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RESUMO

Visto que o Brasil € um importante pais no desenvolvimento da producao in vitro de embrides
(PIVE) bovinos, a eficiéncia dessa biotécnica ainda possui algumas limitacbes como por
exemplo, o estresse oxidativo gerado pela producéo exacerba de radicais livres. Os radicais
livres sdo produzidos naturalmente pelo metabolismo, mas quando em altas concentragdes
geram danos ao sistema bioldgico, podendo causar apoptose e lipoperoxidacdo lipidica,
consequentemente influenciando nas baixas taxas de producdo de embrifes e diminuindo a
qualidade embrionaria. Portanto, torna-se necessario buscar alternativas para minimizar os
problemas causados pelo estresse oxidativo, como por exemplo o0 uso de antioxidantes
eficientes, estaveis, seguros e ndo toxicos para a suplementacdo dos meios utilizados para
producdo de embrides. Tendo em vista nisso foi testado o uso do ITS (insulina transferrina e
selénio) como antioxidantes em ovacitos coletados de ovarios oriundos de abatedouro através
de quatro tratamentos: T1: -CIS -ITS; T2: +CIS -ITS; T3: +CIS +ITS; T4: -CIS +ITS do meio
de maturacéo in vitro. Esses ovocitos foram submetidos ao restante das etapas de producéo in
vitro de embrides, fecundacdo e cultivo in vitro. No primeiro experimento foi visualizado as
taxas de producdo de embribes de cada tratamento. Ja no segundo experimento foi aferido a
qualidade dos embrides a partir da coloragéo diferencial realizada em cada embrido produzido.
Sendo possivel avaliar se a presenca do ITS ou ndo interferiu na producdo e qualidade dos
embrides produzidos. Em ambos os experimentos a presenca do ITS na maturacgao in vitro ndo
influenciou de forma significativa a producédo e qualidade embrionaria (p>0,05). Portanto ha
uma necessidade de mais estudos para avaliar outras formas de suplementagdo com ITS e
associacoes onde tal complexo pode ser funcional, seja em outras concentragcdes ou em vias de
uso como no cultivo in vitro, ou associacdo de seu uso nas duas etapas, maturagéo e cultivo in
vitro.

Palavras-chave: antioxidantes, radicais livres, estresse oxidativo.
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1. INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) bovinos no Brasil € uma importante biotécnica
tendo em vista que 0 nosso pais é um dos maiores produtores de embrides bovinos no mundo.
Essa biotécnica € uma das principais ferramentas como multiplicadora de individuos de alto
potencial genético tendo em vista seus beneficios como, alto melhoramento genético,
diminuicdo do intervalo de geragdes, maior pressdo genética e uma grande producdo de
embrides por vaca. Porém apesar de todos os avangos e estudos, a PIVE ainda possui muitas
limitacGes como por exemplo a qualidade inferior que os embrides produzidos in vitro possuem
quando comparados aos embrides produzidos in vivo (CHAVES et al., 2010; GOTTARDI et
al., 2012).

A baixa qualidade embrionaria tem como uma das causas 0 estresse oxidativo, um dos
fatores que afetam de forma negativa a PIVE. O estresse oxidativo € gerado a partir da producéo
exacerbada de radicais livres, que sdo compostos produzidos naturalmente pelo metabolismo
celular, mas que quando em grandes quantidades gera estresse causando danos ao DNA,
lipoperoxidac&o lipidica e até a apoptose e necrose das células. O estresse oxidativo ndo sé
influencia na qualidade embrionaria, mas também pode influenciar na producdo de embrides
diminuindo as taxas de producdo de blastocistos (ANDRADE et al., 2010; LONERGAN et al.,
2000; YANG et al., 1998).

Diante disso, é importante buscar alternativas para minimizar o estresse oxidativo,
reduzindo as concentracdes de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) nos meios biologicos,
principalmente no meio de producdo de embrides in vitro. Uma alternativa vidvel € o uso de
antioxidantes como suplementacao dos meios utilizados na PIVE (ANDRADE et al., 2010; DE
MATOS et al., 2002).

A insulina transferrina selénio (ITS) € um complexo de substancias que possuem acdes
individuais que possuem também ac¢des antioxidantes para diferentes efeitos, entre eles, regular
a producao de ERO’s. A insulina possui agdo moduladora para a sintese de acidos nucleicos,
proteinas e lipideos, alem de regular algumas funcdes celulares (VEDELER et al., 1991).

A transferrina inicialmente atua como transportadora de ferro intracelular, além disso essa
molécula possui funcBes antioxidantes, removendo ions metélicos do meio, impedindo a
formagéo de radicais livres no meio. A transferrina também atua prevenindo e reparando 0s
danos oxidativos sendo usado como estimulante de proliferagéo celular (EKBLOM, 1984;
BARNES e SATO, 1980).



Ja a ampla acdo como antioxidante do Selénio atua reduzindo as concentra¢des de radicais
livres no meio biol6gico, além de ser um componente importante da enzima glutationa
peroxidase, um potente agente antioxidante enzimatico (EBERT et al., 2006; GRONBAEK et
al., 1995).

Apos a visualizacao de todos os beneficios que o ITS pode trazer, esse composto seria uma
possivel alternativa para melhorar as condi¢gdes do meio de MIV, gerando assim um aumento
nas taxas de maturacdo nuclear, consequentemente aumentando as taxas de producdo de
embrido e a qualidade dos mesmos. Tendo em vista nisso, o objetivo do proposto trabalho foi
avaliar o efeito da suplementacdo do ITS no meio de maturagéo in vitro quanto as taxas de

producéo in vitro de embrides e quanto a qualidade embrionaria.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.  Produc&o in vitro de embrides

A producdo in vitro de embrides (PIVE) bovinos surge como uma biotécnica que visa
elevar a propagacdo genética de uma fémea bovina a partir do melhor proveito dos ovocitos
que, ordinariamente no ciclo estral, seriam perdidos em consequéncia a atresia folicular
(BARRETA et. al, 2021).

Nesse sentido, esses gametas sdo submetidos, in vitro, a condi¢cdes que mimetizam o
que ocorreria in vivo para se produzir embrides e, posteriormente, transferi-los a uma fémea
receptora. O processo da PIVE é dividido em quatro etapas: aspiracdo de ovarios para obtencao
de complexos cumulus-oécito (COC’s); maturagdo in vitro (MIV), fecundagdo in vitro (FIV);
e cultivo in vitro (CIV) de zigotos e de embrides (BARRETA et. al, 2021; DODE et. al, 2010).

2.1.1. Obtencao de ovocitos

De acordo com Dode et. al, 2010, os gametas femininos podem ser recuperados por
aspiracdo de foliculos ovarianos, bem como por fatiamento ou por dissecacdo de ovarios, a se
definir o procedimento de acordo com cada caso (BARRETA et. al, 2021).

Rotineiramente, a aspiracdo é a técnica de eleicdo, que pode ser feita, nos casos de
aspiracdo em animal in vivo, por meio de cirurgia ou pelo uso da técnica de aspiracéo folicular
transvaginal guiada por ultrassom (ovum pick up - OPU); ou pelo uso de agulha acoplada a
bomba a vacuo ou a uma seringa, em que se aspira os foliculos com didmetro entre 2 e 8mm,
nos casos de ovarios oriundos de abatedouro (BARRETA et. al, 2021; DODE et. al, 2010;
LAGARES, MENDONCA E VARAGO, 2008).

No que tange aos ovarios oriundos de abatedouro, estes sdo comumente transportados
submersos em solucéo tamponada com fosfato ou em solucéo salina a 0,9% de NaCl, mantidos
em temperatura de 35°c em média. Ademais, 0 prazo de transporte ndo deve passar de 8 horas
a contar da obtencdo dos ovarios (BARRETA et. al, 2021; DODE et. al, 2010).

Apos a aspiracdo e respeitado o periodo de decantagdo, o pellet formado é transferido
para uma placa de Petri para que se realize a etapa de rastreamento e de sele¢do de ovocitos
(DODE et. al, 2010).



2.1.2. Maturacdo in vitro

Uma vez que os ovocitos aspirados ndo sofreram sua adequada maturacao e capacitacao,
eles precisam, para tanto, ser submetidos a etapa da MIV, na qual é comumente utilizado o
TCM-199 (Tissue Culture Medium), meio base, suplementado com: sais de Earle, fonte
proteica, antibidticos e hormonios, sendo que esse mesmo meio é adaptado de acordo com a
pratica de cada laboratério (BARRETA et. al, 2021; DODE et. al, 2010; LAGARES,
MENDONCA E VARAGO, 2008).

Quanto a fonte proteica, observa-se que o soro fetal bovino (SFB) e que a albumina
sérica bovina (BSA) sdo as fontes mais utilizadas entre os laboratorios. J& em relagdo aos
horménios, em geral, sdo utilizados o horménio luteinizante (LH) e/ou o horménio foliculo
estimulante (FSH) — gonadotrofinas —, bem como o fator de crescimento epidermal (EGF) ou o
hormdnio do crescimento (GH) (BARRETA et. al, 2021; DODE et. al, 2010).

Selecionados os gametas femininos, estes séo transferidos para gotas de meio MIV,
submergidas em 6leo mineral, e mantidos nesse meio em incubadora com atmosfera de 5%
diéxido de carbono, umidade saturada e 39°c de temperatura por 22 a 24 horas (DODE et. al,
2010).

2.1.3. Fecundacdo in vitro

A fecundacéo se refere a fusdo do material genético do espermatozoide e do ovocito, e
a posterior formacdo de um individuo. Dentre 0s eventos que ocorrem nessa etapa, destacam-
se a ligacdo do espermatozoide a zona pelucida (ZP) do ovocito; a reacdo acrossomal e a
penetracdo da ZP; a ativacdo do ovécito (fim da meiose); a expulsdo do segundo corpusculo
polar; e a singamia (DODE et. al, 2010; LANDIM-ALVARENGA, 2017).

Para a FIV, é necessario que o ovdcito tenha completado sua maturacdo (metafase I1),
bem como que o espermatozoide tenha sofrido capacitagdo, e que estejam em meio que
mimetize o ambiente do oviduto, onde ocorreria a fecundacéo in vivo (BARRETA et. al, 2021).

Nesse sentido, antes da fecundacdo, é necessario que o sémen a ser utilizado seja
adequadamente preparado. Geralmente, o swin-up — migragdo ascendente — e o Percoll —
gradiente de densidade — sdo as técnicas mais aplicadas para se realizar a separagdo dos
espermatozoides vivos dos demais componentes indesejados (crioprotetores e componentes do
sémen) (BARRETA et. al, 2021; DODE et. al, 2010).
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De acordo com Dode et. al (2010), na técnica do swim-up, em um tubo com meio de
preparacdo de sémen, deposita-se 0 sémen no fundo, o qual permanece em repouso por 60
minutos aproximadamente. Os gametas que estiverem vivos, por motilidade ascendente,
migrardo para a parte superior do mencionado meio, porcao essa que serd utilizada na FIV, e o
restante do contetdo do sémen permaneceré no fundo do tubo.

Quanto & técnica de gradiente de Percoll, Barreta et. al (2021) explanam que o Percoll é
formado por elementos de silica coloidal cobertas com polivinilpirrolidona (PVP), que, para
criar os gradientes, pode ser feito em diversas concentraces.

Nessa técnica, o sémen é centrifugado, o que permite a passagem pelos diferentes
gradientes e a separacdo dos gametas vivos do conteudo restante — principio da sedimentacao
celular conforme o gradiente de densidade (BARRETA et. al, 2021; DODE et. al, 2010). Para
a mencionada separacdo, normalmente se utiliza um tubo com duas concentracgdes, 45% e 90%,
depositando-se 0 sémen na superficie do gradiente, com posterior centrifugacdo. Uma vez
centrifugado retira-se o sobrenadante e lava-se o pellet formado, para depois utilizar na FIV
(DODE et. al, 2010).

Além de respeitar o periodo da MIV e de realizar a separacdo espermatica, € necessario
que se forneca um adequado ambiente para a capacitacdo espermatica e, assim, para a
fecundacdo. Para tanto, habitualmente utiliza-se o meio Fert-TALP, que, para se estimular a
capacitacdo espermatica, contém heparina, e, para estimular a atividade desses gametas, é
adicionado penicilanima, hipotaurina e epinefrina (PHE) (BARRETA et. al, 2021).

Apbs a M1V, os ovocitos sdo transferidos para as gotas de fecundacédo e depois sdo co-
cultivados (ovécitos e espermatozoides) por um prazo de 12 e 18 horas, em incubadora com
atmosfera de 5% didxido de carbono, umidade saturada e 39°c de temperatura (BARRETA et.
al, 2021).

2.1.4. Cultivo in vitro

Ocorrida a fecundacéo, os provaveis zigotos sao transferidos para gotas com meio de
cultivo, com a finalidade de suporte nutricional celular e, assim, de desenvolvimento
embrionario, e assim permanecem por 7 dias, até o estagio de blastocisto, que podem ser
transferidos para uma fémea receptora para gestacdo a termo (BARRETA et. al, 2021; DODE
et. al, 2010).

O TCM-199 é o meio usualmente utilizado no cultivo embrionario de bovinos. Utiliza-

se tambem fluidos da tuba uterina (sintetic oviduct fluid - SOF) e do utero. Esse meio €
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suplementado com fungicidas e antibi6ticos, bem como com fonte proteica, soro fetal bovino
(SFB) ou albumina sérica bovina (BSA). Ademais, por ser tamponado com bicarbonato, o CIV
é mantido em atmosfera a 5% de didxido de carbono, 5% de oxigénio e 90% de nitrogénio
(DODE et. al, 2010).

2.2.  Fatores que afetam a produg&o in vitro de embrides bovinos

Ainda que se busque utilizar meios com caracteristicas mais proximas do ambiente in
vivo, a producéo in vitro ainda ndo consegue se assemelhar de forma efetiva, fato este que
reflete tanto nas taxas de desenvolvimento embrionario quanto nos aspectos moleculares e
morfolégicos dos embriGes formados (CAMARGO et. al, 2006). Dentre os fatores que
influenciam a PIVE, pode-se mencionar: fatores maternos, tamanho do foliculo ovariano,
estresse térmico, efeito da raca, fatores paternos, fatores relacionados ao ambiente in vitro e
tensdo de oxigénio (BARRETA et. al, 2021; CAMARGO et. al, 2006).

Em relagdo aos fatores maternos, destacam-se o tamanho do foliculo aspirado, a
competéncia do ovdcito utilizado, a idade, a raca e 0 meio ambiente em que a vaca aspirada se
encontra (BARRETA et. al, 2021; CAMARGO et. al, 2006).

Nesse sentido, a viabilidade do ovocito esta relacionada ao tamanho e ao ambiente do
foliculo, dado que, no que o foliculo cresce, 0 mencionado gameta cresce e se desenvolve junto,
adquirindo competéncia para completar sua maturacdo mei6tica e fazer reserva de RNAm para
eventual fecundacdo (CAMARGO et. al, 2006). Segundo Dode et. al (2010), tratando-se de
bovinos, foliculos menores que 2mm de diametro frequentemente apresentam ovocitos que nao
alcancaram seu total crescimento e, assim, sem competéncia de maturacao.

Estudos observaram variagdes entre as racas no que diz respeito ao desenvolvimento
ovocitario e embrionario, o que pode ser justificado por fatores genéticos ou citoplasmaticos
maternos (BARRETA et. al, 2021; CAMARGO et. al, 2006). Ainda em relagdo ao ovocito,
Blair et. al (1998) observaram que, em ambientes mais quentes, vacas Bos Taurus apresentaram
ovocitos com viabilidade inferior aos das vacas Bos Indicus, dado esse explicado pela maior
capacidade de animais zebuinos se adaptarem a climas mais quentes.

Assim, Barreta et. al (2021), explicam que outros aspectos devem ser considerados além
da raca da vaca aspirada, principalmente no que tange as condi¢cdes em que esse animal se
encontra, como, por exemplo, dieta fornecida, condi¢cdes climéaticas e manejo sanitario

recebido, bem como os procedimentos laboratoriais realizados.
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E necessario se atentar também com relagéo aos fatores paternos, ja que alguns touros
demonstram melhor taxa de conversdo embrionaria quando comparadas a outros, destacando-
se, como um dos principais fatores, a capacidade do espermatozoide de realizar a fecundacao
(ASSUMPCAO et. al, 2014). Ademais, a depender da qualidade do espermatozoide que realizar
a fecundacdo, o embrido formado pode apresentar baixa qualidade (FERNANDEZ-
GONZALEZ, 2008).

2.2.1. Producdo de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

Como ja mencionado anteriormente, o sistema in vitro ainda ndo € capaz de
corresponder totalmente ao que ocorre no ambiente in vivo. Os embrides cultivados em
laboratério sdo submetidos a uma atmosfera gasosa, a um pH e a um meio diferentes aos
encontrados no trato reprodutivo feminino, o que afeta o seu desenvolvimento (ANDRADE et.
al, 2016; HARVEY, 2007). Dentre os efeitos prejudiciais, pode-se mencionar o estresse
oxidativo.

Dale et. al (2016) definem o estresse oxidativo como o desbalango entre a formagéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s), também conhecidas pela sigla “ROS” — reactive oxigen
species —, e sua eliminacdo pela acdo de antioxidantes. Esses compostos sdo formados em razdo
do metabolismo celular e de reacdes enzimaticas no decorrer do desenvolvimento embrionario
(DAY, HARDY E MORRIS, 2021).

Nesse sentido, essa formacdo é consequente das moléculas de oxigénio e do
metabolismo aerdbico da célula, em que a mencionada molécula sofre reducédo, formando, pela
associacdo de quatro elétrons, duas moléculas de agua. Se esse processo de reducao ocorrer de
forma incompleta, havendo associacdo de menos elétrons, ocorrera a constituicdo dos radicais
livres, dentre eles: anion superdxido (O2), perdxido de hidrogénio (H20>) e radical hidroxila
(OH) (ACQUA et. al, 2022; DALE et. al, 2016).

Esses radicais livres sdo caracterizados pela sua instabilidade e sua alta reatividade, que
conferem interagbes com diversas moléculas, como os acidos nucleicos, os carboidratos e 0s
lipidios, a fim de se adquirir elétrons e de se repor sua estabilidade. Apesar de serem importantes
sinalizadores em algumas reacdes celulares, em excesso, geram oxidacdo de aminoacidos,
peroxidacdo de lipidio, modificagdes no DNA mitocondrial e desordem na divisdo meidtica,
dentre outros danos celulares, que auxiliam ainda mais na formacao de radicais livres (ACQUA
et. al, 2022; BOMFIM. 2017; CROCOMO et. al, 2012; PARAMIO E SOTO-HERAS, 2020).
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Na PIVE, a alta tensdo de oxigénio, a composicdo do meio de cultura e a produgéo
indireta de ERO’s pelos espermatozoides sdo exemplos de fatores capazes de desencadear o
estresse oxidativo em diversas fases do processo, que, por sua vez, pode acarretar atraso no
desenvolvimento embrionério, alteragdes genéticas e epigenéticas do embrido e até mesmo
apoptose, especialmente nas fases iniciais de zigoto e de clivagem (ACQUA et. al, 2022;
ANDRADE et. al, 2016; BOMFIM. 2017; DAY, HARDY E MORRIS, 2021).

2.3.  Fatores que minimizam o estresse oxidativo

Existem praticas na rotina do laboratdrio que podem minimizar a formacdo de ERO’s
na PIVE, como evitar exposicdo a luminosidade, manipulagdes dispensaveis e alta tensdo de
oxigénio. Além do mais, o uso de antioxidantes e de fatores de crescimento também séo
alternativas para esse fim (ACQUA et. al, 2022; DAY, HARDY E MORRIS, 2021; FRIGONI,
2016).

Baczkowski et. al (2004) observaram que os embrides expostos isoladamente ao estresse
oxidativo apresentaram menor desenvolvimento embrionério (crescimento, formacdo e
viabilidade celular de blastocistos), baixo nimero total de células embrionarias e da massa
celular interna (MCI), bem como maior nimero de células que sofreram apoptose.

Os mesmos pesquisadores constataram que os embrides submetidos ao estresse
oxidativo, mas com a presenca de fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 ou tipo 2
(EGF-1 ou EGF-2), fator de células tronco (SCF) ou fator de crescimento epidérmico (EGF) no
meio apresentaram desenvolvimento mais rapido e menor taxa de apoptose quando comparado
ao grupo submetido apenas ao estresse oxidativo. Ademais, esses mesmos grupos tratados com
IGF-1, IGF-2 e EGF apresentaram maiores nimeros de células do blastocisto e da MCI, o que
sugere sua acdo positiva no desenvolvimento embrionario em circunstancias ndo favoraveis
como o estresse oxidativo.

Outros pesquisadores também verificaram a capacidade de o IGF-1 proteger o
desenvolvimento embrionéario do estresse oxidativo. Apesar de ndo bloquear a producéo de
radicais livres, observaram que esse fator protege os embrides dos efeitos deletérios gerados
pelos ERO’s, como a apoptose, bem como reduz a concentracdo intracelular de espécies
reativas de oxigénio (FRIGONI, 2016; HANSEN, MOSS E PONTES, 2009).

Quanto a tens&o de oxigénio, normalmente séo utilizados o cultivo de alta tensdo (20%)

ou o de baixa tensdo (5%), porém as incubadoras convencionais utilizadas para a MIV néo
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costumam controlar o gas atmosférico. O de alta tenséo de oxigénio corresponde a até quatro
vezes a mais da tensdo de oxigénio fisioldgico encontrado no oviduto, bem como no trato
feminino no decorrer do desenvolvimento embrionario inicial, que tende a decair (BOMFIM,
2017; PARAMIO E SOTO-HERAS, 2020).

Nesse sentido, os ovocitos utilizados na MIV em um sistema de alta tensdo sdo
submetidos a um ambiente que acarreta elevados niveis de ERO’s intracelular, que compromete
a maturacdo ovocitaria e a capacidade de sofrer fecundacdo (PARAMIO E SOTO-HERAS,
2020).

De acordo com Bermejo-Alvarez et. al (2010), o sistema de baixa tensdo na MIV
melhora de forma significativa a competéncia ovocitaria, o que acarreta melhora na taxa de
desenvolvimento embrionario. Por sua vez, Fernandez-Santos et. al (2020) concluiram que a
tensdo relativa de oxigénio na MIV e na FIV, apesar de ndo influenciar na taxa embrionaria até
0 estégio de blastocisto, influéncia nos padrdes genéticos e, assim, na qualidade dos embrides
formados.

Em relacdo ao CIV, Bomfim (2017) observou que a alta tensdo de oxigénio desencadeia
0 estresse oxidativo, que, por sua vez, leva, além de outros danos, a alteracfes epigenéticas.
Essa mesma pesquisa concluiu que os cultivos em alta tensdo apresentam maiores niveis de
ERO’s quando comparados aos cultivos em baixa tensao, o que determina que a alta de oxigénio

pode acarretar estresse celular e prejudicar o desenvolvimento do embriéo.

2.3.1. Uso de antioxidantes na produg&o in vitro de embrides bovinos

Os antioxidantes s&o substancias que, pela transformacdo de ERO’s em &gua, equilibra,
previne ou retarda a formacao desses radicais livres de oxigénio quando em baixos niveis em
relacdo ao substrato passivel de oxidacdo (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999 apud
SOVERNIGO, 2015).

Nesse sentido, ha dois grupos de antioxidantes: 0s enzimaticos e 0s ndo enzimaticos
(SIES, 1993). Os antioxidantes enzimaticos ou naturais sdo aqueles provenientes de enzimas
antioxidantes produzidas pelos proprios organismos eucariontes e sdo divididos em trés
principais classes: superoxido dismutases, catalases e glutationa peroxidases (GPx). Os nao
enzimaticos sdo compostos por substancias capazes de proteger contra o desenvolvimento
oxidativo e sdo de origem sintética, suplementar dietética ou até mesmo do proprio organismo
(COSTA et. al, 2005; SIES, 1997, SOVERNIGO, 2015).
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Costa et. al (2005) explanam que os antioxidantes ndo enzimaticos precisam apresentar
ao menos uma das seguintes capacidades: participacdo no procedimento de reparo; produzir um
composto estavel pela eliminacdo ou inativacdo de radicais livres; e/ou inibicdo de formacéo
de espécies reativas de oxigénio. Zinco, taurinas, hipotaurinas, selénio, acido ascorbico,
tocoferol, cistina, caroteno, betacaroteno e glutationa sdo exemplos de antioxidantes néo
enzimaticos (ARAUJO et. al, 2011; SOVERNIGO, 2015).

A fim de se equilibrar os niveis de espécies reativas de oxigénio, o proprio organismo
do animal produz antioxidantes, e, por isso, 0 seu uso na PIVE tem ganhado cada vez mais
espaco nas pesquisas, dado a probabilidade de ser uma ferramenta na redugdo do estresse
oxidativo sofrido nos cultivos in vitro e, assim, na reducdo das injarias sofridas pelo embrido
(BOMFIM, 2017; SOVERNIGO, 2015).

Adona et. al (2017) explanam que a suplementacdo de antioxidantes auxilia no
equilibrio do sistema de cultivo in vitro, que, por sua vez, auxilia na maturagdo citoplasmatica
do ovdcito e aumenta a taxa embrionaria. Em seus experimentos, 0s mesmos pesquisadores
observaram gue 0s grupos suplementados com cisteamina, carnitina, vitamina C, quercetina ou
resveratrol apresentaram maiores taxas de desenvolvimento embrionario quando comparados
aos grupos sem tratamento.

Por fim, Paramio e Soto-Heras (2020) defendem que 0 uso de antioxidantes no meio de
cultura da MIV é a principal escolha para se evitar o estresse oxidativo, sendo que cada
laboratdrio deve fazer eleicdo do antioxidante com base nas condicdes individuais do proprio

laboratdrio de ambiente, de recursos técnicos e de origem dos ovocitos.

2.4.  Insulina Transferrina Selénio (ITS)

Nesse sentido, 0 composto quimico insulina-transferrina-selénio (ITS) tem sido objeto
de pesquisa nas culturas de embrides in vitro pelas suas propriedades antioxidantes (BAO et.
al, 2011; CORDOVA, 2010; DIOGENES et. al, 2016; DODE et. al, 2020).

A insulina proporciona a captacdo de aminoacidos e de glicose; lipogénese; sintese e
transporte intracelular de proteinas e de acidos nucleicos. Além de ser uma transportadora de
ferro, a transferrina auxilia no controle de ERO’s, uma vez que colabora na reducao de altos
niveis de perdxido e de radicais de oxigénio. O selénio, por sua vez, realiza o papel de
antioxidante no meio de cultura por ser um co-fator da glutationa peroxidase (DASGUPTA E
MOKASHI, 2020).
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Cordova et. al (2010) observaram melhora na maturacdo de ovdcitos submetidos ao
tratamento com ITS e acido L-ascérbico (AA) nas primeiras 12 horas, bem como melhora no
desenvolvimento embrionéria. O grupo tratado apenas com ITS apresentou resultados proximos
ao grupo controle.

Por outro lado, Didgenes et. al (2016) tiveram resultados positivos na capacitacao
ovocitaria e na taxa embrionaria quando os ovdcitos foram tratados com ITS e AA nas 12 horas
finas da maturacdo in vitro, mas ndo constataram diferenca, quanto ao grupo controle, no
tamanho e no nimero de células embrionérias em D7.

Enfim, a pesquisa de Dode et. al (2022) sugere que a suplementacdo dos meios de cultura
com ITS é positiva no desenvolvimento embrionério em culturas individuais, bem como que o
acido folico pode alterar, de forma positiva, metilacdo do DNA de gene relacionado com a

qualidade embrionaria.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Delineamento experimental

No proposto trabalho foram feitos quatro tratamentos do meio de maturacéo para testar
a suplementacdo do ITS no meio de maturagdo como uma alternativa para aumentar as taxas de
maturacdo ovocitaria e consequentemente melhorar a producdo e qualidade de embrides
bovinos. O primeiro tratamento utilizado foi 0 meio de maturacdo padrdo do laboratorio de
reproducdo animal da Embrapa Cenargen sem nenhum antioxidante, como controle. O segundo
foi 0 meio de maturagdo padrdo do laboratdrio de reproducdo animal da Embrapa Cenargen
composto com cisteamina. O terceiro tratamento foi 0 meio de maturagéo padrao do laboratério
de reproducdo animal da Embrapa Cenargen com a presenca de ITS. E quarto e dltimo
tratamento, meio de maturacdo padrdo do laboratério de reproducdo animal da Embrapa
Cenargen sem a presenca de cisteamina e com a presenca de ITS.

Foram realizados dois experimentos para avaliar a presenca do ITS na producdo e
qualidade de embrides bovinos produzidos in vitro.

Experimento 1: Avaliacdo da producdo de embrides.

Nesse experimento foi visualizado as taxas de producao de embrides de cada tratamento.
Podendo avaliar se o tratamento com a presenca de ITS ou néo influenciava na producédo de
blastocistos.

Experimento 2: Avaliacdo da qualidade dos embrides produzidos.

Nesse experimento foi aferido a qualidade dos embrides a partir da coloracéo diferencial
realizada em cada embrido produzido. Sendo possivel avaliar se a presenca do ITS ou nédo
interferiu na qualidade dos blastocistos produzidos.

3.2.  Obtencéo de ovocitos

Os ovarios usados para a obtencdo dos ovocitos foram oriundos de um abatedouro de
Anapolis — GO. Os ovarios foram transportados durante a viagem em banho maria, temperatura
de 35°C. Logo ap6s a chegada dos mesmos ao laboratério, os ovarios foram lavados com
solugdo salina a 0,9% (NaCl, 0,9%), suplementado com antibidticos penicilina e
estreptomicina, aquecida a 34-36°C e logo apoOs a lavagem foram armazenados em um

recipiente de vidro estéril, contendo essa mesma solugdo, onde permaneceram até o fim da
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aspiracdo em banho maria nesta mesma temperatura. Todo o processo do transporte a aspiragao
e finalmente a colocagdo dos ovacitos puncionados em maturacao foram feitos no intervalo de
4-6 horas.

3.3.  Rastreamento e selecao dos ovacitos.

Ap0s a aspiracgdo, foi feito o rastreamento e selecao dos ovacitos. Aguardado 10 minutos
para sedimentacdo dos ovdcitos e formagdo do pellet no fundo do tubo, foi retirado com o
auxilio de uma pipeta sorolégica o liquido folicular ou sobrenadante e colocado em outro tubo.
Esse liquido foi centrifugado a 37°c, a 700g por 5 minutos. Enquanto isso o pellet foi mantido
em banho maria a 37°C. Em uma placa de Petri de 60mm foi colocado o pellet e cerca de 10mL
do liquido folicular centrifugado para que 0s ovdcitos fossem rastreados com o auxilio da lupa
e manipulados com a pipeta de vidro e bulbo. Os ovdcitos encontrados foram colocados em
outra placa de Petri de 35mm contendo de 2-3mL de liquido folicular.

Apds o rastreamento os ovdcitos encontrados foram selecionados quanto a qualidade,
avaliando a uniformidade do citoplasma e quantidade e aparéncia do complexos cumulus-oécito
(COC’s). Apenas ovacitos de grau 1 a 3 foram utilizados, ovocitos de grau 4 foram descartados.
Apbs a selecdo, os ovacitos foram agrupados em grupos de 25 a 30 por gota.

Antes de transferi-los para as gotas de maturacdo, foi dado um banho em cada grupo
como o préprio meio de maturacéo de acordo com o tratamento para cada grupo. Apos isso 0s
ovacitos foram transferidos para suas respectivas gotas de maturacao, contendo 150pL do meio

de maturacdo de cada tratamento, imersas sob 6leo mineral em uma placa de Petri de 60mm.

3.4. Maturacdo in vitro

O meio de maturacdo padrdo do Laboratorio de Reproducdo Animal da Embrapa
Cenargen, do qual foi utilizado na realizagéo do experimento consiste de TCM 199 com sais de
Earl’s suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 0,01 Ul/mL de hormdonio foliculo
estimulantes (FSH), 0,1mg/mL de L-glutamina, 0,1ug/mL de cisteamina e 0,0755mg/mL de
sulfato de amicacina. Nos tratamentos que havia a presenca de ITS foi adicionado 0,5ug de ITS
a cada mL de meio de maturacao ja pronto.

Os quatro tratamentos utilizados do meio de MIV para o experimento ficaram

armazenados a 4°C até o dia do uso. No dia do uso do meio foi separado em eppendorf a
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quantidade necesséria para ser usada, e posta para estabilizar por no minimo 2 horas antes do
uso na estufa de estabilizacdo. Com isso 0s ovOcitos previamente selecionados permaneceram

nas gotas de maturacdo de 150 pL, por 22 horas, a 38,8°C e com 5% de CO2.

3.5.  Fecundacéo in vitro

O meio de fecundacdo in vitro utilizado para a realizacdo do experimento foi 0 mesmo
utilizado na rotina do Laboratorio de Reproducdo Animal da Embrapa Cenargen. O meio de
fecundacdo (FEC final) consiste em meio TALP suplementado com 2mM de penicilamina,
1mM de hipotaurina, 250mM de epinefrina e 10ul de heparina. Por tanto a cada manipulacao
foi preparado o meio de fecundacdo final (FEC final) que consistia em: 900ul meio de
fecundacdo, 40 pl de PHE (penicilamina, hipotaurina e epinefrina) e 10ul de heparina. Apés o
periodo da maturacdo os ovocitos foram retirados das gotas de maturagéo, lavados em uma gota
de meio FEC final e transferidos para as gotas do mesmo meio em placas sob 6leo, antes da
preparacdo do sémen.

Para a selegdo espermatica foi utilizado a técnica do Mini-Percoll, onde s&o utilizados
dois gradientes do meio Percoll: 45% e 90% para a selecédo e logo apds lavagem com o meio
CAP (meio de lavagem e manutencdo). O meio Percoll e o meio CAP foram estabilizados
previamente em estufa em uma temperatura de 38,8°c e a 5% de CO; até o seu uso. As palhetas
de sémen foram descongeladas em banho-maria a 36°c por 30 segundos. Logo ap6s o
descongelamento foi avaliado a motilidade e o vigor no microscopio, 0 sémen que possuia
motilidade maior ou igual a 30% e o vigor maior ou igual a 2 foram utilizados. Depois da
avaliacdo inicial o sémen foi colocado levemente sobre a coluna de Percoll, previamente
preparada e estabilizada, e centrifugado a 5000g por 5 minutos. Apdés a centrifugacao, o pellet
foi retirado e ressuspendido em 1mL de meio CAP, previamente estabilizado, e entdo
centrifugado novamente a 50009 por 5 minutos. Apds a segunda centrifugacéo o sobrenadante
foi retirado e foi acrescentado em torno de 100l de FEC final. Para a contagem da concentragédo
espermatica na camara de Newbauer, foi adicionado 5ul do sémen ja ressuspendido em FEC
final, em 95l de agua (1:20).

Foi avaliado novamente a motilidade e o vigor do sémen ressuspendido com FEC final
para acrescentar o que falta para completar 100% de espermatozoides vivos com movimento
progressivo do valor obtido na leitura, acrescentando esse valor na dose inseminante. A dose
inseminante adicionada nas gotas de fecundacdo possuiam uma concentracdo final de 1,0 x

105SPTZ/mL. Apds toda preparacio e calculado a dose inseminante, as gotas de fecundac&o ja
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com 0s ovocitos sdo inseminadas, onde ficaram co-incubadas por 18 horas, em estufas em
temperatura 38,8°c e a 5% de CO..

3.6.  Cultivo in vitro

O meio de cultivo in vitro utilizado é o Fluido Sintético de Oviduto (SOF) suplementado
com aminoacidos essenciais e ndo essenciais, 0,34 mM de sodium tri citrato, 2,77 mM de myo-
inositol, 5% de SFB. Apo6s a fecundagdo in vitro, os provaveis zigotos foram retirados do meio
de fecundacéo final, levemente pipetados e lavados em 2 gotas de meio SOF, para a retirada de
espermatozoides, e transferidos para as gotas de cultivo. Nessa etapa 0s possiveis embrides e
embrides em desenvolvimento ficaram encubados até o D7 (dia 7), considerando o DO (dia 0)
o dia da fecundac&o in vitro, em atmosfera gasosa a 5% de CO. com temperatura de 38,8°c.

Em D2 (dia dois), os zigotos foram avaliados quanto a sua clivagem. Foi registrado o
namero total de ovocitos clivados, nimero de ovocitos com duas células e numero de ovocitos

com 4 ou mais células. Também foi avaliado e registrado a taxa de blastocistos em D6 e D7.

3.7.  Coloracdo diferencial

Apbs serem avaliados em D7 os blastocistos expandidos foram separados para a
coloracgéo diferencial. Eles foram retidos das gotas de cultivos e banhados 3 vezes em gotas
com Phosphate Buffered Saline (PBS) sem magnésio e sem célcio com Polivinilpirrolidona
(PVP) numa proporcdo de 0,05 PVP em 50mL de PBS , previamente aquecidas a 36°c, para a
retirada do meio de cultivo. Apds os banhos os blastocistos foram colocados em uma gota de
400ul contendo lodeto de Propidio (100mg/mL) previamente preparada e aquecida a 36°c
durante 30 segundos. Apds os 30 segundos os embrides foram banhados 3 vezes novamente em
PBS/PVP sem magnésio e sem calcio e colocados em uma gota de 400ul contendo Hoescht
33342 (5g/mL) previamente preparada e aquecida a 36°c durante 15 minutos. Apos os 15
minutos os embrides foram banhados mais 3 vezes em PBS/PVP sem magnésio e sem calcio e
colocados sobre uma lamina contendo SlowFade (A: glycerol/PBS), e delicadamente tampados
com uma laminula.

As laminas foram avaliadas e tanto o nimero total de células coradas com lodeto de
Propidio, tanto o numero total de células coradas com Hoescht foram contabilizadas e

registradas. A massa células interna de cada embrido também foi calculada a partir da equac&o:


http://qnint.sbq.org.br/qni/popup_visualizarMolecula.php?id=jSk7dFagsfhIxlmNiCwDBhbFrE2eVdwlzWIRjNS4OJDbghVowVt3p8G3OYZMhLwlzpMtkTUulZA5zNo9VHGWwQ
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n° de cél.Hoescht—n° de células Iodeto

, sendo que o um resultado ideal é entre 20-40% para que 0

n° de cél.Hoescht

embrido seja considerado de qualidade.

3.8.  Andlise estatistica

Ambos utilizando 5% de significancia (p=0,05). As avaliacOes estatisticas foram feitas
no programa “R Studio”, versdo 4.0.4, 2021. Para a analise estatistica da produc&o in vitro de
embrides com seus devidos tratamentos foi realizado o teste ANOVA. Ja para a avaliacdo de

qualidade embrionaria foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para a avaliacédo estatistica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento proposto foi feita a avaliacdo da producdo in vitro de embrides
bovinos com os devidos tratamentos. Os embrides foram avaliados em trés dias, em D2 para
avaliagdo de clivagem onde foi visualizado os embrides que clivaram e os que ndo clivaram,
isso nos traz uma ideia de como sera a producdo final visto a porcentagem da avaliacdo de
clivagem. E em D6 e D7 e classificados como Bl (blastocisto inicial), BL (blastocisto), BX
(blastocisto expandido), BN (blastocisto em eclosdo) e BE (blastocisto eclodido). Como
descrito na Tabela 1 abaixo, onde foi observado que nenhum tratamento obteve diferenga
estatistica entre eles, consequentemente mostrando que o0 uso do ITS como suplementacdo no
meio de maturacdo in vitro ndo aumenta as taxas de clivagem e nem as taxas de producédo de

embrides bovinos.

Tabela 1: Mensuracéo da producao de embrides de acordo com os tratamentos.

Grupos N. Clivagem D6 D7
ovdcitos D2 (%)
Bi BI Bx Bn/Be Total Bi BI Bx Bn/Be Total
-CIS-ITS 116 84(72+ 5%) 7(6%) 5(4%) 4(3%) 0(0%) 16(19%) 3(3%) 10(7%) 25(22%) 3(3%) 41(35% 7%)
+CIS-ITS 131 97(74+ 6%) 8(6%) 8(6%)  2(2%)  0(0%)  18(19%)  13(10%)  17(13%)  23(18%) 3(2%) 56(43% 7%)
+CIS+ITS 122 88(72+ 7%) 7(6%) 6(5%) 0(0%) 0(0%) 13(15%) 5(4%) 19(16%)  12(10%) 1(0,8%) 37(30+ 14%)
-CIS+ITS 117 84(72+ 8%) 109%)  5(4%)  4(3%)  0(0%)  19(23%) 6(5%) 14(12%)  19(16%) 2(2%) 41(35+ 14%)

Dados avaliados pelo teste ANOVA (p>0,05). CIS: cisteamina; ITS: insulina transferrina selénio; D2: dia dois;
D6: dia seis; D7: dia sete; Bl: blastocisto inicial; BL: blastocisto; BX: blastocisto expandido; BN: blastocisto em
eclosdo; BE: blastocisto eclodido.

No segundo experimento foi realizado a coloracdo diferencial, onde foi possivel
contabilizar o nimero de células totais, o numero de células do trofoblasto e a razdo da massa
celular interna de cada embrido no estagio de blastocisto expandido. Onde a razdo da massa
celular interna e a quantidade de células totais dos embrides estdo diretamente relacionadas a
qualidade embrionaria, pois com um maior nimero de células, o embrido possui uma maior
probabilidade de manter a gestacdo (PEREIRA et al., 2005). Porém como demostrado na Tabela
2, abaixo, 0 uso do ITS como suplementacdo no meio de maturagéo in vitro de ovocitos bovinos

ndo obteve melhoras significativas quanto ao numero total de células, nem no numero total de
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celulas do trofoblasto e nem na razdo da massa celular interna dos embrides produzidos.

Sugerindo que o ITS ndo interfere na qualidade embrionéria.

Tabela 2: Contagem de células pela coloracdo diferencial em embrides bovinos para avaliacdo de qualidade.

Grupo N. N. médio de MCI (%xSD) Trofoblasto
Blastocistos células totais (n£SD)
-CIS-ITS 49 179+ 18 27,24 £ 7,96% 131+ 22
+CIS-ITS 37 185+ 12 25,29 + 5,91% 138 £ 15
+CIS+HITS 47 181+ 11 24,83 + 8,02% 137 £ 16
-CIS+ITS 43 186 + 11 26,18 + 7,18% 137 £ 17

Dados avaliados pelo teste de Kruskall-Wallis (p>0,05). CIS: cistemanina; ITS: insulina transferrina selénio; N:

nimero; MCI: massa celular interna.

De acordo com Pereira et al. (2013), o uso do ITS como suplementacdo no meio de
maturacao in vitro de ovécitos bovinos e/ou no meio de cultivo in vitro de embriGes bovinos
ndo obteve diferenca estatistica na producdo de embrides e nem na qualidade embrionaria.
Diferentemente de Jeong et al. (2008) que testou o uso de ITS como suplementacdo do meio de
maturacdo in vitro de ovécitos suinos e obteve uma melhora nas concentrag@es de glutationa
ovocitaria, um antioxidante muito importante que atua contra o estresse oxidativo, tendo um
aumento também no desenvolvimento embrionario.

Um fator que pode explicar a diferenca nos resultados encontrados foi o tempo de
maturacdo dos ovdcitos suinos que é superior ao tempo de maturagdo dos ovécitos bovinos, o
gue pode levar a um estresse oxidativo maior por conta do acimulo de radicais livres durante
esse tempo, fazendo com que a acdo do antioxidante ITS seja mais significativa (HAFEZ,
2004).

Outro fator visualizado como justificativa para tal resultado, foi o uso do SFB como
fonte proteica para 0 meio de maturagdo in vitro. O SFB é uma substancia que possui sua
composicgdo indefinida, apesar de ser composta por horménios, vitaminas, proteinas, vitaminas
e outros componentes, ndo se sabe ao certo a quantificacdo de cada componente, por se tratar
de uma substdncia produzida a partir do sangue total coagulado coletado de fetos
(GONCALVES et al., 2002). Portanto, é possivel que o soro fetal por ser um composto
indefinido, possua alguma substancia que disfarce ou mimetize os efeitos do ITS no sistema de

maturacao in vitro.



24

5. CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a presenca do ITS por si s6 no meio de maturagdo in vitro, nao foi
suficiente para melhorar as taxas de producéo de embrides in vitro e nem melhorar a qualidade
embrionaria. Portanto, hd uma necessidade de mais estudos para avaliar outras vias e
associacfes em que o ITS poderia ser funcional, bem sua utilizacdo em outras concentracdes
ou em vias de uso como no cultivo in vitro, ou associacdo de seu uso nas duas etapas, maturacao

e cultivo in vitro.
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