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RESUMO

Esse estudo foi desenvolvido com os objetivos de avaliar a resposta de embrides
bovinos produzidos in vitro (PIV) a adicao de resveratrol (Resv) aos meios de recultivo
para embrides vitrificados (Experimento 1 - El) e Holding para embrides frescos
(Experimento 2 - E2) para verificar a manutencdo ou melhora na qualidade desses
embrides. No E1 embrides bovinos PIV vitrificados foram aquecidos e recultivados em
meio contendo 0,5 pM de resveratrol, avaliando-se as taxas de reexpansao, eclosao e
qualidade celular através da analise de TUNEL. No El, a taxa de eclosdo ap6s 24 horas
de recultivo foi superior (P < 0.05) no grupo Resv (37,7 vs 19,1%). Na taxa de embrides
de acordo com o estigio de desenvolvimento ndo apresentaram diferenca entre
tratamentos. Ainda no El, para os embrides PIV frescos o nimero total de células
(NTC) foi superior ao encontrado nos embrides vitrificados (131,6 vs 88,8 e 82,7%),
assim como o NCA (numero de células apoptdticas) foi menor (6,3 + 0,8) em relagdo
aos grupos controle e resveratrol (15,8 £ 1,2 ¢ 13,5 £ 1,0), que ndo diferiram entre si
nessas variaveis. Nao foi observada diferenga nas taxas de embrides degenerados e
emissdo de espécies reativas ao oxigénio (EROS) e glutationa (GSH). No E2 embrides
bovinos PIV frescos foram envasados em palhetas de 0,25mL com meio holding na
presenca (TR6 e TR10) ou auséncia (TH6 e TH10) de resveratrol e mantidos sobre
placa aquecedora a 36°C em diferentes tempos, seis e 10 horas, seguido do desenvase e
recultivo até 24 horas. As taxas de eclosdo as 24hs dos embrides tratados com
antioxidante tenderam a ser maior que no controle. As taxas de Bx TR10 foi superior
(51,2%) ao TR6 (30,8%) (P < 0,05), os demais estagios de desenvolvimento
apresentaram-se semelhantes. O NTC foi menor no TH10, assim como a MCI. O indice
de EROS foi superior no TH10 (23,4126 + 1,5661). Os valores de GSH do TR6
(95,2208) foram maiores que TH6 (30,7594) (P < 0,05), no TR10 a emissdo de GSH
(49,5330 + 6,5332) nao diferiu do grupo TH10 (47,2044) (P > 0,05).

Palavras-chave: Estresse oxidativo, fertilizacdo in vitro, glutationa, recultivo
reproducao, vitrificacao.
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ABSTRACT

This study was developed with the objective of evaluating the response of bovine
embryos produced in vitro (PIV) the addition of resveratrol (Resv) to recultivo to
embryos vitrified (Experiment 1-El1) and medium Holding for fresh embryos
(Experiment 2-E2) to check the maintenance or improvement in the quality of these
embryos. In E1 PIV vitrified bovine embryos were heated and recultivados in the
medium containing 0.5 pM of resveratrol, evaluating the re-expansion rates, hatching
and cell quality by analysis of TUNEL. In E1, the hatching rate of recultivo more than
24 hours after (P < 0.05) in the Resv Group (37,7 vs. 19,1%). The rate of embryos
according to the stage of development did not show difference between treatments.
Even in E1, for fresh embryos PIV the total number of cells (NTC) was superior to that
found in the vitrified embryos (131,6 vs 88,8 and 82,7%) , as well as the NCA (number
of apoptotic cells) was lower (6,3 + 0,8) compared with control groups and resveratrol
(15,8 £ 1.2 and 13,5 + 1,0), which did not differ among themselves in these variables.
No difference was observed in embryos degenerates and reactive oxygen species (ROS)
and Glutathione (GSH). In E2 bovine embryos were fresh bottled PIV in 0,25 ml straws
with a holding in the presence (TR6 and TR10) or absence (TH6 and TH10) of
resveratrol and kept on warming plate to 36° C in different times, six and 10 hours,
followed by the unloading spouts and recultivo until 24 hours. Hatching rates at 24
hours of embryos treated with antioxidant tended to be greater than in the control. Bx
TR10 rates was higher (51,2%) the TR6 (30,8%) (P < 0.05), the other stages of
development were similar, the NTC was lower in TH10. The index of EROS was
superior in TH10 (23,4126 £+ 1,5661). The values of the GSH TR6 (95,2208) were
larger than TH6 (30,7594) (P < 0.05), the TR10 issuing GSH (49,5330 + 6,5332) did
not differ from TH10 group (47,2044) (P > 0,05).

Key words: oxidative stress, in vitro fertilization, glutathione, recultivo reproduction,
Glutathione.



1 INTRODUCAO

O aumento da populacdo humana e da demanda por alimentos no mundo
tem servido de estimulo para os produtores buscarem alternativas para elevar a
producdo ao longo dos tempos. Com o intuito de aumentar o ganho genético dos
animais eles tém introduzido em seus plantéis biotécnicas reprodutivas visando a rapida
multiplicacdo desse material genético de interesse para a produgdo animal. Nesse
contexto, a industria de producdo de embrides in vitro (PIV) tem aumentado
consideravelmente em todo mundo, especialmente no Brasil.

No mercado de embrides PIV, o pais consolidou lideranga absoluta,
respondendo por mais de 85% do total mundial. O crescimento da atividade até 2007 foi
refletido ndo apenas no numero de embrides produzidos e transferidos, mas também no
numero de laboratorios em atividade no Brasil ¢ em suas filiais no exterior, no mercado
de insumos, servicos, treinamento e na demanda por pesquisa para melhoria dos
resultados da biotécnica'.

A PIV de embrides bovinos a partir de odcitos imaturos ¢ um procedimento
comum em pesquisas na area de transgenia, clonagem e vem sendo utilizada
comercialmente em programas de reproducao. Atualmente, o método in vitro superou a
superovulacdo e transferéncia de embrides e tornou-se a técnica de escolha na producao
de embrides', especialmente por ser mais utilizada em racas zebuinas, que em sua
maioria, como no caso do Nelore, fisiologicamente possui maior populacdo folicular,
maior recuperagdo de odcitos por aspiragdo e, consequentemente, maior producdo
embrionéria’.

Na producdo pecuadria a eficiéncia da aquisicdo de embrides com alto valor
genético depende, entre outros aspectos, do sucesso das técnicas de estocagem em
baixas temperaturas. Com isso a criopreservagdo tornou-se de fundamental importancia
no desenvolvimento do comércio internacional de embrides. A proposta dos
procedimentos de criopreservacdo ¢ minimizar os danos celulares e contribuir para que
ocorra maior regeneracao embrionaria apos o aquecimento3.

Virios fatores podem influenciar nos resultados da PIV de embrides, como
diferentes metodologias de maturacdo, cultivo, criopreservacdo e aquecimento. Sendo
que a adi¢@o de antioxidantes tem se apresentado como alternativa para melhorar esses

resultados. Pesquisas recentes mostraram que aditivos antioxidantes podem melhorar a
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resposta dos embrides as injurias causadas pela criopreservacdo, sendo que o resveratrol
tem sido apontado como opgao para favorecer a qualidade dos embrides, necessitando,
porém de estudos tanto em relacdo a sua adi¢@o aos meios de cultivo quanto pds cultivo
de embrides criopreservados suplementados com este metabolito®.

Pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de se aumentar a eficiéncia
do desenvolvimento de odcitos cultivados in vitro. O teste final para qualidade do
odcito ¢ a sua habilidade em ser fertilizado e se desenvolver até o estagio de blastocisto,
finalmente estabelecendo uma gestagio que resulte em um produto vivo’.

Apenas com o desenvolvimento de estudos que aumentem o conhecimento
sobre principios e técnicas criobiologicas, sera possivel a identificagdo de pontos
cruciais para o desenvolvimento de metodologias que provoquem menores injurias
causadas pelo processo de criopreservagdo, tornando-as totalmente reversiveis ou até
mesmo nulas ao desenvolvimento embrionario subsequente.

Esse estudo foi desenvolvido com base na hipotese de que a adigcdo de
resveratrol aos meios utilizados para embrides PIV criopreservados ou frescos durante a
manuten¢do pré inovulacdo melhora a qualidade dessas estruturas.

Os objetivos foram verificar o efeito da adi¢do do resveratrol ao meio de
recultivo de embrides PIV criopreservados e ao meio de manutencdo (holding) para
embrides PIV frescos, por meio da avaliagdo da qualidade morfoldgica, da producdo de

EROS e da quantidade de glutationa embrionaria.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Criopreservacio

O objetivo de se realizar o congelamento de embrides € preservar o
metabolismo celular em estado de quiescéncia para que, posteriormente, este possa ser
restabelecido apds um periodo de estocagem, continuando seu desenvolvimento normal.
Isso pode ser alcangado por meio do armazenamento em baixas temperaturas (-196°C),
procedimento que induz a parada da atividade enzimatica, do metabolismo ¢ da
respiracio celular, possibilitando a conservacio de células por algum tempo’. A
capacidade de criopreservagdo de embrides, sem perda critica de viabilidade, tem um
efeito profundo sobre o sucesso das técnicas de reproducdo assistida®.

Apesar do avango nas pesquisas, a criopreservagdo de embrides bovinos
PIV ainda encontra muitas limita¢des, em virtude das consequéncias sobre a expressao
génica desses embrides, ja4 alterada em decorréncia das condigdes de maturacdo
ovocitaria, fecundacdo e cultivo in vitro’. A criopreservacdo continua como um desafio
para a pesquisa, sendo que melhores resultados tem sido obtidos utilizando-se a
vitrificacdo dos embrides®, pois a formacao de cristais de gelo é totalmente eliminada. A
solidificacdo ¢ atingida pelo aumento extremo da viscosidade e ndo pela cristalizacao,
chegando diretamente a fase vitrea, permitindo a passagem pela zona critica de
temperatura de maneira rapida, o que impede o desenvolvimento de injlrias causadas
pelos cristais de gelo. Em contrapartida, nessa técnica a concentragdo de crioprotetor
utilizada, em torno de 40% da solugéo, traz efeitos toxicos, o que favorece a ocorréncia
de injurias causadas pela toxidade celular, embora a rapidez requerida durante o

processo reduza o tempo de exposico ao crioprotetor’.

2.2 Utilizaciao do Resveratrol

O wuso de aditivos tais como aqueles reguladores metabodlicos, ou
antioxidantes, t€m sido indicado para melhorar a resposta de embrides bovinos a
criopreservagio™®’. O resveratrol (3, 4°, 5-trihydroxystilbene) ¢ uma ocorréncia natural
da fitoalexina, um metabolito vegetal secundario produzido pela interagdo das plantas

com um micro-organismo encontrado nas raizes do Polygonum cuspidatum e Vitis
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vinifera, também presentes em vinhos tintos, amoras e framboesas. Sua acdo
antioxidante confere acdo protetora contra infec¢des fungica e bacteriana nessas
plantas4. Assim sendo, o resveratrol tem sido apresentado como alternativa a ser usado
para melhorar os indices na PIV de embrides criopreservados.

Sua adicdo aos diferentes meios de trabalho durante a produgdo de embrides
PIV melhora a qualidade dos embrides, favorecendo o desenvolvimento dos embrides
criopreservados durante o recultivo, elevando a taxa de sobrevivéncia e eclosdo apds a
vitrificacdo e descongelamento®.

O significado biologico do resveratrol tem sido estudado com frequéncia, no
entanto, os mecanismos subjacentes as fungdes bioldgicas do resveratrol ndo sdo
totalmente compreendidos. Alguns estudos tém indicado que resveratrol melhora a

10,11

fungdo mitocondrial ativando a enzima sirtuin-1 (SIRT1) ™ . Refor¢cando sua relagdo

12,13

na sintese de GSH, foi demonstrado em estudos que o resveratrol aumenta as

concentracoes intracelulares de GSH em odcitos.

2.3 Relacao estresse oxidativo - antioxidante

Durante a criopreservacdo os embrides estdo susceptiveis aos danos
oxidativos, sendo que embrides PIV sdo mais predispostos ao estresse oxidativo
induzido por fatores endogenos e exdgenos durante o cultivo'®. Este é um dos fatores
responsaveis pela baixa eficiéncia dos sistemas de PIV. O estresse oxidativo tem como
defini¢do o desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e os
agentes antioxidantes. Radicais livres do oxigénio, que diminuem consideravelmente a
viabilidade das células, formam-se durante a criopreservacido de tecidos'?, com isso
espermatozoides bovinos sdo susceptiveis as EROS, o que também pode resultar em
menores taxas de embrido'.

As EROS sdo metabolitos de oxigénio (O:), que em baixas concentracdes
desempenham papel importante nos processos fisioldogicos, no entanto em altas
concentragdes podem danificar moléculas e estruturas celulares acarretando efeitos
deletérios na fungio celular levando a apoptose®.

Agentes antioxidantes sdo capazes de destruir, eliminar ou suprimir a
formacao das EROS. Vérios antioxidantes ja foram utilizados na PIV de embrides com

- oA x . 89,16
0 objetivo de promover a melhor resisténcia dos embrides reduzindo as EROS™"™.
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Tanto a melatonina na fertilizagdo in vitro ° quanto o P-mercaptoetanol - BME8 nos
meios de cultivo e de criopreservacao ja foram utilizados com o objetivo de aumentar a
resisténcia dos embrides pela reducdo na producdo/quantidade de EROS. Porém, os
mecanismos capazes de desencadear esses efeitos ainda ndo estdo totalmente
elucidados.

O resveratrol utilizado durante a maturagdo de ovocitos suinos antes da
vitrificagdo reduziu a quantidade de células apoptoticas apos descongelamento e
mostrou efeito positivo no desenvolvimento embrionario''*. A suplementagio do meio
de maturagdo com resveratrol aumentou a taxa de fertilizagdo normal e o
desenvolvimento subsequente de embrides suinos, aumentando as quantidades de
glutationa nos odcitos*. Em bovinos, quando adicionado aos meios de cultivo elevou a
taxa de sobrevivéncia e eclosdo apo6s vitrificacdo e descongelamento6.

Um estudo mostrou que a quantidade de EROS é maior nos animais mais
velhos, mas a adicdo de resveratrol aumentou a quantidade de SIRT1 em odcitos e
melhorou o resultado da fertilizagao dos odcitos independente da idade das fémeas, sem
afetar a quantidade de EROS produzidas pelos odcitos'”.

A fecundacdo bem sucedida ¢ relacionada com a oscilagdo de calcio
provocada pela entrada do espermatozoide no odcito. A liberacdo do célcio pelo reticulo
endoplasmatico ocorre pela interacdo com as mitocOndrias, visto que a qualidade
mitocondrial afeta a homeostase do calcio®, devido a isso a quantidade e qualidade
mitocondrial sdo consideradas grandes marcadores de qualidade do odcito. Diante do
exposto'' pesquisadores formularam a hipdtese que o resveratrol afeta a fungdo
mitocondrial, que promove eventos fisiologicos responsaveis pela fertilizagdo bem
sucedida. Isso porque o resveratrol ¢ um ativador especifico de SIRTI, que age no
controle da fungdo mitocondrial'’.

Também tem sido demonstrado que o resveratrol aumenta a concentracdo
intracelular de GSH protegendo contra o estresse oxidativo'. Sob condi¢des ideais o
equilibrio entre EROS e antioxidantes ¢ mantido. No entanto, aumentando a geragdo de
EROS a capacidade antioxidante ¢ superada, levando a um desequilibrio do sistema. Ha
um conjunto de antioxidantes (enzimaticos e ndo enzimaticos) que modulam as
concentragdes de pro-oxidantes presentes na célula, sendo a GSH um desses agentes

, . 17 . 12
responsaveis por esse equilibrio .
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Uma diminuicdo dos niveis de GSH pode ter um efeito negativo sobre o
desenvolvimento embrionario subsequente. Como a GSH ¢é conhecida por desempenhar
um importante papel no sistema de defesa antioxidante das células, o enfraquecimento
dessas defesas pode causar aumento do estresse oxidativo, que tem efeitos nocivos
sobre o desenvolvimento do embrido'*. Sendo assim, estabelecer um sistema com altas
concentragcdes de GSH intracelular e baixos niveis EROS podem melhorar a viabilidade

de embrides.
2.4 Grupo das sirtuinas (SIRT1)

As sirtuinas s@o uma classe de enzimas que encontram-se num grande
espectro de organismos, desde as leveduras e bactérias aos humanos. Parecem estar
relacionadas com o envelhecimento e na regulacdo da transcrigdo, apoptose e resisténcia
ao estresse, como também na regulacdo de processos metabdlicos em situacdes de baixa
quantidade de calorias''. Além disso, a SIRT1 tem um papel no controle da fungdo
mitocondrial e o Resveratrol é um ativador especifico de SIRT1'".

Resultados obtidos em outros estudos fornecem novas provas sobre os
mecanismos pelos quais o resveratrol promove efeito antioxidante na maturagdo de
ovocitos bovinos e subsequente desenvolvimento embriondrio por meio da inducdo de
secrecdo de progesterona, provavelmente de maneira dependente da SIRT1". O
resveratrol interferiu promovendo aumento nos genes da sintese de progesterona, e
reduziu a expressao dos genes de producdo do estradiol. Estes resultados indicam que o
resveratrol pode promover a maturacdo de ovdcitos bovinos estimulando a secrecdo de

progesterona pelas células do camulus'.
2.5 Aquecimento e recultivo de embrides

Devido as alteracdes metabodlicas todos os embrides sofrem consideraveis
injurias morfoldgicas e funcionais durante a criopreservacdo, mas a extensao dos danos
assim como as diferencas na sobrevivéncia e desenvolvimento pds-criopreservacio
podem variar de acordo com diferentes fatores, tais como a espécie, o método de
congelamento, o tipo de embrido, o estagio de desenvolvimento, o ambiente de cultivo,

20 ~ 1, . .. TN
entre outros™. Fungdes fisioldgicas e atividades biologicas do resveratrol para fins
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terapéuticos tém sido bastante pesquisadas, no entanto, sdo limitadas as informacdes
isponiveis sobre os efeitos do resveratrol” principalmente no recultivo.

A viabilidade de embrides PIV criopreservados, medida pela sobrevivéncia

. . . . x : N 1)

no recultivo pos-aquecimento, ¢ menor que em embrides produzidos in vivo .
Estudos tem demonstrado que antioxidantes exdgenos aumentam a chance de embrides
para desenvolverem até blastocistos. Pesquisadores descobriram que embrides tratados
com B-ME no recultivo apresentam menor fragmentagdo de DNA®. Isto representa que o
uso de antioxidantes ¢é efetivo e extremamente benéfico quando se trata de recultivo de
embrides PIV. Com isso, a inclusdo de antioxidantes durante desenvolvimento do
embrido in vitro ndo é suficiente para manter a qualidade destes durante o periodo

critico do aquecimento ¢ recultivo, devendo haver uma fonte excedente de antioxidantes

, . .~ 8
exogenos durante o recultivo de embrides’.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local

O experimento foi realizado na Embrapa Cerrados - Centro de Transferéncia
de Tecnologias de Ragas Zebuinas com Aptidao Leiteira, localizado em Brasilia/DF em
parceria com o Setor de Reprodug¢do Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias, Campus Il Samambaia, situado na Rodovia Goiania -
Nova Veneza, Goidnia - Goias.

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo

Animal da Universidade Federal de Goias, sob protocolo n® 049/2015.

3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo

fatorial 2 x 2 no E1 e no E2 DIC em parcelas subdivididas no tempo (SPLIT-PLOT).

3.3 Producio in vitro dos embrioes

Para a produgdo in vitro de embrides os complexos cumulus oophorus
(CCOs) foram recuperados de ovarios provenientes de fémeas bovinas abatidas em
frigorifico com Sistema de Inspecdo Estadual (SIE), imediatamente apo6s abate e
evisceragdo os ovarios eram removidos e imersos em uma garrafa térmica, os quais
eram transportados até o Laboratorio Fertilizacdo in vitro, em solugdo fisiologica estéril
(NaCl 0,9%) em temperatura de 30-35 °C°. No laboratorio os ovérios foram transferidos
para uma nova solucao fisioldgica pré aquecida, e colocados em banho maria a 37°C.

Os foliculos ovarianos com didmetro de 2,0 - 8,0 mm foram aspirados com
auxilio de uma agulha hipodérmica (40 x 1,2mm, BD®), o liquido folicular foi
depositado em tubos Falcon 15ml (BD®) por 10°, para que ocorresse a decantagdo dos
ovocitos. Posteriormente o “pellet” formado no fundo conico foi recuperado com
auxilio de uma pipeta de Pasteur (CralPlast™) e transferidos para uma placa de Petri (90
x 15 mm, Cral®) mantida em placa aquecedora a 37°C, técnica adaptada®®. Com o

auxilio de uma micropipeta, a selecdo dos ovocitos foi realizada no proprio fluido
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folicular (FFC) previamente centrifugado por cinco minutos (Mini Spin, Eppendort® )
sendo a identificagdo dos CCOs conduzida sob lupa estereomicroscopica.

Escores de pontuagdo foram utilizados para avaliacdo da qualidade dos
ovocitos recuperados com base na aparéncia do citoplasma e densidade das células do
cumulus ao redor do ovocito™. Para tanto se utilizou lupa estereomicroscopica,
classificando-se os ovoécitos em: grau I (GI), mais de trés camadas compactas de células
do cumulus e citoplasma homogéneo; grau II (GII), duas camadas compactas de células
do cumulus com o citoplasma menos homogéneo em relagdo ao anterior; grau III (GIII),
camada irregular com poucas células do cumulus e citoplasma escuro; e degenerados
(DEG), auséncia ou expansao de células do cumulus, citoplasma escuro e irregular, de
acordo com a classificagdo da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides

(IETS).
3.4 Maturacgao in vitro

Os oocitos GI e GII foram transferidos para outra placa de Petri (90x60mm,
Cral®) onde foram lavados trés vezes em FEC e trés vezes em meio matura¢io (MIV) de
composi¢io TCM 199 com sais Earle e L-glutamina (Gibco®, Invitrogen Co, Grand
Island, NY, USA) suplementado com 10% soro fetal bovino (v/v), 0,2 mM piruvato, 5
mg/mL hormoénio luteinizante (Lutropin—V®, Bioniche Co., Belleville, ON, Canada), 1
mg/mL hormoénio foliculo estimulante (Folltropin®, Bioniche Co., Belleville, ON,
Canada), 75 pg/ml amicacina e ImM cistamina - Progest® Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

Apods a lavagem foram distribuidos em niimero de 25 a 30 odcitos por
microgota da placa de maturagdo, contendo 200 ul de meio de maturagdo por pogo, que
devidamente identificadas, eram mantidas por 22 — 24 horas em estufa de cultivo
(Thermo®) a 38 °C com atmosfera de 5% de CO, e umidade saturada®'.

Apo6s a maturagdo os CCOs foram lavados em uma gota de 100 pL. de meio
fecundacdo - FIV (TALP-FIV suplementado com 6 mg/mL BSA-livre de 4cido graxo,
0,2 mM piruvato, 30 pg/mL heparina, 20 uM penicilamina, 10 uM hipotaurina, 1 uM
epinefrina e 75 ug/ml amicacina - Progest®).

Os espermatozoides foram selecionados através da centrifugagdo (9000 G —
Smin) de s€émen descongelado de touros com comprovada capacidade de producdo

embrionria. O sémen foi submetido ao gradiente de 45 e 90% de Percoll (Progest”) *°.
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O sedimento formado foi lavado em 1mL de meio de capacitacdo - CAP, através de
nova centrifugacdo (9000 G- 5 min) (Tyrode's HEPES-buffered medium, suplementado
com 0,2 mM piruvato e 75 ug/ml amicacina - Progest®). O novo sedimento formado foi
ressuspendido em 100 pl de meio FIV, e utilizado para proceder a FIV, contendo uma
dose inseminante de 1 x 10° espermatozoides/ml. Os o6citos foram incubados com os
espermatozoides em gotas de 200 pul de meio FIV por 18-20 horas, em estufa de cultivo
a 38 °C com atmosfera de 5% de CO, e umidade saturada.

Apods a fecundagdo, as células do CCOs foram removidas através de
pipetagens sucessivas, lavados em trés gotas de 50 ul de meio de cultivo - CIV (SOFaa -
Holm, P, Schimidt, MH, Greve, T, Callesen 1999) suplementado com 2,7 mM mio-
inositol, 0,2 mM piruvato, 2,5% soro fetal bovino (v/v), 5 mg/mL BSA-livre de acido
graxo, 75 ug/ml amicacina — (Progest®) e transferidos para gotas de 200 pl de CIV,
onde os grupos de provaveis zigotos foram cultivados até D7 em estufa de cultivo nas
mesmas condi¢des da maturacgao.

As avaliagdes da clivagem foram realizadas no dia dois (D2), considerando
a fecundacdo como dia zero (D0) sendo a taxa de clivagem o nimero de estruturas
clivadas em relagdo a quantidade de odcitos viaveis. Ao final do periodo de cultivo (dia
sete - D7) foram determinadas as taxas de blastocisto, que consistia no numero de
blastocistos (blastocisto inicial - Bi, blastocisto - Bl, blastocisto expandido - Bx e

blastocisto eclodido - Be) também em relagdo ao numero de odcitos viaveis.

3.5 Vitrificacao

Depois de fertilizados e cultivados por sete dias, os embrides foram
submetidos ao procedimento de criopreservagio por vitrificagdo. Utilizaram-se somente
embrides classificados como GI e GII (melhor qualidade) com células homogéneas, boa
espessura da zona pelicida, auséncia de defeitos morfologicos ou extrusdes celulares e
mais de 50% da massa celular integra, de acordo com a classificagdo da IETS.

Os embrides foram retirados da placa de CIV e transferidos para uma placa
de Petri (90 x 15 mm, Cral®), contendo gotas uma gota de 70 puL de meio SM [HEPES
tamponado com TCM-199 [(GIBCO® BRL, Invitrogen Gibco”, Invitrogen Co, Grand
Island, NY, USA) Progest”] suplementado com 20% de soro fetal bovino e trés gotas de
meio de vitrificagdo SV1 [HEPES tamponado com TCM-199 (GIBCO® BRL,
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Invitrogen Co, Grand Island, NY, USA) suplementado com 20% de soro fetal bovino,
7,5% de etilenoglicol e 7,5% de dimetilsolfoxido - Progest”]. Os embrides foram
mantidos por 3 minutos (min) em SM com a primeira gota de SV1, através da unido
destas duas gotas. Apos este tempo, foi unida a segunda gota de SV1 e mantidos mais 3
min. Ao final deste processo, foram colocados na ultima gota de SV1 por 3 min. Em
seguida foram lavados trés vezes em gotas de 50 pL da solucdo de vitrificagdo SV2
(meio SM com 15% de etilenoglicol, 15% de DMSO e 0,5 molar de sacarose - Progest®,
Botucatu, Sdo Paulo, BR) no tempo de 45 a 90 segundos e depositados na porc¢do final
da haste de polipropileno de 0,7 mm de espessura (Vitri-Ingé® INGAMED, Maringa,
PR), conforme o protocolo descrito anteriormente, sendo retirada quase a totalidade do

. . ~ 9 .
meio em que estavam imersos os embrides’, Figura 1.
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FIGURA 1 - Esquema representativo do processo de vitrificagdo dos embrides.

As hastes foram mergulhadas em nitrogénio liquido e seus protetores
acoplados, posteriormente as hastes foram introduzidas em raques previamente
identificadas e armazenadas em botijoes criogénico. No momento determinado para o
aquecimento dos embrides, as hastes foram retiradas do nitrogénio liquido e tiveram sua
a por¢ao final imersa em uma gota de 200 pL de solu¢do de aquecimento DV1 (meio
SM suplementado com 1,0 M de sacarose - Progest®), até que os embrides saissem da
haste e logo transferidos para uma nova gota de 100 pL DV1 por 1 min. Em seguida, os
embrides foram transferidos para uma gota de 200 pL da solucdo DV2 (meio SM
suplementado com 0,5 molar de sacarose - Progest™) por trés min e, por fim, em duas
gotas de 100 pL de SM (Progest™) por cinco min cada, Figura 2. Todo o processo de

aquecimento foi realizado em placa aquecedora a 38 °C.
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FIGURA 2 - Esquema representativo do processo de aquecimento dos embrides vitrificados.

3.6 Recultivo dos embriées com e sem resveratrol - Experimento 1

Para o preparo do meio de recultivo na presenca de resveratrol,
primeiramente foi preparado uma solucao stock A na concentragdo 252,3652 mM, dessa
solugdo foi retirado a quantia de 0,25 pL e diluido em 12,615 pL de meio de CIV (Sol.
Stock), na concentracdo de 5 uM. A solug@o de recultivo com resveratrol foi preparada
em meio CIV na concentragio de 0,5 uM ¥, e o grupo controle com meio CIV padrio.
Desta solucdo foram feitas as gotas de 200 pL, de recultivo com resveratrol, sendo a
gota sem resveratrol preparada com meio de CIV padrdo. As placas de petri (60 x 15
mm, Cral®) foram preparadas previamente, e ao final do processo de aquecimento, os
embrides eram divididos uniformemente e transferidos para as gotas de 200 pL. de meio
de CIV com e sem o tratamento de resveratrol. Os embrides foram recultivados in vitro,
a temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% CO, e umidade saturada. As taxas de
sobrevivéncia pds aquecimento foram avaliados com base na reexpansdo da blastocele,
porcentagens de embrides que retomaram o desenvolvimento pos recultivo, bem como o
taxas de eclosdo as seis e 24 horas distintamente. As sondas para avaliagdo do estresse
oxidativo, EROS e GSH, foram realizadas com 25% de cada tratamento também as 24
horas. E o teste d¢ TUNEL para verificar a integridade dos embrides, foi realizado as
24hs, também foi realizado teste de TUNEL em embrides que ndo passaram pela
vitrificagdo com a finalidade de compara-los com os vitrificados. O processo foi

realizado em oito repetigdes.
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3.6.1 Analise estatistica experimento 1

As analises estatisticas foram realizadas por meio do pacote computacional
Sigma Plot 11.0 (Systat software Inc, EUA). As variaveis porcentagem de embrides
degenerados, estagio de desenvolvimento embrionario ¢ taxas de reexpansdo e eclosdo
entre os tratamentos foram comparadas pelos testes qui-quadrado e exato de Fischer
quando aplicavel. A média do nimero total de células (NTC), contagem de células
apoptoticas (NCA) por embrido foram comparadas entre os tratamentos pelo teste de
Kruskal-Wallis. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para analisar os niveis de EROS
e GSH entre os tratamentos. Os dados foram apresentados na forma de média (+ erro
padrdo da média) e porcentagem, e os resultados foram considerados significativos

quando P < 0,05.

3.7 Cultivo em palheta em meio Holding - Experimento 2

Para o experimento 2 os embrides foram produzidos seguindo a mesma
metodologia do experimento 1. Os embrides GI e GII obtidos em D7 no estagio de
blastocisto foram selecionados e colocados em meio de manutencdo TQC Holding Plus
(HDP) (Progest®) em dois tratamentos, com resveratrol na mesma concentracdo do
experimento um, 0,5 uM e sem o antioxidante. Logo foram envasados em palhetas de
0,25ml. Para o envase, apos o émbolo foi feita duas colunas meio HDP, seguida de uma
pequena bolha de ar. Na terceira coluna foram colocados grupos de cinco embrides
ainda em meio HDP, seguida por uma bolha de ar uma coluna de meio outra de ar,
terminando com o meio para vedar e fazer o vicuo®’.

As palhetas com os embrides foram deixadas em placa aquecedora a 36°C
em dois tratamentos, um que foi avaliado as seis horas e o outro as 10 horas de cultivo
na palheta em HDP. Esses embrides foram avaliados quanto as taxas de reexpansdo,
eclosdo e qualidade embrionaria. No tempo determinado conforme o tratamento os
embrides foram retirados das palhetas e recultivados em meio CIV até o tempo de 24
horas apds o envase, nesse periodo foi realizada mais uma avaliagdo do estagio e
qualidade embrionaria, sendo uma parcela reservada para analise de fluorescéncia. As
sondas para avaliacdo do estresse oxidativo, EROS e GSH, foram realizadas com 25%

dos embrides de cada tratamento. O teste de TUNEL foi realizado para verificar a
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integridade dos embrides as 24hs. O tratamento das 6 horas foi repetido seis vezes, € o

tratamento das 10 horas quatro repeticoes.

3.7.1 Analise estatistica experimento 2

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se os procedimentos do
pacote computacional Sigma Plot 11.0 (Systat software Inc, EUA). As variaveis
porcentagem de embrides degenerados, estdgio de desenvolvimento embrionario, e
taxas de reexpansdo e eclosdo entre os tratamentos foram comparadas pelos testes qui-
quadrado e exato de Fischer quando aplicavel. A média do numero total de células
(NTC), contagem de células apoptoticas (NCA) por embrido foram comparadas entre os
tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para
analisar os niveis de EROS e GSH entre os tratamentos. Os dados foram apresentados
na forma de média (+ erro padrdo da média) e porcentagem. A probabilidade de P <
0.05 indicaram que a diferenga foi significante, e valores entre P > 0.05 ¢ P < 0.1

apontaram tendéncia a significancia.

3.8 Avaliacio de estresse oxidativo

Para se determinar a quantificacdo de estresse oxidativo, para as avaliagdes
das EROS®™%, foi utilizada marcagdes com a sonda CM-H,DCFDA (C 400, molecular
probes). Para avaliagdo da quantificagdo de GSH a foi utilizada a sonda CellTracker
Blue CMF,HC: (C 12881, 4-chloromethyl-6,8-difluoro-7-hydroxycounmarin;
Molecular Probes). Tais avaliagdes foram realizadas conforme adaptagdes das
metodologias anteriormente descritas™'®°.

Os embrides foram colocados entre lamina e laminula e observados com
auxilio de um microscopio de fluorescéncia, de forma que as estruturas foram marcadas
e fotografadas para determinar, conforme a intensidade de fluorescéncia mensurada em
pixels, o indice de EROS e GSH. Cada pixel de intensidade de fluorescéncia foi
transformada para obter um medida quantitativa, utilizando o software de imagem-J
(NIH, Bethesda, MD, EUA) *°.

Os embrides foram lavados trés vezes em gotas de 50 uL. PBS/PVA sem as

sondas. As estruturas foram entdo incubadas em gotas de 100 pL (PBS/PVA com as
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sondas), sob 6leo mineral, durante 30 min em estufa. Apds o periodo foram lavadas
novamente em trés gotas de PBS/PVA e colocadas em ldmina laminula, utilizando
vaselina na laminula para manter formato esférico das estruturas. A avaliacdo foi
realizada em microscopio de fluorescéncia (Olympus® BX43 — Center Valey, PA,

USA). Para analise de EROS o filtro utilizado foi 460 nm e glutationa 370 nm.

3.9 Viabilidade embrionaria - Teste de TUNEL

Para verificar os niveis de apoptose dos embrides foi realizada a técnica de

9 Com

TUNEL adaptada da metodologia de estudos anteriormente realizados
amostras das estruturas de cada tratamento, os embrides foram lavados em PBS, da
solucdo 50 ml de PBS contendo 0,05g PVP e fixados em paraformaldeido a 3,7% por
1h. Os embrides foram entdo permeabilizados por 1h em 0,5% Triton X-100 ¢ 0,1% de
citrato de sodio diluido em PBS/PVP, sempre no final das fases os embrides foram
lavados em trés gotas de PBS-PVP deixando 2 minutos na ultima gota.

Os embrides foram entdo divididos em trés grupos: controle positivo,
controle negativo e amostra. O grupo positivo foi lavado em uma gota de solucdo
DNAse composta por Tris-HCI, MgCl,, Solu¢do DNase mae, colocados em solugdo
DNAse e mantidos por 1h em camara imida a 37°C.

O grupo negativo permaneceu em PBS/PVP a 37°C por 1 hora. Ao final
novamente foram lavados em trés gotas de PBS/PVP deixando dois minutos na ultima
gota. Posteriormente, foi incubado em solugdo marcadora mix (Solugdo kit-TUNEL
Vial 2) por 1 hora a 37°C, em camara umida. Em seguida todos os grupos de embrides
foram incubados em solu¢do Hoeschst 33342.

Para visualizagdo em microscopia de fluorescéncia, dos nucleos em
coloragdo verde (corante FITC), que sdo as células TUNEL positivas com DNA
fragmentado foi utilizado o filtro verde (450 nm). E para visualizagdo do nucleo com
coloracdo azul (corante Hoeschst 33342), que marca todo o material genético o filtro

utilizado foi o azul (365 nm).
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados experimento 1

Para os dois experimentos foram produzidos um total de 1008 embrides.
Destes, 400 foram utilizados no E1 e 213 no E2, o que resulta em uma taxa de
aproveitamento média de embrides de qualidade G1 e G2 de 60,81 %. A classificagdo
foi realizada em fun¢@o do estadio de desenvolvimento ¢ da qualidade morfologica dos
embrides, sendo os principais pardmetros considerados para avaliacdo da qualidade
formato, simetria, coloragdo, extrusdo celular e integridade da zona pelﬁcidaSl.

A Tabela 1 apresenta as taxa de reexpansdo e eclosdo dos embrides PIV do
experimento 1, que apos 24 horas de recultivo ndo apresentaram diferenga (P < 0.05)

entre o tratamento controle (TC) e o tratamento resveratrol (TR).

TABELA 1. Taxas de reexpansdo e eclosdo dos embrides produzidos in vitro apods a

vitrificagdo
Reexpansio (%) Eclosdo (%)
Tratamento 6 horas 24 horas 6 horas 24 horas
Controle 38.3 (41/107)* 56.6 (47/83)" 14.6 (6/41)* 19.1 (9/47)*

Resveratrol ~ 37.5 (45/120)* 51.9 (53/102)* 13.3 (6/45)* 37.7 (20/53)®

AB Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga (P < 0.05).

Na Tabela 2 estdo as porcentagens de embrides por estagio de
desenvolvimento, as 6 horas constatou-se que os grupos controle e resveratrol ndo
diferiram. Do mesmo modo na avaliagdo realizada as 24 horas os blastocistos ndo
apresentaram diferenca (P > 0,05) embora os valores de Bn e Be tenham sido quase o
dobro no TR comparado ao TC.

O NTC e NCA obtidas através do teste de TUNEL avaliado para embrides
frescos, vitrificados e recultivados em meio padrio, vitrificados e recultivados na

presenga do resveratrol encontram-se na Tabela 3.
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TABELA 2. Porcentagem de embrides de acordo com o estagio de desenvolvimento

Estagio de desenvolvimento (%)

6 horas 24 horas
Tratamento Bl Bx Bn Be Bl Bx Bn Be
70.0 243 1.8 3.7 53.0 36.1 3.6 7.2
Controle
(75/107) (26/107) (2/107) (4/107) (44/83) (30/83) (3/83) (6/83)
62.5 32.5 4.1 0.01 48.0 323 6.8 12.7
Resveratrol

(75/120) (39/120) (5/120) (1/120) (49/102) (33/102) (7/102) (13/102)

(blastocisto - Bl, blastocisto expandido - Bx, blastocisto em eclosdo - Bn, blastocisto eclodido -

Be) (P > 0,05)

A avaliacdo de TUNEL foi realizada com os embrides frescos em D7, com
o objetivo de demonstrar a qualidade dos embrides produzidos durante do experimento
com base na afericdo do NTC, visto que a qualidade embriondria ¢ um fator
determinante para a criotolerancia®, destes foram testados 25 embrides amostra das
rotinas, divididos em cinco repeti¢des.

Para embrides frescos o NTC foi superior (P < 0,05) aos vitrificados, que
apresentaram mais células apoptoticas. Nao houve diferenca para as variaveis NTC e

NCA entre o grupo controle e resveratrol (P > 0,05).

TABELA 3. Médias (= SEM) dos numeros totais de células (NTC) e nimero de células
apoptoticas (NCA) para embrides recultivados in vitro

Tratamento NTC CcvV NCA Ccv

Embrides frescos  131.6+£5.9" 23,20 63+08" 71,86
Controle 88.8+6.2° 3559 15.8+1.2° 41,39
Resveratrol 82.7+53% 3735 13.5£1.0° 45,62

AB Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

A Tabela 4 traz as taxas de embrides degenerados as seis ¢ 24 horas, sendo
que ndo foram observadas diferenga entre o TC e TR quanto a porcentagem de

degenerados (P > 0,05).
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TABELA 4. Porcentagem de embrides degenerados E1
Embrides degenerados (%)

Tratamento 6 horas 24 horas
Controle 46.5 (93/200) 58.5 (117/200)
Resveratrol 43.1 (91/211) 51.6 (109/211)
(P > 0,05)

Na Figura 3 constam os valores de intensidade luminosa em pixels, que
definem a quantidade de EROS e GSH emitida por embrido avaliado. No TR os valores
de EROS foram inferiores quando comparados aos tratamento controle. A quantidade de
glutationa apresentada no tratamento controle foi superior quando comparado ao grupo

tratado com a presenga do antioxidante resveratrol P > 0,05.
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FIGURA 3 - Niveis de GSH e ROS em embrides bovinos vitrificados/aquecidos expostos ou
ndo em resveratrol 0.5 uM por 24 horas apds aquecimento.

Na Figura 4 encontram-se imagens de embrides corados pelo teste de
TUNEL do El, que permite visualizar através do niimero de células a qualidade do
embrido, avaliagdes dindmicas como coloragdo para identificacdo de células apoptoticas
podem auxiliar na determinacdo do potencial real dos embrides.

As células coradas em azul representam o NTC do embrido, e as células
coradas em verde, representam as células com DNA fragmentado, ou seja, células em

processo de apoptose.
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FIGURA 4 - Imagens teste de TUNEL El, CIV+R indicam embrides tratados com
resveratrol no recultivo, E1 CONT embrides recultivados em meio CIV
padrdo. Células coradas em azul indicam o NTC e células coradas em
verde indicam NCA, imagem por microscopia de fluorescéncia (40X).

4.2 Resultados Experimento 2

A Tabela 5 apresenta os dados da taxa de reexpansdo e eclosio no
tratamento em holding seis e 10 horas (TH6 ¢ THI10) e também do tratamento
resveratrol seis e 10 horas (TR6 ¢ TR10). O desenvolvimento da blastocele determina o
aumento do didmetro embrionario, como consequéncia de sua expansdo ¢ devido a
elasticidade, a zona pelucida torna-se delgada o que aumenta a tensdo superficial,
culminando com o seu rompimento ¢ eclosdo da massa celular embrionaria. Sendo
denominado inicialmente de blastocisto em eclosdo e apds ser liberado da zona

pelucida, blastocisto eclodido 3
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A taxa de reexpansdo do TH6 e TR6 as 6 horas diferiu do TH10 e TR10 as
10h (P < 0,05) e no TR10 foi superior aos outros tratamentos (P < 0,05) o que também
ocorreu as 24h. Na taxa de eclosdo, as seis horas o TH6 e o TR6 ndo apresentaram
nenhum embrido eclodido, j& no TH10 e TR10 houve taxa de eclosdo porém sem
diferenga entre si. Avaliada as 24h nenhum tratamento apresentou significativamente

superior.

TABELA 5. Taxas de reexpansdo e eclosdo dos embrides frescos produzidos in vitro
envasados em meio holding

Reexpansao (%) Eclosdo (%)
Tratamento 6 horas 24 horas 6 horas 24 horas
Holding 6H 28.9 (20/69)*C  54.5 (30/55)" - (0/20) 43.3 (13/30)*"
Resveratrol 6H  23.3 (18/77)*  48.5 (33/68)" - (0/18) 48.4 (16/33)"
10 horas 24 horas 10 horas 24 horas

Holding 10H 43.2 (29/67)¢  62.0 (36/58)"  20.6 (6/29)* 25.0 (9/36)°7
Resveratrol 10H ~ 57.6 (30/52)®  80.4 (33/41)® 36.6 (11/30)*  27.2 (9/33)""

A8 Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
" Tendem a diferir para resveratrol 6H (P = 0.07)

O estagio de desenvolvimento dos embrides encontram-se na Tabela 6. No
TH6 e TR6, as taxas de Bl foram superiores TH10 e TR10, no entanto as taxas de Bx
foram superiores TH10 e TR10 (P < 0,05) para a primeira avaliagcdo, que ndo apresentou
em processo de eclosdo as 6h e sim as 10h. Na avaliacdo observada as 24h a taxa de Bl
no TR6 superou o TR10, mas esse tratamento apresentou maiores taxas de Bx que o
TR6. No entanto, os valores de Bn ¢ Be foram semelhantes entre todos os tratamentos.

Os dados obtidos do NTC e NCA estdo na Tabela 7. Foi observado que o
NTC do TH10 foi inferior (P < 0,05) aos demais tratamentos, que ndo diferiram entre si.

O NCA no TR10 foi superior aos TH6 ¢ TH10, mas foi semelhante ao TR6.
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TABELA 6. Porcentagem de embrides de acordo com o estagio de desenvolvimento

Estagio de desenvolvimento (%)

6 horas 24 horas
Tratamento BI Bx Bn Be BI Bx Bn Be
7824 21.7% - - 400" 3637 72% 163"
Holding 6H
(54/69) (15/69) (0/69) (0/69) (22/55) (20/55) (4/55) (9/55)
77.9%  22.0* - - 455%  308% 734 16.1°
Resveratrol 6H
©0/77) (17/77) (0/77) (0/77) (31/68) (21/68) (5/68) (11/68)
10 horas 24 horas

47.7°  432°  44% 44 327
(32/67) (29/67) (3/67) (3/67) (19/58)
36.5°  51.9° 570 57% 268°
(19/52) (27/52) (3/52) (3/52) (11/41)

Holding 10H

Resveratrol 10H

51.7° 3.4 12,08
(30/58) (2/58) (7/58)
512 24%  19.5%
(21/41) (1/41) (8/41)

(blastocisto - Bl, blastocisto expandido - Bx, blastocisto em eclosgo - Bn, blastocisto eclodido -
Be) E2. *® Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

TABELA 7. Médias (= SEM) do numero total de células (NTC), nimero de células

apoptoticas (NCA) para embrides PIV E2

Tratamento NTC Ccv NCA 6\
Holding 6H 120.1 £ 10.4"  44.45 15.0 + 1.4* 50,84
Holding 10H 82.4+6.0° 28.18 14.8 +1.44 37,2
Resveratrol 6H 129.1+£6.0%  27.41 158 1.1°% 4392
Resveratrol 10H 114.8+35%  11.92 19.0£1.4°" 29,64

A8 Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

" Tendem a diferir para Holding 6H (P = 0.08).

Na Tabela 8 consta a porcentagem de embrides degenerados obtidas no E2.

No TR10 ndo houveram embrides degenerados, o que de fato ocorreu no TR6 na

avaliagdo inicial, porém as 24h a porcentagem de deg ndo diferiu entre os tratamentos.

As seis horas de avaliagdo a taxa no TR6 apresentou diferenga (P < 0,05) comparada ao

TH10.
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TABELA 8. Porcentagem de embrides degenerados E2

Embrides degenerados (%)

Tratamentos 6 horas 24 horas
Holding 6H 2.8 271 22.5 (16/71)*
Resveratrol 6H 10.4 (9/86)* 20.9 (18/86)*
10 horas 24 horas
Holding 10H 1.4 (1/68)° 14.7 (10/68)*
Resveratrol 10H - (0/52) 21.1 (11/52)*

AB 1 etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P < 0,05).

A Figura 5 e Figura 6 apresenta imagens de embrides corados pelo teste de
TUNEL do TH6, TR6, TH10 e TR10. As células coradas em azul representam o NTC
do embrido, e as células coradas em verde, representam as células com DNA
fragmentado, ou seja, células em processo de apoptose. O TR6 na imagem apresenta
menor nimero de células em processo de apoptose em comparagdo com O grupo
controle. E na imagem referente ao TR10 o embrido apresenta maior numero total de

células comparado ao tratamento somente em meio Aolding.



FIGURA 5 - Imagens teste de TUNEL E2, H+R 6h indicam embrides tratados com
resveratrol no meio holding pelo periodo de 6h (40x). H 6h indica embrides
em meio holding padrdo envasados por 6h (20X). Células coradas em azul
indicam o NTC e células coradas em verde indicam NCA, imagem por
microscopia de fluorescéncia.
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FIGURA 6 - Imagens teste de TUNEL E2, H+R 10h indicam embrides tratados com
resveratrol no meio holding pelo periodo de 10hs. H 10h indica embrides
em meio holding padrdo envasados por 10h. Células coradas em azul
indicam o NTC e células coradas em verde indicam NCA, imagem por
microscopia de fluorescéncia (40X).

A Tabela 9 traz os valores de intensidade luminosa em pixels, que se refere
aos indices de EROS e GSH. O TR6 e TR10 néo diferiram quanto as EROS, mas TH10
obteve o maior quantidade de EROS em relacdo aos outros tratamentos. Quanto a
analise de GSH o TR6 foi superior (P < 0,05) aos demais, também houve diferenca

entre TR10 que apresentou maiores taxas de GSH que o TH6 (P < 0,05).
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TABELA 9. Médias (+ SEM) do indice de espécies reativas ao oxigénio (EROS) e
glutationa (GSH) emitida pelos embrides E2

Tratamento EROS (pixels) GSH (pixels)

Holding 6H 13.3367 + 4.4104* 30.7594 + 11.6158%
Resveratrol 6H 14.4490 + 1.6570" 95.2208 + 12.4652°
Holding 10H 23.4126 + 1.5661° 47.2044 + 8.3257B
Resveratrol 10H 11.7738 £ 0.8221% 49.5330 + 6.5332°

AB Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 Discussiao Experimento 1

Neste estudo foi realizada a técnica de producao in vitro de embrides, com o
foco principal nos processos de vitrificacdo e aquecimento, com o objetivo de testar a
hipotese de melhorar ou manter a qualidade dos embrides apos a criopreservagao
através da adicao do antioxidante resveratrol ao meio de recultivo.

A taxa de reexpansdo da blastocele em varios estudos™**'® demonstrou ser
um bom marcador morfoldgico para selecdo de bons embrides. Nesse estudo a variavel
taxa de reexpansdo as seis ¢ 24 horas no TC vs TR ndo mostrou diferenga (P > 0,05),
porém, autores’* avaliaram a velocidade de reexpansdo da blastocele pos descongelagio
de embrides humanos criopreservados e obtiveram taxas de reexpansao de 48 e 50% em
blastocistos humanos congelados nos dias 5 e 6, valores um pouco maiores dos
encontrados nesse estudo. Os autores relacionaram a rapida reexpansao da blastocele,
apos duas a quatro horas do inicio do cultivo embrionario in vitro, com maiores taxas de
implantacdo e gestacdo, quando comparadas com reexpansdo que ndo ocorre de forma
tdo rapida, obtendo trés gestagdes estabelecidas a partir de 42 transferéncias de 63
blastocistos sem reexpansdo da blastocele.

Avaliando as taxas de eclosdo dos embriGes vitrificados, as 24 horas esse
estudo apresentou diferenca (P < 0.05) entre o grupo controle e o grupo resveratrol. Os
embrides que tiveram o antioxidante adicionado ao meio de recultivo eclodiram sob
maiores taxas, o que pode configurar resultado do incremento promovido pelo
resveratrol que resultou em retorno ao desenvolvimento mais rapido em comparagdo aos
embrides nio tratados. Pesquisadores® que as 48h obtiveram (58,9%) de eclosdo no
grupo tratado com resveratrol a 0,5uM no meio de cultivo, também tiveram resultado
superior ao grupo controle (30,9%) e encontraram taxa superior de sobrevivéncia e
eclosdo apos vitrificagdo e descongelamento.

Os resultados obtidos neste estudo apresentaram que o efeito benéfico do
resveratrol quando adicionado ao meio de recultivo ficou mais evidente apds maior
tempo de exposicao ao antioxidante, ja que as seis horas a taxa de expansao e eclosdo
ndo apresentou diferenca entre tratamentos, mas sim as 24h de recultivo. Essa conclusio
¢ positiva, visto que a taxa de eclosdo tem sido apontada® como um importante fator

indicador de qualidade dos embrides.
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Foi evidenciado nesse estudo, maiores porcentagens de blastocistos em processo
de eclosdo e eclodidos no TR, quando avaliados as 24 horas, mas a estatistica ndo
apresentou diferenca, e possivelmente se houvesse maior numero de embrides essa
diferenga seria significativa. Maiores porcentagens de embrides com desenvolvimento
mais adiantado, evidencia o sincronismo de reexpansao da blastocele apos a vitrificacdo
e cultivo pds-aquecimento, que estd associada com a capacidade do embrido para
restaurar lesdes de vitrificacdo o que ¢ um confidvel marcador da capacidade de
desenvolvimento de embrides vitrificados'®.

Em contraste com embrides frescos, os embrides PIV criopreservados
sofrem maiores danos celulares, com isso apresentam numero de células geralmente
menores”'. Este fato pode ser comprovado no E1 onde foi verificado maior NTC nos
embrides nao vitrificados, assim como menores taxas de células apoptoticas comparado
com TC e TR, isso afirma a qualidade dos embrides usados no experimento, que quando
frescos apresentaram viabilidade superior aos PIV criopreservados>'**%. No grupo TR as
variaveis NTC e NCA nao apresentaram diferenca quando comparado ao TC, com isso
pode-se observar que tanto o grupo controle como o grupo resveratrol foram de
qualidade inferior somente comparado aos embrides frescos.

A apoptose ¢ um processo normal na pré implantagdo de embrides para
eliminar células anormais, porém a alta incidéncia de apoptose ¢ correlacionado com
morfologia anormal e consequentemente degeneragio do embrido®. Os dados obtidos de
porcentagem de embrides degenerados foram semelhantes para o tratamento controle e
o adicionado de resveratrol.

Em trabalho anterior’' realizado com embrides PIV de bovinos,
apresentaram que uma redu¢@o no NTC poderia explicar porque a sobrevivéncia in vitro
pos-criopreservacdo afeta a viabilidade do embrido apds a transferéncia para as
receptoras, sendo que o resveratrol ja teve resultados® de melhora na criotolerancia de
embrides depois de sua adigao.

O cultivo in vitro de embrides de mamiferos, especialmente apds a
vitrificagdo, produz mais radicais livres que oprimem a capacidade antioxidante dos
embrides’. Os valores de emissdo de EROS encontradas neste trabalho no TR foram
semelhantes ao grupo controle, e a quantidade de GSH emitida pelos embrides ndo
apresentou neste caso uma superioridade que pudesse ser significativa. Apesar desses

89,11

encontrados resultados a literatura apresenta que o resveratrol exerce capacidade de
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reduzir as EROS. Diferentemente do encontrado ja foi relatado que o contetido de GSH
diminui acentuadamente apos criopreservagio em bovinos® e embrides suinos FIV',
confirmando que o estresse oxidativo ocorre também durante o processo de congelacdo
e descongelacdo. Um dos efeitos do resveratrol ¢ para manter a qualidade celular e
protegé-las contra as lesdes oxidativas, em estudos que realizaram a suplementacgdo de
resveratrol durante a MIV verificaram que houve melhora na competéncia de
desenvolvimento de odcitos, aumento nos niveis de GSH e diminuicdo dos teores EROS
em odcitos suinos e bovinos™*'*!®

Considerando que o processo de criopreservagdo promove acumulo de
EROS e tornam embrides criopreservados ainda mais receptivos a seus efeitos
deletérios, embora os resultados ndo expressaram diferenga, um agente antioxidante
parece desempenhar um papel importante na capacidade de embrides PIV para restaurar
suas funcdes metabolicas apos aquecimento'®.

Apos a criopreservagdo, os embrides tornam-se mais sensiveis, resultando em
maiores taxas de peroxidacdo lipidica, lesdo de membrana e destruicdo estrutural. Por
isso, medidas que possam reduzir as EROS durante o periodo critico do cultivo pods-
aquecimento pode garantir maiores taxas de sobrevivéncia de embrides PIV vitrificados
e aquecidos. Estudos sugerem que embrides criopreservados ¢ aquecidos devem ser
recultivados por 3 a 16 horas, de modo a facilitar a recuperacdo deles antes da
transferéncia®>~°.

Assim como o resveratrol, varios antioxidantes tém sido estudados na PIV
de embrides, como o B-ME com resultados positivos no meio de cultivo, vitrificagdo e
aquecimento de bovinos®, a melatonina, com bons resultados quando adicionada ao
meio de recultivo apds aquecimento em embrides de ovinos'® e também produziu
efeitos positivos em embrides de ratos’. Esses mesmos metabdlitos promoveram os
niveis de EROS reduzidos em outros estudos’’, confirmando a ideia que antioxidantes
sdo uma alternativa positiva para incrementar os indices de PIV de embrides,
principalmente criopreservados.

Neste estudo foi possivel evidenciar que a inclusdo de antioxidantes durante
desenvolvimento do embrido in vitro ndo ¢ suficiente para manter a qualidade durante o
periodo critico do aquecimento e recultivo, devendo haver uma fonte excedente de

antioxidantes exdgenos durante o recultivo de embrides.
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5.2 Discussio Experimento 2

Neste estudo foi observado se o resveratrol melhora a qualidade de embrides
PIV na manuten¢ao pré inovulagdo dessas estruturas. Os resultados da taxa de expansdo
foram superiores (P < 0,05) no grupo TR10 comparado com o TR6 na primeira
avaliacdo, o que foi confirmado na segunda avaliag@o, as 24 horas, quando o TR10 foi
superior (P < 0,05) aos demais, demonstrando nesse caso que o maior tempo de
exposicdo ao antioxidante resultou em desenvolvimento mais rapido do embrido, o que
segundo a literatura é um indicio de maiores taxas de gestagdo™".

A taxa de eclosdao no TR6 e TH6 ndo foi evidenciada, pois nesse periodo
ainda ndo haviam embrides em processo de eclosdo, porém no grupo das 10h houve
eclosdo mas sem diferenca entre o TR10 e o TH10. As 24h os grupos TR6 ¢ TH6 foram
semelhantes, assim como o TR10 e TH10, comparando os dois tratamentos que usaram
antioxidante, também ndo foram observadas diferenca. Corroborando com nossos
resultados, pesquisadores29 também obtiveram maiores taxas de expansdo no grupo
tratado com resveratrol no meio de maturacdo, comparado com o grupo controle. Em
outro estudo anteriormente realizado, em que foi adicionado resv no meio de cultivo
também observaram maior taxa de expansdo no grupo tratado com 0,5uM de
resveratrol®, esses resultados sdo indicios que o resveratrol é capaz de preparar o
embrido, proporcionando melhores respostas nas variaveis estudadas.

Avaliando o estagio de desenvolvimento dos embrides, o TR6 e TH6 na
primeira avaliacdo, apresentaram igualmente maior parte de seus embrides em estagio
BL ja no TR10 e TH10 a maior parte dos embrides estavam na fase Bx (P < 0,05), mas
sem diferenca entre si. Na avaliagdo as 24 horas, o TR6 ¢ o TH6, ainda apresentavam
maior parte dos embrides, mas em taxas menores, em fase de Bl, e no TR10 ¢ TH10 a
maior parte dos embrides ja se encontrava expandidos, nestes casos ndo foi observado
efeito dos grupos na presenca do antioxidante em relagdo aos grupos controle, mas
analisando o tempo de cultivo no resveratrol, observou-se o TR10 foi superior ao TR6.

Com esses resultados contatou-se que os embrides tratados com resveratrol
por periodo mais longo desenvolveram-se mais rapidamente, possivelmente pelo
incremento do resveratrol na qualidade do embrido. De acordo com estudos em que o
antioxidante tem sido apresentado como alternativa a ser usado para melhorar os indices

na PIV de embrides* sua adicdo aos diferentes meios de trabalho tém elevado a taxa de
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sobrevivéncia e eclosdo®**’. Estudo anterior encontrou que apesar de um aumento no
numero de embrides transferiveis obtido com 0,25 e 0,5uM de resveratrol no meio de
cultivo em relagdo ao grupo controle (66,5 ¢ 70,1 vs 61,6%), nenhuma melhoria foi
observada em rendimentos de blastocistos bovinos, bem como no percentual de
desenvolvimento rapido de blastocistos’.

A capacidade de blastocistos bovinos para se recuperar apos procedimentos
de criopreservacao e descongelamento ¢ frequentemente avaliada usando a reexpansdo
durante o recultivo in vitro®. Porém, embrides PIV que serdo transferidos a fresco
também passam por um periodo de cultivo utilizando meios de manutengdo, no caso
deste estudo o /olding, durante transporte do laboratorio até a unidade de transferéncia.

O numero de células apoptoticas foi semelhante entre os tratamentos com
holding e o TR6, mas o TR10 foi ndo diferiu do TR6 e apresentou tendéncia a diferenga
para TH6 em P = 0,08. Nesse contexto, os tratamentos com adi¢do de resveratrol foram
semelhantes, no entanto apresentaram maior numero total de células, indicador de
qualidade do embrido que o TH10 (129,1 e 114,8 vs 82,4). Esses resultados ¢ um forte
indicador que o resveratrol teve acdo positiva na qualidade dos embrides frescos,
levando a ideia que o antioxidante pode ser utilizado com o objetivo de manutencao da
qualidade do embrido na pré¢ inovulagdo. Corroborando com esse resultado, dois estudos
publicados anteriormente foram encontrados, onde um'! obteve 81,9 + 3,4 de NTC para
o tratamento resv e 66,0 + 3,0 para o grupo controle, ¢ outro" encontrou a média de
NTC também superior ao grupo na auséncia de resveratrol, ambos utilizando o
antioxidante na fase de maturacéo.

A porcentagem de embrides degenerados encontrada neste estudo foi
semelhante no TR6 e TH6 e apresentou diferenga nos tratamentos utilizando resveratrol,
TR6 (10,4%) e TR10 (0%) as seis horas de avaliagdo, porém as 24h as porcentagens
foram semelhantes em todos os tratamentos. Durante a producdo dos embrides para este
experimento, a estacdo das secas ja se iniciava, e ¢ sabido que este periodo de transi¢do
¢ critico para produgdo de odcitos de qualidade. Em estudo realizado® durante as
estacdes verdo e inverno, observaram maior recuperagdo de ovocitos GIII durante o
inverno, fato ocorrido neste experimento e que pode ter contribuido para que os
embrides resv e controle obtivessem as mesmas taxas de degenerados.

O estresse oxidativo surge sempre que o equilibrio entre antioxidantes e pro-

oxidantes ¢ perturbado. A geracdo de pro-oxidantes, como espécies reativas de oxigénio
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¢ um fendmeno invariavel na producdo in vivo, e € possivel que o estresse oxidativo
também exerca influéncia no desenvolvimento do odcito in vitro, e consequentemente
nas taxas de prenhez'>. Foi observado que o grupo tratado com resveratrol por seis
horas, ndo apresentou diferenga ao TH6 quanto os niveis de EROS, porém a quantidade
de GSH foi muito superior aos demais grupos. No tratamento utilizando o resveratrol
por dez horas, a taxa de EROS foi inferior ao TH10 e semelhante ao TR6. A presenca
de GSH no TR10 foi menor que o TR6, que pode ser um indicio que a sintese de GSH
foi induzida pelo resveratrol nas primeiras horas e logo comecgou a agir, provavelmente
devido a atividade antioxidante da GSH intracelular, por isso os valores de EROS foram
menores no TR10 vs TH10.

Em estudo com resveratrol em oocito de suinos’, apresentaram um
significativo aumento nos valores de GSH intracelular, assim como a presenca de EROS
diminuiram significativamente. Também encontraram maiores taxas de formagdo de
blastocisto e numero total de células (62,1% e 49,1 vs 48,8% e 41,4, respectivamente)
em comparagao com 0 grupo controle, sem resveratrol.

A adigdo de resveratrol em outro estudo'’ aumentou o nivel de SIRT1 em
odcitos bovinos e melhorou o resultado da fertilizagdo de grupos de animais velhos e
jovens testados, mas ndo afetou o nivel de EROS. No meio de maturagdo in vitro
melhorou a taxa de fertilizacdo de oocitos suino também obteve reducdo nos niveis
intracelulares de EROS e aumento no nivel GSH, que contribuiram para melhoria
subsequente do desenvolvimento embrionario®, confirmando os efeitos benéficos do

resveratrol na formagdo de blastocistos de qualidade.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, estes resultados demonstraram que a suplementacdo do meio
de recultivo para embrides bovinos vitrificados com resveratrol melhorou a taxa de
eclosdo dos embrides, porém sem afetar as taxas de blastocisto, nimero de células e
porcentagem de embrides degenerados em embrides vitrificados. Para embrides PIV
que ndo passaram pela criopreservagdo, a adigdo de resveratrol no meio de manutengdo
por dez horas melhorou a reexpansdo dos embrides, assim como a taxa de blastocisto
expandido, concluindo-se ainda que a presenca de glutationa aumentou em embrides
tratados com resveratrol, sendo necessarios mais estudos do efeito do Resveratrol para

embrides PIV frescos e vitrificados pos aquecimento.
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