela pressao hidrostatica;
COM - passou por 1 hora de pressao hidrostatica com 60 MPa.
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FIGURA 6 - Efeito do fator “antioxidante na taxa de
eclosdo e degeneragéo de BL bovinos

produzidos in vitro.
(a,b) Diferentes sobrescritos diferem
significativamente

4.3 Experimento 3

Nesse experimento, os BX foram divididos aleatoriamente em 3
grupos: CONT. FRESCO; CONT. VIT e BME VIT.

Todos os embrides foram submetidos a pressao hidrostatica antes
da vitrificagao.

Duas repeticbes foram feitas nessa etapa e um total de 55
embrides foram transferidos (Tabela 6). O diagnostico de gestagao foi
feito aos 30 e 60 dias pos TE.
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TABELA 6 — Taxa de prenhez de embrides vitrificados, cultivados ou ndo
com antioxidante.

GRUPO N P30 % P60 %

CONT. FRESCO 18 9 50 7 38,9
CONT. VIT. 18 4 22,2 3 16,7
BME. VIT. 19 7 36,8 6 31,6

CONT= grupo controle

VIT= vitrificado

BME= 100 uyM de beta-mercaptoetanol
P30= taxa de prenhez aos 30 dias
P60= taxa de prenhez aos 60 dias

A partir desses dados de prenhez, a empresa onde o experimento
foi realizado adotou o protocolo com o BME e passou a utiliza-lo como
rotina nos embrides Vvitrificados. Foram realizadas 79 transferéncias

comerciais (Tabela 7).

TABELA 7 — Taxa de prenhez aos 60 dias de embrides desvitrificados,
cultivados ou n&do com betamercaptoetanol em um sistema

comercial.
GRUPO N PRENHEZ %
CONTROLE VITRIF. 40 12 30

BME 39 14 35,9
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5. DISCUSSAO

Na primeira etapa desse trabalho objetivou-se avaliar o comportamento dos
embrides, em distintos estagios, submetidos ou ndo a PH, suplementados com
antioxidante no meio de cultivo pds aplicagcédo de presséo.

Os resultados mostraram que ndo houve interagao entre o uso da PH seguido
de cultivo embrionario com substancias antioxidantes. O uso da PH n&o influenciou
a taxa de eclosdo e de degeneragdo nesse primeiro experimento. Siqueira-filho
(2009) testou diferentes tipos de pressao e tempo em embrides bovinos. Observou
uma significativa melhora na taxa de eclosdo com 48 horas nos embrides
submetidos a PH por 1 hora e 60MPa. Em ovinos, resultados similares foram
descritos por Bogliolo (2010). Sabe-se que o uso da PH aumenta a expresséo
génica global, inclusive de genes relacionados ao estresse oxidativo (SIQUEIRA
FILHO et al., 2011). Por esse motivo, uma melhoria nos embrides submetidos a
pressdo hidrostatica quando comparado ao grupo controle € esperada, fato que nao
foi observado no presente trabalho.

Quando a variavel estagio embrionario (BX vs. BL) foi levada em
consideragao, houve significancia em todos os parametros analisados, como
demonstra a Figura 4. Além do numero de blastdbmeros viaveis, a cinética de
desenvolvimento embrionario é um dos parametros usados para competéncia
ovocitaria, o que explicaria o comportamento dos dados obtidos de estagio
embrionario. (RIZOS et al.,, 2002). A Tabela 2 mostra a diferenga nas taxas de
eclosdo e degeneracgéo entre BX e BL.

Siqueira filho (2009) obteve indices de eclosdo de 31,25% nos blastocistos
expandidos na avaliacdo “24 horas pos desvitrificagcdo”. No experimento 2 do
presente estudo, a taxa de eclosdo mensurada no mesmo momento foi de 78,39%
para o grupo controle submetido a pressao. O protocolo da PH utilizado foi o mesmo,
entretanto, a metodologia empregada para a vitrificagado foi baseada nos trabalhos
de Kuwayama et al., (2005). O material de suporte para a criopreservagao foi o
“criotop” e ndo o open pulled straw — OPS (VAJTA et al., 1998). Essas mudancgas
foram de grande relevancia para a melhoria nas taxas avaliadas em embrides BX.
Em contra partida, os resultados de ecloséo para BL relatados pelo mesmo autor
mostraram uma melhor eficiéncia (50% em 48 horas versus 25% do presente
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trabalho). Isso leva a crer em um possivel efeito deletério na metodologia aplicada
para vitrificar os embrides BL e sustenta, concomitantemente, o resultado paradoxal
encontrado na utilizagdo da presséo hidrostatica (Figura 5).

A pressdo hidrostatica ndo foi determinante no experimento 1 nem no 2,
exceto pela taxa de eclos&o “72 horas” encontrada no estagio BL (67,70% sem PH
versus 52,60% com PH). Esse dado € bastante contraditorio com a literatura.
Pribenszky e Vajta (2011) compilaram diversos resultados atribuidos ao uso da PH
em embrides de camundongos, bovinos, ovinos onde exibem melhorias devido a
pressao, fato que nao se aplica nesse estudo. Quando se trabalha com embrides de
alta qualidade, tem-se um maior numero de blastdbmeros, um botdo embrionario mais
evidente e um menor numero de células extrusas e/ou apoptoticas (RIZOS et al.,
2002). Isso torna o embrido mais resistente ao processo de criopreservagao,
dispensando assim, a utilizagcdo de agentes estressores prévios, como a PH.
Partindo da mesma linha de raciocinio, blastocistos possuem uma sobrevivéncia pos
desvitrificagcao bastante reduzida. Manipulagcbes excessivas nesses embrides podem
ser prejudiciais, o que explicaria o melhor resultado de BL “72 horas” sem PH do
experimento 2.

Ao analisar apenas os blastocistos expandidos nota-se uma similaridade nos
resultados, independentemente do tratamento pelo qual foi submetido (presséo e/ou
antioxidante - Tabela 3). Com isso, o parametro “estagio embrionario” deve ser
levado em consideracdo no momento em que o embrido sera vitrificado, uma vez
que os dados discriminados neste estudo mostram beneficios dessas ferramentas
apenas em embrides BL.

O processo de criopreservagao danifica boa parte dos blastbmeros e,
consequentemente, minimiza a viabilidade dos embrides. Isso se deve ao fato do
embrido adquirir uma fragilidade estrutural apds esse processo, principalmente por
ficar mais susceptivel a agado dos radicais livres - ROS (CAAMANO et al., 1996;
FEUGANG et al., 2004). Injurias na membrana e destruigdo da viabilidade celular
tém sido associadas ao estresse oxidativo (ALl et al, 2003). Tal estresse é
consequéncia de um desbalango entre produgdo/remogdo desses agentes
estressores — responsaveis por induzir uma vulnerabilidade mais acentuada em
embrides criopreservados (HALLIWELL et al., 1992). Compostos tiol de baixo peso

molecular, como a cisteamina e o -mercaptoetanol ajudam a manter o estado redox
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nas células e protegem contra danos oxidativos (CHANCE et al., 1979). Portanto, a
utilizacdo de tais compostos durante o cultivo embrionario pode melhorar o
desenvolvimento embrionario (BAGIS et al., 2010; HOSSEINI et al., 2009) e a
sobrevivéncia de blastocistos pos desvitrificagdo (NEDAMBALE et al., 2006).

O presente experimento demonstra claramente a influéncia da utilizagao de
substancias antioxidantes nas taxas de sobrevivéncia embrionaria de blastocistos
desvitrificados, principalmente em reduzir o indice de embrides degenerados (Figura
6). A taxa de degeneracéo de BL com 12, 24,48 e 72 para embrides cultivados com
ANTIOXIDANTE foi de 5,9%; 8,68%; 16,67% e 20,14%, respectivamente. Ja para os
embrides do grupo controle as taxas foram de 19,79%; 32,29%; 45,83% e 47,83%
(p<0,05).

Hosseini et al., (2009) demonstraram uma menor taxa de fragmentagdo de
DNA nos embrides suplementados BME durante o cultivo e pds desvitrificagao.
Nedambale et al., (2006) também citam uma melhoria na sobrevivéncia de
blastocistos desvitrificados e cultivados com BME, independentemente do meio de
cultivo utilizado (CR1, KSOM, SOF ou KSOM + SOF). Relatam também uma
diminuigdo no numero de células apoptéticas nos embrides cultivados pods
desvitrificagcdo com BME. Baseado nos resultados da literatura juntamente com o
comportamento similar dos BL no experimento 2, é possivel afirmar um efeito
extremamente benéfico da suplementagcdo de antioxidante na viabilidade
embrionaria.

Ao desmembrar o grupo ANTIOXIDANTE, nota-se que o tratamento BME +
CYST obteve melhor taxa de eclosdo de BL com 48 e 72 horas (76,04%) do que o
grupo controle (45,83%). O mesmo ocorre para taxa de degeneragao 24 horas, onde
o grupo BME + CYST teve 7,29% contra 32,29% do grupo controle. Apesar de
diversos trabalhos sugerirem 100pM de BME ou de cisteamina como a concentragéo
ideal para o desenvolvimento embrionario in vitro (FEUGANG et al., 2004
NEDAMBALE et al., 2006; TAKAHASHI et al., 1996; TAKAHASHI et al., 2002; ZHOU
et al., 2008), o uso concomitante de 2 compostos tiol mostrou-se mais eficiente. O
mecanismo de agao do (-mercaptoetanol e da cisteamina € o mesmo (DELEUZE e
GOUDET, 2010; ISHIlI, BANNAI, et al., 1981). Ambos aumentam a captacédo de
cisteina pela célula e, consequentemente, a sintese de glutationa. Em uma reviséo

sobre cisteamina, Deleuze e Goudet (2010) citam que a produgdo de glutationa
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aumenta durante a maturagdo, atingindo o pico quando o ovocito chega em
metafase Il. Entretanto, ela cai consideravelmente no comego do desenvolvimento
embrionario. Posto isso e partindo de um pressuposto de que o BME possui um
potencial antioxidante maior (em sua composicdo ha um radical hidroxila -OH na
extremidade, o que o torna extremamente reativo (SILVA et al., 2011)) o grupo BME
+ CYST foi melhor por possuir uma concentragdo maior de antioxidantes. Especula-
se que enquanto o BME eliminava os radicais livres por sua hidroxila, a cisteamina
aumentava a captacao de cisteina pelos blastémeros.

Cabe ressaltar, que nenhum dos tratamentos foi responsavel por melhorias
em embrides BX. Como citado anteriormente, a cinética de desenvolvimento
embrionario possui alta correlacdo com qualidade embrionaria. Os embrides
vitrificados em D7 encontravam-se, em sua maioria, no estagio de blastocisto
expandido (78%). A criotolerédncia, o numero de células, taxa de eclosdo e
degeneragdo s&o melhores nesse grupo embrionario. Portanto, ao criopreservar
embrides, o objetivo de tal procedimento deve ser muito claro, uma vez que
recomenda-se vitrificar os melhores embrides (o estagio embrionario € um ponto a
se considerar nesse momento). Para conservagao de germoplasma animal de ragas
ameagcgadas de extingdo e para vacas com mérito genético comprovado e com pouca
producdo de embrido, a criopreservacao de BL s&o justificaveis. Logo, os resultados
aqui demonstrados e discutidos possuem interessante aplicagéo.

A terceira etapa desse trabalho consistiu em transferir os embrides e avaliar a
taxa de prenhez com 30 e 60 dias. A escolha do BME para representar o tratamento
ANTIOXIDANTE foi pelo potencial de neutralizagdo de ROS. Sabe-se que a hidroxila
dessa molécula é altamente reativa. Todos os embrides foram submetidos a 60
minutos de PH, com 60MPa. Os resultados n&o diferiram entre si (Tabela 6). O
numero de transferéncias nao foi suficientemente alto para uma precisa avaliagao
estatistica. Entretanto, ao observar a taxa de prenhez, nota-se um indice satisfatério
para embrides produzidos in vitro criopreservados. A partir desses numeros, uma
quarta etapa foi proposta — transferir embrides de clientes GENEAL seguindo a
mesma metodologia proposta no experimento 3. Um total de 79 embrides foi
transferido (Tabela 7). Os embrides BX de cada acasalamento foram igualmente
divididos para o grupo controle e BME, para evitar um possivel efeito individual. Os
indices de prenhez aos 60 dias foram de 35,9% e 30% (BME e controle,
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respectivamente). A taxa de aproveitamento dos embrides vitrificados GENEAL com
relagdo aos transferidos foi de 81,5% (79/97). O numero de TE foi aquém do minimo
necessario para obter uma informagéo estatisticamente precisa. O grande entrave
de desenvolver pesquisas com taxas de prenhez consiste no modelo trabalhado,
pois o custo de manutencdo de receptoras e outros fatores tornam essa etapa
altamente onerosa. Ao juntar as informagdes de todas as transferéncias - 134, os
indices gestacionais sdo extremamente satisfatorios (34,5% - BME; 38,9% - Fresco
e 26% - Controle vitrificado) quando comparados aos dados da literatura: Stewart et
al., (2011) — 25,7%; Block et al., (2010) — 27,7%; Akiyama et al., (2010) — 34,8%.

A influéncia da adi¢cao de antioxidante foi relevante apenas para os embrides
BL. Uma etapa a ser seguida baseia-se em vitrificar os BL em D6, desvitrifica-los e
cultiva-los por 12 horas suplementadas ou n&do de antioxidante para posterior
avaliacdo nas taxas de prenhez. Dessa forma, a cinética de desenvolvimento
embrionario seria mais condizente - uma vez que a presenga de blastocistos no
sexto dia de cultivo € um bom indicativo de qualidade embrionaria — e o real efeito
dos antioxidantes poderia ser analisado. Em uma possivel constatacdo dos
resultados, essa proposta facilitaria muito a logistica de TE para embrides
vitrificados, pois dispensaria a necessidade de um técnico ir a campo apenas para
desvitrificar os embrides. O médico veterinario responsavel pela TE somente teria de

envasa-los.



39

6. CONCLUSOES

O parametro “estagio embrionario” deve ser levado em consideragdo no
momento em que o embrido sera vitrificado, uma vez que os dados discriminados
neste estudo mostram beneficios dessas ferramentas apenas em embrides BL.

S&0 necessarios testes complementares como analise da expresséo génica
de fatores relacionados ao estresse oxidativo, mensuracao de radicais livres na gota
de cultivo, transferéncia de um maior numero de embrides para que se alcance um

desfecho mais concreto quanto aos dados demonstrados.
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