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RESUMO

BRITO, V. C. Efeito da adi¢do de cisteamina e f-mercaptoetanol no cultivo in vitro de
embrides bubalinos. 2017. folhas 33 f. Monografia (TCC em Biomedicina) — Coordenadoria
do Curso de Biomedicina, Instituto Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para, Para,
2017.

A eficiéncia da producdo in vitro de embrides esta associada a diversos fatores que dependem
tanto dos oocitos quanto dos sistemas de cultivo dos embrides. Condigdes subdtimas de
cultivo podem representar uma das principais razdes para as baixas taxas de PIVE em
bubalinos e um dos principais fatores que podem acarretar a reducdo da eficiéncia dos
sistemas de cultivo oocitario e embrionario in vitro é o estresse oxidativo. O objetivo deste
trabalho foi verificar o efeito da cisteamina (25 pM e 50 pM), no cultivo in vitro de embrides
bubalinos. Para a producdo in vitro os ovarios bubalinos foram obtidos de abatedouro e no
laboratdrio, posteriormente os CCOs foram selecionados e fecundados 20 horas apds a
maturacdo. Aproximadamente 24 horas ap6s a FIV, os provaveis zigotos foram transferidos
para gotas com meio de SOF (“Synthetic fluid oviduct”) de acordo com os seguintes grupos
experimentais: Grupo controle (meio SOF sem a adicdo de nenhum agente antioxidante)
Grupo B-ME (meio SOF acrescido de 50uM de B-mercaptoetanol); Grupo Cys 25 (meio
SOF acrescido de 25 uM de cisteamina); Grupo Cys 50 (meio SOF acrescido de 50 uM de
cisteamina). Os embrides foram cultivados durante seis dias com andlise da clivagem no 2°
dia, taxa de blastocisto e numero total de células embrionarias no 6° dia. As taxas de
desenvolvimento embrionério e qualidade embrionaria foram analisadas pelo ANOVA e a
através do programa Bio Estat 5.0 com nivel de significancia de 5%. Nao houve diferenca
significativa com relacdo as taxas de Blastocisto, Clivagem e Blastocistos/Clivados no sexto
dia entre o Grupo Controle e 0os demais grupos experimentais e nem destes entre si. Houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo a avaliacdo qualitativa do nimero total de células,
entre 0s grupos 25 UM de cisteamina (267,5 £ 39,9) e B-mercaptoetanol (173,25 = 60,5),
tendo o primeiro apresentando maior numero de células em média que o segundo, mostrando
a qualidade superior dos embrides cultivados com 25 uM de cisteamina. Nossos resultados
sugerem que a melhor concentracdo de cisteamina a ser adicionada nos meios de cultivo de
embrido bubalino é 25 uM. E ainda, o uso de cisteamina como antioxidante no sistema de
cultivo in vitro embrido é a melhor alternativa quando comparado com o uso do B-
mercaptoetanol em relacdo a qualidade embrionéria.

Palavras-chave: Cisteamina; B-mercaptoetanol; bubalinocultura; producédo in vitro de
embrides.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BSA: Albumina Sérica Bovina

CAT: Catalase

CCO’s: Complexos cumulus oophorus
CIV: Cultivo in vitro

Cys: Cisteamina

ERO?’s: Espécies reativas de oxigénio
FIV: Fecundacdo in vitro

GPX: Glutationa peroxidase

GSH: Glutationa

H,0,: Perdxido de hidrogénio

MIV: Maturacdo in vitro

PIVE: Producdo in vitro de embrides
SFB: Soro Fetal Bovino

SOD: Superoxido dismutase

SOF: Synthetic fluid oviduct

B-ME: B-mercaptoetanol
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia da bubalinocultura

De acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estéatistica (IGBE)
no ano de 2013, dentre os animais de grande porte, o efetivo de bubalinos foi aquele que
apresentou a maior variacdo positiva comparativamente a 2012, com aumento de 5,6%. O
efetivo brasileiro de bubalinos foi de 1,332 milh&o de cabegas em 2013. A maior
concentracdo desse plantel ocorria na Regido Norte, onde 66,1% do efetivo encontravam-se
mais especificamente em dois estados, Pard e Amapa, que, em conjunto, detinham 58,3% do
efetivo nacional dessa espécie. Na sequéncia, apresentava-se o Estado do Amazonas, com
6,4% de participacéo.

Nesse contexto, o desenvolvimento e a utilizacdo das biotécnicas da reproducao
animal como a congelamento de sémen, a inseminacdo artificial, a transferéncia de embrides e
a producéo in vitro de embrides, surgem como eixo central para aumentar a capacidade de
multiplicacdo de material genético superior e promover o melhoramento animal, sendo que a
PIVE destaca-se pelo fato de ser cada vez mais difundida e utilizada comercialmente em
varios paises (GOBELLO, 2004; OHASHI et al., 2006).

Ja o rebanho bovino brasileiro em 2015 atingiu o recorde de 215,20 milhdes de
cabecas, representando um aumento de 1,3% em relacdo a 2014. O Brasil possui 0 maior
rebanho comercial de gado bovino do mundo, com 214 milhdes de cabecas, tendo exportado
em 2015 o equivalente a US$ 5,9 bilhdes. Nos ultimos anos, é possivel observar um
deslocamento da producdo de bovinos para o Norte do Pais, o que se deve, em parte, aos
baixos precos das terras, disponibilidade hidrica, clima favoravel, incentivos governamentais
e abertura de grandes plantas frigorificas (IBGE, 2015).

Para a criacdo desse rebanho foi preciso a implantagdo de grandes &reas de
pastagens, formada em grande parte pela derrubada e queimada da floresta provocando dano e
poluicdo ambiental devido ao modelo de produgdo animal que € o manejo extensivo das
pastagens, caracterizada pela baixissima produtividade, que no caso da regido norte é de cerca
de 0,4 a 0,7 animal por hectare de pastagem (DIEESE, 2011). Sé entre agosto de 2015 e julho
de 2016, a taxa de desmatamento da area florestal na Amazonia, levantada pelo Projeto de

Monitoramento do Desmatamento na Amazénia Legal por Satélite (PRODES), do Instituto



Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), foi de 7.989 km?, com um aumento de 29% em
relacdo ao mesmo periodo do ano anterior (INPE, 2016).

Entretanto, existem cerca de 25 milhGes de hectares de pastagem nativa em terras
inundaveis (varzea) de alta fertilidade, com limitacdes para a pecuaria bovina, em funcéo da
inundacdo das mesmas no periodo chuvoso, mas propicia para a bubalina (EMBRAPA, 2012)
Isto demonstra o potencial que ainda pode ser explorado pela pecuéria bubalina regional,
tendo em vista a sua pequena populacdo em relacdo a grande area de pastagem nativa de
varzea, evitando com isso a derrubada de novas areas da floresta para a formacdo de
pastagem, diminuindo, portanto o impacto ambiental da atividade pecuaria na Amazénia, ao
mesmo tempo em que promove a inclusdo de reas de baixo potencial econdmico, dentro da
cadeia da producdo pecudria, promovendo o desenvolvimento econémico regional com baixo
impacto sobre 0 meio ambiente.

Além disso, a espécie bubalina é uma alternativa de produgdo pecuéria para a
Amazonia em funcdo do menor impacto ambiental, a mesma tem despertado interesse
crescente nos pecuaristas na América Latina por sua comprovada produtividade. Contudo,
para alcancar mercados exigentes, os produtores de bubalinos necessitam elevar o padrdo
genético de seus rebanhos, a fim de ofertar carne e leite de qualidade, a precos competitivos
(OHASHI et al., 2003).

1.2 Producéo in vitro de embrides bubalinos

A producdo in vitro de embribes (PIVE) possui grande potencial para o
desenvolvimento da bubalinocultura, assim como ocorre na espécie bovina visto que em 2014
o Brasil foi considerado o maior produtor mundial de embribes com 366.517 unidades
produzidas por ano, cerca de 70% do total mundial (IETS, 2014). Apesar dos avangos na
técnica, os resultados obtidos em termos produtivos e reprodutivos em bubalinos ainda estéo
muito aquém daqueles encontrados em bovinos (FERRAZ, et al., 2015). Nos programas de
transferéncia de embrides produzidos in vitro, os indices de producdo embrionaria e a
qualidade dos embrides tém fundamental importéncia para a difusdo e sucesso da técnica.
Como a PIVE vem sendo aplicada extensivamente na espécie bubalina, um expressivo
namero de embrides tem sido destinado para pesquisa e também para 0 manejo comercial em
bubalinos (NANDI et al. 2002; ELAMARAN et al. 2012).



Entretanto, embora a PIVE possa ser realizada com algum sucesso em bubalinos,
apresentando taxas de maturacdo (80%), Clivagem (50%) e formacdo de Blastocisto (20%)
(OBA E CAMARGOS, 2011) e inclusive com relato de nascimento de animais clonados
(SAHA et al. 2013), nestes animais esta técnica ainda apresenta baixas taxas de producao de
blastocistos e nascidos ap0s a transferéncia dos embriées (FERRAZ, et al., 2015).

Ainda, em anélise morfologica comparativo de odcitos e embrides de bufalos
foram observados abundantes granulos citoplasmaticos caracterizados por contetudo lipidico
elevado, proporcionando aspecto escuro sob a luz do estereomicroscopio (BONI et al., 1996).
Essas observacdes sugerem que 0s 00citos e embrifes desta espécie parecem ser mais
sensiveis ao estresse oxidativo que os demais mamiferos (GASPARRINI et al., 2002). Essa
situacdo inviabiliza a utilizacdo desta biotecnologia em larga escala, e dentre os fatores
apontados para justificar as baixas taxas de embrides produzidos em bufalas estdo o efeito da
sazonalidade (DI FRANCESCO et al. 2012), a qualidade e quantidade de odcitos bubalinos
recuperados e remetidos para PIVE (NANDI et al. 2002), e as condi¢des sub6timas de cultivo
(ELAMARAN et al. 2012).

Diante deste cenario, alguns estudos pioneiros demonstraram que o cultivo in
vitro de embrides sob baixas concentragdes de oxigénio (O2) possibilita uma menor produgéo
de radicais livres do que em ambientes com altas concentracdes, pois sabe-se que a
concentracdo de oxigénio no trato reprodutivo das fémeas é 1/3 (3 a 9% de O2) da que é
encontrada na maioria dos sistemas de PIVE (20% de O2) (MASTROIANNI E JONES,
1965). Além disso, a necessidade de desenvolvimento de meios de maturagdo e sistemas de
cultivo mais eficientes para melhoria da producdo embrionaria, especificos para bufalos, se
torna cada vez mais pertinente (GASPARRINI et al. 2007). Por conseguinte, a suplementacéo
do meio de maturacdo com diferentes substancias, como fatores de crescimento em meios
livre de soro fetal bovino (PUROHIT et al. 2005) e principalmente antioxidantes, como a
cisteamina e o -mercaptoetanol (ANAND et al. 2008; SINGHAL et al. 2009) tem se tornado
objeto de estudo de diversos pesquisadores visando melhorar a eficiéncia do processo e

definir condicdes ideais para PIVE em bubalinos.



1.3 Espécies reativas de oxigénio (ERO’s)

Os atomos contém um nucleo onde seus elétrons se distribuem ao redor,
usualmente, em pares. E muito importante para a célula que a molécula de oxigénio (02)
aceitando quatro elétrons seja completamente reduzida a duas moléculas de 4gua (H20). Se o
02 ¢ parcialmente reduzido pela recepcdo de somente dois elétrons, o produto desta reducéo
sera 0 peroxido de hidrogénio (H202). Se o O2 receber somente um elétron, o produto sera o
radical superdxido (O2-) (GATE et al., 1999; PEREIRA, 2015).

O radical livre, portanto, pode ser definido como sendo um &tomo ou molécula
gue contém um ou mais elétrons ndo pareados. A presenca de elétrons ndo pareados altera a
reatividade quimica dos &tomos ou moléculas, tornando-os mais reativos que as espécies nao
radicalares (com elétrons pareados). O peroxido de hidrogénio (H202) e o superoxido (02-)
sdo extremamente toxicos para as células porque atacam os acidos graxos insaturados que sao
componentes da bicamada lipidica da membrana, provocando lesdo celular (VANNUCCHI et
al., 1998; PEREIRA, 2015).

No entanto, 0s organismos eucariéticos possuem em suas células varios sistemas
de defesa ao estresse oxidativo compostos por alguns nutrientes (vitamina E, (3-caroteno) e,
principalmente, por antioxidantes ndo enziméaticos como a glutationa (GSH), o acido Urico,
licopeno, bilirrubina e antioxidantes enziméaticos como a catalase (CAT), a glutationa
peroxidase (GPX) e o superdxido dismutase (SOD) dentre outros que irdo proteger reparar e
prevenir o acumulo de moléculas alteradas por oxidacdo (GASPARRINI et al., 2003;
DREVET, 2006). Esses mecanismos chamados de sistemas antioxidantes sdo capazes de
prevenir os danos que estas espécies reativas de oxigénio poderiam oferecer a célula. O
disturbio no balango entre pro-oxidantes e antioxidantes em favor da formacdo de radicais
livres causa danos celulares, fendmeno este chamado de dano oxidativo ou estresse oxidativo
(HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999; PEREIRA, 2015).



1.4 Uso de antioxidantes nos meios de PIVE

Assim, a eficiéncia da producdo in vitro de embrides estd associada a diversos
fatores que dependem tanto dos odcitos, quanto dos sistemas de cultivo dos embrides.
Condicdes sub 6timas de cultivo podem representar uma das principais razdes para as baixas
taxas de PIVE em bubalinos (ELAMARAN et al. 2012) e um dos principais fatores que
podem acarretar a reducdo da eficiéncia dos sistemas de cultivo oocitario e embrionério in
vitro € o estresse oxidativo .

Ao trabalhar com sistemas de producdo de embrides, nas quais os odcitos e
embrides sdo submetidos & condigdes in vitro, a produgdo de ERO’s € altamente acentuada.
Isto porque situacBes de alta tensdo de oxigénio, manipulacdo excessiva, exposicdo a fontes
de luz e calor, presenca de espermatozoides e auséncia da protecdo antioxidante materna,
comumente encontrada nos cultivos in vitro, favorecem a producdo das ERO’s (GUERIN et
al. 2001).

Diante deste entrave, duas principais alternativas tém sido propostas para
amenizar o efeito do estresse oxidativo na PIVE. Uma se refere a diminuicdo da tensdo de
oxigénio utilizada nos cultivos de o6citos e embrides. Assim, a atmosfera gasosa de sistemas
de cultivo passaria a ter 5% de 02, ao invés dos 20% normalmente utilizados. Com a reducéo
da porcentagem de O2, aumentou-se a taxa de blastocistos produzidos in vitro em suinos
(KITAGAWA et al. 2004), ovinos (THOMPSON et al. 1990) e bovinos (CORREA et al.
2008) assim como a qualidade dos embrides. Outra alternativa encontrada é a adicdo de
substancias antioxidantes nos meios de maturagéo e cultivo. Uma vez adicionados aos meios,
estes compostos contribuem para eliminacdo das ERO's levando ao aumento na producéo de
blastocistos tanto em bovinos (DE MATOS et al. 2002) quanto em bubalinos (ANAND et al.
2008).

Neste contexto, a suplementacdo dos meios de maturacéo e cultivo in vitro com
agentes antioxidantes tem sido utilizada na tentativa de reduzir as perdas decorrentes ao
estresse oxidativo. Compostos tiois de baixa massa molecular como a cisteamina ¢ o -
mercaptoetanol tém sido associados ao aumento da producdo de blastocitos em diversas
especies (ANAND et al. 2008). A cisteamina, por exemplo, mostrou um efeito benéfico sobre
0 meio MIV tanto em bovinos (DE MATOS E FURNUS, 2000) quanto em bubalinos
(GASPARRINI et al. 2003). Nestes Gltimos comprovou-se 0 aumento da producgdo e ecloséo



dos blastocistos (ANAND et al. 2008) e reducédo da apoptose nos embrides (ELAMARAN et
al. 2012) quando o meio M1V foi suplementado com 50uM de cisteamina.

1.5 Cisteamina

A cisteamina, que é um composto tiol de baixo peso molecular, tem o papel de
reduzir a cistina para cisteina e aumentar a sintese de GSH (glutationa) nas células,
principalmente nos od6citos, aumentando a quantidade de GSH disponivel no meio e
protegendo as células contra as espécies reativas de oxigénio (ERO’S) (ISSELS et al. 1988;
MUKHERJEE et al. 2010).

A Glutationa é um tripeptideo tiol e também o maior componente sulfidrilico néo-
protéico em celulas de mamifero, atua como antioxidante natural presente em ambos 0s
gametas e tem papel importante na protecdo contra os efeitos prejudiciais das espécies
reativas de oxigénio (ERO’S) (figural) e na regulacdo da sintese de proteinas e DNA pela
alteracdo do status de reducdo- oxidacdo (DE MATOS E FURNUS, 2000). A sintese de GSH
é altamente dependente da disponibilidade de cisteina no meio de cultivo (DE MATOS et al.,
1995), entretanto a cisteina no meio é facilmente oxidada, formando a cistina, um dimero
cisteinico, mesmo em meios de cultivo estabelecidos para rotina (DE MATOS E FURNUS,
2000). Quando a cisteina € oxidada a cistina, alguns tipos celulares tém dificuldade de usar a
cistina, dificultando sua proliferacdo e aumentando a concentracédo intracelular de glutationa
(ISHIl et al. 1981; ELAMARAN et al. 2012).

GSH peroxidase
2 GSH + H,0, + GSSG +2H,0

GSH redutase
GSSG + NADPH + H » 2GSH+ NADP

GSH
H;0, + NADPH+ H ——— 2 H,0 + NADP

Figura 1. ReacGes quimicas que representam a dismutacdo do peroxido de hidrogénio pelo sistema glutationa
redutase/ peroxidase (CROCOMO, 2012).



Adicdo de cisteamina nos meios de maturagdo aumentaram a sintese de glutationa
(GSH) (DE MATOS E FURNUS, 2000), responsavel por protegé-las dos efeitos citotdxicos
das ERO’s e manter o potencial redox intracelular (GASPARRINI et al., 2002). Além do
mais, atuando no processo de maturacdo citoplasmatica (GASPARRINI, 2006), a cisteamina
promoveu uma melhoria das taxas de maturagdo oocitaria pelo efeito na prote¢do dos odcitos
contra o estresse oxidativo (GASPARRINI et al. 2003). Estes achados estédo de acordo com
Eppig (1996), que demonstrou que o aumento dos niveis de GSH melhora a competéncia de
desenvolvimento dos odcitos apds a fertilizacdo e clivagem. Estudos relatam ainda maiores
taxas de blastocistos e reducdo da apoptose, quando os meios MIV e CIV foram
suplementados com cisteamina associados a cistina e/ou cisteina em bovinos (TAKAHASHI,
2002), bubalinos (GASPARRINI et al., 2006) e em suinos (KOBAYASHI, 2006). Vale
ressaltar, no entanto, que os efeitos positivos ou negativos do uso de antioxidantes dependem
da concentracdo destes no meio extracelular, do tempo de cultivo e da espécie animal em
questdo, e, portanto a combinacao desses fatores podera aumentar a qualidade e a quantidade
dos embribes produzidos in vitro com a adicdo de cisteamina nos meios de cultivo

embrionario.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a adicdo de cisteamina como agente antioxidante na producdo in vitro de

embrides bubalinos.

2.2 Objetivo especifico

» Comparar o uso da cisteamina ¢ B-mercaptoetanol como agentes antioxidantes em
bubalinos durante desenvolvimento embrionério;
» Avaliar 0 uso de cisteamina e B-mercaptoetanol no cultivo de embrides quanto a

qualidade embrionaria.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Neste experimento foi avaliada a eficiéncia da cisteamina como agente antioxidante no
cultivo in vitro de embrides bubalinos, sendo realizadas trés repeti¢fes utilizando-se um total
de 188 CCO’s maturados e posteriormente cultivados, de acordo com 0s seguintes grupos
experimentais: Grupo Controle (meio SOF sem a adi¢do de nenhum agente antioxidante, ‘38
oocitos’); Grupo B-ME (meio SOF acrescido de 50uM de B-mercaptoetanol ‘47 odcitos’);
Grupo Cys 25 (meio SOF acrescido de 25uM de cisteamina ‘55 oocitos’); Grupo Cys 50
(meio SOF acrescido de 50uM de cisteamina ‘48 odcitos’), de acordo com Sighal et al.
(2009), com modificacdes. O desenvolvimento embrionario foi avaliado no 2° dia de cultivo
(taxa de clivagem) e no 6° (taxa de blastocisto, morfologia embrionéria e cinética do
desenvolvimento embrionario). Apés a avaliacdo dos blastocistos, os embrides foram fixados
com formol salino e corados com Hoescht 33342 para posterior avaliacdo da qualidade

embrionaria através da contagem no namero de células.

3.2 Produgéo in vitro de embrides

3.2.1 Coleta de Ovérios e Puncéo Folicular

Para a producgdo in vitro os ovarios bubalinos foram obtidos de abatedouro e no
laboratdrio, os foliculos ovarianos medindo entre 2 a 8 mm de diametro foram puncionados

com o auxilio de agulha 40 x 12 acoplada a uma seringa de 10 mL.

3.2.2 Rastreamento e Selecdo dos Complexos-Cumulus-Oophorus (COC’s)
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Os CCOs foram selecionados e classificados de acordo com caracteristicas
morfologicas, como a presenca de cumulus oophorus compacto, contendo varias camadas de
células e rodeando todo o o6cito ou no minimo 70% dele, ooplasma com granulacGes finas e
aspecto homogéneo segundo Di Francesco et al., (2011). Os CCOs selecionados foram
lavados em TCM-199 suplementado com Hepes, antibidticos e 10% de soro fetal bovino
(SFB).

3.2.3 Maturacdo in vitro (MIV)

Os CCOs foram lavados e incubados em meio de MIV sem adigdo de nenhum
antioxidante (TCM-199 suplementado com bicarbonato de sdédio, 10% SFB, gentamicina,
FSH, LH e piruvato). A incubacéo foi feita em placas de Petri com gotas de 100 uL de meio
de MIV sob 6leo mineral estéril (10 a 15 odcitos por gota), em estufa de CO2 a 5%, com

38,5°C de temperatura e atmosfera Umida, durante 20 horas.

3.2.4 Fecundacdo in vitro (FIV)

A FIV iniciara 18 a 20 horas apds a etapa da maturagdo. As palhetas de sémen foram
descongeladas de 35°C a 37°C por 30 segundos e depositado, cautelosamente, sobre 800 pL
de gradiente descontinuo de Percoll (400 pL a 45% e 400 uL a 90%). Em seguida, o tubo foi
submetido a centrifugacdo por 7 minutos a 180 g, para remocdo do diluidor e separacdo dos
espermatozoéides vivos dos mortos. Ap6s o téermino da centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet resultante centrifugado a 180 g novamente, durante 3 minutos, em 800
UL de meio de Talp-FIV (TALP suplementado com 10 pgmL de Heparina, gentamicina,
hipotaurina, epinefrina e BSA) para remocao dos residuos de Percoll. Ap6s o processo de
lavagem a concentracdo espermatica foi calculada com auxilio de cdmara de Neubauer e

ajustada para uma concentragdo de 2x10° espermatozéides por mL para determinacéo da
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concentracdo e volume de sémen a serem utilizados para a fecundagdo. Entdo, odcitos e
espermatozéides permaneceram co-incubados nas mesmas condic@es citadas para a MIV por

um periodo de aproximadamente 24 horas.

3.2.5 Cultivo in vitro (CIV)

Para dar suporte ao desenvolvimento embrionério foi realizado um sistema de co-
cultivo dos embrides com monocamada de células do cumulus oophorus que aderiram a placa
durante a MIV. Para isso, logo ap6s a FIV, a placa p6s MIV teve seu meio substituido por 100uL
meio de cultivo embrionario e permaneceu incubada aguardando o0 momento da transferéncia dos
embriGes.

Aproximadamente 24 horas apos FIV, os provaveis zigotos foram submetidos a
sucessivas pipetagens para retirada das células do cumulus oophorus restantes e dos
espermatozéides aderidos a zona pelucida e entdo transferidos para gotas com meio de SOF
(Sintetic Oviductal Fluid suplementado com 10% de SFB, 1mM de glicose, 10pug/mL de
insulina, 6mg/mL de BSA, 80ug/mL piruvato e gentamicina) de acordo com 0S grupos

experimentais.

3.3 Analise quantitativa e qualitativa do desenvolvimento embrionario

A avaliagdo quantitativa do desenvolvimento embrionario foi realizada no segundo dia
de cultivo, mediante a contagem das taxas de clivagem e no sexto e sétimo dia de cultivo,
através da taxa de formacdo de blastocisto e cinética do desenvolvimento (blastocisto inicial,
blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido), sendo feitas sob observacdo em
estereomicroscopio.

A andlise qualitativa foi realizada através da contagem do numero total de células.
Para isso os embrides eclodidos foram fixados em formol salino, no sexto e sétimo dia de
desenvolvimento, para posterior marcacdo com fluorocromo Hoechst 33342 (10 pg/mL) e

observagao em microscopio de epifluorescéncia.
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3.4 Andlise Estatistica

Os dados nas tabelas estdo apresentados como médias dos valores + desvio padrdo de
trés repetices independentes. Para a andlise das diferentes condi¢es experimentais, a analise
de variancia (ANOVA) e o pos-teste de Tukey foram utilizados, adotando-se o nivel de

significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise quantitativa do desenvolvimento embrionario

Foram realizadas trés repetigdes nas qual foram obtidos 188 COO’s fecundados
com o sémen de um Unico touro.

A avaliacdo do desenvolvimento embrionario ndo mostrou diferenca significativa
(p>0,05) com relacdo as taxas de clivagem, blastocisto e Blastocisto/Clivados entre 0s grupos
experimentais B-ME (Figura 2), Cys 25 (Figura 3) e Cys 50 (figura 4), como representado na
Tabela 1. Porém néo foi possivel constatar a diferenca estatistica entre o grupo controle e os

demais, visto que para esse s0 foram realizadas duas repeticdes.

Tabela 1. Média das taxas de clivados/total, blastocistos/total e blastocistos/clivados para os grupos controle, B-
mercaptoetanol, 25 uM, 50 uM.

Grupos n Clivados (%) Blastocistos (%) Blastocistos / Clivados (%)
Controle 38 39+472 10,8 £ 0,35 265+21
B-mercaptoetanol 47 456+11,1 18,3+ 8,6 45,3 + 32,3
25 UM cisteamina 55 416+ 12,6 31+85 76,3 £ 23
50 uM cisteamina 48 47,6 £4,0 27,8+75 52 +13,1

Média + Desvio padrdo
n: Total de odcitos.



Figura 2. Fotomicrografia de embrides eclodidos cultivados com -

mercaptoetanol (Dia 06). A seta em amarelo destaca a formagdo do no
embrionario.

Figura 3. Fotomicrografia de embriBes eclodidos cultivados com 25 uM de
cisteamina (Dia 06). A seta em amarelo destaca a formacdo do né
embrionario.

Figura 4. Fotomicrografia de embrides eclodidos cultivados com 50 uM de
cisteamina (Dia 06). A seta em amarelo destaca a formacdo do no
embrionario.

14
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4.2 Analise qualitativa do desenvolvimento embrionario

Apos o cultivo dos embribes, foram utilizados aqueles que alcangaram o estagio
de blastocisto eclodido no sexto e sétimo dia de cultivo para a realizacdo da contagem do
numero total de células, representados pela figura 4.

Houve diferenca estatistica entre os grupos Cys 25 e B-ME, sendo o numero total de
células do primeiro superior ao segundo p<0,05 como apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Média do nimero total de células dos embriBes no estagio de blastocisto eclodido no sexto e sétimo
dias de cultivo

Grupos n Media + Desvio padrao
B-mercaptoetanol 06 173,25 + 60,5*¢
25 UM cisteamina 15 267,5 + 39,9
50 pM cisteamina 18 236,75 + 31,%°

n: Total de embrides

Sobrescritos diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p<0,05);

--

Figura 5. Fotomicrografia dos embribes fixados e corados com Hoechst 33342. A. Embrido
cultivado com B-mercaptoetanol. B. Embrido cultivado com 25 pM de cisteamina. C. Embrido cultivado
com 50 UM de cisteamina.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho visou melhorar a producéo e qualidade dos embrides produzidos in
vitro através da adicdo de compostos que favorecem o aumento de GSH intracelular,
promovendo assim protecdo antioxidante aos embries no estagio inicial do desenvolvimento,
onde a concentragdo de GSH intracitoplasmética se encontra mais baixa (GASPARRINI et
al., 2000). Assim, no presente estudo foi demonstrado que a presenca de cisteamina (25 uM e
50 uM) ndo influenciou estatisticamente na taxa de clivagem e blastocisto em comparacdo ao
B-mercaptoetanol, sendo diferentes apenas na média em relacdo ao Controle (sem adicdo de
nenhum antioxidante). Porém a concentracdo de Cys 25 teve uma maior média de células em
blastocisto em relacdo a B-ME sendo estatisticamente significante (p<0,05), confirmando os
resultados de Singhal et. al. (2009), onde a suplementacéo de cisteamina aumentou em 25% a
taxa de blastocistos sob oocitos obtidos in vivo, através da técnica de OVUM PICK UP
(OPU).

Os tidis de baixo peso molecular B-E e Cys 25 podem promover a captacdo de
cistina visto que ambos compostos partilham um grupo SH livre como uma estrutura
molecular comum e a modificacdo deste tiol livre por reacdo quimica formam uma ponte
dissulfeto e a adicdo de uma nova porcao fosfato através da reacdo com a cistina ao grupo tiol
elimina o potencial do composto, e promove a captacdo da cistina livre no meio (MEIER E
ISSELS, 1995). Entretanto, o mecanismo completo pela qual se inicia a reacdo dos compostos
tiol com a cistina, ainda ndo é completamente conhecido (CHOE et. al., 2010).

A suplementacdo do meio de cultura com 25 Cys e B-ME foi superior em relagao
as taxas de clivagem e blastocisto quando comparadas a adi¢cdo de nenhuma, como também
relatado anteriormente em bovinos (DE MATOS et al., 2002) e bufalos (ANAND et al.,
2008). Isto pode ser devido ao fato de a tensdo de O2 ser um fator regulador importante para o
desenvolvimento embrionario in vitro, pois geralmente, a tensdo de O2 no ar (20%, 150
mmHg) é maior que a do oviduto (aproximadamente 10%, 40-60 mmHg) (MASTROIANNI E
JONES, 1965) e esta tensdo elevada de O2 aumenta a tenséo intracelular de O2 por difuséo,
induzindo assim a producdo excessiva de ERO’S nas células, tendo 0s compostos
antioxidantes um papel fundamental na reducéo e prevencao da formacdo desses compostos
durante o cultivo in vitro, aumentando as taxas de maturagdo oocitéria, clivagem e blastocisto
(GASPARRINI et al., 2003).
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Também aumentou a qualidade dos embriGes produzidos em meio adicionado de
cisteamina (25 uM) corroborando com os resultados de ELAMARAN et. al., 2012, onde a
suplementacdo com cisteamina diminuiu a transcricdo de BAX (gene apoptdtico) em
embrides e também aumentou a quantidade relativa de RNAm dos genes anti-apoptoticos
BCL-XL em 4 células, morula e blastocisto e a do MCL-1 nos estéagios de 2, 4, 8 a 16 células
e morula aumentando a qualidade dos embriGes produzidos provavelmente diminuindo a
producao dos ERO’s ou neutralizando ap6s sua produgdo e assim reduzindo a taxa de células
apoptoticas. Isso se deve principalmente porque de acordo com TAKAHASHI et al. (2002)
compostos tiol de baixo peso molecular como o B-mercaptoetanol e a cisteamina aumentam a
viabilidade celular elevando os niveis intracelulares de glutationa em embribes, o que foi
observado quando os embrifes foram cultivados na presenca de um inibidor da sintese de
glutationa ou com a auséncia dos antioxidantes, onde as taxas de blastocisto cairam cerca de
15% a 20%.

Ainda, de acordo com LOJKIC et. al. (2012) a suplementacdo com baixas
concentragdes de cisteamina foi eficaz em relacdo a taxa de blastocistos (33%) e proporcéo da
massa celular interna com as células do trofoblasto, em frente a concentra¢fes mais altas onde
a taxa de blastocisto foi de (20%). Portanto, altas concentracGes de antioxidante podem causar
um efeito toxico durante o cultivo (GASPARRINI et. al., 2000), assim como substancias
instaveis como a cisteina que mesmo em baixa concentracdo pode se autoxidar facilmente a
cistina, comprometendo a sintese de GSH deixando assim de neutralizar os ERO’s presentes
no meio e até mesmo produzindo metabolitos secundarios que podem prejudicar a PIVE
(GASPARRINI et. al., 2003; GASPARRINI et. al., 2006).

Em suma, a adicdo de cisteamina nos meios de cultivo em geral (maturacédo
oocitéria e cultivo de embrido) aumenta os niveis de GSH intracelular, sendo importante para
a aquisicdo de competéncia oocitaria a um nivel citoplasmatico, devido ao acumulo deste
durante a maturacdo, o que pode superar o problema de uma concentracdo de GSH
intracitoplasmatica baixa em embrides no estagio inicial de desenvolvimento, durante o qual
0s embrides sdo menos resistentes ao estresse oxidativo, pois os estoques maternos de GSH
estdo esgotadas e 0s embrides ainda sdo incapazes de sintetizar GSH (GASPARRINI et. al.,
2000), além elevar o numero de celulas e a massa celular interna (LOJKIC, 2012), reduzir o
namero de células embrionérias apoptéticas (MUKHERJEE et. al., 2009) e a transcri¢do de
genes apoptoticos (ELAMARAN et al., 2012) em condicBes in vitro, 0 que provavelmente

acarretard no aumento da sua capacidade de sobrevivéncia e implantacdo nos programas de
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Transferéncia de embrides em tempo fixo, viabilizando o seu uso comercial na espécie
bubalina (SINGHAL, et. al. 2009).

Como referido anteriormente, devido ao maior teor de lipidos, o0citos e embrides
de bufalo sdo mais susceptiveis ao estresse oxidativo. Assim, 0 estresse oxidativo excessivo
na PIVE pode ser superado pela reducdo da formacdo de ERO’S como consequéncia do
aumento das quantidades de antioxidantes. Melhorar as condi¢es de cultura é um desafio
complexo que depende ndo apenas da escolha de um antioxidante, mas também da sua
concentracdo, do meio e dos seus componentes, das espécies, das mudancas dinamicas das
necessidades especificas do odcito/embrido de acordo com o seu estadio de desenvolvimento.
Especulamos que o efeito benéfico no desenvolvimento embrionario exercido pela cisteamina
poderia ser mediado por um aumento na sintese de GSH, como foi demonstrado em varias
outras espécies. Infelizmente ndo temos dados para confirmar esta hipOtese e outras
investigacGes sdo necessarias para elucidar o mecanismo pelo qual a cisteamina melhora o
desenvolvimento embrionério em espécies de bufalos. Vale ressaltar que a aquisi¢cdo de mais
dados sobre o metabolismo embrionario levara a uma otimizacdo da PIVE em bufalos, a qual
ndo é tao eficiente quando comparada a outras espécies, 0 que prejudica sua expansao a nivel

comercial.

6 CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que a melhor concentracdo de cisteamina a ser
adicionada nos meios de cultivo de embrido bubalino é 25 uM. E ainda, 0 uso de cisteamina
como antioxidante no sistema de cultivo in vitro embrido é a melhor alternativa quando

comparado com o uso do B-mercaptoetanol em relacéo a qualidade embrionaria.
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