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RESUMO

MARQUES, M. G. Efeito da tensdo de oxigénio e do meio na maturagcao
oocitaria in vitro e sua influéncia no desenvolvimento embrionério em suinos.
[Effect of oxygen tension and media on in vitro oocyte maturation and its influence in
the porcine embryonic development]. 2009. 112 f. Tese (Doutorado em Ciéncias —
Programa de Pdés graduacdo em Reproducdo Animal) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&do Paulo, Sdo Paulo, 2009.

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da baixa tensdo de oxigénio (5% de
COg; 5% de O, e 90% de N») na maturagao oocitaria in vitro em meio quimicamente
definido (0,1% de PVA) ou suplementado com 10 % de PFF. Foram avaliados a
migragao dos granulos corticais, a quantificagdo e distribuicdo da proteina HSP70, a
maturacao nuclear, as concentragdes intracelulares da glutationa reduzida, a avaliagao
dos indices de penetracao espermatica e o desenvolvimento e qualidade de embrides
fecundados in vitro em odcitos antes da maturacao (0 hora) e apds a maturagao in vitro
nos diferentes tratamentos (atmosfera = 5 ou 20% de O, e suplementacdo do meio de
maturacdo = 0,1% de PVA ou 10% de PFF). Para verificar a influéncia da atmosfera e
da suplementacdo do meio no sistema de maturacédo foram avaliados o ciclo celular
das células do cumulus, o numero de células do cumulus por odcitos, as
concentragdes intracelulares de glutationa reduzida (GSH) das células do cumulus, as
concentragbes de TBARS no meio de maturacéo e a resisténcia das células do
cumulus ao estresse oxidativo. Avaliagcdes quanto as concentragdes de GSH e HSP70
foram realizadas em odcitos in vivo, visando comparar a eficiéncia do sistema in vitro.
Para a maioria dos parametros avaliados ndao houve interagdo entre a atmosfera e a
suplementacdo do meio de maturagdo, indicando que o efeito da atmosfera
independe do meio utilizado. Foi observado que em atmosfera com baixa tensdo de
O, houve diminuicdo da concentracdo de glutationa nas células do cumulus, do
indice de clivagem e do numero total de blastémeros dos embrides e houve aumento
do numero de células por oécito apdés o periodo de maturacido in vitro. A
suplementagdo do meio de maturagdo com 0,1% de PVA diminuiu os indices de
migracao dos granulos corticais, contudo nao alterou os indices de penetragao
espermatica. Os odcitos do grupo 0 hora apresentaram indices maiores de HSP70
do que cada um dos demais grupos, indicando provavel diminuicdo dos estoques de

HSP70 durante o periodo de maturagdo em todos os grupos de maturagao in vitro.



As células do cumulus provenientes de odcitos maturados em meio suplementado com
0,1% de PVA apresentaram maior numero de células na fase S e G2/M do que o grupo
0 hora, entretanto isso n&o refletiu em aumento no numero de células por odcito apds a
maturacdo. Este trabalho permite concluir que o uso de baixa tensdo de oxigénio nao
melhora as condi¢des do sistema de maturagao oocitaria in vitro em suinos, sendo que
o efeito do uso desta atmosfera €, na maioria das variaveis avaliadas, independente do

tipo de suplementagéo que se utiliza no meio de maturagao in vitro.

Palavras-chave: Maturacdo oocitaria. Tensdo de oxigénio. Fluido folicular. Alcool

polivinilico. Suinos.



ABSTRACT

MARQUES, M.G. Effect of oxygen tension and media on in vitro oocyte
maturation and its influence in the porcine embryonic development [Efeito da
tensdo de oxigénio e do meio na maturagdo oocitaria in vitro e sua influencia no
desenvolvimento embrionario em suinos]. 2009. 112 f. Tese (Doutorado em Ciéncias
— Programa de Po6s graduagdo em Reprodugédo Animal) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

The aim of this study was to evaluate the efficiency of low oxygen tension (5% COo,
5% O, and 90% N) on in vitro oocyte maturation using defined media (0.1% PVA) or
supplemented with 10% PFF. To achieve this goal, oocytes were evaluated prior to in
vitro maturation (0 hour) and after in vitro maturation on different treatments
(atmosphere = 5 or 20% O, and media supplementation = 0.1% PVA or 10% PFF) for
cortical granules migration, quantification and distribution of HSP70 protein, nuclear
maturation, intracellular concentrations of reduced glutathione, evaluation of sperm
penetration and development and quality of in vitro-produced embryos. Furthermore,
to evaluate the effects on maturation system, several factors were analyzed, such as:
the cell cycle phase of cumulus cells, the number of cumulus cells per oocyte, the
intracellular concentrations of reduced glutathione in cumulus cells, the
concentrations of TBARS in maturation media and the resistance of cumulus cells to
the oxidative stress. Some of these evaluations were performed on in vivo oocytes,
aiming to analyze oocyte competence after in vitro maturation. Concerning the
majority of the parameters analyzed, there were no interaction between atmosphere
and the supplementation of maturation media, indicating that the effect of
atmosphere is independent of the media used. It was possible to observe that low
tension atmosphere of O, decreased glutathione concentrations in cumulus cells,
cleavage rate and total number of embryo blastomeres and increased the number of
cells per oocyte after the period of in vitro maturation. The maturation media
supplementation with 0.1% PVA decreased the migration of cortical granules;
however this fact did not have effect on in vitro sperm penetration levels. The 0 hour
oocytes showed higher levels of HSP70 than each one of the in vitro maturated

groups, indicating decrease of this protein stock during the maturation period in all of



the in vitro maturated groups. The cumulus cells originated from maturated oocytes
in supplemented media with 0.1% PVA showed higher number of cells in S and G2/M
phase than 0 hour group; however this fact did not reflect in increased cell numbers
per oocyte after maturation. Therefore, the use of low oxygen tension does not
improve the conditions of the in vitro porcine oocyte maturation system and their
effect in most of the factors analyzed is not dependent on the supplementation of
maturation media.

Keywords: Oocyte maturation. Oxygen tension. Follicular fluid. Polyvinyl alcohol.
Porcine.
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INTRODUCAO

Para o avancgo das biotécnicas da reprodugéo como a inseminacgao artificial,
transferéncia de embrides, sincronizacao do ciclo estral, producido de embrides in
vitro, transferéncia nuclear e transgenia, € necessario conhecer profundamente a
anatomia, morfologia, fisiologia e aspectos moleculares de cada espécie animal,
visando o melhoramento genético, aumento da produtividade, maximizacdo da
eficiéncia reprodutiva e viabilizagdo econémica da produg&o animal.

O estudo da producéo in vitro de embrides em suinos é importante pelo
interesse econbmico e cientifico, pois objetiva a melhoria da produtividade da
espécie e o aprimoramento dos conhecimentos em fisiologia da maturagao oocitaria,
fecundagédo e cultivo embrionario, servindo como suporte para a transferéncia
nuclear e a transgenia.

A maturagdo oocitaria € considerada uma das fases mais importantes do
processo de produgao in vitro de embrides, pois € neste periodo que o odcito além
de sofrer modificagbes nucleares (maturagcdo nuclear) passa por mudangas
bioquimicas, estruturais e citoesqueléticas (maturagdo citoplasmatica) que serdo
responsaveis e essenciais para o desenvolvimento inicial do embrido apds a
fecundacao.

A maturacédo in vitro (MIV) ainda ndo apresenta a mesma eficiéncia da in
vivo, sendo necessarios estudos sobre os meios e os sistemas de cultivo para
obteng¢do de melhores indices in vitro. Odcitos maturados in vitro apresentam, por
exemplo, baixas concentragdes de glutationa, menor migragéo e conteudo imaturo
dos granulos corticais. Estes fatores colaboram para os altos indices de polispermia
apos a fecundacéo in vitro e para a baixa qualidade dos embrides produzidos pelo
cultivo in vitro.

A suplementacdao do meio de maturagdo com fluido folicular suino (PFF) é
utilizada rotineiramente na maturacgéao in vitro em suinos. No entanto, sua utilizacao
introduz uma série de fatores desconhecidos ao sistema. Como alternativa, varios
pesquisadores vem desenvolvendo meios de maturacdo contendo outras

macromoléculas, como o alcool polivinilico (PVA).
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No entanto, é sabido que o PFF contém antioxidantes como, por exemplo, a
super oOxido dismutase que nao estao presentes no meio suplementado com PVA,
tornando este sistema possivelmente mais sensivel ao estresse oxidativo.

Em geral, os protocolos de maturagdo de odcitos in vitro utilizam altas
tensbdes de O, (20%), o que aumenta as concentragbes de espécies reativas de
oxigénio que sao altamente deletérias, podendo causar injurias celulares como
bloqueio da meiose, quebra/lesbes de DNA e peroxidacao de lipidios.

Portanto, o uso de meios de maturagdo quimicamente definidos em
associacao a atmosfera com baixa tensdo de oxigénio (5% de O, 5% de COze 90%
de N;) pode ser uma alternativa para o aperfeicoamento da maturacao oocitaria e da

producao in vitro de embrides suinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ESTRESSE OXIDATIVO

E sabido que as células que vivem em condigbes aerdbias
enfrentam constantemente o paradoxo do oxigénio (O2): este € necessario
para suportar a vida, mas os seus metabdlitos, coletivamente denominados espécies
reativas de oxigénio (do inglés reactive oxigen species - ROS), podem modificar a
funcdo das células, colocando em perigo a sobrevivéncia da mesma (BASINI et al.,
2008).

Apesar das ROS em baixas concentragdes serem importantes como
segundos mensageiros, sendo capazes de modular a expressao dos genes que
regulam o processo fisiolégico de maturacdo de gametas, em altas concentragdes
elas também podem ser responsaveis pelo estresse oxidativo. Sob estas condi¢oes,
as ROS podem danificar moléculas e estruturas, com efeitos deletérios sobre a
funcao celular (BASINI et al., 2008).

Define-se como espécies reativas de oxigénio toda espécie de composto
molecular que possui um ou mais elétrons desemparelhados. Este elétron, que
caracteriza as espécies reativas de oxigénio, pode ocorrer em um atomo de hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou atomos de metais de transicdo (ROVER JR.
et al., 2001).

O estresse oxidativo € resultante de um desequilibrio entre a producdo das
espécies reativas de oxigénio e o sistema de defesa antioxidante da célula. Durante o
desenvolvimento embrionario, as espeécies reativas de oxigénio que incluem o anion
superoxido (Oz), perdxido de hidrogénio (H20;) e radicais hidroxila (OH’) sé&o
constantemente liberadas pelo metabolismo celular no processo de quebra de ATP
como fonte de energia (FEUGANG et al., 2004). Sua formacao é apresentada na figura
1.
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e e e e
0,—>— 0, ———> H,0, —4—+ OH —p—> H,0
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Figura 1 - Formacéao das espécies reativas de oxigénio (ROS). Fonte: Nichi (2003)

As membranas celulares e intracelulares que possuem grandes quantidades de
acidos graxos poliinsaturados sado alvos importantes para o ataque de espécies
reativas de oxigénio (ROVER JR. et al., 2001). As ROS podem causar peroxidagao dos
lipideos e inativagdo de enzimas, resultando em graves danos celulares (BING et al.,
2002). O estresse oxidativo, dependendo da sua severidade, pode levar a célula a
morte tanto por necrose quanto por apoptose (KARJA et al., 2004).

A ocorréncia de peroxidagdo lipidica leva ao acumulo progressivo de
hidroperéxidos lipidicos na membrana plasmatica que, posteriormente, se
decompdem para formar o malondialdeido (NICHI, 2003).

A avaliagcdo dos niveis de malondialdeido tem sido extensivamente utilizada
nas ultimas décadas como marcador de peroxidacéo lipidica (JANERO, 1990).

Todos o0s organismos possuem mecanismos antioxidantes. Estes séo
classificados como enzimaticos e ndo enzimaticos. Entre as defesas enzimaticas, a
remogao de produtos de oxigénio pode ser catalisada pela enzima superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD remove o
anion superdoxido em uma reacdo de dismutacdo, produzindo H,O, e oxigénio
molecular. A remoc¢ao de H,O, é catalisada pela CAT ou pela GPx. Os antioxidantes
nao-enzimaticos incluem vitaminas, antioxidantes enddgenos e varios compostos,
como a glutationa e acido urico (BASINI et al., 2008)

A glutationa, um tripepitidio (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), € encontrada no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou
indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo a sintese de

proteinas, o metabolismo celular e a protecao celular.
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O sistema enzimatico da glutationa peroxidase € uma das principais formas de
controle do aumento de espécies reativas de oxigénio (ROVER JR. et al., 2001). Outra
enzima que age conjuntamente com a glutationa peroxidase € a enzima glutationa
redutase. Esta enzima ndo age diretamente na remogéo das espécies reativas de
oxigénio, porém é responsavel pela regeneragédo da forma reduzida da glutationa. Na
presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), a glutationa
redutase impede a paralisagdo do ciclo metabdlico da glutationa (ROVER JR. et al,,

2001). A figura 2 ilustra o clico celular da glutationa.

L-Glutationa reduzida

(GSH)

NADP* Glutationa Glutationa\ » 2 Oz
redutase peroxidase
(GR) (GSH-Px)

NMADPH + H

L-Glutationa oxidada

(GSSG)

=i

Figura 2 - Interconversao da glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela agao
das enzimas glutationa peroxidase (GHS-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase
(GR). Fonte: Rover Jr. et al (2001)

O estresse oxidativo pode causar mudanga no estado redox da glutationa
(quantidade de glutationa na forma reduzida), aumentando a liberagdo da glutationa
oxidada. Assim, alguns estudos sdo direcionados no monitoramento da glutationa em

amostras biolégicas para estudar o estresse oxidativo (ROVER JR. et al., 2001).
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Além dos sistemas antioxidantes, as células animais possuem varios
mecanismos de sobrevivéncia diante de adversidades do micro ambiente. Um exemplo
deles séo as proteinas do grupo “heat shock proteins” (HSPs) (LIU et al., 2004).

Uma série de caracteristicas define este grupo de proteinas: (1) todos os
organismos estudados variando de bactérias procaridticas aos mamiferos, inclusive
o0 homem, respondem a um aumento de temperatura corporea por um aumento na
sintese de proteinas, sendo que ha sintese em grande escala de HSPs, (2) este tipo
de resposta celular ndo foi alterada durante a evolugdo. As HSPs induzidas sao
muito semelhantes entre si, mesmo em organismos muito diferentes, compartilhando
um alto grau de homologia na sequéncia de aminoacidos e (3) alguns membros da
familia sdo produzidos somente quando induzidos pelo estresse, enquanto outras
sao expressas em condicbes normais. O termo HSP se refere as proteinas
induzidas, enquanto HSC indica a forma constitutiva da HSP (NEUER et al., 1999).

A producédo da forma induzida acontece em resposta a uma variedade de
estresse, incluindo extremos de temperatura, estresse oxidativo, exaustido de
energia celular, extrema concentragado de ions, diferentes tipos de gases, e varias
substancias toxicas. (FEDER, 1999).

Em condigdes fisiolégicas as HSPs funcionam como chaperonas (def: serve
para designar substancias que, sem fazer parte da estrutura final de proteinas, evitam
interagbes incorretas entre estas, auxiliam na montagem final das mesmas),
colaborando no dobramento de outras proteinas (NEUER et al., 1999).

As HSPs reconhecem e se ligam a outras proteinas quando estas estdo em
conformagdes nao ativas, evitando a desnaturagcdo destas proteinas devido ao
estresse. A ligagdo ou ndo das HSPs a uma proteina pode funcionar como sinal
celular para hidrélise do polipeptidio, com a formacdo de agregados que seréo
removidos da célula, sendo estas fungbes as mais importantes para protecdo da
célula ao estresse (FEDER, 1999).

Além disso, HSP70 protege células mitéticas contra anomalias de diviséo
evitando danos ao centrossomo (DAUGAARD et al., 2007)
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2.2 MATURAGCAO OOCITARIA

No ovario, os odcitos mamiferos permanecem em estadio inicial da divisdo
meiodtica (vesicula germinativa - VG) até a liberacdo de gonadotrofina pré-ovulatoria
que estimula a retomada da meiose (RICHARD et al., 1996). Durante a fase final de
maturagdo, os odcitos imaturos progridem de vesicula germinativa (préfase 1) para
metafase 2 (M2), estddio em que permanecem até a fecundagdo ou ativagao
partenogenética (LONERGAN et al., 2000).

A progresséo exata e ordenada do ciclo celular é rigidamente controlada pela
sequéncia de formacéo, ativagdo e inativagdo de uma série de quinases reguladoras
do ciclo celular. A chave para a regulacdo do ciclo celular s&o as quinases
dependentes de ciclina (CDKs) (SCHUTTE et al., 1997).

Quando aspirados de ovarios de matadouro para maturacao in vitro, os oocitos
suinos estdo em diferentes estadios de vesicula germinativa e alcangarao o estadio de
MIl em periodo de 32 a 44 horas (WU et al., 2002).

Durante o processo de crescimento até a aquisicdo de competéncia para o
reinicio da meiose, o odcito sofre diversas mudancas bioquimicas, estruturais e
citoesqueléticas importantes a maturagcdo, fecundacdo e sustentacdo do
desenvolvimento embrionario. No entanto, o percentual de embrides que se
desenvolve a partir de odécitos maturados e fecundados in vitro € inferior aquele obtido
in vivo, em decorréncia de problemas no processo de maturagao citoplasmatica,
também denominada capacitagéo oocitaria (BERTAGNOLLI et al., 2004)

Durante a maturacao oocitaria modificacbes no numero, tamanho e/ou posigcao
das organelas citoplasmaticas tém sido descritas em odcitos de mamiferos. Na
reestruturagdo citoplasmatica, a maioria das organelas migra para o centro da célula.
Por exemplo, mitocdndrias e o complexo de Golgi localizavam-se perifericamente em
oocitos imaturos e centralizados em odcitos maturos. Além disso, o complexo de Golgi
diminui o seu desenvolvimento simultaneamente com o agrupamento do reticulo
endoplasmatico liso (ABEYDEERA, 2002).
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Os fatores citoplasmaticos gerados durante o desenvolvimento e maturagao dos
oocitos sao essenciais para aquisicdo da competéncia meidtica, fecundagdo e
desenvolvimento embrionario. Odcitos com uma maturagao nuclear normal, em tempo
regular, mas que possuem uma assincronia entre a maturagéo citoplasmatica e a
nuclear, ndo serdo fecundados ou nao terdo um desenvolvimento embrionario
adequado (IZADYAR et al., 1997).

Varios meios de maturagdo sado capazes de suportar a maturagado nuclear in
vitro de odcitos suinos. A quebra da vesicula germinativa e a extrusdo do primeiro
corpusculo polar ocorrem de forma normal, mas a maturagdo citoplasmatica parece
nao acontecer adequadamente, o que interfere na formacgao dos pronucleos apos a
penetracdo do espermatozoide (ABEYDEERA, 2002).

Em outro estudo, Yoshiba et al. (1992) comprovaram que o PFF contém
substancias que melhoram a expansao das células do cumulus, a maturagao nuclear e
a fecundacao, quando é adicionado ao meio de maturacao.

Tatemoto et al. (2004) sugerem que o PFF contribui na protecdo dos odcitos
contra o estresse oxidativo, pois possui altas concentracdes de superoxido dismutase,
o0 que melhora a maturagdo citoplasmatica e aumenta a competéncia de
desenvolvimento pos fecundacao.

Entretanto, o uso de PFF introduz uma série de fatores ndo conhecidos ao meio
de maturacdo, o que dificulta a padronizacdo da técnica e a identificacdo exata de
quais substancias sdo essenciais para a regulagao do processo.

O desenvolvimento de meios sem PFF permite a identificacdo de condigbes
otimas de cultivo, além de colaborar para a diminuigdo da variabilidade entre
laboratérios (ABEYDEERA, 2002).

Como alternativa ao uso do PFF, pesquisadores vém desenvolvendo novos
meios de maturagao, sendo o alcool polivinilico (PVA) uma alternativa. Porém, para a
manutencao da eficiéncia do processo, os meios com PVA tém que ser suplementados
com fatores de crescimento como EGF (KISHIDA et al., 2004) e/ou aminoacidos

essenciais e ndo essenciais (HONG et al., 2004).
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Como alternativa para o uso do PVA na maturagao, sugere-se o emprego de um
sistema que provoque menor estresse oxidativo, como a atmosfera com baixa tensao
de oxigénio. O uso de baixa tensdo de oxigénio na maturagdo oocitaria é
acompanhada da reducdo na concentracdo de ROS nas células, o que aumenta o

potencial de desenvolvimento dos odécitos (LUBERDA, 2005).

2.2.1 Estresse oxidativo na maturagao oocitaria

As concentragdes de oxigénio em condic¢des in vivo (utero e oviduto) estdo entre
5-8% (FICHER; BAVISTER, 1993). O uso de tensdes de oxigénio suprafisiolégicas
geram aumento na formagao de espécies reativas de oxigénio e consequentemente o
estresse oxidativo (SOOM et al., 2002).

Em odcitos, o acumulo crescente de ROS resulta em despolimerizagcao
de microtubulos, que sdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo quando
comparado as alteragdes no alinhamento cromossémico (CHOI et al., 2007)

Kikuchi et al. (2002) realizaram a maturagao de odécitos suinos in vitro em
atmosferas contendo 5% O, e 20% O,. Seus resultados demonstraram que apos a
fecundagdo e o cultivo embrionario in vitro por 6 dias, ndo foram encontradas
diferencas nos indices de maturacdo nuclear e de formacao de blastocisto, porém a
qualidade dos blastocistos, medida pelo numero total de células foi maior em
embrides provenientes de odcitos maturados em 5% de O..

Quando odcitos foram maturados em tensdes de oxigénio de 5% ou 20% de
O, e depois ativados partenogenicamente e, cultivados in vitro por 6 dias, os indices
de formacao de blastocisto ndo diferiram. Contudo, o numero médio de blastdbmeros
foi maior no grupo maturado com 5% de O, (34,6), em comparagcédo com o de 20%
de O (25,9) (IWAMOTO et al.; 2005).

Bing et al. (2002) verificaram o efeito da suplementacdo do meio com
cisteamina, em atmosferas contendo 5% ou 20% de O, na maturacdo de odcitos
sem células do cumulus (DOs). Apesar da associagao da cisteamina e baixas
tensdes de oxigénio nao ter tido efeito no conteudo de GSH, DOs cultivados sob

baixa tensdo de oxigénio tiveram maior indice de formacdo de pré-nucleos
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masculino, sugerindo que a atmosfera com 5% de O, pode alterar o metabolismo de
oocitos, mostrando desta forma uma diferente resposta de penetragdo do
espermatozoide e de formacao de pro-nucleos masculinos. Estes resultados indicam
que, mesmo na auséncia de cisteamina, o metabolismo dos DOs pode ser otimizado
pela cultura sob 5% de O,, propiciando melhoria na formagédo de pré-nucleos

masculinos.

2.2.2 Papel das células do cumulus na maturagéo oocitaria

A maturagdo oocitaria € regulada por uma série de fatores de crescimento
produzidos pelas células foliculares. Essa hipotese € confirmada pela producdo de
fatores de crescimento pelas células ovarianas, pelo acumulo destes no liquido folicular
e pela presenca de receptores para fatores de crescimento nos odcitos, além da
habilidade de alguns destes fatores, como o EGF, em promover a maturagao nuclear in
vitro de odcitos suinos (SIROTKIN et al., 2000).

As células do complexo cumulus-odcito (CCO) exercem importante papel na
requlacdo da maturacdo do odécito e a retirada dessas células reduz
significativamente o desenvolvimento embrionario subsequente (ZHANG et al.,
1995).

Os resultados apresentados por de Matos et al. (2002) sugerem que as
células do cumulus durante MIV desempenham um papel importante na sintese de
GSH no odcito, permitindo que o odcito utilize cistina e contribuindo para
o efeito estimulante exercido por cisteina e cisteamina.

A cisteina é um dos componentes da GSH, sendo essencial no ciclo de gama-
glutamil no qual a GSH ¢ sintetizada. Quando a cisteamina é adicionada aos meios
de maturagdo promove a conversao de cistina em cisteina, principalmente em meio
TCM 199, que possuem altas concentragdes de cistina (NAGAI et al., 2006).

O estresse oxidativo em odcitos suinos maturados in vitro pode levar a morte
por apoptose pelos seguintes eventos: bloqueio da meiose, quebra e lesbes de DNA

e ativagdo da caspase 3. No entanto as células do cumulus tém importante papel na
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protecdo destes odcitos, principalmente pelo aumento das concentragcdes de
glutationa (TATEMOTO et al.; 2004).

2.2.3 O papel da glutationa no odcito

Um importante evento que ocorre durante a maturagao oocitaria é a sintese
intracelular da glutationa, que possui a fungdo de proteger o DNA, a sintese de
proteinas, o transporte de aminoacidos, a formacdo do pronucleo masculino e o
desenvolvimento embrionario (WHITAKER; KNIGHT, 2004). Funahashi et al. (1994)
demonstraram que condicbes de cultivo que promovam altas concentracbes de
glutationa intracelular nos odcitos no final da maturagdo sédo importantes para o
posterior desenvolvimento embrionario in vitro.

De Matos et al. (2000) afirmaram que a mensuragdo da concentragdao da
glutationa em odcitos pés-maturacdo é um valioso indicador de maturagéo
citoplasmatica.

Em odcitos maturos, a glutationa tem importante fungdo na formagao do
pronucleo masculino pés fecundagéo, pois inicia a descondensacao da cromatina do
espermatozoide (ZUELKE et al., 1997). A glutationa é responsavel por reduzir a
protamina que, ao se ligar ao ion H*, apresenta alta afinidade pela nucleoplasmina, o
que provoca o0 seu desligamento do DNA. A protamina é substituida por histonas,
dando inicio a descondensagao da cromatina e a formagédo do pronucleo masculino
(KNOBIL; NEILL, 1993).

As concentragdes de glutationa de od6citos maturados in vitro ndo diferem muito
entre as espécies, no entanto, as concentragdes de glutationa de odcitos maturados in
Vivo s&o superiores as maturados in vitro (LUBERDA, 2005).

Brad et al. (2003) relataram que em suinos, odcitos maturados in vivo
apresentam concentragdes de glutationa de 36,26 pmol/odcito e maturados in vitro de
7,98 pmol/odcito.

Furnus et al. (2008) demostraram evidéncias de que o desenvolvimento do
embrido in vitro € dependente da presenga de aminoacidos precursores da sintese

de GSH intracelular nos odcitos que dardo origem a estes embrides.
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2.2.4 Migracéo dos granulos corticais

Os granulos corticais (GCs) estdo associados a um segmento do reticulo
endoplasmatico liso e permanecem proximos a periferia da célula. Os GCs séao
vesiculas repletas de enzimas hidroliticas, proteinases e peroxidases que serao
liberadas no espaco perivitelinico apés a fecundacéo, visando impedir a penetracéo de
mais de um espermatozoéide no odcito (polispermia). O numero de granulos corticais no
cortex é significativamente maior nos odcitos apds a quebra da vesicula germinativa
que aqueles observados nos oocitos com a vesicula germinativa intacta
(ABEYDEERA, 2002).

Wang et al. (1997) descreveram que apds o estagio de quebra da vesicula
germinativa, os granulos corticais de odcitos de suinos apresentam-se no cortex e que
apos o periodo de maturagdo, migram, formando um halo proximo da membrana
externa do odcito.

Apesar da exocitose dos granulos corticais parecer similar entre odcitos
maturados in vivo e in vitro, estudos mostram uma incompleta reacdo da zona
pelucida em odcitos in vitro, diminuindo sua agado de impedir a penetragdo de mais
de um espermatozoide. Este fato pode estar correlacionado com a imaturidade da
composicao destes granulos levando a alta incidéncia de polispermia in vitro
(FUNAHASHI, 2003).
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2.2.5 A HSP70 no odcito

Recentes estudos sugerem um papel importante da HSP70 na fecundagéo e no
desenvolvimento embrionario inicial. Matwee et al. (2001) demostraram que em
bovinos, ao utilizarem anticorpos anti-HSP70 houve diminuigdo dos indices de adesao
dos espermatozoides a zona pelucida, interrupgao da finalizacdo da metafase 2 e
diminui¢ao na formacao de pronucleos.

Seguindo esta linha de pesquisa, Bernardini et al. (2004) verificaram que a
expressao das proteinas HSC70 e HSP70 encontravam-se aumentada em embrides
suinos que sofreram processos de estresse oxidativo e térmico. Demonstrando que as
HSPs podem ser utilizadas como forma de avaliacdo do estresse oxidativo.

Em odcitos de mamiferos existe uma janela de produgao desta proteina. O pico
de producao das HSPs ocorre durante o periodo de crescimento do odécito, declinando
quando este atinge seu tamanho maximo e apdés a meiose a sintese cessa
completamente. Devido a este fato, os odcitos de mamiferos sdo tdo sensiveis ao
estresse (NEUER et al., 1999).

Odcitos de suinos em crescimento sintetizam um grande niamero de HSP70
sem o efeito do estresse térmico e sao capazes de aumentar as concentragdes de
HSP70 apds estresse térmico de, no maximo, uma hora. Em oécitos de tamanho
maior, provenientes de foliculos de 2-6 mm, grande quantidade de HSP70 foi
detectada, sem haver estresse, entretanto essas concentragdes diminuiram apos o
estresse térmico (LANSKA et al.; 2006).

Odcitos provenientes de foliculos pré ovulatorios sdo incapazes de responder
ao estresse térmico com a producao de HSP70, mas contém estoques da forma
constitutiva (HSC70) e induzida (HSP70) desta proteina. A HSP70 é estocada em
oocitos de camundongos no estagio de vesicula germinativa e mantém altas
concentragdes de odcitos em meiose 2 (LIU et al., 2004).

A alta concentracdo de HSP70 no odcito sugere que esta € importante
durante o processo de maturacdo e quando os odcitos sdo expostos ao estresse
térmico ou a outro tipo de estresse, a HSP70 é utilizada para proteger os processos
celulares (LANSKA et al., 2006).



39

A distribuicdo da HSP70 no citoplasma de odcitos imaturos e maturos nao é
afetada pela exposicao a altas temperaturas e esta associada a placa metafasica,
indicando uma possivel estabilizagdo desta estrutura (KAWASKY:; KING, 2001).

No sistema de maturagdo in vitro em suino, as concentragdes de HSP70
diminuem apds seis horas de cultivo a 39°C. Na auséncia de células do cumulus
esta diminuicdo € aproximadamente de um tergco das concentragbes iniciais
(LANSKA et al., 2006).

2.3 FECUNDACAO IN VITRO (FIV)

Apbs o desenvolvimento de varios protocolos de FIV por diferentes grupos de
pesquisa, os indices de embrides que atingem o estadio de blastocisto sdo de 20 a
30%. Neste aspecto a espécie suina apresenta dois problemas que precisam ser
resolvidos: os altos indices de polispermia e os baixos indices e qualidade dos
blastocistos produzidos in vitro, quando comparadas aos in vivo (GIL et al., 2004).

A principal razdo da ocorréncia da polispermia parece ser um grande numero
de espermatozdides no local da FIV, juntamente com a falta do efeito da regulacao
do aparelho reprodutor feminino para controlar a quantidade e a qualidade dos
espermatozoides no local de fertilizacdo. Outra razao € a capacidade insuficiente de
o6citos maturados in vitro em bloquear polispermia que inclui reagcao retardada ou
incompleta da zona pelucida, possivelmente causadas pela falta de exposigdo do
oaocito ao fluido de oviduto (FUNAHASHI, 2003).

Sonfai et al. (2008) relataram que uma grande proporgdo de blastocistos
resultantes de fecundagao polispérmica se tornaram embrides dipldides, sugerindo
que a corregao da ploidia do embrido pode ocorrer durante o desenvolvimento
embrionario, provavelmente logo apos a fecundagdo. No entanto foi observada uma
alta frequéncia de fragmentacdo em embrides polispérmicos durante o

desenvolvimento embrionario precoce.
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2.4 CULTIVO DE EMBRIOES IN VITRO

O meio de cultivo NCSU23 é o mais comumente utilizado para a produgao in
vitro de embrides em suinos. Ultimamente, vem aumentando o uso do meio PZM3
(Porcine Zygote Medium) que é baseado na composi¢gdo do fluido do oviduto de
suinos, suplementado com aminoacidos, podendo ser uma alternativa para o
desenvolvimento de embrides até o estagio de blastocisto (YOSHIOKA et al., 2002).

A baixa tensdo de oxigénio na maturagao, fecundagcédo e cultivo in vitro de
oocitos em suinos foi benéfica no desenvolvimento e no aumento do numero de
células quando empregada no cultivo de embrides no meio NCSU37 (KARJA et al.,
2004).

Em estudos realizados por Im et al. (2004) os autores verificaram que o uso de
5% de O no cultivo de embrides produzidos por transferéncia nuclear e cultivados no
meio NCSU23 aumentou o numero de células dos embrides (19,4 blastdbmeros)
quando comparados com os produzidos em atmosfera com 20% de O, (12,2

blastdmeros).
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 HIPOTESE

O uso de baixa tensao de oxigénio (5% de O, 5% de CO, e 90% de N) otimiza
as condicbes do sistema de maturacdo oocitaria in vitro em meio quimicamente
definido (PVA), elevando a eficiéncia deste sistema a indices semelhantes ao do meio

de maturacao suplementado com PFF.

3.2 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da baixa tensao de oxigénio e da suplementagdo no meio de
maturagéo oocitaria (10% de PFF ou 0,1% de PVA), sendo para isso avaliados nos

oocitos:

¢ A migragéo dos granulos corticais.

e A concentracdo e distribuicao da proteina HSP70.

e A maturacao nuclear.

¢ As concentragdes intracelulares da glutationa reduzida dos odcitos.
e Avaliacéo dos indices de penetragao espermatica.

¢ O desenvolvimento de embrides pos fecundacao in vitro.

Avaliar os efeitos da baixa tensao de oxigénio e da suplementagcdo no meio de
maturacdo oocitaria (10% de PFF ou 0,1% de PVA), sendo para isso avaliados no

sistema de maturagéo:

e Ciclo celular das células do cumulus.
e Numero de células do cumulus por odcitos.

e As concentragdes intracelulares da glutationa reduzida das células do cumulus.



As concentragdes de TBARS no meio de maturagéo.

Resisténcia das células do cumulus ao estresse oxidativo
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4 MATERIAL E METODO

O presente experimento foi conduzido em conformidade com as normas
eticas do emprego de animais em experimentos, segundo julgamento da Comisséo

de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — USP.

4.1 COLHEITAS DOS OOCITOS

Para a realizacao deste experimento foram utilizados odcitos colhidos in vitro

e in vivo.

4.1.1 Colheita dos odcitos para maturacéo vitro.

Os ovarios foram colhidos em matadouro localizado na cidade de Carapicuiba,
SP. Ap6s a colheita, os ovarios foram imediatamente lavados 2 vezes em solugéo
fisiolégica (0,9% NaCl) e transportados em recipiente térmico a temperatura entre 30 e
35°C para o laboratdrio que se localiza a uma distancia de 20km.

No laboratério, os ovarios foram lavados em solugao fisiolégica a 36°C, fixados
com pinga hemostatica e os foliculos incisados com bisturi, sendo todo o liquido
proveniente destes foliculos recolhido por em copo de Becker contendo 40mL de meio
de lavagem de oécitos HBT (Anexo A). Ao término das incisdes, o ovario foi
mergulhado no meio, agitado suavemente e pressionado contra a parede do Becker
para melhor recuperacdo do conteudo folicular. O fluido entdo transferido para tubos
cbnicos de 50mL para a sedimentacao dos odécitos por um periodo de 10 minutos

No fluxo laminar, o sobrenadante foi removido com auxilio de pipeta sorolégica
de 20ml e o sedimento ressuspendido em meio HBT e distribuido em placas de Petri

descartaveis de 100mm. Os odcitos foram localizados em esteromicroscopio e
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transferidos para placas de Petri de 35mm contendo 2mL de meio HBT, sendo
selecionados e avaliados morfologicamente, quanto a homogeneidade do citoplasma
(granulagdes finas e homogéneas) e conformagao das células do cumulus (minimo
de trés camadas de células do cumulus compactas e completas). Odcitos que
possuiam estas caracteristicas foram lavados 1 vez em meio HBT e divididos entao

Nnos grupos experimentais:

e Grupo 0 hora: oécitos imaturos nos quais foram avaliadas as condi¢gdes dos
oocitos antes da maturacgao;

e Grupo PVA 5% de Oz: os odcitos foram lavados em meio de maturacéo
TCM199 suplementado com 0,1% de PVA (Anexo B). Em seguida, grupos de
20 a 25 odcitos foram transferidos para microgotas de 100uL de meio de
maturacado sob 6leo mineral em placa de Petri de 35mm. Os odcitos foram
maturados em estufa umida a 38,5°C em atmosfera contendo baixa tens&o de
oxigénio (5% de O, 5% de CO, e 90% de Ny);

e Grupo PVA 20% de Oz: os odcitos foram lavados em meio de maturacéo
TCM199 suplementado com 0,1% de PVA (Anexo B). Em seguida, grupos de
20 a 25 odcitos foram transferidos para microgotas de 100uL de meio de
maturagao sob 6leo mineral em placa de Petri de 35mm. Os odcitos foram
maturados em estufa Umida a 38,5°C em atmosfera contendo altas tensdes de
oxigénio (5% de CO, em ar, aproximadamente 20% Oy);

e Grupo PFF 5% de O,: os odcitos foram lavados em meio de maturagao
TCM199 suplementado com 10% de PFF (Anexo B). Em seguida, grupos de 20
a 25 oocitos foram transferidos para microgotas de 100uL de meio de
maturacdo sob 6leo mineral em placa de Petri de 35mm. Os odcitos foram
maturados em estufa umida a 38,5°C em atmosfera contendo baixa tenséo de
oxigénio (5% de Oz, 5% de CO, e 90% de Ny);

e Grupo PFF 20% de O: os odcitos foram lavados em meio de maturagao
TCM199 suplementado com 10% de PFF (Anexo B). Em seguida, grupos de 20
a 25 oocitos foram transferidos para microgotas de 100uL de meio de
maturacdo sob 6leo mineral em placa de Petri de 35mm. Os odcitos foram
maturados em estufa umida a 38,5°C em atmosfera contendo altas tensbes de

oxigénio (5% de CO, em ar, aproximadamente 20% O5).
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Depois de decorridas 22 horas de maturacéo, os odcitos foram transferidos
para microgotas dos respectivas atmosferas e meios de maturagdo sem hormdnios,
nos quais permaneceram por mais 22 horas.

As 0 (grupo O hora) e 44 horas de maturacdo, as células do cumulus dos
oocitos de todos os grupos foram removidas mecanicamente com auxilio de
micropipeta acoplada a um aspirador bucal, sendo entdo avaliadas: a migragdo dos
granulos corticais (item 4.2.1), a quantificagcao e localizagdo da proteina HSP70 (item
4.2.2), a maturagdo nuclear (item 4.2.3), a concentragao de glutationa reduzida (item
4.2.4), os indices de fecundacgao in vitro (item 4.2.5) e o desenvolvimento embrionario
(4.2.6).

As células do cumulus retiradas dos odcitos foram armazenadas, apds calculo
do numero de células de cada grupo, para avaliagdo das avaliagao do ciclo celular por
citometria de fluxo (item 4.3.1), nimero de células do cumulus por odcito (item 4.3.2),
concentragcoes de glutationa reduzida (item 4.3.3) e avaliagdo da resisténcia ao
estresse oxidativo (item 4.3.4).

O meio das microgotas no qual os odcitos foram maturados in vitro também foi
armazenado a -20°C para avaliacado das substancias reativas ao acido tiobarbiturico —
(TBARSs) (item 4.2.5).

4.1.2 Colheita dos od6citos maturados in vivo

Marras provenientes do plantel da Fazenda Sertdozinho Ltda (Botelhos, MG),
com aproximadamente 110kg e 5 meses de idade foram superovuladas com 1000UlI
IM de eCG (Folligon®, Intervet, Boxmeer, Holanda) e 3 dias depois 750Ul IM de
hCG (CHORULON?®, Intervet). Os odcitos foram coletados aproximadamente 40
horas apds administracdo do indutor de ovulagao (hCG).

Os animais foram abatidos no Frigorifico Nossa Senhora da Saude (Pogos de
Caldas - MG). Antes da eletronarcose, foram introduzidas pipetas de inseminagao do
tipo Golden Pig® preenchidas com silicone na cérvix das marras a fim de evitar a

entrada de liquido no utero durante a escalda. O trato reprodutivo foi coletado e
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levado ao laboratério de Reprodugdao Animal da Pontificia Universidade Catdlica
(PUC) Pogos de Caldas em sacos plasticos acondicionados em caixas de isopor.

Os cornos uterinos foram dissecados para evidenciar os ovidutos. Estes
foram separados do restante do utero. Os odcitos maturados in vivo foram coletados
por lavagem dos ovidutos com 10 mL de solugdo salina tamponada de fosfato
(Phosphate Buffered Saline - PBS - Nutricell, Campinas, SP, Brasil) suplementado
com 1% de soro fetal bovino (SFB - Nutricell, Campinas, SP, Brasil). Para isso, uma
sonda plastica foi introduzida na regido do infundibulo e o liquido injetado no oviduto
com auxilio de seringa. O lavado foi coletado em placas de Petri de 100mm e
observado em estereomicroscopio para recuperagao dos odcitos.

Os odcitos coletados in vivo foram utilizados para comparagdo com 0s oocitos
maturados in vitro, visando assim avaliar a competéncia dos odcitos apds a maturagao
in vitro.

Os odcitos coletados in vivo foram processados da mesma forma aos
maturados in vitro e destinados a avaliagbes da migracdo dos gréanulos corticais
(tem 4.2.1), a quantificagcdo e localizagdo da proteina HSP70 (item 4.2.2) e
determinagao da concentragao de glutationa (item 4.2.4). As células do cumulus dos
oocitos maturados in vivo ndo foram armazenadas, pois os odcitos recuperados
possuiam poucas ceélulas, provavelmente pelo fato destas terem sido destacadas do

00cito no processo de migragao deste até o oviduto.

4.2 AVALIACOES DA MATURACAO OOCITARIA

4.2.1 Avaliacdo da migracéo dos granulos corticais

Apés a retirada das células do cumulus os odcitos provenientes dos grupos

maturados in vitro e in vivo foram fixados em paraformaldeido’ 4% por 1 hora e

' Sigma cat n° 19210
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lavados 3 vezes em 1mg/mL de polivinil pirrolidona (PVP?) em PBS sem calcio e
magnésio (PBS — PVP) a temperatura ambiente. Para a permeabilizagao, os odécitos
foram incubados por 10 minutos em PBS — PVP contendo 0,1% de Triton® 100X.

Para a marcacgao dos granulos corticais, apés a lavagem em PVP — PBS, os
oocitos foram incubados em 100ug/mL de FITC-PNA (peanut aglutinin) conjugada
ao isotiocianato de fluoresceina® (Sigma®) em PBS — PVP por 30 minutos. Em
seguida, os odcitos foram incubados por 30 minutos em 10ug/mL de RNase A°® e 10
minutos em 10ug/mL de lodeto de Propidio® em PBS — PVP para marcacdo dos
nucleos. Apods este procedimento, os odcitos foram lavados em PBS — PVP e
colocados entre |amina e laminula em microgotas de meio de montagem DABCO’
(23mg/mL). Todo o procedimento foi realizado em temperatura ambiente.

Em cada manipulagdo, um grupo de oécitos foi permeabilizado e incubado
em 10ug/mL de lodeto de Propidio em PBS — PVP, por 10 minutos, sendo utilizado
como um controle negativo. Este procedimento também foi realizado em
temperatura ambiente.

Para analise dos granulos corticais foi necessario que o0s o00citos
mantivessem o formato esférico mesmo depois de colocados entre lamina e
laminula. Desta forma, pb6de-se avaliar o exato plano equatorial do odcito, pois
qualquer perda na estrutura tridimensional poderia alterar a analise. Para que a
estrutura oocitaria fosse mantida, as laminas foram montadas conforme descrito no

esquema da figura 3.

2 Sigma cat n° P0930
® Sigma cat n° 79284
* Sigma cat n° FL1071
® Sigma cat n° FL1071
® Sigma cat n° P4170
’ Sigma cat n° D2522
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Figura 3 - Esquema de montagem dos odcitos para analise em microscopio confocal. Lamina (1).
Deposicado circular da solugdo de parafina/vaselina (2). O sistema é prenchido com
DABCO (3). Os odcitos sdo depositados no centro (4). Ao redor da parafina/vasilina foi
colocada uma fina camada de cola (Araldite®) (5). O sistema foi finalizado com a
deposicao delicada de uma laminula (6).

Apdés a montagem das laminas, estas foram armazenadas a 4°C até o
momento da avaliagcdo por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta). Para
avaliacdo da fluorescéncia FITC foi utilizado o laser ion — argon ajustado para
menos de 560nm. Para o lodeto de Propidio foi utilizado o laser de hélium — ion
neon para mais de 560nm.

Foram realizadas 5 repeti¢cdes, sendo observados 130 odcitos, distribuidos nos
seis grupos experimentais: 0 hora, PVA 5% de O,, PVA 20% de O,, PFF 5% de O,
PFF 20% de Oz e maturados in vivo (20 — 23 odcitos por grupo).

As imagens foram obtidas com objetiva de 40X e seccao Z seriada de 1.9um de
cada oocito. Cada série de imagens foi avaliada para estabelecer a imagem que
correspondia ao plano equatorial de cada odcito. Estas imagens foram analisadas
utilizando o software de andlise de imagens Image J 1.40g® quanto a area e
quantidade de pixels (Integrated Density). Para cada odcito foram feitas duas medidas
concéntricas, uma considerando a area total do odcito e outra com 80% dessa area.
Para obter a quantificacdo de pixels do halo externo de 20% foi feita a subtragcéo

destas medidas.
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4.2.2 Quantificagao e localizagao da proteina HSP70 nos odcitos

A avaliagao da proteina HSP70 foi realizada seguindo o protocolo descrito por
Kawarsky e King (2001).

Apds a fixagdo por 1 hora em paraformoldeido 4%, os oécitos foram
incubados por 1 hora em PBS sem calcio e magnésio, contendo 2% de soro de
cavalo® (PBS — SC) e 0,1% de Triton 100X para o bloqueio de sitios inespecificos e
a permeabilizagdo. Os odcitos foram lavados 3 vezes em PBS — SC e em seguida
foram incubados com o anticorpo primario policlonal anti HSP70 humano produzido
em coelho® (Santa Cruz Biotecnology, California, USA) na diluicdo 1:40 em PBS —
SC por 1 hora.

Foram lavados em PBS com 0,05% de Tween-20' (PBS - Tween) e
incubados 1 hora com anticorpo monoclonal secundario SC2090 produzido em
jumento conjugado ao isotiocianato de fluoresceina — FITC'' (Santa Cruz
Biotecnology, California, USA) diluido 1:100 em PBS - SC. Os odcitos foram lavados
em PBS - Tween e incubados por 30 minutos em 10ug/mL de RNase A em PBS -
PVP. Os nucleos foram marcados 10ug/mL de lodeto de Propidio em PBS - PVP por
10 minutos, lavados novamente em PBS - Tween e depois em PBS somente.

Para realizagdo do controle negativo, em cada manipulagdo um grupo de
o6cito foi incubado somente com o anticorpo monoclonal secundario SC2090
produzido em jumento conjugado ao isotiocianato de fluoresceina — FITC (Santa
Cruz Biotecnology, California, USA) diluido 1:100 em PBS — SC.

Para a validagcdo da especificidade do anticorpo utilizado foi induzido o
estresse oxidativo em um grupo de oocitos com 0 hora de maturagdo. Para isso os
o6citos foram incubados 1 hora em solugcdo contendo 100ul de PBS, 25ul de solugao
20mM de &cido ascérbico'?, 25ul de solugdo 4 mM de sulfato de ferro™ e 10ul de

solugdo contendo 20ul de t-butil-hidroperdxido™ e 8670ul de peroxido de

® Gibco cat n° 26050070

° Santa Cruz Biothecnology cat n° sc1060
'% Sigma cat n° P1379

" Santa Cruz Biothecnology cat n® sc2090
'? Sigma cat n° A4034

'* Sigma cat n° F8263

'* Sigma cat n° B2633
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hidrogénio'. Apds este periodo, os odcitos foram fixados e entdo realizado o
procedimento de imunohistoquimica como descrito anteriormente.

Os odcitos foram colocados entre Iamina e laminula, seguindo o protocolo
descrito no item 4.2.1. Apdés a montagem das laminas, estas foram armazenadas a
4°C até o momento da avaliagdo por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta),
utilizando-se os mesmos laseres e valores de excitagcdo e emissao de comprimento
de onda.

O experimento foi realizado em 5 replicatas, sendo observados 180 odcitos,
distribuidos nos sete grupos experimentais: 0 hora, PVA 5% de O,, PVA 20% de Oy,
PFF 5% de O,, PFF 20% de O,, maturados in vivo, sendo utilizado 24 — 30 odcitos por
grupo.

Para avaliagdo do estresse induzido, foram realizado em 5 replicatas, sendo
observados 45 odcitos, distribuidos em dois grupos experimentais: 0 hora e estresse
induzido, sendo utilizado 20 — 25 odcitos por grupo.

As analises foram realizadas com objetiva de 40X. Em 5 odcitos de cada grupo
foi realizada a seccédo Z seriada de 1,9um, para verificar a localizagdo da proteina.
Estas imagens foram analisadas utilizando o software de analise de imagens Image J

1.40g® e avaliadas quanto a area e quantidade de pixels (Integrated Density).

4.2.3 Avaliagdo da maturagao nuclear

A avaliagdo da maturacao nuclear foi realizada nos grupos maturados in vitro
(PVA 5% de O,, PVA 20% de O,, PFF 5% de O, e PFF 20% de O,). Para tanto, os
nucleos das células foram pela marcados com 10ug/mL de lodeto de Propidio em
PBS - PVP por 10 minutos. Esta avaliagao foi realizada nos mesmos odcitos nos
quais foram realizadas as avaliagbes de migracdo dos granulos corticais e de

quantificagao e localizagao da HSP70.

' Merck cat n® 107210.1000
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Foram realizadas 10 repeti¢cdes, sendo observados 200 odcitos, distribuidos nos
quatro grupos experimentais: PVA 5% de O,, PVA 20% de O,, PFF 5% de O,, PFF
20% de O, (45 - 52 odcitos por grupo).

4.2.4 Avaliacao das concentragdes de glutationa reduzida (GSH)

Apds a retirada das células do cumulus, 25 odcitos dos Grupos experimentais
0 hora, PVA 5% de Oz, PVA 20% de O,, PFF 5% de O,, PFF 20% de O, e maturados
in vivo foram lavados 3 vezes em tampéao de estoque (0,2M de PBS sem célcio e
magnésio com 10mM de EDTA’®), colocados em tubos conicos de centrifuga de 0,65l
e adicionados 5uL de tamp&o de estoque e 5uL de solugdo de 1,25M de HsPO,'". As
amostras de odcitos foram armazenadas a -80°C até o momento da analise.

As concentragbes de glutationa foram determinadas pelo ensaio do ciclo da
glutationa redutase-5,5"-dithio-bis acido 2-nitrobenzoico (DTNB-GSSG) de acordo com
as instrugdes do kit comercial Glutathione Assay Kit Sigma®'®. O produto da reagéo de
coloragao amarela foi mensurado por 10 leituras com intervalos de 1 minuto em leitor
de Elisa (Amersham Pharmacia®) em comprimento de onda de 412nm. Apds cinco
minutos de analise ndo houve aumento da absorbéncia. Este momento foi utilizado
para analise de todas as amostras.

Para a analise dos resultados, uma analise padrao foi realizada, sendo que
para essa analise, concentra¢des conhecidas de GSH foram utilizadas (Figura 4). Para
cada avaliagdo das amostras de uma manipulagao, conjuntamente foram aferidas as
emissdes de valores conhecidos de glutationa (0,0156nmol; 0,0321nmol; 0,0625nmol;
0,125 nmol). Com estes valores foi construida uma reta e respectiva equagéo. Ao se
extrapolar os valores de emissédo obtidos das amostras de odcitos a esta equacgao foi
possivel obter as concentragdes de glutationa das amostras avaliadas.

Foram realizadas 5 repetigdes com 25 odcitos por tratamento, totalizando 750

oocitos. As concentragdes de glutationa reduzidas obtidas na leitura foram dividas pelo

'® Sigma cat n° E5134
"7 Sigma cat n° A1035
'® Sigma cat n° CS0260
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numero de odcitos da amostra para determinagcao das concentragdes de GSH por
oaocito.

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

y =0,0559x - 0,0483

Emissdo (412nm)

0,0156 0,0312 0,0625 0,125

concentracdo de GSH (nmol/well)

Figura 4 - Exemplo de reta padrao construida com concentrages conhecidas de GSH, utilizada para
a conversao (emissao para concentragédo) de valores obtidos das amostras de odécitos

4.2.5 Fecundacao in vitro (FIV) e avaliagao dos indices de penetragdo espermatica

A fracao rica do sémen foi colhida pelo método da mé&o enluvada. Apds a
colheita, o sémen foi diluido na propor¢ao de 10mL de Beltsville Thawing Solution®
(BST) para 5mL de sémen e armazenado entre 15 e 18°C por 24 horas. No dia da FIV,
0 sémen foi aquecido a 37°C e centrifugado por 700 x g por 3 minutos.

Em seguida, 200uL do sedimento de sémen foram depositados delicadamente
na superficie do gradiente de Percoll (90% e 45% - Anexo C), sendo centrifugado
por 4 minutos a 9000 x g para separagcdo dos espermatozoides vivos. Apos a
centrifugagédo, 100uL do sedimento foram retirados e centrifugados (3 minutos a
9000 x g) em 3mL meio de fecundagdo mTBM (Anexo D) para remog¢éo do meio do

gradiente de Percoll.
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Para a inseminagado, foram determinadas a motilidade e a concentragao
espermatica, sendo os espermatozoides diluidos em meio mTBM, para atingir a
concentracéo final de 5x10° espermatozéides/mL na microgota de fecundacao.

Apods o periodo de maturagcdo e remogao das células cumulus, os odcitos dos
grupos PVA 5% de Oz, PVA 20% de O,, PFF 5% de O, PFF 20% de O, foram lavados
trés vezes em meio de fecundagado e colocados em microgotas de 100uL sob dleo
mineral. Em seguida, 4uL da suspensdo de espermatozoides foi adicionada a cada
microgota com os oocitos, sendo mantidos em estufa a 38,5°C; 5% de CO, em ar e
alta umidade. Apos 30 minutos, os odcitos de cada grupo foram delicadamente
lavados em meio mTBM para remogao dos espermatozoides nao aderidos a zona
pelucida e colocados em uma nova microgota de 100uL de meio mTBM sem
espermatozoides por mais 5 horas e meia, sendo mantidos em estufa a 38,5°C; 5%
de CO, em ar e alta umidade.

Apds 6 horas da inseminagao, os presumiveis zigotos foram lavados 3 vezes
em meio de cultivo PZM3 (Anexo E) e colocados em microgotas de 100uL deste meio
sob 6leo mineral para cultivo por 7 dias.

Foram realizadas 8 repeticdes, sendo observados 625 odcitos, distribuidos nos
quatro grupos experimentais: PVA 5% de O,, PVA 20% de O,, PFF 5% de O,, PFF
20% de O, (155 - 158 odcitos por grupo).

Apos 18 horas de cultivo, parte dos prezumiveis zigotos teve a zona pelucida
removida com solugdo de pronase’® (8mg/mL). Os odcitos sem zona pelticida foram
lavados em TCM199 contendo 10%SFB para a neutralizagdo da agdo da pronase,
colocados entre lamina e laminula em microgota com 10ug/mL de Hoechst 33342%
em glicerol*’ e avaliados em microscopio (Zeiss) equipado com epifluorescéncia
(filtro de excitagdo maxima de 365nm e emissdo maxima de 480nm).

Desta forma foi possivel a visualizagdo e a contagem dos préonucleos. Foram
considerados monospérmicos zigotos contendo somente 2 pronucleos e o primeiro e
segundo corpusculos polares. Enquanto que zigotos com formacao de mais de dois
pronucleos foram considerados polispérmicos. Os que n&o apresentam a formacao

de pelo menos dois pronucleos foram considerados nao fecundados.

"9 Sigma cat n° P6911
%0 Sigma cat n° B2261
! Sigma cat n°® G5516
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Foram realizadas 6 repeticdes, sendo observados 120 odcitos, distribuidos nos
quatro grupos experimentais: PVA 5% de O,, PVA 20% de O,, PFF 5% de O,, PFF
20% de O, (27 - 31 odcitos por grupo).

4.2.6 Cultivo in vitro e avaliacdo do numero e viabilidade de blastdmeros

Decorridas 6 horas da FIV, os prezumiveis zigotos foram lavados 3 vezes em
meio PZM3 (Anexo E) e colocados em microgotas de 100uL deste meio sob 6leo
mineral para cultivo por 7 dias. Apds 18 horas de cultivo, parte dos zigotos foi retirada
para avaliagcao dos indices de polispermia (item 4.2.5). No terceiro e quinto dias apds a
fecundagao in vitro, foram acrescentados a microgota de cultivo 45uL do meio PZM3
(“feeding”). Os embrides foram cultivados em atmosfera contendo 5%de O,, 5% de
CO; e 90% de Ny, em estufa a 38,5°C e alta umidade. O desenvolvimento embrionario
foi avaliado pelos indices de clivagem e de blastocisto nos dias 3 e 7 do cultivo,
respectivamente.

Foram realizadas 8 repetigdes, sendo observados 625 zigotos, distribuidos nos
quatro grupos experimentais: PVA 5% de O,, PVA 20% de O,, PFF 5% de O,, PFF
20% de O, (155 - 158 odcitos por grupo).

No dia 7 de desenvolvimento, os embrides foram corados para determinagao do
numero de células vivas, mortas e em apoptose.

Apo6s 7 dias de cultivo, os embrides foram lavados 3 vezes em PBS - PVP e
incubados por 30 minutos em solugé&o contendo as sondas fluorescentes: 5 ug/ml de
Hoechst 33342 (para avaliagdo do numero de células totais), 10ug/ml de lodeto de
Propidio (para avaliagao do numero de células em necrose) e 0,1 uM/ml de Yopro
122 (para avaliacdo do numero de células em apoptose).

Os embrides foram lavados em PBS - PVP e colocados entre lamina e
laminula com glicerol. Os embrides foram avaliados em microscépio de
epifluorescéncia (Olympus), sendo utilizados filtros de acordo com o fluorocromo:

Hoechst 33342 (excitagcdo maxima de 355nm e emiss&do maxima de 465nm), lodeto

22 Gibco cat n° Y3603
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de Propidio (excitacdo maxima de 530nm e emissdo maxima de 615nm) e Yopro 1
(excitacdo maxima de 490nm e emissao maxima de 510nm).

Foram avaliados 70 embrides, distribuidos nos quatro grupos experimentais:
PVA 5% de O,, PVA 20% de Oz, PFF 5% de O,, PFF 20% de O, (13 - 20 embrides por

grupo).

4.3 AVALIACOES DO SISTEMA DE MATURACAO OOCITARIA

4.3.1 Analise do ciclo celular das células do cumulus por citometria de fluxo

As células do cumulus dos odcitos dos grupos 0 hora, PVA 5% de O,, PVA 20%
de O,, PFF 5% de O, e PFF 20% de O, foram armazenadas para analise do ciclo
celular. As células do cumulus apés a remocado mecanica do odcito foram
centriifugadas, a 6000 x g por 4 minutos, o sobrenadante retirado e o sedimento
ressuspendido em 200uL de etanol 70% gelado para fixagdo. As células foram
mantidas a - 20°C até o momento da avaliagao.

Para a analise, as mesmas foram novamente centrifugadas a 6000 x g por 4
minutos e ressuspendidas em PBS contendo 50ug/mL de lodeto de Propidio e
0,5mg/mL de RNAse A e incubadas por 1 hora a 42°C. Para a retirada da sonda
fluorescente, as aliquotas foram centrifugadas a 6000 x g por 4 minutos e
ressuspendidas em 300uL de PBS. As amostras foram analisadas utilizando o
citrometro de fluxo Guava EasyCyte™, tendo sido avaliados 10000 eventos por réplica.

Foram analisadas 3 repeticdes para cada um dos tratamento analisados.
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4.3.2 Numero de células do cumulus por odcito

Apos a retirada por processo mecanico das células do cumulus dos odcitos dos
grupos 0 hora, PVA 5% de O3, PVA 20% de O,, PFF 5% de O; e PFF 20% de O, o
meio (PBS — PVP) contendo as células foi centrifugado a 6000 x g por 4 minutos. O
sobrenadante foi retirado e o sedimento ressuspendido em 110uL de PBS, sendo 10uL
utilizados para determinagao da concentragao celular em camara de Neubauer.

O resultado da concentracao de células foi dividido pelo nimero de oécitos no
qual estas estavam aderidas para determinagdo do numero de células por odcito.

As células restantes foram avaliadas quanto as concentragbes de glutationa
reduzida (GSH) ou quanto a resisténcia das células do cumulus ao estresse
oxidativo

Foram realizadas 11 repeti¢gdes, sendo contadas as células provenientes de
1375 odcitos, distribuidos nos cinco grupos experimentais: 0 hora, PVA 5% de O,, PVA
20% de Oy, PFF 5% de O, e PFF 20% de O3 (250 - 280 odcitos por grupo).

4.3.3 Avaliacdo das concentragdes de glutationa reduzida (GSH) nas células do

cumulus.

ApOs a retirada de 10uL para determinagao da concentragao celular, as células
foram centrifugadas novamente, o sobrenadante foi retrado e o sedimento
ressuspendido em 5L de tampé&o de estoque e SuL da solucéo de 1,25M de H3PO,.
As amostras de odcitos foram armazenadas a -80°C até o momento da analise.

Para as avaliagbes das concentragdes de glutationa foi utilizado o mesmo
protocolo descrito para os oocitos no item 4.2.4. A concentracdo de glutationa
reduzidas obtida na leitura foi divida pela concentracdo de células na amostra para
determinagao das concentracdes de GSH por célula.

Foram realizadas 5 repeticoes, sendo avaliadas as células provenientes de 625
odcitos, distribuidos nos cinco grupos experimentais: 0 hora, PVA 5% de O,, PVA 20%
de Oy, PFF 5% de O, e PFF 20% de O, (123 - 127 odcitos por grupo).
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4.3.4 Avaliacao dos TBARS nos meios de maturagao

As determinacbes de TBARS tém como fundamento a reagdo de duas
moléculas de acido tiobarbiturico com uma molécula de malondialdeido, produzindo
um complexo de coloragdo roésea, que € quantificado por espectrofotdmetria em
comprimento de onda de 532nm. Esta reacéo ocorre a temperatura entre 90 e 100°C
e em pH acido.

Aliquotas de 100uL do meio de maturagdo e 200uL de solugdo de &acido
tricloroacético®® a 10% (TCA 10%) foram centrifugadas por 15 minutos, com
temperatura de 15°C e 18.000g para provocar a precipitacdo de proteinas.

Aliquotas de 150uL do sobrenadante foram colocadas em tubos de ensaio
juntamente com 150uL de &cido tiobarbitirico® a 1% (TBA, 1%) dissolvido em
hidréxido de sédio?® 0,05N, preparado instantes antes de ser utilizado. Os tubos
contendo esta mistura foram incubados em banho fervente (100°C) por 10 minutos e
resfriados em banho de gelo (0°C).

Os TBARs foram quantificados em espectrofotdbmetro Ultrospec 3300pro
Amersham Pharmacia® em um comprimento de onda de 532nm. Os resultados
foram comparados com uma reta padréo, feita previamente com malondialdeido?®.

O malondialdeido (MDA) é uma das principais substancias que reagem com o
acido tiobarbiturico e sendo a concentragcao dos TBARs determinada utilizando-se o
valor 1,56 x 10° x M mL™ como coeficiente de extingdo molar do malondialdeido. A
peroxidacgao lipidica no meio foi expressa em nanogramas de TBARS/mL de meio.

Foram coletados os meios de maturagao de 12 manipulacdes realizadas.

% Sigma cat n® T9159
2 Sigma cat n® T5500
% Sigma cat n° S8045
% Acros cat n° 156731000
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4.3.5 Avaliagao da resisténcia das células do cumulus ao estresse oxidativo

Apds a retirada de 10uL para determinacdo da concentragdo celular, a
peroxidacao lipidica foi induzida pela adicao de 25ul de solucdo 20mM de acido
ascorbico e 25ul de solugdo 4 mM de sulfato de ferro. A mistura foi incubada por 1,5
horas a 37°C.

Posteriormente, os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) foram avaliados de acordo com protocolo descrito no item 4.2.5. Esta
técnica visa verificar a susceptibilidade de uma amostra ao estresse oxidativo.
Assim, uma amostra na qual seja detectado uma quantidade alta de TBARS indica
uma amostra com alta susceptibilidade ao estresse oxidativo. A peroxidacgao lipidica
no meio expressa-se em nanogramas de TBARS/mL de meio.

Foram realizadas 6 repeticoes, sendo avaliadas as células provenientes de
750 odcitos, distribuidos nos cinco grupos experimentais: 0 hora, PVA 5% de O,, PVA
20% de Oy, PFF 5% de O, e PFF 20% de O (140 - 155 odcitos por grupo).

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

F Grupo 0 hora q

Odcitos Célulasdo cumulus
Granulos Corticais Ciclocelular
HSP70 N células/odcito
GSH GSH
Resisténciaao EO

Figura 5 - Esquema das avaliacdes realizadas nos odcitos e células do cumulus provenientes do
grupo 0 hora
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Figura 6 - Esquema das avalia¢des realizadas nos odcitos e células do cumulus provenientes dos
grupos em que foi realizada a maturagéo in vitro

Figura 7 - Esquema das avaliagdes realizadas nos odcitos provenientes dos grupos em que foi
realizada a maturagéo in vivo e o grupo que em que foi induzido o estresse oxidativo.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram testados quanto a normalidade dos residuos e homogeneidade
das variancias pelo aplicativo Guided Data Analisys.

As variaveis foram submetidas ao PROC MIXED dos recursos do pacote
estatistico SAS, versédo 9.1.3 para Windows. Foi utilizado o LSMEANS (média dos
quadrados minimos) para obtencdo das médias ajustadas dos tratamentos, com
comparacgdes utilizando-se o Teste Tukey.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi de
5%, isto é, para nivel de significancia menor que 0,05 considerou-se que ocorreram
diferengas entre as variaveis classificatérias (atmosfera e suplementacdo do meio de
maturacao, interacdo entre eles) para determinada variavel resposta (migracdo de
granulos corticais, HSP70, maturagdo nuclear, concentragbes de glutationa dos
oocitos, porcentagem de clivagem, porcentagem de blastocistos, numero de
blastémeros, ciclo celular das células do cumulus, numero de células por odcito,
concentragées de glutationa das células do cumulus, resisténcia das células ao
estresse oxidativo e concentracdo de TBARS no meio de maturagao).

Além disso, foi realizada a comparagao de cada grupo de odcitos que passaram
pelo processo de maturagao in vitro (PVA 5% de O,, PVA 20% de O,, PFF 5% de Oy,
PFF 20% de O;) com o grupo 0 hora e maturado in vivo para as variaveis: migracao de
granulos corticais, HSP70, concentragdes de glutationa dos odcitos, visando obter
dados da qualidade dos odcitos antes do periodo de maturacdo e da competéncia
deste odcitos apds a maturagéo in vitro. Para variavel HSP70, o grupo 0 hora foi ainda
comparado com o grupo de odcitos que tiveram o estresse induzido.

Para as avaliacbes das células do cumulus, também foram comparados
individualmente as células provenientes de cada grupo de maturag&o in vitro com o
grupo 0 hora nas avaliagbes de: ciclo celular, numero de células por odcito,

concentragdes de glutationa e resisténcia das células ao estresse oxidativo.
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA MATURACAO OOCITARIA

5.1.1 Avaliagdo da migragao dos granulos corticais

A figura 8 ilustra a marcagcdo dos granulos corticais nos odcitos antes do
periodo de maturagéo (A) e apds a maturagao (B). Pode-se observar a migragao dos
granulos para a periferia no oocito maturo. Nao foi observada marcagao nos odcitos

utilizados como controle negativo.

Figura 8 - Marcagao dos granulos corticais (FITC - verde) e da cromatina (lodeto de propideo - vermelho). Em
A, oécito com granulos difusos e cromatina em vesicula germinativa. Em B, oécito com granulos na
periferia celular e cromatina em metafase Il

A tabela 1 mostra que ndo houve interagdo entre o efeito da atmosfera

utilizada (5 ou 20% de O) e a suplementagcdo do meio de maturagdo com 0,1% de
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PVA ou 10% de PFF nos indices de migragdo dos granulos corticais. Pode-se

observar que houve diferenca entre as réplicas realizadas.

Tabela 1 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementagcdo do meio de maturagéo e interagcao entre a
atmosfera e a suplementagéo do meio de maturagéo nos indices de migragéao dos granulos
corticais, Sdo Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementagao ATxSuple*

p <0.00001 0,219 0,007 0,525

*ATxSuple — interagédo da atmosfera e a suplementacado do meio de maturagao

Na figura 9 observa-se que nao foi verificado efeito da atmosfera na migragao
dos granulos corticais dos odcitos maturados in vitro. Porém, houve efeito da
suplementagcao do meio de cultivo, sendo os odcitos maturados in vitro em meio
contendo 10% de PFF apresentaram maior concentragdo de grénulos na periferia
oocitaria (p = 0,0070).
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Figura 9 - Efeito da atmosfera e da suplementagéo do meio de maturagdo na média das porcentagens
de granulos corticais presentes no halo externo de 20% do didmetro de odcitos maturados in
vitro. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenga significativa
(P<0,05). Os dados representam médias dos quadrados minimos + EP

Ao avaliar a migracdo dos granulos corticais, observou-se que 0s grupos
maturados in vitro PVA 5% de O,, PFF 20% de O, e PFF 5% de O, apresentaram
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maiores indices de migragdo que os odcitos 0 hora (p = 0,0011; 0,0002 e <0,0001

respectivamente). Ao contrario disto, o grupo maturado in vivo e o grupo PVA 20% de

O, apresentaram resultados semelhantes ao do grupo 0 hora. Foi observado também

que os dois grupos maturados em meio suplementado com 10% de PFF apresentaram

melhores resultados que o grupo maturado in vivo (PFF 5% de O, p= 0,0046 e 20% de

O, p = 0,05), o que nao ocorreu com os od6citos maturados em meio suplementado
com 0,1% de PVA (Figura 10).
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Médias das porcentagens de granulos corticais presentes no halo externo de 20% do
didmetro de odcitos antes (0 hora), depois da maturagao in vitro nos diferentes tratamentos
e da maturacdo in vivo. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam
diferenga significativa (P<0,05). Os dados representam as médias dos quadrados
minimos * EP
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5.1.2 Quantificagao e localizagao da proteina HSP70 nos odcitos

A tabela 2 mostra que houve interagéo entre o efeito da atmosferas utilizada e
a suplementacdo do meio de maturagao oocitaria com 0,1% de PVA ou 10% de PFF
nos indices de quantificacdo da proteina HSP70. Pode-se observar que houve

diferenca entre as réplicas realizadas.

Tabela 2 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementagdo do meio de maturagéo e interagcao entre a
atmosfera e a suplementagdo do meio de maturagdo nos indices de quantificacdo da
proteina HSP70, Sdo Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementagao ATxSuple*

p <0.00001 0,381 0,139 0,012

*ATxSuple — interagédo da atmosfera e a suplementacao do meio de maturagao

Na comparagao entre os odcitos maturados in vitro, o grupo PFF 5% de O,
nao diferiu do grupo PFF 20% de O,. Entre os grupos suplementados com 0,1% de
PVA também nao foi verificada diferenca. Nos grupos maturados em 5% de O, o
grupo maturado com meio suplementado com PFF apresentou maiores
concentragbes de HSP70 (p = 0,0245) e nos grupos maturados em 20% de O, ndo

foi verificada diferenca (Figura 11).
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Figura 11 - Média das concentragdes de HSP70 (intensidade de pixels x 10'6) em odcitos maturados in
vitro nos diferentes tratamentos. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam
diferencga significativa (P<0,05). Os dados representam as médias dos quadrados minimos
t EP

Os odcitos a 0 hora apresentaram indices maiores de HSP70 que os grupos
maturados in vitro, ou seja, PVA 5% de O, (p = <0,0001), PFF 5% de Oz (p = 0,05),
PVA 20% de O, (p =0,0014) e PFF 20% de O (p =0,0003) como descrito na figura
12. Observou-se também que os odcitos in vivo ndo diferiu dos odcitos a 0 hora e
apresentou maiores indices de HSP70 que os grupos maturados in vitro, ou seja
PVA 5% de O, (p = <0,0001), PFF 5% de O, (p = 0,0013), PVA 20% de O, (p =
<0,0001) e PFF 20% de O, (p = <0,0001). Nao foi verificada diferengca entre os

indices dos odcitos do grupo 0 hora e maturado in vivo.
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Média das concentragdes de HSP70 (intensidade de pixels x 10°) de odcitos antes da

maturagéo (0 hora) e depois da maturagéo in vitro nos diferentes tratamentos e da
maturagdo in vivo. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca
significativa (P<0,05). Os dados representam as médias dos quadrados minimos + EP

Na figura 13 pode-se observar que o grupo de odcitos ao qual foi induzido

estresse oxidativo apresentou maiores indices de HSP que o grupo 0 hora (p =

0,0017).
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Figura 13 - Média das concentracdes de HSP70 (intensidade de pixels x ‘IO'G) de odcitos antes da
maturagdo (0 hora) e ap6és a indugdo do estresse oxidativo. Letras diferentes sobrescritas

em cada barra representam

diferenga significativa (P<0,05). Os dados representam as

médias dos quadrados minimos + EP
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Na avaliagdo das imagens geradas pela secgao seriada do eixo Z, observou-se
que nos 5 odcitos avaliados a 0 hora houve distribuicao dispersa da HSP70 e que
somente em 2 destes odcitos pode-se observar presencga nuclear desta proteina. Nao
foi observada a marcacao intensa em torno da cromatina (Figura 14).

Os od6citos apos as 44 horas de maturacdo in vitro também apresentaram
distribuicdo dispersa da HSP70. Para nenhum dos grupos foi observada a marcacgao
intensa em torno da cromatina. No entanto, 3 dos 4 odcitos analisados do grupo
suplementado com PFF 20% de O, apresentaram forte marcacéo no corpusculo polar.
O mesmo ocorreu com 2 dos 5 odcitos analisados do grupo PFF 5% de O,. Esta
caracteristica de marcagao intensa do corpusculo polar s6 foi observada em 1 odcito
dos 8 analisados nos grupos suplementados com PVA (Figura 14).

Nos odcitos maturados in vivo também foi observada distribuicio dispersa da
HSP70 e nao foi observada a marcacéao intensa em torno da cromatina. Em apenas 1
dos 6 odcitos avaliados houve marcacdo no corpusculo polar. Nao foi observada

marcagao nos oocitos utilizados como controle negativo.

Figura 14 - Distribuicao da HSP70 (FITC - verde) e marcagdo da cromatina (lodeto de propideo -
vermelho). Nos odcitos imaturos (0 hora) em A, observa-se a presenca da HSP70 no
interior do nucleo, o que nao foi observado em B. Observou-se a migragédo da HSP70
para o corpusculo polar em parte dos od6citos maturos (C)
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5.1.3 Avaliacdo da Maturagao nuclear

A tabela 3 mostra que ndo houve interacdo entre o efeito da atmosfera
utilizada e a suplementacdo do meio de maturagao oocitaria nos indices de vesicula
germinativa/quebra da vesicula germinativa, Metafase 1 e Metafase 2. Pode-se

observar que houve diferenca entre as réplicas realizadas.

Tabela 3 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementagdo do meio de maturagéo e interagcao entre a
atmosfera e a suplementagdo do meio de maturacdo nos indices de vesicula
germinativa/quebra da vesicula germinativa, Metafase 1 e Metafase 2, Sdo Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementagao ATxSuple*
p (VG/QVG) <0.00001 0,310 0,609 0,132
p (M1) <0.00001 0,835 0,840 0,719
p (M2) <0.00001 0,431 0,921 0,216

*ATxSuple — interacdo da atmosfera e a suplementagao do meio de maturagao

Como descrito abaixo, nas figuras 15, 16 e 17, ndo houve efeito da atmosfera e
da suplementacdo do meio de maturacdo nos indices de odcitos em vesicula

germinativa/quebra da vesicula germinativa, metafase 1 e metafase 2.
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Figura 15 - Efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagdo na média das
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5.1.4 Avaliacdo da concentragao oocitaria de glutationa reduzida

A tabela 4 mostra que ndo houve interagdo entre o efeito da atmosfera
utilizada e a suplementacdo do meio de maturagdo oocitaria na média das
concentragdes intracelulares de glutationa dos odcitos. Pode-se observar que houve

diferenca entre as réplicas realizadas.

Tabela 4 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementagcdo do meio de maturagéo e interagcao entre a
atmosfera e a suplementagdo do meio de maturagdo na média das concentragdes
intracelulares de glutationa dos odcitos, Sdo Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementacgao ATxSuple*

p <0.00001 0,327 0,775 0,216

*ATxSuple — interagédo da atmosfera e a suplementacao do meio de maturagao

As concentragdes intracelulares de glutationa dos odcitos sdo apresentadas na
figura 18. Nao houve efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagao

na média das concentragdes de glutationa dos odcitos maturados in vitro.
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Figura 18 - Efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagdo na média das
concentragdes intracelular de GSH (pmol/odcito) de odcitos maturados in vitro. Os
dados representam as médias dos quadrados minimos + EP
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Na figura 19 pode-se observar que nao houve diferenca entre as concentragbes
de glutationa de cada um dos grupos de maturados in vitro, o grupo maturado in vivo e

o grupo 0 hora.
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Figura 19 - Média das concentragbes de glutationa de odcitos antes (0 hora) e depois da maturagado in
vitro nos diferentes tratamentos e da maturagao in vivo. Os dados representam as médias
dos quadrados minimos * EP

5.1.5 Avaliacio dos indices de penetragcao espermatica

A tabela 5 mostra que ndo houve interagcdo entre o efeito da atmosfera
utilizada e da suplementagcdo do meio de maturagcéo oocitaria nos indices de zigotos
monospérimcos, polispérmicos e de odcitos ndo fecundados. Pode-se observar que

houve diferenca entre as réplicas realizadas.
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Tabela 5 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementagdo do meio de maturagéo e interagao entre a
atmosfera e a suplementacdo do meio de maturagdo nos indices monospermia,
polispermia e odcitos ndo fecundados, Sao Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementacdo  ATxSuple*
p (Monospermia) <0.00001 0,569 0,356 0,877
p (Polispermia) <0.00001 0,714 0,475 0,817
p (ndo fecundados) <0.00001 0,298 0,935 0,786

*ATxSuple — interagdo da atmosfera e a suplementagcao do meio de maturagao

Ao compararem-se os indices de dos zigotos monospérmicos, polispérmico e de
odcitos ndo fecundados apés a fecundacgao in vitro (figuras 20, 21 e 22) observou-se
que nao houve efeito da atmosfera utilizada durante o periodo de maturagdo e da

suplementacido do meio de maturacao oocitaria.
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Figura 20 - Efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagdo na média das
porcentagens de zigotos monospérmicos apds a fecundagdo in vitro de odcitos
maturados in vitro nos diferentes tratamentos. Os dados representam as médias dos
quadrados minimos + EP
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Figura 21 - Efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagdo na média das
porcentagens de zigotos polispérmicos apos a fecundagao in vitro de odcitos maturados
in vitro nos diferentes tratamentos. Os dados representam as médias dos quadrados
minimos * EP
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Figura 22 - Efeito da atmosfera e da suplementagdo do meio de maturagdo maturagédo na média das
porcentagens de odcitos ndo fecundados apés a fecundagao in vitro de odécitos maturados
in vitro nos diferentes tratamentos. Os dados representam as médias dos quadrados
minimos * EP

5.1.6 Cultivo in vitro e avaliacdo do numero e viabilidade de blastdmeros

A tabela 6 mostra que ndo houve interagdo entre o efeito da atmosfera
utilizada e a suplementacdo do meio de maturagéo oocitaria nos indices de zigotos
clivados (com mais de uma célula). Contudo, observou-se interagcao entre o efeito

das atmosferas utilizadas e a suplementagcao do meio de maturagao nos indices de
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blastocistos sobre zigotos clivados e blastocistos sobre total de odcitos fecundados

in vitro. Pode-se observar que houve diferenga entre as réplicas realizadas.

Tabela 6 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementagcdo do meio de maturagéo e interagcao entre a
atmosfera e a suplementacdo do meio de maturagdo nos indices de clivagem,
blastocistos/clivados e blastdcitos/fecundados, Sao Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementagao ATxSuple*

p (Clivagem) <0.00001 0,0414 0,181 0,781
p (Blastocistos/clivados) <0.00001 0,443 0,416 0,033
p (Blastocistos/fecundados) <0.00001 0,255 0,227 0,049

*ATxSuple — interagdo da atmosfera e a suplementacado do meio de maturagao

Na figura 22 observa-se que foi verificado efeito da atmosfera na média das
porcentagens de zigotos clivados, tendo os oécitos maturados em atmosfera
contendo 20% de O, apresentado maiores indices de clivagem apds a fecundagao in

vitro (p = 0,041). Porém, ndo houve efeito da suplementagdo do meio de maturagéo

oocitaria.
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Figura 23 - Efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagdo na média das
porcentagens de zigotos clivados (dia 3 de desenvolvimento) apds a fecundagdo de
odcitos maturados in vitro nos diferentes tratamentos. Letras diferentes sobrescritas em
cada barra representam diferenga significativa (P<0,05). Os dados representam as
médias dos quadrados minimos + EP

Nao foi observada diferenca entre os grupos de maturacdo nos indices de
blastocistos sobre o numero embrides clivados (figura 24) e nos indices de blastocistos

sobre o numero total de odcitos fecundados in vitro (figura 25).
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Figura 24 - Média das porcentagens de blastocistos sobre o numero de zigotos clivados (dia 7 de
desenvolvimento) apds a fecundagdo de oocitos maturados in vitro nos diferentes
tratamentos. Os dados representam as médias dos quadrados minimos + EP



79

35 7
30 +
25 7

20 +

15 T

10 - I

fecundados
_|

% de blastocistos/odcitos

PVA5% 02 PFF 5% 02 PVA 20% 02 PFF 20% 02

Grupos de maturacdao in vitro

Figura 25 - Média das porcentagens de blastocistos sobre o numero de odcitos (dia 7 de
desenvolvimento) apdés a fecundagdo de odcitos maturados in vitro nos diferentes
tratamentos. Os dados representam as médias dos quadrados minimos + EP

A tabela 7 mostra que ndo houve interacdo entre o efeito da atmosfera
utilizada e a suplementacdo do meio de maturagdo oocitaria no numero total de
blastdmeros, numero de blastdmeros em necrose e numero de blastdmeros em

apoptose. Pode-se observar que houve diferenca entre as réplicas realizadas.

Tabela 7 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementacdo do meio de maturacéo e interacao entre a
atmosfera e a suplementagdo do meio de maturagdo nas médias de numero total de
blastdbmeros, nimero de blastdbmeros em necrose e numero de blastdmeros em apoptose,
Séo Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementagao ATxSuple*
p (total de blastémeros) <0.00001 0,0007 0,295 0,321
p (blastdmeros em necrose)  <0.00001 0,622 0,264 0,924
p (blastdmeros em apoptose) <0.00001 0,783 0,783 0,533

*ATxSuple — interagdo da atmosfera e a suplementagao do meio de maturagao



80

A figura 26 ilustra que houve efeito da atmosfera utilizada no periodo da

maturagdo oocitaria no numero meédio de células dos embrides produzidos por

fecundagéo in vitro, tendo os grupos maturados em atmosfera com 20% de O,

apresentado melhores resultados (p = 0,0007). Nao houve efeito da suplementagéo do

meio de maturacdo no numero médio de células dos embrides.
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Efeito da atmosfera e da suplementagdo do meio de maturagdo no numero médio de
células dos blastocistos produzidos por fecundagédo de odcitos maturados in vitro nos
diferentes tratamentos. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam
diferenca significativa (P<0,05). Os dados representam as médias dos quadrados
minimos * EP

Nao houve efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagao

oocitaria no numero médio de células em necrose dos embrides produzidos por

fecundacao in vitro (Figura 27).
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Figura 27 - Efeito da atmosfera e da suplementagdo do meio de maturagdo no numero médio de

células em necrose dos blastocistos produzidos por fecundagéo de odcitos maturados
in vitro nos diferentes tratamentos. Os dados representam as médias dos quadrados
minimos * EP
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Nao houve efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagéo
oocitaria no numero médio de células em apoptose dos embrides produzidos por

fecundacdo in vitro (Figura 28).
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Figura 28 - Efeito da atmosfera e da suplementagcdo do meio de maturagdo no ndmero médio de
células em apoptose dos blastocistos produzidos por fecundagdo in vitro de odcitos
maturados in vitro nos diferentes tratamentos. Os dados representam as médias dos
quadrados minimos + EP

5.2 AVALIAGCOES DO SISTEMA DE MATURACAO OOCITARIA

5.2.1 Analise do ciclo celular das células do cumulus por citometria de fluxo

A tabela 8 mostra que ndo houve interacdo entre o efeito da atmosfera
utilizada e a suplementacdo do meio de maturacdo oocitaria nas médias das
porcentagens de células do cumulus em cada fase do ciclo celular. Pode-se

observar que houve diferenca entre as réplicas realizadas.
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Tabela 8 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementacdo do meio de maturagéo e interagcao entre a
atmosfera e a suplementagdo do meio de maturagcdo nas médias das porcentagens de
células do cumulus em cada fase do ciclo celular, Sdo Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementagao ATxSuple*
p (GO/G1)  <0.00001 0,803 0,130 0,921
p (S) <0.00001 0,266 0,791 0,348
p (G2/M) <0.00001 0,488 0,049 0,233

*ATxSuple — interagdo da atmosfera e a suplementagcao do meio de maturagao

Nao houve efeito da atmosfera e da suplementacido do meio de maturagao
oocitaria nas porcentagens de células do cumulus nas fases GO/G1 e S. Nao houve
efeito da atmosfera, mas houve efeito da suplementacdo do meio de maturacao
oocitaria nas porcentagens de células do cumulus na fase G2/M, apresentando as
células provenientes de odcitos maturados em meio suplementado com 0,1% de PVA

maiores indices (p = 0,049; figuras 29, 30 e 31).
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Figura 29 - Efeito da atmosfera e da suplementagdo do meio de maturacdo nas médias das
porcentagens de células do cumulus na fase GO/G1 do ciclo celular. Os dados
representam as médias dos quadrados minimos + EP
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Efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturacdo nas médias das
porcentagens de células do cumulus na fase S do ciclo celular. Os dados representam
as médias dos quadrados minimos + EP.

Figura 30
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Figura 31 - Efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturacdo nas médias das
porcentagens de células do cumulus na fase G2/M do ciclo celular. Letras diferentes
sobrescritas em cada barra representam diferenga significativa (P<0,05). Os dados
representam as médias dos quadrados minimos + EP

Nas comparagdes entre os grupos de maturacdo, pode-se observar que para
todas as fases do ciclo celular foi verificada diferenga entre o grupo 0 hora e os grupos
maturados com 0,1% de PVA, independente da atmosfera utilizada. Observa-se que o
grupo 0 hora apresentou maior porcentagem de células em G0/G1 quando comparado
com PVA 5% de Oz (p = 0,04) e PVA 20% de O, (p = 0,042). O grupo 0 hora ainda
apresentou menor porcentagem de células na fase S que PVA 5% de O, (p = 0,04) e
PVA 20% de Oz (p = 0,05) e menor porcentagem de células nas fases G2/M que PVA
5% de O, (p = 0,035) e PVA 20% de O, (p = 0,023). Nao foi verificada diferenga entre o

grupo 0 hora e ambos os grupos maturados com 10% de PFF (Figura 32).
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Figura 32 - Média das porcentagens de células do cumulus em cada fase do ciclo celular provenientes
de odcito antes (0 hora) e depois da maturacao in vitro nos diferentes tratamentos. Letras
diferentes sobrescritas em cada barra, dentro de cada fase do ciclo celular, representam
diferenga significativa (P<0,05). Os dados representam as médias dos quadrados
minimos + EP

5.2.2 Numero de células do cumulus por odcito

A tabela 9 mostra que n&o houve interagdo entre o efeito da atmosfera
utilizada e a suplementacdo do meio de maturagao oocitaria no numero de células
do cumulus por odcitos. Pode-se observar que houve diferenga entre as réplicas

realizadas.
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Tabela 9 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementacdo do meio de maturagéo e interagcao entre a
atmosfera e a suplementagdo do meio de maturagdo nas médias de niumero de médio de
células do cumulus por odécito, Sdo Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementagao ATxSuple*

p <0.00001 0,0045 0,529 0,403

*ATxSuple — interacédo da atmosfera e a suplementagao do meio de maturagao

Os od6citos maturados em atmosfera com 5% de O, apresentaram maior
numero meédio de células do cumulus por odécito que os maturados em 20% de O (p =
0,0045). Nao houve efeito da suplementacdo do meio de maturagdo oocitaria no

numero médio de células do cumulus por odcito (Figura 33).
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Figura 33 - Efeito da atmosfera e da suplementagdo do meio de maturagdo no numero médio de
células do cumulus por odécito maturados in vitro nos diferentes tratamentos. Letras
diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenga significativa (P<0,05). Os
dados representam as médias dos quadrados minimos + EP

A figura 34 ilustra que ndo houve diferengca no numero médio de células do
cumulus por odcito entre o grupo 0 hora e os grupos maturados in vitro, com
excegao do grupo maturado em 5% de O, e suplementado com 10% de PFF que

apresentou numero médio maior de células que o grupo 0 hora (p = 0,0035).
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Média do numero de células por oécito antes (0 hora) e depois da maturagdo in vitro nos
diferentes tratamentos. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam
diferenga significativa (P<0,05). Os dados representam as médias dos quadrados
minimos * EP

5.2.3 Avaliagdo das concentracbes de glutationa reduzida (GSH) nas células do

cumulus.

A tabela 10 mostra que nao houve interacédo entre o efeito das atmosferas

utilizadas

e a suplementacdo do meio de maturacido oocitaria na média das

concentragbes intracelulares de glutationa das células do cumulus. Pode-se

observar que houve diferenca entre as réplicas realizadas.
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Tabela 10 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementagado do meio de maturacéo e interagédo entre a
atmosfera e a suplementagdo do meio de maturagédo nas médias das concentragbes
intracelulares de glutationa das células do cumulus, Sao Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementagao ATxSuple*

p <0.00001 0,029 0,892 0,894

*ATxSuple — interacdo da atmosfera e a suplementagao do meio de maturagao

As concentragdes intracelulares de glutationa das células do cumulus sdo
apresentadas na figura 35. Foi verificado que as células do cumulus pertences a
oocitos que foram maturados em atmosfera contendo 20% de O, apresentaram
maiores concentragdes de glutationa (p = 0,029). Nao houve efeito da suplementacao
do meio de maturagdo na média das concentragdes de glutationa das células do

cumulus.
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Figura 35 - Efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagdo na média das
concentragdes intracelular de GSH (pmol/célula) de células provenientes de odcitos
maturados in vitro. Os dados representam as médias dos quadrados minimos + EP

Na figura 36 pode-se observar que nao houve diferenga nas médias das
concentragcdes de glutationa das células do cumulus pertencentes ao grupo 0 hora

quando comparado com cada um dos grupos da maturagéo in vitro.
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Figura 36 - Média das concentra¢des de glutationa por célula do cumulus pertencentes a odcitos antes
(0 hora) e depois da maturagdo in vitro nos diferentes tratamentos. Os dados representam
as médias dos quadrados minimos + EP

5.2.4 Avaliagdo dos TBARS nos meios de maturagéo

A tabela 11 mostra que ndo houve interagdo entre o efeito da atmosfera
utilizada e a suplementacdo do meio de maturacdo oocitaria nas médias das
concentracdes de TBARS nos meios apds nas 22 horas inicias e nas 22 horas finais

de maturagao. Pode-se observar que houve diferenga entre as réplicas realizadas.
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Tabela 11 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementagdo do meio de maturacéo e interagdo entre a
atmosfera e a suplementacdo do meio de maturagdo nas médias das concentragdes de
TBARS nos meios apds as 22 horas inicias ou 22 horas finais de maturacdo, Sao Paulo,

2009
Réplica Atmosfera Suplementacao ATxSuple*
%i(éiigfras <0.00001 0,671 0,189 0,507
E’n(azig)h"ras <0.00001 0,872 0,935 0,058

*ATxSuple — interagdo da atmosfera e a suplementacado do meio de maturagao

Nao houve efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagao
oocitaria nas médias das concentracdes de TBARS nos meios de maturacdo apds as

primeiras 22 horas e apos as 22 horas finais de maturagao (Figuras 37 e 38).
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Figura 37 - Efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturacdo nas médias das
concentracdes de TBARS nos meios apds as 22 horas iniciais da maturagao oocitaria.
Os dados representam as médias dos quadrados minimos * EP
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Figura 38 - Efeito da atmosfera e da suplementacdao do meio de maturagdo nas médias das
concentracdes de TBARS nos meios apds as 22 horas finais da maturagéo oocitaria. Os
dados representam as médias dos quadrados minimos + EP

5.2.5 Avaliacao da resisténcia das células do cumulus ao estresse oxidativo

A tabela 12 mostra que nao houve interacdo entre o efeito da atmosfera
utilizada e a suplementacdo do meio de maturagdo oocitaria nas meédias das
concentragdes de TBARS nas células do cumulus apos o teste de resisténcia das
células ao estresse oxidativo. Pode-se observar que houve diferenca entre as

réplicas realizadas.

Tabela 12 - Efeito (p) da réplica, atmosfera, suplementagdo do meio de maturacéo e interagdo entre a
atmosfera e a suplementacdo do meio de maturagdo nas médias das concentra¢des de
TBARS por célula do cumulus, Sao Paulo, 2009

Réplica Atmosfera Suplementagao ATxSuple*

p <0.00001 0,642 0,135 0,072

*ATxSuple — interagédo da atmosfera e a suplementagcao do meio de maturagao

Nao houve efeito da atmosfera e da suplementagdo do meio de maturagio
oocitaria no nas médias das concentragdes de TBARS por células do cumulus apds o

teste de resisténcia das células ao estresse oxidativo (Figuras 39).
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Figura 39 - Efeito da atmosfera e da suplementacdo do meio de maturagdo nas médias das
concentracbes de TBARS nas células do cumulus apos o teste de resisténcia ao
estresse oxidativo. Os dados representam as médias dos quadrados minimos + EP

Na figura 40 pode-se observar que nao houve diferenca nas médias das
concentracoes de TBARS das células do cumulus pertencentes a odcitos antes
(0 hora) e depois da maturacgao in vitro nos diferentes tratamentos apods o teste de

resisténcia ao estresse oxidativo.
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Figura 40 - Média das concentracdes de TBARS por célula do cumulus pertencentes a odcitos antes
(0 hora) e depois da maturacdo in vitro nos diferentes tratamentos apds o teste de
resisténcia ao estresse oxidativo. Os dados representam as médias dos quadrados
minimos * EP
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6 DISCUSSAO

Muitos estudos tém verificado o efeito do estrese térmico sobre a maturagéao
oocitaria em diferentes espécies, como em camundongos (LIU et al., 2004), em
bovinos (EDWARDS; HANSEN, 1996) e em suinos (LANSKA et al., 2006)
demonstrando resultados evidentes dos danos causados por este tipo de estresse.

Quanto ao estresse oxidativo na maturagdo oocitaria, os estudos ja foram
realizados em suinos (BING et al., 2002; OZAWA et al., 2006; MAEDOMARI et al.,
2007). Porém mais estudos sdo necessarios para compreensao do efeito deste tipo
estresse sobre a maturacéo.

Uma série de fatores contribui para a grande variagdo dos resultados
encontrados em estudos realizados com maturagdo oocitaria em suinos quando
comparada com outras espécies animais. Isso inclui as variagcées entre laboratorios,
idade das doadoras, a qualidade dos odcitos e as metodologias empregadas para
maturacao de odcitos (sistemas de cultivo e meios de maturacéo). Desta forma, a
comparacgao com a literatura apresentada para a espécie € bastante dificil.

Assim, se faz necessario o estabelecimento dos padrbes da espécie para
oocitos maturados in vivo, tendo desta forma, um modelo a ser alcangado in vitro.

Este estudo esta em concordancia com os resultados descritos por Kikuchi et
al. (2002) e Iwamoto et al. (2004) que nao encontraram efeito da atmosfera
controlada sobre a maturagao nuclear. Porém, em ambos, os odcitos maturados em
5% de O, produziram apos a FIV e ativagdo partenogenética, respectivamente,
embrides com maior numero de células do que os odécitos maturados em atmosfera
convencional.

Porém, sabe-se que na espécie suina, varios laboratorios de pesquisa tém
alcancando indices satisfatérios de maturagcdo nuclear, mas ainda falham em
proporcionar ao oocito uma maturacao citoplasmatica adequada.

A migracao dos granulos corticais € utilizada em suinos como marcador de
maturagao citoplasmatica, pois um dos principais problemas encontrados na espécie
€ a polispermia.

Neste estudo, foi verificado que a suplementagcao do meio de maturagcdo com

PFF apresentou maiores indices de migragao dos granulos corticais. Este resultado
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poderia indicar que estes odcitos tendem a ter melhor resposta a fecundacao in vitro,
pois seriam mais capacitados a bloquear a polispermia. Contudo, isso nao foi
verificado, pois ndo houve efeito de suplementacdo do meio de maturacdo nem da
atmosfera nos indices de polispermia.

O sistema de fecundacgao in vitro utilizado neste estudo apresentou baixos
indices de polispermia, 12,6% em média. Os indices de polispermia apresentados
na literatura sdo bastante variados. Matas et al. (2003) mostrou que quando os
espermatozoides foram separados pelo gradiente de percoll, indices de polispermia
de 93%foram encontrados.

Suzuki et at. (2003) evidenciaram que os indices de polispermia variam de
acordo com a raga do macho utilizado, também apresentando altos indices de
polispermia: 21,5% para animais Duroc, 20,2% para animais Landrace e 54,1% para
animais Large White.

No entanto, nestes estudos o periodo de incubagao odcito/espermatozodides
foi de 6 horas. No protoloco estabelecido no presente estudo os odcitos foram
separados dos espermazodides ndo aderidos a zona pelucida apos 30 minutos de
incubacgao. Desta forma, foram obtidos indices baixos de polispermia. Por outro lado,
os indices de nao fecundados foram altos, 43,6% em média.

Diante do fato que embrides polispérmicos se desenvolvem até o estagio de
blastocisto e pelo descrito por Sonfai et al. (2008) que afirmaram que embrides
polispérmicos apresentam uma alta frequéncia de fragmentagdo durante o
desenvolvimento embrionario precoce, neste estudo optou-se por um protocolo que
proporcionou baixos indices de polispermia, mesmo com a desvantagem de se ter
um maior numero de ndo fecundados. Desta forma, os embrides produzidos seriam
de melhor qualidade.

A glutationa esta presente em todos os tipos celulares, geralmente em
grandes concentragdes, entre 1 e 10mM, sendo o mais abundante peptidio de baixo
peso molecular (MEISTEI, 1988). Varios estudos avaliam as concentragdes de
glutationa em odcitos. Como ocorre rotineiramente na espécie suina, estes valores
sdo bem variados. Neste experimento foi observado, para oécitos antes do periodo
de maturacdo a concentragcdo meédia de glutationa de 4,13pmol/odcito e apds a
maturagao in vitro 6,08 £ 0,61 e 5,46 £ 0,61pmol/odcito, respectivamente, em

atmosferas com 5 e 20% de O»,
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Ozawa et al. (2006), utilizando atmosfera com 5% de O, obtiveram
2,5pmol/odcito apds 44 horas de maturacdo. Maedomari et al. (2007), . obtiveram
4,03 + 0,63pmol/odcito a 0 hora e apds 44 horas de maturagao utilizando atmosfera
com 5% de O, 9,60 £ 0,40pmol/odcito, demonstrando aumento durante a maturagao
oocitaria nas concentracdes e alcangando altas concentragdes apds a maturacao.

Bing et al. (2002) obtiveram valores de 6,97 * 1,3pmol/oocito para odcitos
Ohora e 267 £ 05 e 257 £ 0,5pmol/oécito para odcitos maturados,
respectivamente, em atmosferas com 5 e 20% de O,, demonstrando diminuicdo das
concentragcées durante a maturacdo. Assim como descrito neste estudo, ndo houve
efeito da atmosfera nas concentragdes de glutationa dos odcitos.

No entanto, em nosso estudo foi verificado efeito da atmosfera nas
concentragdes de glutationa nas células do cumulus, nas quais foi encontrado maior
concentragdo naquelas expostas a atmosfera de 20% de O, (0,0035 =
0,00068pmol/célula) que as expostas a 5% de O, (0,0035 + 0,00068pmol/célula).

Na literatura ainda nao foi descrito nenhum estudo que tenha verificado a
concentragéo de glutationa nas células do cumulus em suinos. Assim, comparando-
se com os resultados de Furnus et al. (2008) na espécie bovina, onde a
concentracdo de glutationa foi de 0,00041pmol/10° células, apresentamos neste
trabalho valores muito maiores, em média 0,00026pmol/célula, indicando alta
concentragao de glutationa nestas células. Este resultado é importante, pois se sabe
que a concentragcdo de glutationa nas células do cumulus pode influenciar as
concentragdes oocitarias.

Ha grande quantidade de HSP70 armazenada em odcitos em vesicula
germinativa. Nossos resultados estdo em concordancia com Lanska et al. (2006).
Estes autores demonstraram altas concentragcdes de HSP70 em odcitos de suinos
com crescimento completo, isto €, provenientes de foliculos entre 2-5mm. Isto
também foi comprovado em outras espécies como camundongos por Liu et al.
(2004) e bovinos por Edwards e Hansen (1996).

Lanska et al. (2006) demonstraram que os odcitos tiveram deplegcao da
HSP70 até aproximadamente dois tergos da concentragao inicial apés 6 horas de
cultivo em meio de maturacdo, mas quando submetidos ao estresse térmico por 4
horas, a concentragdo decaiu para valores nao detectaveis. Desta forma, os autores

concluiram que a HSP70 é importante no processo de maturagao meiética e quando
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0s 00citos sdo expostos ao estresse térmico ou a outros tipos de estresse, a HSP70
previamente sintetizada € utilizada para protegao dos processos celulares.

Em nosso experimento, também houve diminuicdo das concentragcbes de
HPS70 durante a maturacéo. Foi encontrada interacdo entre o efeito da atmosfera e
da suplementacdo do meio de maturagao, tendo o grupo suplementado com PFF
apresentado maiores valores que o grupo PVA na atmosfera de 5% de O,. Também
foi verificado efeito da diminuicdo de HSP70 em odcitos que permaneceram em
meio de maturagdo, ja que todos os grupos maturados in vitro apresentaram
menores indices que 0s grupos que nao permaneceram em cultivo, grupos 0 hora e
maturado in vivo.

Em seus estudos sobre a localizagcdo das HSP70 em odcitos de bovinos,
Kawarkhy e King (2001) demonstraram que em 9 dos 11 odcitos em metafase 2
houve marcagao intensa desta proteina préximo a placa metafasica. Este fato nao
foi verificado em nosso experimento, pois em apenas 40% dos odcitos a 0 hora foi
detectada esta proteina no nucleo dos odécitos, mesmo estando intensamente
expressa neste grupo como descrito anteriormente. Os odcitos apos 44 horas de
maturagdo ndo apresentaram migragao para préximo a placa metafasica, apenas em
55% dos odcitos houve migragdo para o corpusculo polar. Segundo Kawarkhy e
King (2001), a presenga de HSP70 préximo a placa metafasica indicaria que esta
proteina teria fungdo de estabilizar esta estrutura, provavelmente tendo acdo em
microtubulos.

A atmosfera de 20% de O, apresentou maiores indices de clivagem (54,05 +
2,46%) que a atmosfera de 5% de O, (48,50 £ 2,46%). Porém n&o houve efeito da
atmosfera nos indices de blastocistos. Kikuchi et al. (2002) apés a fecundagao in vitro
e lwamoto et al. (2005) apds a ativagao partenogenética também nao verificaram
diferencas na formagao de blastocisto. Porém, nestes estudos, a qualidade
embrionaria medida pelo numero total de células, foi maior em embrides
provenientes de odcitos maturados em 5% de O,. O que difere dos nossos
resultados, nos quais a atmosfera de 20% de O, apresentou blastocistos com maior
numero de células.

A presenga das células do cumulus e cisteina no meio de maturagédo podem
atenuar o estresse oxidativo. Por isso atmosferas com 5% de O, ndo apresentam

melhores resultados que as com 20% de O, (BING et al., 2002). Corrobora com este
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fato a presenca da cisteamina nos nossos meios de maturagdo. Quando a cisteamina
€ adicionada aos meios de maturagao, ela promove a conversao de cistina a
cisteina, principalmente em meio TCM 199, que possui altas concentragdes de
cistina (NAGAI et al., 2006).

As células do cumulus de oécitos maturados em PVA diferiram nas fases do
ciclo celular do grupo 0 hora, apresentando maiores indices de células em divisao, o
que nao ocorreu nos grupos PFF. No entanto, n&o foi verificada diferenga entre as
suplementagdes do meio de maturagdo no numero de células do cumulus por oécito
apos a maturacao.

Krinner et al. (2009) demonstraram que células-tronco mesenquimais de
camundongos apresentaram maiores indices de proliferagdo quando cultivadas em
atmosfera contendo 5% de O,. Estes autores explicam que este resultado ocorreu
pela maior similaridade desta atmosfera com as condi¢des fisioldgicas. Nosso
estudo demonstrou que houve um maior numero de células em odcitos maturados
em atmosfera com 5% de O,, estando de acordo com Krinner et al. (2009) no fato
que células somaticas apresentam maior proliferacdo nesta atmosfera. N&o ter sido
verificado efeito da atmosfera no ciclo celular destas células possivelmente deve-se
ao fato de ter sido feita uma analise pontual. Para apresentar um numero final maior
de células, estas, em algum momento do periodo de maturagdo, passaram pelo
processo de divisdo. E sabe-se que este momento nio foi as 44 horas.

O maior numero de células do cumulus ao final da maturagao oocitaria com
atmosfera de 5% de O, poderia ser uma explicagdo para os menores indices de
clivagem e qualidade dos blastocistos de odcitos provenientes deste grupo. Estas
células, quando em excesso, podem competir com o oécito por substancias
presentes no meio como: aminodacidos, substratos energéticos e fatores de
crescimento, o que prejudicaria a maturagdo citoplasmatica do odcito, levando a
diminui¢cao dos indices de clivagem e qualidade dos blastocistos.

Nao houve efeito nem da suplementacdo do meio de maturagcdo nem da
atmosfera na peroxidagao lipidica de células/odcito, ja que nao foi verificada
diferenga nos indices de TBARS no meio em que ocorreu a maturagao. Jozwik et al.
(1999) observaram que em humanos foram encontrados valores de 740ng/ml de
TBARS no fluido folicular. A média de TBARS no meio de maturacdo no presente

estudo foi de 110,25ng/ml, indicando baixos indices de peroxidagao lipidica.



98

Os niveis de TBARS apds o teste de resisténcia das células ao estresse
oxidativo tem correlagao paralela com a morte celular, no entanto, nao é afetado por
pequenas alteragbes na temperatura ou tensdes de oxigénio (CANTRILL et al.
1997). Assim, pode-se inferir que a diferenga do estresse oxidativo dos nossos
grupos experimentais foi muito pequena, nado alterando as concentragbes de
TBARS.

Apesar da atmosfera com 5% de O, ter tido pouca influéncia nos parametros
oocitarios avaliados no presente estudo, ela foi prejudicial para indices importantes
da producgao in vitro de embrides suinos como os indices de clivagem e qualidade
embrionaria, indicando que algum efeito oocitario ndo mensurado deve ter sofrido
alteragao pelo uso desta atmosfera.

Resultados de estudos prévios ja haviam demonstrado que meios
suplementados com PVA eram adequados a maturagao nuclear nao diferindo de
meio suplementados com PFF em atmosfera com 20% O, (MARQUES et al., 2007).
No entanto, esperava-se que no presente estudo ocorresse um efeito sinérgico
positivo da atmosfera de 5% de O, e da suplementacdo com PVA, elevando os

indices de maturacéo, principalmente citoplasmatica, o que nao foi verificado.
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7 CONCLUSOES

O uso da baixa tensdo de O, diminuiu as concentragcdes de glutationa nas
células do cumulus, diminuiu os indices de clivagem, diminuiu o numero total de
blastbmeros dos embrides produzidos e aumentou o numero de células por odcito
apos o periodo de maturacgéo in vitro.

A suplementacdo do meio de maturagdo com 0,1% de PVA diminuiu os
indices de migracao dos granulos corticais, mas este fato ndo teve efeito nos indices
de penetragao espermatica pos fecundacgao in vitro.

Houve diminuicdo dos estoques de HSP70 durante o periodo de maturagao
em todos os grupos de maturagao in vitro.

As células do cumulus provenientes de odcitos maturados em meio
suplementado com 0,1% de PVA apresentaram maior numero de células na fase S e
G2/M que o grupo 0 hora, mas isso nao refletiu em um aumento no numero de células
por oocito apos a maturagao.

Portanto, o uso de baixa tensdo de oxigénio ndo melhora as condigbes do
sistema de maturacdo oocitaria in vitro em suinos, e que seu efeito na maioria dos

fatores avaliados independe da suplementacao do meio de maturagao.
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ANEXO A - MEIO DE LAVAGEM (Meio Hepes buffered Tyrode's — HbT)

Componente Marca/ n° de catalogo Concentracao
NaCl Sigma s-5886 113,7mM
NaHCO; Sigma s-5761 2mM
Na Lactate Sigma [-4388 12,95mM
Na Pyruvate Sigma p-4562 0,2mM
NaH,PO4 Sigma s-5136 0,34mM
KCL Sigma p-5405 3,22mM
CaCl; 2H,0 Sigma c¢-7902 2,04mM
MgCl, 6H,0 Sigma m-2393 0,5mM
Hepes Sigma h-0891 10mM
BSAV Sigma a-8022 3mM
SFB Nutricell 10%
Phenol Red Sigma p-4633 0,027mM
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Marca/ n® de Concentracao
Componentes catalogo TCM 199 + PFF TCM199 + PVA
Piruvato de Sdodio Sigma p-4562 0,91mM 0,91mM
Cisteina Sigma c-7352 0,57mM 0,57mM
Cisteamina Sigma m-9768 50uM 50uM
D-Glicose Sigma g-6152 3,05 mM 3,05 mM
EGF Sigma e-4127 50Ui/mL 50Ui/mL
HCG Intervet 10Ui/mL 10Ui/mL
ECG Intervet 10Ui/mL 10Ui/mL
Gentamicina Sigma g-1264 50Ui/mL 50Ui/mL
Alcool polivinilico Sigma p-8136 . 0,10%
Fluido Folicular Suino 10%

Producao do Fluido folicular suino

Para obtencao do PFF, foliculos de 2-6mm de ovarios suinos provenientes

de matadouro foram aspirados com auxilio de agulha 18G e seringa de 5mL. Apds

10 minutos de sedimentagao, o sobrenadante foi retirado e centrifugado 6000 x g por

30 minutos. O sobrenadante foi retirado e filtrado em filtro de 0,80micra e

posteriormente em filtro de 0,22micra. O fluido folicular resultante foi aliquotado e

armazenado a -20°C até o momento do uso.



ANEXO C - PERCOLL

110

Percoll Marca/ n° de catalogo 0,9 ml
Solucao 10x Tabela abaixo 100uL
NaHCO; Sigma s-5761 28,57 mM
Acido Latico Syrup (1M) Sigma |-4388 3,7uL
MgCl, 6H,0 (0,1M) Sigma m-2393 3,9uL
CaCl; 2H,0 (1M) Sigma c-7902 2uL
Solugéo 10x Marca/ n° de catalogo 100 pL
KCI Sigma p-4504 1000 mM
NaH,PO4.H,0 Sigma s-5011 100 mM
NaCl Sigma s-5886 800,137 mM
HEPES Sigma h-6147 99,87 mM
H20 MiliQ 100 L

ANEXO D - MEIO DE FECUNDAGCAO (Tris Buffered Medium modificado)

Componentes Marca/ n° de registro Concentracao
NaCl Sigma s-5886 113,10mM
KCI Sigma p-5405 3,00mM
CaCl2 Sigma ¢-7902 7,50mM
Glicose Sigma g-1514 11,00mM
Piruvato de Sdodio Sigma p-4562 5,00mM
Tris Sigma t-6791 20,00mM
Cafeina Sigma c-0750 2,00mM
Cisteina Sigma m-9768 0,57mM
BSA FAF Sigma a-6003 2mM
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111

Componentes Marca/ n° de registro PZM — 3 + BSA
NaCl Sigma s-5886 108,00mM
KCI Sigma p-5405 10,00mM
Ca lactato Sigma c-8356 2,00mM
KH,PO4 Sigma p-5655 0,35mM
MgSQO,4 7H,0O Sigma m-9397 0,40mM
NaHCO; Sigma s-5761 25,07mM
Glutamina Sigma g-8540 1,0mM
Hipotaurina Sigma h-1384 5,0mM
Gentamicina Sigma G-1264 50Ui/mL
BSA FAF Sigma a-6003 3mg/mL
Aminoacidos Essenciais Sigma M7145 20,00mL/L
Aminoacidos ndo Essenciais Sigma B6766 10,00mL/L
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