UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULDADE DE BIOMEDICINA

PRISCILA DI PAULA BESSA SANTANA

APOPTOSE EM EMBRIOES BOVINOS MATURADOS E
CULTIVADOS IN VITRO COM DEXAMETASONA.

BELEM
2009



PRISCILA DI PAULA BESSA SANTANA

APOPTOSE EM EMBRIOES BOVINOS MATURADOS E
CULTIVADOS IN VITRO COM DEXAMETASONA.

Trabalho de Concluséo de Curso
apresentado a Faculdade de
Biomedicina da Universidade
Federal do Para, como requisito
parcial para a obtenc&o do grau e
bacharel em Biomedicina.

Orientador: Prof° Dr° Otavio Mitio Ohashi

BELEM
2009



PRISCILA DI PAULA BESSA SANTANA

APOPTOSE EM EMBRIOES BOVINOS MATURADOS E
CULTIVADOS IN VITRO COM DEXAMETASONA.

Belém (PA), 18 de dezembro de 2009.

Banca Examinadora:

Prof° Dr° Otavio Mitio Ohashi
ICB — UFPA
(Orientador)

Prof2 Dr2 Simone do Socorro Damasceno Santos
(ICB — UFPA)

Dr° Moysés dos Santos Miranda
(ICB — UFPA)

Trabalho de Conclusédo de Curso
apresentado a Faculdade de
Biomedicina da Universidade
Federal do Para, como requisito
parcial para a obtencdo do grau
de Bacharel em Biomedicina.



“O conhecimento existe de duas formas —
sem vida, armazenado em livros,
e Vivo na consciéncia dos homens.
A segunda forma de existéncia €, afinal, a fornseregal;

a primeira, por mais indispensavel que seja, ocapanas uma posicao inferior”

“O eterno mistério do mundo é a possibilidade d@mpreendermos . . .
O fato de que ele seja compreensivel é um milagre.”

(Albert Einstein)



“Ao grande criador, e todas as suas belas criatorass

Pais, meus Irmaos, meus Familiares, meus Amigos e
meus Professores. Dedico a todos que indiretamente
foram educadores e companheiros indispensaveis, aos
quais sou agradecida pelo apoio, carinho e cordiang
dedicada. Por certo que o conhecimento adquirisgho co
esforco e determinagdo pouco valeria sem o amor e
sabedoria construida e vivenciada ao lado de pessoa

indispensaveis nesta vida.”



AGRADECIMENTOS

A Deusque me concede a vida e a esperanca de todos®sigiadeco imensamente a
oportunidade de conhecer, conviver e aprender cass@as tdo maravilhosas. E
obrigada a todos vocés queridos irmaos que fazete pasta minha historia.

Aos meus Pais, Walter Santana e Marlene Bes&agratidao e o carinho que tenho
por vocés estao além de palavras que eu possassgrreEspero com as minhas acoes
e conquistas honrar e ser digna do amor, do exerapla dedicacdo de vocés, meus

pais, ao longo de toda a minha vida.

Aos meus IrmdosAlex e Wylliam (chato e muito amado) Eamiliares (meu avés
Mario e Luiza. Minhas tias Graga, Marlene, MartaaNhez, Maura e Rosa. Meus tios
Pedro e Pedrinho. Os primos e as primas) pela ciodplde e companheirismo.

Ao Prof. Dr. Otavio Mitio Ohashppelo apoio e orientacéo.

Aos professoresDr. Moysés Miranda Dr2 Simone Damasceno Santo®
principalmente a mestranda (professora também, at@)¥Wathélia Nogueira da Costa

pelas orientacdes e discussdes imprescindiveis.

Aos professore®r2. Maria Paula Cruz Schneidee Dr. Artur Luiz da Costa da Silva

pelo apoio e orientacdo ao longo de minha formagéadémica.

Aos amigos do Laboratério de Fecundacdo In VitrMarcela, Thiago, Rafael,

Priscilona, Davi, André Mohamed, Ellen e Kaidn pelmizade e companheirismo.
Cada momento ao lado de vocés é um aprendizaduswale também a Carla Maria de
Carvalho, Ivanilda Sodré, e Ronald Reis que ja fioriategrantes do Laboratério de

FIV e tiveram participacdo no desempenho destededwis trabalhos.

Ao técnico Renatd-erreira Silva pela coleta do material biolégicoae Matadouro

Frigorifico Socipe pela doagdo do material.

Ao Prof. Dr. André Kayate a mestranda Hellen Figueiredo pelo auxilio téonha

execucao da microscopia de fluorescéncia nestelnab



A Universidade Federal do Par&o Instituto de Ciéncias Bioldgicas, a Faculdatie
Biomedicina, e a todos os professores que min@stnaaula na graduagao por

possibilitarem minha formacéo académica.
Ao Programa PIBIC/CNPqpela concessao da bolsa de estudos.

Aos amigos do Laboratério de Polimorfismo de DNARicardo, Savio, Diego,
Barauna, Leonardo, Hivana, Mauricio, e Cintia pellmgas conversas, noites de
jogatina e programas alternativos sensacionais!l&do de vocés aprendi muito mais

do que sobre PCR e bactérias. Adoro vocés!

Aos amigos da turma de biomedicina 20®&nrique (Tildinho), André (Zezinho),
Natdlia, Nilton, Ayan, Jemima, Renan, Igor, EduarBaissa e Layana por todos os
momentos contagiantes que aproveitamos juntos.i2ade que cultivamos transcende

0s muros da universidade.

Aos AmigosMariozito, Tarsila, Roberta (eh, Bertinha!), Tay@einha “torre gémea”)
e Raphaela (phinha) obrigada por estarem ao meo l@ad vezes até em pensamento)
nos melhores e piores momentos. Se eu pudessa@®loocés em um potinho pra

nunca mais nos separarmos (rsrsrsrs).

As minhas baixinhasCarolzita, Danutinha e Elaine, sem as quais astasefeiras
nunca seriam as mesmas “sexta-feira eu desco arégde vou curtir, curtir uma

regueira, com bons amigos dancar me divertir..ilbmacdo é positiva é verdadeira”.

Aos amigos queridos de infanci&lcemir (cemireco), Leonam (Leo), Adriano (Dri),
Bruno e Jeikson (Jo&o), os quais eu sempre prooummbro amigo nas situacdes

dificeis. Adoro até as manias de vocés "Isso, issn”.

Todos vocés sédo unico%Para vocé estar aqui agora trilhbes de atomosatipima

forma se agruparam de uma maneira intrincada egainte para criar vocé. Este € um
arranjo tao especializado e particular que nunaahti sido tentado antes e ira existir
somente uma vez. Para os proximos anos essas migsig@articulas irdo se engajar
em bilhdes de habilidades, cooperando esforcosssac®s para manter vocé intacto e
leva-lo a viver o supremo, mas geralmente subapdeciestado conhecido como
existéncia." (Bill Brison)Desejo profundamente apreciar muitos outros momesto

felizes como este, ao lado de vocés.



SUMARIO

RESUMO ......ooviiiiiiiie,

1. INTRODUGAO ...oootiiieiceeeceeeeeee ettt en et eaenas

11. AVALIACAO DA QUALIDADE EMBRIONARIA .......c.covevieeeeeereeereeee,

1.2. APOPTOSE E QUALIDADE DO EMBRIAO PRODUZIDAN VITRAQ.......

1.3. AMORTE CELULAR PROGRAMADA (MCP).......cciriirieeiiieeeee e

1.4, ACAO DOS GLICOCORTICOIDES .....cooceeeeeeritieeee e,

1.5. OS EFEITOS ANTI-APOPTOTICOS DA DEXAMETASONA.................

1.6. JUSTIFICATIVA ..o

1.7. OBJETIVOS ...,

2.1. OBTENCAO DE OVARIOS E MATURACAQN VITRODOS OOCITOS..

2.2. FECUNDAGAOIN VITRO(FIV) ..............
2.3. CULTIVO IN VITRO(CIV) «.vovveeveererren

2.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ......

2.5. EXPERIMENTO 1. CORRELACAO DA QUALIDADE EMBRIONARIA

COM A OCORRENCIA DA APOPTOSE

2.6. EXPERIMENTO 2. AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO. ..o ettt e et eanes

2.7. ANALISE ESTATISTICA oo oottt e et

3. RESULTADOS ... ..o

3.1. EXPERIMENTO 1. CORRELACAO DA QUALIDADE EMBRIONARIA

COM A OCORRENCIA DA APOPTOSE

12
14
15
15
15
15
16
16
17
17

18

19



Vi

3.2. EXPERIMENTO 2. AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO

EMBRIONARIO.......ooouiiiiicicii e 31
A, DISCUSSAC .....coiiititiiieteeet ettt sttt ettt e 34
4.1. EXPERIMENTO 1: CORRELAGCAO DA QUALIDADE EMBRIONARIA
COM A OCORRENCIA DA APOPTOSE........c.ceueueieeeeemeceeeeieieeeereenene. 34
4.2. EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO.......c.ccuiiiiiiiieieecte ettt eeeeet ettt eneas 38
5. CONCLUSOES ...ttt 40

6. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ..........cooimiiiriieieniceniieissscsssiensasssenenee 41



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1: Regulacdo da apoptose pelos membros da familid Bcl................ 7
Figura 2: Eventos celulares dos processos de apoptose@saect................... 8
Figura 3: Mecanismo de agéo do cortisol na célula alvo...................cc...e. 10
Figura 4: Metabolismos dos glicocorticéides na ovulagao...................ccc..... 11
Figura 5: Interacd@o paracrina entre o odcito e as célulagataulosa ................ 13
Figura 6: Estereomicrocépi@A) e Microscopio de epifluorescéndy ........... 19
Figura 7: Embrides bovinos no quarto dia de Cultimo/itro ...........ccoeeeeeeeeeenene. 20

Figura 8: EmbriGes obtidos no quarto dia de cultimovitro classificados como
RUINS, REGULARES E BONS ..o ettt e e 21

Figura 9: Embries com diferentes nimeros de células corediws Hoechst
(cor azul), Anexina V (cor verde), e/ou iodeto depddeo (cor vermelha) sob

microscopia de epifluoreSCENCIA .........ccoeeeeeeiiiieeeieee e 23

Figura 1C: EmbriBes no sétimo dia de cultiirovitro, sob luz comum (A, B, C,

D) e sobre epifluorescéncia com coloracdo por Hoechst RA C’, D),
classificados como blastocisto inicid, (A’), blastocisto B, B’), blastocisto
expandido C, C’) e blastocisto eclodid®( D’) ........cccovviiieeiiiiiiiiieeeeeiiiieeeeeeeas o5

Figura 11: Classificacdo dos embrides emao Apoptoéticos (azul),
Apoptéticos (roxo), e em Necrose (vermelho) nos diferentes grupos

EXPEIMEINTAIS ....eevveeveveereeeeeee e eteeteeteeteeeeeteeteete e e e eestesteetessseseeeeenenseeneeneenes 29
Figura 12: Taxas de clivagem e formacgao de blastocisto (j©5)0................... 30
Tabela 1: Grupos experimentais com presenca ou ausénci&de D.............. 18
Tabela2: Classificagdo dos embrides no quarto dia de @uiltivi....................... 27

Tabela 3: Ocorréncia da apoptose nos diferentes grupos iexpaiais de

acordo com a qualidade embrONAriA ... eeeeeeeeeieieeeeee e 28

Vii



viii

Tabela4: Cinética do desenvolvimento embrionario no sétitiaode cultivo (p
S 02101 ) RS RSRPPPRR 32

Tabela5: Numero total de células nos embrides dos difesegrigpos
experimentais, N0 SétiMo dia de CUItIVO ....coeeeeeviiiiiiiiiie e 33



ACTH
BE

Bl

BL

BX
CCOs
Clv
CTRL
DEX
DEX CIV
DEX M/C
DEX MIV
ERO

FIV

GCs

MCI
MCP
MIV
PIVE
TUNEL

11BHSD

LISTA DE ABREVIATURAS

Hormonio Adenocorticotrofico

Blastocisto Eclodido

Blastocisto Inicial

Blastocisto

Blastocisto Expandido

Complexosumulus-oécitos

Cultivo in vitro

Grupo Controle

Dexametasona

Grupo com adicado de DEX somente na etapeudteso
Grupo com adicao de DEX nas etapas de ragdiar e cultivo
Grupo com adicado de DEX somente na etapmdtiracao
Espécies Reativas do Oxigénio

Fecundacam vitro

Glicocorticoides

Massa Celular Interna

Morte Celular Programada

Maturacaoin vitro

Producadn Vitro de Embrdes

Hibridizacéo terminal mediada por dUTP - dieocleotideo transferase

Isoenzimas3thidroxesteréide desidrogenase



RESUMO

Neste trabalho, foi avaliada a ocorréncia de app@pton embrides bovinos
produzidos com uso da Dexametasona (DEX) na matoragQcitaria e no cultivin
vitro (CIV), sendo avaliado o efeito da DEX sobre a glzale, cinética e
desenvolvimento embrionario. Em cada repeticdo nforatilizados 160 odcitos,
divididos em 2 placas, a primeira destinada a agati de Morte Celular Programada
(MCP), no 4° dia de cultivo, e a segunda a avaliagd cinética, desenvolvimento
embrionério e contagem do numero total de blast@snero 7° dia de cultivo. Quando
comparados os Grupos CTRL, DEX MIV, DEX CIV, e DEXC (sem adi¢do de DEX,
com DEX na Maturacgéo, no Cultivo, na Maturagcédo eCntiivo, respectivamente) nao
foi observada diferenca estatistica (p > 0,05)eents taxas de clivagem, 86,9%,
79,3%,77,6% e 69,6%, respectivamente, de blastoeigi6%, 30,5%, 36,4% e 29,6%,
respectivamente e numero total de células, 104 ,#884+ 32, 94 + 36 e 94 * 32,
respectivamente. Nos grupos de DEX CIV e DEX M/@Qvepredominio de embrides
em estagio de blastocisto inicial e blastocistad%0e 51,3%, respectivamente (p <
0,05). De acordo com o numero de células, a prasewncndo de fragmentacao
citoplasmatica e a ocorréncia de MCP em pelo mdncsglula, os embrides foram
classificados em RUINS, MEDIOS, e BONS. Observowgse o grupo DEX CIV
rendeu maior percentual de embrides BONS (64,3%)@mnparacdo aos demais grupos
(p < 0,05), no entanto a ocorréncia da apoptossesesmbrides nao diferiu do controle
(p > 0,05). A DEX na MIV aumentou e a DEX na MIMC&V reduziu a ocorréncia de
apoptose entre os embrides BONS (75 e 0%, respawivte, com p < 0,05). Conclui-
se que o uso da DEX na MIV e/ou no CIV nao afet@xa e a qualidade dos embrides
bovinos produzido vitro, porém o uso da DEX no CIV pode sincronizar at@aélo

desenvolvimento embrionario sem interferir na a&ocra da apoptose nos mesmos.



1. INTRODUCAO

A agropecuaria € umas das atividades mais repegs@st da economia
nacional, com o Brasil apresentando o segundo malmanho comercial bovino do
mundo, com 205.9 milhdes de cabecas, em 2008 (POQRIAMAPA). Em especial a
indUstria da pecuaria de corte tem se destacado namdos setores mais rentaveis. Em
2007, a exportacdo de carne superou R$ 13,5 bjlliiEsde total, somente a carne

bovina representou 44% do valor exportado, ou &$5,4 bilhdes.

Dada a importancia da espécie bovina para a gedEamueza no pais,
tornou-se essencial a utilizacdo das biotécnicasgl@ducao em prol do crescimento e
do melhoramento genético dos rebanhos. Das bicaitualmente disponiveis as que
mais tém contribuido para o melhoramento e crestondos rebanhos tém sido a
Inseminacao Artificial, a Transferéncia de EmbrjGea Producam Vitro de Embrdes
(PIVE).

Destas, a PIVE é a que permite maior aproveitamela eficiéncia
reprodutiva do animal, pois é possivel obter dd@0-embrides/fémea/ano (VARAGO
et al, 2008), por isso a PIVE, atualmente, € uma bidtédcem processo de acelerada
difusdo na pecuaria brasileira, com estimativa@e@9 embrides produzidds vitro
e transferidos no Brasil somente no ano de 2008/ [&EA DA SBTE, 2009).

Embora tenha sido aprimorada nas ultimas décadaRAGO et al, 2008)
sdo necessarios mais estudos para o aumento énefce qualidade da técnica de
PIVE, visto que os embrides produzidosvitro sdo de qualidade inferior, quando
comparados aos embrid@s vivo (RIZOS et al, 2002a). Isto esta relacionado as
condicbes sub-6timas de cultivo, e assim esforcesn tsido aplicados no
desenvolvimento de meios de cultivo e suplementag@® meios ja existentes
(GARDNER & LANE, 1998; THOMPSON, 2000; MINGOTI, 261

Nesse contexto, a ocorréncia de apoptose temlaigamente utilizada
como um parametro para a avaliacdo da qualidadentbeides cultivados vitro e de
diferentes substancias utilizadas como suplemerm®sneios de cultivo (FEUGANE&
al., 2004; KOLLEet al. 2002; MAKAREVICH & MARKKULA, 2002; YANG et al.,
1998).



Como estudos anteriores (SASS@Nal, 2001; SASSONet al, 2002;
SASSON & AMSTERDAM, 2002) tem demonstrado que o desalicocorticoides tem
influéncia positiva diminuindo a ocorréncia de apsp, e melhorando a organizagéao do
citoesqueleto e comunicacao intercelular, mediadacaderinas e jungdes do tipo Gap,
em células da granulosa. O objetivo do presentealtia foi avaliar o efeito da
suplementacdo dos meios de cultivo utilizados ndEPtom Dexametasona, um
glicocorticéide sintético, sobre a ocorréncia deopapse em embrides bovinos
produzidosin vitro de maneira a melhorar a eficiéncia da técnica aidpde dos

embrides produzidos.



1.1  AVALIACAO DA QUALIDADE EMBRIONARIA

Sabe-se que os embrides produzidosvitro sdo de qualidade inferior,
gquando comparados aos embridasvivo, de forma que algumas caracteristicas
morfoldgicas tém sido associadas a menor competéecilesenvolvimento do embrido
produzido in vitro como: elevado conteudo lipidico (EL RAZEKt al, 2000),
diferencas metabdlicas (KHURANA & NIEMANN, 2000),lta incidéncia de
anormalidades cromossdmicas (LONERGAMNal, 2004), assim como divisdo celular
atrasada ou anormal (VAN SOOMt al, 1997; LONERGAN et al, 2000),
freqientemente acompanhada por fragmentacao cellliqueio do desenvolvimento
antes do estadio de blastocisto (TROUSON & BONGEO6).

Essas caracteristicas podem ser influenciadascpekituicdo dos meios e
condicbes do ambiente de cultivo embrionario (teaipea, atmosfera gasosa, numero
de embrides cultivados) principalmente nas etaptisas do periodo pré-implatacional:
as primeiras clivagens, a ativagdo gendémica emémimna compactacdo da morula, e a
formacéao do blastocisto (LONERGA al, 2006).

A caracterizacdo morfoldgica tem sido o métodoguegfcial de avaliacao
da qualidade, pois nédo é invasivo, dessa formaprasdo a integridade do embrido. E
baseada em critérios como a cor e compactacdo thstérneros, cinética de
desenvolvimento, diametro do embrido (VAN SOOMIet2003), e a morfologia pro-

nuclear, usada para predizer a constituicdo crabnusa (BALABAN, 2004).

Ao lado da caracterizacdo morfolégica a aplicagéiaédnicas de biologia
molecular também tem sido um importante meio dedestla qualidade do embrido no
periodo pré-implantacional (NIEMANN & WRENZYCKI, P0). Revelando diferencas
de expressdo génica e protéica, em embrides pdmtini vitro, de genes envolvidos
no metabolismo, na compactacdo celular, na apagpteseno desenvolvimento
embrionario, como por exemplo, o transportador lieoge-1 (WAGSTAFFet al.,
1995), a conexina 43 (WRENZYCHKdt al, 1996), o Bax (RIZO%t al, 2002b), e 0
Oct-4 (DONNISON & PFEFFER, 2004), respectivamente.



1.2. APOPTOSE E QUALIDADE DO EMBRIAO PRODUZIDM VITRQ

Desde a década de 70 tem-se descrito a ocorrémciéuwas apoptoéticas em
embrides de muitas espécies de mamiferos inclugaundongos (COPP, 1978),
bovinos, babuinos, macaaeshus e humanos (HARDYet al, 1999; MOHR &
TROUNSON, 1982), indicando que a apoptose tem pajpgbortante no
desenvolvimento embrionario, estando envolvida, premplo, na eliminacdo de
células anormais (HARDYt al, 2003). No entanto quando ativada de forma abierra
pode ser prejudicial a sobrevivéncia do embridoRBX et al, 1999).

A apoptose ndo € um evento que se restringe acsdesiproduzidosn
vitro, contudo, durante o cultivon vitro a apoptose € provavelmente causada por
condicdes sub-Gtimas de cultivo e tem sido desentambrides de humanos (HARDY,
1999), camundongos (BYRN& al, 1999), bovinos (MATWEEet al, 2000), equinos
(MOUSSA e al., 2004), ovinos (RI1ZO& al, 2002a) e suinos (KIDSO®L al, 2004).

Por esta raz&o, a deteccdo de ocorréncia de apofeios sido usada para avaliar a

qualidade do embrido produzidgovitro.

A exposicéo a luz e ao estresse oxidativo, por pi®mpode causar graves
danos ao DNA, condi¢cdes a que os embrides prodaiidatro estdo mais suscetiveis
do que embrides vivo (TAKAHASHI et al, 1999). Yancet al. (1998) observaram a
relacdo direta entre a ocorréncia de apoptose @ m@amcentracdo de Espécies Reativas
do Oxigénio (ERO) dentro de embrides humanos, mursl dia de cultivo. Foi
relatado também que a concentracdo de ROS erdicagmamente maior em embrides
com fragmentacdao citoplasmatica em relacdo aosi@estsem fragmentacdo, nos quais
nao foi verificada ocorréncia de células apoptétigaor técnica de TUNEL
(Hibridizacdo terminal mediada por dUTP — deoxieotideo transferase). Feugagtg
al. (1999) observaram que a adicaopdmercaptoetanol, substancia antioxidante que
aumenta producao de glutationa, ao meio de cuiltivatro diminuiu a ocorréncia de
apoptose e aumentou a taxa de ecloséo e o indigmstEa Celular Interna (MCI) dos

blastocistos.

A ocorréncia de apoptose, além de estar diretamegicionada as
condicbes de cultivo, pode estar relacionada taméénestagio do desenvolvimento
embrionario. Matweet al, (2000) e Gjorreét al (2003b) ao analisarem a ocorréncia de

apoptose em embrides bovinos desde as primeikagehs até o estagio de blastocisto



observaram maior ocorréncia de apoptose durant@os a periodo de ativacéo
gendmica, estagio de 8 células, indicando que ptape poderia estar sendo sinalizada
pela supressao de genes nesses embrides.

A relacdo entre morfologia e apoptose e estagidedenvolvimento é uma
questao ainda muito discutida (ANTCZAK & VAN BLERKWQ 1999; JURISICOVA
et al, 1996; JURISICOVA & ACTON, 2004). Jurisicovet al (1996) avaliaram
embrides humanos em estagio de 2 células que ameam fragmentacao
citoplasmatica, que € uma caracteristica estreitsrelacionada a apoptose, embora a
sua etiologia ndo seja clara, e verificaram que #B%#am nucleo positivo para
TUNEL. Posteriormente Antczak & Van Blerkom (1998) analisarem embribes
humanos, em estagio de 2 a 8 células, com varas gle fragmentacao nao detectaram

marcacgao positiva para anexina nem para iodetoagpédio.

Na PIVE ocorre apoptose tanto em embrides quantoémas dacumulus
oophorus influenciando negativamente a competéncia dendesamento dos o6citos
durante a Maturacaim vitro (IKEDA et al, 2003). Assim, a apoptose em células do
cumulustambém tem sido citada como um importante indicatio competéncia do
o0cito e, por conseguinte, da qualidade do emimiéduzidoin vitro (LEE et al, 2001,
YUAN et al, 2005).



1.3. AMORTE CELULAR PROGRAMADA (MCP).

A apoptose, um tipo de morte celular programada M@ um processo
que estad envolvido no desenvolvimento, diferenciagioliferacdo, homeostase, e
remocédo de células defeituosas (LEIST & JAATTELBQ2). A apoptose € importante,
por exemplo: para a eliminacdo de grande numetimfdeitos auto-reativos durante os
eventos de rearranjo genético na formacdo dos tarespde antigeno, dessa forma,
somente as células imune funcionais sdo seleciesnada mesmo tempo esse
mecanismo mantém a populacéo de linfocitos relatdrdae constante (RATHMELL &
THOMPSON, 2002); para a selecédo de foliculos dom@sacontribuindo, assim, na
manutencdo da homeostase ovariana (HURWITZ & ADASHIO2; TILLY et al,
1991); e no desenvolvimento embrionario de roedaesque a apoptose é essencial
para a formacéo da cavidade amniética (COUCOUVAXIBARTIN, 1995).

A apoptose € um evento complexo, que pode ser cedeado por
estimulos, dentro ou fora da célula, capazes daratma cascata de moléculas efetoras.
A via extrinseca € desencadeada por estimulosnester célula (TNé&, irradiacao,
drogas), e a via intrinseca € desencadeada ponudssi internos (dano ao DNA,
estresse oxidativo). Ambas levando a ativacdo deeimras pro-apoptéticas da familia
Bcl-2, de caspases, e oncogenes como 0 p53 (GEVRIDS).

O controle da apoptose € intricado e ocorre peloilibgo entre os
membros da familia Bcl-2; pela ativacdo de fatdrasscricionais de sobrevivéncia
celular, como o NF-kB e Mdm2, e regulacdo de qusaskt/PKB (KARIN & LIN,
2002; MAYO & DONNER, 2002). Os membros anti-apojuigié da familia Bcl-2 (Bcl-
XL, Bcl-w, Al, e Mcl-1) sdo capazes de bloquear twagdo de membros proé-
apoptaticos (Bax, Bak, e Bok), dessa forma, inibimd eventos apoptoticos que por
eles seriam desencadeados na mitocéndria (Figumhp a liberacdo de citocromo-c
e ERO (SKOMMERet al, 2007).



Figura 1. Regulagdo da apoptose pelos membros da famili.BEm uma célula

viavel os membros anti-apoptoticos, Bcl-2, bloqoeia ativacdo de membros proé-
apoptaticos, Bax e Bak, evitando que estes ultiatioem a liberacdo de citocromo-c e
ROS pela mitocondria, o que, por sua vez, deseagadema cascata de eventos da

apoptose. Adaptado de Gewies, 2003.

A célula em apoptose apresenta caracteristica®lagidas bem definidas,
ilustradas na Figura 2, como deformacdo e perdeod&ato com as células vizinhas,
cromatina condensada e marginal a membrana nueleanembrana plasmatica
danificada. Por fim, a célula fragmenta-se em wa$cencapsuladas chamadas corpos
apoptoticos que contém restos de citosol, cromatinaensada e organelas. Os corpos
apoptdticos sdo absorvidos fagocitados por maanéfag removidos do tecido sem
causar resposta inflamatéria (GEWIES, 2003). Naases por sua vez, a membrana é
rompida em decorréncia de uma injuria e o contelmular é liberado
desordenadamente causando danos as células vieimbagosta inflamatéria no tecido
circundante (MAJNO & JORIS, 1995).
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Figura 2: Eventos celulares dos processos de apoptose esaedkpoptose inclui

“encolhimento” da célula, condensacédo da cromatinay posterior “brotamento” da
membrana e formagdo de corpos apoptéticos que adocifados sem causar
inflamag&o. A célula em necrose sofre intumescimeotm perda de integridade da

membrana, com posterior lise celular causandonrat@io. Adaptado de Gewies, 2003.

Baseando-se nas caracteristicas morfologicas euibicps de células
apoptoticas existe grande numero de protocolosetecchio da apoptose. A coloracéo
por hematoxilina e eosina (CAGNOT@t al, 2009), método de COMETA
(TAKAHASHI et al, 1999) e deteccao da atividade de caspases énaiotelacionada
a apoptose (ALEXANDREet al, 2000). Os métodos mais utilizados para detedgdo
apoptose em embrides pré-implantacionais sdo o TUREAnexina-V/iodeto de
propidio (LEVYet al, 1998).

O TUNEL é fundamentado na deteccao da fragmentagdaNA nuclear,
assim como a maioria das técnicas citadas antezigeneste € um evento caracteristico
da apoptose tardia. E a técnica de Anexina-V ¢é donamhtada na afinidade desta
molécula pela fosfatidilserina, fosfolipidio de mmama plasmatica. Na célula em

apoptose inicial a fosfatidilserina geralmentedo#iular € exposta na superficie em



funcdo de danos a membrana celular. Quando a aeopttardia ocorre fragmentacéo
do DNA nuclear com exposicdo da extremidade 3’'ual @ iodeto de propideo se
intercala. Dessa forma, a Anexina-V/iodeto alénddeectar a fragmentacdo do DNA
também detecta a exposicao extracelular da fodsatisha (ORMED et. al, 1993).

1.4. AGAO DOS GLICOCORTICOIDES.

Os glicocorticoides (GCs) sédo sintetizados na Zaseiculata do cortex da
adrenal, em resposta ao hormdénio adenocorticoord®CTH) quando os niveis de
glicose no plasma estdo baixos. O aumento da coacén de ACTH e cortisol no
plasma sanguineo sdo considerados sinais clas$écestresse animal, pois os GCs
aumentam a aptiddo para mobilizacdo de energis&v@ mudanca comportamental
promovendo uma série de alteracbes no metabolisramgético como 0 aumento da
gliconeogénese no figado, e degradacao protéicenassulos esqueléticos (DONM
al., 2007).

O cortisol e a corticosterona sé@o os GCs fisioligiderivados do colesterol
e pertencem a classe de horménios esterbidescEssa de hormonios é transportada
na corrente sanguinea ligada a proteinas plasmd&iaa chegarem a célula alvo ligam-
se a receptores citoplasmaticos e ativam aceptarekeares, formando complexos
receptor-esteréide/DNA os quais estimulam ou inilzetranscricdo génica (SPINOZA
et al, 2002). Dessa forma, exercem acBes metabdlicagiuladoras e
imunossupressoras, muitas delas relacionadaslaléete (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismo de ac¢do do cortisol na célula alvo. @ismd, hormbnio

lipossoluvel, é transportado na corrente sanguigado a uma proteina plasmatica (1).
Na célula alvo atravessa a membrana (2) e formaplexwms ativados receptor
citoplasmatico/cortisol (3). No nudcleo da célulavataceptores nucleares formando
complexos receptores/cortisol/DNA (4). Os quaivaati ou silenciam a transcricao

génica, e em seguida a traducao e sintese pr@sgica

O metabolismo dos GCs € modulado pelas isoenzidfBlSD (11B-
hidroxesterdide desidrogenase) que convertem cbréis cortisona e vice-versa,
influenciando os processos de luteinizacdo, ovolagc@ogénese (MICHAELet al,
2003). O processo de ovulagdo € um evento inflamat@ntrolado, promovido por
elementos proé-inflamatoérios (citocinas, prostaglaasl e TNk), em que primeiro
ocorre a degeneracdo da parede do foliculo e $dpedvariana, que culmina na
liberacdo do oocito maduro (AMSTERDAM & SASSON, 2DOEm seguida na
resposta anti-inflamatdria a ruptura da parededtdr ocorre 0 aumento da expressao
de 1BHSD, levando a maior produgcao de cortisol. O colrtesye sinergicamente a
gonadotropinas para o aumento da producdo de peoges, dessa forma, estimulando
a esteroidogénese pos-ovulatoria e inibindo a ageptm células da granulosa (Figura
4). Assim ocorre a reparagdo do epitélio e prepara a proxima sequiéncia ovulatoria
(AMSTERDAM et al, 1998).
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Figura 4: Metabolismos dos glicocorticoides na ovulacdo. Acata pro-inflamatéria
que promove a degeneracdo da parede folicularexfgtip ovariana, com liberagédo de
citocinas, prostaglandinas e TWFaumenta a m migracdo de células de defesa e
fagocitarias da corrente sanguinea até o foliénoresposta a ruptura da parede ocorre
aumento da producéo de glicocorticoides que promoaeresposta anti-inflamatoria
por induzir a apoptose das células sanguineas\seéncia das células da granulosa e
incremento da producédo de progesterona. Adaptadandeerdam & Sasson, 2002.

Dessa forma, o uso de GCs na PIVE tem sido indiretiée associado a
maturagao oocitaria. Foi verificado que a conceéeale cortisol, e taxa de conversao
de cortisol em cortisona era significativamenteanaio liquido folicular de foliculos
pré-ovulatorios comparados a foliculos imaturoesi@écie humana (HARLOW al,
1997; YONG et al, 2000), sugerindo correlacdo positiva entre a eoinacédo de

cortisol local e a maturagdo oocitaria.

Os GCs sao conhecidos por suas acdes anti-inflaamté depressivas
sobre o sistema imune e liberacdo de citocinas (MNP et. al 1995). Por esta razao

sdo capazes de induzir apoptose em diversos tiphgdas, principalmente, os
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pertencentes a linhagem de células hematopoétaras timocitos (SIKORAet al,
1996), linfécitos T (ANDREAUet al, 1998) e B (PRUSKYet al, 1997) e células
cancerigenas (CHAUHANet al, 1997; MIYOSHI et al, 1997). Por outro lado,
apresentam efeitos anti-apoptoticos em outros tiphgares como células da granulosa
de humanos (SASSOMt al, 2001), células epiteliais glomerulares de bovinos
(MEBMER et. al, 1999b) e células da glandula maadd camundongo (FEN& al,
1995). Dessa forma, dependendo do tipo celularmpadercer agdes diversas.

1.5. OS EFEITOS ANTI-APOPTOTICOS DA DEXAMETASONA

A Dexametasona (DEX) é um GC sintético que se #gareceptor de
cortisol. Os efeitos anti-apoptéticos da DEX forgrimeiramente descritos por
Mebmeret al. (1999a) em células epiteliais glomerulares dermsy a partir dai outros
estudos realizados comprovaram que os efeitos apoptoticos da droga sao
promovidos pela supressao de vias apoptéticas imagipor TN (SASSONet al,
2002), pela ativacao do gene supressor tumora($ASSONet al, 2001) e ainda por
meio da modulacdo de fatores de sobrevivéncia, acoBCL-2 e NFIB (SASSON &
AMSTERDAM, 2002). E ao mesmo tempo pela regulac@ovids de sobrevivéncia
celular pela AKT-quinase (WESTFAL#&t al, 2000) e MAPK (SARKERet al, 2002).

Além de suprimir vias apoptoticas e modular fatade sobrevivéncia foi
demonstrada a influéncia positiva da DEX sobreaastricdo de juncdes de adeséo e
juncdes do tipo Gap, bem como a organizacdo desteeleto em células da granulosa
de bovinos (SASSONMLt al, 2003). Sabe-se que a interacdo entre ooOcitdacgtunatica
via juncdes do tipo Gap, ilustrada na figura Ssgeacial para o crescimento do odcito,
maturacdo citoplasmatica, comunicacdo intercelidaimclusive para a liberacdo de
fatores como o GDF-9 e BMP (Proteinas morfogengtiltes 0ssos) que tem acao anti-

apoptatica sobre as células da granulosa (HUSSE#Y, 2005).
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Figura 5: Interacdo paracrina entre o o0cito e as célulagalaulosa. O odcito secreta
fatores de crescimento BMP que chegam as célulgsatalosa, através de estruturas

de comunicacao intercelular, jun¢des gap, sobgeiais exercem agao anti-apoptotica.

Vérios estudos tém relatado a importancia da igieracom a matriz
extracelular ou com outras células, mediada poergaak e juncdes do tipo Gap, para a
ativacdo de vias de sobrevivéncia celular, e cares#g protecdo contra a apoptose
(PELUSOet al, 2001; SASSON & AMSTERDAM, 2002).

Juncbes do tipo Gap ocorrem em locais de proximasiggo celular,
permitindo a passagem de ions organicos, segundeageiros e metabdlitos de uma
célula para outra (BRUZZONE & GOODENOUGH, 1996).0Séompostas por
proteinas denominadas Conexinas, que sao difeheecite expressas ao longo do
desenvolvimento de embrifes pré-implantacionaisBEITON et al, 2002), periodo
em que sdo essenciais para os fenbmenos de cratzimempactacao e diferenciacao
celular (WRENZYCKet al, 1996).

Os embrides oriundos de PIVE apresentam fraca otag#n, no estagio
de moérula, em relagdo aqueles produzidogvo (NIEMAN & WRENZYCKI, 2000).
Ao analisar os perfis de expressao génica foi @hder quein vitro, a Conexina 43
(Cx43) era expressa em oo0citos e embribes em eslagnorula, mas ndo em estagio

de blastocisto, enquantim, vivo, os transcritos de Cx43 eram detectados em egdégio
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morula e blastocisto (WRENZYCKet al, 1996). Posteriormente, Lonergah al
(2003) verificaram aumento significante da express& Cx43 em embrides bovinos,
cultivadosin vivo, a partir de 16 células até estagio de blastixist

A fraca compactacao pode ser um dos fatores gueevpbmente contribuem
para a elevada ocorréncia de apoptose entre hkstoae embribes produzidas
vitro. Entretanto sdo poucos os trabalhos que abordarn dau§Cs e a incidéncia de

apoptose durante o desenvolvimento embrionanitro.

1.6. JUSTIFICATIVA

Considerando: 1) A relacdo da apoptose com a desggite dos embrides
durante o Cultivan vitro; 2) os efeitos anti-apoptoticos da DEX pela regidade vias
de sobrevivéncia celular e supresséo de outrasapiastoticas; 3) a influéncia positiva
da DEX na organizagdo do citoesqueleto e na comac# intercelular. Torna-se
relevante verificar a relacdo do uso deste glidanmnde em diferentes etapas da PIVE
de bovinos (na maturacdo oocitaria e cultivo enmanim) com a incidéncia de apoptose

nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionari
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1.7. OBJETIVOS.
1.6.1.0bjetivo Geral

- Avaliar o efeito da Dexametasona na maturacadtéy@ e no cultivoin vitro de
embrides bovinos em relacdo a ocorréncia de ap®ptos desenvolvimento

embriondrio.
1.6.2.0bjetivos especificos

- Correlacionar morfologia e qualidade embrionaria,quarto dia de cultivo, com a

ocorréncia de apoptose em embrides produzitetro.

- Avaliar o efeito da Dexametasona sobre o desemmelvio in vitro de embrides
bovinos mediante o namero total de células, a sméas taxas de clivagem (2° dia de

cultivo), e da cinética do desenvolvimento (7°aBacultivo);

1.8. HIPOTESE.

O uso da Dexametasona podera melhorar a qualidaemblrido produzido

in vitro através da diminuicéo da ocorréncia da apoptose.
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2. MATERIAL E METODOS.

2.1. OBTENCAO DE OVARIOS E MATURACAGQN VITRODOS OOCITOS.

Ovérios bovinos de fémeas azebuadas foram obticos matadouro
frigorifico SOCIPE, localizado na estrada do Tapdadé ovarios foram lavados com
solugcdo PBS, acondicionados em frasco estéril aidnt&o salina de NaCl a 0,9% e
transportados, a temperatura ambiente, para o a@bimr de Fecundacda Vitro da

UFPA em um periodo maximo de 3 horas.

No laboratério, os complexazimulus-06citogCCOs) foram aspirados de
foliculos de 2 a 8 mm de diametro, com auxilio dewagulha 40 x 12 e seringa de 10
mL, selecionados em meio H-199 (meio TCM-199 compi@o HEPES, suplementado
com 11 mg/mL de piruvato, 583/mL de penicilina e 10% de soro fetal bovino- SFB)
sob lupa estéreo-microscopica (Olympus S240) eralaaje fluxo laminar estéril.

Os CCOs compactos com no minimo trés camadagéldias, ooplasma
homogéneo, com coloracdo marrom e circunferéngalae (LEIBFRIED & FIRST,
1979), foram incubados em microgotas de L0Q0de meio de MIV (TCM-199 com
bicarbonato, suplementado com 10% de SFB, 11 mgimlpiruvato, 50ug/mL de
penicilina, 0,5pug/mL de PMSG, e 5,@g/mL de hCG) na presenca ou auséncia de
DEX, por 18 a 21 horas sob 6leo mineral estéeneperatura de 38,5°C em ar.
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2.2. FECUNDAGCAQN VITRO(FIV).

Para a FIV, o sémen de um Uunico touioq taurus taurys foi
descongelado a 37,0°C por 30 segundos e depositacitadosamente, sobre um
gradiente descontinuo de Percoll (45/90%), cemfaifio a 20Q, por 7 minutos para
separacao dos espermatozoides viaveis. Apos cgacfio, o sobrenadante contendo
crioprotetor e espermatozoides imoveis foi desdarta o pellet, contendo os
espermatozoides viaveis, submetido a uma novaifteyacdo a 20@Q por 3 minutos,
em 2 mL de meio TALP- FERT. Em seguida, a conceatraspermética foi ajustada
para 2x10 espermatozéides/mL e, 18 a 20 horas apés o idé&cidIV, os CCOs foram
fertilizados em microgotas de 80 de meio de FIV (meio SOF suplementado com
heparina, penicilamina, hipotaurina, epinefrinallauiaina sérica bovina- BSA), sob

6leo mineral estéril e temperatura de 38,5°C em ar.

2.3. CULTIVOIN VITRO(CIV).

Apo6s 27 a 30 horas de fecundacéo, os provaveisosigoram submetidos a
pipetagens sucessivas para retirada das célulasunmlus oophorugestantes e
espermatozoides aderidos a zona pellcida e, emd@sferidos para microgotas (100
uL) de meio SOF (TERVITet al, 1972), suplementado com 30 mg/mL de BSA, 50
ug/mL de penicilina, e 10% de SFB, segundo moditieacde Holmet al (1999), na
presenca ou auséncia de DEX .

Para dar suporte ao desenvolvimento embrionaricefizado um sistema
de co-cultivo dos embrides com monocamada de céldéa granulosa mediante a
substituicdo do meio de MIV das microgotas peloonS0DF.
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2.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.

A concentracdo de DEX adotada neste trabalho, fyllydoi baseada nos
resultados obtidos por Carvalho (2009). Para angktedos embrides foram realizadas
5 repeticbes. Em cada repeticdo foram utilizad@s dditos, divididos em 2 placas, a
primeira destinada para avaliagdo de apoptose adogdia de cultivo (Experimento 1),
e a segunda para a avaliacdo da cinética, desémeoito embrionario e contagem do
namero total de blastémeros no sétimo dia de aulfEzxperimento 2). Cada placa
continha 80 odcitos divididos de forma aleatorigr@porcional entre 0os quatro grupos
experimentais, ilustrados na tabela 1: grupo Ctn{sem adicdo de DEX); grupo DEX
MIV (com adicdo de DEX somente na etapa de mataragéitaria); grupo DEX CIV
(com adicdo de DEX somente na etapa de cultivaitro); e grupo DEX M/C (com

adicao de DEX nas etapas de maturagao e cutivioro).

Tabela 1: Grupos experimentais com presenca ou ausénci&de D

Grupos DEX na MIV DEX na CIV
CTRL - -
DEX MIV + -
DEX CIV - +
DEX M/C + +

CTRL: Controle, sem adicédo de DEX;

DEX MIV: Adicdo de DEX somente na etapa de matuwaca
DEX CIV: Adicdo de DEX somente na etapa de cultivo;
DEX M/C: Adicao de DEX nas etapas de maturagadtevou
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2.5. EXPERIMENTO 1. CORRELACAO DA QUALIDADE EMBRIOARIA
COM A OCORRENCIA DA APOPTOSE.

Para avaliacdo da qualidade, no quarto dia devoulds embrides foram
classificados morfologicamente com auxilio de estericroscopio ilustrado na figura
62 (Olympus S240), segundo o numero total de cl&m seguida foi feita a avaliacédo
da apoptose, realizada por meio da técnica de g@rceom Anexina V e iodeto de
propideo (Molecular Probes, Inc.; Eugene, OR, U®AYjsualizacdo por microscopia
de epifluorescéncia ilustrado na figura 6B (Olym@iX41). Posteriormente, 0s
embrides foram reclassificados segundo a preseaciiagmentacdo citoplasmatica,
além do namero total de células, em trés categdaagualidade: RUIM, REGULAR e
BOM. Por fim, foi avaliada a ocorréncia de apoptnes grupos experimentais, € nas

categorias de qualidade dentro de cada grupo expetal.

Figura 6: Estereomicrocépi@A) e Microscoépio de epifluorescéndi).
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Os embrides apresentando numero de células menaioe que sete, foram
classificados como sendo de desenvolvimento “le(figjura 7A) e “rapido” (Figura
7B), respectivamentéApos a classificacdo os embrides foram lavadosampdo de
ligagdo 1X gelado (200L do tampéo de Ligacdo 5X em 8Q0 de &gua deionizada), e
colocados em solugdo com Anexina V (1}25de Anexina V e 2QL de regente de
ligacdo em 50QL do tampéao de ligacdo 1X) a 4°C durante 15 minuBss embribes
foram novamente lavados em tampéao de ligacdo likgnsferidos para solugdo com
iodeto de propideo (10L de iodeto de propideo em 500 do tamp&o de ligagdo 1X)
com adi¢do de fluorocromo hoechst (10 pg/mL) a g6€15 minutos. Apos a ultima
lavagem em tampao de ligacdo 1X os embrides dendalsenento lento e rapido

foram, separadamente, montados entre lamina e uéanénavaliados sob microscopia

R

A) B) | —

de epifluorescéncia.

Figura 7: Imagens de embrides bovinos no quarto dia devouiti vitro, obtidas na

lupa estéreo-microscopica, apresentando desenwaitarilento”(A) e “rapido”(B).

Com o auxilio do microscopio de epifluorescéncia emsbrides foram
classificados em trés categorias de qualidadehersRUINS, REGULARES e BONS.
Para tanto, foram consideradas as seguintes aastices morfoldgicas: numero de
células e presenca de fragmentacéo citoplasmé&ticam considerados RUINS aqueles
que apresentavam numero de células inferior a fagmientacdo citoplasmatica

abundante; REGULARES aqueles com numero de cétunlae 8 e 11 e presenca de
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fragmentacdo; e BONS os que apresentavam numercéldi&as entre 12 e 20 e

fragmentacdo minima ou inexistente (Figura 8).

Figura 8: Embrides classificados como RUINS, REGULARES E EBJN, B, e C,
respectivamente), sob luz comum para a avaliacdoadenentacdo citoplasmatica no
guarto dia de cultivan vitro. Embrides classificados como RUINS apresentandogs
células, menos de 7, e abundante fragmentacaolasiogtica(A, A’). Embrides
classificados como REGULARES, com numero de célglase 8 e 11, e pouca
fragmentacao citoplasmati¢B, B’). Embrides classificados como BONS com numero
de células entre 12 e 20, e auséncia de fragment#o@lasmatic4dC, C’).
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Em seguida, foi analisada a ocorréncia de apoptrgee 0S grupos
experimentais, assim como em cada categoria dédgdal (RUINS, REGULARES e
BONS) dentro dos grupos experimentais. Era coreiidea ocorréncia de pelo menos 1
blastdmero apoptotico nos embrides. Os blastbmeaarsados somente com anexina-
V, evidenciando dano a membrana, estavam em amoptasal, aqueles marcados
somente com iodeto de propideo, evidenciando darDNA, estavam em necrose. E
0s marcados simultaneamente com anexina-V e iatefwopideo, evidenciando dano

a membrana e ao DNA, estavam em apoptose tardislEDRet al, 1993).

Os blastémeros anexina e iodeto de propideo negagikam considerados
nao apoptoticos. Nestes somente o nucleo dos blesd8 era evidenciado pela
marcagao com fluorocromo Hoechst. De acordo comagagédo de fluorescéncia os
embrides foram distribuidos em trés categorias, ocalstrado na figura 9N&o
Apoptoticos, embrides com nenhum blastdmero apoptd#go Apoptoticos, embrides
com pelo menos um blastémero em apoptose ir(iB)a¢/ou tardigC); e Necrose com

pelo menos um blastdmero em necr@e



Figura 9: Embrides com diferentes numeros de células coreamtosHoechst (cor azul),
Anexina V (cor verde), e/ou iodeto de propideo (eermelha) sob microscopia de
epifluorescéncia(A) EmbridoNao Apoptotico de 22 células marcado somente com
Hoechst; (B) Embrido Apoptético de 14 células apresentando 2 células marcadas
somente com anexina-V (apoptose inicial, s€t@);EmbridoApoptoético de 8 células
apresentando 1 célula marcada simultaneamente nerina-V e iodeto de propideo
(apoptose tardia)(D) Embrido emNecrose apresentando 1 célula marcada somente

com iodeto de propideo (necrose, seta);
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2.6. EXPERIMENTO 2. AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO.

A avaliacdo do desenvolvimento embrionario incluis analises: analise
das taxas de Clivagem (segundo dia de cultivdpst@&cisto (no sétimo dia de cultivo);
analise da Cinética do desenvolvimento, ou sejfa, da formacao de Blastocisto Inicial
(BI), Blastocisto (BL), Blastocisto Expandido (BX)Blastocisto Eclodido (BE), e por

altimo a contagem do numero total de células (Ridd).

Apoés a analise da cinética do desenvolvimento, rsmpboscopia Otica no
sétimo dia de cultivo, os embrifes de cada gruperxental foram fixados em formol
salino tamponado e armazenados sob refrigeracém,ppaterior avaliacdo qualitativa
mediante a contagem do numero total de blastomgoosmeio da marcacdo com

fluorocromo Hoechst (10 pg/mL) e observacéo poraosimopia de epifluorescéncia.
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Figura 10: Classificacdo dos embrides no sétimo dia de aultiwitro, sob luz comum
(A, B, C, D) esobre epifluorescéncia com coloracdo por HoechstBA C’, D).
Embrides em estagio de blastocisto inicial @’), blastocisto B, B’), blastocisto
expandido C, C’) e blastocisto eclodidd®( D’).
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2.7. ANALISE ESTATISTICA.

A analise quantitativa através da comparacdo dess tde clivagem, de
formacg&o de blastocisto, de cinética do desenvelntme do numero total de células
foi realizada por analise da variancia, ANOVA, cpds-teste de Bonferroni, quando
solicitado, e nivel de significancia 5%. As andisie apoptose entre as categorias
RUINS, REGULARES e BONS foram feitas por teste dequadrado com nivel de
significancia de 5%. A analise de embridddo Apoptoticos Apoptoticos e com
Necrose entre 0s grupos experimentais foi feita por ANOMAiIs critérios. Foi
utilizado o programa BioEstat 5.0 (AYRES al, 2007).
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3. RESULTADOS

3.1. EXPERIMENTO 1: CORRELACAO DA QUALIDADE
EMBRIONARIA COM A OCORRENCIA DA APOPTOSE.

Para a avaliacdo da ocorréncia de apoptose foisadal o total de 75
embrides: 21 pertencentes ao grupo CTRL; 20 acogledEX MIV; 14 de DEX CIV;
e 20 ao grupo de DEX M/C. Os embrides em cada gmygmerimental foram
classificados em RUINS, REGULARES e BONS (Tabela 2)

Tabela 2: Classificagdo dos embrides, no quarto dia devalbaseada na morfologia e
namero de células nos diferentes grupos experinsenta

Classificagdo em Categorias

Grupos n RUINS (%) REGULARES (%) BONS (%)
CTRL 21 6 (28,6) 10 (47,6) 5(23,8)
DEX MIV 20 6 (30,0) 9 (45,0) 5 (25,0)
DEX CIV 14 3 (21,4)a 2 (14,3) 9 (64,3)b’B
DEX M/C 20 7 (35,0) 7 (35,0) 6 (30,0)°

n= numero de embrides analisados por Anexina-V;
CTRL: Controle, sem adicdo de DEX;

DEX MIV: Adicdo de DEX somente na etapa de Matuoaca
DEX CIV: Adicao de DEX somente na etapa de Cultivo;
DEX M/C: Adicdo de DEX nas etapas de Maturacao l&vo

N&o houve diferenca entre o nimero de embrides BUREGULARES e
BONS dentro do grupo CTRL (28,6%, 47,6% e 23,8%peetivamente; p > 0,05), do
grupo DEX MIV (45%, 35% e 20%, respectivamente; §,65) e do grupo DEX M/C
(40%, 35% e 25%, respectivamente; p > 0,05). Poréangrupo com DEX CIV, o
percentual de embribes BONS (64,3%) foi superiorO(@06) ao percentual de
embrides RUINS e REGULARES (21,4%, 14,3%, respaniente) assim como foi
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superior ao percentual de embrides BONS dos graposrelacédo aos grupos CTRL,
DEX MIV e DEX M/C (64,36 vs23,8%, 20,0% e 25,0%:; p > 0,05).

Posteriormente, foi analisada a ocorréncia de apeplentro das categorias
RUINS, REGULARES e BONS. Foi observado que 50, 4833 e 37,5% dos
embrides RUINS nos grupos CTRL, DEX MIV, DEX CIV ®EX MI/C,
respectivamente, apresentavam pelo menos um blasidapoptético, assim como 20,
0, 50 e 28,6%, respectivamente, dos embribes REGRHR e 20, 75, 22,2 e 0%,
respectivamente, dos embrides BONS (Tabela 3).

Tabela 3: Ocorréncia da apoptose em embrides de difereniaédgdes nos grupos
experimentais.

% Apoptose dentro de cada Categoria

Grupos n RUINS REGULARES BONS
CTRL 21 50,0*P 20,0®° 20,02
DEX MIV 20 44 4° 0P 75,0°
DEX CIV 14 33,32 50,02 22,282
DEX M/C 20 37,5° 28,62 " 0°

n= numero de embrides analisados por Anexina-V;
CTRL: Controle, sem adicédo de DEX;

DEX MIV: Adicdo de DEX somente na etapa de Matuoaca
DEX CIV: Adicdo de DEX somente na etapa de Cultivo;
DEX M/C: Adicao de DEX nas etapas de Maturagéo levo

Com relacdo aos embrides considerados como REGUBARBServou-se
que houve diferenca da ocorréncia da apoptose sersatre os grupos DEX MIV e
DEX CIV (0% vs 50%, respectivamente; p < 0,05). J& com relac&o eswbrides
considerados como BONS, observou-se que os gruges BRIV e DEX M/C
apresentaram o maior e menor percentual de embrigasapoptose (75,0% e 0%),
respectivamente, em comparagdo aos demais grupo@l). Nao houve diferenca
entre as demais comparacoes (p > 0,05).
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Além da analise da apoptose dentro das categod#id&R REGULARES e
BONS também foi avaliada a ocorréncia de apopteséral dos grupos experimentais.
Para tanto, os embrides dos grupos CTRL, DEX MI¥XDCIV e DEX M/C foram
enquadrados em trés categoribiio Apoptéticos - embrides com nenhuma célula
apoptotica (61,9%, 50%, 71,4% e 65%, respectivaeeApoptoticos - com pelo
menos 1 célula em apoptose inicial e/ou tardia 6028, 40%, 28,6% e 25%,
respectivamente); Mecrose ~com pelo menos 1 célula em necrose (9,6%, 10%, 0% e

10%, respectivamente).

Os resultados estdo mostrados na Figura 11. Congmase as categorias
entre 0S grupos experimentais, observou-se quappdEX CIV foi o que apresentou
um maior numero de embridd¢do Apoptéticos (p < 0,05) e o grupo DEX MIV
apresentou maior nimero de embridg®ptoéticos (p < 0,05), ndo havendo diferenca

entre as demais comparacodes (p > 0,05).

CTRL DEX MIV
DEX CIV DEXM/C
m Nao Apoptoticos m Apoptoticos m Necrose

Figura 11: Distribuicdo em cada grupo experimental, dos ebekiNao Apoptoticos
(azul), Apoptaéticos (roxo), e enNecrose(vermelho).
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3.2. EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO.

Para avaliar o efeito da DEX sobre o desenvolvimembrionario foram
analisadas as taxas de clivagem, blastocisto eindtica do desenvolvimento. Para
tanto, foram realizadas 5 repeticbes nas quaismfoeampregados 482 o0d0citos
distribuidos da seguinte forma entre os gruposrearpetais: 115 no grupo CTRL, 121
no grupo DEX M1V, 121 no DEX CIV, e 125 no grupo RE/C.

O percentual de embrides clivados ap6és a fecund@éaba de cultivo) e o
percentual de embrides que atingiram o estagidattdeisto (7° dia de cultivo) foi de
86,9% e 42,6%, respectivamente, no grupo CTRL, s&wdo verificada diferenca
estatistica (p > 0,05) em relacdo aos outros grappsrimentais de DEX MIV (79,3%
e 30,5% respectivamente), de DEX CIV (77,6% e 3&d8pectivamente) e DEX M/C
(69,6% e 29,6% respectivamente). A DEX nao afetsutaxas de clivagem e de

formacgdao de blastocistos independente da etapalertegha sido utilizada (Figura 12).

100——

86,9%
B Taxas de
Clivagermn
E
@
o
o]
i)
c
@
O
B
o
(a1
B Taxas de
Blastocisto

CT DEX M DEX CI¥ DEX MIC

Grupos Experimentais

Figura 12: Taxas de clivagem (barras verde) e formacdo deduigto (barras vinho)

nos diferentes grupos experimentais (p > 0,05).
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Ao analisar a cinética do desenvolvimento foi obsga semelhanca na
distribuicdo de BI, BL, BX e BE nos grupos CTRL @%, 26,4%, 28,6% e 26,5%,
respectivamente) e DEX MIV (18,9%, 32,4%, 35,1%3¢%, respectivamente). Nos
grupos de DEX CIV (25%, 45,4%, 15,9% e 13,6%, rethp@mente) e DEX M/C
(8,1%, 42,3%, 29,7% e 18,9%, respectivamente) hqreelominio (p < 0,05) de
embrides BL, que representaram, respectivamenj49#8é 43,2% do total de embribes
obtidos nesses grupos (Tabela 4).
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Tabela 4: Cinética do desenvolvimento, no sétimo dia devalEmbrides em estagio de blastocisto inicia) (Blastocisto (BL), blastocisto
expandido (BX) e eclodido (BE) em cada grupo expental (p < 0,05).

Bi BL BX BE

Grupos n (%) Média (xdp) n (%) Média (x dp) n (%) Média (xdp) n (%) Média (x dp)
CTRL 11 (26.47* 1.8(0.98) 11 (26.4% 1.8(1.16) 14(28.6) 2.3(0.81) 13(26.3) 2.1(2.63)
DEX MIV 7(18.9)*% 1.1(0.75) 12 (3249 20(1.26) 1335 2.1(1.16) 5(13.5F 0.8(0.75)
DEX CIV 11 (25.0/* 1.8(1.16) 20 (45.4f 3.3(1.21) 7(@15.9" 1.1(1.16) 6 (13.6f 0.8 (1.60)
DEX M/C 3(8.1)® 05(0.83) 16 (43.2® 26(2.16) 11(29.7* 1.8(098) 7 (18.9% 1.0(1.09)

CTRL: Controle, sem adicéo de DEX;

DEX MIV: Adicdo de DEX somente na etapa de Matuoaca
DEX CIV: Adicdo de DEX somente na etapa de Cultivo;
[EJEX M/C: Adicao de DEX nas etapas de Maturagao l&vou
al

Sobreescritos minusculos diferentes na mesrha Indicam diferenca estatistica.
B . ., N .
Sobreescritos maiusculos na mesma coluna indit@nmenca estatistica.
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Para a estimagdo do numero total de células, 11ki@s de diferentes
classificagdes morfolégicas foram analisados, seBdado grupo CTRL, 31 do grupo
DEX MIV, 29 do grupo DEX CIV, e 29 do grupo DEX M/Tabela 5). Nao houve
diferenca estatistica (p > 0,05) do numero totatélelas entre os grupos CTRL (104 £
54), DEX MIV (84 £ 32), DEX CIV (94 £ 36) e DEX M/(@4 + 32).

Tabela 5: Numero total de células em embrides nos diferegigsos experimentais, no
sétimo dia de cultivo (p > 0,05)

Grupos n Média do n° total de células (= dp)
CTRL 22 104 + 54
DEX MIV 31 84 + 32
DEX CIV 29 94 + 36
DEX M/C 29 94 + 32

n= numero total de embrides analisados por coloregén Hoescht;
CTRL: Controle, sem adicdo de DEX;

DEX MIV: Adicao de DEX somente na etapa de Matuoaca

DEX CIV: Adicao de DEX somente na etapa de Cultivo;

DEX M/C: Adicdo de DEX nas etapas de Maturacao l&vo
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4. DISCUSSAO

4.1. EXPERIMENTO 1: CORRELACAO DA QUALIDADE
EMBRIONARIA COM A OCORRENCIA DA APOPTOSE.

A apoptose tem sido largamente utilizada como umarpetro para a
avaliacdo da qualidade de embrides cultivamositro, e de diferentes substancias
adicionadas aos meios de cultivo. Makarevich e kladek(2002) ao adicionarem IGF-I,
conhecido fator de crescimento e maturacdo oogjtad meio de cultivo, observaram a
diminuicdo do indice de células apoptéticas por réiob e 0 aumento da taxa de
blastocistos e numero total de células de embhogmos. Entretanto, 0 mesmo efeito

nao era observado quando o IGF-I era adicionadesta@o meio de maturacao.

Da mesma forma, foram observados diferentes efdéd3exametasona em
relacdo a ocorréncia de apoptose de acordo coapa de cultivo em que foi utilizada.
Quando utilizada somente na etapa de Maturacdobfeervada maior ocorréncia de
células apoptéticas por embrido (40%, p<0,05), elacéo aos demais grupos
experimentais (28,6, 28,6 e 25%, nos grupos CTREXDCIV e DEX M/C,
respectivamente), principalmente nos embrides aomeno de células entre 12 e 20, ou
seja, de desenvolvimento rapido (categoria BONSp,45<0,01). Quando utilizada no
Cultivo a taxa de apoptose nos embrides da mestaegora, BONS, néo foi diferente
do grupo Controle (p>0,05). No entanto, quando aabwetasona foi utilizada
simultaneamente nas etapas de Maturacéo e Ciltiitro ndo foi observada apoptose

em embrides da categoria BONS, sugerindo um dienefico da droga.

Embora o mecanismo de acdo da droga nos embri@eseja claro, uma
provavel via seria através das células da granulesademonstrado o bloqueio da
apoptose em células da granulosa por glicocorgso{EASSON & AMSTERDAM,
2002), e estas influenciariam tanto a maturacdoita@ quanto 0 posterior
desenvolvimento embrionario, principalmente emesists de co-cultivo com camada
de células da granulosa, como foi feito neste thabdsto explicaria, os diferentes
efeitos da droga aplicada em diferentes etapasiltieacembrionario.
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A Dexametasona parece ter agido sobre os embrideserdemente
dependendo também do numero de células, pois, quatitcada na Maturacam
vitro, nao foi observada ocorréncia de células apopen embrides com numero de
células entre 8 e 11 (categoria REGULARES), em @agdio a 75% dos embrides
com numero de células entre 12 e 20 (categoria BQNE apresentavam apoptose.

Contudo, a relacao entre morfologia e formacéaondloréio ndo € muito clara.

A apoptose, a fragmentacado citoplasmatica e agdivatardia de embrides
(ALIKANI et al, 1999; JURISICOVAet al, 2004; LONERGANet al, 2000) sdo
reportadas como caracteristicas morfologicas @acdas negativamente com a
formacdo de blastocisto, mas nem sempre essa oefagiata. Alikaniet. al (2000)
observaram que esta relacdo € complexa. Essesigaekues relacionaram tempo de
clivagem e padréao de fragmentacao citoplasmate&Pmia de cultivo, e habilidade de
formacgéo de blastocistos, no 5° dia. Embrides homaxibindo nimero de células
menor que 7, formaram 13,8% de blastocistos confategia normal (indice de ICM
otimo e trofoectoderma coeso) em comparacdo a éeshentre 7 e 9, 41,9%, e com
mais de 9 células, 27,5%. Os autores sugerem quealg@uns casos, embrides que
clivam rgpido e com maior nimero de células apoéerapactacdo, podem exibir alto

nivel de aberrag6es cromossémicas (MA@L4l, 1998).

No presente estudo todos 0s grupos experimentdiani embrides com
namero de células menor que 7, e maior grau dengatpcao citoplasmatica (categoria
RUINS), exibindo pelo menos um blastdmero apoptdtE conhecida a relagéo entre
fragmentacao e apoptose, todavia, ndo foi esctixecetiologia da fragmentacéo e nem
comprovada uma relagdo de causa e efeito entr¢ A dNALCZAK & VAN BLERKOM,
1999; JURISICOVA et al, 1996). No entanto, a remoc¢do microcirdrgica da
fragmentacdo de embrides humanos no terceiro diulli’o, antes da transferéncia,

aumentou o potencial de implantacdo dos embrioEEK@ENI et al, 1999).

Por outro lado, a Dexametasona parece nédo teremflado o niumero de
células e fragmentacdo citoplasmatica nos grupgeergmentais, pois ndo houve
diferenca entre as categorias RUINS, REGULARES &I8@>0,05), exceto quando a
Dexametasona foi utilizada na etapa de Cultivavitro, em que houve aumento do

namero de embribes com numero de células entre 20 e presenca minima de
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fragmentacao citoplasmética (categoria BONS, 64{390,006). No entanto, a taxa de
apoptose dos embrides desta categoria ndo difergrugo Controle, sugerindo que a
Dexametasona melhorou ou sincronizou os embridgsi@stdo do nimero de células e
fragmentacao citoplasmatica, mas aparentementéeméanfluéncia sobre a ocorréncia

de apoptose quando utilizada somente no culiwatro dos embrides.

A ocorréncia de apoptose estad diretamente reladéords condicbes de
cultivo e também ao estadgio do desenvolvimento Eméro. Em embrides de
camundongo a apoptose era detectada somente radpaestagio de 4 células, periodo
que coincide com a ativagdo do genoma embrion&starespécie (SCHULTZ, 1993).
Estudos anteriores de Matwee al. (2000) e Byrneet al (1999) que analisaram a
ocorréncia de apoptose, pela técnica de TUNEL, erriées bovinos produzidas
vitro, observaram a inexisténcia de apoptose anteri@stigio de ativacdo gendémica
do embrido (9 a 16 células) e ocorréncia de peloosi@m blastbmero apoptdtico em
cerca de 5% a 30% dos embrides entre 8-16 céletaendo a aumentar até se tornar

presente em praticamente todos os embrides emaed&glastocisto

No presente trabalho este padrdo nao foi observistio que grande parte
dos embrides com até 7 células (categoria RUIN$g¢saptavam pelo menos um
blastdbmero apoptético (50,0, 66,6, 31,8 e 28,5%grapos CTRL, DEX MIV, DEX
CIV e DEX M/C, respectivamente), independente ¢m wle Dexametasona na
Maturacdo ou no Cultivin vitro dos embrides. E mais de 28% dos embrides entre 8 e
20 células (categorias REGULARES e BONS) apresamigrelo menos um blastémero
apoptatico (40,0, 75, 72,2 e 28,6% nos grupos CTREX MIV, DEX CIV e DEX
M/C, respectivamente).

Porém, em comparacdo ao trabalho de Mateteal (2000), no presente
estudo a apoptose foi avaliada mediante o ensadndaina V que é utilizado para
identificar células em estadios iniciais de apopt@nquanto que a técnica de TUNEL,
utilizada por Matweet al. (2000) identifica células em estadio tardio, quaadiano ao

DNA é irreversivel.

Isto explicaria porque estudos anteriores (BYRMEL, 1999; MATWEE
et al, 2000; GJZRREt al, 2007) usando a técnica de TUNEL ndo observaram a

ocorréncia de apoptose durante as primeiras d&viddeembrido. Sendo especulado que
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a apoptose, ao reduzir o numero de células, poderngrometer a capacidade do
embrido continuar o desenvolvimento. Enquanto, stgio de blastocisto a apoptose
seria  mais facilmente tolerada, pois somente asilaséldanificadas ou com

anormalidades cromossdmicas seriam seletivameitenatlas sem comprometer a
viabilidade do embrido (DE LA FUENTE & KING, 1998).

No entanto é possivel que a apoptose tenha caegtnsivel. No estudo de
Dumontet al (2000) em que linfocitos T foram expostos a estporina, substancia
indutora de apoptose, foi relatada a capacidadeedersibilidade da ruptura da
membrana e condensac¢do da cromatina, que sdoecestieas tipicas da apoptose. Em
outro estudo (MIRANDAet al, 2009) foi induzida a apoptose em fibroblastos,
confirmada por deteccdo com Anexina e iodeto dpigdem, que foram usados como
doadores de nucleo para Transferéncia de NucleGétlda Somatica, resultando em
prenhez. Demonstrando que, em alguns casos é elossécuperar” fibroblastos
apoptéticos transferindo-os para odcitos, contudtvos fibroblastos nao tiveram a
mesma resposta, sugerindo a existéncia de um “pootprocesso apoptotico a partir

do qual este se torne irreversivel.

Especula-se que a apoptose poderia ser ou naeefeta célula através de
mecanismos dependentes da intensidade e duragésiidwlo do agente indutor, e da
sequéncia dos eventos de ativacdo da apoptose (HARAt al, 2001). Da mesma
forma, no presente estudo € possivel que nos eseshridtivadosn vitro a apoptose em
estagio inicial no quarto dia de cultivo, possactgater reversivel. Uma vez que nao foi
observada diferenca das taxas de blastocisto eleamimero total de células no sétimo

dia de cultivo, independente do uso da Dexametasona
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4.2. EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO

A uso de GCs tem sido indiretamente associado aragdo oocitaria
(AMSTERDAM & SASSON, 2002). Foi relatado, em peixesestimulo da maturacéo
final dos odcitos promovido pelo cortisol (SORENSENal, 2004). Contudo, no
presente estudo, a utilizacdo de Dexametasona gooacdo de 0,1pg/mL) na
maturacao nao afetou as taxas de clivagem e foordgdlastocisto, visto que nao foi
observada diferenca em relacdo ao grupo contraeolorando estudo de Carvalho
(2009) que também nao observou efeito sobre adexaaturacdo destes, no entanto,
observou influéncia positiva sobre a qualidade elobrides, medida em termos de
namero total de células ao utilizar Dexametasooaggntracao de 0,1pg/mL) durante a
maturacaoin vitro de odcitos bovinos. Em camundongos o uso de G@s (n
concentracdes de 1, 5, 10 e 20 pug/ml) também teueapou nenhuma influéncia na
maturacdo de CCOs (ANDERSEN, 2003).

No presente estudo a Dexametasona independent¢éapia em que foi
utilizada, Maturagéo e/ou Cultivim vitro, ndo afetou as taxas de desenvolvimento
embrionario, clivagem e blastocisto e nem a qudédambrionaria, medida em termos
de numero total de células, visto que néo foi olaskx diferenca (p>0,05) entre os
grupos experimentais (104 + 54, 84 + 32, 94 + 3Blet 32 nos grupos CTRL, DEX
MIV, DEX CIV e DEX M/C, respectivamente), diferindtp estudo de Carvalho (2009)
no qual embrides com maior nimero de células efatidas utilizando Dexametasona

na Maturacadn vitro.

Embora ndo tenha afetado as taxas de desenvoldnsmbrionario, a
Dexametasona parece ter influenciado a cinéticalekenvolvimento, visto que foi
observada menor ocorréncia (p<0,05) de BE nos grspplementados com a droga
(13,5, 13,6 e 18,9% nos grupos DEX MIV, DEX CIV &X M/C, respectivamente)
quando comparado ao grupo CTRL (26,5%). Corrobaran@studo de Merrist al.
(2007) no qual o uso de DEX (5 a 80 pg/mL) ndoocafeds clivagens iniciais de
embrides de camundongos, porém, a expansao e &idagm de eclosdo dos

blastocistos foram prejudicadas a partir de 10 jLg/m
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Ao mesmo tempo foi observada maior porcentagemldec® grupos DEX
CIV (45,4%) e DEX M/C (43,2%) comparado ao grupoae (26,4%). Embora com
menor porcentagem de embrides BE e predominio dei@s BL o numero total de
células néo foi reduzido nestes grupos, uma veoguanbrides em estagio de Bl e BL
nos grupos de DEX CIV e DEX M/C (70,4% e 51,3% di@ltde blastocistos obtidos,
respectivamente) tinham maior nimero de célulaadpaomparados aos embrides BL

dos demais grupos.
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5. CONCLUSOES

A suplementacdo de Dexametasona nas etapas dealyfiwe/ou Cultivan
vitro ndo melhorou a qualidade, medida em termos dendelsénento embrionario e

namero total de células, no sétimo dia de cultis embrides produzidas vitro.

No entanto, o uso de Dexametasona pode influereiacorréncia de
apoptose em embrides bovinos, no quarto dia déveuliependendo do namero de

células do embriao.

A acdo da Dexametasona sobre a apoptose variaotoamom a etapa de
cultivo em que é utilizada, visto que, foi verifigamaior e menor taxa de apoptose nos
grupos com Dexametasona na Maturacdo e Culiwdtro, respectivamente. Contudo,
nao houve diferenca das taxas de blastocisto, emdtotal de células entre os grupos,

levando a crer que a apoptose em seu estagiol ipaxla ser um processo reversivel.
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