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RESUMO

O tratamento com melatonina e a retirada do fluido da blastocele de blastocistos tem sido
sugeridos como potentes opcbes para melhorar o desenvolvimento e a viabilidade embrionaria
apos a criopreservacao de embrides de bovinos. O presente estudo testou essas alternativas
com o objetivo de melhorar a criotolerancia de embrides bovinos produzidos in vitro. Em
primeiro lugar, os efeitos da melatonina (MEL) foram avaliados em trés concentragdes no
meio de maturagdo (MIV) e/ou meio de cultivo (CIV) (0, 107, 10°, 10™ M). Os resultados
mostraram que MEL10® no MIV pode melhorar significativamente a taxa de clivagem. No
entanto, quando aplicado durante o CIV, MEL10™ resultou em melhores taxas de blastocistos,
reduzido nimero de células apoptoticas (NCA), maior expressdo de genes antioxidantes sem
alterar a expressdao de genes anti-apoptdticos e relacionados ao metabolismo e placentacgéo.
Depois, o tratamento de MEL com melhor resultado no primeiro experimento (MEL 10° M
no CIV) foi combinado com a retirada do fluido da blastocele (RFB) imediatamente antes da
vitrificagdo. Foram investigadas a qualidade e sobrevivéncia de embrides. Este estudo
confirmou que independente da RFB, a suplementacdo MEL no CIV melhorou a re-expansdo
e eclosdo dos embrides vitrificados. No entanto, embribes cultivados sem MEL necessitou de
maior periodo de recultivo para sua total re-expansdo. EmbriGes produzidos com MEL
tiveram similar NCA, independentemente da vitrificagdo e RFB. A RFB nédo afetou a
qualidade do embrido em termos de expressdo de genes envolvidos no metabolismo, estresse
oxidativo, reparo celular, placentacdo e implantacdo. Portanto, esta investigacdo conclui que:
(i) na concentracio de 10° M, MEL utilizada no CIV melhorou a qualidade e
desenvolvimento do embrido e, minimizou o estresse oxidativo e a apoptose celular; (ii) os
embrides cultivados com MEL, vitrificados e re-cultivados podem ser transferidos em menor
tempo; (iii) a RFB beneficiou a eclosdo quando os embrides foram cultivados com MEL no
CIV; (iv) embrides produzidos com MEL no CIV apresentaram melhor qualidade e
viabilidade, independentemente da RFB. Esta informacdo tem um valor potencial para

pesquisas sobre criotolerancia embrionaria.

Palavras-chave: Melatonina; retirada do fluido da blastocele; vitrificacdo; apoptose celular;

criotolerancia de embrides bovinos.
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ABSTRACT

Melatonin treatment and blastocoel collapse had been suggested to be potent options to
enhance embryo development and viability after cryopreservation of bovine embryos. The
present study tested these alternatives with the aim to improve cryotolerance of bovine
embryos produced in vitro. First, the effects of melatonin (MEL) were evaluated at three
concentrations in Maturation Media (IVM) and/or Culture Media (IVC) (0, 107, 107,
10" M). The results showed that MEL10® in IVM could improve slightly the cleavage rate.
However, when applied during IVC, MEL10™ resulted in improved blastocysts rates and
reduced numbers of apoptotic cells (NAC), a higher expression of antioxidative genes without
changing the expression metabolism-related, placentation and anti-apoptotic genes. After, the
MEL treatment giving the best result in first experiment (MEL 10° M in IVC) was combined
with blastocoel collapse (BC) immediatly before vitrification. The survival and embryo
quality were investigated. This experiment confirmed that independent of BC, MEL
supplementation in IVC enhanced re-expansion and hatching rates of vitrified embryos.
However, embryos cultured without MEL required more time during re-culture for all
expansion. Embryos produced with MEL had similar NAC irrespective of vitrification and
BC. BC did not affect embryo quality, in terms of the expression of genes involved in
metabolism, oxidative stress, cell repair, placentation and implantation. Therefore, this
research concluded that: (i) at 10° M concentration, MEL used during IVC improved embryo
quality and development, and it minimized the oxidative stress and apoptosis in cells;
(if) embryos cultured with melatonin, vitrified and re-cultured can be transfered in less time;
(iii) the blastocoel collapse benefited hatching when embryos were cultured with MEL in
IVC; (iv) embryos cultured in IVC with MEL showed better quality and viability, and
independently of BC. This information has a potential value for researchs on embryo

cryotolerance.

Keywords: Melatonin; blastocoel collapse; vitrification; cell apoptosis; bovine embryo

cryotolerance.
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KIUSKAI-WaAITIS)......c.viivieiicc et

Procedimento da retirada do fluido da blastocele: (A) O embrido é
posicionado e mantido na pipeta Holding, (B) a micropipeta com bisel é
inserida na regido do trofoectoderma para ndo lesionar a massa celular
interna e (C) o fluido da cavidade da blastocele € aspirado...........c..c.........
Abundéancia relativa de RNAm (médiaterro padrdo) dos genes
relacionados ao metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3) em
blastocistos eclodidos até 48 horas apds o aquecimento (3 pools com 15
Be cada um) de embribes produzidos in vitro com suplementacdo de
melatonina a 10° M no meio de cultivo (CIV+M10®) e com a retirada
do fluido da blastocele (CIV+M10° RFB). Ndo houve diferenca entre os
grupos (P > 0,05 pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney)............ccccovevveenene.
Abundancia relativa de RNAmM (médiaterro padrdo) dos genes
relacionados ao estresse oxidativo (HSPB1, HSPA5, HSP1Al, SOD2)
em blastocistos eclodidos até 48 horas apds o aquecimento (3 pools com
15 Be cada um) de embrifes produzidos in vitro com suplementacdo de
melatonina a 10° M no meio de cultivo (CIV+M10®) e com a retirada
do fluido da blastocele (CIV+M10™° RFB). N&o houve diferenca entre os
grupos (P > 0,05 pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney)..........c.ccceevevveneene.
Abundancia relativa de RNAmM (médiaterro padrdo) do gene
relacionado ao reparo celular (MSHG6), implantacdo (FOSL1) e
placentacdo (KRT8) em blastocistos eclodidos até 48 horas apds o
aquecimento (3 pools com 15 Be cada um) de embrides produzidos in
vitro com suplementacdo de melatonina a 10° M no meio de cultivo
(CIV+M10®) e com a retirada do fluido da blastocele (CIV+M10®
RFB). Nao houve diferenca entre os grupos (P > 0,05 pelo teste
Wilcoxon-Mann-Whithey)..........ccoeiiriiiniiiiese s
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A aplicacdo de técnicas de producdo, incluindo as biotecnologias ligadas a
reproducdo animal, contribuiu para o Brasil se destacar como um dos principais produtores
e exportadores de carne bovina, incrementar a producio leiteira % e tornar-se lider na
producio in vitro de embrides bovinos (PIVE) *.

A PIVE permite a formagdo de um novo individuo por meio da interacdo do
espermatozoide com o ovécito fora do trato reprodutivo feminino *. Esta biotecnologia tem
sido empregada comercialmente na bovinocultura no intuito de acelerar a producdo de
fémeas leiteiras, obter animais com bom rendimento de carcaca para producao de carne de
qualidade e acelerar o ganho genético em rebanhos de elite. Dentre as vantagens da PIVE
estdo: 0 aumento do nimero de embriGes produzidos em menor periodo de tempo, a
utilizacdo de fémeas pré-puberes, gestantes e ndo ciclicas e o melhor aproveitamento do
sémen sexado °. J4 as principais limitagdes incluem o baixo desenvolvimento dos embries
até blastocisto, a menor resisténcia dos embrides a criopreservacao, as perdas embrionarias
e fetais apos a transferéncia, os problemas no periodo periparto (distocias, mortalidade
natal e p6s-natal) e a ocorréncia de alteracdes congénitas °.

Apesar dos recentes avancos biotecnoldgicos, pesquisas tém sido direcionadas
para melhorar a eficiéncia da PIVE em relacdo a maturacdo, fecundacdo, desenvolvimento
embrionario e criopreservagdo .

Um dos principais obstaculos para a comercializacdo de embribes produzidos
in vitro é a baixa eficiéncia da criopreservacdo devido a menor criotolerancia desses

1516 Dessa forma,

embribes quando comparada com embrides produzidos in vivo
inovacOes na tecnologia de criopreservacdo de embrifes criam incipientes perspectivas
para um novo ciclo de expansdo da PIVE no Brasil, assim como a abertura de mercados
externos .

Deste modo, a baixa criotolerancia dos embriGes produzidos in vitro ¢ uma
consequéncia do sistema de producdo. A exposicdo a altas concentragfes de oxigénio
ambiente e consequentemente & acdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) #%°
promove lesdes nas mitocondrias e no reticulo endoplasmatico liso %° e altera a expressao

de alguns genes 2. Além disso, 0 processo de criopreservagdo aumenta a atividade das



EROS que, associada a presenca de agua na cavidade blastocele, pode prejudicar a
qualidade dos blastocistos durante a criopreservacdo devido a formacdo de cristais de

gelo %

Em decorréncia disso, a média de gestacdo e nascimentos de embribes
criopreservados € menor do que aqueles ndo criopreservados devido a morte embrionéria
precoce >,

Neste contexto, estudos tém relatado que a adicdo de antioxidantes tais como

| %1% ¢ melatonina 2* ao meio de maturacdo e/ou

vitamina C ', mio-inositol ®, resveratro
cultivo melhora a eficiéncia do desenvolvimento de embrides produzidos in vitro.
Pesquisas recentes demonstraram que o uso da melatonina em algumas etapas do sistema
de producdo in vitro * e a retirada do fluido da blastocele melhoram a criotolerancia e a
sobrevivéncia embrionaria apds o aquecimento *.

Embora seja conhecida a acdo benéfica da melatonina e da retirada do fluido da
blastocele no processo de criotolerdncia embriondria, a associagdo entre estas duas
estratégias ainda nao foi testada. Levando em conta estes aspectos, nossa hipotese é que a
associacdo da suplementacdo da melatonina e a retirada do fluido da blastocele melhora a

criopreservacao e, consequentemente a sobrevivéncia de embrides bovinos vitrificados.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas da producdo in vitro de embrides

Para a formacdo de um novo individuo no processo de PIVE sdo necessarias
etapas de colheita e maturacéo in vitro (MIV) dos ovdcitos, fecundacdo in vitro (FIV) e o
cultivo in vitro (CIV) de zigotos e estruturas embrionarias fora do Gtero animal, ao
contrario da classica transferéncia de embries 2°.

Embrides produzidos in vitro geralmente possuem menor nimero de células %
e ultraestrutura diferente dos produzidos in vivo, pois apresentam mais lipideos, menos

microvilosidades e mais debris celulares 272,

Estudos de quantificacdo de é&cido
ribonucleico mensageiro (RNAm) mostraram reducdo na taxa de expressao de diversos
genes de blastocistos bovinos produzidos in vitro, sugerindo que falhas nos processos de
transcricdo e traducdo reflitam em qualidade inferior desses embrifes em relacdo aos

embries produzidos in vivo %.



Assim, essas diferencas acarretam em menor taxa de prenhez apés a
transferéncia a fresco > e menor criotolerancia do embrido produzido in vitro devido ao
sistema de cultivo, estagio de desenvolvimento, qualidade do embrido e método de
criopreservagdo *°32,

Além disso, a criopreservacdo no sistema PIVE é fundamental, visto que a

producdo de ovécitos por doadora pode variar consideravelmente *

, 0 que dificulta a
estimativa de producdo de embrifes e 0 numero de receptoras necessarias. Atualmente,
mesmo utilizando os protocolos de transferéncia de embriées em tempo fixo, as receptoras
devem ser sincronizadas antes da aspiracdo folicular *. O uso do nGmero 6timo de

receptoras por doadora determina a producéo de prenhezes com menor custo *°.
2.2 Criopreservacdo de embrides

Os métodos de criopreservacdo podem ser por congelamento lento ou
vitrificacdo e resultam em prole saudavel, apesar dos embrides sofrerem consideraveis
danos morfolégicos e funcionais *°. Ambos sdo baseados em dois fatores principais:
crioprotetores (etilenoglicol, dimetilsulfoxido, glicerol e outros) e velocidades de
congelacao-descongelagéo.

A criopreservacdo de blastocistos € um desafio em virtude das suas
caracteristicas inerentes, tais como: 1) permeabilizacao lenta do crioprotetor no blastocisto,
em grande parte devido a forma multicelular; 2) zona pelucida que atua como uma barreira
fisiol6gica para a penetracdo dos crioprotetores e 3) presenca da blastocele que pode ser
inadequadamente desidratada durante a criopreservacdo. Por conseguinte, existe maior
probabilidade de danos pela formacdo de cristais de gelo resultante do processo de
criopreservacdo inadequado *.

A movimentacdo da agua e dos crioprotetores ocorre através da membrana
celular dos embrides por difusdo simples ou facilitada. A difusdo facilitada depende de
canais de membrana constituidos por proteinas como a aquoporina e sua expressao ocorre
ao longo do desenvolvimento embrionario. Logo, embrides mais desenvolvidos como
blastocistos expandidos apresentam proporcionalmente mais canais e maior
permeabilidade aos crioprotetores do que ovdcitos e embrides menos desenvolvidos como

morulas e blastocistos iniciais *.



Outro fator associado & baixa criotolerancia dos embrides produzidos in vitro
seria a maior quantidade de lipidio citoplasmético destes embrides ****2. Apesar de néo
estar claro por que e como ocorre esse acumulo de lipidios, ha evidéncias de que pode ser
influéncia da adicdo de soro fetal bovino ao meio de cultura ou pelo resultado de
anormalidades no metabolismo de energia do embrido, o que também afeta as propriedades

de estabilidade da membrana celular 32%,

Embora o acumulo de lipidios
intracitoplasmaticos possa prejudicar a criotolerancia, também apresentam um papel
fisiolbégico importante, uma vez que sdo potenciais reservatorios de energia para o
desenvolvimento pré-implantacdo inicial, antes da ativacdo do genoma embrionario **.

O processo de criopreservacdao também reduz o numero total de células
embrionarias viaveis, sendo que o método de vitrificacdo promove danos especificos na
massa celular interna, mas ndo altera o numero de células do trofoectoderma apds o
aquecimento *°. Contudo, a utilizacdo de soro no meio de cultivo como fonte proteica
aumenta o nimero de células do trofoectoderma e reduz a criotolerancia embrionéria .

A extensao da injuria da criopreservacdo depende de fatores como tamanho e
tipo celular, permeabilidade de membranas, qualidade e sensibilidade dos blastdmeros *'.

Assim, no intuito de melhorar a sobrevivéncia dos embrides produzidos in vitro
gue sd0 mais sensiveis a criotolerancia que os produzidos in vivo *° e buscar alternativas ao
congelamento lento que é um processo demorado e necessita de uma maquina de
congelagdo 8, a vitrificacdo tornou-se o método mais eficiente para congelé-los, uma vez
que expbe os embribes por um curto periodo de tempo a altas concentracGes de

crioprotetores .
2.2.1 Vitrificacdo de embrides

A vitrificagdo é o método de criopreservacdo que proporciona rapida saida da
maior parte da dgua presente dentro das células embrionérias, deixando-as suficientemente
desidratadas e permeaveis aos crioprotetores. Durante o resfriamento, os crioprotetores
formam uma solucéo viscosa que faz com que a agua se solidifique em estado vitreo, sem a
ocorréncia de cristais de gelo *®. Estudos recentes demostraram que embrides vitrificados
em estagio de desenvolvimento mais avancado apresentaram maiores taxas de

sobrevivéncia *°.



Dentre os varios dispositivos criados para reduzir o volume do crioprotetor
toxico e o contato rapido com o nitrogénio liquido, o mais usado atualmente para a
vitrificacdo de embrides bovinos é o Cryotop *°. Este método utiliza uma haste de
polipropileno para a deposicdo dos embriGes e mostrou melhores taxas de eclosdo 48 horas
ap6s o descongelamento, tanto em embrides produzidos in vivo quanto in vitro 3%,

O processo de vitrificacdo aumenta a atividade de EROS, que promove lesdes
nas mitocondrias e no reticulo endoplasmatico liso 2°. Além disso, altera a expressdo de
alguns genes, mas em menor extensdo que o método lento **. Dentre as variaveis que
reduzem a taxa de sobrevivéncia embrionaria apds a criopreservagdo, o nimero de celulas

apoptéticas foi a que apresentou maior correlagdo °2°3

. Quando se comparou a taxa de
apoptose de blastdmeros em embriGes bovinos produzidos in vitro frescos e vitrificados

verificou-se aumento médio de 20,3% para 40,8% °2, respectivamente.
2.3 Estresse oxidativo

O desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e 0s agentes
antioxidantes é denominado estresse oxidativo ou desequilibrio redox. Durante a
criopreservacdo, embrides também estdo susceptiveis a danos oxidativos %°. Dentre as
principais causas da baixa eficiéncia da producdo in vitro de embrides esta a continua e
excessiva producdo de EROS associada a deplecdo da concentracdo intracelular de
glutationa (GSH) ***°.

2.3.1 Espécies reativas de oxigénio (EROS)

O termo "espécies reativas de oxigénio” ¢ aplicado aos radicais livres e seus
intermediarios ndo-radicais. Os radicais livres sdo definidos como espécies que contenham
um ou mais elétrons desemparelhados. E esta camada de elétrons incompleta que confere a
sua elevada reatividade. Os radicais livres podem ser gerados a partir de muitos elementos,
mas 0s mais importantes em sistemas bioldgicos sdo aqueles envolvendo oxigénio e
nitrogénio *°. Os radicais livres mais comuns do oxigénio séo o superéxido, o peréxido de
hidrogénio e o radical hidroxila *'.

Em condigdes basais, EROS séo produzidas durante o metabolismo aerdbico e

participam dos processos fisiologicos para a manutencao de vérias funcbes bioldgicas 96:57



Entretanto, a abundancia de EROS pode ter efeitos deletérios sobre as funcgdes celulares,
pois ocorre desequilibrio redox. Assim, na tentativa de tornarem-se estaveis, as células
adquirem elétrons a partir de acidos nucleicos, lipidios, proteinas, hidratos de carbono ou
qualquer molécula proxima, 0 que causa uma cascata de reacOes e resulta em danos
celulares e até apoptose ***°. Adicionalmente, as EROS agem como sinais no controle da
expressdo génica para regular funcdes celulares .

Fisiologicamente, o equilibrio entre EROS e antioxidantes organicos tem
importante papel também em processos reprodutivos tais como foliculogénese,
esteroidogénese ovariana, maturagdo do ovacito, ovulacdo, formacéo e funcdo do corpo
luteo, lutedlise, funcdo das células germinativas, embriogénese, implantacdo embrionaria,
manutencdo da gestacdo e inicio do parto ¥°"°!. Reflexo disso é a presenca das enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase
no oviduto de mamiferos, as quais auxiliam no controle da geracdo de EROS no trato
genital, o que pode ser um fator determinante para o sucesso da fertilizacdo e da
implantagéo ®% %,

A manutencdo do equilibrio redox intra e extracelular é fundamental para
proporcionar ambientes adequados para a expressdao metabdlica e génica durante o

desenvolvimento embrionario *°.
2.3.2 Controle antioxidante da producao de EROS

A producéo intracelular e a propagacdo de EROS séo controladas por sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos altamente complexos e integrados, que inibem
a formacéo e a acdo oxidativa das EROS e reparam os danos causados pelos metabdlitos
resultantes do desequilibrio redox ®>.

As células sdo protegidas contra danos oxidativos induzidos por EROS por
varios antioxidantes ndo enzimaticos presentes na dieta tais como &cido ascorbico
(vitamina C), tocoferol (vitamina E), selénio, zinco, taurinas, hipotaurinas, caroteno, acido
lipdico e compostos ti6is (cistina, cisteina, cisteamina e beta-mercaptanol) ¢’

O sistema de protecdo enzimatico inclui a SOD que catalisa o radical
superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio; as peroxirredoxinas que degradam o

peréxido de hidrogénio; a catalase que age sobre o peroxido de hidrogénio produzindo



agua e oxigénio; e o sistema glutationa redutase/peroxidase que é o principal mecanismo
de defesa contra as EROS .

2.3.2.1 Sistema glutationa redutase/peroxidase

A glutationa, potente antioxidante, € considerada crucial para manter o
equilibrio redox intra e extracelular e estd presente na forma reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) *.

A acdo protetora da glutationa contra as EROS é facilitada pela interacdo de
duas enzimas. A glutationa peroxidase, uma enzima antioxidante contendo selénio, catalisa
a reducdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) e perdxidos de lipidios na presenca de GSH,
que € convertida a GSSG. Esta € entdo reduzida pela glutationa redutase na presenca de
fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NADPH), a qual é gerada principalmente
na via das pentoses fosfato (Figura 1). Qualquer desequilibrio neste processo resultara em
menor concentracdo intracelular de GSH, favorecendo o estresse oxidativo ®°.

Além da protecdo contra lesdes oxidativas em células e embrides, a GSH tem
muitas funcBes importantes na sintese de acido desoxirribonucleico (DNA), transcrigéo,
ciclos celulares, atividade das citoquinas e apoptose. Desta forma, exerce papel
fundamental no processo de maturacdo dos ovécitos, na fertilizacdo e na fase de

desenvolvimento pré-implantacdo do embrigo ®.

2GSH + H0, SSHPereXdee_, GSSG + 2H,0
GSSG + NADPH + H* SSHrediee_, 5GgH + NADP*

FIGURA 1 — Reagdes quimicas da acdo protetora da glutationa via
dismutag&do do perdxido de hidrogénio.
Fonte: Adaptado de Luberda (2005)

O desenvolvimento embrionario € influenciado pela relacdo do estado redox
intra e extracelular com a sintese de GSH e de DNA. A sintese e secrecdo de GSH no
liquido tubario indica que o equilibrio redox do ambiente intra e extracelular também é
importante no desenvolvimento embrionario in vivo ®°, o que torna essencial a inclusio de

antioxidantes no sistema in vitro.



2.3.3 Uso de antioxidantes na producéo in vitro de embrides

A producdo e a qualidade embrionaria sdo afetadas principalmente pela
qualidade do ovécito imaturo e pela composicdo do meio de maturacdo . A maturacio
ovocitaria completa envolve a maturacdo nuclear, com extrusdo do corpudsculo polar e
reinicio da meiose; maturacdo citoplasméatica, onde ocorre rearranjo de organelas; e
maturacdo molecular, com aumento na producdo de RNAm e moléculas importantes para o

futuro embrido .

Dessa forma, para que essas etapas ocorram fisiologica e
cronologicamente corretas, 0 meio de maturagdo é vital para a maturagdo nuclear, clivagem
e formagcdo de blastocistos "°.

Durante o cultivo in vitro, os embrides ficam expostos a altas concentracdes de
oxigénio ambiente, o que afeta negativamente o desenvolvimento embrionario
precoce *3'° As condigdes do CIV expdem ovdcitos, espermatozoides e embrides & agdo
das EROS, uma vez que sem a protecdo da tuba uterina, a producdo de antioxidantes é

reduzida e ocorre o desequilibrio redox 3¢’

, causando efeitos deterioradores no reparo do
DNA, organizacéo do fuso mitético e maturacdo do ovécito *°. Assim, é importante manter
0 equilibrio do estado redox intracelular através do aumento do nivel de GSH,
proporcionando melhores condicdes para o desenvolvimento do embrido .

Baseado nas condi¢des fisioldgicas, uma estratégia para minimizar o estresse
oxidativo é o cultivo dos embrides sob baixa tensdo de oxigénio, visto que reduz a
producdo de radicais livres e melhora o desenvolvimento embrionério > "°.

A inclusdo de antioxidantes ou eliminadores de radicais livres no meio de
MIV "®"" e no meio CIV também pode reduzir o estresse oxidativo e promover melhores

condicbes de desenvolvimento embrionéario 2*'

e também melhorar a resposta a
criopreservacdo 2. Outra alternativa é a adicdo de antioxidantes aos meios de recultivo
apos a criopreservacdo para reduzir a producdo de radicais livres e minimizar o estresse

oxidativo gerado pelo sistema .

2.4 Melatonina

Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é derivada do aminoacido triptofano

e sintetizada pela glandula pineal e outros locais extra-pineais como olho e ovario &.



Embora a melatonina tenha varias agdes fisioldgicas importantes, incluindo o
controle dos ritmos circadianos, indugdo do sono, regulacdo da reprodugdo sazonal e

82

melhorar a resposta imune °¢, a funcdo mais béasica estd relacionada as suas acOes

antioxidantes que protegem os organismos de estresse oxidativo, incluindo o sistema
reprodutor ®%, Tem sido utilizada com diversas finalidades terapéuticas no ser humano %%,
inclusive melhorar a qualidade ovocitaria e embrionaria em diversas espécies
animais 8,11,78,85790l

As funcdes ovarianas podem ser influenciadas pela melatonina, tanto que a sua
concentra¢do no fluido folicular ovariano é maior que no plasma, sendo que na espécie
bovina varia de 25 a 30 pg/mL, dependendo do didmetro do foliculo *’. Esse composto
altera a atividade esteroidogénica das células da granulosa e a funcéo folicular através do
aumento da expressdo de RNAm de receptores de hormdnio luteinizante (LH) nas células

da granulosa "%

, exercendo portanto, um importante papel na ovulagdo e na producao de
progesterona 2.

A verificacdo de que a melatonina atua livrando as células dos radicais livres
tem ampliado a compreensdo de seus mecanismos benéficos sobre a fisiologia reprodutiva.
No processo de ovulacdo, por exemplo, a melatonina quando esta presente na quantidade
adequada pode atuar nas EROS, as quais sdo produzidas localmente durante o processo e
parecem ter um papel essencial na ruptura do foliculo. No entanto, o excesso de EROS
neste momento da ovulacdo, também pode ser responsavel por estresse oxidativo, fator que

pode danificar as células da granulosa e ovécitos dentro do foliculo %.
2.4.1 Melatonina como antioxidante

A melatonina atua diretamente sobre as EROS, estimula a a¢do de enzimas
antioxidantes enddgenas como a SOD, a glutationa redutase e a catalase, e inibe a acao de
enzimas pré-oxidantes como a cicloxigenase *. Embora as aces diretas de eliminacdo de
radicais livres da melatonina sejam realizadas sem a interacdo com receptores especificos,
seus efeitos estimuladores sobre as enzimas antioxidantes séo provavelmente mediados por
receptores de membrana ou sitios de ligacdo nucleares ou no citosol %.

A estrutura quimica hidrofilica e hidrofobica da melatonina que confere sua
acdo antioxidante (Figura 2). A presenga do anel indol heterociclico e as duas cadeias

laterais proporcionam a capacidade de retirar radicais livres pela adicdo de radicais
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hidroxila (OH), pela doacdo de elétrons ou de atomos de hidrogénio, substituicdo de
4tomos de hidrogénio por radicais OH ou pela ligagdo ao 6xido nitrico %

CH,0 CH,— CH,— NHCO — CH;

FIGURA 2 — Estrutura quimica da melatonina.
Fonte: Tan et al. *

Grande parte da sua eficiéncia in vivo pode ser atribuida & cascata de
metabdlitos antioxidantes que a melatonina produz °*. Ao contrario da maioria das
pequenas moléculas bioldgicas antioxidantes tais como a vitamina C (acido ascérbico),
a-tocoferol (vitamina E), &cido lipdico, etc., a melatonina ndo faz ciclo redox, mas sofre
um rearranjo molecular, removendo eficazmente o elétron livre do sistema (Figura 3).

Cada um destes produtos de rearranjo é também um potente antioxidante **°

, que aumenta
a regulacao de enzimas antioxidantes e reduz a concentracdo de enzimas pré-oxidantes e
pro-inflamatorias. Assim, mesmo em baixas concentracbes, a melatonina torna-se

altamente eficiente na protecdo de organismos ao estresse oxidativo '

radical neutro

CH .
/<3H3 /A 3 melatoninil CH
NH™ Yo NH O CHa
I HsC s
(6] | \ . 3(‘) H o) \f
N RN @ © R N
H EROS g EROS OH 3-hidroximelatonina ciclica
melatonina radical cation melatonina radical superdxido l 2H"
CYP450 CH3 O N 2 EROS
EROS CH
NH, O /K 3
(0]
NH
Oligbmeros AMK
AMMC e AMNK
| EROS o.
CHj
6-h|dr0X|meIaton|na AMK AFMK

FIGURA 3 — Transformacdo da melatonina pela atividade antioxidante. EROS=espécies reativas de
oxigénio; CYP450=citocromo P450; AMK=N-acetil-5-metoxikinuramina;
AFMK=N!-acetil-N>-formil-5-metoxikinuramina; AMMC=3-acetamidometil-6-
metoxicinnolinona; AMNK=N-acetil-5-metoxi-3-nitrokinuramina.

Fonte: Adaptado de Johns e Platts '
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A maior parte destes processos envolve mais de uma espécie reativa ao
oxigénio por passo, de modo que uma molécula de melatonina poderia eliminar até
10 espécies de radicais antes do metabdlito final 2.

A melatonina possui ainda acdo reparadora sobre moléculas oxidadas porque
aumenta as concentracdes de enzimas de reparagédo de DNA como a APEX1 em condigdes
de estresse oxidativo e nitrosativo ‘%' Adicionalmente, combate os efeitos deletérios do
envelhecimento das mitocondrias pela manutencdo da homeostase da GSH e producéo de
adenosina trifosfato (ATP) ®'% uma vez que o DNA mitocondrial é um alvo importante

de radicais livres 1.
2.4.2 Melatonina na producao in vitro de embrides

A atividade antioxidante e anti-apoptdtica da melatonina no processo de

99,101

producdo in vitro de embrides tem sido alvo de estudos Dependendo das

concentracdes utilizadas pode melhorar o desenvolvimento pré-implantacdo e

107 78,108 87,109

a criotolerancia de embrifes humanos ~', camundongos , 0vinos , suinos %,

bufalos &, coelhos * e bovinos 1%,

2.4.2.1 Adicéo de melatonina ao meio de maturagédo

O processo de maturacdo compreende uma série de eventos nucleares e
citoplasméticos que preparam o ovécito para a fecundacdo ***. A maturacdo nuclear refere-
se a retomada da primeira meiose (préfase 1) até a fase de metéafase Il 2. Na maturacéo
citoplasmatica ocorrem processos complexos e eventos simultdneos como a sintese de

protefnas '3 114

, modificacdes moleculares ™, migracdo e reorganizacdo de organelas no
citoplasma **°. Somente ap6s sofrer maturacdo completa o ovécito adquire competéncia,
ou seja, torna-se capaz de ser fecundado, suportar o desenvolvimento embrionério e induzir
a gestacao M.

A producdo de GSH afeta diretamente a maturagdo citoplasmaética, pois tem
importante papel na formacéo e estabilizagdo do fuso mitético em ovécitos maturados BA
adicdo de melatonina ao meio de MIV esta relacionada a elevadas concentragdes de GSH e

116,117

a melhor eficiéncia da maturacéo até a formacao do blastocisto em camundongas e

em bovinos .
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A adicdo de melatonina ao meio de MIV para melhorar a producédo de

116,118 119

embrides produzidos in vitro tem sido reportada em camundongos , suinos 7,

ovinos "® e bovinos *?**?'. Protege as células do cumulus de danos no DNA %%, mas ha
variacdo nos resultados de desenvolvimento embrionario in vitro em bovinos '1?21%,
Nesta espécie, o desenvolvimento de embriGes produzidos in vitro e o namero de células
por blastocisto pode variar dependendo da concentracdo de melatonina utilizada no meio
de MIV ™7,

A maturacdo de complexo cumulus-ovocito (CCO) de camundongas necessita
de baixa concentracdo de melatonina (10 nM) em comparacdo com ovocitos sem células
do cumulus (10 a 100 pM) *2*. Para ovécitos ovinos, a adicdo de 10° M de melatonina ao
meio de M1V melhorou a maturacio e a taxa de clivagem, mas na concentragdo de 10° M
esse efeito ndo foi verificado °. Para ovécitos bovinos, as concentragdes de 10° M e
10" M mostraram melhores resultados "’

Os receptores de membrana para melatonina estdo presentes no sistema
reprodutivo de mamiferos . Em bovinos, receptores para a melatonina 1 (MT1) e 2 (MT2)
podem ser identificados em ovécitos, células do cumulus, células da granulosa ’’, mas nos
blastocistos somente MT1 é expresso 2. A maior parte da resposta no receptor MT1
ocorre em baixas concentragdes de melatonina, mas a resposta mediada por MT2 ocorre

em concentracdes mais elevadas %

Consequentemente, estudos mostram que a
suplementacdo de 10 ou 50 ng/mL de melatonina ao meio de MIV melhorou a maturagéo
nuclear e a expansdo das células do cumulus %,

Os efeitos benéficos da melatonina sobre a maturacdo do ovocito bovino séo
mediados por receptores de membrana tais como 0 agonista do receptor de melatonina
(IIK7), enquanto o antagonista do receptor de melatonina (luzindol) bloqueia estes efeitos.
Estudos tém mostrado que a suplementacdo de melatonina durante a maturacdo do ovocito
bovino aumenta significativamente as expressfes de genes associados a maturacao
ovocitaria (GDF9, MARF1, DNMT1a) e de genes relacionados com a expansao das células
do cumulus (PTX3, HAS1/2) .

Adicionalmente, o conhecimento deste antioxidante no processo de maturacao
contribui para novas informacGes sobre criopreservacdo de ovOcitos, uma vez que a
suplementacéo de melatonina a 10° M no meio de MIV diminuiu significativamente a
producdo de EROS e inibiu eventos apoptdticos de ovocitos bovinos vitrificados,

aumentando o seu potencial de desenvolvimento **’.
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2.4.2.2 Adigéo de melatonina ao meio de cultivo de embrides

A manipulacdo de embriGes durante o cultivo in vitro em concentracdes de
oxigénio aumenta o risco de exposicdo a quantidades elevadas de EROS e radicais livres
que afetam negativamente o desenvolvimento embrionario precoce **'°. A apoptose
durante o desenvolvimento pré-implantacdo do embrido desempenha papel fundamental na
eliminagdo de células defeituosas, mas pode induzir maior perda de células normais *%,
parcialmente devido as condicées de cultivo .

A melatonina tem sido relatada como fator chave para melhorar as condic6es
de cultivo in vitro de embrides pré-implantacdo devido a sua capacidade de eliminar

8 ® e como agente anti-apoptético °. A

radicais livres '°, atuar como antioxidante
suplementacdo de melatonina no meio de CIV nas concentracGes de 10 a 50 uM resultou
em maior taxa de clivagem e de embrides bubalinos transferiveis, quando comparado com
5 uM e o tratamento controle . Para embrides de coelhos, a adicdo na concentracéo de
10 M aumentou a taxa de blastocistos, mas em menor concentracdo (10° M) as taxas de
blastocisto e eclodibilidade 48 horas pés-inseminacao foram mais altas *°.

Quando embrides bovinos foram cultivados com melatonina, foi necessario
aumentar sua concentragdo (107 M) até o segundo dia de cultivo com posterior reducéo do
terceiro ao sétimo dia de cultivo (10° M) para obter maior producéo e eclodibilidade de
blastocistos. Ambas concentracdes produziram aumento no ndmero de células por
blastocisto em relagdo ao grupo controle, refletindo em melhor qualidade embrionéria .
Essa melhora na qualidade dos embrides cultivados em meio contendo melatonina
relaciona-se com a reducdo da producdo de EROS e da apoptose celular durante o
desenvolvimento embrionario ",

Quando adicionada na concentracdo apropriada para o cultivo in vitro, a
melatonina regula negativamente a expressdo de genes pro-apoptéticos (p53, Bax,
caspase-3) e positivamente a expressdo de genes anti-apoptéticos (Bcl-2, Gpx4,
SOD1) 18 Assim, os embrides produzidos in vitro tornam-se mais habilitados para a
implantacdo, aumentam as chances de sobrevivéncia pds-natal e, com isso, 0 numero de
crias por fémea *®.

Os beneficios da adicdo da melatonina ao meio de CIV relacionam-se a
cinética de desenvolvimento in vitro de embrides e a melhor a qualidade dos blastocistos,

refletindo em maior criotolerancia e sobrevivéncia embrionéria apés o aquecimento *2.
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Embrides bovinos cultivados em meio contendo melatonina (107 M) apresentaram maiores
taxas de eclosdo e menor taxa de mortalidade até 72 horas do recultivo apds o
aguecimento, um indicativo de maior criotolerancia **.

Um dos principais mecanismos envolvidos na criotolerancia proporcionada
pela melatonina é o de modificar a expressdo de importantes genes envolvidos no
desenvolvimento embrionario. H& aumento na expressdo de genes requeridos para
metilacdo celular (DNMT3A), proteinas de membrana (OCC) e conectividade celular
(CDH1), além da reducdo da expressdo do gene aquoporina (AQP3), o que conduz ao

aumento da resisténcia a apoptose *2.
2.4.2.3 Adicdo de melatonina ao meio de recultivo apds aquecimento embrionario

A resisténcia do embrido a criopreservacdo, verificada pela qualidade e
capacidade de sobrevivéncia ap6s 0 aquecimento esta diretamente relacionada ao sistema
de PIVE !, Uma alternativa para melhorar a sobrevivéncia embrionéria pés-aquecimento
é a adicdo de antioxidantes ao meio de CIV durante o recultivo 33213,

Antioxidantes exdgenos aumentam a chance dos embriBes, inclusive os de
baixa qualidade, alcancarem o desenvolvimento até blastocisto. Entretanto, a incluséo de
antioxidantes durante o CIV ndo é suficiente para manter o estado redox desses embrides
durante o periodo critico apds o aquecimento, necessitando de nova fonte exdgena de
antioxidante durante esta fase 2. Para embrides de camundongas **" e ovinos '%° a adicdo
de melatonina ao meio durante o recultivo pds-aquecimento parece ser dose-dependente.
Baixas concentracdes de melatonina (10”° M) melhoraram o desenvolvimento e qualidade
dos embribes apo6s vitrificacdo e propiciaram aumento do ndmero de células da massa
celular interna e do trofoectoderma. A quantidade de glutationa e a expressdo do gene anti-
apoptético Bcl-XL aumentaram, sendo que o indice apoptoético foi reduzido nos
tratamentos com 10° e 10™2 M. A agdo da melatonina na reducéo do estresse oxidativo
pode proteger os embrides produzidos in vitro vitrificados, exercendo efeito benéfico sobre
o desenvolvimento do embrido apds vitrificacéo .

Também para embrides ovinos o aumento de embrides viaveis apos o cultivo
pés-aquecimento foi verificado quando a concentragdo de melatonina foi baixa (10° M).
Em altas concentracdes (10 e 10° M) observou-se reducdo no nimero de células e baixas

taxas de re-expansao e eclosd@o, assim como efeitos negativos sobre o metabolismo dos
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embrides, os quais mostraram elevado indice apoptotico e oxidativo e baixa concentracdo
de ATP 1%,

25 Retirada do fluido da blastocele

Vérios estudos tém demonstrado que as taxas de sobrevivéncia embrionaria
podem aumentar apds a retirada do fluido da blastocele (RFB) antes da
criopreservagdo *****%" Blastocistos expandidos contém a blastocele repleta de liquido, o
que causa danos aos embrides por favorecer a formacdo de cristais de gelo durante a
criopreservacdo ¥ e reduzir as taxas de desenvolvimento embrionério **°. A reducéo da
quantidade de fluido da blastocele antes da criopreservacdo reduz a formacdo de cristais de
gelo e minimiza as injdrias celulares causadas durante a criopreservagdo *"**. Estudos
com embriBes humanos, apés vitrificacdo e aquecimento, mostraram que a taxa de
sobrevivéncia de blastocistos expandidos com blastoceles intactas foi inferior aquela de
blastocistos iniciais devido a substituicdo incompleta de agua por crioprotetores na
blastocele ***. A reducdo artificial do fluido da blastocele com o auxilio de uma
micropipeta imediatamente antes da vitrificagdo elevou a taxa de sobrevivéncia e a taxa de
gestacdo de blastocistos expandidos humanos **>3%1% Além disso, pesquisas 313714
relatam que a retirada do fluido da blastocele também favorece a sobrevivéncia
embrionaria apés o recultivo.

Em bovinos, a RFB de blastocistos produzidos in vitro e oriundos de
transferéncia nuclear de células somaéticas, tanto em fase de eclosdo ou ja eclodidos,
aumentou a taxa de sobrevivéncia apds a vitrificagdo e aquecimento e proporcionou
aumento no nimero total de células com reducdo no nimero de células apoptdticas =.
Anadlises feitas por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), embrides
bovinos expostos a reducdo do volume de liquido da blastocele diminuiram a expressdo do
gene pré-apoptdtico Bax e aumentaram significativamente a expressdao do gene anti-
apoptotico Bel-XL (P < 0,05). Além disso, as taxas de prenhez e nascimentos obtidas pela
inovulacdo de blastocistos produzidos in vivo e criopreservados tanto pelo método lento

quanto pela vitrificacdo foram maiores quando houve a RFB **’,
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2.6 Técnicas de avaliacao da qualidade ovocitaria e embrionaria

A maturacdo ovocitaria é fundamental para o sucesso da fecundacdo e
desenvolvimento do embrigo 2. Neste contexto, atividade metabélica da mitocondria tem
sido associada ao desenvolvolvimento ovocitario e embrionario 1'%,

O estado oxidativo tem sido utilizado como metodologia para estimar o risco
de danos oxidativos e disfuncdes associadas ao desenvolvimento do embrido. Sua deteccéo
e mensuracdo, direta ou indireta, tais como a geracdo de espécies reativas de oxigénio,
quantidade de glutationa intracelular, danos ao DNA ou expressdo de genes, ajudam a
desenvolver estratégias para prevenir ou minimizar as disfun¢bes oxidativas durante o

desenvolvimento embrionario %014,

2.6.1 Espécies reativas de oxigénio e glutationa

A avaliagdo do estresse oxidativo pela mensuragdo da concentracdo de
glutationa e EROS em ovdcitos e embrides frescos e vitrificados tem sido relatada em
diversas espécies 1817143146 Elavadas concentragdes de GSH e baixa produgéo de EROS
estdo associadas com melhor desenvolvimento e viabilidade embrionaria 4.

Sondas constituidas por derivados de fluoresceina e calceina reduzidas sdo
permeaveis as células e servem como indicadores de EROS. Formas quimicamente
reduzidas e acetiladas de 2,7-diclorofluoresceina e calceina sdo ndo fluorescentes até que
0S grupos acetato sdo removidos por esterases intracelulares e a oxidag¢do ocorra dentro da
célula. A oxidacdo destas sondas pode ser detectada pelo aumento da fluorescéncia com
um citdmetro de fluxo, fluorimetro, leitor de microplacas ou microscopio de fluorescéncia,
utilizando fontes de excitacdo e filtros apropriados para a fluoresceina *’. Como os
corantes sao suscetiveis a foto-oxidacdo, sempre que possivel condi¢cbes de pouca luz
devem ser utilizadas para aplicacdes de microscopia de fluorescéncia **.

As sondas fluorescentes para deteccdo de GSH foram concebidas para passar
livremente através da membrana celular. No entanto, uma vez dentro da celula séo
transformados em produtos de reacdo celular impermeaveis. Contém um grupo clorometil
ou bromometil, que reage com grupos tiol, utilizando uma reacdo mediada por glutationa-

S-transferase. Na maioria das células, as concentracfes de glutationa sdo elevadas e
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glutationa-transferase é ubiqua. As células carregadas com a fluorescéncia séo observadas
sob espectros de emiss&o de 464 nm e excitagdo de 371 nm **°.

2.6.2 Potencial da membrana mitocondrial (PMM)

A maturagdo ovocitaria € caracterizada por varios eventos sincronizados e
interdependentes no citoplasma e no ntcleo ™. Durante este processo, as mitocondrias
sofrem numerosas alteracdes, incluindo distribuicdo dentro do citoplasma, mudanca na
funcio metabodlica e aumento no nimero de copias do DNA mitocondrial **°. Além disso, o
estado metabolico de mitocondrias, que se reflete em grande parte na magnitude do
potencial da membrana mitocondrial e na producdo de ATP, também esta associada com a
qualidade dos ovdcitos. Dessa forma, o aumento no PMM é um passo essencial para a

151

maturacdo de ovocitos 7, uma vez que uma maior producdo de ATP produz taxas

significativamente maiores de desenvolvimento até blastocisto **°.

Assim, como o status e a atividade das mitocondrias sdo fatores determinantes
na qualidade do ovacito, a relacdo entre tratamentos durante a maturacao in vitro e o estado
mitocondrial tem sido relatada *°2 >,

O PMM mensurado pelo indicador de fluorescéncia da atividade
mitocondrial ***>* possibilita a relacdo entre um bom desenvolvimento ovocitario e

embrionéario e a atividade metabdlica da mitocondria 141142

, Visto que é menor em ovocitos
imaturos do que o observado em ovécitos maturados 2.

A sonda MitoTracker® Orange CMTMRos contém uma porcdo clorometil
moderadamente reativa com tiol para identificacdo de mitocondrias. Apds incubacdo, a
sonda se difunde passivamente através da membrana plasmatica e se acumula nas
mitocondrias ativas. Desta forma, a intensidade de fluorescéncia da atividade mitocondrial

pode ser observada sob espectros de emissdo de 576 nm e excitacdo de 554 nm **°,

2.6.3 Analise TUNEL

O desenvolvimento embrionario pré-implantacdo é um processo dindmico, que
envolve naturalmente a proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose **°. A apoptose é
uma forma de morte celular programada e tem importante papel no desenvolvimento

embrionario e na homeostase. Caso ocorra de forma desproporcional em relagdo aos
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blastbmeros intactos, pode reduzir a viabilidade e o potencial de desenvolvimento do
embrido 2. Dessa forma, a apoptose é uma das principais variaveis para a avaliagdo da

salde do embrido 8

, € por ser a resposta celular final em condi¢bes sub-Gtimas e
diferentes tipos de estresse que o embrido pode sofrer durante o processo de congelamento
e descongelamento *’. Sua ocorréncia em grande nimero é também um importante
indicador dos danos causados pela criopreservacdo aos embrides bovinos **%,

A reacdo de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated
dUTP nick end labeling) permite a deteccdo in situ de células apoptoticas por identificacdo
de extensos fragmentos de acido desoxirribonucleico DNA gerados por atividade
desoxirribonuclease (DNase) endégena durante o processo apoptético **°. E o método mais
frequentemente usado para a deteccdo de células apoptoticas em diferentes estagios de
embribes mamiferos com base na observacdo morfologica de caracteristicas comuns da
apoptose, incluindo a condensacdo ou a fragmentacdo do nucleo ou a determinagdo da

presenca de produtos especificos de degradacdo de DNA 6%,

2.6.4 Expressdo de genes

O desenvolvimento pré-implantacional de embrides in vitro é caracterizado por
uma série de eventos, além de ser uma fase de grande sensibilidade e muito influenciada
pelo ambiente de cultivo *%2. Este dinamico processo de controle do desenvolvimento
embrionario inicial é regulado pela expressao diferencial de genes ou pelo padrdo de
expressio de genes %,

O conhecimento em nivel molecular das vias de controle de expressdo de genes
nos embrifes auxilia nas respostas de muitos questionamentos e também permite
quantificar o que realmente esta acontecendo ***.

Dentre as ferramentas utilizadas para analise do padrdo de expressdo de genes,
a transcricdo reversa quantitativa em tempo real pela reacdo em cadeia da polimerase
(RT-gPCR) é uma das técnicas de quantificagdo com maior acuracia, sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade, sendo o método mais usado atualmente para a detec¢do
e quantificacio *°1%°.

Dado a grande sensibilidade que o RT-gPCR possui em detectar pequenas
mudancas na abundancia de genes transcritos nos blastocistos bovinos produzidos in vitro,

€ necessaria a normalizacdo dos dados utilizando genes de controle endégeno conhecidos
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» 166 para aumentar a acuracia e minimizar os erros,

constitutivos ou “housekeeping genes
recomenda-se a utilizacdo de no minimo trés genes de referéncia *’. Estes precisam ser
validados, pois o padrdo de expressdo de genes de embrides produzidos in vitro é
influenciado pelas condicbes de cultivo e pelo método de producdo do embrido
(fertilizacdo in vitro, injecdo intracitoplasmatica, transferéncia nuclear). Para embrides
produzidos in vitro, 0os genes constitutivos utilizados como referéncia que apresentam
maior estabilidade sdo: HMBS/SF3A1l, HPRT1, GAPDH, ACTB, H2A, PPIA, SDHA,

EEF1A2, YWHAZ2, respectivamente °°.
2.6.4.1 Metabolismo celular

A glicose é o principal substrato energético para o embrido apo6s a
compactacdo. Evidéncias indicam que o metabolismo do embrido e captacdo de glicose
podem ser afetadas pelo sistema de cultivo devido a mudancas no padrdo de genes
transportadores de glicose 1 (SLC2A1) e 3 (SLC2A3) 11168,

O gene SLC2A1 (Bos taurus solute carrier family 2, member 1) esta localizado
em células do trofoectoderma em blastocistos bovinos ** e envolvido no metabolismo
celular e no transporte de glicose ao longo das membranas basolaterais *"°. Uma expressao
mais elevada de SLC2A1 e melhor qualidade morfoldgica estdo relacionadas em embriGes

11 & cultivados com melatonina . Estudos demostraram

menor expressdo do SLC2AL foi encontrada em embrides partenogenéticos *'> e em

bovinos produzidos in vitro

blastocistos produzidos in vitro criopreservadas por vitrificacdo e congelamento lento em
comparacdo a embrides frescos. Sugere-se que sua menor expressdo reduza a
disponibilidade de glicose para o metabolismo embrionario pds-descongelamento e,
consequentemente a qualidade dos embriges .

SLC2A3 (Bos taurus solute carrier family 2, member 3) € um marcador muito
sensivel para as condi¢cBes de sub-Gtimas de cultivo e que esta associado com a méa
qualidade dos embrides ™. Este gene foi mais expresso em embrides produzidos in vitro
que in vivo *”3. Adicionalmente, uma forte tendéncia para a maior expressio de SLC2A3
em embriBes bovinos criopreservados foi observada em embrides pos-eclosdo de 14 dias

quando comparados com embrides frescos in vitro e in vivo "4,
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2.6.4.2 Estresse oxidativo

2.6.4.2.1 Protecdo enzimatica celular

Os genes da familia da enzima superoxido dismutase (SOD) estdo relacionados
com a protecdo enzimatica celular. E expresso quando ha aumento na producio de EROS
para catalisar o radical superéxido em oxigénio e peréxido de hidrogénio .

A adicdo de antioxidantes na PIVE tem relacionado o aumento de SOD com
melhor qualidade embrionéria *™. Fischer et al. 1’® relataram que a melatonina aumenta a
expressao de importantes enzimas antioxidantes como a SOD que protegem o DNA contra
danos oxidativos.

A melhor eficiéncia de implantacdo de embrides cultivados com melatonina foi
associada com o aumento da expressdao do gene de SOD durante o desenvolvimento in
vitro de embrides ",

A atividade da SOD1 aumentou em embrides frescos e vitrificados de coelhos
e bovinos cultivados com melatonina, contribuindo para a melhor qualidade e viabilidade
embrionaria 24",

A suplementacdo do MIV com peroxiredoxin 2, uma proteina importante no
inicio do desenvolvimento embrionario, aumentou a competéncia e o0 potencial
desenvolvimento dos ovocitos e a qualidade dos embrides, incrementou a atividade
mitocondrial e alterou a expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento embrionério
antioxidante (SOD2) e atividade mitocondrial *"".

A expressdo do gene SOD2 (Bos taurus superoxide dismutase 2) esta
relacionada com a atividade mitocondrial e a producdo de EROS. Estudos tém mostrado
que o aumento das EROS em embrides produzidos in vitro ocasiona um aumento na
expressdo de SOD2 sem afetar a qualidade do embrido ™.

Como o processo de criopreservacdo eleva as concentracdes de EROS %, o
aumento na expressao de SOD2 ocorre como protecdo contra condi¢Ges adversas no meio,

permitindo um melhor desenvolvimento de embrides produzidos in vitro ",

2.6.4.2.2 Proteinas de choque térmico

Grande parte da mudanca na funcdo celular que leva a termotolerancia envolve

ativacéo de genes para proteinas de choque térmico e de outras protefnas .
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Essas proteinas de protegdo como a HSPB1, HSP1A1l e HSPAS interagem com
outras proteinas para prevenir a sua agregacdo e para assegurar a localizacdo celular
adequada **.

HSPB1 nédo é essencial no desenvolvimento embrionario e na manutencao de
tecidos sob condicdes fisiologicas. No entanto, sob condi¢des de estresse, atua em sinergia
com HSPA1l no desenvolvimento da termotolerancia, sendo fundamental na protegdo
celular contra a apoptose *&*.

Embrides bovinos em estagio de morula submetidos a 40°C aumentaram a
expressdo do gene HSPB1 em comparagao com o grupo mantido em cultivo a 38,5° C %2,

Expresséo elevada de HSP1ALl foi detectada em embries produzidos in vitro
quando comparado com embrides produzidos in vivo. E provavelmente benéfica para os
embrides em desenvolvimento, pois pode protegé-los e ser indicativo de maior qualidade
dos embries produzidos in vitro ",

A expressdao de HSPAS5 é uma reposta induzida pelo estresse do reticulo
endoplasmatico (ER) e necessaria para a proliferacdo celular e protecdo da massa celular
interna durante o desenvolvimento de embrido de ratas . Maior quantidade de RNAm de
HSPADS foi observada em células do cumulus de ratas submetidas a elevadas concentragdes
de &cido palmitico como indutor de estresse e foi relacionada com a restauracédo do reticulo
endoplasmético liso e da homeostase celular ¥,

A expressdao de HSPAS também esta associada ao cancer de mama de alto
grau, assim como eventos metastaticos **. Na doenca de Alzheimer, HSPA5 desempenha
um papel de suporte para a progressdo da fosforilagdo e da neurodegeneragdo. Assim,

HSPAS representa um alvo para a terapéutica contra o cancer, virus e Alzheimer .

2.6.4.2.3 Reparo celular

Os organismos vivos sofrem constantes danos no DNA por diversos agentes
ambientais, incluindo raios ultravioleta e radiacdo ionizante. Para minimizar estes danos
especificos existe uma maquinaria enzimatica trabalhando *®.

O sistema de reparo de erros do DNA (MMR) é um mecanismo de pos-
replicacdo responsavel por corrigir pequenas falhas de insercdo/delecdo e trocas de base
Gnica no DNA. E constituido por um complexo de proteinas formado por MSH2, MLH1,
PMS2, MSH3 e MSH6. O sistema de reconhecimento de erros MutSa e MutSb é formado
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pelos respectivos heterodimeros hMSH2/hMSH6 e hMSH2/hMSH3. O complexo MutSa
participa de reparos de bases Unicas e pequenos erros de insercdo/delecdo, no entanto o
complexo MutSb reconhece insercdo/delecdo maiores que um par de base. Estes
complexos interagem com um complexo de duas proteinas do MMR multirrelacionadas
MLH1-PMS2. Estas observacdes sugerem que mutagdes no MSH3 ou MSHS6, isoladas ou
combinadas, podem resultar em defeitos no MMR e levar a predisposicao ao cancer %,

MMR é essencial para prevenir instabilidades do tipo microssatéelite pos-
replicacdo, visto que células com o sistema de reparo defeituoso tém altas taxas de
mutacéo e formacéo de tumores. Dependendo do dano ao DNA, o sistema de reparos pode
interromper o ciclo celular e induzir apoptose como resposta a quimicos carcinogénicos e
estresse oxidativo **°,

A quebra da dupla fita de DNA é mais propensa a causar a falha do sistema de
reparo devido a falta da fita complementar. Este DNA lesado pode ocasionar a parada do
ciclo celular e apoptose ou causar instabilidade cromossomal e carcinogénese quando ha
acumdlo de reparos errados ¥’

O sistema de reparos no DNA de gametas é de extrema importancia. A resposta
é similar aos multiplos danos no DNA e inclui MSH6, MRE11A, PCNA e ATR, sendo que
a expressdo é reduzida em ovécitos humanos velhos %1%,

Estudos recentes demonstraram que zigotos com a primeira clivagem rapida
(29,5 horas pds-inseminacdo) tém um maior potencial de desenvolvimento até blastocisto
viavel quando comparado a zigotos com clivagem tardia (46 horas pods-inseminacao).
Diferencas nos padrdes de expresséo de genes estdo associadas direta ou indiretamente na
regulacdo do ciclo celular, resposta a danos no DNA, controle da transcricdo e fatores de

desenvolvimento pré-implantacional como o gene MSH6 %,

2.6.4.2.4 Implantacdo

Membros da familia da proteina FOS (FOS, FOSB, FOSL1 e FOSL2) estdo
envolvidos em processos de invasdo celular mediante controle de genes que afetam a
locomogéo celular, particularmente em células cancerigenas, mas também na biologia do

trofoblasto 19319,
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A proteina FOSL1 (Fos-like antigen 1) faz parte da proteina de ativacdo 1
(AP-1) do complexo do fator de transcricdo. Esta envolvida numa variedade de processos
celulares, incluindo proliferacdo, diferenciagdo e apoptose celular 19319,

Embora tenha sido demonstrado que a ativacdo desregulada de AP-1 causa a
formacdo de tumores, a maior expressdo de RNAm de FOSL1 e a deteccdo da proteina
Fra-1 pode ser mais preditivos de atividade oncogénica ***.

A expressdo de FOSB esta presente no trofoblasto extravilo e altos niveis séo
detectados no sinciciotrofoblasto. No entanto, € a FOSL1 que participa da regulacdo da
invasdo do trofoblasto em espécies com placentacdo hemocorial **. A via de sinalizag4o
PIBK/AKT/FOSL1 esta relacionada ao comportamento invasivo do trofoblasto e a
remodelagem vascular. FOSL1 mostra atuacdo integral direta no estabelecimento do
reconhecimento materno-fetal '°. Alteracdes na expressdo do FOS e FOSL1 implicam em
invasdo desordenada do trofoblasto e complicaces obstétricas associadas & placenta *%.

O fator de transcricdo FOSL1 foi encontrado com expressdo acentuada em
embribes vitrificados, sugerindo esta ser uma via de ativacdo de protecdo celular ou

apoptose induzida por danos celulares %

2.6.4.2.5 Placentacéo

A queratina, proteina do filamento intermediario das células epiteliais faz parte
da familia de proteinas do citoesqueleto e sdo expressas de forma coordenada em pares
especificos em varios epitélios. A KRT18 é uma proteina do citoesqueleto que é
encontrada junto com a KRT8 no epitélio simples, formando um heterodimero, que forma
os filamentos intermediarios ***.

As queratinas do tecido epitelial tem envolvimento nas funcdes de suporte
estrutural, citoarquitetura, resposta ao estresse, regulacdo de vias de sinalizacdo da

apoptose, sintese de proteinas, distribuicio organelas e vesiculas %, tamanho e

proliferacdo celular %°2%.

A expressdo do gene da queratina é amplamente estudada no cancer, doengas
genéticas em humanos e ratos e dao indicios que mudancas na expressdo de determinadas
queratinas tém impacto direto na formacéo do tumor **. As proteinas KRT8 e KRT18 sido

essenciais para manutencao da integridade estrutural, mas também atuam em fungdes nao
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mecanicas como a modulacdo da adesdo das células epiteliais e a motilidade durante o
desenvolvimento e formacao de tumores 2",

Estudos também demonstram a importancia das queratinas no desenvolvimento
embrionario pré-implancional e no estabelecimento da gestacdo. As primeiras queratinas
sintetizadas no embrido parecem modular o comportamento celular durante o
desenvolvimento. A expressdo da proteina KRT18 foi detectada em mdrula, sendo que no
estddio de blastocisto é predominantemente expresso nas células do trofoectoderma e
pouca ou nenhuma expressdo na massa celular interna. O KRT18 € detectado nos locais de
contato célula-célula no trofoectoderma e esta envolvido na sua diferenciacéo **.

A expressdo de KRT8 é maior em celulas do cumulus de embrides que
cessaram seu desenvolvimento (2 a 8 células ou ovocitos de baixo potencial de
desenvolvimento) quando comparada com células do cumulus de embrides de alto
potencial de desenvolvimento, ou seja, que desenvolveram até estagio de blastocisto 2.

A expressdo de KRT8 € menor em embrifes produzidos in vivo do que
in vitro 2 e é maior em bidpsias de blastocistos que resultaram em reabsorgdo quando

comparado a embrides que levaram a gestaco a termo %,

3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

Avaliar o efeito da adi¢cdo de melatonina aos meios de maturacdo e/ou cultivo
sobre a qualidade de embrides bovinos produzidos in vitro e criopreservados, expostos ou

nao a retirada do fluido da blastocele.

3.2 Especificos

v Adequar a melhor concentragdo de melatonina para 0 meio de maturagdo e
para 0 meio de cultivo (Capitulo 2);

v Estudar o efeito da melatonina sobre a qualidade ovocitaria e/ou
embrionaria (Capitulo 2);

v" Verificar em qual etapa do processo PIVE a adicdo de melatonina é mais

benéfica - maturacdo e/ou cultivo (Capitulo 2);
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v" Avaliar o desempenho de embrides produzidos in vitro com melatonina no
processo de vitrificagdo (Capitulo 3);

v’ Estudar o efeito interativo da adicdo de melatonina no sistema PIVE e a
retirada do fluido da blastocele sobre as taxas de sobrevivéncia e apoptose celular apos
vitrificacdo embrionéaria (Capitulo 3);

v" Verificar o efeito da melatonina sobre a expressdo de genes relacionados a

qualidade embrionaria (Capitulo 3).
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CAPITULO 2 — EFEITOS DA MELATONINA NA REDUCAO DO ESTRESSE
OXIDATIVO EM EMBRIOES BOVINOS CULTIVADOS IN VITRO

RESUMO

Técnicas modernas de reproducdo animal permitiram ao Brasil tornar-se lider na producéo
de embrides bovinos. No entanto, um dos problemas da producédo in vitro de embrides
(PIVE) é a producdo de espécies reativas de oxigénio. Para minimizar seus efeitos,
antioxidantes geralmente s&o utilizados durante o0 processo. Estudos recentes
demonstraram que a melatonina, devido a sua acgdo antioxidante, poderia melhorar a
qualidade e criotolerdncia embrionaria. Contudo, ainda ndo esta claro qual é a melhor
concentracdo e da fase da PIVE em que € mais necessaria. Neste intuito, avaliou-se 0s
efeitos da melatonina no meio de maturacdo e cultivo in vitro no desenvolvimento
embrionario bovino sob diferentes concentracdes (0, 107, 10°, 10™ M). A melatonina a
10 M adicionada ao meio de cultivo aumentou a taxa de blastocistos de melhor qualidade
com menor numero de células apoptéticas. Além disso, verificou-se maior expressao de
genes antioxidantes (SOD2), sem alteragdo na expressdo de genes relacionados ao
metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), placentacdo (KRT8) e expressdo de genes
ligados ao estresse celular (HSPB1). Esta mesma concentracdo adicionada no meio de
maturacao proporcionou melhor taxa de clivagem e um aumento quantitativo no nimero de
embrides produzidos. Ao associar a melatonina a 10° M ao meio de maturacéo e cultivo,
houve reducdo na taxa de blastocistos e aumento no nimero de células apoptéticas. Os
resultados obtidos neste estudo confirmam que a concentracdo 6tima de melatonina e a
etapa da producdo in vitro de embrides que ela € utilizada interferem diretamente no
desenvolvimento e na qualidade embrionaria, sendo fundamental no cultivo in vitro para

minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo.
Palavras-chave: Desenvolvimento embrionario; PIVE; apoptose celular; SOD2.
INTRODUCAO

Em condi¢Oes basais, as espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo produzidas

durante o metabolismo aerobico e participam dos processos fisioldgicos para a manutengdo
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de vérias fungdes bioldgicas e reprodutivas, atuando desde a capacitacdo espermaética, na
fertilizagdo e durante a gestacdo . Entretanto, a abundancia de EROS pode ter efeitos
deletérios sobre as funcdes celulares, pois ocorre desequilibrio redox ®. As células séo
protegidas contra danos oxidativos induzidos por EROS por varios antioxidantes nao
enziméaticos * e enzimaticos tais como a glutationa (GSH) e a superéxido dismutase
(SOD) °.

Durante o cultivo in vitro, os embrides ficam expostos as altas concentracdes
de oxigénio ambiente, o que afeta negativamente o desenvolvimento embrionario

6,7

precoce . Nestas condigdes, ovdcitos, espermatozoides e embrifes sdo expostos as

EROS, uma vez que, sem a protecdo da tuba uterina, a producdo de antioxidantes é
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reduzida e ocorre desequilibrio redox ™°, causando efeitos deterioradores no reparo do

DNA, na organizacdo do fuso mitético e na maturacéo do ovécito '. Assim, é importante
manter o equilibrio do estado redox intracelular, proporcionando melhores condi¢des para
o desenvolvimento do embrio °.

O estado oxidativo tem sido utilizado como metodologia para estimar o risco
de danos oxidativos e disfuncdes associadas ao desenvolvimento do embrido. A deteccéo e
mensuragdo do estresse oxidativo, direta ou indireta, utilizando medidas tais como a
geracdo de EROS, quantidade de GSH intracelular, danos ao DNA ou expressdo de genes
ajudam a desenvolver estratégias para prevenir ou minimizar as disfunces oxidativas
durante o desenvolvimento embrionério 322,
A inclusdo de antioxidantes ou eliminadores de radicais livres ao meio de

10,11

maturacao e ao meio de cultivo pode reduzir o estresse oxidativo e promover melhores

12,13

condigdes de desenvolvimento embrionario A melatonina  (N-acetil-5-

metoxitriptamina) tem sido alvo de estudos para a producdo in vitro de embribes

14,15 12,16,17

humanos e de animais como camundongos , ovinos *8, suinos **%, bufalos %,

22,23 11,13,24,25

coelhos e bovinos , pois atua diretamente sobre as EROS, estimula a acéo de
enzimas antioxidantes endégenas como a SOD, a glutationa redutase e a catalase, € inibe a
acdo de enzimas pré-oxidantes como a cicloxigenase %.

Entretanto, os resultados da atividade antioxidante e anti-apoptdtica da
melatonina no processo de PIVE variam, pois dependem da concentragdo e do momento
que este antioxidante é adicionado.

Dessa forma, avaliou-se o efeito de diferentes concentracfes de melatonina ao

meio de maturacdo e/ou cultivo in vitro no desenvolvimento embrionario bovino por meio
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da mensuracdo da taxa de blastocistos, glutationa, espécies reativas de oxigénio, potencial
da membrana mitocondrial, apoptose dos blastdmeros e expressdo de genes relacionados

ao metabolismo, estresse oxidativo e placentagdo nos embrides produzidos in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os meios de maturagdo, fecundacdo, CAP e cultivo utilizados neste estudo
foram adquiridos da empresa Progest Biotecnologia em Reproducdo e Saude Animal Ltda,

visto que cada lote é previamente testado com ovarios de abatedouro.

Composicdo dos meios

Meio de maturag&o — Meio TCM 199 com sais de Earle e L-glutamina (Gibco®, Invitrogen
Co, Grand Island, NY, USA) e suplementado com 10% soro fetal bovino (v/v), 0,2 mM
piruvato, 5 mg/mL horménio luteinizante (Lutropin-V®, Bioniche Co., Belleville, ON,
Canada), 1 mg/mL horménio foliculo estimulante (Folltropin®, Bioniche Co., Belleville,

ON, Canada), 75 pg/mL amicacina e 1mM cistamina.

Meio de fecundacdo — TALP-FIV suplementado com 6 mg/mL albumina sérica bovina
(BSA)-livre de acidos graxos, 0,2 mM piruvato, 30 pg/mL heparina, 20 uM penicilamina,
10 uM hipotaurina, 1 uM epinefrina e 75 pg/mL amicacina.

Meio CAP — Meio tamponado Tyrode's HEPES, suplementado com 0,2 mM piruvato e

75 pg/mL amicacina.

Meio de cultivo — SOFaa 2’ suplementado com 2,7 mM mio-inositol, 0,2 mM piruvato,
2,5% soro fetal bovino (v/v), 5 mg/mL BSA-livre de acido graxo, 75 ug/mL amicacina.

Preparacédo da solucgéo estoque de Melatonina
Para os Experimentos 1 e 2, utilizou-se solucdo estoque a 0,01mM e, 1uM para

0 Experimento 3. Ambas foram produzidas pela diluicdo da melatonina (Sigma Co., St.

Louis, MO, USA) em agua milliQ e armazenadas a -20°C protegidas da luz. As
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concentragOes desejadas foram obtidas através da adicdo de solucdo estoque ao meio de
maturacao e/ou de cultivo no momento do uso (ANEXO E).

Selecao de ovdcitos e maturacao in vitro

Ovérios bovinos de ragas azebuadas foram coletados em abatedouros locais e
transportados em solucédo salina (0,9%) a 35°C para o laboratorio e processados em até 4
horas. No laboratorio, os complexos cumulus ovdcitos (CCO’s) foram aspirados de
foliculos com 3 a 8 mm de didmetro com o auxilio de seringas e agulhas 40x12mm,
armazenados em tubos conicos de poliestireno com capacidade de 15 mL e mantidos em
banho-maria a 36°C por 10 minutos para decantacao.

Grupos de 30 a 35 CCO’s com qualidade grau 1 e 2, segundo
Stojkovic et al. 2 (ANEXO B), foram selecionados e incubados em gotas de 200 pL de
meio de maturacdo, cobertas com dleo mineral em placa de petri (Corning, Nova lorque,
Estados Unidos da América), por 22 a 24 horas em incubadora a 38,5°C em atmosfera de

5% de CO, e umidade relativa saturada sem condensacao.

Fecundacéo in vitro

Apbs o periodo de maturacdo, os CCQO’s foram lavados em meio de fecundacao
e transferidos para placas com gotas de 200 pL do mesmo meio e cobertas com 6leo
mineral.

Para a fecundagéo in vitro (FIV) utilizou-se sémen comercial convencional
congelado de touro da raca Nelore com fertilidade in vitro conhecida e testada. Apds
descongelacdo em banho-maria a 35°C por 30 segundos, motilidade e vigor foram
avaliados, depositado sobre a coluna de gradiente Percoll 45-90% 2 e centrifugado a
9000 rpm por 5 minutos. O sedimento de espermatozoides foi ressuspendido em 1 mL de
meio CAP e novamente centrifugado a 9000 rpm por 3 minutos. O pellet foi ressuspendido
em 100 pL de meio de fecundagdo. A motilidade e o vigor foram avaliados apds
descongelacdo e processamento do sémen. Cada gota foi fertilizada com a concentragdo
final de 1,0 x 10° espermatozoides vivos/mL. Apés a fertilizacdo, as placas foram
incubadas a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO, e umidade relativa saturada sem

condensacéo por 18 horas.
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Cultivo in vitro dos embrides

Os possiveis zigotos foram parcialmente desnudados por sucessivas
pipetagens, lavados e transferidos para gotas de 200 puL de meio de cultivo sob 6leo
mineral por sete dias a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO; e umidade relativa saturada
sem condensag&o.

Apds 72 horas de cultivo, avaliou-se a taxa de clivagem e a metade do meio de
cultivo de cada gota foi substituida. A qualidade morfologica dos embrides de acordo com
a Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS, ANEXO D) e a taxa de
blastocistos foram avaliadas apos sete dias (D7), sendo o dia zero (DO0) o dia da FIV.

Mensuracao intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROS) e glutationa (GSH)

A concentracdo intracelular de EROS e GSH foi mensurada em ovécitos apds
24 horas de maturacdo com retirada das células do cumulus (Experimento 1) e em
blastocistos de sete dias (Experimento 3), de acordo com metodologia previamente descrita
por Park e Yu * com algumas modificacdes detalhadas a seguir.

Para avaliacdo de EROS e GSH utilizou-se o Diacetato de 6-carboxi-2,7-
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA, Molecular Probes®, Eugene, OR) e 4-clorometil-
6,8-difluoro-7-hidroxicoumarina (Cell Tracker™ Blue CMF,HC, Molecular Probes®,
Eugene, OR), respectivamente.

Os ovacitos e os embrides foram lavados em 0,1% de alcool polivinilico em
tampéo fosfato-salino (PBS-PVA) e incubados a 38,5°C no escuro por 30 minutos com
10 mM H2DCFDA e 10 mM Cell Tracker Blue. Apos incubacdo, as estruturas foram
lavadas novamente com PBS-PVA, depositadas sobre ladminas de vidro com
ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR) e cobertas com laminula para observacéao
em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX43, Tdquio, Japdo) nos filtros com
comprimento de onda de 460 nm para EROS e 370 nm para GSH.

As imagens das estruturas foram salvas em formato TIFF por meio de cAmera
acoplada (Olympus SC30, Téquio, Japdo) ao microscopio de epifluorescéncia, sendo
padronizado o tempo de exposic¢éo e intensidade luminosa. A intensidade da fluorescéncia
dos ovacitos e embribes foi analisada individualmente pelo software Image J (versdo 1.46;

National Institutes of Health, Bethesda, MD) e normalizada para o grupo controle e
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definida como valor numérico 1.0. A intensidade de fluorescéncia relativa das estruturas

foi considerada diretamente proporcional as concentracdes de EROS e GSH.

Mensuracdo do potencial da membrana mitocondrial (PMM)

No Experimento 1, o potencial da membrana mitocondrial dos ovdcitos apds
24 horas de maturacdo in vitro foi mensurado por meio do indicador de fluorescéncia da
atividade mitocondrial (tiol-clorometil) de acordo com metodologia anteriormente descrita
por Santos et al. . Os ovécitos foram desnudados, lavados em PBS-PVA e mantidos a
38,5°C durante 30 min em PBS/PVA com CyH24CI2N,0 a 0,5 uM (MitoTracker Orange
CMTMRos®, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA). Na sequéncia, 0s
ovocitos foram lavados em PBS/PVA, fixados em paraformaldeido 3,7% por 24 horas a
4°C, protegidos de luz. Posteriormente, foram novamente lavados em PBS/PVA,
depositados em laminas de vidro com ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR),
cobertos por laminula e examinados em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX43,
Téquio, Japao) com o filtro de comprimento de onda de 550 nm. A obtencdo das imagens e
a andlise da intensidade de luz emitida por cada ovocito foram realizadas como

previamente descrito para EROS e GSH.

Analise de células apoptoticas

A apoptose dos blastdmeros foi detectada pela técnica TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling) por meio do
conjunto comercial In Situ Cell Death Detection (Roche, Mannheim, Germany). Os
grupos foram preparados de acordo com metodologia do fabricante: tratamentos, controle
positivo e controle negativo. Os blastocistos (D7) foram lavados em 0,1% de
polivinilpirrolidona em tampdo fosfato-salino (PBS-PVP) e depois fixados em
paraformadeido 3,7% diluido em PBS-PVP por 1 hora em temperatura ambiente. Logo
depois, foram incubados em solugéo permeabilizadora de membrana (PBS contendo 0,5%
de Triton X-100 e citrato de sodio) por 1 hora a 4°C. Em seguida, o grupo controle positivo
foi incubado em solucdo DNAse por 1 hora em camara umida a 37°C, enquanto que 0s
demais grupos permaneceram em PBS-PVP sob placa aquecedora a 37°C. Posteriormente,

0s grupos foram incubados para reagdo TUNEL (grupos tratados e positivo em solucao
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enzimética e marcadora (1:9); grupo negativo apenas na solugdo marcadora) por 1 hora em
camara Umida a 37°C protegida da luz. A seguir, todos os grupos foram incubados em
solucdo Hoechst 33342 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) durante 10 minutos, protegidos
de luz. Utilizou-se ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR) durante a montagem
das laminas e laminulas para observacdo em microscopio de epifluorescéncia (Olympus
BX43, Téquio, Japdo). Entre cada etapa, os grupos foram lavados em trés gotas de PBS-
PVP, permanecendo 2 minutos na Ultima gota. O ndcleo das células TUNEL positivas, ou
seja, com DNA fragmentado, foram visualizadas em verde fluorescente no filtro de
comprimento de onda de 450 nm. O nucleo de todas as células foi corado com azul
fluorescente no filtro de comprimento de onda 365 nm. Todas as células marcadas em
ambos os filtros foram contadas para mensuracdo do numero total de células e numero de

células apoptoticas dos embrides de cada grupo.

Preparo de amostras, extracdo de RNA e producédo do cDNA

Os blastocistos (D7) foram lavados em PBS sem calcio e magnésio e
transferidos com 2 pL deste PBS e 4 pL de RNAlater (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, EUA) para microtubos de polipropileno livre de DNAse e RNAse de
0,5 mL. Apds incubacdo a 4°C durante 12 horas, procedeu-se o armazenamento a -20°C
até a extracdo do RNA.

A viabilidade embrionaria foi avaliada pela expressdo de cinco genes
relacionados ao metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), estresse oxidativo (HSPB1,
SOD?2) e a placentagdo (KRT8), pelo método de transcri¢do reversa quantitativa em tempo
real pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-gPCR). Para mensuracdo da expressdo dos
genes analisados foram utilizados trés pools de 15 blastocistos para cada tratamento.

O RNA total foi isolado usando o Kit RNeasy Plus Micro (Quiagen®, Hilden,
Germany) de acordo com as instrucdes do fabricante. O volume total de RNA isolado foi
utilizado para a sintese de cDNA por meio do conjunto comercial First-Strand cDNA
Synthesis (Invitrogen) — SuperScript® 111 (200 U/uL) e primer Oligo-dT (0,5 pg/pL) no
volume final de 40 pL. As reacGes foram realizadas a 65°C por 5 minutos e 50°C por
50 minutos, seguido pela inativacdo da enzima a 85°C por 5 minutos. A anélise do qPCR
foi realizada usando Fast Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems). As reagdes foram

otimizadas para promover eficiéncia de amplificagdo maxima para cada gene (76 — 110%)
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por célculos usando as curvas padrfes relativas do programa 7500 2.0.3 (Applied
Biosystems). Cada amostra foi analisada em triplicata e a especificidade de cada produto
de PCR foi determinada pela analise da curva de melting e tamanho do amplicon em gel de
agarose. As reacdes foram realizadas em volume final de 25 pL usando cDNA
correspondente a 0,5 embrido. As condic6es dos ciclos do PCR foram 95°C por 5 minutos,
seguido de 50 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 10 segundos e anelamento a 60°C por
30 segundos. O nome, a sequéncia e concentragdo do primer, tamanho do amplicon e

temperatura de anelamento de cada gene estdo listadas na Tabela 1.

TABELA 1 - Informacéo para primers especificos usados para amplificacdo de fragmentos de
genes para analise PCR quantitativo em tempo real

Tamanho de Concentracdo GeneBank
Gene Sequéncia do Primer amplicon do Primer N° de
(bp) (nM) acesso/referéncia

F: GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA
GAPDH [ 222752 ACG ATG CCA AAG T 118 300 NM_001034034.2

F: CAG GAG ATG AAG GAG GAG AGC
SLC2AL R\ CAC AAA TAG CGA CAC GAC AGT 258 250 BT029806

F: ACT CTT CAC CTG ATT GGC CTT GGA
SLC2A3  R'GGC CAATTT CAA AGA AGG CCA CGA 145 300 NM_174603.3
o LISICAASMEATIANASSCS SR e w0 X128 S0

: al. 2006)

F: TTG CTG GAA GCC ATC AAA CGT GAC
SoDz2 R: AAT CTG TAA GCG TCC CTG CTC CTT 135 300 NM_ 201527
HsPBL ~  GTGGAC GTC AAC CAC TTC 180 250 NM_001025569.1

R: GGA CAG AGA GGA GGA GAC

GAPDH=glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; SLC2A1=Bos taurus solute carrier family 2
(facilitated glucose transporter), member 1; SLC2A3=Bos taurus solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 3; KRT8=Keratin 8; SOD2=Bos taurus superoxide dismutase 2; HSPB1=Bos taurus
heat shock 27kDa protein 1. F: primer forward; R: primer reverse

O nivel de expressdo dos trés genes constitutivos, Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), B-Actin (ACTB) e Peptidylprolyl isomerase A (PPIA) foi
submetido ao programa de analise GeNorm, que indicou o GAPDH como o0 gene mais
estavel. Este gene foi usado como referéncia para normalizacdo dos dados. A expressdo
relativa de cada gene foi calculada usando o método de AACt com correcao da eficiéncia

pelo método Pfaffl *,
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Delineamento experimental

Experimento 1 - Efeito da melatonina adicionada ao meio de maturacdo no
desenvolvimento embriondario bovino in vitro

Ap6s a selecdo, 1.028 CCO’s oriundos de quatro coletas, foram
aleatoriamente distribuidos em quatro diferentes condi¢fes de maturagdo. Os grupos de 30
a 35 CCO’s foram colocados em gotas de 200 uL. de meio de maturacao sem adicao de
melatonina (Controle) e suplementado com diferentes concentracdes de melatonina (107,
10, 10" M), representadas pelos tratamentos: MIV+M107, MIV+M10° e MIV+M10™,
respectivamente. Todas as gotas foram fecundadas e posteriormente cultivadas por sete
dias. No terceiro dia de cultivo (D3), avaliou-se a taxa de clivagem de todos 0s grupos e a
metade do meio de cultivo de cada gota foi substituida. Apos sete dias de cultivo, avaliou-
se a taxa e a qualidade morfoldgica dos blastocistos, segundo a IETS.

A mensuracao de espécies reativas de oxigénio e glutationa foi realizada em
ovocitos apos 24 horas de maturagdo com retirada das células do cumulus, utilizando 38
ovacitos por tratamento, provenientes de trés coletas.

Para estimar o potencial de desenvolvimento embriondrio mediante
avaliagdo do potencial da membrana mitocondrial, foram realizadas trés coletas,
totalizando 140 ovécitos grau 1 e 2, que foram divididos aleatoriamente entre o0s

tratamentos e maturados por 24 horas.

Experimento 2 - Efeito da melatonina adicionada ao meio de cultivo no desenvolvimento
embriondrio bovino in vitro

Apbs maturacdo e fecundacdo, os possiveis zigotos foram distribuidos
aleatoriamente em quatro diferentes condicGes de cultivo. Os grupos (30 a 35 estruturas)
foram transferidos para gotas de 200 pL. de meio de cultivo sem melatonina (Controle) e
suplementado com diferentes concentracdes de melatonina (107, 10°, 10 ™),
representadas pelos tratamentos: CIV+M107, CIV+M107°, CIV+M10™, respectivamente.
Apbs 72 horas (D3), avaliou-se a taxa de clivagem de todos 0s grupos e a metade do meio
de cultivo contendo as concentracOes especificadas foi substituida. Apds sete dias de
cultivo (D7), avaliou-se a taxa e a qualidade morfologica dos blastocistos grau I e II,
segundo a IETS. Este experimento utilizou um total de 900 ovécitos grau 1 e 2,

provenientes de trés coletas.
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As andlises de espécies reativas de oxigénio e glutationa utilizaram
15 blastocistos de sete dias (grau | e 11) por tratamento, provenientes de duas coletas.

O numero total de células e o nimero de células apoptéticas dos blastocistos
(D7) foram avaliados pela técnica TUNEL. Esta analise foi realizada a partir de duas

coletas, totalizando 20 embrides grau | e 1l de cada tratamento.

Experimento 3 - Efeito da melatonina adicionada ao meio de maturacéo e cultivo no
desenvolvimento embriondrio bovino in vitro

Apos avaliacdo de desenvolvimento embrionério e analises do potencial da
membrana mitocondrial e células apoptdticas, os melhores resultados obtidos nos
Experimentos 1 (MIV+M10°®) e Experimento 2 (CIV+M10®) foram associados ao meio de
maturacdo e cultivo (MIV/CIV+M10™®) para comparagio com o grupo controle. Devido as
variagdes intrinsecas do sistema de PIVE, os tratamentos MIV+M10~® e CIV+M107® foram
incluidos neste experimento. No dia trés do cultivo (D3), avaliou-se a taxa de clivagem de
todos os grupos e a metade do meio de cultivo contendo as concentracfes especificadas de
melatonina foi substituida. Apds sete dias de cultivo (D7), avaliou-se a taxa e a qualidade
morfolégica dos blastocistos segundo a IETS. Este experimento utilizou 839 ovdcitos
grau 1 e 2, oriundos de trés coletas, que foram distribuidos aleatoriamente entre 0s
tratamentos.

A apoptose celular e o nimero total de células dos blastocistos (D7) de cada
tratamento foram avaliados pela técnica TUNEL. Esta analise utilizou 64 embrides
grau | e Il provenientes de duas coletas.

A viabilidade embrionaria foi analisada pela expressdo de cinco genes
relacionados ao metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), estresse oxidativo (HSPB1,
SOD?2) e a placentacdo (KRT8), pelo método de reacdo em cadeia de polimerase em tempo
real quantitativo (RT-gPCR). Esta avaliagdo usou trés pools de 15 blastocistos grau | e Il
para cada tratamento, oriundos de trés coletas.

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa computacional

R verséo 3.0.2 * a 5% de significancia.
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Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-
Wilk, ou foram submetidos a transformacgdo logaritmica (espécies reativas de oxigénio,
glutationa, potencial da membrana mitocondrial) ou comparados pelo teste néo
paramétrico Kruskal-Wallis (abundéncia relativa da expressdo génica). A média do niUmero
total de células, nimero de células apoptdticas, potencial da membrana mitocondrial foi
comparada entre os tratamentos pelo teste de Tukey. As variaveis taxa de clivagem,
blastocistos e qualidade embrionaria entre os tratamentos foram comparadas pelo teste qui-
quadrado. Os dados quantitativos foram apresentados na forma de média (£ erro padrdo da

média) e os qualitativos em porcentagem.
RESULTADOS

Experimento 1

A adicdo de melatonina ao meio de maturacdo nas concentracdes 10° e 10 M
aumentou significativamente (P < 0,05) a taxa de clivagem embrionaria, mas ndo
possibilitou melhora na taxa de blastocistos. Entretanto, a qualidade morfoldgica dos

blastocistos foi reduzida na concentragdo 10™* M (P < 0,05; Tabela 2).

TABELA 2 - Desenvolvimento embrionario bovino in vitro sob efeito da melatonina suplementada
a0 meio de maturacdo em diferentes concentracdes (0, 107, 10°, 10! M)

N° de Taxa de Taxa de Qualidade de Blastocistos (%)
Tratamentos ) . )
ovécitos  Clivagem (%)  Blastocisto (%) Grau | Grau Il
Controle 254 75,6 (192/254)° 39,8 (101/254) 40,6 (41/101) ® 38,6 (39/101) °

MIV+M107 260 74,6 (194/260)° 36,2 (94/260) 27,7 (26/94)° 36,2 (34/94)°
MIV+M10° 253 88,9 (225/253)* 42,3 (107/253) 43,0 (46/107)* 34,6 (37/107)°
MIV+M10™ 261  83,1(217/261)* 44,4(116/261) 10,3 (12/116)° 69,0 (80/116)*

2P Na mesma coluna (P < 0,05) pelo teste Qui-quadrado. Experimento realizado em quadruplicata.

Na Figura 1 estdo os dados relativos as quantidades de GSH e EROS
detectadas ap6s 24 horas de maturagdo. Os ovécitos submetidos ao tratamento MIV+M107
mostraram quantidade significativamente maior de GSH (P < 0,001), enquanto que o
tratamento MIV+M10™ apresentou a menor quantidade de EROS (P < 0,001).
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FIGURA 1 - ConcentragOes de glutationa (GSH) e espécies reativas de oxigénio (EROS) em
ovécitos bovinos maturados in vitro por 24 horas sem melatonina (Controle) e
suplementados com melatonina (107, 10, 10™ M). O experimento foi replicado trés
vezes (n = 152). P < 0,001 (dados transformados em Log (x), teste de Tukey).
Eixo Y: media de fluorescéncia do controle foi definida como 1.00.

O grupo MIV+M10”® e controle apresentaram maior PMM e diferiram dos

demais tratamentos (P < 0,001; Figura 2).
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FIGURA 2 - Potencial da membrana mitocondrial (PMM) em ovdcitos bovinos maturados in vitro
por 24 horas sem melatonina (Controle) e suplementados com melatonina (107, 107,
10 M). As analises foram realizadas em triplicata (n = 140). P < 0,001 (dados
transformados em Log (x), teste de Tukey). Eixo Y: média de fluorescéncia do
controle foi definida como 1.00.
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Experimento 2

A suplementacéo de melatonina a 10° M no meio de cultivo aumentou a taxa
de clivagem e de blastocistos, sendo superior a0 CIV+M10” e CIV+M10™** na clivagem e,
ao controle e CIV+M10™ na producdo de blastocistos (P < 0,05). Além disso,
porcentagem de embrides com a qualidade grau | foi maior nos tratamentos CIV+M107 e
CIV+M10? (P < 0,05; Tabela 3).

TABELA 3 - Desenvolvimento embrionario bovino in vitro sob efeito da melatonina suplementada
ao meio de cultivo em diferentes concentragdes (107, 10°, 10™ M)

N° de Taxa de Taxa de Qualidade de Blastocistos (%)
Tratamentos . ] )
ovacitos Clivagem (%)  Blastocisto (%) Grau | Grau Il
Controle 221 79,6 (176/221) ® 37,1(82/221)™ 39,9 (32/82)¢ 34,1 (28/82)
CIV+M107 223 75,8 (169/223) ™ 43,5 (97/223)® 56,7 (55/97)® 28,9 (28/97)
CIV+M10° 228 84,2 (192/228)® 47,4 (108/228)* 57,4 (62/108) ® 27,8 (30/108)
CIV+M10™ 228 70,6 (161/228) ¢ 31,1 (71/228)¢ 50,7 (36/71)™ 352 (25/71)

3P Na mesma coluna (P < 0,05) pelo teste Qui-quadrado. Experimento realizado em triplicata.

A andlise TUNEL de blastocistos apresentou menor NCA na concentracao de
melatonina a 10° M no meio de cultivo em relag&o ao controle (P < 0,05), mas néo alterou
0 NTC em nenhum dos tratamentos (Tabela 4).

TABELA 4 - Média (terro padrdo) do nimero total de células (NTC) e nimero de células
apoptdticas (NCA) de embriGes produzidos in vitro com suplementacdo de
diferentes concentragdes de melatonina no meio de cultivo (0, 107, 10°, 10™ M)
detectados pela técnica TUNEL

Tratamentos N° de blastocistos NTC NCA NCA/NTC (%)
Controle 20 1159+ 4,0 6,1+0,6" 5,26 "
CIV+M107’ 20 1151+ 3,8 6,3+05°" 5,47 °
CIV+M10°® 20 103,3+4,1 38+06° 3,682
CIV+M10 20 111,4+ 4,0 51+06% 4,58

" Na mesma coluna (P < 0,05) pelo teste de Tukey. As analises foram realizadas em duplicata.

Experimento 3
Ao associar os resultados que se destacaram na producdo de embrides nos

Experimentos 1 e 2, observou-se maior taxa de blastocisto (P < 0,05) com melhor
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qualidade (grau I; P = 0,0219) quando a concentragdo 10° M foi adicionada apenas ao

meio de cultivo (Tabela 5).

TABELA 5 - Efeito da melatonina a 10° M ao meio de maturacao e/ou cultivo no desenvolvimento
embrionario bovino in vitro

N° de Taxa de Taxa de Qualidade Blastocistos (%)
Tratamentos . . .
ovocitos  Clivagem (%)  Blastocisto (%) Grau | Grau Il
Controle 216 83,3 (180/216) 41,7 (90/216)° 35,6 (32/90) ° 34,4 (31/90)
MIV+M10° 201 86,6 (174/201) 47,3 (95/201)® 44,2 (42/95)° 31,6 (30/95)
CIV+M107 216 82,9 (179/216) 52,8 (114/216)* 52,6 (60/114)* 28,9 (33/114)

MIV/CIV+M10° 206 79,6 (164/206) 42,2 (87/206)° 46,0 (40/187)° 36,8 (32/87)

® Na mesma coluna (P < 0,05) pelo Teste Qui-quadrado. Experimento realizado em triplicata.

A concentragdo de GSH dos blastocistos foi maior no grupo CIV+M107
quando comparado ao grupo MIV+M10?®. Contudo, a producdo de EROS do grupo
suplementado simultaneamente no meio de maturagdo e cultivo (MIV/CIV+M107®) foi

superior aos demais tratamentos (P < 0,05; Figura 3).
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FIGURA 3 — Concentracfes de glutationa (GSH) e espécies reativas de oxigénio (EROS) em
blastocistos bovinos cultivados in vitro com melatonina a 10° M. O experimento
foi realizado em duplicata (n = 60). P < 0,05 (dados transformados em Log (X),
teste de Tukey). Eixo Y: meédia de fluorescéncia do controle foi definida
como 1.00.

Quando a melatonina foi adicionada aos meios na mesma concentracdo

(10 M), a analise TUNEL detectou menor NCA nos blastocistos produzidos in vitro com
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suplementacdo no meio de cultivo quando comparado aos demais tratamentos (P < 0,05;
Tabela 6).

TABELA 6 - Média (xerro padrdo) do numero total de células (NTC) e ndmero de células
apoptoticas (NCA) de embrifes produzidos in vitro com suplementacdo de
melatonina a 10° M detectados pela técnica TUNEL

Tratamentos No d-e NTC NCA NCA/NTC (%)
blastocistos

Controle 16 1350+7,2 6,5+0,6° 4.81°

MIV+M10° 15 130,6 + 6,7 53+0,6° 4,06°

CIV+M10?° 18 116,6 5,0 30+05° 2,57°

MIV/CIV+M107® 15 130,2+7,3 54+10° 4,15°

® Na mesma coluna (P < 0,05) pelo teste de Tukey. As analises foram realizadas em duplicata.

O gene SOD2 obteve maior abundancia relativa de RNAmM no grupo tratado
com melatonina a 10° M no cultivo que no grupo controle. A expressdo de genes
relacionados ao metabolismo celular (SLC21, SLC2A3), estresse oxidativo (HSPB1) e

placentacdo (KRT8) ndo diferiu entre os tratamentos (Figura 4).
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FIGURA 4 - Abundancia relativa de RNAm (médiaterro padrdo) dos genes relacionados ao
metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), estresse oxidativo (SOD2, HSPB1) e
placentacdo (KRT8) em blastocistos em D7 (3 pools com 15 Bl cada um) cultivados
sem melatonina (Controle) e com melatonina a 10° M na maturacdo (MIV+M10®),
no cultivo (CIV+M10°®) ou em ambos (MIV/CIV+M10®). *° P < 0,05 (teste de
Kruskal-Wallis).
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DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi o beneficio da melatonina, quando
adicionada ao meio de cultivo na concentracdo 10° M, no aprimoramento da PIVE pela
melhora significativa na quantidade e preservacdo da qualidade de embrides. A maior
expressdo do gene SOD?2, associado a alta concentracdo de glutationa, fortalecem a
afirmacdo a respeito do impacto da melatonina sobre o combate de EROS durante o
desenvolvimento embrionéario, confirmado pelo aumento na taxa de embrides com
qualidade grau I devido a significativa redugdo no NCA.

A melatonina na concentragdo apropriada propiciou a manutencdo do
equilibrio redox do ambiente intracelular permitindo que a expressdo metabdlica e génica
favorecesse o0 desenvolvimento embrionario. No entanto, o contrario também foi observado
em decorréncia do excesso ou insuficiéncia da melatonina, seja pela inadequada
concentracdo ou pelo momento da PIVE em que foi adicionada. Estes dados fornecem
informac@es adicionais da ampla funcdo da melatonina, assim como seu potencial papel
crioprotetor em ovacitos e embrides produzidos in vitro, uma vez que esta aptiddo para a
producdo de embrifes de alta qualidade possibilitard maior sobrevivéncia pds-
criopreservacao e consequente aumento no nimero de gestacoes.

Durante o cultivo in vitro, os embrides sdo expostos a um ambiente de alta
tensdo de oxigénio ’ e estdo sujeitos a acdo das EROS devido a auséncia da protecdo da
tuba uterina *°. Assim, as defesas antioxidantes inatas em embries cultivados in vitro sio
insuficientes para proteger contra 0 estresse oxidativo que, em excesso provocam danos
nos embrides pré-implantagdo ®’. Este conhecimento foi determinante para a condugéo de
pesquisas a cerca de uso de antioxidantes e moléculas que atuem na protecao contra a acao
das EROS. A melatonina tem diversos efeitos fisiologicos ligados a sua acdo hormonal ou
regulatoria, mas seu uso na producdo in vitro de embrides € devido a capacidade de
eliminar radicais livres, atuar como antioxidante e como agente anti-apoptotico. Estudos
utilizando melatonina ao meio de cultivo tém sido relatados como fator chave para
melhorar as condiges de cultivo in vitro de embrides pré-implantacéo **3*.

A suplementacdo de melatonina apenas no meio de cultivo (CIV+M107?)
aumentou 26,6% e 25,1% a taxa de blastocistos de melhor qualidade em relagdo ao grupo
controle e a0 grupo MIV/CIV+M10®, respectivamente, e também apresentou o menor

NCA entre 0s grupos. A maior expressdo do gene anti-apoptotico SOD2 em relagdo ao
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grupo controle, associada & GSH presente nos ovocitos, controlaram os efeitos das EROS
durante o desenvolvimento embrionario, além de propiciar uma reserva de GSH em
embribes pré-implantacdo. Assim como neste estudo, outras pesquisas com embrides
bovinos cultivados com melatonina na mesma concentracdo obtiveram maior producdo e
eclodibilidade de blastocistos, refletindo em melhor qualidade embrionaria **. Estudos
in vivo com ratas que receberam injecéo intraperitoneal de melatonina demonstraram que a
concentracdo de melatonina utilizada na producdo in vitro de embrides coincide com a
concentracdo necessaria para a implantacdo de blastocistos, uma vez que o receptor de
membrana para melatonina MT2 é expresso no (tero no inicio da gestacdo *. Assim, 0s
beneficios da adicdo da melatonina ao meio de CIV relacionam-se a cinética de
desenvolvimento in vitro de embrides e & melhor a qualidade dos blastocistos . Sugere-se
que a acdo da melatonina esta muito além da funcdo antioxidante, ritmo circadiano e
controle sazonal da reproducdo, regulando também processos fisioldgicos locais como a
ovulagdo *.

Além da protecdo de agentes ndo enzimaticos contra os danos oxidativos
induzidos pelas EROS, as células sdo protegidas por um sistema enzimatico que inclui a
superoxido dismutase (SOD), responsavel por transformar o radical superdxido em
oxigénio e perdxido de hidrogénio ¥, A melatonina atua a favor deste sistema, como
captadora de radicais livres, eliminando diretamente as EROS %% aumentando a
expressdo de genes de enzimas antioxidantes como a SOD e GSH ' e inibindo a agdo de
enzimas pro-oxidativas para reduzir estresse oxidativo celular .

A associagdo da melatonina a 10° M no meio de maturacdo e cultivo
(MIV/CIV+M10®) resultou em menor taxa de blastocistos e maior NCA que o grupo
suplementado com melatonina apenas durante o cultivo. Assim como neste estudo,

Wang et al. 3

verificaram que a associacdo de altas concentracdes de melatonina no meio
de maturacdo e cultivo reduziu a producdo de blastocistos bovinos. Trés hipoteses podem
ser avaliadas para o aumento de EROS no MIV/CIV+M10?®: i) decorrente da falha na
metilacdo da citosina do DNA com consequente disfuncdo mitocondrial; ii) em virtude da
indisponibilidade de receptores de membrana para melatonina durante o cultivo, uma vez
que ja haviam sido ocupados durante a maturacdo e, assim deixou de exercer uma de suas
vias de atuacdo, dificultando a manutencao do equilibrio redox; iii) consequente da leséo
dos receptores pelas EROS durante o desenvolvimento embrionario, minimizando a agdo

da melatonina. De forma similar ao observado em camundongos em que a melatonina
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modula a sensibilidade dos cones, células fotorreceptivas da retina, pela ativacdo dos
receptores MT1 e MT2 *?, mas que durante o envelhecimento animal ocorre ruptura nestes
receptores e, consequentemente, reducdo no niimero de fotorreceptores *.

A qualidade de embrides cultivados com melatonina em concentracdo Otima
estd intimamente relacionada com aumento da concentracdo de GSH ** e reducéo na

producdo de EROS e apoptose celular durante o desenvolvimento embrionario 2

Tamura et al. *

sugerem que a interacdo da melatonina com EROS é um processo
prolongado que envolve muitos dos seus metabolitos, o que faz da melatonina altamente
eficaz na protecdo de células de estresse oxidativo.

Dessa forma, embora a apoptose durante o desenvolvimento pré-implantacdo
do embrido desempenhe papel fundamental na eliminacdo de células defeituosas,
dependendo das condicdes de cultivo, pode induzir & maior perda de células normais “>“.
Caso a apoptose ocorra de forma desproporcional, pode reduzir a viabilidade e o potencial
de desenvolvimento do embrigo *.

O processo da maturacdo € essencial para o desempenho da PIVE, pois é
guando o ovdcito torna-se capaz de ser fecundado, suportar o desenvolvimento
embrionéario e induzir a gestacdo *’. Diante disso, esta pesquisa também avaliou diferentes
concentracdes de melatonina suplementadas no meio de maturagéo e de cultivo.

No Experimento 1, a suplementacdo de melatonina a 10° M e a 10 M no
meio de maturacdo aumentou a taxa de clivagem em 17,6% e 9,9%, respectivamente.
Similarmente, Tian et al. ** encontraram melhores resultados na maturagdo de ovécitos
bovinos nas concentracées de 107 e 10° M, assim como 0 aumento na expressdo de genes
relacionados a maturacdo ovocitaria (GDF9, MARF1, DNMT1a) e a expansdo das células
do cumulus (PTX3, HAS1/2) devido a presenca de receptores para melatonina encontrados
nos ovacitos, células do cumulus e células da granulosa.

N&o foi detectada diferenca estatistica da melatonina suplementada ao meio de
maturacao sobre a produczo de blastocistos. No entanto, um aumento de 5,5% embribes
proporcionado pelo tratamento MIV+M10® com blastocistos de melhor qualidade em
relacdo ao controle é representativo quanto ao resultado biologico de prenhez. Ao

contréario, Sampaio et al. *®

adicionaram este antioxidante em baixas concentragdes (1 pM)
e obtiveram resultados beneéficos talvez porque a maior parte da resposta no receptor MT1

ocorre em baixas concentracdes *°.
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Apesar do grupo MIV+M10™7 produzir menor quantidade de EROS, também
apresentou menor PMM e GSH, o que contribuiu para menor taxa de clivagem e menor
producdo de blastocistos de grau |. Elevadas concentracbes de glutationa estdo
relacionadas & melhor eficiéncia da maturacéo até a formacdo do blastocisto ***°. Sabe-se
que a manutengdo do equilibrio redox intracelular é fundamental para proporcionar
ambientes adequados para a expressdo metabolica e génica durante o desenvolvimento
embrionario .

O PMM em ovécitos maturados foi maior no grupo MIV+M107 e controle. No
entanto, foi incapaz de superar o estresse oxidativo gerado pelo sistema durante o
desenvolvimento embrionario. A relagcdo positiva entre PMM e ovdcitos maturados foi
observada neste estudo pelo grupo MIV+M10®, assim como em pesquisas anteriores >°2.
E conhecido que EROS podem causar danos mitocondriais em ovécitos >, prejudicando o
desenvolvimento até blastocisto **!. Desse modo, o conhecimento deste antioxidante no
processo de maturacdo contribui para novas informagbes sobre criopreservacdo de
ovécitos, uma vez que EROS foram reduzidas em ovécitos maturados com 10° M deste
antioxidante, aumentando o seu potencial de desenvolvimento 2*.

No Experimento 2, ao testar as concentragfes no meio de cultivo, verificou-se
que melatonina a 10° M (CIV+M10®) aumentou em 5,5% a taxa de clivagem e 21,7% a
taxa de blastocistos em relacdo ao controle e reduziu 0 NCA. Observou-se também efeito
negativo da melatonina ao reduzir a concentragéo para 10™* M, pois além de diminuir em
34,4% a taxa de blastocistos, elevou 0 NCA em relacdo a concentracdo 6tima de 10° M.
Pesquisas anteriores com embrides bovinos cultivados com melatonina na mesma
concentracdo obtiveram maior producdo e eclodibilidade de blastocistos, aumento no
namero de células por blastocisto comparado aos demais grupos, refletindo em melhor
qualidade embriondria **. Este estudo, assim como em outros *2, mostra que este beneficio
esta relacionado com a redugdo da producdo de EROS e da apoptose celular durante o
desenvolvimento embrionario.

Os resultados deste estudo demonstraram que a adi¢cdo de melatonina ao meio
de maturacdo na concentracdo de 10° M protege as células do cumulus de danos no
DNA ** uma vez que controlou a producéo de EROS nos ovécitos, melhorou a taxa de
clivagem e a qualidade dos blastocistos. Alem disso, a concentragdo de glutationa de
ovocitos maturados foi aumentada, mantendo o equilibrio do estado redox intracelular e

proporcionando melhores condigdes para o desenvolvimento do embrido 3,
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Assim, quando adicionada na concentracdo apropriada para o cultivo in vitro, a
melatonina regula negativamente a expressdo de genes pro-apoptéticos (p53, Bax,
caspase-3) e positivamente a expressdo de genes anti-apoptéticos (Bcl-2, Gpx4,
SOD1) ***. Portanto, os embrides produzidos in vitro tornam-se mais habilitados para a
implantacdo, aumentam as chances de sobrevivéncia pos-natal e, com isso, 0 nimero de
crias por fémea 2.

Em resumo, este trabalho mostra o importante papel da melatonina na reducgéo
do estresse oxidativo celular e mitocondrial, protegendo os blastdmeros da morte celular
por apoptose. Devido a ampla acdo desta molécula, estes resultados podem estar além do
seu potencial antioxidante, visto que ndo foram avaliadas todas as possibilidades da
atuacdo da melatonina. Destaca-se que a concentracdo e a etapa do sistema de PIVE em
que € adicionada sdo fundamentais para a manutencao do equilibrio redox, uma vez que
estao relacionados com a apoptose celular. A concentracéo 6tima de 10° M suplementada
ao meio de cultivo favoreceu quantitativa e qualitativamente o desenvolvimento
embrionario devido a maior concentracdo de glutationa e expressdao do gene SOD2
associadas a menor numero de células apoptoticas. Estes dados fornecem informacdes
adicionais quanto aos efeitos deletérios ocasionados pelo estresse oxidativo diretamente
relacionados a qualidade embrionéria. A melatonina apresentou atividade antioxidante,
reduzindo o estresse oxidativo celular e a apoptose de blastdmeros e, consequentemente
aumentando a viabilidade embrionaria. Pesquisas com o0s principais métodos de
criopreservacao destes embrides, assim como a adi¢do de melatonina ao meio de recultivo,

ainda precisam ser investigadas.
CONCLUSAO

A melatonina adicionada ao meio de cultivo na concentracdo de 10° M
mostrou-se eficiente na producéo e qualidade de blastocistos bovinos produzidos in vitro
pela reducdo do estresse oxidativo, sem a necessidade de suplementar este antioxidante ao
meio de maturagdo ou associado ao meio de cultivo.
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CAPITULO 3 — RETIRADA DO FLUIDO DA BLASTOCELE ASSOCIADA A
MELATONINA NO MEIO DE CULTIVO MELHORA A VIABILIDADE DE
EMBRIOES BOVINOS VITRIFICADOS

RESUMO

O tratamento com melatonina e a retirada do fluido da blastocele (RFB) tem sido sugeridos
como boas opgbes para melhorar o desenvolvimento e a viabilidade embrionaria apos a
criopreservacdo de embrides bovinos. Investigou-se os efeitos da RFB antes da vitrificagéo
de embriBes produzidos in vitro com melatonina. As taxas de re-expansdo apds 2 e 24
horas, seguidas por taxas de eclosdo apds 24, 48 e 72 horas do aquecimento foram
avaliados em trés tratamentos: controle, suplementado com melatonina a 10° M no meio
de cultivo (CIV+M10°®) e com retirada do fluido da blastocele (CIV+M10° RFB). Para 0
namero total de células e o niumero de células apoptéticas em blastocistos expandidos, 0s
tratamentos frescos controle e CIV+M10”® foram acrescentados. Os dados confirmaram
que, independente da retirada do fluido da blastocele, a suplementacdo de melatonina a
10 M ao meio de cultivo melhorou as taxas de re-expansdo e ecloséo as 24, 48 e 72 horas
(P < 0,05). Além disso, mostrou que o grupo controle precisa de um periodo de 24 horas de
recultivo para sua total re-expansdo em relagdo aos grupos suplementados com melatonina
(P < 0,05). O ndmero de células apoptoticas apresentou-se similar nos grupos
suplementados com melatonina, independente da vitrificacdo e da retirada da fluido da
blastocele (P > 0,05), porém menor que 0s grupos sem melatonina. O procedimento da
retirada do fluido da blastocele ndo afetou a qualidade embrionéria quanto a expressdo de
RNA mensageiro de genes relacionados ao metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3),
estresse oxidativo (HSPB1, HSPAS5, HSP1A1, SOD2), reparo celular (MSH6), placentacao
(KRT8) e implantacdo (FOSL1) nédo foi alterada (P > 0,05). Esta pesquisa demonstrou
efeito benéfico da suplementacdo de melatonina a 10° M ao meio de cultivo quanto &
qualidade e viabilidade embrionéria, independente da retirada do fluido da blastocele.
Além disso, sugere novas informacdes para futuras pesquisas quanto a criotolerancia de

embrides produzidos in vitro.

Palavras-chave: Vitrificacdo; apoptose celular; criotolerancia de embrifes bovinos.
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INTRODUCAO

Um dos principais obstaculos para a comercializacdo de embrides produzidos
in vitro € a baixa eficiéncia da criopreservacdo pela menor criotolerancia desses embrides
quando comparada com os oriundos do sistema in vivo . Assim, inovaces na tecnologia
de criopreservacdo de embrides possibilitam incipientes perspectivas para um novo ciclo
de expansao da producao in vitro de embrides (PIVE) no Brasil, assim como a abertura de
mercados externos >.

A baixa criotoleréncia do embrido produzido in vitro é uma consequéncia do
sistema de producédo, sendo que a presenca de agua na blastocele é um dos fatores que
pode prejudicar a qualidade dos blastocistos durante a criopreservacdo por causa da
formacéo de cristais de gelo *.

Além disso, o processo de criopreservacdo aumenta a atividade de espécies
reativas de oxigénio (EROS), o que promove lesGes nas mitocondrias e no reticulo
endoplasmatico liso * e altera a expressdo de alguns genes °. Em decorréncia disso, a média
de gestacdo e nascimentos de embrides vitrificados € menor do que nao vitrificados devido
a morte embrionéria precoce °.

Sabe-se que o desenvolvimento embrionario pré-implantacdo é um processo
dinamico, que envolve naturalmente a proliferagdo celular, diferenciacéo e apoptose . A
apoptose € uma forma de morte celular programada e tem importante papel no
desenvolvimento embrionario e na homeostase. Caso ocorra de forma desproporcional em
relacdo aos blastomeros intactos, pode reduzir a viabilidade e o potencial de

desenvolvimento do embrido ®°

. Dessa forma, a apoptose € uma das variaveis mais
importantes para a avaliacdo da satide do embri&o *° e, por ser a resposta celular final em
condicdes sub-6timas e diferentes tipos de estresse que o embrido pode sofrer durante o
processo de congelamento e descongelamento . Em bovinos, sua ocorréncia em grande
niimero é também um importante indicador dos danos causados pela criopreservagao **.
Vérias pesquisas tém mostrado que a adicdo de antioxidantes como a
melatonina *? a0 meio de maturacéo e/ou cultivo melhora a eficiéncia do desenvolvimento
de embrides produzidos in vitro. Melatonina é um captador de radicais livres e um potente
antioxidante, sendo que associada aos seus metabétitos, elimina diretamente as EROS ¥4,
aumenta a expressdo de genes de enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase

(SOD) e glutationa (GSH) *°, além de inibir a acdo de enzimas pré-oxidativas para reduzir
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o dano celular oxidativo ‘°. Possui ainda agdo reparadora sobre moléculas oxidadas e

combate os efeitos deletérios do envelhecimento das mitocondrias 178

, Uma vez que 0
DNA mitocondrial é um alvo importante de radicais livres *°. Assim, seus beneficios no
meio de cultivo relacionam-se a melhor qualidade dos blastocistos devido ao aumento da
concentracdo de GSH ™ e reducdo na producdo de EROS e apoptose celular durante o
desenvolvimento do embrido '°, refletindo em maior criotolerancia e sobrevivéncia
embrionaria apés o aquecimento 2.

Estudos recentes demonstraram que a retirada do fluido da blastocele (RFB)
melhora a criotolerdncia e a sobrevivéncia embrionéria ap06s vitrificacdo, possivelmente,
em decorréncia da reducdo no nimero de células apoptéticas > e na expressdo do gene
pré-apoptético Bax e aumento da expressdo do gene anti-apoptético Bcl-XL 2. Porém, néo
existe até o momento estudo que relacione a RFB com o cultivo embrionério in vitro
adicionado de melatonina.

Tendo em vista estes aspectos, nossa hipotese € que a associacdo entre a
retirada do fluido da blastocele de embrides cultivados com melatonina melhora a
qualidade embrionaria. Dessa forma, avaliou-se o efeito retirada do fluido da blastocele de
embrides bovinos produzidos in vitro com melatonina a 10° M no meio de cultivo sobre a

qualidade embrionaria apés o procedimento de vitrificacdo e aquecimento.
MATERIAL E METODOS
Solucgdes e composicdo de meios

Os meios de maturagdo, fecundacdo, CAP e cultivo utilizados neste estudo
foram adquiridos da empresa Progest Biotecnologia em Reproducdo e Saude Animal Ltda,
visto que cada lote é previamente testado com ovarios de abatedouro. As demais solugdes
foram preparadas no laboratério.

Solugéo estoque melatonina a 1uM
Diluicdo da melatonina (Sigma Co., St. Louis, MO, USA) em agua milliQ,
congelada a -20°C, protegida da luz. A concentragdo de uso (10”° M) foi obtida utilizando-

se 2 uL da solugédo estoque em 1998 pL de meio de cultivo (ANEXO E).
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Meio de maturacao

Meio TCM 199 com sais Earle e L-glutamina (Gibco®, Invitrogen Co, Grand
Island, NY, USA) suplementado com 10% soro fetal bovino (v/v), 0,2 mM piruvato,
5 mg/mL horménio luteinizante (Lutropin-V®, Bioniche Co., Belleville, ON, Canada),
1 mg/mL horménio foliculo estimulante (Folltropin®, Bioniche Co., Belleville, ON,
Canada), 75 pg/mL amicacina e ImM cistamina.

Meio de fecundacéo
TALP-FIV suplementado com 6 mg/mL albumina sérica bovina livre de acido
graxo, 0,2 mM piruvato, 30 pg/mL heparina, 20 pM penicilamina, 10 M hipotaurina,

1 uM epinefrina e 75 pg/mL amicacina.

Meio CAP
Meio tamponado Tyrode's HEPES, suplementado com 0,2 mM piruvato e

75 pg/mL amicacina.

Meio de cultivo
SOFaa ?* suplementado com 2,7 mM mio-inositol, 0,2 mM piruvato, 2,5% soro
fetal bovino (v/v), 5 mg/mL albumina sérica bovina livre de &cido graxo, 75 pg/mL

amicacina.

Solucgdes de vitrificagdo

Solugdo SM — meio HEPES tamponado com TCM-199 (GIBCO® BRL,
Invitrogen) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil).

Solugdo SV1 — solucdo SM suplementado com 7,5% de etilenoglicol (Sigma
Co., St. Louis, MO, USA) e 7,5% de dimetilsolféxido (DMSO, Sigma Co., St. Louis, MO,
USA).

Solugdo SV2 — solucdo SM adicionada com 15% de etilenoglicol, 15% de
DMSO e 0,5 M de sacarose (Sigma Co., St. Louis, MO, USA).

Solugdes de aquecimento
Solugdo SM — meio HEPES tamponado com TCM-199 (GIBCO® BRL,

Invitrogen) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil).
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Solugdo DV1 — solucdo SM suplementada com 1,0 M de sacarose (Sigma Co.,
St. Louis, MO, USA).

Solugdo DV2 - solucdo SM suplementada com 0,5 M de sacarose (Sigma Co.,
St. Louis, MO, USA).

Selecdo de ovdcitos, maturacdo, fecundacéo e cultivo in vitro de embribes

Ovérios bovinos foram coletados de um abatedouro local, mantidos em solugéo
salina (0,9%) a 35°C, transportados ao laboratério e processados em até 4 horas. Foliculos
com 3 a 8 mm de didametro foram aspirados com o auxilio de seringa e agulha 40x12 para a
retirada dos complexos cumulus-ovocitos (CCO’s). Estes foram armazenados em tubos
conicos e mantidos em banho-maria a 36°C por 10 minutos até a decantacéo.

Grupos de 35 CCO’s com qualidade grau 1 e 2, segundo Stojkovic et al. #
foram selecionados e incubados em gotas de 200 uL de meio de maturacédo a 38,5°C em
atmosfera de 5% de CO, e umidade relativa saturada sem condensagdo. Apds 22-24 horas,
0s CCO’s foram lavados e transferidos para gotas de 200 puL de meio de fecundacao
cobertas com 6leo mineral.

O sémen de um touro de fertilidade conhecida foi descongelado a 35°C por
30 segundos, depositado sobre coluna de gradiente Percoll 45-90% 2° e centrifugado a
9000 rpm por 5 minutos. O sedimento de espermatozoides foi ressuspendido em 1,0 mL de
CAP e centrifugado a 9000 rpm por 3 minutos. O pellet formado foi diluido em 100 pL de
meio de fecundagdo. Apds observacdo da motilidade e do vigor, cada gota foi fertilizada
com uma concentracdo final de 1,0 x 10° espermatozoides vivos/mL. As placas foram
incubadas a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO, e umidade relativa saturada sem
condensacéo por 18 horas.

Os possiveis zigotos foram parcialmente desnudados, lavados e transferidos
para gotas de 200 uL de meio de cultivo sob 6leo mineral por sete dias (D7) a 38,5°C em
atmosfera de 5% de CO, e umidade relativa saturada sem condensacdo. No dia 3, substitui-

se a metade do meio de cultivo de cada gota.
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Retirada do fluido da blastocele

No sétimo dia de cultivo, grupos de cinco blastocistos expandidos cultivados
com melatonina a 10° M foram levados ao microscépio (Elipse Ti, Nikon, Téquio, Japao)
acoplado ao micromanipulador Narishige (NT88 TB, Nikon, Toquio, Japdo) para RFB,
mediante aspiragdo, com o auxilio de uma micropipeta de vidro com 30um de didmetro
com ponta em bisel e uma micropipeta tipo Holding (Figura 1). Imediatamente ap0s o

procedimento, os embrides foram vitrificados e armazenados em nitrogénio liquido.

FIGURA 1 — Procedimento da retirada do fluido da blastocele: (A) O embrido é posicionado e
mantido na pipeta Holding, (B) a micropipeta com bisel é inserida na regido do
trofoectoderma para néo lesionar a massa celular interna e (C) o fluido da cavidade
da blastocele € aspirado.

Fonte: Arguivo pessoal

Vitrificacdo, aquecimento e recultivo dos embrides

Os blastocistos expandidos com sete dias de cultivo (grau | e Il) foram
criopreservados pela técnica de vitrificagdo em placa aquecedora a 36°C e método Cryotop
26 utilizando hastes Inga-med® (Maringa-PR, Brasil) e armazenados em nitrogénio liquido.
Primeiramente, os blastocistos foram depositados em uma gota de 70 pL de meio SM. Em
seguida, passaram por trés gotas de 70 puL de meio SV1, sendo trés minutos em cada uma.
Posteriormente, foram lavados em trés gotas de 50 uL de meio SV2 por 40 a 90 segundos
até o posicionamento dos embrides na haste com o minimo de solucdo de vitrificacdo e
imediatamente imergidos em nitrogénio liquido.

O aquecimento foi realizado sobre placa aquecedora a 39°C, imergindo-se a
haste de vitrificagdo em uma gota de 500 pL de meio DV1 para a remocdo dos embrides.
Logo em seguida, estes foram transferidos para outra gota de 200 uL de DV1 por um

minuto e posteriormente para uma gota de 200 pL de DV2 durante trés minutos.
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Imediatamente depois, passaram por duas gotas de 200 pL de solugdo SM durante cinco
minutos em cada uma.

Apds o aguecimento, os blastocistos foram lavados trés vezes e incubados
em meio de cultivo sob 6leo mineral em incubadora a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO,
e umidade relativa saturada sem condensacdo por 72 horas. A taxa de re-expansdo foi
avaliada apds duas horas e 24 horas. A taxa de eclosdo foi avaliada apds 24, 48 e 72 horas.

Deteccdo de células apoptdticas

As células apoptoticas em blastocistos expandidos grau | e 1l (frescos e re-
expandidos por 24 horas) foram detectadas pela técnica TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling) através do kit In
Situ Cell Death Detection Kit (Roche, Mannheim, Germany). Os grupos foram preparados
(tratamentos, controle positivo e controle negativo) e lavados em 0,1% de
polivinilpirrolidona em tampdo fosfato-salino (PBS-PVP) e depois fixados em
paraformadeido 3,7% diluido em PBS-PVP por 1 hora em temperatura ambiente. Logo
depois foram incubados em solucdo permeabilizadora de membrana (PBS contendo 0,5%
de Triton X-100 e citrato de sodio) por 1 hora a 4°C. Em seguida, o grupo controle positivo
foi incubado em solugdo DNAse em camara Umida a 37°C por 1 hora, enquanto que 0s
demais grupos permaneceram em PBS-PVP em placa aquecida a 37°C. Posteriormente, 0s
grupos foram incubados para reacdo TUNEL (grupos tratados e positivo em solucdo
enzimética e marcadora (1:9); grupo negativo apenas em solugdo marcadora) em camara
Umida a 37°C por 1 hora, protegidos de luz. A seguir, todos os grupos foram incubados em
solucdo Hoechst 33342 (Invitrogen Corp., Car Isbad, CA) por 10 minutos, protegidos da
luz. Utilizou-se ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR) durante a montagem das
laminas e laminulas para observacdo em microscépio de epifluorescéncia (Olympus BX43,
Téquio, Japdo). Entre cada etapa, os grupos foram lavados trés vezes em PBS-PVP,
permanecendo 2 minutos na ultima gota. O nacleo das células TUNEL positivas (DNA
fragmentado) foi visualizado em verde fluorescente no filtro com comprimento de onda de
450 nm. Todos os nucleos foram corados com azul fluorescente no filtro com comprimento
de onda de 365 nm. Todas as células marcadas em ambos os filtros foram contadas para

mensuracdo da quantidade meédia de células normais e apoptdticas dos embrides de cada

grupo.
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Preparo de amostras, extracdo de RNA e producéo do cDNA

A viabilidade embrionaria foi avaliada pelo método de transcricdo reversa
quantitativa em tempo real pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-qPCR). Foram
estudados 9 genes relacionados ao metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), a0 estresse
oxidativo (HSPB1, HSPA5, HSP1A1, SOD?2), ao reparo celular (MSH6), a implantacdo
(FOSL1) e a placentacdo (KRT8). Grupos de cinco blastocistos foram transferidos com
2 UL de PBS sem célcio e magnésio e 4 pL RNAlater (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, EUA) para tubos de 0,5 mL. Apos incubacdo por 12 horas a 4°C, procedeu-
se 0 armazenamento a -20°C até a extracdo do RNA. No momento da analise, foram
utilizados trés pools de 15 blastocistos eclodidos (Be) apds 48 horas do aquecimento de
cada tratamento.

O RNA total foi isolado usando o Kit RNeasy Plus Micro (Quiagen®, Hilden,
Germany) conforme instrugdes do fabricante. O volume total de RNA isolado foi utilizado
para a sintese de cDNA, usando o kit First-Strand cDNA Synthesis (Invitrogen) —
SuperScript® 111 (200 U/uL) e primer Oligo-dT (0,5 pg/uL) em volume final de 40 pL. As
reacOes foram realizadas a 65°C por 5 minutos e 50°C por 50 minutos, seguido pela
inativacdo da enzima a 85°C por 5 minutos. A analise do qPCR foi realizada com Fast
Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems). Para promover eficiéncia de amplificacdo
méaxima para cada gene (76 — 110%), as reacOes foram otimizadas por célculos usando as
curvas padrdes relativas no programa 7500 2.0.3 (Applied Biosystems). Cada amostra foi
analisada em triplicata e a especificidade de cada produto de PCR foi determinada pela
analise da curva de melting e tamanho do amplicon em gel de agarose. As reacGes foram
realizadas em volume final de 25 pL usando cDNA correspondente a 0,5 embrido. As
condi¢cdes dos ciclos do PCR foram 95°C por 5 minutos, seguido de 50 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 10 segundos e entdo anelamento a 60°C por 30 segundos. O
nome, a sequéncia e concentracdo do primer, tamanho do amplicon e temperatura de
anelamento de cada gene estdo listadas na Tabela 1.

O nivel de expressao dos trés genes constitutivos, Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), B-Actin (ACTB) e Peptidylprolyl isomerase A (PPIA) foi
submetido ao programa de analise GeNorm, que indicou o PPIA como o gene mais estavel.

Este gene foi usado como referéncia para normalizacdo dos dados. A expresséo relativa de



80

cada gene foi calculada usando o método de AACt com corregdo da eficiéncia pelo método
Pfaffl %7,

TABELA 1 - Informacdo para primers especificos usados para amplificacdo de fragmentos de
genes para analise PCR guantitativo em tempo real

Tamanho de  Concentragéo GeneBank

Gene Sequéncia do Primer amplicon do Primer N° de acesso/
(bp) (nM) referéncia

F:GCC ATG GAG CGC TTT GG

PPIA R:CCA CAG TCA GCA ATG GTG ATC T 65 300 NM_178320.2
F: CAG GAG ATG AAG GAG GAG AGC

SLC2Al . CAC AAA TAG CGA CAC GAC AGT 258 250 BT029806
F: ACT CTT CAC CTG ATT GGC CTT GGA

SLC2A3  R.GGC CAATTT CAA AGA AGG CCA CGA 145 300 NM_174603.3

KRTE F: TGT GAA GAA GAT TGA GAC CCG CGA 160 200 X12877
R: AAA CCT CAG GTC TCC TGT GCA GAT (El-Sayed et al. 2006)
F: TTG CTG GAA GCC ATC AAA CGT GAC

SoD2 R: AAT CTG TAA GCG TCC CTG CTC CTT 135 300 NM_ 201527
F: CTG GAC GTC AAC CAC TTC

HSPBL1 oA NG AGA GOA CCA BAC 180 250 NM_001025569.1
F: CGT GGC CAC TAA TGG AGA TAC

HSPAS R: CTC TGT TGT CCT TCC GAA CAT 119 300 NM_001075148.1
F:CAA GAT CAC CAT CAC CAA CG

HSPIAL R AAA TCA CCT CCT GGC ACT TG 219 300 NM_174550.1
F: GCT TCC TAG TAG AGC CAA AG

FOSL1 R: GAA GAG GTG ATG AAG ACC ATA G 200 300 NM_001205985.1

MSH6 F: CCC AGG TGC TTA AAG GTA TG 186 300 NM_001192737.1

R: GGA CCATGT CAG AAT CCA AG

PP1A=Peptidylprolyl isomerase A; SLC2Al1=Bos taurus solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 1; SLC2A3=Bos taurus solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member
3; KRT8=Keratin 8; SOD2=Bos taurus superoxide dismutase 2; HSPB1=Bos taurus heat shock 27kDa
protein 1; HSPA5=Bos taurus heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78kDa); HSP1A1=Bos
taurus heat shock 70kDa protein 1A; FOSL1=Bos taurus FOS-like antigen 1; MSH6=Bos taurus mutS
homolog 6. F: primer forward; R: primer reverse

Delineamento experimental

Apbs maturacdo e fecundacdo, os possiveis zigotos foram distribuidos
aleatoriamente em duas condi¢des de cultivo. Os grupos (30 a 35 estruturas) foram
transferidos para gotas de 200 puL de meio de cultivo sem melatonina (Controle) e
suplementado com melatonina na concentragdo de 10° M (CIV+M107®). Apés 72 horas
(D3), 50% do meio de cultivo foi substituido de acordo com o tratamento. No sétimo dia
de cultivo (D7), a metade dos blastocistos expandidos grau I e II do tratamento CIV+M107®
foi submetida & RFB (CIV+M10™° RFB). Em seguida, apenas os embrides grau | e 11 dos
trés grupos (Controle, CIV+M10”® e CIV+M10° RFB) foram vitrificados e armazenados

em nitrogénio liquido. Realizou-se 14 coletas, totalizando 618 embrides vitrificados.
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Experimento 1 — Efeito da RFB associada a melatonina suplementada no meio de cultivo
na viabilidade embrionéria apds vitrificagao

A viabilidade embrionéria foi avaliada ap6s aquecimento e recultivo em meio
de cultivo por 72 horas nos tratamentos: Controle, CIV+M10™° e CIV+M10™® RFB.

As taxas de re-expansdo foram avaliadas apds duas e 24 horas, seguidas por
taxas de eclosdo ap0s 24, 48 e 72 horas do aquecimento. Nove repeticdes de aquecimento e

recultivo foram realizadas para cada tratamento.

Experimento 2 — Efeito da RFB associada a melatonina suplementada no meio de cultivo

na apoptose celular

O numero total de células e o numero de células apoptéticas foram
determinados em blastocistos expandidos (grau | e Il) de dois grupos frescos (Controle
fresco, CIV+M10? fresco) e trés vitrificados, aquecidos e recultivados por 24 horas
(Controle vitrificado, CIV+M10™° e CIV+M10® RFB) pela técnica TUNEL. Utilizou-se

15 embrides de cada tratamento, oriundos de duas etapas de aquecimento e recultivo.

Experimento 3 — Efeito da RFB associada a melatonina suplementada no meio de cultivo

na expressao de genes relacionados a qualidade embrionaria

A expressdao de nove genes foram verificados quanto a possiveis danos a
qualidade embrionaria provocados pelo procedimento da RFB de embrides cultivados com
melatonina a 10° M ap6s vitrificacio. A anélise utilizou trés pools de 15 blastocistos
eclodidos apés 48 horas de recultivo em dois grupos (CIV+M10° e CIV+M10° RFB).

A avaliacdo incluiu genes relacionados ao metabolismo celular (SLC2AL,
SLC2A3), ao estresse oxidativo (HSPB1, HSPA5, HSP1A1, SOD2), ao reparo celular
MSHS6), a implantacdo (FOSL1) e a placentacdo (KRT8).

Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa computacional

R versdo 3.0.2 (2014) ?® a 5% de significancia. Os dados de expressdo génica ndo
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apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk e foram comparados pelo
Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. A média do numero total de células e contagem de
células apoptdticas foi comparada entre os tratamentos pelo teste de Tukey e apresentados
na forma de média (+ erro padrdo da média). As varidveis taxa de re-expansdo e taxa de
ecloséo entre os tratamentos foram comparadas pelo teste qui-quadrado e apresentados em
porcentagem.

RESULTADOS

Experimento 1

A re-expansdo dos blastocistos foi afetada positivamente pelo cultivo in vitro
com melatonina. Os grupos suplementados com melatonina, independente da RFB, ndo
apresentaram diferenca na taxa de re-expansdo entre duas e 24 horas de recultivo
(P > 0,05). Ao contrério, o controle apresentou taxa de re-expansao inferior, especialmente
as duas horas (P < 0,05; Tabela 2). Observou-se também que ambos 0s grupos
suplementados com melatonina no meio de cultivo melhoraram a taxa de re-expansao tanto
apos duas horas quanto as 24 horas de recultivo em relacdo ao grupo controle (P < 0,05;
Tabela 2).

TABELA 2 — Taxa de re-expansédo de blastocistos expandidos produzidos in vitro sem melatonina
(Controle), suplementados com melatonina a 10° M no meio de cultivo (CIV+M107)
e com a retirada do fluido da blastocele (CIV+M10®° RFB), vitrificados, aquecidos e
recultivados por 24 horas

N° de Taxa de Re-expanséo (%)
Tratamentos .
blastocistos 2 horas 24 horas
Controle 198 29,3 (58/198) *® 78,8 (156/198) *°
CIV+M10? 215 86,7 (186/215) 89,7 (193/215)
CIV+M10° RFB 205 89,3 (183/205) 87,7 (180/205)

P Na linha,  ® na coluna (P < 0,05 pelo teste Qui-quadrado).

A RFB associada ao cultivo com melatonina propiciou melhora na ecloséo
embrionaria. A taxa de eclosdo as 24, 48 e 72 horas ap0s 0 aquecimento foi superior no
grupo suplementado com melatonina associado a RFB em relacdo aos demais tratamentos

(P < 0,05). Embora os grupos que néo tiveram a blastocele removida obtiveram a mesma
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taxa de eclosdo as 24 horas (P > 0,05; Tabela 3), a melatonina melhorou a taxa de eclosdo
as 48 e 72 horas quando adicionada no meio de cultivo.

TABELA 3 — Taxa de eclosdo de blastocistos expandidos produzidos in vitro sem melatonina
(Controle), suplementados com melatonina a 10° M no meio de cultivo
(CIV+M10°®) e suplementados com melatonina a 10° M no meio de cultivo com a
retirada do fluido da blastocele (CIV+M10®° RFB), vitrificados, aquecidos e
recultivados por 24, 48 e 72 horas

N° de Taxa de ecloséo (%)
Tratamentos ]
blastocistos 24h 48h 72h
Controle 198 6,1% (12/198)° 18705 (37/198) ¢  27,3% (54/198) °
CIV+M10° 215 6,7% (14/215)° 37,99 (82/215)°  41,5% (89/215) °
CIV+M10°RFB 205 20,3% (42/205) " 56,19 (115/205)*  66,8% (137/205) *

¢ Na coluna (P < 0,05 pelo teste Qui-quadrado).

Experimento 2

Os grupos suplementados com melatonina a 10° M no meio de cultivo (fresco,
com ou sem a retirada do fluido da blastocele) obtiveram menor numero de ceélulas
apoptoticas em relacdo aos grupos controle fresco e vitrificado (P < 0,05). No entanto, a
média do nimero total de células ndo apresentou diferenca entre os tratamentos (P > 0,05;
Tabela 4).

TABELA 4 — Média do nimero total de células (NCT) e nimero de células apoptéticas (NCA) de
blastocistos expandidos grau | e Il (frescos e vitrificados) produzidos in vitro na
auséncia (Controle) e presenca de melatonina a 10° M no meio de cultivo
(CIV+M10°) e com a retirada do fluido da blastocele (CIV+M10®° RFB),
vitrificados, aquecidos e recultivados por 24 horas

Tratamentos N° de blastocistos NCT NCA NCA/NTC (%)
Controle fresco 15 135,6 +5,5 78+06°" 57°
CIV+M10? fresco 15 1354+ 5,6 34+06° 25°
Controle vitrificado 15 139,8+ 6,1 125+06° 89°¢
CIV+M10? 15 136,1+£5,6 49+06° 3,6°
CIV+M10°RFB 15 140,1£5,8 3,7+06° 2,6°

2b.¢Na mesma coluna (P < 0,05 pelo teste de Tukey).
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Experimento 3

O efeito da RFB de blastocistos expandidos produzidos in vitro com
suplementacdo de melatonina a 10° M no meio de cultivo, imediatamente antes da
vitrificacdo, foi avaliado em blastocistos eclodidos 48 horas apds 0 aquecimento quanto ao
metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), ao estresse oxidativo (HSPB1, HSPAS5,
HSP1A1, SOD2), ao reparo celular (MSH6), a implantagdo (FOSL1) e a placentacéo
(KRTS).

A abundancia relativa de RNAm para os genes relacionados ao metabolismo

celular (SLC2A1, SLC2A3) ndo diferiu entre os tratamentos (P > 0,05; Figura 2).

1.4 -
1.2 ~

0.8 A1
0.6
0.4 -1
0.2

ECIV+M10°
BCIV+M10°RFB

RNAmM

Abundancia relativa de

SLC2A1 SLC2A3

FIGURA 2 - Abundancia relativa de RNAm (médiaterro padrdo) dos genes relacionados ao
metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3) em blastocistos eclodidos até 48 horas
apos o aquecimento (3 pools com 15 Be cada um) de embrides produzidos in vitro
com suplementagéo de melatonina a 10”° M no meio de cultivo (CIV+M107®) e com a
retirada do fluido da blastocele (CIV+M10° RFB). Ndo houve diferenca entre os
grupos (P > 0,05 pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney).

Da mesma forma, ndo houve diferenca entre os tratamentos para 0s genes
relacionados ao estresse oxidativo (HSPB1, HSPA5, HSP1A1l, SOD2), ao reparo celular
(MSHS6), implantacdo (FOSL1) e placentacdo (KRT8) com relacdo a abundancia relativa
de RNAm (P > 0,05; Figuras 3 e 4).
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FIGURA 3 — Abundancia relativa de RNAmM (médiaterro padrdo) dos genes relacionados ao
estresse oxidativo (HSPB1, HSPA5, HSP1A1, SOD2) em blastocistos eclodidos até
48 horas ap6s o0 aquecimento (3 pools com 15 Be cada um) de embrides produzidos
in vitro com suplementacao de melatonina a 10° M no meio de cultivo (CIV+M107)
e com a retirada do fluido da blastocele (CIV+M10° RFB). N&do houve diferenca
entre os grupos (P > 0,05 pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney).
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FIGURA 4 — Abundancia relativa de RNAm (médiaterro padrdo) do gene relacionado ao reparo
celular (MSH6), implantacdo (FOSL1) e placentacdo (KRT8) em blastocistos
eclodidos até 48 horas apds o aquecimento (3 pools com 15 Be cada um) de
embrides produzidos in vitro com suplementacio de melatonina a 10° M no meio de
cultivo (CIV+M107®) e com a retirada do fluido da blastocele (CIV+M10®° RFB).
N&o houve diferenca entre os grupos (P > 0,05 pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney).
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DISCUSSAO

O presente estudo, até onde vai 0 nosso conhecimento, € 0 primeiro a associar
melatonina na producdo in vitro de embribes e retirada do fluido da blastocele com o
auxilio de micromanipulador. A RFB de embrides cultivados com melatonina a 10° M
favoreceu a sobrevivéncia embrionéria ap6s vitrificagdo pelo aumento na taxa de ecloséo
associada a reducdo do NCA. Dados adicionais de expressdo génica mostraram que a
qualidade de embrides tratados com melatonina a 10° M ndo é alterada pela RFB. Além
disso, embrides tratados com melatonina obtiveram maior taxa de re-expansdo em menor
tempo de recultivo, independente da RFB. Estas informagdes s&o alternativas para
melhorar a criotolerancia e a viabilidade de embribes produzidos in vitro e fornecem novos
parametros para as pesquisas em andamento.

Neste estudo, independente da RFB, a melatonina adicionada ao meio de
cultivo a 10° M proporcionou um aumento médio de 66,7% nas taxas de re-expanso as
duas horas e 11,2% as 24 horas de recultivo. Ao contrario, o tratamento sem a sua adi¢édo
precisou de um maior periodo para a total re-expansdo. Do mesmo modo, a eclosdo
embrionaria média foi superior 77,4%, 60,2% e 49,6% as 24, 48 e 72 horas,
respectivamente ao controle. Os dados deste experimento corroboram com os de
Wang et al.  que observaram maiores taxas de ecloséo e menor taxa de mortalidade até
72 horas de recultivo ap6s o aquecimento quando embrides bovinos foram cultivados com
melatonina a 107 M. Estes resultados foram comprovados em virtude do potente poder

13,29

antioxidante da melatonina em proteger os embrides produzidos no sistema de cultivo

in vitro *. Provavelmente em consequéncia da melhor qualidade desses embrides, nesta
pesquisa, a RFB ndo melhorou a taxa de re-expansdo dos grupos com melatonina,

mantendo semelhante 0 NCA. Estes efeitos positivos podem ser atribuidos as maiores

15

concentracbes de glutationa intracelular =, menor quantidade de espécies reativas de

oxigénio *° e a maior expressao de genes anti-apoptéticos ***°

conferidos pela melatonina.
A RFB aumentou as taxas de eclosdo até 72 horas. Sabe-se que a baixa
criotolerancia do embrido produzido in vitro é uma consequéncia do sistema de producéo,
sendo que a presenca de agua na blastocele é um dos fatores que prejudicam a qualidade
dos blastocistos durante a criopreservacdo devido a formagdo de cristais de gelo 3. Os

21,22,31-33

resultados desta pesquisa, associados a outros recentemente divulgados , mostram

que estes efeitos podem ser reduzidos apos a RFB antes da criopreservagao, minimizando



87

as injarias celulares e, consequentemente aumentando a sobrevivéncia embrionéria 3.

Provavelmente, o aumento da eclodibilidade embrionéaria foi provocado pela inciséo
causada pelo processo da RFB, a qual pode ter favorecido a entrada do crioprotetor que,
associado a auséncia da blastocele, pode ter levado a melhor desidratacdo das células
embrionarias com menor formagéo de cristais de gelo **. Aliado a isto, pode ter ocorrido
melhor difusdo do crioprotetor, uma vez que blastocistos expandidos apresentam maior
quantidade de canais na membrana celular que embrides menos desenvolvidos *. Por
conseguinte, dentro deste contexto, ha possibilidade de ocorréncia de danos pela formagéo
de cristais de gelo resultante do processo de criopreservagdo inadequado nos grupos que
mantiveram a blastocele intacta, prejudicando a eclosdo. Em contrapartida, esta inciséo na
zona peldcia causada pela RFB pode ter facilitado a eclosdo embrionaria apenas pelo efeito
da ruptura da barreira protetora. Independentemente disto, o fato é que o aumento nas taxas
de ecloséo proporcionam maiores chances de gestacdo %>, Neste contexto, a RFB torna-se
uma opc¢do para doadoras de alto valor zootécnico e para a reproducdo assistida humana,
visto que necessita de um equipamento relativamente caro e médo de obra treinada.

Estudos com embriGes humanos, apés vitrificacdo e aquecimento, mostraram
que as taxas de sobrevivéncia e gestacdo de blastocistos expandidos com blastoceles
intactas foram inferiores aquelas de blastocistos iniciais por causa da substituicdo
incompleta de 4gua por crioprotetores na blastocele 3337,

A criopreservacdo pode ser realizada por congelamento lento ou vitrificacdo e
resulta em prole saudavel, apesar dos embrides sofrerem consideraveis danos morfoldgicos
e funcionais. O congelamento lento precisa de uma maquina de congelagdo e o0 processo é
demorado. Ja a vitrificagdo proporciona rapida desidratacdo das células, tornando-as
suficientemente permeaveis a alta concentracdo de crioprotetores que, durante o
resfriamento, formam uma solucdo viscosa que faz com que a agua se solidifique em
estado vitreo, sem a ocorréncia de cristais de gelo *. Isto resulta em maior sobrevivéncia

26,39

embrionaria e melhores taxas de eclosdo 48 horas apds o descongelamento, tanto em

embrides bovinos produzidos in vivo quanto in vitro ‘>4,

Em bovinos, a RFB aumentou as taxas de sobrevivéncia e eclosdo em ambos 0s
métodos de congelamento, mas seu impacto foi maior na vitrificagdo de embribes
produzidos in vitro, além de aumentar as taxas de prenhez e nascimentos de blastocistos

produzidos in vivo %. Esta técnica também propiciou elevagdo da taxa de sobrevivéncia em
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blastocistos oriundos de transferéncia nuclear de células somaticas em fase de ecloséo ou
eclodidos *.

Devido a importancia no desenvolvimento e na sobrevivéncia embrionéria *>*,
0 NTC e incidéncia de apoptose de blastocistos foram confirmados utilizando a técnica
TUNEL. Os resultados mostraram que o NTC ndo foi alterado entre os tratamentos.
Entretanto, verificou-se que os embrides suplementados com melatonina a 10° M ao meio
de cultivo, independente da RFB, frescos ou vitrificados, apresentaram menor NCA em
relacdo a ambos o0s grupos controle. Pesquisas anteriores relacionadas a PIVE e a
transferéncia nuclear de células sométicas sem adicdo de antioxidantes relataram que a
RFB possibilitou aumento no NTC e reducdo no NCA #%. Analises feitas por RT-PCR
mostraram que a expressdo do gene anti-apoptético Bel-XL aumentou significativamente
nos embrides bovinos expostos a RFB com redugdo na expressao do gene pré-apoptotico
Bax %.

Normalmente, o processo de criopreservacdo provoca redugdo no nimero total
de células embrionarias viaveis, assim como a vitrificacdo promove danos especificos na
massa celular interna, mas ndo altera o numero de células do trofoectoderma apo6s o
aquecimento “*. Contudo, a extensdo da injdria da criopreservacdo depende de fatores
como tamanho e tipo celular, permeabilidade de membranas, qualidade e sensibilidade dos

4% Um dos mecanismos fundamentais envolvidos na criotolerancia

blastdmeros
proporcionado pela melatonina é o de modificar a expressdo de importantes genes
envolvidos no desenvolvimento embrionario. Ha4 aumento na expressdo de genes
requeridos para metilacdo celular (DNMT3A), proteinas de membrana (OCC) e
conectividade celular (CDHL1), além da reducdo da expressdo do gene aquoporina (AQP3),
0 que conduz ao aumento da resisténcia a apoptose 2°. Além disso, a melatonina adicionada
na concentracdo apropriada no cultivo in vitro, reduz a expressdo de genes pré-apoptéticos
(p53, Bax, caspase-3) e aumenta a expressdo de genes anti-apoptéticos (Bcl-2, Gpx4,
SoD1) % Assim, os embrides produzidos in vitro tornam-se mais habilitados para a
implantacdo, aumentam as chances de sobrevivéncia pés-natal e, com isso, 0 nimero de
crias por fémea *°.

A qualidade dos embrides produzidos com melatonina e submetidos a RFB
ndo foi afetada quanto ao seu metabolismo, estresse oxidativo, reparo celular, implantacéo
e placentacdo, provavelmente em decorréncia da protecdo conferida pela melatonina.

Trabalhos anteriores com RFB de embrides sem adicdo de antioxidantes ndo relatam sobre
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a qualidade dos embrides, mas indicam maior expressdo de genes anti-apoptéticos
(Bcl-XL) e menor expressao de genes pro-apoptoticos (Bax) e maior nimero de prenhezes
e nascimentos .

Embrides cultivados com melatonina a 10° M associada a retirada do fluido
da blastocele aumentaram a taxa de eclosdo e mantiveram o numero de células apoptoticas
e a expressdo de genes relacionados a qualidade embrionéria, o que pode melhorar os
indices de prenhez e nascimento. Similarmente, a melatonina suplementada ao meio de
cultivo a 10° M proporcionou melhor sobrevivéncia embrionaria, possibilitando a
transferéncia em menor tempo. Assim, os dados deste estudo demonstram que a
melatonina adicionada ao meio de cultivo proporciona melhor qualidade e viabilidade aos
blastocistos, aumentando a criotolerancia e a sobrevivéncia embrionaria ap6s o
aquecimento, independente da retirada do fluido da blastocele. A avaliacdo da incisdo da
zona peldcida sem a RFB na ecloséo e viabilidade embrionéria pos-criopreservacao, assim
como dados in vivo, precisam ser analisados. Adicionalmente, novas informagdes sobre

associacdo de técnicas foram geradas para pesquisas relacionadas a criotolerancia.

CONCLUSAO

A retirada do fluido da blastocele associada a melatonina suplementada a
10° M no meio de cultivo favoreceu a eclosdo de embrides vitrificados pelo método

Cryotop.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

O Doutorado trouxe muito mais que uma realizacdo profissional, mas uma
evolucdo pessoal e espiritual. As experiéncias obtidas da convivéncia com professores,
pesquisadores e alunos nos diversos laboratérios pelos quais passei, transformaram meu
modo de agir e pensar. Os resultados que, nem sempre eram 0s esperados, agugaram minha
capacidade critica para percepcdo e capacidade de analise de resultados. Muitas vezes, 0
sucesso da técnica estava em detalhes que os artigos ndo mencionavam, mas nada que o
trabalho em equipe, a dedicacéo e a persisténcia (as vezes de varios meses) ndo resolvesse.
As vérias horas, dias e noites que passamos nos laboratérios, abdicando do convivio com
amigos e familiares, deu-me de presente novas experiéncias e amizades. Aprendi a relevar,
a respirar e a ser mais humilde antes de tomar qualquer atitude precipitada. Neste contexto,
hoje sei da importancia de um prévio planejamento experimental e de projetos piloto.
Aliado a tudo isso, a pesquisa nos torna pessoas melhores porque nos desafia a cada
resultado, principalmente quando sdo contraditdérios aos nossos  propdsitos.
Definitivamente, sem a parceria com outras instituicdes este projeto ndo teria sido
executado. Percebi que existem muitas pessoas que tém vontade de crescer e colaborar
para o desenvolvimento da pesquisa brasileira, assim como servem de licdo para meus
futuros passos, seja na vida profissional ou pessoal.

Capitulo 1 — O inicio foi angustiante, uma vez que meu primeiro projeto,
apesar de financiado, ndo tinha um delineamento experimental bom e era baseado em
falsas promessas. Foi muito desgastante para toda equipe e, assim foi perdido. Novas
propostas em parceria com a Embrapa Cerrados surgiram para o projeto atual, desta vez
com bases sdlidas. A revisdo de literatura sobre a melatonina e a retirada do fluido da
blastocele fazia com que eu me empolgasse ainda mais. Entretanto, a falta de ovarios
proximos ao laboratério do CTZL dificultava a execucdo de tantos experimentos. Mas
como sempre ha solucdo para problemas, surgiu a possibilidade da execucao no laboratério
da Embrapa Arroz e Feijdo e também da padronizagédo do laboratorio da UFG.

Capitulo 2 — Os trés primeiros experimentos foram penosos, porquanto ja havia
perdido um ano de Doutorado com o antigo projeto. Intensas foram as coletas e a producao
in vitro de embrides que ndo perdoava finais de semana, feriados ou datas comemorativas
importantes. No momento da realizacdo das analises de fluorescéncia que precisavamos

captar imagens fotograficas, depois de trés laboratorios sem sucesso, conseguimos nos
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instalar no Laboratdrio de Histofisiologia do ICB3. Entdo, partimos para a execucdo das
técnicas que os artigos mencionavam. Algumas conseguimos logo de imediato, outras
depois de varios meses de persisténcia e uma sem sucesso. Finalmente, nosso estudo
mostrou que dependendo da qualidade ovocitaria e da concentragdo que a melatonina é
adicionada aos meios de maturacdo e/ou cultivo hd melhora na qualidade e viabilidade
embrionaria.

Capitulo 3 — A execucdo do terceiro e quarto experimentos somente se tornou
possivel pela colaboracdo de todos os envolvidos, uma vez que deveriamos coletar os
ovarios em Goiania e produzir os embriGes em Brasilia. Estdvamos em uma época de seca
e entressafra para abate de fémeas nos frigorificos. Como sempre “no final tudo da certo”,
conseguimos coletar muitos ovarios em quatro estabelecimentos em uma semana. A
amizade, o profissionalismo e o entrosamento entre os envolvidos permitiram que quase
tudo desse certo. Durante as Ultimas andlises, os derradeiros embrides vitrificados
degeneraram. Decepgdo e sentimento de fracasso, pois ndo achdvamos a causa.
Posteriormente, soubemos que a partida de CIV enviada veio com problemas devido ao
BSA vencido. Entretanto, serviu de aprendizado, pois na afobacdo para terminar e
defender, ndo testei a partida como havia feito nas outras repeticbes. Retomadas as novas
coletas e andlises, concluo que nossa hipotese de associacdo de duas técnicas para melhorar
a criotolerancia e a sobrevivéncia de embrides produzidos in vitro foi satisfatdria. Primeiro
porque geramos novas informacgoes sobre qualidade embrionaria através da expressao de
genes. Segundo porque criamos uma expectativa para novos trabalhos sobre esta
associacao quanto as taxas de prenhez e nascimento devido as melhores taxas de eclosdo
propiciadas pela retirada do fluido da blastocele de embribes produzidos com melatonina
sem altera¢do no numero de células apoptoticas.

Todas as conclusdes obtidas destes experimentos serviram de experiéncia e

serdo base para futuras pesquisas, in vitro e/ou in vivo.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA

MINISTERIO DA EDUCACAO b .‘ -

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS @

PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goiania. 04 de maio de 2015.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 025/15

I - Finalidade do projeto de pesquisa: Doutoramento
II - Identificacio:

U Titulo do projeto: Alternativas para melhorar a qualidade de embrides in vifro a criotolerancia
O Pesquisador Responsavel/ Unidade: THAISA CAMPOS MARQUES
O Pesquisadores Participantes: Maria Licia Gambarini, Elisa Caroline da Silva Santos, Tiago Omar
Diesel. Ariany Rafaella Neto Silva, Thiago Nogueira Marins
O Unidade onde seri realizado: nio consta a unidade da UFG onde sera realizada. [ relatada o setor de
patologia Veterinaria como depositario do material utilizado.
O Data de apresenta¢iio a CEUA: 06/04/2015

I11 - Objetivos e justificativa do projeto: Alternativas para melhorar a qualidade de embrides in vitro a
criotolerancia. Os ovérios das fémeas seriio coletados em matadouro-frigorifico.

IV - Sumairio do projeto:

U Discussiio sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do nimero de animais:

ndo se aplica

d Descri¢io do animal utilizado (nimero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc): Nio vai haver
manipulagio do animal, os ovérios de fémeas bovinas serdo obtidos de animais abatidos no Matadouro-
Frigorifico JBS.

U Espécie e niimero total de animais utilizados: ndo se aplica

U Descri¢io das instalacdes utilizadas e nimero de animais/area/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentac¢io/hidratacio: nio se aplica

O Utilizacio de agente infeccioso/gravidade da infecciio a ser observada e anilise dos riscos 20s
pesquisadores/alunos: ndo se aplica

U Adequacio da metodologia e consideragdes sobre o sofrimento imposto aos animais: nio se aplica

0 Método de eutanisia: ndo se aplica

Destino do animal: ndo se aplica. Os ovérios utilizados serdo armazenados na camara fria do Setor de
Patologia Veterinaria/UFG para serem posteriormente incinerados.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Inovagao/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso I, Campus Samambaia (Campus I1) -
CEP:74001-970, Goiania — Goias, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua.ufg@gmail.com
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MINISTERIO DA EDUCAGCAO “ ®
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS _ ]
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

V — Comentarios do relator frente as orientagoes da CEUA:

0 Quanto a documentos: documentagdo completa

U Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: Nio se aplica. Coleta de
material realizada no frigorifico apos o animal ser abatido pelo frigorifico. Utilizagdo de EPI.

VI - Parecer da CEUA:

De acordo com a documentagao apresentada a CEUA, consideramos o projeto APROVADO.

Reiteramos a importdncia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera
encaminhar a CEUA-PRPI-UFG o Relatério Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagdes
decorrentes deste. de acordo com o disposto na Lei n° 11.794 de 08/10/2008. e Resolugdo Normativa n°. 01, de
09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do
Relatério ¢ de até 30 dias apos o encerramento da pesquisa, prevista para conclusdo em 30/07/2017.

VI1I- Data da reunido: 04/05/2015

RENATA MAZARO:12343522812
2015.05.05 16:55:50 -03'00'

Dra. Renata Mazaro e Costa
Coordenadora da CEUA/PRPI/UFG

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Inovagao/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus 1) -
CEP:74001-970, Goiania — Goias, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua.ufg@gmail.com



98

ANEXO B — CLASSIFICACAO DE COMPLEXOS CUMULUS OVOCITOS

Fonte: Stojkovic, M, Machado, AS, Stojkovic, P, Zakhartchenko, V, Hutzler, P.
Mitochondrial Distribution and Adenosine Triphosphate Content of Bovine Oocytes
Before and After In Vitro Maturation: Correlation with Morphological Criteria and
Developmental Capacity After In Vitro Fertilization and Culture. Biology of reproduction.
2001; 64(3):904-9.

QUALIDADE CARACTERISTICAS

Grau 1 Ovdcitos com citoplasma homogéneo e multiplas camadas

compactas de células do cumulus.

Grau 2 Ovécito com citoplasma homogéneo com pequenas areas
mostrando pigmentagdes irregulares, cumulus compacto menor

do que na categoria 1 com pelo menos 5 camadas completas.

Grau 3 Ovacito com citoplasma heterogéneo/vacuolizado, zona pellcida
coberta com 3 a 5 camadas de células do cumulus e/ou com

pequenas areas desnudas.

Grau 4 Citoplasma heterogeneamente pigmentado e o cumulus

completamente/parcialmente ausente ou expandido.

L)

S0pm
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ANEXO C — CLASSIFICACAO DE EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN
VIVO DE ACORDO COM O ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO

Fonte: Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS)

Mérula
Fase esperada: dias 5,5-6,0 do ciclo
C; isti Bl os ainda

evidentes, porém nao é mais possivel
determinar nimero exato. Massa de
células ocupa maior parte do espaco
dentro da zona pelicida. Periodo
caracterizado pelo fim da fase de
celularizag@o e da trans  icdo materno

8 - 12 Células Mérula ig6tica e inicio do pr de
Cédigo IETS: 2 Cédigo IETS: 3 i
Mérula Compacta
Fase esperada: dias 6,0 a 6,5 do ciclo
C i Comp ¢do torna a
massa de células coesa, dificultando

individualizagao dos blastémeros, e causa
retracao do embrido em relacao a zona
peltcida, com aumento do espago
perivitelinico. Formagao de juncoes de
ades@o e de oclusao entre as células,
Morula Compacta preparando o embrido para a formacao da

Codigo IETS: 4 blastocele.
duas populagoes celulares distintas: o

- . . - trofoblasto, que re veste a blastocele, e a

Blastocisto Inicial massa celular interna (MCI), lateral &
Cédigo IETS: 5 blastocele.

Blastocisto Inicial
Fase esperada: dias 6,5 a 7,0 do ciclo
C ri sti Blast criam
gradiente osmético que atrai d4gua para o
espaco intercelular, iniciando a formacao
de uma cavidade denominada blastocele.
Perda da totipoténcia, com a fi do de

Blastocisto
Fase esperada: dias 7,0 a 7,5 do ciclo
C; isti B le aumenta de
tamanho, tornando -se proporcionalmente
maior que a massa celular interna e
ocupando gradualmente todo o espaco
perivitelinico. Trofoblasto sofre
diferenciacoes morfolégicas e funcionais
associadas a captacdo de nutrientes,

Blastocisto enquanto as cél ulas da MCI mantém
Cadigo IETS: 6 potencialidade.
Blastocisto Expandido

Fase esperada: dias 7,5 a 8,0 do ciclo
Caracteristicas: Expansao da blastocele
causa aumento de tamanho do embrido e
progressiva redugao na espessura da
zona peldcida (ZP). Maior

desenvolvi do trofobl a MCI é
visivel depende ndo da posicao do

. . embrido. Rompimento da ZP car acteriza a

Blastocisto Expandido lastocisto Eclodid eclosdo, com oe  mbrido entrando em
Codigo IETS: Cédigo IETS: 8 OI contato direto com os tecidos maternos.
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ANEXO D — CLASSIFICACAO DE EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN
VIVO DE ACORDO COM A QUALIDADE MORFOLOGICA

Fonte: Sociedade Internacional de Transferéncia de Embribes (IETS)

oo e

Embrlﬁes de qualidade excelente Embrides de qualidade boa Embrides de qualidade regular
Cédlgo IETS: 1 C6dlg° IETS: 1 Cédiqo IETS: 2
-
C i Embrides sem defei morfol6gi C Embrices com uma ou poucas célu- Comentarios: Embrides com maior nimero de alte-
ou extrusdes celulares, e estadio de desenvolwmen las de axtrusao ou dlscrelas alteracoes de colora= ragdes morfolégicas ou extrusdes celulares, mas
to compallvel com perlodo pd I cdo. P | de d ih ao com pelo menos 50% da massa celular integra e
| de d imento a fresco ou criopre- embrido grau |, podendo também ser criopreserva- mostrando sinais de desenvolvimento.
servado do,

Embrides de qualidade pobre Embrides degenerados

Odcitos nao fecundados

Cédigo IETS: 3 Cédigo IETS: 4
C i E: des ou fr a C ari Embrides com p i defi-§ C i Oécito sem sinais de cllvagem apre-
metendo mais que 50% da massa celular, e d"lc‘i'- nitivo da massa celular, com de tama- graus variados de cdo, p
tando a classificagiio das células vidveis, Potencial nhos variados apresentando sinais de degeneracio i ou sedimentacdo do ci No menor

de:desenvolvimenta:significativamants reduzido. celular, picnose, fragmentagéo e alteragdes de cor. podem ser confundidos com mérula compacta ou Bi.
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ANEXO E - PREPARO DA MELATONINA

>MELATONINA (Sigma M5250)
v Peso Molecular= 232,28g/mol
v Pureza: > 98%
v' Estocar a - 20°C
v Solubilidade (agua): Img/mL

QOBSERVA(;(N)ES IMPORTANTES:
v" Diluicdo conforme Dr. Reiter
o Fazer solugdo Mé&e/Stock para todo o experimento, pois diluir todos os dias leva
ao erro.
o Diluir em etanol, pois em DMSO pode influenciar de forma negativa no cultivo.
(Diluimos em &gua milliQ, pois o frasco veio soltvel em &gua).
o A diluigdo da solugéo estoque ou trabalho devem ser preparadas sob luz indireta.

o A melatonina aliquotada nunca deve ser reutilizada apds descongelada. Descartar.
->PREPARO DAS SOLUCOES:

< Solucdo Mael (10° M) > 10mL
v Pesar 0,0023228g e diluir em 200uL de agua milliQ. Homogeneizar e em

seguida adicionar 9800 uL de 4gua MilliQ ou de meio de cultivo.

% Solucdo Mae2 (10° M) > 2mL
v/ 20uL da solucdo Méael
v' 1980 pL de agua MilliQ ou de meio de cultivo.
v Aliquotar (20 puL) e congelar protegido da luz (USO: Experimentos 1 e 2)

% Stock (10° M) > 2mL
v' 200pL da solucdo Mae2 (10° M)
v 1800uL de agua MilliQ ou de meio de cultivo.
v Aliquotar (10 uL) e congelar protegido da luz (USO: Experimentos 3 e 4)
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¢ Solucéo de trabalho:
» Experimentos 1 e 2:
v" Sol. 10" M = 10pL sol. MAE2 + 990uL de meio
v" Sol. 10°M = 10pL sol. 107 + 990pL de meio
v" Sol. 10" M - 10pL sol. 10”° + 990uL de meio

» Experimentos 3 e 4:
v' Sol. 10°M = 2uL sol. STOCK + 1998uL de meio
v" Sol. 10" M - 10pL sol. 10”° + 990uL de meio
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ANEXO F - PROTOCOLO PARA ANALISES DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO E GLUTATIONA EM OVOCITOS E EMBRIOES

- EROS: CM-H,DCFDA (C 400, molecular probes)
o Mw (peso molecular): 531,3
o Stock ROS: 0,0053g em 10 mL PBS/PVA (10°M).

> GSH: CellTracker Blue CMF,HC: (C12881, 4-chloromethyl-6,8-difluoro-7-
hydroxycounmarin; Molecular Probes)

o Mw: 246,6
o Stock GSH: 0,0025g em 10 mL de PBS/PVA (10'3M).

» Solucdo PBS-PVA

Componente Para 1L de H,O milli-q
NaCl 8¢

KCI 0,29

Na,HPO4 x 2H,0 2,889

PVA 29

» Dilucéo das sondas em PBS/PVA - Solugéo de uso

o OBS.: Diluir no dia do uso. Preparar as placas com sondas sempre no

mesmo dia, sempre préximo de sua utilizacao.

o Concentracdo de 10 uM (para as duas sondas):
= 980 uL PBS/PVA de sonda
= 10 pL Stock GSH
= 10 pL Stock ROS

» Procedimento para a coloragéo:
1. Lavar os embrides/oocitos em 3 gotas de PBS/PVA (50 pL) sem as sondas.

2. Preparo das sondas: 10 pL de Stock GSH + 10 pL de Stock ROS + 980 uL de
PBS/PVA.
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Preparar placa com gotas de 100 pL (PBS/PVA com as sondas), sob 6leo mineral.
Levar & estufa por 30 a 60 minutos para aquecer as sondas. (OBS.: Também podem
ser preparados em eppendorf (250 uL PBS/PVA com as sondas), protegido de
papel aluminio).

Colocar as estruturas nas gotas preparadas e incubar durante 30 minutos em estufa.
Lavar novamente em 3 gotas de PBS/PVA (sem sonda). Colocar as estruturas na
lamina, utilizando vaselina nos cantos da laminula e esmalte nas bordas para vedar
e manter o formato das estruturas (Basta encostar a laminula na gota). Cuidado:
manter no escuro! (colocar em caixa fechada, até avaliagdo em microscopio de
fluorescéncia).

. Tirar foto de cada uma das estruturas através de microscopio de Fluorescéncia.
Filtros para analise de GLUTATIONA: 370 nm (FILTRO VERDE - visualizacdo
em azul); ROS: 460 nm (FILTRO AZUL - visualizagdo em verde).

. Analisar as imagens através do software Image J. Utilizar grupo controle como
padrdo de coloracdo. Fazer média do nivel de intensidade em pixels, no grupo
controle para estabelecer uma quantidade padrao.

Estabelecer uma media em cada tratamento, da intensidade de fluorescéncia.
Referéncias:

» Santos ECS, Sato D, Lucia T, Iwata H. Brilliant cresyl blue staining
negatively affects mitochondrial functions in porcine oocytes. Zygote. 2013
Dec 20:1-8.

» Takeo S, Kawahara-Miki R, Goto H, Cao F, Kimura K, Monji Y, Kuwayama
T, lwata H.Age-associated changes in gene expression and developmental
competence of bovine oocytes, and a possible countermeasure against age-
associated events. Mol Reprod Dev.2013 Jul;80(7):508-21. doi:
10.1002/mrd.22187.

» Itami N, Kawahara-Miki R, Kawana H, Endo M, Kuwayama T, Iwata H.
Age-associated changes in bovine oocytes and granulosa cell complexes
collected from early antral follicles. J Assist Reprod Genet. 2014
Aug;31(8):1079-88. doi: 10.1007/s10815-014-0251-y.

» Sakatani M, Suda I, Oki T, Kobayashi S, Kobayashi S, Takahashi
M.Effects of purple sweet potato anthocyanins on development and intracellu
lar redox status of bovinepreimplantation embryos exposed to heat shock. J
Reprod Dev. 2007 Jun;53(3):605-14.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24355610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sato%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24355610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lucia%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24355610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwata%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24355610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24355610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takeo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawahara-Miki%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goto%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cao%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kimura%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monji%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuwayama%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuwayama%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwata%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=iwata+oocyte+bovine+ros
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Itami%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawahara-Miki%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawana%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Endo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuwayama%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwata%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=iwata+oocyte+bovine+gsh
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakatani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suda%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kobayashi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kobayashi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Effects+of+Purple+Sweet+Potato+Anthocyanins+on+Development+and+Intracellular+Redox+Status+of+Bovine+Preimplantation+Embryos+Exposed+to+Heat+Shock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Effects+of+Purple+Sweet+Potato+Anthocyanins+on+Development+and+Intracellular+Redox+Status+of+Bovine+Preimplantation+Embryos+Exposed+to+Heat+Shock
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ANEXO G - PROTOCOLO ANALISE DE POTENCIAL DA MEMBRANA

MITOCONDRIAL EM OVOCITOS

» Mitotracker Orange CMTMRos- Special Packaging. Cddigo: M-7510 (Life

technologies)
o Peso molecular: 427,37
o Concentracao final: 0,5 uM

o Emissao/Excitacdo: 560 nm

> Preparo das Solucdes:

1. PBS/PVA:
Componente Para 1L de H,O milli-q
NaCl 8¢
KCI 0,29
Na;HPO4 x 2H,0 | 2,88g
PVA 29

2. PBS/PVA+ Mitotracker (Stock 1 mM):

Componente Quantidade
Mitotracker 0,00213685 g
PBS/PVA 5 mL

*Aliquotar em 5 pL. Estocar protegido da luz em freezer ou nitrogénio (< -20°C).

3. Paraformaldeido 20%

Componente Quantidade
Paraformaldeido purissimo Vetec 694 0,6
PBS aquecido (60°C) 3mL

OBS. Demora a diluir, tem que aquecer

*Manter em geladeira. Preparado na semana do uso.
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Diluicdo para Paraformaldeido 3,7%

Solucéo Quantidade
Paraformaldeido 20% 2,775 mL
PBS/PVP 12,225 mL

*Manter em geladeira. Preparada na semana do uso.

Técnica:

Retirar 1 pL da solucdo stock e colocar em 2000 pL de PBS/PVA.

(Concentracdo final de 0,5 puM).

Preparar gotas de 100 puL em placa com 6leo. Colocar na estufa para aquecer.
(1h-1h30min).

Adicionar os ovocitos nas gotas preparadas e levar novamente a estufa por 30
minutos. Lavar 3 vezes em gotas de PBS/PVA (50 pL).

Retirar e fixar em paraformaldeido 3.7%. Colocar em placas 4 pocos, cada

poco com 400 pL. Placa protegida da luz. Manter em geladeira (24h).

Ao final da fixag8o, lavar os ovdcitos 3 vezes em gotas de PBS/PVA (50 pL).

Preparar as laminas:

1)

2)
3)

Na lamina, colocar os ovoécitos (n=5) com o minimo de PBS/PVA. Com
0 auxilio da pipetinha, circunda-los com d&leo mineral (para nao
espalharem). Adicionar aos embridbes uma gota de 1 pL de
PROLONG@GOLD ANFIFADE MOUNTANT (P10144-Life
Technologies). Usar vaselina entre lamina e laminula para as células ndo
amassarem ou estourarem. (Pressione levemente a laminula até fazer uma
bolha ao redor dos ovdcitos). OBS.: Se for usar lamina abaulada, ndo é
necessario colocar o dleo mineral.

Tirar as fotos dos ovdcitos e analisar a fluorescéncia (Filtro 560nm).

Mensurar a intensidade da atividade mitocondrial através do software

ImageJ.

> Referéncia:

» Santos ECS, Sato D, Lucia Jr T, Iwata H. Brilliant cresyl blue staining

negatively affects mitochondrial functions in porcine oocytes. Zygote. 2013
Dec 20:1-8.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24355610

ANEXOH
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—PROTOCOLO TUNEL PARA EMBRIOES

- KIT = In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein

(Roche: www.roche-applied-science.com)

v For detection and quantification of apoptosis at single cell level, based on

labeling of DNA strand breaks (TUNEL technology): Analisys by fluorescence

Microscopy or flow cytometry.

v Cat. N0.:11684 795 910 Roche Diagnostics
v 1 Kit: 50 tests

- MATERIAL

© 0o N o g Bk~ w D PE

e e e e T o o e =
© O N O U A W N B O

PBS

PVP (Polivinilpirrolidona) ou BSA (Bovine serum albumin)
Paraformaldeido purissimo (Vetec 694)

Trizma Hydrochloride (Sigma T3253)

Cloreto de Magnésio (MgCl,)

DNAse

Triton X-100

Citrato de sodio

Hoeschst 33342

. Kit TUNEL (In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein - Roche)
. ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR)

. Agua deionizada

. Agua Mili-q

. Placas de petri (@=60mm)

. Placas NUNC (quatro pocos)

. Laminas

. Laminulas

. Papel aluminio

. Ponteiras 200uL e 1000 pL

20.

Camara Umida (caixa para ponteiras com papel imido no fundo e envolta por

papel laminado — colocar em um banho-maria)



> SOLUCOES BASE

o > w0 e

Solucéo Hoeschst (mée)

- MODO DE PREPARO DAS SOLUCOES PARA O KIT

1. PBS/PVP ou PBS/BSA

PBS-PVP (1mg de PVP por mL de PBS) - Tampao de lavagem
Paraformaldeido 3,7% -> Solucdo fixadora
Solugéo Tris-HCL (400mM) - Tampdo usado na solugdo DNAse
Solugdo MgCl; (50mM) - Usada na solugdo DNAse

Solugéo

Quantidade

PBS

50 mL

albumin)

PVP (Polivinilpirrolidona) ou BSA (Bovine serum

0,05g

Manter em geladeira. Preparada na semana do uso.

2. Solucdo de Fixacdo (Paraformaldeido 3,7%)

Paraformaldeido 20%

Componente

Quantidade

Paraformaldeido purissimo vetec 694

0,69

PBS aquecido (60°C)

3mL

OBS: Demora a diluir, tem que aquecer
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Manter em geladeira. Preparado na semana do uso. Usar em temperatura ambiente.

Diluicdo para Paraformaldeido 3,7%

Solugéo Quantidade
Paraformaldeido 20% 2,775 mL
PBS-PVP 12,225 mL

Manter em geladeira. Preparada na semana do uso.

3. Solucgéo Tris-HCL 400mM (utilizada na solugdo DNase)

Componente Quantidade
Trizma Hydrochloride sigma T3253 0,06304 g
Agua Milli-q 1 mL
Manter em freezer a -20°C.

4. Solugdo MgCl, 50 mM
Componente Quantidade
MgCl, 0,001 g
Agua Milli-q 1mL

Manter em freezer a -20°C.



5. Solugdo DNAse 50 U/mL (mée)

Componente Quantidade
DNAse 0,0001g
Agua milli-g 100 pL
Manter em freezer a -20°C.
6. Solugdo DNAse
Componente Concentracdo | Quantidade (50uL de solucao)
Solugéo Tris-HCI 400 mM 5puL
Solucdo MgCl, 50 mM 6 UL
Solugdo DNase mée | 50 U/mL 0,5 uL
Agua Milli-q | —----mmmmeme- 38,5 UL

Manipular no gelo. Ndo armazenar, preparar no momento do uso.

7. Solugéo permeabilizadora

Componente Quantidade
Triton X-100 (0,5%) 75 uL
Citrato de sodio 0,015¢
PBS-PVP aquecido (36-38°C) 14,925 mL
OBS: Aquecer para diluir o Triton X-100

Manter em geladeira. Preparada na semana do uso.

8. Solugédo mix (Solugdes do kit tunel)

Componente Quantidade
Vial 1-tampa azul —solucao enzimatica 50 pl
Vial 2-tampa roxa-solugdo marcadora 450 pl

Preparar na hora da utilizacdo (manipular no gelo). Ndo armazenar.

9. Solugédo Hoeschst (mae)

Componente Quantidade
Hoeschst 33342 1 mg
Agua deionizada 1mL
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* Aliquotar 9 pL e congelar em eppendorf (em -20°C) protegido da luz. Utilizar

1,5 mL de PBS/PVP para uso na técnica.

> PREPARO DA TECNICA:

1. Lavar os embrides em PBS-PVP em uma gota de 100 pL.

2. Transferir para solucdo de fixacdo (Paraformaldeido — temperatura ambiente)

em placas NUNC, contendo 400 pL de solucdo. Manter em temperatura

ambiente por 1 hora (Pode deixar overnight na geladeira).
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3. Lavar os embrides em 3 gotas de 100 pL PBS-PVP. Deixar 2 minutos na Gltima

gota.

YA
o O e

2 min

4. Transferir os embrifes para solucdo permeabilizadora, 400 pL (placa NUNC),

por 1 hora em geladeira (2-8°C).

5. Lavar os embrides em 3 gotas de 50 pL de PBS/PVP. Deixar 2 minutos na

ultima gota.

YA
o O @

2 min

6. Dividir os embrides em trés grupos: controle positivo, controle negativo e
amostra. Lavar o grupo positivo em uma gota de solucdo DNAse para
posteriormente incuba-lo em 10 pL da mesma solucdo em lamina (marcada
com um circulo de esmalte). Preparar e manter a solu¢do DNAse sempre em
gelo (todos componentes). A lamina contendo os embrides e a solucdo DNAse
devem permanecer por lh em cdmara imida a 37°C (caixa de ponteiras com

papel tmido e envolta por papel laminado, dentro de um banho-maria).

+
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7. O grupo negativo e a amostra devem permanecer em PBS/PVP em placa nunc
400 pL em 37°C por 1 hora (mesa aquecedora ou estufa).

8. Lavar os grupos de embrides em 3 gotas de 50 uL de PBS/PVP, deixando 2
minutos na Ultima gota. A partir desta etapa, manipular esta o grupo controle

positivo sempre por ultimo!
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9. Reacdo TUNEL

- MANIPULAR NO ESCURO!!

a. O grupo negativo deve ser lavado em uma gota de solugdo marcadora
(tampa roxa-kit) e posteriormente incubado em 10 pL da mesma
solucdo, em uma lamina marcada com esmalte circular por 1 hora a
37°C, em camara imida. Manipular esta solugdo sempre em gelo e com
a utilizacao de luvas.

b. O grupo positivo e a amostra devem ser lavados em uma gota de
solucdo mix (tampa roxa + tampa azul) e incubados em 10 pL da
solugdo mix em uma lamina marcada com esmalte circular, por 1 h em
37 °C, em camara imida. Manipular esta solugdo sempre em gelo e com
a utilizacdo de luvas e no escuro. Passar 0 grupo positivo sempre por

altimo!

ESMALTE
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Obs.: O volume 10 pL das solugdes Tunel adicionado no interior dos circulos é

suficiente para aproximadamente 10 embrides.

10. Lavar os grupos de embriGes em 3 gotas de 50 pL de PBS/PVP, deixando 2 min
na ultima gota, protegido da luz.

11. Incubar os embrides (todos os grupos) em solugdo Hoeschst por 10 min em
gotas de 20 pL em ldaminas com esmalte. Protegido da luz!

- A+
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12. Lavar cada grupo de embrides em 3 gotas de 50 uL de PBS/PVP, deixando 2
min na ultima gota, protegido da luz.

13. Montar as laminas de cada grupo para visualizacdo. Colocar os embriées com o

minimo de meio possivel em lamina (separados para ndo se misturarem). Logo
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em seguida, faca um circulo em volta dos embribes com O6leo mineral,
utilizando uma pipetinha (para o embrido ndo se mover). Marcar o local dos
embrides com um circulo (no verso da lamina) para facilitar a localizacdo dos

mesmos. Cobrir com laminula e visualizar no microscopio de fluorescéncia.
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Obs.: Para manter a fluorescéncia por um maior periodo, adicionar uma gotinha de
ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR) durante a montagem das laminas

e laminulas. Pode deixar em geladeira, protegido da luz, por até 5 dias.

- FILTROS

v VERMELHO (450 nm) — visualizagdo do nucleo em coloracdo verde (corante
FITC), que sdo as células tanel positivas: com DNA fragmentado.
v'  AZUL (365 nm) — visualizacdo do nucleo com coloracdo azul (corante

Hoeschst), que marca todo o material genético.

OBSERVAGCAO: A Contagem das células é realizada na AMOSTRA. Sob o filtro
Azul, contam-se todas as células coradas em azul (total de células) e com o filtro Verde,
contam-se as células lesadas (cor verde). Os controles negativo e positivo apenas indicam o
funcionamento e intensidade dos corantes. Basear na fluorescéncia do negativo para depois

analisar o positivo e as amostras.



