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Resumo

Foi avaliada a criotoler&ncia de odcitos e embrides bovinos maturados com adicéo de liquido folicular
(LF) e/ou B-mercaptoetanol (BM). Apos vitrificagdo, os odcitos foram maturados em: TCM-199
(controle); BM (24h TCM-199+100uM BM); LF (6h em LF+18h TCM-199) e LF+BM (6h LF+18h
TCM-199+100uM BM). Néo houve diferenca (p>0,05) nas taxas de blastocistos dos tratamentos
TCM (6,4%), BM (4,0%) e LF (3,4%). A eclosdo e densidade celular dos embri6es eclodidos ndo
diferiram (p>0,05) nos tratamentos. No Experimento 2 blastocistos expandidos (Bx) obtidos em D7
ou D8 foram vitrificados, avaliando-se sua reexpansdo e eclosdo. A reexpansdo foi semelhante
(p>0,05), sendo observado comportamento distinto na eclosdo entre Bx D7 e D8. Nos Bx D7 houve
maior eclosdo no controle (TCM-54,2%) em relacdo ao BM (40,32%) e LF+BM (33,89%). Os Bx
D8 apresentaram menor eclosdo no controle (TCM) em relacdo aos Bx D7. Nos tratamentos BM, LF
e LF+BM a ecloséo foi semelhante para Bx D7 ou D8. A maturagéo com adic¢do de LF e/ou BM né&o
melhora a criotolerancia de odcitos imaturos e embrides PIV. Blastocistos expandidos precoces (D7)
sd80 mais criotolerantes e apresentam um comportamento distinto a adi¢do de LF e BM, em relagéo
aos tardios (D8).

Palavras-chave: aditivos; criotolerancia; embrido PIV; maturacéo; vitrificag&o.

Abstract
Cryotolerance of bovine oocytes and embryos maturated with addition of follicular fluid (LF) and B-
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mercaptoethanol (BM) was evaluated. After vitrification, oocytes were maturated in: TCM-199
(control); BM (24h TCM-199+100uM BM); LF (6h in LF+18h TCM-199), and LF+BM (6h LF+18h
TCM-199+100uM BM). There was not difference (p>0.05) in blastocysts rate in TCM (6.4%), BM
(4.0%) and LF (3.4%) treatments. The hatching rates and cell density of hatched embryos did not
differ (p>0.05) among treatments. In Experiment 2, hatched blastocysts (Bx) obtained in D7 or D8
were vitrified and evaluated according to its expanding and hatching rates. The expanding rate was
similar (p>0.05), being observed a distinct pathway in hatching rate in D7 and D8 Bx. Higher hatching
rate was observed in D7 Bx from control (TCM-54.2%) compared to BM (40.32%) and LF+BM
(33.89%) treatments. The D8 Bx showed lower hatching rate in control (TCM-199) compared with
D7 Bx. In BM, LF and LF+BM treatments, the hatching rate was similar for D7 or D8 embryos.
Maturation with addition of LF and/or BM does not increase the oocyte or IVVP embryo cryotolerance.
Expanded blastocysts (D7) have higher cryotolerance and show a distinct pathway when added with
LF or BM, in comparison with D8 embryos.
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Introducéo

A criopreservacdo de odcitos e embrides de mamiferos € uma etapa importante na reproducéo
assistida humana e animal. Nos ultimos anos, avancos importantes foram obtidos na metodologia de
criopreservacao de odcitos e embrides bovinos produzidos in vitro (PIV), como o nascimento de
produtos derivados de odcitos vitrificados®) e maior taxa de embrides provenientes de odcitos bovinos
vitrificados com elevadas taxas de resfriamento e reaquecimento®®. No entanto, os resultados da
criopreservacao ainda sdo pobres, possivelmente pelas diferencas decorrentes da producdo in vitro
em relacdo a producéo in vivo.

A qualidade dos odcitos é um fator determinante para o desenvolvimento embrionario. Além disso,
as condicOes de cultivo podem influenciar a producdo, a qualidade e a criotolerancia dos embrides
produzidos in vitro® ©). A falta de sincronia entre a maturac&o citoplasmatica e nuclear dos o6citos é
apontada como uma causa importante da baixa viabilidade dos embrides resultantes”) que,
consequentemente, sdo menos criotolerantes. Durante a selegdo dos odcitos, apds a aspiracdo
folicular, é dificil identificar o6citos com maior ou menor competéncia, pois, in vitro, a maturagdo
nuclear ocorre de uma forma assincrona em relagio a maturago citoplasmatica®.

In vivo, o liquido folicular (LF) é sintetizado pelas células que compdem a parede do foliculo, sendo
composto por inUmeras sustancias que atuam como fonte nutricional, dando suporte ao
desenvolvimento do odcito®. O LF apresenta um importante papel no processo de maturagio
oocitaria, blogueando de forma variavel a maturacéo nuclear antes da ovulagdo. A adigdo de liquido
folicular nos meios de maturagdo in vitro tem sido proposta por varios autores®?, procurando
adequar o ambiente in vitro e proporcionar adequada competéncia oocitaria e criotolerancia.

Outro fator que interfere na qualidade dos o6citos e embrides é o estresse oxidativo**®), Odcitos e
embrides produzidos in vitro acumulam radicais livres em excesso, especialmente as espécies reativas
de oxigénio (EROs), originadas dos processos oxidativos fisioldgicos. Esses radicais livres produzem
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alteragOes estruturais e funcionais nas células danificando as mitocéndrias, diminuindo a quantidade
de adenosina trifosfato (ATP), alterando a quantidade de ions célcio durante a fertilizac&o e induzindo
a apoptose celular® 1), Em condic@es fisiologicas, os 06citos e embrides sdo protegidos dos EROs
por sequestradores de oxigénios do liquido folicular e fluido do oviduto. Porém, no cultivo in vitro,
hd um aumento na concentracdo das EROs em relacdo a de antioxidantes. Isso ocorre devido a
excessiva concentracdo atmosférica de oxigénio, a excessiva manipulacdo, aos processos de
crescimento, diferenciagdo e divisdo celular e & caréncia de sistemas antioxidantes naturais 16 17),
Para que 0s processos metabdlicos dependentes de EROs ocorram adequadamente e a fisiologia
celular seja mantida, € necessario um equilibrio entre a formacao e a remocdo das mesmas. Os meios
utilizados na PIV ndo possuem um sistema antioxidante ajustado a necessidade dessas estruturas,
possibilitando que odcitos e embriGes PIV sofram estresse oxidativo com a consequente reducédo de
sua qualidade e sobrevivéncia®®.

Nos gametas o sistema antioxidante mais abundante é realizado pela enzima glutationa (GSH). Ha
um aumento na concentracdo de GSH intracelular quando os odcitos progridem do estagio de vesicula
germinativa para o de metafase 119, A GSH também participa da descondensacio do material
genético do espermatozoide, em paralelo a ativacdo do odcito, e na transformacdo do espermatozdide
em pro-nicleo masculino®. Assim, o aumento da sintese de GSH nos odcitos em maturagio pode
melhorar sua qualidade e o desenvolvimento embrionario. Contudo, a sintese de GSH é dependente
da disponibilidade de cisteina no meio extracelular®® 2) que, em sua maior parte, é encontrada na
forma oxidada, a cistinal®?. Como 0s 06citos ndo possuem transportadores para cistina, a sintese de
GSH ¢é limitada & assimilacéo deste peptideo pelas células do cumulus®®. Como forma de contornar
esta situagdo, componentes do tiol, como o B-mercaptoetanol (BM) tém sido utilizados para manter a
cisteina em sua forma reduzida, através de uma troca sulfidril-disulfito, permitindo o aumento na
sintese de GSH®0:22.29),

Assim sendo, acBes que possibilitem o equilibrio entre a formacg&o e a remocao das EROs, bem como
uma melhor sincronia entre os processos de maturagdo nuclear e citoplasmatica nos odcitos, podem
resultar em estruturas de melhor qualidade e criotolerantes.

Este estudo avaliou se a adicdo de LF e/ou B-mercaptoetanol no meio de maturagdo in vitro
influenciaria no desenvolvimento/qualidade do odcito (criopreservado ou ndo), o que pode refletir
em producédo de embrides de melhor qualidade.

Material e Métodos

Exceto quando indicado, todos os produtos utilizados nos experimentos foram provenientes do
laboratdrio Sigma-Aldrich Quimica Ltda. (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, USA).

Ovaérios bovinos obtidos em abatedouros foram mantidos a 25 - 35 °C, em solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS) adicionada de penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (0,05 mg/mL), durante o
transporte ao laboratério. O tempo entre coleta dos ovarios e processamento teve duragdo de 2 a 8
horas. Os complexos cumuli oécitos (CCOs) foram aspirados de foliculos de 2 a 8 mm de diametro
para o interior de um tubo cénico (15 mL), através de um scalp 19 G ligado a uma linha de vacuo
com pressao de aspiracdo correspondente a obtencdo de um fluxo de 20 mL/minuto. Apos dez
minutos de espera, o sedimento dos tubos foi passado para uma placa de Petri (90 x 15 mm) para a
busca dos CCOs. Depois de recuperados, os CCOs foram selecionados no proprio liquido folicular
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centrifugado. A busca e selecdo foram realizadas sob lupa estéreo-microscopica, sendo utilizados
apenas odcitos com citoplasma homogéneo e totalmente envoltos por células do cumulus oophorus
compactas. No Experimento 1, os CCOs selecionados foram vitrificados e, ap6s o reaquecimento,
foram distribuidos aleatoriamente entre os quatro tratamentos de maturacdo. No Experimento 2, a
distribuicéo entre os tratamentos foi realizada logo apos a selecdo do CCOs.

Foram conduzidos dois experimentos sendo: Experimento 1: vitrificacdo de odcitos imaturos;
Experimento 2: vitrificacdo de blastocistos expandidos dos dias 7 (D7) e 8 (D8) de cultivo, apenas 0s
de qualidade excelente ou boa.

Nos dois experimentos, os odcitos foram aleatoriamente alocados em um dos quatro tratamentos de
maturacdo descritos a seguir: Tratamento TCM: 24 h de maturacdo em TCM-199 (controle);
Tratamento BM: 24 h de maturagdo em TCM-199 + 100 uM BM; Tratamento LF: 6 h em LF seguidas
de 18 h de maturagdo em TCM-199; Tratamento LF+BM: 6 h em LF seguidas de 18 h de maturacéo
em TCM-199 + BM. Cada experimento constou de dez repeticdes.

Logo apds a selecdo (Experimento 2) ou vitrificacdo e reaquecimento (Experimento 1), os CCOs
foram divididos aleatoriamente em grupos de 25 (Experimento 1) ou 30 (Experimento 2) e
submetidos aos diferentes tratamentos.

Os CCOs dos Experimentos 1 e 2 foram transferidos para a estufa de cultivo em placas Nunc de
quatro pogos (Nunclon™, Nunc S/A, Roskilde, Denmark; Cat.176740) contendo 400 L de meio de
maturacdo TCM-199 - sais de Earle adicionado de 26,2 mM de NaHCO3, 25 mM de HEPES, 0,2
mM de piruvato de soédio com 0,01 Ul de FSH/mL (Folltropin - Bioniche, Canada), 0,5 ug/mL de LH
(Lutropin - Bioniche, Canada) e 10% de soro de égua em estro (SEE), suplementado ou ndo de BM.
Os CCOs correspondentes aos tratamentos LF e LF+BM foram colocados em tubos conicos de 1,5
mL contendo 1 mL de LF centrifugado ?¥, mantidos a temperatura de 30 °C em banho maria, por 6
horas, quando, entdo, foram transferidos para estufa de cultivo em placas Nunc de quatro pocos, nas
mesmas condic6es dos tratamentos TCM e BM.

A maturagdo em estufa de cultivo (Haeraeus Instruments GmbH, Alemanha) foi realizada por 24 h
(TCM e BM) ou 18 h (LF e LF+BM) a temperatura de 39 °C, em atmosfera de 5% de CO2 e umidade
saturada.

Os espermatozdides, de um Unico touro bos-taurus, foram selecionados pela técnica de migracéo
ascendente (swim-up) em meio TALP-Sperm suplementado com 6 mg/mL de albumina sérica bovina
(BSA), mantidos a 39 °C, em banho-maria. Apés 1 hora de migracdo ascendente, o sobrenadante foi
centrifugado por 5 minutos e o pellet aspirado e diluido para obtencéo de uma dose inseminante de 1
a 1,5 x 10° espermatozoides/mL.

Apdbs a maturagdo, os CCOs foram depositados em 400 pL de meio TALP-Fert, em placas Nunc de
quatro pocos, com adicdo de 30 pg/mL de heparina, 30 pg/mL de penicilinamina, 15 pM de
hipotaurina e 1 uM de epinefrina. Os CCOs foram co-cultivados com os espermatozoides por 18-22
horas (D0), em estufa de cultivo a 39 °C em atmosfera de 5% de CO e umidade saturada. Apds a
fecundacdo (D1), os provaveis zigotos foram submetidos a agitagdo mecanicaem meio TCM-HEPES,
por 1 minuto, para remocéo das células do cumulus.

Imediatamente apos o desnudamento, os provaveis zigotos foram cultivados em 400 uL de meio
SOFaaci suplementado com 6 mg/mL de BSA, sob 6leo mineral, em placas de quatro pogos. As
placas foram mantidas em bolsa impermeavel a gases (Bag-system?®), com uma mistura gasosa
contendo 90% de N2, 5% de O, e 5% de CO; desde o inicio do cultivo (Experimento 1) ou apés a
avaliacdo da clivagem (D2; Experimento 2) em estufa a 39 °C, 5% CO2 e méxima umidade relativa.
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Os CCOs foram vitrificados em micropipetas de vidro estiradas com didmetro interno de
aproximadamente 0,35 mm, em grupos de 3 a 5 estruturas. As solucbes de vitrificacdo e
reaquecimento foram preparadas a partir de TCM-199, tamponado com HEPES e adicionado de 10%
de SEE.

Logo apos a puncao e selecdo, os CCOs a serem vitrificados foram expostos por 30 segundos a uma
solucéo de equilibrio com 10% Etilenoglicol (EG) + 10% Dimetil sulfoxido (DMSO), seguido de 20
segundos de exposicao na solucéo de vitrificacdo com 20% EG +20% DMSO + 0,5 M sacarose. Apds
0 envase, as micropipetas foram submersas em nitrogénio liquido, sendo mantidas por
aproximadamente 30 minutos até o reaquecimento. O reaquecimento foi realizado através da
exposicdo ao ar por dois a trés segundos e imersdo em solugdes decrescentes de sacarose 0,30M e
0,15M, a temperatura de 35 °C. Ap0s cinco minutos em cada solucdo, foram depositados em TCM-
HEPES com 10% de SEE.

Apds o reaquecimento, 25 CCOs foram transferidos para cada um dos quatro tratamentos descritos.
Os tubos de 1,5 mL com LF contendo os tratamentos LF e LF+BM foram mantidos por seis horas a
30 °C, quando os CCOs passaram para 0 meio de maturacdo (TCM-199) com incubacdo em estufa de
cultivo por 18 h. Um grupo controle ndo vitrificado foi mantido em LF até o final da vitrificacdo e
submetido aos mesmos procedimentos de producdo in vitro dos tratamentos vitrificados. Com sete,
oito e nove dias de cultivo, foram avaliadas as taxas de clivagem, blastocistos e eclosdo,
respectivamente. Os blastocistos eclodidos, em cada tratamento, separados por grau de qualidade
morfoldgica e dia de eclosdo, foram fixados em alcool etilico 99% para avaliacdo da qualidade através
da contagem celular pela coloracdo de bisbenzimida.

Apbs alcancarem o estadio de blastocisto expandido (D7 e D8), os embrides de qualidade boa ou
excelente de cada tratamento foram vitrificados. Durante todo o processo, os embrides foram
mantidos separados de acordo com seu tratamento inicial.

A vitrificacdo foi realizada através da exposi¢do por 1 minuto a solugdo de equilibrio composta de
10% EG + 10% Propilenoglicol (PROP), seguida de 25 segundos de exposicdo a solucdo de
vitrificacdo composta de 20% EG + 20% PROP. Em cada micropipeta de vidro foram envasados, em
média, 3 embrides.

O reaquecimento foi realizado pela exposicao ao ar por dois a trés segundos e imersdo em solucdes
decrescentes de sacarose 0,30M e 0,15M (cinco minutos cada), em temperatura de 35 °C. Apés 0
reaquecimento, os embrides foram colocados em cultivo complementar para avaliagdo de sua
capacidade de reexpansao e eclosdo in vitro, sendo considerados viaveis 0s que atingiram o estadio
de blastocisto eclodido (Be).

Os embrides eclodidos de cada tratamento foram subjetivamente classificados, de acordo com sua
morfologia em G1 (excelente), G2 (bom) ou G3 (ruim), e fixados em alcool etilico 99% para
determinacdo da contagem de células pela coloragéo de bisbenzimida, conforme pré estabelecido em
trabalho de WERLICH et al.®,

No Experimento 1, a taxa de clivagem foi realizada no D7, junto a avaliagéo da taxa de blastocistos.
No Experimento 2, a taxa de clivagem foi determinada apds 24 horas de cultivo (D2).

Ao final do periodo de cultivo (D7), foi determinada a taxa de desenvolvimento embrionario nos 4
tratamentos de cada um dos experimentos. Uma segunda avaliagéo foi realizada no oitavo dia de
cultivo. Para o calculo da taxa de blastocisto, considerou-se desde o estadio de blastocisto inicial (Bi)
no Experimento 1, e blastocisto (Bl) no Experimento 2, sempre em relagdo ao nimero de estruturas
inicialmente cultivadas.
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No Experimento 2, a taxa de reexpansdo e eclosdo foi avaliada ap6s o reaquecimento dos embrides
durante um periodo de até 5 dias.

Os blastocistos eclodidos de cada tratamento foram separados por dia de ecloséo e classificacdo
morfologica e corados para quantificar o nimero de células. Para a contagem celular, apos fixacdo
em alcool etilico 99% por no minimo 12 horas, 0os embrides permaneceram por 10 minutos em
10mg/mL de bisbenzimida (Hoechst 33342), em HEPES + 10% SEE, abrigados da luz. Em seguida,
em uma gota de glicerol (10uL) montada entre lamina e laminula, foram visualizados sob luz UV
em microscoépio invertido de epifluorescéncia para a identificagdo e contagem dos ndcleos celulares.
As taxas de clivagem e blastocistos foram submetidas & comparagio pelo teste x> (pacote estatistico
Minitab®, State College, EUA) ou Fisher (planilha Excel, Microsoft®), com nivel de significancia
de 5%. Os valores da contagem celular foram submetidos a analise de variancia e comparagédo de
médias pelo teste Tuckey (pacote estatistico Minitab®, State College, EUA).

Resultados e discussao

Os protocolos de vitrificacdo tiveram significativos avang¢os nos Ultimos anos; entretanto, os baixos
resultados de sobrevivéncia embrionaria ainda nédo viabilizaram a aplicacdo comercial desta técnica.
Neste estudo, foram empregados um antioxidante (BM) e também o LF como aditivos para melhorar
as condigdes de maturacdo embrionaria. A adicdo de BM no meio de maturacdo de odcitos
vitrificados/reaquecidos melhorou a taxa de clivagem quando comparado ao meio contendo somente
LF (54% [108/200] vs 35% [71/203], respectivamente). O tratamento BM, ainda apresentou taxas
superiores as obtidas pela associacdo LF+BM (41,1% [81/197]). Os resultados demonstraram um
efeito negativo do liquido folicular na maturacdo dos odcitos imaturos que foram
vitrificados/reaquecidos. Quando comparado ao controle vitrificado (Grupo TCM), a inclusdo do BM
ndo influenciou as taxas de clivagem (Tabela 1).

Tabela 1: Taxas de clivagem, blastocisto e eclosiio de embrides obtidos de odcitos vitrificados e
maturados por 24 h em TCM-199 (TCM); 24 h em TCM-199 + 100 pM BM (BM); expostos por 6
h em liquido folicular + 18 h em TCM-199 (LF), ou expostos por 6 h em liquido folicular + 18 h em
TCM-199 + 100 uM BM (LF+BM), bem como de odcitos controle nio-vitrificados e maturados em
TCM-199 (CONTROLE)

Taxa de Taxa de blastocisto Taxa de
Tratamento Cultivados clivagem D7 D7+D8+D9 Eclosio
% (n) % (n) % (n) % (n)
TCM
(Controle vitrificado) 202 50,5 (102)be 3,5 (7 6,4 (13)P 46,1 (6)*
BM 200 54,0 (108)* 2,5 (5) 4,0 (8)b 37,5 (3)*
LF 203 35,0 (71)4 2,0 (4P 3,4 (7 28.6 (2)®
LF+BM 197 41,1 (81) o° 0* -
CONTROLE 223 83,0 (185)® 34,1 (76 35,4 (79) 43 (34)*

&% 541 etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).
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O desenvolvimento embrionario dos o6citos criopreservados foi similar no grupo BM e LF, ndo
diferindo do grupo controle vitrificado (TCM). Porém, na comparacao entre os grupos vitrificados e
n&o vitrificados, observa-se que a taxa de desenvolvimento e producéo de embribes foi muito inferior
nos grupos vitrificados, demonstrando os efeitos deletérios da criopreservacdo na estrutura dos
gametas (Tabela 1).

A associacdo LF+BM apresentou efeitos negativos consideraveis, impedindo que qualquer estrutura
atingisse o estdgio de blastocisto. A inclusdo do LF nos meios de cultivo in vitro € antiga e
controversa. Alguns autores demonstraram que o tamanho do foliculo e o estadio do ciclo estral
influenciam a capacidade inibidora do LF na maturacdo nuclear. Ayoub e Hunter®® observaram
maior inibicdo com LF de foliculos pequenos e médios (2-9 mm), obtidos durante o estro, com
reducdo do efeito inibidor fora deste periodo. J& foliculos maiores, podem estimular ao invés de inibir
a maturac&o nuclear®”. Nos dois experimentos deste estudo, o LF foi obtido de um pool dos foliculos
puncionados de ovarios obtidos em abatedouro e, portanto, sem controle da fase estral das fémeas
doadoras, 0 que pode ter contribuido para o efeito adverso observado. Adicionalmente, é ainda
possivel que tenha ocorrido a exposicdo dos odcitos a fatores deletérios provenientes de foliculos
atrésicos, ou mesmo de maior diametro, ja que durante a puncdo ndo era possivel aferir de forma
precisa o tamanho folicular. Outra caracteristica relevante é a relacdo inversa entre a faixa etéaria e a
concentracdo das enzimas envolvidas na desintoxicacdo de EROs, como a glutationa transferase,
observada em humanos®® e bovinos®®. Como geralmente n&o se conhece a idade das vacas utilizadas
nos distintos experimentos, é possivel que este seja um importante fator responsavel pelos resultados
controversos em diferentes estudos sobre a composicéo e o efeito da utilizacdo do LF durante a MIV.
Essas caracteristicas ndo foram consideradas neste estudo, ja que se buscou uma forma prética de
obter o LF que possibilitasse 0 emprego imediato na producao in vitro de embrides. Isso determinou
que os proprios foliculos puncionados na obtencdo dos odcitos fossem a fonte do LF.

A baixa qualidade de odcitos e embrides PIV é um importante fator que interfere na criotolerancia.
O estresse oxidativo, que se caracteriza pelo desequilibrio entre a formacéao de radicais livres e a sua
remocdo, tem sido implicado na baixa qualidade embrionaria. No Experimento 2 avaliou-se a
influencia do BM, LF, bem como a sua associagdo LF+BM no meio de maturacéo in vitro e posterior
desenvolvimento embrionario (Figura 1). As taxas de clivagem foram semelhantes entre o tratamento
BM (73,9% [380/514]) e o grupo TCM (controle - 77,5% [397/512]). Ndo houve diferenca entre a
taxa de clivagem dos tratamentos BM e LF (71,0% [352/496]). Porém o acréscimo de LF diminuiu
as taxas de clivagem quando os resultados sdo comparados ao grupo TCM (controle). Ainda, o
tratamento LF+BM apresentou 60,3% (313/519) de clivagem, significativamente inferior aos demais
tratamentos (P<0,05, ver Figura 1).

Na avaliagdo em D7, a maior taxa de blastocisto foi observada no tratamento TCM (28,3% - 145/512),
sendo semelhante a do tratamento LF (24,2% - 120/496). A taxa de blastocistos dos tratamentos LF
e BM (22,4% - 115/514) n&o apresentaram diferencas estatisticas. J& a menor taxa de blastocistos foi
observada no tratamento LF+BM (18,1% - 94/519).

Os experimentos conduzidos ndo apontaram melhora nas taxas de clivagem, blastocisto ou eclosdo
dos grupos tratados com BM em relagcdo ao grupo controle. No Experimento 2, no qual os odcitos
foram simplesmente cultivados apds a exposi¢cdo em BM na maturagéo, houve inclusive uma reducdo
na taxa de blastocistos. O uso de BM durante o cultivo in vitro ndo afetou a taxa de clivagem em
relacdo ao controle (80,2% vs. 81,1%), porém afetou negativamente o desenvolvimento até o estadio
de blastocisto (28,0% vs. 43,8%). BAI et al.®% também n&o observaram melhora no desenvolvimento
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de odcitos de fémeas ovinas pré-puberes, suplementados com BM e cisteina durante a maturacéo.
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Figura 1: Taxas de clivagem e blastocisto obtidas de odcitos maturados por 24 h em TCM-199
(TCM); 24 h em TCM-199 + 100 pM BM (BM); expostos por & h em liquido folicular + 18 h em
TCM-199 (LF), ou expostos por 6 h em liquido folicular + 18 h em TCM-199 + 100 pM BM

(LF+BM) (P<0,05).

Todavia, estes resultados sdo distintos dos observados por outros autores, que suplementaram com
compostos de tiol na maturacdo de odcitos e verificaram melhora nas taxas de desenvolvimento
embrionario®® 23 3 Entretanto, as taxas de clivagem (73,9%) e blastocistos (22,4%) obtidas no
grupo tratado com BM neste estudo s&o semelhantes aos 71,1% e 23,8% obtidas por De Matos e
Furnus®® nos grupos tratados com BM. J4 as taxas de clivagem e blastocistos do grupo controle
(61,8% e 15,7%, respectivamente) observada pelos autores citados foram inferiores ao controle deste
trabalho (77,5% e 28,3%, respectivamente). Esses dados podem sugerir que o efeito positivo do BM
no meio de maturagdo ocorre quando as condigfes de produgdo sdo menos adequadas e, assim,
proporcionem maior ocorréncia de estresse oxidativo. Cabe ainda considerar que, embora nocivos as
estruturas celulares, os EROs atuam como mensageiros intracelulares durante o crescimento e
diferenciagdo celular, bem como durante o processo de fecundacio®. E possivel que o efeito
benéfico do BM na defesa de odcitos e embrides contra os EROs tenha sido mascarado por alteracfes
nas sinalizacOes fisiologicas das quais esses radicais participam. Entretanto, novos estudos sé@o
necessarios para comprovar esta hipotese. A literatura descreve que a adigdo de cisteamina ao meio,
mesmo ndo mostrando efeito positivo na maturacdo, pode melhorar a competéncia e a criotolerancia
embrionaria®?; contudo, nas condicBes deste estudo, o emprego de BM, além de ndo melhorar a
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viabilidade de o6citos imaturos apos a vitrificagdo (Tabela 1), ainda reduziu a taxa de eclosdo dos
embribes vitrificados em relacdo ao grupo sem BM (Tabela 2). Com relacdo a criotolerancia,
aparentemente, o BM ¢é mais benéfico se adicionado no cultivo, logo ap6s o processo de
criopreservacdo. Nedambale et al.® demonstraram aumento na sobrevivéncia, eclosdo e no nimero
de células de blastocistos bovinos, com a adicdo de BM no meio de cultivo apos a vitrificagdo, o que
também foi observado por GUPTA et al.®). E possivel que o estresse produzido pelo processo de
vitrificacdo, sobre os blastocistos, seja prevenido pela subsequente adi¢do de BM.

Tabela 2: Reexpansfio e eclosio de blastocistos expandidos obtidos no dia 7 (D7) ou no dia 8 (D8)
de cultivo e vitrificados/reaquecidos. Og embrifes foram produzidos em TCM (24h em TCM-199);
BM (24h em TCM-199 +100pM BM); LF (6h em liquido folicular + 18h em TCM-199), e LF+BM
(6h em liquido folicular + 18h em TCM-199 + 100pM BM)

Tratamento Reexpansio %o Eclosiio %
D7 DS D7 D8
TCM 72,22 (52/72) 1 55,55 (15/27)= 54,2 (39/72) A 37,0 (10/27) 2B
BM 69,23 (45/65) 2 74,19 (23/31)* 35,38 (23/65) A 29,03 (9/31) ¥4
LF 67,74 (42/62)2 62,06 (18/29)2 40,32 (25/62) /A 31,03 (9/29)*A
LF +BM 57,62 (34/59)2 70,96 (22/31)® 33,89 (20/59) A 22,58 (7/31)¥A

aP[ etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa.
4 BT etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P=0,03).

O tratamento composto pela associacdo de LF e BM, produziu resultados inesperados e extremamente
nocivos aos odcitos. No Experimento 1, impediu o desenvolvimento de blastocistos, apds a
vitrificacdo dos odcitos (Tabela 1). De forma semelhante, houve significativa reducdo da viabilidade
dos odcitos submetidos a0 mesmo tratamento no Experimento 2, determinando reducéo das taxas de
clivagem e blastocistos (Figura 1). Entretanto, os embrides produzidos nos diferentes tratamentos
apresentaram idéntica sobrevivéncia apds a criopreservacdo, demonstrada por semelhantes taxas de
reexpansdo (Tabela 2). Todavia, foi observado um comportamento distinto entre os blastocistos
obtidos em D7 ou D8 de cultivo. Nos blastocistos obtidos em D7, observou-se maior taxa de eclosao
apos a criopreservacdao no tratamento controle (TCM — 54,2%) em relacdo aos tratamentos BM
(40,32%) e LF+BM (33,89%). Ja nos blastocistos obtidos em D8 e vitrificados, observou-se menor
taxa de eclosdo do grupo controle (TCM) quando comparados com os blastocistos D7 (Tabela 2). Ja
para os tratamentos BM, LF e LF+BM né&o houve diferenca nas taxas de ecloséo entre os blastocistos
D7 e D8. Esses dados reforcam o possivel efeito positivo do BM no meio de maturacdo quando as
estruturas sdo de baixa qualidade e mais sujeitas ao estresse oxidativo. Devido a isso, esses embrides
tém menor potencial de desenvolvimento, como é o caso dos blastocistos mais tardios obtidos em D8.
Como demonstrado na Tabela 3, o nimero de células embrionarias foi semelhante em todos os
tratamentos, evidenciando que os embrides, embora em menor quantidade, apresentam viabilidade in
vitro similar.

Os embrides produzidos a partir de odcitos vitrificados, neste estudo, apresentaram desenvolvimento
mais lento, com 83 a 100% das eclosbes ocorrendo apés o dia 9 de cultivo, diferente do
comportamento dos embrides ndo vitrificados, em que apenas 38,2% das eclosdes foram verificadas
apos D9. Esse comportamento deve ser considerado, tanto na avaliagao in vitro quanto na avaliacdo
in vivo, ap6s transferéncia. Os parametros de viabilidade obtidos nos dois experimentos sé&o
semelhantes aos observados em estudos prévios e na rotina de PIV de embrifes conduzidos em nosso
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laboratério. A limitacdo préatica para o uso de LF podera ser contornada pela identificacdo e adi¢éo
de substancias presentes no LF que naturalmente participem do blogueio meidtico ou promovam a
maturagdo citoplasmatica.

Tabela 3: Numero médio de células e erro padrio de blastocistos eclodidos apods vitrificacio
(Experimento 2), em funcio do grau de qualidade (G1, G2 ou G3) e dos diferentes tratamentos de

maturagio

Tratamento Grau 1 Gran 2 Grau 3 Total
TCM 123,9+£15.4 [6] 111,3£16,9 [5] 102,4+£15.4 [6] 112,592 [17]
BM 152,29+14 .3 [7] 133,1£14,3 [7] 94.94+15.4 [6] 126,8+8.5 [20]
LF 169,81+13,4 [8] 119,7£15.4 [6] 91,14£19,0 [4] 126,9+£9.3 [18]
LF+BM 171,93+£14,3 [7] 120,5£18,9 [4] 112,0+26,7 [3] 134,8+£12 [13]

[n] = nimero de estruturas coradas.

Conclusdes

A exposi¢do ao LF por um periodo de 6 h na pré-maturacéo, com ou sem a adicdo de BM no meio de
maturacdo, ndo melhora as taxas de desenvolvimento nem a qualidade de embrifes produzidos a
partir de odcitos imaturos vitrificados. De forma semelhante, esses tratamentos ndo melhoram o
desenvolvimento e a criotolerancia de embrides PIV, produzidos a partir de odcitos frescos.

A vitrificacdo de o0citos determina um retardo na eclosdo dos embrides, com nimero significativo
de estruturas eclodindo tardiamente, em contraste com odcitos néo vitrificados.

Com base nas taxas de ecloséo, blastocistos mais precoces (D7) tem maior criotolerancia em relacao
aos mais tardios (D8).

A adicdo de BM ou LF + BM apresenta efeitos distintos com blastocistos D7 vitrificados, em que
induz a reducdo da ecloséo, porém ndo interfere na ecloséo de blastocistos D8 vitrificados.
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