FLAVIO GUISELLI LOPES

DIFERENTES SOLUCOES DE MANIPULACAO NA VIABILIDADE DE
EMBRIOES DE CAMUNDONGAS E NA TAXA DE GESTAGAO DE
RECEPTORAS DE EMBRIAO BOVINO

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduagdgo em Medicina

Veterinaria, para obtencédo do titulo de Doctor
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2009



Ficha catalografica preparada pela Seciio de Catalogacio e
Classificaciio da Biblioteca Central da UFV

T

Lopes, Flavio Guiselli, 1978-
L864d Diferentes solugdes de mampulagio na viabilidade de
2009 embribes de camundongas e na taxa de gestacgdo de

receptoras de embrido bovino. — Vigosa, MG, 2009.
xi, 121f : 1 ; 29cm.

Orientador: Eduardo Paulino da Costa.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Bovino - Reproducio. 2. Reprodugiio animal.
3. Transferéncia de embrides. 4. Embriologia - Cultura
e meios de cultura. 5. Biologia do desenvolvimento.
6. Camundongo. I. Universidade Federal de Vigosa.
1. Titulo.

CDD 22.ed. 636.089




FLAVIO GUISELLI LOPES

DIFERENTES SOLUGOES DE MANIPULAGAO NA VIABILIDADE DE
EMBRIOES DE CAMUNDONGAS E NA TAXA DE GESTACAO DE
RECEPTORAS DE EMBRIAO BOVINO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduagédo em Medicina Veterinaria,
para obtencdo do titulo de Doctor

Scientiae.
APROVADA: 30 de maio de 2009.
7~
Prof. Tarcizio-Antonio Rego de Paula Prof. Laércio dos Anjos Benjamin
(Co-orientador)
~Hou Taario Fon ;
\ﬁvo’f. Alan Maia Borges Dr. Claudio José Borela Espeschit

Prof. Eduardo Paulino da Costa
(Orientador)




.. “nada resiste ao trabalho, ndo existe muito
esse negocio de talento, o que existe mesmo é

dedicagao, esfor¢o e suor”...

Nuno Cobra



A Deus por tornar tudo possivel e iluminar meus
caminhos.

Aos meus pais Anselmo Lopes Leoni e Vera Lucia
Guiselli Lopes pelas licdes de vida, apoio incondicional e
grande incentivo.

Ao meu irmao Rafael Guiselli Lopes pelo
companheirismo e amizade.

Aos demais familiares.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vigosa (UFV) e ao Departamento de
Medicina Veterinaria (DVT) pela oportunidade de realizar o curso de Pos-
graduacgéo.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG) pelo financiamento do projeto.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela concessé&o da bolsa de estudo.

Ao Biotério Central — CCB/ UFV por disponibilizar os animais
(camundongos) para a realizacdo da etapa experimental de laboratério, em
nome da professora Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

A Empresa Biotran® — Biotecnologia e Treinamento em Reproducgéo
Animal por disponibilizar propriedades, animais, materiais e equipamentos para
a realizacao da etapa experimental de campo, em nome do Dr. Carlos Antonio
de Carvalho Fernandes.

A Labtec — Laboratério de Biotecnologia Animal do Departamento de
Zootecnia — UFV por disponibilizar o laboratorio, materiais e equipamentos para
a realizacdo da quantificacdo de expressdo génica, em nome da professora
Simone Eliza Facioni Guimardes e dos pés-graduandos Carlos Souza do

Nascimento e Priscila Vendramini Silva.



Ao Bioagro — Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria — UFV
por disponibilizar o laboratério, materiais e equipamentos para a realizagao das
analises de apoptose celular, em nome do professor Joaquim Hernan Patarroyo
Salcedo, da professora Marlene Isabel Vargas Viloria e do pds-graduando
Gabriel Domingos Carvalho.

A Empresa Germovet® — Biotecnologia em Reprodugdo Animal por
disponibilizar materiais e equipamentos para a realizacdo deste trabalho, em
nome de Aurea Helena Assis da Costa.

Ao meu grande amigo professor Eduardo Paulino da Costa pela
orientagdo, convivio ao longo dos anos, confianga, exemplo de integridade,
seriedade e dedicacdo ao trabalho, pessoa que tanto contribuiu para minha
formacéo profissional e pessoal.

Ao Dr. Carlos Antbnio de Carvalho Fernandes e ao professor Tarcizio
Anténio Régo de Paula pela co-orientacdo, amizade, constante apoio e valiosa
colaboragao na estruturacao e revisao deste trabalho.

Aos professores Abelardo Silva Junior, Claudio José Borela Espeschit,
Laércio dos Anjos Benjamin pela amizade, sugestdes e disponibilidade em
participar da banca de exame de qualificagéo.

A Comissdo Coordenadora de Pés-graduacdo — DVT/ UFV (Gestdo
2006-2008), em nome dos professores Eduardo Paulino da Costa, Jackson
Victor de Araujo, Joaquim Hernan Patarroyo Salcedo e Claudio César Fonseca
pela confianga e amizade.

Aos professores Alan Maia Borges, Claudio José Borela Espeschit, e
Laércio dos Anjos Benjamin pela amizade, sugestdes e disponibilidade em

participar da banca de tese.



A Rosinéia Aparecida da Cunha Andrade (Rosi), secretaria da Pos-
graduagdo — DVT/ UFV pela dedicagdo, enorme eficiéncia, amizade e
confianca, sempre resolvendo nossos problemas com serenidade.

Ao Sr. Nenzinho (José Candido), funcionario do Laboratorio de
Reprodugdo Animal — DVT/ UFV, pela amizade, exemplo de humildade,
dedicacéao e simplicidade.

Aos amigos Emilio César Martins Pereira e Fabricio Albani Oliveira pelo
apoio em todos os momentos, confianga, companheirismo e paciéncia.

As bolsistas de Iniciagdo Cientifica Marianne Camargos Dias e Vanessa
Lopes Dias Queiroz pelo apoio e amizade.

Aos colegas e ex-colegas do Setor de Cultivo Celular do Laboratério de
Reproducdo Animal — DVT/ UFV, Alessandra, Amanda, Camilla, Eder,
Giancarlo, Giorgia, Gustavo, José Rogério, Paulo Alexandre, Rafael, Rodrigo e
Sanely pela convivéncia e amizade.

Aos estagiarios do Laboratorio de Reprodugao Animal — DVT/ UFV pela
colaboragao neste trabalho.

A Comissdo de Ouvidoria — UFV (Gestdo 2007-2008), em nome de
Angelo Anténio Ferreira, Glaucio Inacio da Silveira, George Henrique Kling de
Moraes, Hugo Alberto Ruiz e José Arnaldo Redinz pela confianga e amizade.

Aos funcionarios do Biotério Central — UFV, Adao e Juliano pela
confianca, amizade e indispensavel ajuda.

Aos funcionarios do Departamento de Veterinaria — UFV, em especial
aos amigos Adao, Claudio, Claudiomiro, Dagoberto, Divino, Isabel (Bell), Joao,
Luciano, Lucinda, Luis Marcio, Paulo, Tuim, Vantuil (Ratdo), Valnei e Vava pelo

apoio e companheirismo.

Vi



Aos colegas e ex-colegas do Curso de Pds-graduacédo — UFV, Aline,
André, Antonio Carlos, Carlos, Betania, Bruno, Bruna, Cassio, Caroline,
Charles, Elenice, Erick, Erotides, Evandro, Fabio, Gabriel, Graziele, Jair, Jodo
Bosco, Juliana Borges, Juliana Milani, Kelly, Leonardo, Liana, Lincoln, Lucas,
Luciana, Lukiya, Marcel, Marcio, Maria Helena, Marilu, Morgana, Napole&o,
Paulo, Pedro, Rebeca, Rogério, Rose e Polyana pelo apoio e amizade.

Aos amigos de republica Toca do Tatu, André Andrade, Gustavo Fialho,
Henrique Volpe, Marcio Godinho, Olavo Romitelli, Otavio Henrique, Victor
Rezende e agregados pelos bons momentos compartilhados.

Aos amigos das republicas e de Vigosa pelo companheirismo.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste

trabalho. Muito obrigado!!

Vi



BIOGRAFIA

FLAVIO GUISELLI LOPES, filho de Anselmo Lopes Leoni e Vera Lucia
Guiselli Lopes, nasceu em Londrina, Parana, no dia 17 de dezembro de 1978.

Em marco de 1997, iniciou o curso de graduacdo em Medicina
Veterinaria pela Universidade Norte do Parana (UNOPAR), Arapongas — PR,
graduando-se em dezembro de 2001.

Em margo de 2002, iniciou o curso de Mestrado em Veterinaria pela
Universidade Federal de Vigosa (UFV), concentrando seus estudos na area de
Reprodugdo e Producdo Animal, submetendo-se a defesa de dissertacédo no
dia 29 de marcgo de 2004.

Em margo de 2005, iniciou o curso de Doutorado em Veterinaria pela
Universidade Federal de Vigosa (UFV), concentrando seus estudos na area de
Reprodugao e Produgdo Animal, submetendo-se a defesa de tese no dia 30 de

maio de 2009.

viii



iNDICE

RESUMO........cooi e
ABSTRACT ... .o

1. INTROPU(}AO GERAL.........coo
2. REVISAO DE LITERATURA........cooieeiee

2.1 Cultivo embrionario.............cccccevveevivveiiieiiiiiiiis
2.1.1 Meios de ManipulaGa0............euuueriiueemieniiiiiiaae e e e e eeeeeeenn
2.2 Desenvolvimento embrionario............ceeuuiiieeiiieiiiiiieee e,
2.2.1 Periodo pré-implantacional..............ccccoeeiiiiiiiiiniineeeeeeeee,
2.3 APOPLOSE.....ccoeeiiieie e
2.3.1 Apoptose ou morte celular programada........

2.3.2 Alteragcdes morfolégicas e bioquimicas........

2.3.3 Vias de ativagao da apoptose.......................

2.3.3. 1 Via €XIINSECA. ..cu e
2.3.3.2Via iNtriNSECA. ....ceeeeeee e,

2.3.4 Mecanismos de ativagédo da apoptose.........
2.3.4.1 Caspases.......cceeeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeees

2.3.4.2 Proteinas da familia BCl-2.........co oo

2.3.5 Ocorréncia da apoptoSe..........uuuueiiiiiieeeeee e
2.3.5.1 Estadio de clivagem e compactagao...........ccccceeeeeeennn..

2.3.5.2BlastoCiStO....c.coueeeieeee e

2.3.6 Deteccao de apoptoSe......cccevuiiiiiiiieieiece e
2.4 Proteinas do choque térmico (HSpP).......ccccceeeee...
2.4.1 Familia HSP70.......ccooeeeiiiiiiiieeeeeeeeeiieeeeeeee

2.4.2 EXPress&o géNniCa........uuvveveeeeeeeiniiiiiiiiieeee

2.4.3 PCR quantitativo em temporeal............cccccovvieeeieeeeennnnnnns

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.....................

CAPITULO 1 - Desenvolvimento de embrides de camundongas

apo6s manutencao em diferentes meios de manipulagao............

RESUMO. ..o
ADSIACK. ...,

INtrOdUGAOD. ...
Material € MEIOAOS........couniieeie e
Resultados € DISCUSSA0..........ccvvniiiiiieieeeeeeee e
CONCIUSOES.......ovieeeeeeeee e

Referéncias bibliograficas...........ccccccovvvviiiiiiiiininnnnee.

CAPITULO 2 - Morfologia, apoptose celular e expressio

génica Hsp70.3 em embrides apés manutengcao em diferentes

meios de manipulagao e posterior cultivo in vitro

49
49
50
50
52
53
59
59

64



ADSIFTACT. ..o e
] (oo [F 7= T
Material € MEIOAOS........ccunieeeee e
Resultados € DISCUSSA0..........civuuiiiiiieeeeeee e
(070] 0 1e3 [V E=T0 1= 1=
Literatura Citada...........coouniieee e
CAPITULO 3 - Nimero total de células e diametro de embrides

mantidos previamente em diferentes meios de

L30T TaTT o LU F= V- Lo T PUPPRUSRRP
RESUMO.....ceeiee e e
ADSITACT. ..o e
INtrOAUGAOD. .....eeeee e e
Material @ MEIOAOS........coeniiieeee e
Resultados € DISCUSSA0.........ccevvniiiieeiieeeeeeeee e
[O70] g Lo [U 10 1= 1=
Literatura Citada............oeiieiiiiiieee e

CAPITULO 4 - Diferentes meios de manipulagdo e sua
influéncia na taxa de gestagcao de receptoras de embrides

[0 X0 V71 o o TS
RESUMO.....ceie e e
ADSITACT. ..o e
INtrOAUGAOD. ... e e
Material € MEIOAOS........coueiieeee e
Resultados € DISCUSSA0.........ccevvniiiieeiieeeieeee e
[O70] g Lo 1510 1= =
Literatura Citada............oviiiieiiieeeeeeeeeee e

CAPITULO 5 - Nova técnica para contagem do numero de

células de blastoCiStos.............cooovuiiiiiiii e
RESUMO.....ceeeeee e e e
ADSITACT. ..o
T o] (0o [¥To= o PP
Material @ MEIOAOS. .......coueiieeeiee e
Resultados € DISCUSSA0..........covvniiiieiiieeeeeeee e
[O70] g Lo (U F=T0 1= =
Referéncias Bibliograficas..............uueeuiiiiiiiiiiiiiiiciei e,

4. CONCLUSAO FINAL .....ooo oo

64
65
66
67
74
79
80

83
83
84
85
86
90
96
96

100
100
101
101
103
107
108
108

110
110
111
111
113
115
117
117
121



RESUMO

LOPES, Flavio Guiselli, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Maio de 20009.
Diferentes meios de manipulagdo na viabilidade de embrides de
camundongas e na taxa de gestacao de receptoras de embridao bovino.
Orientador: Eduardo Paulino da Costa. Co-orientadores: Tarcizio Anténio
Régo de Paula, Luiz Sérgio de Almeida Camargo, Jodo Henrique Moreira
Viana e Carlos Antbnio de Carvalho Fernandes.

O objetivo deste trabalho foi substituir as solugbes de manipulagdo de
embrides bovino em uso na rotina de TE por meios mais simples e estaveis e,
que possam ser armazenados em temperatura ambiente. Na primeira etapa
experimental, foram utilizados embrides de camundongas nos estadios de
blastocisto inicial (Bin), mérula compacta grau | (Mcl) e Il (Mcll), distribuidos
aleatoriamente em trés tratamentos, de acordo com o meio de manutencgao: T1
- PBS maodificado (Controle); T2 (MD1) e T3 (MD2). Os embrides foram
mantidos durante quatro horas no meio de manutencdo e, posteriormente
cultivados em meio TCM 199. Apéds o término do tempo de cultivo, os embrides
de cada tratamento foram separados aleatoriamente em amostras para
avaliacdo da taxa de clivagem e morfometria, aspectos ultra-estruturais,
deteccao de apoptose celular e quantificagdo de expressao génica de Hsp70.3.
A taxa de desenvolvimento dos embrides apds manutengao por quatro horas
nos meios de manipulagao foi inferior (P<0,05) para os embrides do Controle,
quando comparada com os embrides do MD1 e MD2, diferenga esta nao

observada (P>0,05) apés o cultivo in vitro. Contudo, os embrides Mcll do MD2
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tiveram um maior desenvolvimento (P<0,05), quando comparado com embrides
do Controle e MD1, indicando o efeito benéfico do enriquecimento do meio
MD2. Nao foi verificada diferenca (P>0,05) entre tratamentos no diametro
celular, nuclear, nucleolar, na relagcdo nucleo:nucléolo, no numero de células e
na percentagem de células apoptoticas. Quanto a expressao génica de
Hsp70.3, foi verificado diferenga entre tratamentos (P<0,001), em embrides
Bin, Mcl e Mcll apés manutengao e, posterior cultivo in vitro. Na segunda etapa
experimental, foram testados dois meios de manipulagao utilizados para coleta
e manipulacdo de embrides, MD1 e MD2 e como controle o PBS modificado,
usualmente empregado nas rotinas de TE nas diferentes espécies animais. A
transferéncia dos embrides bovino foi realizada a fresco, ou seja, os embrides
coletados de uma determinada doadora foram inovulados no periodo maximo
de quatro horas nas receptoras. Foram coletados e transferidos apenas os
embrides de qualidade | e Il. Foram utilizados 58 receptoras de embrides,
distribuidas aleatoriamente em trés tratamentos: T1 — PBS modificado
(Controle); T2 (MD1) e T3 (MD2). As taxas de gestacdo observadas foram:
Controle = 47,4% (9/19); MD1= 47,4% (9/19) e MD2 = 55,0% (11/20). Estes
resultados demonstram que o uso de diferentes meios de manipulacdo nao
influenciou nas taxas de gestacao (P>0,05). Deste modo, conclui-se que os
meios de manipulagdo MD1 e MD2 podem ser utilizados nas rotinas de TE, em

substituicdo a solugdo PBS modificado.
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ABSTRACT

LOPES, Flavio Guiselli, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May of 2009.
Different manipulation media in the viability of mice embryos and on
pregnancy rate of embryo recipient cows. Adviser: Eduardo Paulino da
Costa. Co-Advisers: Tarcizio Antdnio Régo de Paula, Luiz Sérgio de Aimeida
Camargo, Joao Henrique Moreira Viana and Carlos Anténio de Carvalho
Fernandes.

This work aimed substitutes the usually used manipulation solution of
bovine embryos on ET routines for more simple and stable medias which could
be stored at room temperature. In the first experimental stage, the mice
embryos used in the experiment were all at early blastocyst (Bin), compact
morula grade | (Mcl) and Il (Mcll), randomly assigned in three treatments: T1 —
modified PBS (Control); T2 (MD1) and T3 (MD2). In each treatment the
embryos were kept in manipulation media for four hours. Finishing the
manipulation period, the embryos were classified according the development
stage and quality. Following, embryos were cultured in modified TCM 199. After
the culture period, the embryos were being evaluated accordingly quality and
development stage. Following were randomly selected embryo in each
treatment and separated in samples to cleavage rate and morphometric, ultra-
structural evaluation, cellular apoptosis and genetic expression quantification of

Hsp70.3. The development rate for Bin, Mcl and Mcll after maintenance for four
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hours in manipulation media between was lower for Control (P>0.05) when
compared with MD1 and MD2. However, after in vitro culture, was not observed
difference (P>0.05) on embryo development rate among Control, MD1 and
MD2. Moreover, Mcll from MD2 had a higher development (P<0.05), when
compaired with Control and MD1, indication a beneficial effect when MD2 is
supplemented. It was not verified difference (P>0.05) among the treatments in
relation the nucleus, nucleolus, cell diameter and on total cell number cellular
and apoptosis rate. In relation of embryo morphometry (diameter), there was no
difference (P>0.05) between the treatments, using embryos Bin, Mcl and Mcll
after maintenance followed by in vitro culture. Otherwise, genetic expression of
Hsp70.3 had difference in Bin, Mcl and Mcll after maintenance followed by in
vitro culture among the treatments (P<0.001). In the second experimental
stage, it was tested three different manipulation media, which were used to
recovery and manipulation of the embryos. The control treatment used was the
modified PBS, usually used in ET routines in different animal species. The
bovine embryos were transferred freshly, i.e., they were recovered from a
identified donor and transferred within less than four hours to the recipient cow.
Just embryos at quality | and Il were recovered and transferred. Were used 58
recipient cows randomly assigned for one of the three treatments: T1 — modified
PBS (Control); T2 (MD1) and T3 (MD2). As result we observed the following
pregnancy rates: Control = 47.4% (9/19); MD1 = 47.4% (9/19) and MD2 =
55.0% (11/20), which did not differ among them (P>0.05). Therefore, the
manipulation media MD1 and MD2 can be used on ET routines to substitute the

PBS modified solution.
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1. INTRODUGAO GERAL

Nos ultimos anos, poucos paises tiveram um crescimento tdo expressivo
no comeércio internacional do agronegocio como o Brasil. O desenvolvimento de
biotecnologias que visam aumentar a eficiéncia reprodutiva do rebanho
(NASSER, 2006), aliado a modernizacédo da atividade rural por intermédio de
pesquisas, contribuiram para transformar o pais numa grande poténcia mundial
para a produgdo de alimentos (GASQUES et al., 2007). Neste contexto,
diversas biotecnologias aplicadas a reprodugdo animal, nos campos celular,
molecular e genético tém sido utilizadas na pecuaria bovina. Dentre elas,
destaca-se a transferéncia de embrides (TE), uma das mais modernas e
importantes atividades empregadas a campo.

A técnica possibilita que uma fémea produza um numero de
descendentes superior ao que seria possivel obter fisiologicamente durante sua
vida reprodutiva, permitindo a utilizagdo de animais de valor genético que
melhor expressam caracteristicas econémicas importantes, como producao de

leite ou carne (REICHENBACH et al., 2002). Além disso, possibilita o transporte
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e comercio internacional de embrides, a formagao de bancos de germoplasma,
a conducdo de experimentos com material geneticamente semelhante em
ambientes diferentes e o estudo das exigéncias necessarias para boa
fertilidade e desenvolvimento normal de embrides (PEREIRA, 1999).

No Brasil, a atividade desenvolveu-se gradualmente, tendo inicio na
década de 70, primeiramente utilizando-se embrides importados e,
posteriormente, coletados no pais. A partir da década de 90, em funcédo do
importante papel econdmico e social dos rebanhos zebuinos na pecuaria e do
interesse nacional e internacional na aquisicdo e multiplicagdo de animais de
elevado valor genético, o mercado de embrides ampliou-se bastante
(FONSECA et al.,, 2001). Atualmente, o pais ocupa posicdo de destaque e
participacdo expressiva na produgdo mundial de embrides. Os numeros
divulgados pela Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS)
mostram que nos ultimos anos o Brasil foi responsavel por 17,6% da produgao
in vivo e 48,46% da producéo in vitro de embrides bovinos no mundo (VIANA &
CAMARGO, 2007).

Apesar de difundida mundialmente e de todo avanco alcangado, os
resultados dos programas de TE estdo aquém de seu verdadeiro potencial.
Alguns fatores, como elevada variabilidade nas respostas superovulatérias,
composi¢gao do meio de manipulagdo, manejo de doadoras e receptoras e
taxas de gestacdo, continuam sendo obstaculos para pesquisadores e
profissionais de TE. A simplificagao desta técnica e a otimizagao dos resultados
podem proporcionar a diminuicdo nos custos de produgcdo dos embrides,
abrindo novas alternativas e flexibilizando os programas de melhoramento e de

conservacgao de recursos genéticos animais.

Xvi



Ainda que todos os fatores sejam determinantes para o sucesso dos
programas de TE, a manutengdo do embrido em um meio adequado, desde a
coleta até a inovulagado € um ponto importante, uma vez que pode interferir na
qualidade e, consequentemente, na viabilidade embrionaria (BAVISTER, 1995).
Desta forma, o meio de manipulagdo deve proporcionar um ambiente estavel,
préximo do micro-ambiente do trato reprodutivo materno, oferecendo condigcdes
para o desenvolvimento dos embrides, para que realizem a implantagcdo e
resultem em gestacgdes viaveis (MENEZO et al., 1998).

Atualmente, o meio de manipulagdo empregado nas rotinas de TE em
bovinos tém sido o PBS modificado (WHITTINGHAM, 1971). A solugéo
fosfatada tamponada (PBS) foi formulada por Dulbecco & Vogt em 1954 para
uso em manipulagao de cultivos bacterianos e, posteriormente, modificada por
Whittingham em 1971, o qual adicionou varias substancias ao meio, dentre elas
a glicose (fonte energética) para a manipulagdo de embrides de camundongas.
Com o sucesso obtido pelo pesquisador, poucos estudos foram realizados no
intuito de encontrar solugbes mais apropriadas e estaveis para a manipulagao
de embrides nas diferentes espécies animais.

O meio de manipulacado deve ser o menos complexo possivel e estavel
para que, ao longo do tempo, nao sofra alteragdes na composicao, interferindo
assim, na viabilidade dos embrides. O PBS modificado (WHITTINGHAM,
1971), por exemplo, esta sujeito a eventuais mudangas na composi¢gao, como
variagbes de pH, quando armazenado por longo periodo de tempo em
temperatura e a luz ambiente (GORDON, 1994). Portanto, o meio deve ser
armazenado em local com pouca luminosidade, em ambiente refrigerado

(temperatura minima de 4°C). Quando congelado, alguns componentes como o
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piruvato, se degradam espontaneamente (TAYLOR, 1984). Outros como cloreto
de calcio e cloreto de magnésio induzem a formagéo de precipitado (IETS,
1990).

Com base nesses aspectos, o objetivo do presente estudo foi substituir a
solucdo de manipulacdo de embrides bovinos em uso na rotina de TE por
meios mais simples e estaveis e, que possam ser armazenadas em

temperatura ambiente.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cultivo embrionario
O aprimoramento das técnicas envolvidas no processo de cultivo in vitro
de embrides tém sido de fundamental importancia para o estudo e a
compreensao de varios fendbmenos e mecanismos biolégicos que ocorrem
durante o desenvolvimento embrionario. O sucesso do sistema de cultivo de
embrides “in vitro” esta na habilidade de se imitar as condigdes “in vivo® do
micro-ambiente dos 6rgaos genitais maternos, que sao necessarias para o
desenvolvimento dos embrides (VANROOSE et al., 2001). Fundamentalmente,
se busca encontrar um meio ideal que mantenha a alta qualidade dos
embrides, para que continue o desenvolvimento, realizem a implantagéo e
resultem em gestacdes viaveis (MENEZO et al., 1998).
Na maioria das espécies mamiferas a necessidade qualitativa e
quantitativa de componentes que viabilizem o desenvolvimento embrionario
ainda nao esta bem definida (IZQUIERDO et al., 1999), principalmente por nao

haver um vasto conhecimento das reais necessidades bioquimicas nas fases
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iniciais de desenvolvimento embrionario (THOMPSON, 2000). Em seus
estudos, KHURANA & NIEMANN (2000) verificaram que alteracdes
morfologicas e moleculares podem ser causadas pelo cultivo in vitro, sendo
responsaveis pela menor qualidade e, consequentemente, menor viabilidade
apos inovulagao ou criopreservacao de embrides.

Assim, as condigbes de cultivo in vitro sao consideradas muito
importantes para que os bons indices de produgdo de embrides sejam
alcancados, razao pela qual, inumeras pesquisas tém sido realizadas visando
avaliar o efeito que diferentes fatores intrinsecos e extrinsecos (substratos
energéticos, tampdes, macromoléculas, antioxidantes, condicbes de
atmosférica gasosa e temperatura) possam exercer sobre o metabolismo e a
capacidade de desenvolvimento de embrides (RIEGER, 1992).

Os embrides podem secretar diversos compostos com concentracdes
variaveis, de acordo com suas especializagdes, nutricdo ou tempo de
manipulagdo. Segundo DONNAY & LEESE (1999) os substratos energéticos,
como piruvato, glicose, lactato e aminoacidos, desempenham relevante papel
no desenvolvimento embrionario e, por isso sao utilizados nos diferentes meios
de cultivo de embrides. Em alguns estudos, pesquisadores verificaram que o
desenvolvimento embrionario € reduzido quando na auséncia desses
substratos (KIM et al., 1993; ROSENKRANS et al., 1993).

O piruvato é utilizado pelo embrido ao longo do seu desenvolvimento
(GARDNER & LEESE, 1986), com um aumento das necessidades apods a
blastulagdo, sendo esse aumento essencial para a viabilidade do blastocisto
(DORLAND et al., 1992). No entanto, RIEGER (1992) e MARTIN & LEESE

(1995) mostraram que do piruvato captado pelo embrido, 44% sao
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metabolizados no estadio de duas células e 17% pela moérula, quando a glicose
passa a ser o substrato predominantemente utilizado, enquanto que em fases
anteriores do desenvolvimento, o consumo de glicose € minimo. O blastocisto
utiliza apenas 29% do piruvato captado, enquanto nessa etapa, 44% da glicose
captada é convertida em lactato (GARDNER & LEESE, 1990). Além disso, a
taxa entre piruvato lactato € essencial para o balango do potencial oxidacao/
reducdo (MORALES et al., 1999).

Outro papel desempenhado pelo piruvato no desenvolvimento
embrionario foi sugerido por BUTCHER et al. (1998), onde poderia ser
convertido em alanina e atuar na remoc¢ao de amoénia do embrido. Além disso,
o piruvato desempenha uma funcdo de protecdo parcial ao blastocisto,
degradando o peréxido de hidrogénio (H-0.) exdgeno e protegendo o embrido
do estresse oxidativo (MORALES et al., 1999).

A glicose contribui com apenas 17% da producéo de ATP produzido pelo
embrido, enquanto a oxidagdo do piruvato é responsavel por 40% do ATP
produzido (HOUGHTON & LEESE, 2004). A captacao e utilizagdo de glicose é
vital para a sobrevivéncia e desenvolvimento do embrido durante o periodo de
pré-implantacdo. Esse periodo se estende desde a fertilizagdo até o estadio de
blastocisto, sendo que o decréscimo na captagcdo de glicose durante esse
estadio pode comprometer o desenvolvimento embrionario (RILEY & MOLEY,
2006).

A sintese de lactato foi detectada desde o estadio de uma célula até
blastocisto, sugerindo que o embrido possui, desde o estadio inicial, a
magquinaria completa de enzimas glicoliticas (BAVISTER, 1995). (Figura 1). O

metabolismo de glicose em fases embrionarias iniciais esta relacionado a
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sintese de uma ou mais enzimas glicoliticas pelo genoma do embrido, que é
ativado na fase de blastocisto. A glicolise é funcional na fase de blastocisto
quando ha uma demanda de energia necessaria pra a compactagao, expansao
e formacgéo de blastocele. A utilizagdo dessa via de producdo de energia pelo
embrido pode ser um reflexo de estresse metabdlico ou de longo tempo

submetido a condi¢des subdtimas (KHURANA & NIEMANN, 2000).

a) Clivagem inicial
M ey HOw_,
embrana celular Mitocondria '\ ATP
. 1 . 1
1 Piruvato : , Piruvato i NAD* 02/ /
1 I
l' Glicose : E
i Pentose\+ ATP \ i
! Lactato :
: NADH Al
I
'
I
b) Compactagio e blastulagao :
i HO*$  Law
. . ]
Piruvato , Piruvato : NAD* 02//
1
Glicose :
y \( !
Pentose + ATP Lactato ! \
I
! NADH ADP
Glicélise i Ciclo de Krebs Fosforilagado
Oxitativa

Figura 1. Representagao das diferengas na via metabdlica entre os estadios de
clivagem inicial, compactacao e blastulagdo em embrides (GOMES, 2006).

Os aminoacidos sado considerados fundamentais para a formagao do
blastocisto e servem como reguladores do pH, tendo fungdes importantes na
sintese de proteinas (ROSENKRANS & FIRST, 1994) e no controle da

osmolaridade intracelular (VAN WINKLE et al., 1990).
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O uso de sistemas-tampao, como bicarbonato de sédio e fosfato no
meio de cultivo é responsavel pela minimizagao de possiveis flutuacées de pH
no meio, pois se sabe que variagdes de pH no meio refletem no pH do embrido.
Assim, havendo variagao de pH no meio de cultivo, dependendo da amplitude,
a viabilidade embrionaria sera afetada (BAVISTER, 1995). O pH do meio é
critico para a eficiéncia de muitos eventos e reagdes bioquimicas que envolvem
equilibrio acido-base, influenciando no desenvolvimento embrionario (VAJTA et
al., 1997). O pH para maturagdo (DOWNS & MASTROPOLO, 1997) e para
cultivo de embrides (VAJTA et al., 1997) deve estar entre 7,3 e 7,5.

A albumina sérica bovina (BSA), assim como o soro fetal bovino (SFB)
sao as fontes protéicas mais comumente utilizadas como suplemento para os
diferentes meios de cultivo de embrides (MINGOTI, 2000). A BSA ¢ utilizada
como fonte de proteina em meios de cultivo e, também por promover efeitos
benéficos durante o desenvolvimento embrionario. A BSA possui capacidade de
quelar metais pesados, equilibrar o pH (MEHTA & KIESSLING, 1990) e, ainda
possui propriedade surfactante que previne a adesdo de embrides a superficies
plasticas e de vidro (PINYOPUMMINTR & BAVISTER, 1994).

Os antioxidantes nos meios de cultivo tém como finalidade retardar ou
desativar certas particulas chamadas de radicais livres que afetam moléculas e
células podendo causar tanto danos as membranas e estruturas quanto ao
material genético (CAVALCANTI NETO, 2004). O acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), por exemplo, quando adicionado, controla a
morte celular (estresse oxidativo) e melhora a qualidade de embrides caprinos
(LEE et al., 2000), bovinos (LIM & HANSEL, 2000) e suinos (WANG & DAY,

2002). Além disso, apresenta capacidade de quelar metais pesados e ions
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organicos (THOMPSON, 2000), os quais normalmente inibem o
desenvolvimento embrionario “in vitro” (SCHIEWE et al., 1985).

A atmosfera gasosa no meio de cultivo in vitro esta intimamente
relacionada com o processo de fosforilagdo oxidativa, principal funcdo da
mitocdndria, que produz a maioria da adenosina trifosfato (ATP) utilizada pelo
embrido. Os embrides sao dependentes deste processo, utilizando-o como
fonte energética para a sintese protéica, atividade de bomba sddio-potassio
que forma potencial osmodtico através do trofectoderma, produzindo a
blastocele (THOMPSON et al., 1996). O aumento da demanda de ATP causa
um aumento no consumo de substratos como oxigénio, piruvato, glicose
(THOMPSON et al., 1996) e aminoacidos (PARTRIDGE & LEESE, 1996). A
atmosfera gasosa (O2) in vivo normalmente encontrada em oviduto de
mamiferos varia entre 3,5 a 8,5%, portanto, in vitro, as altas concentra¢des de
O,, exercem efeitos deletérios sobre o desenvolvimento embrionario (VAN
SOON et al., 1997).

Além disso, a variagdo de temperatura (estresse térmico) no cultivo in
vitro €& responsavel por alteragbes especificas nos mecanismos
termoregulatorios do embrido, interferindo na qualidade e no desenvolvimento
embrionario (NEUER et al., 1999). Essa exposigédo resulta na elevagéo da
sintese de um grupo especifico de proteinas, as quais sdo denominadas de
proteinas do choque térmico — Hsp (PAULA-LOPES & HANSEN, 2002;
RIVERA et al., 2004). Dentre as fungdes exercidas pelos genes das Hsp estao
incluidas a modulacédo da atividade de proteinas; a regulacdo da degradagao
de proteinas; o transporte das mesmas através das organelas, alem de

assegurar a conformagado correta das proteinas (TAKAYAMA et al., 2003)
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funcionando como chaperonas (FEHRENBACH & NIESS, 1999). A temperatura
adequada para o cultivo in vitro de embrides deve estar o mais proximo da

temperatura fisiologica do animal (LENZ et al., 1983).

2.1.1 Meios de manipulagao

A melhoria do meio de manipulacédo utilizado nas rotinas de TE deve
proporcionar ndo apenas o aumento do numero de embrides viaveis, mas
também a diminuicdo do estresse, que pode impedir o desenvolvimento
embrionario normal. Para GORDON (1994); BAVISTER (1995), o curto tempo
de exposi¢ao do embrido ao meio de manipulacdo, no maximo quatro horas, é
suficiente para a ocorréncia de alteragdes morfoloégicas e moleculares no
embrigo.

Atualmente, o meio de manipulagdo mais empregado nas rotinas de TE
em bovinos tém sido o PBS modificado (WHITTINGHAM, 1971). A solugéo
fosfatada tamponada (PBS) foi formulada primeiramente por Dulbecco & Vogt
em 1954 para uso em manipulagdo de cultivos bacterianos e, posteriormente,
modificada por Whittingham em 1971, o qual adicionou varias substancias ao
meio, dentre elas a glicose (fonte energética) para a manipulagédo de embrides
de camundongas. Com o sucesso obtido pelo pesquisador, poucos estudos
foram realizados no intuito de encontrar solugées mais apropriadas e estaveis
para a manipulacdo de embrides nas diferentes espécies animais.

Segundo VAN LANGENDONCHT et al. (1997), o meio PBS modificado
(WHITTINGHAN, 1971) pode ser enriquecido com soro fetal bovino (SFB) ou
albumina sérica bovina (BSA) variando de 1 a 20%. Dentre as inumeras

pesquisas realizadas, onde o PBS modificado (WHITTINGHAN, 1971) foi
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utilizado, AZEVEDO et al. (1993); BORGES et al. (1993); MOLINA &
SATURNINO (1993), ALMEIDA & DUARTE (1996) e FREITAS et al. (1997)
trabalhando com transferéncia de embrides bovinos a fresco, observaram taxas
de gestacao de 82,0 (34/41), 64,24 (38/58), 65,0 (24/58), 57,10 (06/08) e 64,5%
(144/227), respectivamente.

Adicionalmente, CARNEVALE et al. (1987); CARNEY et al. (1991) e
SQUIRES et al. (1999), utilizaram o meio PBS modificado (WHITTINGHAN,
1971) em transferéncia de embrides equinos a fresco e, verificaram taxas de
gestacao de 85,0 (34/40); 64,42 (67/104) e 67,80% (232/342), respectivamente.
BAGUISI et al. (1997) utilizando embrides ovinos a fresco, registraram taxa de
gestacdo de 75% (06/08). Na espécie equina ja existem trabalhos que sugerem
sucesso no uso de meios mais simples e estaveis na manipulagdo embrionaria.
Entretanto, os estudos ainda n&o sao conclusivos pela auséncia concomitante

de grupo testemunha, uso do meio PBS modificado (WHITTINGHAN, 1971).

2.2 Desenvolvimento embrionario

O estudo basico da morfologia do desenvolvimento embrionario de
mamiferos, especialmente de camundongas e de bovinos teve inicio a partir da
década de 40. Nas espécies mamiferas, muitos eventos importantes ocorrem
durante o desenvolvimento embrionario, desde a fase de zigoto até a formacéao
do blastocisto. Isto inclui a primeira clivagem; a ativagdo do genoma
embrionario, no estadio de duas células para camundongas (WHITTINGHAM &
BIGGERS, 1967; BAVISTER, 1988) e 8-16 células para bovinos (KANKA et al.,
2003); a compactagao da morula e a formagao do blastocisto, que estabelece a

diferenciagao de dois tipos celulares, trofoblasto (TF) e massa celular interna
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(MCI). O TF é composto por células externas do blastocisto que originam as
membranas extra-embrionarias, enquanto que as células da MCI originam o
feto e contribuem em parte, para a formacdo das membranas extra-
embrionarias (LONERGAN et al., 2003).

O desenvolvimento de embribes na fase de pré-implantacédo é
caracterizado por trés fases transitérias que ocorrem apdés a fecundacao: a
transicdo do controle gendmico do odcito para o embrido, a compactagao
celular e a diferenciacdo da moérula para blastocisto. Estes processos, por sua
vez, sao regulados inicialmente por genes transcritos e proteinas sintetizadas
durante a oogénese (transcritos maternos), antes do estagio em que o genoma
embrionario € ativado (MOHAN et al., 2002). Em seguida, ocorre a ativagao do
genoma embrionario, que € acompanhada por mudancgas globais na expressao
génica, imposta pela formagdo de estados de repressédo transcripcional
(KANKA et al., 2003). No decorrer das primeiras clivagens, o controle do
desenvolvimento € tomado pela expresséo de por¢ées do genoma embrionario,
sendo os transcritos e as proteinas maternos gradualmente degradados
(HYTTEL et al., 1997). Existem ainda genes expressos no estadio de
blastocisto e ndo no estadio de moérula, que sao responsaveis pelos processos
que ocorrem na fase de diferenciacao celular e implantagdo, um evento do
desenvolvimento que tem alta percentagem de mortalidade embrionaria
(PONSUKSILI et al., 2002). Assim, o desenvolvimento embrionario depende do
sucesso em controlar os momentos temporal e espacial da expressao apds a
ativacao do genoma embrionario, ou seja, qualquer modificagdo nas condigdes
de cultivo pode afetar um ou todos estes processos, tendo efeito sobre a

qualidade embrionaria (RIZOS et al., 2003).
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2.2.1 Periodo pré-implantacional

Em camundongas, a primeira clivagem do zigoto formado ocorre 24 a 38
horas apds o acasalamento e a segunda divisdo 38 a 50 h apds o
acasalamento (WHITTEN & DAGG, 1961). Deste ponto em diante, a divisdo
dos blastdmeros passa a ser um evento assincrénico e intenso, razao pela qual
€ possivel observar em estadios iniciais um numero impar de células. A partir
de 8-16 células o embrido de camundonga € considerado como morula inicial
(LEWIS & WRIGHT, 1935; WHITTEN & DAGG, 1961), apresentando uma
massa de células com separacao nitida entre os blastdbmeros e ocupando
quase toda a totalidade do espaco perivitelinico (IETS, 1998). GARBUTT et al.
(1987) em seus estudos com camundongas verificou que os blastdmeros que
se dividem mais precocemente sao os que mais contribuem para a formacao
da massa celular interna (MCI). As células maiores geralmente formam as
células externas (membranas extra-embrionarias) e as menores as células
internas, que originarao o feto (MASSIP et al., 1983).

O estadio de moérula compacta (Mc) ¢é caracterizado com
aproximadamente 32 a 64 células nos bovinos (SENGER, 2003) e até 32
células nas camundongas (SUWINSKA, 2008), agregados entre si, formando
uma massa compacta que ocupa 60-70% do espaco perivitelinico (IETS, 1998).
Neste estadio, o embrido de camundonga se apresenta com 70 um de
didmetro (didmetro externo contando com a zona pelucida) (WHITTINGHAM,
1974). A compactagcdo € considerada um dos sinais de diferenciagao

embrionaria (WATSON & BARCROFT, 2001). Ainda assim, os blastdbmeros
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continuam com sua capacidade totipotente (SENGER, 2003). Os eventos
celulares relacionados com a compactacdo compreendem o desenvolvimento
da adeséao celular dependente de calcio; o estabelecimento das jungdes tipo
gap mediadas pela comunicacdo interblastomérica; a iniciagdo do contato
celular induzido pela polarizagédo das células e o aparecimento de jungdes tipo
tight (WATSON & BARCROFT, 2001).

O estadio de  Dblastocisto inicial (Bin) é apresentado com
aproximadamente 100-200 células nos bovinos (SENGER, 2003) e pode variar
de 28 a 34 células nas camundongas (SMITH & McLAREN, 1977) e, é
caracterizado pelo inicio do transporte de fluido nas células trofoectodérmicas e
pela formagao de uma cavidade, a blastocele, no interior do embrido (WATSON
& BARCROFT, 2001). O Bin ocupa cerca de 70 a 80% do espago perivitelinico
(IETS, 1998). Neste estadio, o embrido bovino se apresenta com 160 a 180 ym
de diametro (diametro externo contando com a zona pelucida) (LINARES &
KING, 1980), sendo possivel diferenciar o trofoderma (TF) da massa celular
interna (MCI) (SENGER, 2003).

O TF é o primeiro tipo celular a se diferenciar, formando a camada mais
externa do blastocisto que tem a funcdo de, entre outras finalidades, iniciar o
contato com o endométrio materno, propiciando a implantacdo. Para isso, é
necessario que ocorra a polarizacao celular caracterizada pelo estabelecimento
de componentes da superficie celular; pela distribuicdo assimétrica de
proteinas de membranas; pelos componentes especificos no citoplasma e pela
migracdo basal das mitocondrias e vesiculas lipidicas (WATSON &
BARCROFT, 2001). Assim, o TF adquire capacidade de iniciar e regular os

eventos de cavitagdo, pela expressao de produtos de genes que facilitam o
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transporte e a retengao de fluido na cavidade blastocistica nascente (WATSON
et al., 2004).

O estadio de blastocisto (Bl) é apresentado com um numero de células
semelhante ao Bin, sendo que a blastocele € bem visualizada e predominante,
além da marcada diferenciagdo entre as células trofoblasticas (IETS, 1998),
formando uma camada que se encontra aderida a zona pelucida (ZP) e a MCI
(WATSON & BARCROFT, 2001).

O blastocisto expandido (Bx) é caracterizado com mais de 200 células
nos bovinos (SENGER, 2003) e no maximo 100 a 120 células nas
camundongas (AUSTIN & SHORT, 1982; O'FARRELL, 2004). O seu diametro &
aumentado consideravelmente (1,2 a 1,5 vezes) e, como consequéncia, ha a
diminuicdo da espessura da zona pelucida em 1/3 de sua espessura inicial
(IETS, 1998). Neste estadio, o embrido de camundonga pode variar de 94-114
um de diametro (didmetro externo contanto a zona pelucida) (CHUNG, 1973). A
pressao crescente do blastocisto em desenvolvimento provoca a ruptura da
zona pelucida, iniciando assim, o processo de eclosdo (WATSON &
BARCROFT, 2001). Por fim, no estadio de blastocisto eclodido (Bec), onde o
numero de células pode variar de 200 a 800 células nos bovinos, os embrides
ja se encontram fora da zona pelucida, apresentando blastocele bem definida

ou colabada (SENGER, 2003).

2.3. Apoptose
2.3.1 Apoptose ou morte celular programada
A palavra apoptose (do grego apo = separagao, ptésis = queda) (MCP),

foi adotada pela primeira vez na década de 70 (KERR et al.,, 1972), em
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analogia ao fendbmeno natural das folhas cairem das arvores ou das pétalas
cairem das flores. Este termo designa um processo de morte celular auto
dirigida e distinta, onde a morte de uma célula ndo leva a morte de outras
células (WEIL et al., 1996).

A morte celular por apoptose também conhecida como morte celular
programada (MCP) é um processo fisiologico extremamente regulado e de
grande importancia para a homeostase de organismos multicelulares
(SARASTE & PULKKI, 2000). Este processo é regulado por expressdes
genéticas decorrentes da interacdo célula e meio externo, que levam a
producdo de varias moléculas com atividades especificas e que resultam em
alteracdes celulares funcionais (ISRAELS & ISRAELS, 1999).

A apoptose em células embrionarias tem recebido atengédo especial de
muitos pesquisadores, devido o seu importante papel na reproducdo e no
desenvolvimento de mamiferos (JACOBSON et al., 1997). O estudo da
apoptose fornece novas informagdes do processo fisiologico que ocorre
durante o desenvolvimento do embrido, que podem ajudar na producdo de
embrides de melhor qualidade e, consequentemente na viabilidade embrionaria
(COUTINHO et al., 2007). Além disso, serve como um importante indicador de
ambiente inadequado, das subcondicbes de desenvolvimento ou estresses,
para embrides tanto in vivo como in vitro (BETTS & KING, 2001).

Em embrides no estadio pré-implantacional de mamiferos, a apoptose
pode ser considerada um processo normal (BYRNE et al., 1999). Entretanto,
quando o numero ou razao de ceélulas apoptéticas por células normais
aumenta, esse evento torna-se prejudicial ao desenvolvimento embrionario

(GJORRET et al., 2003), interferindo em sua qualidade (LEVY et al., 2001). Em
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embrides produzidos in vitro a incidéncia de apoptose € maior do que in vivo,
provavelmente devido ao estresse provocado pelo cultivo in vitro (KNINJ et al.,
2005).

A viabilidade dos embrides no estadio pré-implantacional ndo depende
somente de condicbes adequadas para o normal desenvolvimento, depende
também da aquisicdo de mecanismos com os quais os embrides lutam contra
as adversidades. A habilidade do embrido em resistir ao estresse é
provavelmente regulada por diversos fatores que permitam o acontecimento da
apoptose e de mecanismos protetores envolvendo genes estresses-induzido
(BETTS & KING, 2001).

Assim, as possiveis causas de apoptose em embrides podem estar
relacionadas a anormalidades do cromossomo ou nucleo (HARDY, 1999), ao
potencial de desenvolvimento inapropriado (HANDYSIDE & HUNTER, 1986), a
falta ou excesso de fatores de crescimento (IGF-1, IGF-2 e hormoénios)
(HARDY & SPANOS, 2002) e a exposigao a fatores que causam danos as
células, como radiagéo ultravioleta ou estresse térmico (HERRLER et al., 1998;
PAULA-LOPES & HANSEN, 2002). Em embrides produzidos in vitro a
apoptose pode ser aumentada por subcondi¢des de cultivo, resultante de
inadequadas composi¢cdes dos meios ou da densidade de embrides no meio de

cultivo (O'NEIL, 1998).

2.3.2 Alteragoes morfoldgicas e bioquimicas
A morte celular por apoptose pode ser caracterizada por uma série de
alteragdes morfologicas marcantes e coordenadas (GRIVICICH et al., 2007), as

quais incluem diminuicdo do volume citoplasmatico, alteracdo da
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permeabilidade mitocondrial, condensagdo da cromatina, seguida da
fragmentacgao internucleossomal do DNA e de modificagées no citoesqueleto,
com a formacgao de vacuolos citoplasmaticos (MELO et al., 2000; PLAETZER et
al., 2005). Por fim, ocorre a formagao de corpos apoptéticos que impedem a
liberagdo da matriz intracelular no meio extracelular, sendo rapidamente
reconhecidos, englobados e degradados por fagoécitos e/ ou células adjacentes
(MATWEE et al., 1999).

A alteracdo bioquimica mais associada a apoptose € a ativagao de
enzimas proteoliticas que, por sua vez, ativam as DNAses mediadoras da
fragmentacdo do DNA cromossdomico, bem como a lise de substratos
especificos de proteinas, que determinam a integridade e a forma do
citoplasma (SARASTE & PULKKI, 2000) Estas DNAses enddgenas cortam as
regides internucleossomais em fragmentos de 180 a 200 pares de bases (pb)

expondo a extremidade 3’ da fita de DNA (DIDENKO & HORNSBY, 1996).

2.3.3 Vias de ativagcao da apoptose
O processo de ativacado da apoptose pode ocorrer basicamente por duas

maneiras: a via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial).

2.3.3.1 Via extrinseca
A via extrinseca pode ser desencadeada através dos receptores de
morte presentes na superficie celular, que sao ativados em resposta ao
acoplamento de ligantes especificos. A maioria identificada dos receptores da
morte sdo membros da superfamilia de receptores para o TNF (fator de

necrose tumoral) e sdo caracterizados por apresentar porgao extracelular rica
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em cisteina e uma regido citoplasmatica chamada “dominio de morte” (death
domain), essencial para transducgédo intracelular para o sinal de morte. Entre
esses receptores, um dos mais estudados e melhor caracterizados € o receptor
Fas (CD95 ou APO-1). Quando o ligante-Fas se acopla ao receptor Fas, as
moléculas individuais do receptor se trimerizam (formacédo de agregados de
cadeia da morte), permitindo que as mesmas se liguem a uma proteina
adaptadora presente no citoplasma, chamada dominio de morte associada ao
Fas (“Fas - associated death domain”, FADD) (PAROLIN & REASON, 2001).
Apés a ligagao desse complexo a pro-caspase 8 ocorre a ativagao dessa
enzima por clivagem proteolitica. Assim, a caspase 8 pode ent&o, diretamente
ou pela via mitocondrial, ativar a caspase 3, que levara a execugao da

apoptose (GREEN & EVAN, 2002).

2.3.3.2 Via intrinseca

A via intrinseca pode ser desencadeada por sinais de estresse
intracelular que resultam em disfungdo mitocondrial, tais como lesdo do DNA
(via gene p53), alteracédo nas vias metabdlicas (aumento do calcio intracelular,
redugéo do pH, estresse oxidativo), drogas, toxinas ou privagao dos fatores de
crescimento (PAROLIN & REASON, 2001). Assim, os sinais que sao
transduzidos em resposta a estes insultos convergem principalmente para a
mitocdndria (HENGARTNER, 2000).

A mitocondria tem papel fundamental na manutengdo de fungdes
celulares vitais, sendo responsavel pela respiragdo celular e sintese de ATP,
regulacdo osmotica, controle do pH e modulagdo do estado redox da célula

(KAPLOWITZ, 2000). Quando os sinais de morte alcangam a mitocéndria,
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levam ao colapso do potencial da membrana mitocondrial interna, bem como a
uma transicdo da permeabilidade mitocondrial (TPM). Ao mesmo tempo, a
agua do espago entre as membranas passa para a matriz mitocondrial,
levando a ruptura da organela e, consequentemente a liberagcdo de proteinas
pro-apoptoéticas (Bax, Bad, Bid) para o citoplasma. Além da liberacdo de
moléculas pela mitocdndria, ocorre a perda da homeostase celular,
interrompendo a sintese de ATP e aumentando a producdo de espécies
reativas do oxigénio (EROS). O aumento nos niveis de EROS leva a oxidag&o
de lipidios, proteinas e acidos nucléicos, aumentando o colapso da membrana
mitocondrial interna. A resposta da mitocdndria ao dano oxidativo € uma via
importante no inicio da apoptose, induzindo a ativagcdo das caspases 9 e 3
(GOTTLIEB et al., 2000).

Durante a apoptose ocorre a abertura de um poro existente na
membrana mitocondrial interna, chamada poro de transi¢cao de permeabilidade
mitocondrial (“mitochondrial permeability transition pore”, MPTP) (PESSAYRE
et al., 1999). Através desse poro ocorre a liberagdo do citocromo C para o
citoplasma. Quando no citoplasma, o citocromo C forma um complexo com o
fator ativador da apoptose 1 (APAF-1), que promove a ativagao da pré-caspase
9, formando o complexo apoptossémico, responsavel pela ativacdo da caspase
9 e, consequentemente a ativacdo da pré-caspase 3 que executa 0 processo
de apoptose (SCHULTZ et al., 2000).

Em estudos recentes, PANDEY et al. (2000) e SALEH et al. (2000)
demonstraram que diversas proteinas do estresse térmico podem ser capazes
de regular os eventos apoptéticos de maneira positiva ou negativa. A proteina

Hsp27, por exemplo, pode se ligar ao citocromo C, diminuindo seus niveis na
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célula para a formacado do complexo apoptossémico. Ja, as proteinas Hsp70 e
Hsp90 podem se ligar diretamente com a APAF-1, impedindo a formag&o do

complexo apoptossémico.

2.3.4 Mecanismos de ativagcao da apoptose
Existem duas principais familias de proteinas que estdo envolvidas na
regulagdo do processo de apoptose celular, aquelas responsaveis pela
clivagem proteolitica, a familia das caspases e, aquelas que regulam a

atividade das caspases, a familia da Bcl-2.

2.3.4.1 Caspases

O envolvimento das caspases na apoptose foi inicialmente estudado por
Ellis et al. em 1991, observando a regulagdo do programa de morte celular
durante o desenvolvimento do nematddeo Caernorhabditis elegans (C.
elegans). Atualmente, cerca de 14 tipos de caspases foram identificadas em
mamiferos, sendo que a grande maioria participa do processo de apoptose
(RUPNARAIN et al., 2004).

As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific  proteases)
pertencem a familia das cisteino proteases, que possuem uma cisteina no sitio
ativo e que tém a capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuem
residuos de acido aspartico (NICHOLSON, 1999). Tais substratos incluem as
proteinas envolvidas no reparo de danos e na replicagdo do DNA, no ciclo
celular, na sinalizagdo de transdugcdo e na manutengdo da integridade da
estrutura celular. Assim, quando esses alvos sdo atacados, o reparo nao

acontece, levando a desestruturacao da célula (THOMPSON, 1999).
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As caspases sao sintetizadas como precursores inativos denominados
pro-caspases (SPANOS et al,, 2002). Uma vez ativadas, a maioria das
caspases tem a habilidade de promover a ativacdo de multiplos membros da
familia das caspases e a clivagem proteolitica de diversos tipos de proteinas
celulares, que contribuem para o controle da morte celular (MURPHY &
MARTIN, 2003).

As caspases envolvidas no processo de apoptose podem ser
consideradas iniciadoras ou efetoras. As caspases iniciadoras estdo envolvidas
na iniciagdo da cascata proteolitica (caspases 1, 2, 8, 9 e 10) e séo
responsaveis pelo processamento e ativacdo das efetoras. As caspases
efetoras s&o responsaveis pela clivagem proteolitica (caspases 3, 6 e 7) e
pelas mudangas nas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas (RUPNARAIN

et al., 2004).

2.3.4.2 Proteinas da familia Bcl-2

A Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) é uma familia de proteinas indutoras e
repressoras de morte celular por apoptose que participam ativamente da
regulagdo da apoptose (BORNER, 2003). Pelo menos 15 membros dessa
familia ja foram identificados nos mamiferos. Esta familia de pode ser dividida
em dois subgrupos, as proteinas consideradas antiapoptoticas (Bcl-2 e Bel-XL,
Bcl-w, Mcl-1 e A1), localizadas principalmente no envelope nuclear e no reticulo
endoplasmatico e as pro-apoptoéticas (Bax, Bak, Bok, Bik, Blk, Hrk, Bnips, Bim,
Bad, Bid, Bcl-X;), localizadas na membrana da mitocondria (JEONG et al.,

2005).
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A homeostase é mantida pelo controle da quantidade de proteinas pro e
antiapoptoticas (SPANOS et al., 2002). As proteinas antiapoptoticas inibem a
apoptose diretamente (bloqueando as caspases) e indiretamente (impedindo a
liberagdo do citocromo C). O citocromo C €& uma importante proteina que
participa da ativacdo da apoptose via alteracdo da permeabilidade da
membrana mitocondrial (PEREZ et al., 2007). O mecanismo de liberagdo do
citocromo C pela mitocdndria ainda n&do esta esclarecido, entretanto, sabe-se
que € desencadeado por fatores de estresses intracelulares e alteracdes nas
concentracbes de proteinas pré e antiapoptoéticas. O fator de inducéo
apoptético (AIF) também é liberado pela mitocodndria, translocando-se para o
nucleo induzindo a condensacao e fragmentagdo nuclear (CHANG & YANG,

2000).

2.3.5 Ocorréncia de apoptose
2.3.5.1 Estadio de clivagem e compactagao

O processo de apoptose em embrides de desenvolvimento normal néo
ocorre antes da ativagdo do genoma embrionario (AGE). O tempo de AGE varia
entre as espécies mamiferas. Nas camundongas, o principal evento na
ativacado ocorre durante o estadio de 2 células (FLACH et al., 1982), enquanto
em humanos e suinos a ativagcdo ocorre entre o estadio de 4-8 células
(BRAUDE et al., 1988) e entre 8-16 células em bovinos (TELFORD et al.,

1990).

2.3.5.2 Blastocisto
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Todas as espécies mamiferas apresentam seu mais alto grau de
apoptose espontdnea no estadio de blastocisto. Em uma variedade de
espécies a morte celular é observada somente durante o estadio de blastocisto
e, ocorre predominantemente na massa celular interna (MCI) (JURISICOVA et
al., 1995). A extensédo e regulagdo da morte celular durante o estadio de pré-
implantacdo €& aparentemente critica para os estagios mais tardios do
desenvolvimento embrido (BRISON & SCHULTZ, 1997). Mudangas
morfolégicas podem ser observados em 70-80% dos blastocistos de
camundongas e humanos produzidos in vitro e in vivo (HARDY, 1997) e
praticamente todos os blastocistos bovinos produzidos in vitro e in vivo

(BYRNE et al., 1999).

2.3.6 Deteccao de apoptose

A deteccdo de apoptose em células embrionarias tem sido utilizada
como um critério adicional na avaliagdo morfolégica, com o objetivo de
assegurar a qualidade e a viabilidade embrionaria (COUTINHO et al., 2007). O
teste TUNEL (Terminal transferase mediated Uracil Nick End Labeling) pode ser
utilizado na detecgao in situ de células apoptéticas, pela marcacdo do DNA
fragmentado em regides especificas (internucleossomais), gerado pela
atividade enddgena da DNase. Este método € composto pela enzima
transferase deoxinucleotidil terminal (TdT) que catalisa e transfere o
nucleotideo dUTP (conjugado de fluoresceina) para a regiao livre do grupo 3’
hidroxil, presente em fitas fragmentadas de DNA (PAULA-LOPES & HANSEN,

2002).
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2.4 Proteinas do choque térmico (Hsp)

As proteinas de choque térmico (Hsp - Heat shock proteins) sdo
estruturas ubiquas e conservadas na evolucido das espécies. Elas séao
sintetizadas por uma grande variedade de seres vivos (LOTTERMANN et al.,
2003), sendo identificada primeiramente na gléandula salivar de Drosophila
melanogaster apds a aplicagcdo de choque térmico (RITOSSA, 1962).
Atualmente, esta resposta € associada a uma sintese abrupta de moléculas
conhecidas como proteinas de estresse. Varios agentes, ao gerarem estresse
celular, podem induzir a sintese de Hsp. Além do choque térmico por
temperatura, a exposicado das células a metais pesados, anaerobiose, etanol,
diversos iondéforos, analogos de aminoacidos e infec¢gdes podem deflagrar
alteragbes no padrao da expressdo génica e na sintese de proteinas
especificas (LINDQUIST & CRAIG, 1998).

A expressdo de Hsp também pode ser induzida por estresse oxidativo,
mecanico e por citocinas (FEHRENBACH & NIESS, 1999). Muitos destes
agentes estressantes tém em comum a capacidade de afetarem de modo
adverso a conformacgao correta e, consequentemente, a fungcao das proteinas
(MINOWADA & WELCH, 1995).

Nas condigdes em que proteinas incorretamente dobradas se acumulam
nas celulas, comega uma resposta ao estresse ou resposta ao choque térmico
(Hsr - Heat shock response). Esta se inicia pela ativacao de um fator especifico
de transcricao, chamado Hsf-1 (Heat shock factor, ou fator do choque térmico).

Segundo MEYER & DA SILVA (1999), tal fator estaria presente na célula normal
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€ nao estressada como um mondmero inativo. Em resposta ao estresse
metabdlico, rapidamente sofreria trimerizagcdo, o que tornaria possivel sua
ligacdo imediata a uma sequéncia de nucleotideos, chamada de Hse (Heat
shock element, ou elemento do choque térmico), localizada dentro da regido
promotora dos genes que codificam as Hsp, tudo resultando em alto nivel de
transcricdo dos genes do choque térmico. As células quando submetidas ao
estresse, podem sobreviver ou morrer, estando na dependéncia do tipo celular,
do tipo e intensidade do estresse e de outros fatores. A exposi¢ao prévia das
células a estresses ndao mortais pode suscitar a resposta ao choque térmico
(Hsr), com a sintese de Hsp. Porém, se houver uma nova exposicdo das
células a estresses, as células se tornam tolerantes a agressdes, produzindo
menos lesdes, ou seja, as ceélulas que sintetizaram as Hsp ficam protegidas
contra novas exposi¢coes, o que reflete em menores lesbes também no
organismos ou em partes deles (LINDQUIST & CRAIG, 1998).

As Hsp ndo sdo induzidas apenas em condicdes de estresse. Ha
componentes desta classe protéica conhecidas como Hsc (Heat shock
cognates) (FEIGE & POLLA, 1994) que s&o expressos constitutivamente, isto
e, dentro da vida normal dos organismos, ndo submetidos a condi¢cdes de
estresse (FULLER et al., 1994). Além disso, seu grau de expressao parece ser
dependente da atividade metabdlica celular, ou seja, o aumento da expressao
de Hsp ocorre provavelmente devido ao aumento da demanda celular por
sintese protéica e eventos secretores (WELCH, 1992). O principal mecanismo
de agao das Hsp, além de conferir protecdo, seria o de atuarem como

chaperonas moleculares.
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Diversas Hsp tém sido descritas em mamiferos, sendo classificadas em
cinco familias de acordo com seu peso molecular (VIERLING, 1991). As Hsp
podem ser agrupadas em Hsp27, Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hsp104 (SCHARF et
al., 1998). Algumas existem de forma constitutiva, como as Hsp de 70
kilodaltons (kDa). Por sua vez, as Hsp60 e Hsp90 tém seus niveis
drasticamente aumentados quando a célula sofre estimulo metabdlico. Na
medida em que ocorre o choque térmico e outras condigcbes estressantes,
provocando um efeito de desdobramento parcial das proteinas celulares, a
capacidade das Hsp de proteger as células contra os efeitos adversos do
estresse torna-se uma extensdo légica de sua fungdo como chaperonas
(BECKER & CRAIG, 1994). As fungbes das Hsp incluem: modulagdo da
resposta de receptores protéicos (Hsp90); transporte intracelular e translocagao
de peptideos (Hsp60); formatagcédo de proteinas nascentes (Hsp60 e Hsp70) e
degradacéao protéica (ubiquitina). Portanto, fica evidente o papel das Hsp na
regulacdo do metabolismo, do crescimento e da diferenciagao celular, além de
rapidamente se adaptar a fungbes de reparo e degradagcdo de proteinas

danificadas (MOLLER, 1991; MORIMOTO, 1998).

2.4.1 Familia Hsp70
A familia da Hsp70 tem como funcao desagregar e reativar as proteinas
termicamente danificadas, além de auxiliar no correto dobramento e
estabilizacdo de polipeptidios recém-formados, antes destes assumirem seus
estados nativos. Em fungao destas caracteristicas, as Hsp70 sao conhecidas
como chaperonas moleculares (ESSIG & NOSEK, 1997). As Hsc70 séao

encontradas em niveis relativamente altos na maioria das células, em presenca
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de estresse e da desnaturacdo de proteinas, assim, as Hsc70 migram para o
nucleo e nucléolo, onde se ligam a pré-ribossomas desnaturados ou que ainda
nao tenham adquirido a conformagao nativa. Com isso, acredita-se que Hsc70
e Hsp70 auxiliem na estabilizagdo de proteinas, sendo que a primeira agiria
regularmente, em condicbes nao estressantes, enquanto a segunda seria
sintetizada para atender as demandas extras impostas a célula sob estresse
(ESSIG & NOSEK, 1997).

As Hsp70 sdo genes expressos em niveis semelhantes em todas as
células, ou seja, um gene constitutivo, e sua expressao é reflexo de estresse
celular (PEDERSEN et al., 2005). Evidéncias sugerem que a Hsp70.1 e 70.3
desempenham um importante papel no processo de fertilizacdo e no
desenvolvimento embrionario (DIX et al., 1998; WRENZYCKI et al., 2005).

Para PEDERSEN et al. (2005), a expressdao génica embrionaria pode
ser modificada em resposta a alteragdes do ambiente, o que provavelmente é
uma tentativa do embrido para estabilizar sua funcédo celular. A exposicao a
situacbes de estresse ocasiona alteracdes ultraestruturais observadas em
oocitos e embrides, dentre as quais, estdo a redistribuicdo de organelas na
regido cortical e agregagao citoplasmatica, vacuolizagdo e rompimento da
membrana e/ou matriz mitocondrial, culminando num processo de apoptose e
morte celular. A habilidade em regular a morte celular tem sido reconhecida
como uma das fungdes das Hsp70, podendo contribuir com seu efeito protetor
nas células, entretanto esse mecanismo ainda nao esta esclarecido (MATWEE
et al., 2000; PARK et al., 2006).

Segundo SREEDHAR et al. (1999), existe uma relagado das Hsp com a

apoptose, porém nao se sabe ao certo qual seria 0 mecanismo em que essas
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proteinas atuariam, com a consequente inibigdo da morte celular programada.
Alguns pesquisadores tém demonstrado que a citoprote¢ao induzida pelas Hsp
pode também ser atribuida parcialmente a supressao da apoptose, embora o
preciso mecanismo desse efeito ainda ndo esteja elucidado (SAMALI &
ORRENIUS, 1998). Uma evidéncia adicional que confirma a relagdo entre a
citoprotecao e a resisténcia a apoptose € o fato de que células que apresentam
falhas ao responder ao estresse sdo sensiveis a morte celular via apoptose
(SREEDHAR et al., 1999). Estudos indicam que as Hsp70 e 90 atuariam em
alguns pontos chave na cascata da apoptose como a inibigdo da formagao do
complexo “apoptosome” ao impedir a ligagdo da procaspase 9 a molécula de
APAF 1 (apoptotic protease activating factor 1) (BEERE et al., 2000), a redugao
do processamento da procaspase 3 e o aumento de proteinas anti-apoptdéticas,

como Bcl-2 (MOSSER et al., 1997).

2.4.2 Expressao génica

O termo expressao génica refere-se ao processo pelo qual a informacao
genética contida num gene especifico € traduzida em uma proteina especifica
que exercera sua fungdo na célula ou fora dela (WILHELM, 2003). Este
processo ocorre através de uma cascata de eventos, regulados por ligagdes de
proteinas a uma sequéncia regulatéria de DNA, que ativam sinais bioquimicos
em cadeia, resultando na ativagcéo ou repressao de diversos genes.

Aproximadamente 10.000 genes precisam ser expressos para que se
tenha uma orquestrada regulagdo do desenvolvimento embrionario pré e pos-

implantacional (MOHAN et al. 2002). Entretanto, at¢ o momento, apenas 15
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funcdes fisiologicas e a expressdo de 60 a 70 genes foram bem estudados
(TESFAYE et al., 2003).

Os genes expressos podem ser constitutivos ou induzidos. Os
constitutivos sdo expressos em todas as células e responsaveis por funcoes
comuns e os induzidos aqueles responsaveis por fungdes especificas, sendo
expressos a partir de um determinado estimulo (RAMALHO, 2000). Durante o
periodo pré-implantacional, o embrido passa por uma série de eventos de
desenvolvimento morfo-genéticos incluindo desde a maturagdo do odcito, a
ativagcdo do genoma embrionario, quando ocorre a transigdo do controle de
transcricdo de materno para fetal. O efeito de alteragbes no padrao de
expressdo génica em embrides produzidos in vitro, principalmente quando
cultivados em condi¢gdes subdtimas pode ser alterada em resposta ao estresse
ambiental, o que provavelmente é uma maneira de estabilizar sua fungéo
celular. Assim, a aplicagao de ferramentas moleculares para avaliar embrides
em estadios pré-implantacionais nos animais de producado podem trazer novos
conhecimentos sobre o desenvolvimento de embrides mamiferos, ajudando a

incrementar os procedimentos de biotecnologia (KANKA et al., 2003).

2.4.3 PCR quantitativo em tempo real
Estudos de expressdo génica vém sendo empregados em varios
organismos como humanos, camundongas, suinos, bovinos e outras espécies.
A maioria dos estudos tem a finalidade de identificar e caracterizar genes
relacionados a caracteristicas economicamente importantes, como no caso das

reprodutivas e aquelas relacionadas a resisténcia de doengas, sendo esta
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importante ferramenta para a selecdo e avaliagdo de genes candidatos
(FAHRENKRUG et al., 2002).

Dentre as metodologias disponiveis para a identificacdo e a expresséo
de determinados genes, encontra-se a analise gendmica funcional, que
possibilita caracterizar os padrées de expressdo mRNA e proteina. O produto
inicial da expressao génica em um organismo € denominado transcriptoma e
refere-se ao conjunto de mRNA, cuja informagéo € requerida pela célula em
determinado momento (BINNECK, 2004). Portanto, a quantidade de mRNA
indica a expressao de determinado gene (HOCQUETTE, 2005).

A Transcrigdo Reversa combinada a reagdo em Cadeia de Polimerase
(RT-PCR) é um método in vitro para amplificar sequéncias definidas de mRNA,
sendo utilizada especialmente em situacbes em que somente pequenas
quantidades de material sao disponiveis para a analise. Pode ser utilizado para
determinar a presenga ou auséncia de determinado transcrito, comparar niveis
de mRNAs em diferentes amostras e para caracterizar padrdes de expressao
de mRNAs. A PCR convencional ndo pode ser usada em estudos que visam
quantificar ou mesmo medir diferengcas de niveis de expressao de diferentes
amostras, pois, ao contrario da PCR convencional, o método de qPCR
monitora a reagdo em cada ciclo, permitindo a deteccao direta dos produtos de
PCR na fase exponencial da reacao, onde a quantidade de fragmento gerado é
proporcional a quantidade inicial. Este método é muito sensivel e pode ser
usado para quantificar mMRNA em baixos niveis, assim, ele tem se mostrado
uma poderosa ferramenta na quantificacdo da expressdo génica (WONG &

MEDRANO, 2005).
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de dois meios de
manipulacdo de embrides. Foram utilizados embrides de camundongas nos
estadios de blastocisto inicial (Bin), mérula compacta grau | (Mcl) e 1l (Mcll),
distribuidos aleatoriamente em trés tratamentos, de acordo com o meio de
manutengdo: T1 — PBS modificado (Controle); T2 (MD1) e T3 (MD2). Os
embrides foram mantidos durante quatro horas no meio de manutencao e
posteriormente classificados quanto ao estadio de desenvolvimento e quanto a
qualidade embrionaria. Logo apés, foram cultivados em meio TCM 199 e

classificados novamente quanto ao estadio de desenvolvimento e qualidade
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embrionaria. A taxa de desenvolvimento dos embrides apdés manutencio por
quatro horas no meio de manipulagao foi inferior (P<0,05) para os embrides do
Controle, quando comparada com os embrides do MD1 e MD2, diferenca esta
nao observada (P>0,05) apds o cultivo in vitro. Contudo, os embrides Mcll do
T3 tiveram um maior desenvolvimento (P<0,05), quando comparado com
embrides do T1 e T2, indicando o efeito benéfico do enriquecimento do meio
MD2. Conclui-se que os meios de manipulagado MD1 e MD2 influenciaram
beneficamente no desenvolvimento de embrides, apresentando superioridade,

quando comparado a solu¢do PBS modificada.

Palavras-Chave: Camundonga, embrido, reprodugao

Abstract - This work studied the effects of different manipulation medias
followed by in vitro culture in mice embryos. The embryos used in the
experiment were all at early blastocyst (Bin), compact morula grade | (Mcl) and
II (Mcll), randomly assigned in three treatments: T1 — modified PBS (Control);
T2 (MD1) and T3 (MD2). In each treatment the embryos were kept in
manipulation media for four hours. Finishing the manipulation period, the
embryos were classified according the development stage and quality.
Following, embryos were cultured in TCM 199. After the culture period, the
embryos were being evaluated accordingly quality and development stage. The
development rate for Bin, Mcl and Mcll after maintenance for four hours in
manipulation media between was lower for Control (P>0.05) when compared
with MD1 and MD2. However, after in vitro culture, was not observed difference
(P>0.05) on embryo development rate among Control, MD1 and MD2.
Moreover, Mcll from MD2 had a higher development (P<0.05) (93%), when
compaired with Control (82.5%) and MD1 (83.9%), indication a beneficial effect
when MD2 is supplemented. In brief, the manipulations media MD1 and MD2
had a positive effect on embryo development, suggesting being better than
modified PBS solution.

Keywords: mouse, embryo, reproduction



Introducao

O estudo basico da morfologia do desenvolvimento embrionario de
mamiferos, especialmente de camundongas e de bovinos teve inicio a partir da
década de 40. Nas espécies mamiferas, muitos eventos importantes ocorrem
durante o desenvolvimento embrionario, desde a fase de zigoto até a formagéao
do blastocisto. Isto inclui a primeira clivagem; a ativagdo do genoma
embrionario, no estadio de duas células para camundongas (Whittingham e
Biggers, 1967; Bavister, 1988) e 8-16 células para bovinos (Kanka et al., 2003);
a compactacdo da morula e a formacdo do blastocisto, que estabelece a
diferenciagao de dois tipos celulares, trofoblasto (TF) e massa celular interna
(MCI). O TF é composto por células externas do blastocisto que originam as
membranas extra-embrionarias, enquanto que as células da MCI originam o
feto e contribuem em parte, para a formacdo das membranas extra-
embrionarias (Lonergan et al., 2003).

De acordo com Van Soom et al. (1997); Rizos et al. (2003), a cinética do
desenvolvimento embrionario depende do sucesso em controlar os momentos
temporal e espacial da expressédo apds a ativagdao do genoma embrionario, ou
seja, qualquer modificagdo nas condigdes de cultivo pode afetar um ou todos
estes processos, tendo efeito sobre a qualidade e, consequentemente a
viabilidade embrionaria. Este critério, por sua vez, envolve aspectos
relacionados a velocidade de determinados processos morfoloégicos, tais como
a duragao mais curta ou mais longa do processo de compactagdo de mérulas,
expansao mais lenta ou mais rapida da blastocele e diferengcas no momento da
eclosao (Gonzales e Bavister, 1995).

A manutencdo do embrido em uma solugdo adequada, desde a coleta
até a inovulacdo é um aspecto importante, uma vez que pode interferir na
qualidade e, consequentemente, na viabilidade embrionaria (Bavister, 1995).
De acordo com Vanroose et al. (2001), a escolha de meios e substratos
energeéticos tém impacto importante sobre o desenvolvimento e a viabilidade de
embrides.

Atualmente, a solugado de manipulagdo empregada nas rotinas de TE em
bovinos tém sido o PBS modificado (Whittingham, 1971). A solugao fosfatada

tamponada (PBS) foi formulada por Dulbecco & Vogt em 1954 para uso em
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manipulagcdo de cultivos bacterianos e, posteriormente, modificada por
Whittingham em 1971, para a manipulagdo de embrides de camundongas.
Com o sucesso obtido pelo pesquisador, poucos estudos foram realizados no
intuito de encontrar solugbes mais apropriadas e estaveis para a manipulagao
de embrides nas diferentes espécies animais.

O PBS modificado (Whittingham, 1971) esta sujeito a eventuais
mudang¢as na composigao, como variagdes de pH, quando armazenado por
longo periodo de tempo em temperatura e a luz ambiente (Gordon, 1994).
Portanto, a solugdo deve ser armazenada em local com pouca luminosidade,
em ambiente refrigerado (temperatura minima de 4°C).

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos de diferentes meios de
manipulacdo e posterior cultivo in vitro de embrides de camundongas,

avaliando o subsequente desenvolvimento embrionario.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Reprodugao Animal — DVT/
UFV, utilizando embrides de camundongas da espécie Mus musculus, da
linhagem Suiga-Albina. O protocolo de superovulagdo e coleta de embrides foi
realizado segundo Rafferty (1970). Os aspectos éticos foram rigidamente
considerados, sendo o projeto de pesquisa aprovado pela Comissdo de Etica
do Departamento de Veterinaria da UFV, processo 10/2006, em reunido
realizada no dia 26 de abril de 2006.

Foram testados dois meios de manipulacdo utilizados para coleta e
manipulacdo de embrides, MD1" e MD2" e como controle o PBS modificado
(Whittingham, 1971), usualmente empregado nas rotinas de TE nas diferentes
espécies animais. A composi¢cao do meio MD1 foi definida da seguinte maneira:
Cloreto de Sadio (0,1027 mol L™); Cloreto de Potassio (0,0040 mol L™); Cloreto
de Calcio (0,0018 mol L™"); Lactato de Sédio (0,0277 mol L™"). O MD2 foi
elaborado com a mesma formulagdo do MD1, acrescido de 0,0003 mol L™ de
Piruvato de Sddio.

Os meios MD1 e MD2 foram produzidos e ajustados com glicose para

290 mOsm, com o auxilio de um osmoémetro (Osmette A® Automatic

* Patente solicitada
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Osmometer) e o pH ajustado para 7,2 a 7,4. Todos os reagentes utilizados para
a producao dos meios de manipulacao e de cultivo foram testados para cultivo
celular. Além disso, os antibiéticos utilizados para os meios MD1 e MD2 foram
os mesmos utilizados no PBS modificado (Whittingham, 1971).

Para o estudo, foram utilizados apenas embrides nos estadios de
blastocisto inicial (Bin), mérula compacta grau | (Mcl) e Il (Mcll), distribuidos
aleatoriamente em trés tratamentos: T1 — PBS modificado (Controle); T2 (MD1)
e T3 (MD2).

Os embrides de cada tratamento foram mantidos em placas de quatro
pocos (Nunc® A/S), durante quatro horas, em meio de manipulagao,
previamente equilibrado (37°C) e acrescido de 0,4% de albumina sérica bovina
(BSA), fragao V.

Apos o término do tempo de manipulagdo, os embrides foram
classificados quanto ao estadio de desenvolvimento e quanto a qualidade
embrionaria (IETS, 1998), com o auxilio de um microscopio estereoscopio
(Olympus Optical®, modelo SZ-40/ SZ-ST) em ocular de 10X e objetiva de 4X.
Depois de classificados, os embrides foram transferidos e cultivados em placas
de quatro pogos (Nunc® A/S), durante 10 horas, em meio de cultivo TCM 199
modificado (Costa et al., 1997), previamente equilibrado (37°C), em atmosfera
de 5% de didxido de carbono (CO.), 95% de ar atmosférico e 95% de umidade
em estufa incubadora (Jouan®, modelo I1G 150).

Apds o término do tempo de cultivo, os embrides foram transferidos e
lavados em placa escavada, em meio Talp-Hepes modificado (Costa et al.,
1997), previamente equilibrado (37°C), sendo classificados novamente quanto
ao estadio de desenvolvimento e quanto a qualidade embrionaria (lets, 1998),
com o auxilio de um microscépio estereoscopio (Olympus Optical®, modelo SZ-
40/ SZ-ST) em ocular de 10X e objetiva de 4X.

As variaveis qualitativas foram comparadas em tabelas de contingéncia
e analisadas pelo teste do qui-quadrado a 5% de probabilidade (Sampaio,
2002).

Resultados e Discussao
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No presente estudo, a taxa de desenvolvimento de embrides Bin, Mcl e
Mcll apés manutencdo por quatro horas no meio de manipulacao foi inferior
(P<0,05) para o Controle, quando comparada com os embrides do MD1 e MD2.
Estes resultados demonstram a superioridade dos meios propostos, em
comparagao com o PBS modificado (Whittingham, 1971) (Tab. 1, 2 e 3). Uma
das provaveis explicacbes para essas diferencas pode estar relacionada a
disponibilidade e as concentracbes de substratos energéticos presentes nas
solucdes de manipulacao (Rieger, 1992; Bavister, 1995; Donnay e Leese, 1999;
Thompson, 2000).

De acordo com Vanroose et al. (2001), a escolha de meios e substratos
energeéticos tém impacto importante sobre o desenvolvimento e a viabilidade de
embrides. Para Rizos et al. (2003) e Lonergan et al. (2003) o cultivo in vitro é
considerado periodo critico, pois pode alterar o padrdo de expressao génica e,
assim, comprometer a qualidade e a sobrevivéncia apos a transferéncia de
embrides em estadio pré-implantacional. Corroborando com estes autores,
Khurana e Niemann (2000), em seus estudos, verificou que alteragdes
encontradas em embrides produzidos in vitro podem estar relacionadas
principalmente as condi¢des adversas de cultivo, as quais os embrides sao
expostos.

Ménézo et al. (1998), em seus primeiros trabalhos, verificaram que a
utilizagdo de um unico meio de cultivo (co-cultura de células de tuba uterina e
da granulosa), da fecundagao até o estadio de blastocisto, resultou em baixa
taxa de blastocistos (50%) e implantacdo de blastocistos transferidos (25%).
Para Bavister (2000), este fato aponta para a inadequagao do meio de cultivo
em proporcionar o desenvolvimento normal aos estadios embrionarios iniciais.

Os embrides podem secretar diversos compostos com concentracdes
variaveis, de acordo com suas especializagdes, nutricdo ou tempo de
manipulagdo. Segundo Donnay e Leese (1999) os substratos energéticos,
como glicose, piruvato e lactato desempenham relevante papel no
desenvolvimento embrionario e, por isso sao utilizados nos diferentes meios de
cultivo de embrides. Em alguns estudos, pesquisadores verificaram que o
desenvolvimento embrionario é reduzido na auséncia desses substratos (Kim
et al., 1993; Rosenkrans et al., 1993).
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A anadlise dos substratos energéticos de preferéncia embrionaria
realizada por Chatot et al. (1990); Gardner e Lane (1996); Quinn e Horstman
(1998) e Lane e Gardner (2001), permitem a compreensao das interagdes entre
os embrides e os componentes dos meios de cultivo e dos mecanismos
reguladores e como eles podem ser perturbados in vitro. Segundo Bavister
(2000), as condi¢cbes de desenvolvimento in vitro ainda ndo substituem todos
os beneficios do desenvolvimento no trato reprodutivo.

No presente estudo, os meios de manipulagao foram constituidos de
diferentes substratos energéticos como ja descrito. Conforme elucidado por
Bavister (1988); Gordon (1994) e Bavister (1995), essa interagdo de substratos
pode ter sido responsavel pelos resultados apresentados de desenvolvimento
embrionario. No entanto, devido a escassez de literatura com relacdo a meios
de manipulacéo e desenvolvimento embrionario de mamiferos, nao foi possivel
comparar estes resultados com outros autores.

O embrido tem maior predilecdo ao piruvato e lactato nas fases iniciais
de desenvolvimento embrionario, enquanto a glicose é incorporada nas fases
finais de desenvolvimento (Bavister, 1995; Thompson, 2000). De acordo com
Gardner e Leese (1986), o piruvato é utilizado pelos embrides ao longo de seu
desenvolvimento, com um aumento de suas necessidades apods a blastulacao,
sendo esse aumento essencial para a viabilidade do blastocisto (Dorland et al.,
1992). Rieger (1992) e Martin e Leese (1995) mostraram que do piruvato
captado pelo embrido, 44% sao metabolizados no estadio de duas células e
17% pela moérula, quando a glicose passa a ser o0 substrato
predominantemente utilizado, enquanto que em fases anteriores do
desenvolvimento, o consumo de glicose € minimo. O blastocisto utiliza apenas
29% do piruvato captado, enquanto nessa etapa, 44% da glicose captada é
convertida em lactato (Gardner e Leese, 1990). A taxa entre piruvato e lactato é
essencial para o balango do potencial oxidagao/ reducao (Morales et al., 1999).

A glicose, por sua vez, contribui com apenas 17% da producao de ATP
produzido pelo embrido, enquanto a oxidacdo do piruvato é responsavel por
40% do ATP produzido (Houghton e Leese, 2004). A captagéo e utilizacado de
glicose € vital para a sobrevivéncia e desenvolvimento do embrido durante o

periodo de pré-implantacdo. Esse periodo se estende desde a fertilizagao até o
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estadio de blastocisto, sendo que o decréscimo na captacéo de glicose durante
esse estadio pode comprometer o desenvolvimento embrionario (Riley e Moley,
2006).

Segundo Bavister (1995), a sintese de lactato é detectada desde o
estadio de uma célula até blastocisto, sugerindo que o embrido possui, desde o
estadio inicial, a maquinaria completa de enzimas glicoliticas. O metabolismo
de glicose em fases embrionarias iniciais esta relacionado a sintese de uma ou
mais enzimas glicoliticas pelo genoma do embrido, que é ativado na fase de
blastocisto. A glicolise & funcional na fase de blastocisto quando ha uma
demanda de energia necessaria pra a compactagao, expansao e formagao de
blastocele. A utilizagdo dessa via de producédo de energia pelo embrido pode
ser um reflexo de estresse metabdlico ou de longo tempo submetido a

condi¢des subodtimas (Khurana e Niemann, 2000).

Tabela 1. Taxa de desenvolvimento de embrides Bin apds manutencido em
meios de manipulagéo por quatro horas, nos diferentes tratamentos.
Desenvolvimento embrionario

Tratamentos Total de embrides N %
Controle 153 66 43 1°
MD1 183 125 68,3°
MD2 164 96 58,5°

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971).
Valores com letras sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca (P<0,05)
entre os tratamentos, pelo teste do Qui-quadrado.

Tabela 2. Taxa de desenvolvimento de embrides Mcl apés manutengdo em
meios de manipulagao por quatro horas, nos diferentes tratamentos.
Desenvolvimento embrionario

Tratamentos Total de embrides N %
Controle 243 70 28,82
MD1 226 118 52,2°
MD2 171 87 50,9°

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971).
Valores com letras sobrescritas na mesma coluna indicam diferenga (P<0,05)
entre os tratamentos, pelo teste do Qui-quadrado.
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Tabela 3. Taxa de desenvolvimento de embrides Mcll apés manutengcédo em
meios de manipulacio por quatro horas, nos diferentes tratamentos.
Desenvolvimento embrionario

Tratamentos Total de embrides N %
Controle 151 13 8,6°
MD1 143 47 32,9°
MD2 115 36 31,3°

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971).
Valores com letras sobrescritas na mesma coluna indicam diferenga (P<0,05)
entre os tratamentos, pelo teste do Qui-quadrado.

Entretanto, apés manutencdo nos meios e posterior cultivo in vitro, ndo
foi observada diferenga (P>0,05) na taxa de desenvolvimento embrionario entre
o Controle, quando comparados com MD1 e com MD2, indicando que os
embrides se desenvolvem normalmente apds o cultivo, independente dos
meios de manutencgédo (Tab. 4, 5 e 6). Contudo, os embrides Mcll do MD2
tiveram um maior desenvolvimento (P<0,05) (93%), quando comparado com
embrides do Controle (82,5%) e MD1 (83,9%), indicando o efeito benéfico do
enriquecimento do meio MD2.

A razao pela qual clivagens mais rapidas acontecem em embrides com
maior capacidade de desenvolvimento ainda é desconhecida (Watson e
Barcroft, 2001). Um dos mecanismos propostos para explicar estes resultados
esta na influéncia do meio MD2 em manter um ambiente favoravel aos
embrides, estimulando assim, as células totipotentes viaveis (cerca de 50%)
(lets, 1998), a continuarem seu desenvolvimento, recompondo com maior
rapidez a populagado de células viaveis da massa celular. Provavelmente, a
interacdo dos substratos energéticos (glicose, piruvato e lactato) presentes no
meio MD2, pode ter sido determinante para o maior desenvolvimento
embrionario.

Betts e King (2001) e Rizos et al., (2003), em seus estudos, verificaram
que a sobrevivéncia de embrides mamiferos ndo depende somente de
condicdes apropriadas para o desenvolvimento normal, mas também na

aquisicdo de mecanismos com 0s quais os embrides utilizam contra as

Ixvii



adversidades. Estudos tém mostrado que solucbdes suplementadas podem
aumentar a producdo de blastocistos e o numero total de células,
provavelmente pela reducdo do numero de blastdmeros que sofrem morte
celular (Brison e Schultz, 1997; Lighten et al., 1998).

Além disso, em embrides em estadio pré-implantacional, a apoptose ou
morte celular pode ser considerada um processo normal, com importante papel
durante o desenvolvimento, funcionando inclusive como um indicador da
qualidade do embriao (Byrne et al., 1999). Entretanto, quando o numero ou
razao de células apoptdticas por células normais aumenta, esse evento torna-
se prejudicial ao desenvolvimento embrionario, interferindo em sua qualidade
(Levy et al., 2001). A incidéncia de apoptose € maior em embrides produzidos
in vitro do que in vivo (Kninj et al., 2003), provavelmente induzida pelo estresse
provocado pelo cultivo in vitro, envolvendo atraso no desenvolvimento

embrionario acompanhado de fragmentacéao celular (Jurisicova e Acton, 2004).

Tabela 4. Taxa de desenvolvimento de embrides Bin apds manutencido em
meios de manipulagado e posterior cultivo “in vitro” por 10 horas, nos diferentes
tratamentos.

Desenvolvimento embrionario

Tratamentos Total de embrides N %
Controle 153 149 97,4
MD1 183 175 95,6
MD2 164 151 92,1

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971).
As diferengas nao foram significativas (P>0,05) pelo teste do Qui-quadrado.

Tabela 5. Taxa de desenvolvimento de embrides Mcl apés manutengdo em
meios de manipulagao e posterior cultivo “in vitro” por 10 horas, nos diferentes
tratamentos.

Desenvolvimento embrionario

Tratamentos Total de embrides N %
Controle 243 232 95,5
MD1 226 204 90,3
MD2 171 159 93,0

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971).
As diferengas nao foram significativas (P>0,05) pelo teste do Qui-quadrado.
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Tabela 6. Taxa de desenvolvimento de embrides Mcll apés manutengédo em
meios de manipulagao e posterior cultivo “in vitro” por 10 horas, nos diferentes
tratamentos.

Desenvolvimento embrionario

Tratamentos Total de embrides N %
Controle 151 124 82,52
MD1 143 120 83,92
MD2 115 107 93,0°

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971).
Valores com letras sobrescritas na mesma coluna indicam diferenga (P<0,05)
entre tratamentos, pelo teste do Qui-quadrado.

Conclusoes
Deste modo, conclui-se que os meios de manipulacdo MD1 e MD2
influenciam beneficamente no desenvolvimento de embrides, apresentando

superioridade, quando comparado a solugdo PBS modificado.
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Morfologia, apoptose celular e expressao génica Hsp70.3 em embrides
apo6s manutencao em diferentes meios de manipulagao e posterior cultivo

in vitro

Flavio Guiseli Lopes'; Eduardo Paulino da Costa?; Laércio dos Anjos Benjamin®;
Emilio César Martins Pereira®; Marianne Camargos Dias®; Gustavo Guerino

Macedo’

' Doutorandos - DVT - UFV

2 Professor Associado - DVT - Universidade Federal de Vigosa. epcosta@ufv.br
® Mestrando - DVT - UFV

* Professor Associado - DVT - UFV

® Bolsista de Iniciagdo Cientifica - DVT - UFV

Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de meios de
manutencdo em aspectos morfolégicos e metabdlicos do embrido. Foram
utilizados embrides de camundongas nos estadios de blastocisto inicial (Bin),
morula compacta grau | (Mcl) e Il (Mcll), distribuidos aleatoriamente em trés
tratamentos, de acordo com o meio de manutencdo: T1 - PBS modificado
(Controle); T2 (MD1) e T3 (MD2). Os embrides foram mantidos durante quatro
horas no meio de manutencao e posteriormente cultivados em meio TCM 199.
Apos o término do tempo de cultivo, os embrides de cada tratamento, no
estadio de blastocisto expandido (Bx), foram separados aleatoriamente em
amostras para avaliacdo de aspectos ultra-estruturais, deteccao de apoptose
celular e quantificagcdo de expressdo génica de Hsp70.3. Nao foi verificada
diferenga (P>0,05) entre tratamentos no diametro celular, nuclear, nucleolar, na
percentagem de células apoptdticas e na relagdo nucleo:nucléolo. Estes
resultados indicam que os meios MD1 e MD2 nao interferem nos diametros
celular, nuclear e nucleolar e no percentual de apoptose. Quanto a expressao

génica de Hsp70.3, foi verificado diferenca entre tratamentos (P<0,001), em
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embrides Bin, Mcl e Mcll apés manutencio e posterior cultivo in vitro. Embora
tenha ocorrido maior expressao génica em embrides mantidos em MD1 e MD2,
n&o houve comprometimento do desenvolvimento embrionario. E provavel que
a expressao de Hsp70.3 nao seja um fator de importancia para a avaliacéo de
estresse celular.

Palavras-Chave: avaliagdo, camundonga, reprodugao

Morphology, apoptosis and genic expression of Hsp70.3 of embryos after

maintenance in different manipulation medias following with in vitro culture

Abstract - This work evaluated ultra-structural aspects, cellular apoptosis
and genetic expression of mice embryo after maintenance in different
manipulation medias. The embryos used in the experiment were all at early
blastocyst (Bin), compact morula grade | (Mcl) and Il (Mcll), randomly assigned
in three treatments: T1 — modified PBS (Control); T2 (MD1) and T3 (MD2). In
each treatment the embryos were kept in manipulation media for four hours.
Finishing the manipulation period, the embryos were classified according the
development stage and quality. Following, embryos were cultured in modified
TCM 199. After the culture period, the embryos were being evaluated
accordingly quality and development stage. Following were randomly selected
expanded blastocyst (Bx) in each treatment and separated in samples to ultra-
structural evaluation, cellular apoptosis and genetic expression quantification of
Hsp70.3. There were no difference (P>0.05) among the treatments in relation
the nucleus, nucleolus, cell diameter and cellular apoptosis rate. Moreover,
there were no difference among the treatments in relation the nucleus:nucleolus
proportion (2.8 + 0.4, 3.8 £+ 25 e 3.9 + 0.4 microns for T1, T2 and T3
respectively). Thus, these results indicate that MD1 and MD2 do not influence
on cell diameter, nucleus and nucleolus apoptosis rate. Otherwise, genetic
expression of Hsp70.3 had difference in Bin, Mcl and Mcll after maintenance
followed by in vitro culture among the treatments (P<0.001). Although it was
observed higher genetic expression in embryos maintained in MD1 and MD2,
there was not influence on embryo development. Moreover, it is possible that

Hsp70.3 expression do not be a important aspect for cellular stress evaluation.
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Introdugao

As alteracbes morfoldgicas e moleculares embrionarias, causadas pelos
sistemas in vitro tém sido responsaveis pela menor qualidade e viabilidade
apos a inovulagao ou a criopreservagao de embrides (Mc Evoy, 2003). Entre as
alteragcbes mais comuns, destaca-se o aumento do numero de células
apoptéticas, modificagdes ultra-estruturais, alteracbes do metabolismo celular e
expressao génica (Lonergan et al., 2003).

As modificagdes ultra-estruturais em embrides in vitro tem sido motivo de
muitos estudos para predizer a capacidade de desenvolvimento embrionario.
Os embrides considerados de grau | possuem nucleo e nucléolos bem mais
desenvolvidos do que aqueles de grau Il e Il (Abe et al., 1999).

A apoptose em células embrionarias tem recebido atencdo especial de
muitos pesquisadores (Jacobson et al., 1997). Em embrides no estadio pré-
implantacional de mamiferos, a apoptose pode ser considerada um processo
normal (Byrne et al., 1999). A habilidade do embrido em resistir ao estresse é
provavelmente regulada por diversos fatores que permitam a ocorréncia de
apoptose (Betts & King, 2001). Em embrides produzidos in vitro a apoptose
pode ser aumentada por subcondigdes de cultivo, resultante de inadequadas
composi¢des dos meios ou da densidade de embrides no meio de cultivo
(O’Neil, 1998).

Quanto a expressdo génica, varios agentes, ao gerarem estresse
celular, podem induzir a sintese de proteinas de choque (Hsp), além do choque

térmico por temperatura (Lindquist & Craig, 1998), estresse oxidativo, mecanico
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e por citocinas (Fehrenbach & Niess, 1999). Muitos destes agentes
estressantes tém em comum a capacidade de afetarem de modo adverso a
conformagao correta e, consequentemente, a fungéo das proteinas (Minowada
& Welch, 1995).

A familia da Hsp de 70 kilodaltons (kDa) sdo expressadas como reflexo
de estresse celular (Pedersen et al., 2005). Evidéncias sugerem que tanto a
Hsp70.1 como a 70.3 desempenham papel importante no processo de
fertilizacdo e no desenvolvimento embrionario (Dix et al., 1998). Assim, a
expressdo génica embrionaria pode ser modificada em resposta a alteragbes
de ambiente, o que provavelmente € uma tentativa do embrido em estabilizar
sua fungao celular.

O objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos morfologicos, apoptose
celular e expressdo génica em embrides de camundongas, ap6s manutengéo

em diferentes meios de manipulagao e posterior cultivo in vitro.

Material e Métodos
O trabalho foi realizado no Laboratorio de Reprodu¢ado Animal — DVT/
UFV, utilizando embrides de camundongas da espécie Mus musculus, da
linhagem Suica-Albina. O protocolo de superovulagao e coleta de embrides foi
realizado segundo Rafferty (1970). Os aspectos éticos foram rigidamente
considerados, sendo o projeto de pesquisa aprovado pela Comissdo de Etica
do Departamento de Veterinaria da UFV, processo 10/2006, em reuniao

realizada no dia 26 de abril de 2006.
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Foram testados dois meios de manipulacido utilizados para coleta e
manipulagdo de embrides, MD1" e MD2" e como controle o PBS modificado
(Whittingham, 1971), usualmente empregado nas rotinas de TE nas diferentes
espécies animais. A composigao do meio MD1 foi definida da seguinte maneira:
Cloreto de Sadio (0,1027 mol L™); Cloreto de Potassio (0,0040 mol L™); Cloreto
de Calcio (0,0018 mol L™); Lactato de Sodio (0,0277 mol L™). O MD2 foi
elaborado com a mesma formulagdo do MD1, acrescido de 0,0003 mol L de
Piruvato de Saodio.

A solugdo fosfatada tamponada (PBS) foi formulada por Dulbecco &
Vogt em 1954 para uso em manipulacdo de cultivos bacterianos e,
posteriormente, modificada por Whittingham em 1971, para a manipulagdo de
embrides de camundongas. Com o sucesso obtido pelo pesquisador, poucos
estudos foram realizados no intuito de encontrar solu¢gdes mais apropriadas e
estaveis para a manipulacédo de embrides nas diferentes espécies animais. O
PBS modificado, esta sujeito a eventuais mudangas na composi¢do, como
variagbes de pH, quando armazenado por longo periodo de tempo em
temperatura e a luz ambiente (Gordon, 1994). Portanto, a solugdo deve ser
armazenada em local com pouca luminosidade, em ambiente refrigerado
(temperatura minima de 4°C). Os meios MD1 e MD2 sao estaveis e menos
complexos.

Os meios MD1 e MD2 foram produzidos e ajustados com glicose para
290 mOsm, com o auxilio de um osmometro (Osmette A® Automatic
Osmometer) e o pH ajustado para 7,2 a 7,4. Todos os reagentes utilizados para

a producao dos meios de manipulacao e de cultivo foram testados para cultivo

* Patente solicitada.

*
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celular. Além disso, os antibidticos utilizados para os meios MD1 e MD2 foram
0s mesmos utilizados no PBS modificado (Whittingham, 1971).

Para o estudo, foram utilizados apenas embrides nos estadios de
blastocisto inicial (Bin), mérula compacta grau | (Mcl) e Il (Mcll), distribuidos
aleatoriamente em trés tratamentos: T1 — PBS modificado (Controle); T2 (MD1)
e T3 (MD2).

Os embrides de cada tratamento foram mantidos em placas de quatro
pocos (Nunc® A/S), durante quatro horas, no meio de manipulagao,
previamente equilibrado (37°C) e acrescido de 0,4% de albumina sérica bovina
(BSA), fragao V.

Apos o término do tempo de manipulagdo, os embrides foram
classificados quanto ao estadio de desenvolvimento e quanto a qualidade
embrionaria (lets, 1998), com o auxilio de um microscépio estereoscopio
(Olympus Optical®, modelo SZ-40/ SZ-ST) em ocular de 10X e objetiva de 4X.
Depois de classificados, os embrides foram transferidos e cultivados em placas
de quatro pogos (Nunc® A/S), durante 10 horas, em meio de cultivo TCM 199
modificado (Costa et al., 1997), previamente equilibrado (37°C), em atmosfera
de 5% de dioxido de carbono (CO.), 95% de ar atmosférico e 95% de umidade
em estufa incubadora (Jouan®, modelo I1G 150).

Apo6s o término do tempo de cultivo, os embrides foram transferidos e
lavados em placa escavada, em meio Talp-Hepes modificado (Costa et al.,
1997), previamente equilibrado (37°C), sendo classificados novamente quanto
ao estadio de desenvolvimento e quanto a qualidade embrionaria (lets, 1998),
com o auxilio de um microscépio estereoscdpio (Olympus Optical®, modelo SZ-

40/ SZ-ST) em ocular de 10X e objetiva de 4X.
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Microscopia eletrénica de transmissao (MIT)

Para avaliacdo em microscopia eletrbnica foram adotados os
procedimentos de Costa (1994). Para cada tratamento foram utilizados
embrides que, apos o término do tempo de cultivo, se apresentavam no estadio
Bx.

Apés a inclusdo dos embrides (Costa, 1994), foram realizados cortes

semifinos (0,5 um), com navalha de vidro em ultramicrétomo, a fim de triar os
cortes sob microscopia Optica, selecionando-se as melhores para cortes
ultrafinos (60-70 nm). Os cortes ultrafinos foram obtidos com navalha de
diamante e corados com acetato de uranila e citrato de chumbo. Depois os
cortes ultrafinos foram avaliados em microscopia eletrbnica de transmisséao

(Zeiss®, modelo EM 109).

Deteccao de apoptose celular

Para a deteccdo de apoptose celular foi utilizado a técnica de TUNEL
(Terminal transferase mediated Uracil Nick End Labeling) e o Kit APO-BrdU™
Assay (Invitrogen®, CA, USA). Para cada tratamento foram utilizados cinco
embrides que apds o término do tempo de cultivo se apresentavam no estadio
Bx.

Os embrides de cada tratamento foram fixados em lamina e
processados de acordo com as instrucdes do fabricante do kit. As laminas
foram analisadas em microscoépio de fluorescéncia de luz verde, com objetiva
de 40X. As células que apresentaram com coloracio verde foram consideradas

células TUNEL positivas.
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As variaveis quantitativas (microscopia eletrdnica de transmissdo e
apoptose celular) foram submetidas aos testes de Normalidade (Lilliefors) e
Homocedasticidade (Cochran) e, posteriormente, a analise de variancia.
Quando apresentada significancia, foi realizado o teste de comparacédo de
médias de Duncan. Quando ndo atendidas as premissas de Normalidade e
Homocesticidade, mesmo apds as transformacbdes apropriadas, os dados

foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal Wallis (Saeg, 1999).

Analise de expressao génica

Para quantificacdo de expressdo génica foi utilizado a técnica RT-PCR
em tempo real, sendo avaliados dois genes, um endogeno (B-Actin) e um
relacionado ao estresse térmico (Hsp70.3) (Tabela 1). Para cada tratamento,
foram utilizados trés amostras (de 10 embrides cada), em duplicata, que no
momento da coleta se apresentavam nos estadios de Bin, Mcl e Mcll,
respectivamente e, apdés o término do tempo de cultivo se apresentavam no
estadio de Bx.

Para a extragdo do RNA foi utilizado o Kit Rneasy (Qiagen®; CA; USA) e
para a sintese de primeira fita de DNA o Kit Superscript Ill First Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen®, CA; USA), de acordo com as instruges do
fabricante.

Os primers utilizados para amplificacao dos fragmentos dos genes foram
desenhados por meio do programa PrimerQuest

(www.idtdna.com/Scitools/Applications/PrimerQuest) fornecido pela Integrated

DNA Technologies, Inc (Coralville, 1A) a partir de sequéncias de nucleotideos

obtidas do banco de dados do GeneBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov). A
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especificidade dos primers foi verificada em gel de agarose 2% e a analise das
curvas de dissociagao possibilitou verificar a temperatura de desnaturacdo do
produto amplificado, permitindo diferenciar produtos inespecificos dos produtos

esperados.

Tabela 1. Sequéncia de primers e temperatura de anelamento (TA) especificas
para cada gene avaliado.
Genes Primers (seqliéncia 5°-3’) TA (°C)
B-Actin  Forward 5 TCTTGGGTATGGAATCCTGTGGCA 3’ 60,1
Reverse 5 AGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGT 3 59,5
Hsp70.3 Forward 5 CGCTCGAATCCTATGCCTTCAACA 3 58,9
Reverse 5 GCACTTGTCCAGCACCTTCTTCTT 3 59,4

A eficiéncia de amplificacdo de cada gene foi calculado por meio da
construgao de uma curva de diluicdo em série de cDNA nas concentracdes de
1, 10, 100 e 200 ng por reagdo. Foram consideradas eficientes aquelas
reagcdes em que a eficiéncia de amplificagdo do gene alvo e do gene referéncia
foram aproximadamente iguais, com tolerancia de 10% de variagdo em relagcao
ao controle enddgeno, tal como descrito por Livak & Schmittgen (2001).

A partir dos dados obtidos, um grafico de Ct (threshold cycle) versus o
logso da quantidade de cDNA utilizado na reagado foi produzido. Foi utilizado a
regressao linear para determinagdo do coeficiente angular da reta para
determinar a eficiéncia de amplificacdo, de acordo com a equacao
desenvolvida por Pfaffl (2001). Depois de verificada a eficiéncia do gene alvo e
para o controle endogeno, foram escolhidas a diluicdo de cDNA e a
concentracdo de primer que apresentavam maior eficiéncia para preparar as
reacdes de quantificacao relativa.

As reagoes RT-PCR em tempo real foram efetuadas em termociclador

ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems (Applied Biosystems; CA; USA),
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utilizando o Kit de SYBR Green® PCR Master Mix (Applied Biosystems; CA;
USA), de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Este kit contém todos
0os componentes (exceto primer e molde), necessarios para as reagdes de
PCR: tampao 2X, dNTPs, MgCl,, SYBR Green | Dye, AmpliTag Gold® DNA
polimerase e ROX como referéncia passiva. As reagdes continham 12,5 pL
desse mix, 5 yL de cDNA, primer e agua, totalizando um volume final de 25 pL.
As concentragdes de primer e de cDNA foram otimizadas anteriormente para
cada gene.

As condicbes de amplificacdo para todos os sistemas foram: 95°C
durante 5 minutos, 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos;
(anelamento) e extensdo a 60°C durante 60 segundos. Ao final dos 40 ciclos de
amplificagdo, um passo adicional com elevagdo gradual da temperatura de
60°C a 94°C foi utilizado para obtencao da curva de dissociacédo. A amplificacéo
dos genes alvo e da referéncia endogena foi realizado em diferentes canaletas
na mesma placa de reagao. Todas as reagdes para um mesmo gene alvo foram
feitas em duplicatas em placas opticas de 96 pogos, seladas com filme adesivo.
Os dados obtidos na reagcédo de qPCR foram gerados pelo equipamento na
forma de valores de C;, que representam o ciclo de inicio da deteccao do
produto amplificado. Os valores médios de C; foram subtraidos entre si pelo
calculo de AC; (C; do alvo - C; da referéncia enddgena), a fim de minimizar as
possiveis variagcbes quanto a quantidade de mRNA inicial e a eficiéncia na
transcricdo reversa. A quantidade de alvo, normalizada para a referéncia
enddgena, foi calculada pela formula 22 (Livak & Schmittgen, 2001).

Os dados obtidos foram analisados pelo programa REST® (Pfaffl et al.,

2002), disponivel em http://www.wzw.tum.de/gene-quantification que utiliza o
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modelo Pair Wise Fixed Reallocation RandomisationTest® para comparar a
expressao entre as amostras dos tratamentos. Este modelo tem a vantagem de
nao assumir nenhum tipo de distribuicdo e de se adequar a dados cuja
variancia pode ser grande, quando n&o € possivel a aplicagdo de testes
paramétricos. O software REST® foi desenvolvido com base em teste de
permutacdo, que consideram os resultados obtidos a partir de permutagdes
aleatdrias dos dados do experimento, sendo realizado da seguinte maneira: a
taxa de expresséo € calculada para os dados experimentais, entdo os dados
sdo permutados (rearranjados) repetidamente e a cada permutagéo é calculado
o diferencial da taxa de expressdo para cada par de dados e esses sdo

comparados aos dados experimentais.

Resultados e Discussao

Quanto aos aspectos morfolégicos (diametros celular, nuclear, nucleolar
e na relacdo nucleo:nucléolo) ndo foi verificado diferenga (P>0,05) entre
tratamentos (Tabela 2). Estes resultados indicam que os meios MD1 e MD2
nao interferem nos diametros celular, nuclear, nucleolar e na relagao
nucleo:nucléolo de embrides.

Sabe-se que o tamanho do nucléolo esta relacionado com a capacidade
de sintese protéica celular, onde células que sintetizam proteinas ativamente
tém nucléolos mais conspicuos que outros tipos celulares, motivo pelo qual,
nucléolos de embrides ou tecidos que crescem rapidamente, apresentam
nucléolos bem evidentes (Junqueira & Carneiro, 1987). Em embrides
considerados de grau | o nucleo e nucléolos sdo bem mais desenvolvidos do

que aqueles de grau Il e Il (Abe et al., 1999). Isto sugere, que os meios MD1 e
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MD2 nao influenciam no desenvolvimento celular embrionario, pois ndo houve
estimulos metabdlicos suficientes para o maior desenvolvimento de nucléolos.
A associagdo dos substratos energéticos presentes no MD1 e MD2 nao
levaram a alteragdes significativas, mantendo o comportamento distinto entre

as células embrionarias.

Tabela 2. Médias e desvios-padrao (micras) do diametro celular (DC), didmetro
nuclear (DN), didmetro nucleolar (DNC) e relagao nucleo:nucléolo (RNN) em
embrides Bx apds manutencdo e posterior cultivo in vitro, nos diferentes
tratamentos.

DC DN DNL RNN

Tratamentos XiDP XiDP XiDP X+DP
Controle 15,0+7,1 6,6+1,7 2,4+0,6 2,8+0,4
MD1 25,6+10,5 9,8+7,1 2,5+0,3 3,8+2,5
MD2 17,3+7,6 6,5+1,7 1,7+0,6 3,9+0,4

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971).

As diferencas nao foram significativas (P>0,05) entre os tratamentos pelo teste
de comparacao de médias Duncan;

X=média; DP=desvio padrao;

As caracteristicas apoptoticas, incluindo fragmentagdo do DNA nuclear,
sdo raramente observadas antes da fase de compactacgao celular, ja na fase de
blastocisto, a presenca de apoptose € frequente e espontdnea em mamiferos
como: em humanos (Hardy, 1999); camundongas (Brison & Schultz, 1997) e
vacas (Matwee et al., 2000). Durante o desenvolvimento do embrido, muitas
das células embrionarias que se encontram em processo de apoptose ja
cumpriram a sua funcéo e precisam ser excluidas ou substituidas por células
da mesma linhagem ou diferentes (Sanders & Wride, 1996).

Em embrides em estadio pré-implantacional, a apoptose pode ser
considerada um processo normal com importante papel durante o
desenvolvimento, funcionando inclusive como um indicador de qualidade do

embrido (Byrne et al., 1999). Entretanto, quando o numero ou raz&o de células
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apoptéticas por células normais aumenta, esse evento torna-se prejudicial ao
desenvolvimento embrionario, interferindo em sua qualidade (Levy et al., 2001).

No presente estudo, o numero de células apoptéticas foi similar entre os
tratamentos (P>0,05). As médias e desvios-padrao do numero de células
apoptoticas para os diferentes tratamentos foram: Controle = 38,0 + 10,7; MD1
=37,1+ 11,4 e MD2 = 40,0 £ 9,6. Estes resultados indicam que os meios MD1
e MD2 néo interferem no numero de células apds quatro horas de manipulacéo
e condizem com os encontrados na literatura.

Segundo Warner et al. (1998), em embrides de camundongas, cerca de
15 a 50% das células morrem durante o periodo de pré-implantagcdo por
mecanismos ainda pouco elucidados. A variabilidade na incidéncia de apoptose
em embrides de mamiferos € influenciada por diversos fatores, sendo sua
incidéncia maior em embrides em estadio pré-implantacional. Entretanto,
poucos trabalhos relatam separadamente a incidéncia de apoptose em
embrides nos estadios de blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto
expandido. Sabe-se que a maior incidéncia de células apoptoticas €
encontrada em embrides no estadio de blastocisto expandido (Fabian et al.,
2005; Fabian et al., 2007).

A apoptose em células embrionarias tem recebido atengcdo especial
devido a seu potencial em responder a subcondi¢des de desenvolvimento ou a
estresses (Betts & King, 2001). O aumento da incidéncia de morte celular € um
importante indicador de um ambiente inadequado para o embrido tanto in vivo
como in vitro Por esta razdo, pode-se predizer que o MD1 e MD2 mantiveram
um ambiente favoravel aos embrides, nao influenciando no desenvolvimento

normal dos mesmos.
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Hardy (1997), em seus estudos, verificou que embrides de
camundongas coletados no estadio de Dblastocisto desenvolvem-se
normalmente, mesmo apresentando boa parte das suas células em apoptose,
reforcando ai, a idéia de que o processo de morte celular programada é
fundamental para a manuteng¢ao do desenvolvimento embrionario.

Apds manutengao por quatro horas nos meios e posterior cultivo in vitro,
nao foi observada diferenga (P>0,05) na taxa de desenvolvimento embrionario
entre o Controle (97,4 e 95,5% para embrides Bin e Mcl, respectivamente),
quando comparados com MD1 (95,5 e 90,3% para embrides Bin e Mcl,
respectivamente) e com MD2 (92,1 e 90,3% para embrides Bin e Mcl,
respectivamente), indicando que os embrides se desenvolvem normalmente
apods o cultivo, independente dos meios de manutengao. Contudo, os embrides
Mcll do MD2 tiveram um maior desenvolvimento (P<0,05) (93%), quando
comparado com embrides do Controle (82,5%) e MD1 (83,9%), indicando o
efeito benéfico do enriquecimento do meio MD2.

Quanto a expressao génica de Hsp70.3, com o auxilio do software
REST® foi possivel realizar as comparagdes entre as amostras dos tratamentos
(Tabela 3). Considerando as amostras Bin, os MD1 e MD2 expressaram 1,421
e 12,889 vezes mais Hsp70.3 quando comparado o Controle, sendo este valor
superior, respectivamente (P<0,001). Porém, verificou-se que o MD2 expressou
9,071 vezes mais Hsp70.3 do que o MD1 (P<0,001)

Da mesma forma, para as amostras Mcl, o MD1 e MD2 expressaram
4,129 e 1,373 vezes mais Hsp70.3 quando comparado com o Controle, sendo
este valor superior, respectivamente (P<0,001). Ao comparar o MD1 com o

MD2, foi verificada expressao 3,007 vezes para o MD1 (P<0,001). Ja, para as
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amostras Mcll, o MD1 e o MD2 expressaram 20,959 e 9,217 vezes mais
Hsp70.3 quando comparado a solucdo PBS modificado, sendo este valor
superior, respectivamente (P<0,001). Ao comparar o MD1 ao MD2 foi verificada
expressao 2,274 superior para a MD1 (P<0,001).

Com base nestes resultados, foi possivel verificar diferenga no perfil de
expressao de Hsp70.3 em embrides Bin, Mcl e Mcll apés manutengdo e
posterior cultivo in vitro entre os tratamentos (P<0,001). Embora tenha ocorrido
maior expressao de Hsp70.3 em embrides mantidos no MD1 e no MD2, nao

houve comprometimento do desenvolvimento embrionario.

Tabela 3. Expressao relativa do gene entre as amostras dos tratamentos.
Expressao relativa

Gene Amostras Cntvs MD1 Cnt vs MD2 MD1 vs MD2
Bin 1,421 12,889 9,071
Hsp70.3 Mcl 4,129 1,373 3,007
Mcll 20,959 9,217 2,274

Houve diferenga entre tratamentos (P<0,001).
Cnt = Controle: PBS modificado de Whittingham (1971).

No entanto, as diferengas encontradas podem estar relacionadas com a
utilizacdo das solugdes de manipulacdo. Segundo Matwee et al. (2000), a
expressao génica embrionaria pode ser modificada em resposta a alteracoes
do ambiente, o que provavelmente € uma tentativa do embrido para estabilizar
sua fungao celular.

Os meios MD1 e MD2 sao compostos de substratos energéticos que
possuem efeito positivo para o desenvolvimento embrionario, desta forma, é
provavel que o perfil de expressao génica encontrado nao seja suficiente para
comprometer a qualidade e a sobrevivéncia dos embrides no estadio pré-

implantacional. Haja vista, que uma das principais fun¢gdes da Hsp70 esta na
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habilidade em regular a morte celular, podendo contribuir com seu efeito
protetor nas células. Entretanto, esse mecanismo ainda ndo esta esclarecido e
poucos estudos dessa natureza s&o realizados (Park et al., 2006). Beckmann
et al. (1992) e Dix et al. (1998), trabalhando com embrides de camundongas,
verificaram que quantidades minimas de Hsp70.1 e Hsp70.3 sdo necessarias
para o desenvolvimento normal da embriogénese pré-implantacional.

Outro aspecto importante seria a relacdo das Hsp com a apoptose,
porém nao se sabe ao certo qual seria 0 mecanismo exato onde essas
proteinas atuariam com consequente inibicdo da morte celular programada.
Entretanto, alguns pesquisadores tém demonstrado que a citoprotegcéo
induzida pelas Hsp pode também ser atribuida parcialmente a supressao da
apoptose, embora o preciso mecanismo desse efeito ainda ndo esteja

elucidado (Samali & Orrenius, 1998).

Conclusodes
Conclui-se que os meios produzidos e testados (MD1 e MD2) podem ser
utilizados como meios de manipulacdo de embrides, em substituicdo ao PBS
modificado. Estes dois meios nado comprometem a capacidade de

desenvolvimento dos embrides.
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes meios
de manutengdo na taxa de clivagem e o didmetro de embrides de
camundongas. Para o estudo, foram utilizados embrides nos estadios de
blastocisto inicial (Bin), mérula compacta grau | (Mcl) e Il (Mcll), distribuidos
aleatoriamente em trés tratamentos: T1 — PBS modificado (Controle); T2 (MD1)
e T3 (MD2). Os embrides foram mantidos durante quatro horas no meio de
manutencdo e posteriormente classificados quanto ao estadio de
desenvolvimento e quanto a qualidade embrionaria. Logo apds, foram
cultivados em meio TCM 199 e classificados novamente quanto ao estadio de
desenvolvimento e qualidade embrionaria. Depois de classificados, os
embrides foram submetidos a contagem do numero total de células e a
avaliacao morfométrica. Nao foi verificada diferenca (P>0,05) entre tratamentos
no numero total de células (54,1 £ 10,7; 55,5 £ 11,4 e 53,2 + 9,6 para Controle,
MD1 e MD2, respectivamente). Também foi observado diferenga (P>0,05) no
diametro entre tratamentos embrides, apdés a manutencgao e posterior cultivo in
vitro (96,7 £ 10,5; 97,4 £ 10,8 e 97,719,3 micras para os tratamentos Controle,
MD1 e MD2, respectivamente). Entretanto, os embrides Bin mantidos no meio
MD2 expandiram (P<0,05) durante o periodo de manutengéo (74,4 £ 7,0; 76,5
+ 7,7 e 78,9 = 7,3 micras para os tratamentos Controle, MD1 e MD2,
respectivamente), indicando que, mesmo em condicdes inadequadas de
atmosfera (meio ambiente), o MD2 foi favoravel para o desenvolvimento
embrionario de blastocistos. Estes resultados demonstram que os meios de
manipulagcdo MD1 e MD2 nao interferem na taxa de clivagem embrionaria,

podendo ser utilizado em substituicdo a solugdo PBS modificado.

Palavras-Chave: Camundonga, embrido, reprodugao

Total number of cells and diameter of embryos kept in different manipulation

media
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Abstract - The aim of this study was evaluate the cleavage rate and the
diameter of mice embryos kept in different manipulation medias. The embryos
used in the experiment were all at early blastocyst (Bin), compact morula grade
I (Mcl) and Il (Mcll), randomly assigned in three treatments: T1 — modified PBS
(Control); T2 (MD1) and T3 (MD2). In each treatment the embryos were kept in
manipulation media for four hours. Finishing the manipulation period, the
embryos were classified according the development stage and quality.
Following, embryos were cultured in modified TCM 199. After the culture period,
the embryos were being evaluated accordingly quality and development stage.
After classified, embryos were randomly assigned and had counted cell number
as well morphometric evaluation. To obtain the total cell number it was used 35
embryos on Bx stage for each treatment. For morphometric evaluation, were
used 35 Bin, Mcl and Mcll embryos which after the culture period were at Bx
stage. It was not verified difference (P>0.05) between the treatments on total
cell number (54.1 £ 10.7%; 55.5 + 11.4% and 53.2 + 9.6%, for Control, MD1 and
MD2, respectively). These data demonstrate that the medias MD1 and MD2 did
not influence the embryonic cleavage rate, suggesting that they can replace the
modified PBS. In relation of embryo morphometry (diameter), there was no
difference (P>0.05) between the treatments, using embryos Bin, Mcl and Mcll
after maintenance followed by in vitro culture (96.7 £ 10.5; 97.4 + 10.8 e
97.719.3 microns for Control, MD1 and MD2, respectively), indicating that even
in inadequate conditions of atmosphere, MD2 was propitious to the blastocyst
development and both medias not interfere in clivage rates and afford being

used to substitute the PBS modified solution.

Keywords: Mouse, embryo, reproduction

Introdugao
O aprimoramento das técnicas envolvidas no processo de cultivo in vitro
de embrides tém sido de fundamental importdncia para o estudo e a

compreensao de varios fenbmenos e mecanismos biolégicos que ocorrem
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durante o desenvolvimento embrionario. De acordo com Greve et al. (1993) e
Van Soom et al. (1996), o numero total de células existentes no embrido & de
fundamental importancia para a continuidade de seu desenvolvimento.

A contagem do numero total de células tem sido utilizada com frequéncia
para avaliar a qualidade do embrido (Bowman & Mclaren, 1970; Chung, 1973;
Whittingham, 1974; Thompson, 1997; Enright et al., 2000 e Viuff et al., 2001),
sendo influenciado pelo ambiente de desenvolvimento no qual esta inserido
(Knijn et al., 2003). Mori et al. (2002) e Hoelker et al. (2006), trabalhando com
embrides bovino, verificaram correlagcéo positiva entre o numero total de células
e o didametro de embrides produzidos in vitro, sendo utilizado como parédmetro
para qualidade e viabilidade embrionaria. O desenvolvimento fetal normal &
dependente do numero de células totais do embrido (Lane & Gardner, 1997).

A manutencdo do embrido em uma solugdo adequada, desde a coleta
até a inovulagdo, € um aspecto importante, uma vez que pode interferir na
qualidade e, consequentemente, na viabilidade embrionaria (Bavister, 1995).
De acordo com Vanroose et al. (2001), a escolha de meios e substratos
energéticos tém impacto importante sobre o desenvolvimento e a viabilidade de
embrides.

Atualmente, a solugdo de manipulacdo empregada nas rotinas de
transferéncia de embrides em bovinos tém sido o PBS modificado
(Whittingham, 1971). O PBS foi formulado por Dulbecco & Vogt em 1954 para
uso em manipulacéo de cultivos bacterianos e, posteriormente, modificado por
Whittingham em 1971, para a manipulacdo de embrides de camundongas.

Posteriormente, poucos estudos foram realizados no intuito de encontrar
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solucbes mais apropriadas e estaveis para a manipulagdo de embrides nas
diferentes espécies animais.

O PBS modificado (Whittingham, 1971), estad sujeito a eventuais
mudang¢as na composi¢ao, como variacdées de pH, quando armazenado por
longo periodo de tempo em temperatura e a luz ambiente (Gordon, 1994).
Portanto, a solucdo deve ser armazenada em local com pouca luminosidade,
em ambiente refrigerado (temperatura minima de 4°C).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de clivagem e o diametro de
embrides de camundongas apos manutengdo em diferentes meios de

manipulagéo.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Reproducao Animal — DVT/
UFV, utilizando embrides de camundongas da espécie Mus musculus, da
linhagem Suiga-Albina, provenientes do Biotério Central — CCB/ UFV, no
periodo de janeiro de 2008 a fevereiro de 2009.

A partir do protocolo de superovulagéo convencional (Rafferty, 1970), as
fémeas doadoras de embrides foram induzidas a superovulacdo mediante a
administragdo de 10 Ul (0,1 mL) de gonadotrofina coridnica equina (eCG)
(Novormon®; Syntex SA; Argentina), via intra-peritoneal, seguida da
administragcdo de 10 Ul (0,1 mL) de gonadotrofina coridbnica humana (hCG)
(Vetecor®; Calier S.A.; Espanha), via intra-peritoneal, 48 horas apds. Depois da
administragao do hCG, as fémeas foram colocadas em gaiolas individuais para

0 acasalamento, na proporgao de duas fémeas para cada macho, por 24 horas.
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Apos 60 a 80 horas do acasalamento, as fémeas doadoras foram
submetidas a eutanasia para posterior coleta dos embrides. Os aspectos éticos
foram rigidamente considerados, sendo o projeto de pesquisa aprovado pela
Comissao de Etica do Departamento de Veterinaria da UFV, processo 10/20086,
em reunido realizada no dia 26 de abril de 2006.

No laboratorio, as fémeas tiveram sua cavidade abdominal aberta, os
cornos uterinos e utero removidos e distribuidos aleatoriamente em placas de
Petri pequena, contendo o meio de manipulagao para cada tratamento. A coleta
dos embrides foi precedida da lavagem dos cornos uterinos e utero, no sentido
corno uterino — utero, por onde se perfundiu o meio de manipulagéao,
previamente equilibrado (37°C), mediante o uso de uma seringa de 3 mL
acoplada a uma agulha hipodérmica (30 x 0,70 mm, 22G).

Foram testados dois meios de manipulacédo utilizados para coleta e
manipulagdo de embrides, MD1" e MD2" e como controle o PBS modificado
(Whittingham, 1971), usualmente empregado nas rotinas de TE nas diferentes
espécies animais. A composi¢cdo do meio MD1 foi definida da seguinte maneira:
Cloreto de Sadio (0,1027 mol L™); Cloreto de Potassio (0,0040 mol L™); Cloreto
de Calcio (0,0018 mol L™); Lactato de Sodio (0,0277 mol L™). O MD2 foi
elaborado com a mesma formulagdo do MD1, acrescido de 0,0003 mol L de
Piruvato de Sédio. A solugcado PBS foi formulada primeiramente por Dulbecco &
Vogt em 1954 e, posteriormente, modificado por Whittingham em 1971.

Os meios MD1 e MD2 foram produzidos e ajustados com glicose para
290 mOsm, com o auxilio de um osmémetro (Osmette A® Automatic

Osmometer) e o pH ajustado para 7,2 a 7,4. Todos os reagentes utilizados para

* Patente solicitada.

*
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a producao dos meios de manipulacao e de cultivo foram testados para cultivo
celular. Além disso, os antibidticos utilizados para os meios MD1 e MD2 foram
0s mesmos utilizados no PBS modificado (Whittingham, 1971).

Para o estudo, foram utilizados apenas embrides nos estadios de
blastocisto inicial (Bin), mérula compacta grau | (Mcl) e Il (Mcll), distribuidos
aleatoriamente em trés tratamentos: T1 — PBS modificado (Controle); T2 (MD1)
e T3 (MD2).

Os embrides de cada tratamento foram mantidos em placas de quatro
pogcos (Nunc® A/S), durante quatro horas, no meio de manipulagao,
previamente equilibrado (37°C) e acrescido de 0,4% de albumina sérica bovina
(BSA), fragao V.

Apos o término do tempo de manipulagdo, os embrides foram
classificados quanto ao estadio de desenvolvimento e quanto a qualidade
embrionaria (IETS, 1998), com o auxilio de um microscopio estereoscopio
(Olympus Optical®, modelo SZ-40/ SZ-ST) em ocular de 10X e objetiva de 4X.
Depois de classificados, os embrides foram transferidos e cultivados em placas
de quatro pogos (Nunc® A/S), durante 10 horas, em meio de cultivo TCM 199
modificado (Costa et al., 1997), previamente equilibrado (37°C), em atmosfera
de 5% de dioxido de carbono (CO.), 95% de ar atmosférico e 95% de umidade
em estufa incubadora (Jouan®, modelo I1G 150).

Apo6s o término do tempo de cultivo, os embrides foram transferidos e
lavados em placa escavada, em meio Talp-Hepes modificado (Costa et al.,
1997), previamente equilibrado (37°C), sendo classificados novamente quanto
ao estadio de desenvolvimento e quanto a qualidade embrionaria (IETS, 1998),

com o auxilio de um microscépio estereoscdpio (Olympus Optical®, modelo SZ-
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40/ SZ-ST) em ocular de 10X e objetiva de 4X. Depois de classificados, os
embrides foram separados aleatoriamente e submetidos a contagem do
numero total de células e a avaliacdo morfométrica.

A contagem do numero total de células dos embrides foi realizada apds
o término do tempo de cultivo (22:00 h), de acordo com a metodologia proposta
por Fukui & Ono (1989), com o auxilio de um microscopio estereoscopio
(Olympus Optical®, modelo SZ-40/ SZ-ST) em ocular de 10X e objetiva de 4X.
Para cada tratamento foram utilizados 35 embrides que apods o término do
tempo de cultivo se apresentavam no estadio inicial de Bx.

A avaliagdo morfométrica dos embrides foi realizada em trés periodos de
tempo, com o auxilio de um microscépio estereoscopio (Olympus Optical®,
modelo SZ-40/ SZ-ST), dotado de reticulo micrométrico (1 mm de lado e 100
subdivisbes) em ocular de 10X e objetiva de 4X. Para cada tratamento foram
utilizados 35 embrides que, no momento da coleta (8:00 h), se apresentavam
nos estadios de Bin, Mcl e Mcll e, apds o término do tempo de cultivo, se
apresentavam no estadio Bx. Foram medidos o didmetro de embrides no
momento da coleta (8:00 h), no término do tempo de manipulagédo (12:00 h) e
no término do tempo de cultivo (22:00 h). Apds a realizagdo das medigoes,
foram calculados as médias e desvios-padrao de acordo com o fator de
corregao apropriado para o aumento determinado (Hoffmann, 1987).

As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de Normalidade
(Lilliefors) e Homocedasticidade (Cochran) e, posteriormente, a analise de
varidncia. Quando apresentada significancia, foi realizado o teste de
comparagao de médias de Duncan. Quando nao atendidas as premissas de

Normalidade e Homocesticidade, mesmo apds as transformagdes apropriadas,
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os dados foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal Wallis (Saeg,

1999).

Resultados e Discussao

De acordo com Duque et al. (2003), a melhor forma de avaliar a qualidade
embrionaria estd na transferéncia dos embrides para receptoras e na
verificacdo do estabelecimento de gestagdes. Entretanto, alguns testes podem
predizer parcialmente a qualidade embrionaria, como o numero total de células,
diametro de blastocistos, alteracbes do metabolismo celular, coloracido dos
blastdbmeros, cinética do desenvolvimento, modificagbes ultraestruturais e/ ou
integridade de membrana celular. O numero total de células embrionarias tem
sido extensivamente utilizado como um indicador de qualidade de embrides em
algumas espécies como suinos (Papaioannou & Ebert, 1988), bovinos
(Khurana & Niemann, 2000; Lequarre et al., 2003; Pereira et al., 2005) e
camundongas (Bowman & Mclaren, 1970; Smith & Mclaren, 1977) e, é
claramente influenciado pelo ambiente de desenvolvimento no qual esta
inserido (Knijn et al., 2003).

No presente estudo, o numero total de células foi similar entre os
tratamentos (P>0,05). As médias e desvios-padrao da contagem do numero de
células para os diferentes tratamentos foram: Controle = 54,1 + 10,7%; MD1 =
55,5+ 11,4 e MD2 = 53,2 + 9,6 (Tabela 1). Estes resultados indicam que o MD1
e o0 MD2 nao interferem na taxa de clivagem e na qualidade de embrides apds
quatro horas de manutencéo.

Os valores dos numeros de células descritos neste estudo estdo muito

préximos daqueles encontrados na literatura. Dentre os inumeros experimentos



realizados com embrides de camundongas, a partir da avaliagdo das taxas de
clivagem, foi observado por Bowman & Mclaren (1970) e Smith & Mclaren
(1977) meédias de 56,9 + 7,81 e 44,8 + 3,2 células respectivamente, em
embrides produzidos in vivo. Entretanto, Smith & Mclaren (1977) e Alexandre
(1978) verificaram meédias de 48,9 + 1,5; 46,6 + 2,7 células, respectivamente,
em embrides de camundongas produzidos in vitro. Adicionalmente, Evsikov
(1996), observou média de 60,5 + 1,4 células em embrides de camundongas

produzidos in vitro.

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo do numero total de células em embrides no
estadio de Bx apdés manutencdo em meio de manipulagao e posterior cultivo in
vitro, nos diferentes tratamentos.

Tratamentos Total de embrides (N) X+DP
Controle 35 54,1£10,7
MD1 35 55,5+11,4
MD2 35 53,2+9,6

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971); X=média; DP=desvio padrao.
As diferencas nao foram significativas (P>0,05) entre os tratamentos pelo teste
de comparacao de médias Duncan.

Quanto ao didmetro embrionario (morfometria), ndo foi observado
diferengca (P>0,05) entre tratamentos em embrides Bin, Mcl e Mcll, apds
manutencdo no meio de manipulacdo por quatro horas e posterior cultivo in
vitro (96,7 £ 10,5; 97,4 + 10,8 e 97,7 £ 9,3 micras para os tratamentos Controle,
MD1 e MD2, respectivamente) (Tabelas 2, 3 e 4). Entretanto, os embrides Bin
mantidos no meio MD2 se desenvolveram (P<0,05) durante as quatro horas de
manutencgao (74,4 + 7,0; 76,5 = 7,7 e 78,9 £ 7,3 micras para os tratamentos
Controle, MD1 e MD2, respectivamente), indicando que, mesmo em condi¢des
inadequadas de atmosfera (meio ambiente), o MD2 foi favoravel para o

desenvolvimento embrionario de blastocistos. Esta condigao nao foi observada

em embrides Mcl e Mcll, tendo em vista que o didmetro destas estruturas nao
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aumenta, mesmo com o desenvolvimento embrionario. Por outro lado,
blastocistos aumentam de didmetro com o desenvolvimento, até a fase de

eclosao.

Tabela 2. Diametro de embrides (Bin) apds a coleta, manutengdo em meio de
manipulagao e posterior cultivo in vitro, nos diferentes tratamentos.

Diametro (micra)

Coleta (0 h) Manutencao (4 h) Cultivo (10 h)

Tratamentos XtDP X+DP X+DP
Controle 73,7+7,8° 74,47 034 96,7+10,5°
MD1 74,448, 3° 76,5+7,7 378 97,4+10,8°
MD2 74,717 ,2° 78,9+7 328 97,7+9,3°

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971). X=média; DP=desvio padréao
abMédias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenca
(P<0,05) entre tratamentos pelo teste de comparacdo de médias de Tuckey.
ABMédias com letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca (P<0,05) entre tratamentos pelo teste de comparagcado de médias de

Tuckey.

Tabela 3. Didametro de embrides (Mcl) apds a coleta, manutengédo em meio de
manipulagao e posterior cultivo in vitro, nos diferentes tratamentos.

Diametro (micra)

Coleta (0 h) Manutengao (4 h) Cultivo (10 h)

X+DP X*DP X+DP
Tratamentos
Controle 71,74 6" 71,3+5,0° 90,2+8,9"8
MD1 71,745,42 73,0+6,72 91,248,3°
MD2 71,3+5,02 73,7+5,9° 92,64+6,9°

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971).

abMeédias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenca
(P<0,05) entre tratamentos pelo teste de comparagéo de médias de Tuckey.
ABMédias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenca
(P<0,05) entre tratamentos pelo teste n&o paramétrico de Kruskal-Wallis.
X=média; DP=desvio padrao.

Tabela 4. Diametro de embrides (Mcll) apds a coleta, manutengdo em meio de
manipulagao e posterior cultivo in vitro, nos diferentes tratamentos.

Diametro (micra)

Coleta (0 h) Manutencgao (4 Cultivo (10
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Tratamentos h) h)

X*DP X*DP X*DP
Controle 71,0+6,14 71,7+5,4* 84,0+10,58
MD1 71,0+5,34 73,0+6,14 86,4+10,08
MD2 71,745 47 72,045,0" 86,149,458

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971).

ABMédias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenca
(P<0,05) entre tratamentos pelo teste n&o paramétrico de Kruskal-Wallis.
X=média; DP=desvio padrao.

De acordo com Dickson (1966), o didametro do embrido esta intimamente
relacionado com o desenvolvimento embrionario. Assim, o desenvolvimento do
blastocisto ndo ocorre exatamente da mesma forma para todos os embrides,
existindo uma variagéo no tempo de desenvolvimento e seu didametro (Chung,
1973).

No presente estudo, o didmetro apresentado pelos embrides Bin, Mcl e
Mcll no momento da coleta e apds o término do tempo de manipulacdo e do
tempo cultivo in vitro estao dentro da normalidade segundo Bowman & Mclaren
(1970) e Chung (1973). Lindner & Wright (1983), trabalhando com embrides
bovino, verificou que o didmetro do embrido é praticamente o0 mesmo durante
os estadios de Mc e BI, o aumento s6 ocorre no estadio de Bx, onde o diametro
€ aumentado consideravelmente (1,2 a 1,5 vezes) e a zona pelucida é
diminuida em 1/3 de sua espessura inicial.

Entretanto, ndo se pode descartar a possivel influéncia dos meios de
manipulacdo sobre os embrides. Provavelmente, a interacdo dos substratos
energéticos (glicose, piruvato e lactato) presentes no MD2, pode ter sido
determinante para o maior desenvolvimento de Bin, oferecendo as melhores
condi¢des de manutencdo, suprindo todos os requerimentos energéticos

necessarios.
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O embrido tem maior predilegcao ao piruvato e lactato nas fases iniciais de
desenvolvimento embrionario, enquanto a glicose é incorporada nas fases
finais de desenvolvimento (Bavister, 1995; Thompson, 2000). De acordo com
Gardner & Leese (1986), o piruvato € utilizado pelos embrides ao longo de seu
desenvolvimento, com um aumento de suas necessidades apos a blastulacéo,
sendo esse aumento essencial para a viabilidade do blastocisto (Dorland et al.,
1992). Rieger (1992) e Martin & Leese (1995) mostraram que do piruvato
captado pelo embrido, 44% sao metabolizados no estadio de duas células e
17% pela moérula, quando a dlicose passa a ser o0 substrato
predominantemente utilizado, enquanto que em fases anteriores do
desenvolvimento, o consumo de glicose € minimo. O blastocisto utiliza apenas
29% do piruvato captado, enquanto nessa etapa, 44% da glicose captada é
convertida em lactato (Gardner & Leese, 1990). A taxa entre piruvato e lactato é
essencial para o balango do potencial oxidagéo/ reducao (Morales et al., 1999).

A glicose, por sua vez, contribui com apenas 17% da producdo de ATP
produzido pelo embrido, enquanto a oxidacdo do piruvato é responsavel por
40% do ATP produzido (Houghton & Leese, 2004). A captagao e utilizagao de
glicose é vital para a sobrevivéncia e desenvolvimento do embrido durante o
periodo de pré-implantacdo. Esse periodo se estende desde a fertilizagao até o
estadio de blastocisto, sendo que o decréscimo na captacéo de glicose durante
esse estadio pode comprometer o desenvolvimento embrionario (Riley & Moley,
2006).

Segundo Bavister (1995), a sintese de lactato é detectada desde o
estadio de uma célula até blastocisto, sugerindo que o embrido possui, desde o

estadio inicial, a maquinaria completa de enzimas glicoliticas. O metabolismo
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de glicose em fases embrionarias iniciais esta relacionado a sintese de uma ou
mais enzimas glicoliticas pelo genoma do embrido, que é ativado na fase de
blastocisto. A glicdlise € funcional na fase de blastocisto quando ha uma
demanda de energia necessaria pra a compactagéo, expansao e formagao de
blastocele. A utilizagcdo dessa via de producdo de energia pelo embrido pode
ser um reflexo de estresse metabdlico ou de longo tempo submetido a

condi¢des subotimas (Khurana & Niemann, 2000).

Conclusodes
Conclui-se que os meios de manipulagao elaborados (MD1 e MD2) nao
interferem na taxa de clivagem embrionaria, podendo ser utilizados em
substituicdo a solucdo PBS modificado. Quanto a morfometria, conclui-se, que
o MD2 favorece o maior desenvolvimento de Bin apdés o periodo de

manutencio de quatro horas.
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CAPITULO 4

Diferentes meios de manipulagao e sua influéncia na taxa de gestacao de

receptoras de embridées bovino

Flavio Guiselli Lopes'; Eduardo Paulino da Costa?; Carlos Anténio de Carvalho
Fernandes*; Emilio César Martins Pereira®;, Eduardo Ramos de Oliveira*; Aurea

Helena Assis da Costa®

' Doutorando - DVT - UFV
2 Professor Associado - DVT - Universidade Federal de Vigosa. epcosta@ufv.br

3 Mestrando - DVT - UFV
* Biotran — Biotecnologia e Treinamento em Reprodugdo Animal

® Germovet — Biotecnologia em Reprodugéo Animal

Resumo - O objetivo deste trabalho foi substituir as solugdes de
manipulacdo de embrides bovino em uso na rotina de TE por meios mais
simples e estaveis e, que possam ser armazenadas em temperatura ambiente.
Foram testados dois meios de manipulacdo utilizados para coleta e
manipulacdo de embrides, MD1 e MD2 e como controle o PBS modificado,
usualmente empregado nas rotinas de TE nas diferentes espécies animais. A
transferéncia dos embrides foi realizada a fresco, ou seja, os embrides
coletados de uma determinada doadora foram inovulados no periodo maximo
de quatro horas nas receptoras. Foram coletados e transferidos apenas os

embrides de qualidade | e Il foram inovulados. Foram utilizados 58 receptoras
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de embrides, distribuidas aleatoriamente em trés tratamentos: T1 — PBS
modificado (Controle); T2 (MD1) e T3 (MD2). As taxas de gestagao observadas
foram: Controle = 47,4% (9/19); MD1 = 47,4% (9/19) e MD2 = 55,0% (11/20).
Estes resultados demonstram que o uso de diferentes meios de manipulagao
nao influenciou nas taxas de gestagao (P>0,05). Deste modo, conclui-se que
0s meios de manipulacdo MD1 e MD2 podem ser utilizados nas rotinas de TE,

em substituicdo a solucdo PBS modificado.

Palavras-Chave: avaliagao, embrido, reproducao

Influence of different manipulation medias on pregnancy rate of embryo

recipient cows

Abstract - This work aimed substitutes the usually used manipulation
solutions of bovine embryos on ET routines for more simple and stable medias
which could be stored at room temperature. It was tested three different
manipulation medias, which were used to recovery and manipulation of the
embryos. The control treatment used was the modified PBS, usually used in ET
routines in different animal species. The embryos were transferred freshly, i.e.,
they were recovered from a identified donor and transferred within less than
four hours to the recipient cow. Just embryos at quality | and Il were recovered
and transferred. Were used 58 recipient cows randomly assigned for one of the
three treatments: T1 — modified PBS (Control); T2 (MD1) and T3 (MD2). As
result we observed the following pregnancy rates: Control = 47.4% (9/19); MD1
= 47.4% (9/19) and MD2 = 55.0% (11/20), which did not differ among them
(P>0.05). Therefore, the manipulation medias MD1 and MD2 can be used on

ET routines to substitute the PBS modified solution.

Keywords: evaluated, embryo, reproduction

Introdugao
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Atualmente, o Brasil ocupa posi¢cao de destaque e participacido expressiva
na produgdo mundial de embrides. Os numeros divulgados pela Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) mostram que nos ultimos
anos o Brasil foi responsavel por 17,6% da produgao in vivo e 48,46% da
producéo in vitro de embrides bovinos no mundo (Viana & Camargo, 2007).

Apesar de difundida mundialmente e de todo avanco alcancado, os
resultados dos programas de transferéncia de embrides estdo aquém de seu
verdadeiro potencial. Alguns fatores, como elevada variabilidade nas respostas
superovulatérias, composicédo da solugdo de manipulagdo, manejo de doadoras
e receptoras e taxas de gestacdo, continuam sendo obstaculos para
pesquisadores e profissionais de TE. A simplificacdo desta técnica e a
otimizagdo dos resultados podem proporcionar a diminuicdo nos custos de
producao dos embrides.

Ainda que todos os fatores sejam determinantes para o sucesso dos
programas de TE, a manutencdo do embrido em uma solugdo adequada,
desde a coleta até a inovulagao é um aspecto importante, uma vez que pode
interferir na qualidade e, consequentemente, na viabilidade embrionaria
(Bavister, 1995).

Atualmente, a solugdo de manipulacdo empregada nas rotinas de TE em
bovinos tém sido o PBS modificado (Whittingham, 1971). A solugcao fosfatada
tamponada (PBS) foi formulada por Dulbecco & Vogt em 1954 para uso em
manipulagdo de cultivos bacterianos e, posteriormente, modificada por
Whittingham em 1971, para a manipulagdo de embrides de camundongas.

Com o sucesso obtido pelo pesquisador, poucos estudos foram realizados no
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intuito de encontrar solugdes mais apropriadas e estaveis para a manipulagao
de embrides nas diferentes espécies animais.

A solucido de manipulagao deve ser o menos complexo possivel e estavel
para que, ao longo do tempo, ndo sofra alteragdes na composic¢éo, interferindo
assim, na viabilidade dos embrides. O PBS modificado, por exemplo, esta
sujeito a eventuais mudangas na composi¢cdo, como variagdes de pH, quando
armazenado por longo periodo de tempo em temperatura e a luz ambiente
(Gordon, 1994). Portanto, a solugédo deve ser armazenada em local com pouca
luminosidade, em ambiente refrigerado (temperatura minima de 4°C).

O objetivo do presente trabalho foi substituir a solugdo de manipulagéo de
embrides bovinos em uso na rotina de TE por meios mais simples e estaveis e,

que possam ser armazenadas em temperatura ambiente.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado na regiao de Alfenas - MG, Brasil, em latitude sul
21° 25’ 457, longitude oeste 45° 56’ 50” e altitude de 882 metros, utilizando a
rotina de transferéncia de embrides (TE) em bovinos da empresa Biotran®, no
periodo de novembro de 2008 a fevereiro de 2009.

Foram utilizados 58 novilhas mesticas como receptoras de embrides, com
peso corporal superior a 350 kg e escore corporal superior ou igual a trés,
numa escala de zero a cinco (Ferreira, 1990). Durante todo o periodo
experimental, os animais foram mantidos em piquetes de capim Brachiaria
brizantha, com suplementagdo mineral e agua ad libitum. As receptoras foram
previamente avaliadas por meio de exame ginecoldgico (palpagao via transretal

e vaginoscopia) e duas manifestagbes de estro com intervalo de 2113 dias.
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Todas as novilhas que se encontravam entre os dias sete e 17 do ciclo estral,
ou com corpo luteo previamente detectado por ultra-sonografia ou palpagéo
transretal, receberam 0,53 mg de cloprostenol sodico (Ciosin®; Schering-Plough
Brasil Ltda; Brasil) por via intramuscular. O cloprostenol sodico foi administrado
nas receptoras 24 horas antes da aplicacdo nas doadoras durante o processo
de superovulagdo. As receptoras que manifestaram estro 24 horas antes e até
24 horas apds as doadoras foram consideradas sincronizadas e aptas a
transferéncia de embrides.

Como doadoras de embrides, foram utilizadas quatro vacas da raca
Holandesa, com peso corporal acima de 500 kg. Foram selecionados animais
que apresentaram ciclos estrais com intervalos regulares (21+3 dias) e
clinicamente normais no exame ginecoldgico. Os animais receberam a mesma
alimentagao durante todo o periodo experimental, visando balango energético
positivo, de acordo com o NATIONAL RESEARCH COUNCIL (1996) e
manutencdo do escore corporal de trés ou quatro, numa escala de zero a
cinco, segundo Ferreira (1990). Os animais foram mantidos em piquetes de
capim Brachiaria brizantha, na presenca de um rufido, com suplementacéo
mineral e agua ad libitum. A condigcdo adotada para se considerar o animal em
estro foi o reflexo de imobilidade a monta.

O tratamento das doadoras iniciou em dias pré-determinados, com a
aplicagdo de um dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®; Pfizer Saude
Animal; Brasil) e, no dia seguinte, com a administracédo de 3 mg de benzoato
de estradiol (RIC-BE®; Syntex S.A.; Argentina), via intra-muscular, para induzir
a regressao de um possivel foliculo dominante e dar inicio ao crescimento de

uma nova onda folicular.
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Apoés cinco dias da aplicagdo do dispositivo de progesterona, foi dado
inicio ao protocolo de superovulagdo, com a administragdo de doses
decrescentes do horménio FSH-p (Folltropin-V®; Vetrepharm Inc.; Canada), via
intra-muscular, a intervalos de 12 horas, perfazendo um total de oito aplicagbes
(concentragao total de 140 a 200 Ul). Juntamente com a sétima aplicagéo foi
realizada a aplicagdo de 0,53 mg de cloprostenol sodico (Ciosin®; Schering-
Plough Brasil Ltda; Brasil) para induzir a lutedlise e, concomitante com a oitava
aplicacao foi realizado a remogao do dispositivo intravaginal de progesterona.
ApoOs a deteccao do estro, foram realizadas duas inseminagdes, a primeira
entre 10 e 12 horas e a segunda entre 20 a 24 horas apo6s o inicio do estro.

Os embrides foram colhidos pelo método nao cirurgico, entre o sexto e o
oitavo dia apos o inicio do estro das doadoras. Para a lavagem de dos cornos
uterinos foi utilizado o meio de manipulagdo, previamente equilibrado (37°C).
Em seguida, no laboratério da propria fazenda, os embrides foram rastreados
com o auxilio de um microscépio estereoscopio (Olympus Optical®, modelo
SZH-ILLB), sob aumento de 15X e, uma vez classificados quanto ao estadio de
desenvolvimento e a qualidade embrionaria (lets, 1998), foram transferidos
para outra placa e mantidos no periodo maximo de quatro horas, no meio de
manipulagao, previamente equilibrado (37°C) e acrescido de 0,4% de albumina
sérica bovina (BSA), fragéo V.

Foram testados dois meios de manipulacédo utilizados para coleta e
manipulagdo de embrides, MD1" e MD2" e como controle o PBS modificado
(Whittingham, 1971), usualmente empregado nas rotinas de TE nas diferentes

espécies animais. A composicao do meio MD1 foi definida da seguinte maneira:

* Patente solicitada.

*
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Cloreto de Sadio (0,1027 mol L™"); Cloreto de Potassio (0,0040 mol L™); Cloreto
de Calcio (0,0018 mol L™"); Lactato de Sédio (0,0277 mol L™"). O MD2 foi
elaborado com a mesma formulagao do MD1, acrescido de 0,0003 mol L de
Piruvato de Sdédio. A solucdo de manipulagdo controle foi formulada
primeiramente por Dulbecco & Vogt em 1954 e, posteriormente, modificado por
Whittingham em 1971.

Os meios MD1 e MD2 foram produzidos e ajustados com glicose para
290 mOsm, com o auxilio de um osmoémetro (Osmette A® Automatic
Osmometer) e o pH ajustado para 7,2 a 7,4. Todos os reagentes utilizados para
a producado dos meios de manipulagao e de cultivo foram testados para cultivo
celular. Além disso, os antibiéticos utilizados para os meios MD1 e MD2 foram
os mesmos utilizados no PBS modificado.

A transferéncia dos embrides foi realizada a fresco, ou seja, os embrides
coletados de uma determinada doadora foram inovulados no periodo maximo
de quatro horas nas receptoras. Foram coletados e transferidos apenas os
embrides de qualidade | e Il. As receptoras de embrido foram distribuidas
aleatoriamente em trés tratamentos: T1 — PBS modificado (Controle); T2 (MD1)
e T3 (MD2). A inovulagao dos embrides foi realizada pelo método transcervical
(ndo cirurgico), depositando o embrido no utero da receptora. As inovulagdes
foram realizadas no terco final do corno uterino ipsilateral ao ovario com corpo
luteo, previamente detectado por palpacao transretal.

O diagnostico de gestacao foi realizado no 28° dia apds a detecgao do
estro das receptoras, por meio de exame ultra-sonografico (Pie Medical®;
modelo Scanner 100 Falco), acoplado a um transdutor para avaliagdo endo-

retal bifrequencial 6/8 MHz. Para analise estatistica da taxa de gestagéo, os
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dados foram comparados em tabela de contingéncia e analisada pelo teste de

qui-quadrado, a 5% de probabilidade (Sampaio, 2002).

Resultados e Discussao
As taxas de gestacdo observadas em receptoras de embrides de cada
tratamento foram: Controle = 47,4% (9/19); MD1 = 47,4% (9/19) e MD2 =
55,0% (11/20). Estes resultados demonstram que o uso de diferentes meios de
manipulacdo nao influenciou nas taxas de gestacdo (P>0,05) conforme se

verifica na Tabela 1.

Tabela 1. Taxas de gestagdo em receptoras bovina inovuladas com embrides a
fresco, nos diferentes tratamentos.

Tratamentos N Gestantes (N) Gestacgao (%)
Controle 19 9 47 42
MD1 19 9 47 42
MD?2 20 11 55,02

Controle: PBS modificado (Whittingham, 1971).
Nao houve diferenga entre tratamentos (P>0,05), pelo teste do Qui-quadrado.
N = numero de animais;

As taxas de gestagao obtidas neste experimento estdo préximas aquelas
observadas por varios pesquisadores, utilizando o PBS modificado
(Whittingham, 1971) como solugdo de manipulagdo de embrides bovina.
Macmillan (1998) estudando resultados da literatura de transferéncia de
embrides bovino a fresco, verificou média de 43% de gestacbes, com variagdes
de 31 a 60%. Em concordancia com estes achados, Fernandes (1999),
observou variagbes de 58,76% a 31,03% nas gestagdes. Adicionalmente,

Coelho (1986); Elington et al. (1991); Fernandes & Viana (1996) e Viana (1996)

verificaram média de 55% de gestacédo em embrides viaveis.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Gioso (2005) e Hass
(2007) onde verificaram taxas de gestacdo de 45,5% (10/22) e 50% (11/22),
respectivamente e, superior ao reportado por Marques (2006), que observou
taxa de gestacdo de 32,5% (25/77) utilizando as atividades de campo da

empresa Biotran®.

Conclusoes
Conclui-se que os meios elaborados (MD1 e MD2) podem ser utilizados
como solugcbes de manipulacdo de embrides, em substituicdo ao PBS
modificado. Estes dois meios nado comprometem a capacidade de
desenvolvimento dos embrides, avaliada pela taxa de gestagao.
Adicionalmente, possuem a vantagem de serem meios estaveis e nao

necessitarem de refrigeragdo no acondicionamento.
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CAPITULO 5

Nova técnica para contagem do numero de células de blastocistos

A new technique to count the number of cells of blastocysts
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma técnica
simplificada e eficiente para contagem do numero total de células de
blastocistos. Foram coletados embrides de camundongas utilizando a solugéo
de PBS descrita por (Dulbecco & Vogt, 1954) modificada por (Whittingham,
1971). Posteriormente, estes embrides foram classificados quanto ao estadio
de desenvolvimento e quanto a qualidade embrionaria, sendo selecionados
para o cultivo apenas embrides nos estadios de blastocisto inicial (Bin), mérula
compacta grau | (Mcl) e Il (Mcll). O cultivo foi realizado em meio TCM 199
modificado, previamente equilibrado (37°C), em atmosfera de 5% de dioxido de
carbono, 95% de ar atmosférico e 95% de umidade em estufa incubadora.
Apdés o término do tempo de cultivo de 10 horas, os embrides foram
transferidos e lavados novamente em meio Talp-Hepes modificado,

previamente equilibrado (37°C), sendo classificados quanto ao estadio de
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desenvolvimento e quanto a qualidade embrionaria. Depois de classificados,
foram selecionados 195 embrides viaveis no estadio de blastocisto para serem
processados para contagem do numero de células de acordo com a técnica
proposta. A técnica mostrou-se rapida e efetiva para contagem de células,
permitindo facil visualizagcdo até em microscopio estereoscopio.

Palavras-Chave: Célula, embrido, reproducao

Abstract - The aim of this study was develop a simplified and efficient
technique to count the total number of cells of blastocyst in mice. The embryos
were recovered from mice using a PBS solution described by Dulbecco & Vogt
(1954) modified by Whittingham (1971). Embryos were classified as
development stage and quality, being selected for culture just embryos on early
blastocyst (Bin), compact morula grade | (Mcl) and Il (Mcll) stage. Embryos
were washed in modified Talp-Hepes equilibrated previously (37°C), transferred
an cultured in modified TCM 199 equilibrated previously (37°) in 5% CO2, 95%
02 and 95% of humidity in a incubator. After 10 h of culture, embryos were
washed in modified Talp-Hepes, equilibrated previously (37°), being classified
according their development stage and quality. After classified, were selected
195 viable embryos on blastocyst stage to be processed for counting the
number of cells according the proposed technique. The new technique show to
be quick and efficient to count cells, allowing easy visualization on stereoscopic

microscopy.

Keywords: Cell, embryo, reproduction

Introducao

O aprimoramento das técnicas envolvidas no processo de cultivo in vitro
de embrides tém sido de fundamental importdncia para o estudo e a
compreensao de varios fendbmenos e mecanismos bioldgicos que ocorrem
durante o desenvolvimento embrionario.

A contagem do numero total de células tem sido utilizada como um
importante parametro para avaliagdo da qualidade de embrides (Bowman e
Mclaren, 1970; Chung, 1973; Whittingham, 1974; Thompson, 1997; Enright et
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al., 2000 e Viuff et al., 2001). O desenvolvimento fetal normal é dependente do
numero de células totais do embrido e o estabelecimento de uma proporgao
adequada entre MCI:TF é considerada essencial para assegurar a viabilidade
embrionaria (Lane e Gardner, 1997).

Segundo Avelino (2004), o numero de células nos blastocistos
produzidos in vitro pode ser menor do que o encontrado em embrides
produzidos in vivo. Em relagdo aos meétodos utilizados para a contagem ou
avaliagdo morfologica de células, a escolha do método de coloragéo depende
do tipo de células e dos objetivos especificos de cada trabalho. O método de
coloragao de embrides utilizando o corante DNA especifico Hoeschst 33342 foi
descrito por Handyside e Hunter (1984) e Pursel et al. (1985) e utilizado mais
tarde por Ellington et al. (1990) trabalhando com embriées bovinos e murinos
(Li et al., 2005; Warger |l et al., 2008) e em ovinos por Smith e Wilmut (1989).
Este método de coloragado envolve a utilizagdo do corante Hoeschst 33342 e a
visualizagdo em microscopia de fluorescéncia apds fixagdo em lamina e
laminula (Almodin et al., 1999). Tarin et al. (2002), por sua vez, descreveu a
possibilidade de utilizagado de dois corantes, o iodeto de propideo e o Hoeschst
33342 sucessivamente. Além disso, métodos mais simplificados e de custo
baixo também sao utilizados, como a coloragcao de Giemsa em embrides de
camundongas (Alexandre, 1978; Hishinuma et al., 1996; Evsikov et al., 1996).

O método de contagem de células proposto por Lim et al. (1994), foi
baseado na metodologia utilizada para preparagdao de cromossomos de zigotos
e blastécitos bovinos, descrita inicialmente por King et al. (1979) citado por Lim
et al. (1994), com algumas modificagdes. Neste estudo, embrides bovinos sao
mantidos em solucéo de citrato de sodio 0,9% em temperatura de 20 a 25°C,
por 15 minutos. Apdés o término do tempo, os embrides sdo passados
rapidamente (60 a 90 segundos) em solug¢ao de fixagdo aceto-alcool e, entao,
transferidos para as laminas. A solugao fixadora € composta de metanol, acido
aceético e agua destilada na proporcao 3:2:1, em temperatura de 4°C. Apds a
secagem das laminas, durante 30 minutos em temperatura ambiente, as
mesmas sao coradas por 15 a 20 minutos com solugdo Giemsa 10%. Em
seguida, o corante é removido com agua destilada e as células contadas em

microscopio invertido.
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O método de contagem de células proposto por Fukui e Ono (1989), foi
baseado na metodologia descrita por Ushijima et al. (1988) citado por Fukui e
Ono (1989). Primeiramente, os embrides sdo colocados em solugao de citrato
de sédio 0,9% em temperatura ambiente, por 10 a 20 minutos. Apds o término
do tempo, os embrides sdao mantidos por 1 minuto em solugcédo de fixacédo e
entdo fixados em lamina, depositando um pequeno volume de fixador. A
solugdo fixadora é composta de alcool, acido acético e agua destilada na
propor¢cao 3:2:1, em temperatura de 4°C. Apdés a secagem das laminas,
durante 1 hora em temperatura ambiente, as mesmas s&o coradas por 15
minutos com solugao Giemsa 10%. Posteriormente, o corante é removido com
agua destilada e as células contadas em microscépio de contraste de fase.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma técnica simplificada e
eficiente para contagem do numero total de células de embrides de

camundongas.

Materiais e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Reproducao Animal — DVT/
UFV, utilizando embrides de camundongas da espécie Mus musculus, da
linhagem Suiga-Albina, provenientes do Biotério Central — CCB/ UFV, no
periodo de janeiro de 2008 a fevereiro de 2009.

A partir do protocolo de superovulagéo convencional (Rafferty, 1970), as
fémeas doadoras de embrides foram induzidas a superovulacdo mediante a
administragdo de 10 Ul (0,1 mL) de gonadotrofina coribnica equina (eCG)
(Novormon®; Syntex SA; Argentina), via intra-peritoneal, seguida da
administragdo de 10 Ul (0,1 mL) de gonadotrofina coribnica humana (hCG)
(Vetecor®; Calier S.A.; Espanha), via intra-peritoneal, 48 horas apds. Depois da
administragdo do hCG, as fémeas foram colocadas em gaiolas individuais para
0 acasalamento, na proporcao de duas fémeas para cada macho, por 24 horas.

Apbés 60 a 80 horas do acasalamento, as fémeas doadoras foram
submetidas a eutanasia para posterior coleta dos embrides. Os aspectos éticos
foram rigidamente considerados, sendo o projeto de pesquisa aprovado pela
Comissao de Etica do Departamento de Veterinaria da UFV, processo 10/2006,

em reuniao realizada no dia 26 de abril de 2006.
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A coleta dos embrides foi precedida da lavagem dos cornos uterinos e
utero, no sentido corno uterino — utero, por onde se perfundiu o meio PBS
descrito inicialmente por Dulbecco & Vogt, 1954 modificado por Whittingham,
(1971), previamente equilibrado (37°C), mediante o uso de uma seringa de 3
mL acoplada a uma agulha hipodérmica (30 x 0,70 mm, 22G).

Depois de classificados, foram selecionados para o cultivo apenas
embrides nos estadios de blastocisto inicial (Bin), mérula compacta grau | (Mcl)
e Il (Mcll) sendo posteriormente transferidos e cultivados em placas de quatro
pogos (Nunc® A/S), durante 10 horas, em meio de cultivo TCM 199 modificado
(Costa et al., 1997), previamente equilibrado (37°C), em atmosfera de 5% de
diéxido de carbono (CO,), 95% de ar atmosférico e 95% de umidade em estufa
incubadora (Jouan®, modelo IG 150).

Apds o término do tempo de cultivo, os embrides foram transferidos e
lavados em placa escavada, em meio Talp-Hepes modificado (Costa et al.,
1997), previamente equilibrado (37°C), sendo classificados novamente quanto
ao estadio de desenvolvimento e a qualidade embrionaria (lets, 1998), com o
auxilio de um microscopio estereoscépio (Olympus Optical®, modelo SZ-40/
SZ-ST) em ocular de 10X e objetiva de 4X. Depois de classificados, 195
embrides viaveis no estadio de blastocisto foram processados para contagem

do numero de células de acordo com a técnica proposta.

Para o procedimento de contagem de células foram adotadas as
seguintes etapas para a execugao da técnica:

1) As laminas foram inicialmente preparadas sendo imersas em solugao de
alcool-éter (1:1) para promover a retirada e impurezas e gordura,
permanecendo nesta solugédo até o momento do uso;

2) Em uma etapa posterior o fundo das laminas de vidro foi riscado em
forma de circulo com auxilio de uma ponteira de diamante, para facilitar
a visualizag&do dos embrides durante os procedimentos;

3) Apds o término do tempo de cultivo, com auxilio de um microscopio
estereoscépio em ocular de 10X e objetiva de 4X e uma micropipeta
(confeccionada a partir de tubo capilar para micro-hematdcrito), os

embrides foram transferidos e lavados em placas escavadas, contendo
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meio Talp-Hepes modificado (Costa et al., 1997), sendo mantidos em
geladeira, aguardando o processamento na etapa posterior;

Em seguida, cada embrido foi submetido separadamente em todos os
procedimentos subsequentes. Inicialmente foi transferido e mantido por
60 segundos em solugao de citrato de sodio 0,88% e agua destilada, na
proporcao 1:1, em temperatura ambiente;

Apds o término do tempo, o embrido foi transferido e mantido por 30
segundos em solugao de fixagdo, composta de metanol: acido acético:
agua destilada, na propor¢ao 3:2:1, em temperatura de 5°C;

Apds o término do tempo, o embrido foi transferido e colocado em
lamina previamente limpa, desengordurada e enxuta;

Depois, com o auxilio de um microscopio estereoscopio em ocular de
10X e objetiva de 4X e uma micropipeta (confeccionada de tubo capilar
para micro-hematécrito) foi aspirado todo o excesso de solugdo de
fixagdo, permitindo que o embrido ficasse imoével na lamina;

Em seguida, a lamina foi fixada a temperatura de 37°C, sobre placa
aquecedora, por um periodo de 15 minutos;

Apos a fixacdo, a preparagao foi corada com o Kit de Coloragao
Pandtico Rapido (Instant Prov®), sendo imersa sequencialmente nos
corantes numeros 1, 2 e 3, em intervalos de 5 segundos,

respectivamente;

10) Posteriormente, a lamina foi lavada cuidadosamente em agua destilada

€ SecCa ao ar,

11) Imediatamente apds a secagem, foi adicionado uma pequena gota de

Oleo de imersao (2 uL) na preparagéo, sendo coberta com uma laminula

(22 x 22 milimetros) e vedada as margens com esmalte;

12) Posteriormente, a preparagao foi acondicionada em temperatura

ambiente, em caixa de acondicionamento de laminas.

13) Por fim, foi realizada a contagem do numero de células utilizando um

microscopio estereoscopio em ocular de 10X e objetiva de 4X ou

microscopio convencional.

Resultados e Discussao
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No presente estudo, foram analisadas 195 laminas confeccionadas pela
técnica descrita a partir de embrides murinos previamente expostos a meios de
manipulacado. A técnica desenvolvida é diferente dos métodos convencionais
(Fukui e Ono, 1989 e Lim et al., 1994), usualmente empregados para contagem
de células embrionarias nas diferentes espécies de animais.

A técnica desenvolvida permite uma analise rapida e segura do numero
total de células embrionarias, fator esse, essencial para os estudos de
maturagdo embrionaria e fecundacgéo in vitro. Além disso, possibilita facil
visualizacdo de células em microscopio estereoscopio e maior tempo de
permanéncia da qualidade de coloragdao em laminas.

O tempo de confecgdo das laminas € um fator determinante para o
diagnostico rapido e seguro durante os procedimentos de produgado de
embrides in vitro, principalmente quando se tém um numero elevado de
ldminas para serem analisadas. O método utilizando a coloragdo de Giemsa
10% descrito por Fukui e Ono (1989) prevé um intervalo de tempo de uma hora
para secagem das laminas apods a fixacdo enquanto Lim et al. (1994) prevé um
intervalo de 30 minutos. Entretanto, o método proposto descreve a secagem
das laminas por um periodo inferior, de apenas 15 minutos.

Além disso, o tempo de exposicdo ao corante representa outra
vantagem da metodologia proposta. O tempo de permanéncia do corante
Giemsa para coloragdo de laminas de embrides foi descrito com duracéo
aproximada de 15 minutos (Fukui e Ono 1989; Lim et al. 1994), bastante
superior ao descrito nesta técnica, que é de aproximadamente 15 segundos,
sendo 5 segundos em cada Pandtico.

Outra vantagem da técnica proposta consiste no procedimento de
visualizagdo das células embrionarias para a realizagdo da contagem.
Enquanto técnicas exigem microscopia de contraste de fase (Fukui e Ono
1989), microscopia invertida (Lim et al., 1994) ou microscopia de luz
(Hishinuma et al. 1996) para a contagem de células, no método proposto este
procedimento pode ser realizado com uso de equipamento mais simples, que é
0 microscépio estereoscopio (40x de aumento), permitindo a perfeita
visualizagao e individualizagao das células (Fig.1) para realizar o procedimento

de contagem com seguranca e eficiéncia. Esta facilidade de visualizagdo pode
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ser explicada uma vez que a utilizacdo do Pandtico para a coloracdo das

células permite uma boa nitidez na visualizagdo das células embrionarias.

Figura 1. Numero de células de um embrido no estadio inicial de Bx, utilizando

a técnica descrita, sob aumento de 400X.

Conclusodes
A técnica desenvolvida permitiu uma analise mais rapida e efetiva para
avaliagdo do numero de células embrionarias, fator fundamental em estudos de
maturagdo embrionaria e FIV. Além disso, verificou-se a vantagem da
metodologia proposta em relacdo a facilidade de visualizacdo das laminas

frente a outras metodologias tradicionalmente utilizadas.
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4. CONCLUSAO FINAL

Conclui-se que os meios de manipulagago MD1 e MD2 podem ser

utilizados nas rotinas de TE, em substituicdo a solucdo PBS modificado.

CXXX



