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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduagcéo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS
COM CISTEAMINA

AUTOR: DANIELA SCHERER DA SILVA
ORIENTADORA: MARA |OLANDA BATISTELLA RUBIN
Santa Maria, 21 de fevereiro de 2006.

As biotécnicas reprodutivas atuais utilizam como suporte para outros estudos a producao
in vitro (PIV) de embrides bovinos, conduzida em trés etapas igualmente importantes:
maturagdo in vitro (MIV), fecundagéo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV). Nesta pesquisa
avaliou-se o efeito da cisteamina, um componente thiol, nos meios de maturacéao,
fecundagdo ou de cultivo sobre o desenvolvimento embrionario. Complexos cumulus-
odcitos (CCO=o0dcitos) coletados de ovarios de vacas Bos taurus indicus provenientes
de frigorifico foram selecionados e distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo
Controle (sem cisteamina, n=488), Cisteamina na maturagdo (n=487), Cisteamina na
fecundacdo (n=489) e Cisteamina no cultivo (n=493). Os odcitos dos quatro grupos
foram maturados por 24h em TCM-199 modificado acrescido de 0,01Ul/mL rFSHh +
0,05mg/mL de LH e 10% de SFB. No grupo cisteamina-maturagcédo, o meio TCM-199 foi
suplementado com 150uM de cisteamina. Os odcitos foram maturados a 38,5°C em
estufa com 5%CO, em ar e umidade saturada. A FIV (DO=dia da fecendagéo) foi
realizada por 18-22 horas em meio Fert-Talp acrescido de heparina e PHE. Este meio
utilizado no grupo cisteamina-fecundagéao foi adicionado de 150uM de cisteamina. Para
capacitagao, o sémen foi descongelado e processado através do Gradiente de Percoll e
a inseminagao foi realizada com 2x10° espermatozoides/mL, nas mesmas condigbes
atmosféricas da MIV. Os provaveis zigotos de todos grupos experimentais foram
cultivados em meio SOF suplementado com 5% SFB. No grupo cisteamina-cultivo o
meio SOF foi acrescido de 150uM de cisteamina. A atmosfera gasosa nos 8 dias de
cultivo foi de 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, e umidade saturada. A clivagem foi de
86, 89, 88 e 90%, obtendo-se 29, 31, 38 e 35% de blastocistos em D7 e 21, 23, 27 e
29% de eclosdo para os grupos controle, maturagdo, fecundagcdo e cultivo,
respectivamente. Em meio de fecundagéo (Fert-Talp) ou em meio de cultivo (SOFaaci) a
cisteamina promove maior produgdo embrionaria. O uso da cisteamina nos programas
comerciais de OPU/PIV podera contribuir para melhor eficiéncia da produgéo
embrionaria.

Palavras-chave: Antioxidantes, PIV, bovinos, cisteamina, Bos taurus indicus.



ABSTRACT

Master’s Dissertation in Veterinary Medicine
Programa de Pés-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brazil.

IN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS
WITH CYSTEAMINE

AUTHOR: DANIELA SCHERER DA SILVA
ADVISER: MARA |OLANDA BATISTELLA RUBIN
Santa Maria February 21, 2006.

ABSTRACT

Advanced reproductive techniques use the 3 phase of in vitro production for bovine
embryos, i.e. in vitro maturation (IVM), in vitro fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC)
as support for a variety of studies. This study assessed the effect of cysteamine, a thiol
component, on the embryonic development during maturation, fertilization and in vitro
culture. Bos taurus indicus Cumulus-oocyte complexes (COC) obtained from cow
ovaries collected at a slaughterhouse were randomly distributed in four groups: control-
group (without cysteamine, n=488), cysteamine in maturation (n=487), cysteamine in
fertilization (n=489) and cysteamine in the culture medium (n=493). All COC were
matured for 24h in TCM-199+0,01IUrFSH/mL+0,05mgLH/mL+10% fetal calf serum
(FCS). In the cysteamine-maturation group, the TCM-199 medium was supplemented
with 150uM cysteamine. The COC were matured at 38.5°C with 5% of CO, in air and
humid atmosphere. The IVF (DO=fertilization day) was performed for 18-22h in Talp-Fert
medium with heparin and PHE under the same conditions as IVM. The medium of the
cysteamine-fertilization group was supplemented with 150uM cysteamine. For sperm
capacitation, the semen was thawed, selected by percoll gradient and insemination was
done with 2x10° spermatozoa/mL. Presumed zygotes from all groups were cultured in
SOF + 5% FCS. In the cysteamine culture group the SOF medium was supplemented
with 150uM cysteamine. Culture was maintained at 5%CO;, 5%0,, 90%N, and saturated
humidity for 8 days. Cleavage rates were 86, 89, 88 and 90 respectively, for control,
maturation, fertilization and culture groups. Percentage of blastocyst on D7 were 29, 31,
38 e 35 and blastocyst hatched on D9 were 21, 23, 27 and 29, respectively. This study
showed that adding cysteamine to the fertilization or culture medium improve the
blastocyst production. Commercial OPU/IVP programs maybe benefit from the use of
cysteamine.

Key Words: Antioxidants, IVP, bovine, cysteamine, Bos taurus indicus.



1. INTRODUCAO

Nos programas de transferéncia de embrides bovinos produzidos in
vitro (PIV), os indices de produgdo embriondria e a qualidade dos
embrides tém fundamental importancia para a difusdo, sucesso da técnica
e melhor entendimento sobre ciéncia basica. As pesquisas sobre PIV
desenvolvidas na década de 90 demonstraram que o estresse oxidativo
era um importante entrave para o desenvolvimento embrionario, indicando
que compostos hidrogenados no meio de cultivo podem bloquear o
desenvolvimento dos embrides (LEGGE & SELLENS, 1991; TAKAHASHI
et al., 1993). O efeito do estresse oxidativo pode ser minimizado em
varias células com o uso de um sistema antioxidante eficiente (DEL
CORSO et al.,, 1994). A glutationa (GSH) é formada pelos aminoacidos
glutamato, glicina e cisteina e sua principal fungao é proteger a membrana
celular inativando os radicais livres. Os primeiros relatos sobre a
glutationa e sua relagcdo no processo da PIV foram publicados por
CALVIN et al. (1986), demonstrando que a mesma é sintetizada durante a
maturagao de odcitos de camundongos. Outros estudos foram realizados
com a avaliacédo de seu efeito em espermazdides e na maturagcéo de
oocitos de hamster (PERREAULT et al., 1988) e na sua identificacdo em
suinos (YOSHIDA et al.,, 1993). Na sequéncia, surgiram as pesquisas
pioneiras em bovinos, com informacdes sobre a concentracdo de
glutationa durante a maturagéo e a fecundacgéo in vitro (MIYAMURA et al.,
1995), além de comprovar o estimulo de sua sintese (DE MATOS et al.
1996) e efeitos sobre o desenvolvimento e viabilidade no congelamento
de embrides.

PERREAULT et al. (1988) estudando a maturagcdo do odcito de

hamster verificaram que o conteudo de glutationa no ovario aumenta



proximo a ovulagao formando um reservatorio para proteger a célula no
periodo pés-fecundagao e de desenvolvimento embrionario (TELFORT et
al., 1990). Na espécie humana, as espécies reativas de oxigénio afetam
multiplos processos fisiologicos, da maturagdo a fecundacéo,
desenvolvimento embrionario e gestagdo. Alguns pesquisadores postulam
que o estresse oxidativo modula a queda da fertilidade com a idade
(AGARWAL et al., 2005).

A cisteamina é um componente Thiol que esta presente no ovario de
bovinos, ovinos, caprinos e caninos (GUYADER-JOLY et al., 1998) e sua
funcdo é proteger as células contra as radiagbes ionizantes e neutralizar
as espécies reativas de oxigénio através da estimulacdo da sintese de
GSH (GUERIN et al., 2001).

O conhecimento disponivel ainda nao permite uma conclusao
definitiva sobre a acao dos antioxidantes nas diferentes etapas da PIV. Ha
necessidade de esclarecer essa condigdo e, assim, estabelecer um
protocolo de maior eficiéncia, na qualidade e na produgao embrionaria.
Esta condicdo poderia no futuro servir de suporte as técnicas de
congelamento de embrides bovinos produzidos in vitro.

Na realizacdo deste trabalho avaliou-se o efeito da cisteamina nos
meios de maturagao, fecundagao ou cultivo sobre a qualidade e a taxa de
producdo embrionaria ao sétimo dia de cultivo e a taxa de eclosdo ao

nono dia apds a fecundacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Como a produgdo in vitro de embribes vem sendo aplicada
extensivamente na espécie bovina, expressivo numero de embrides tem
sido destinado para pesquisa. Este fato tem um efeito significativo no
conhecimento adquirido sobre a maturagdo, fecundagdao e cultivo
(GORDON, 2003). O uso de diferentes protocolos torna a produgdo muito
variavel, tanto na pesquisa como em programas comerciais. Isto se deve
a variagao individual dos animais, condicdées de manejo nos quais estes
estdo submetidos e ao sistema de cultivo utilizado para a produgao dos
embrides.

Embrides bovinos sdo susceptiveis ao estresse oxidativo
(LEQUARRE et al., 1999) e varios pesquisadores tém direcionado suas
pesquisas neste tema (LUVONI et al., 1994; LIM et al., 1996; CAMAANO
et al., 1998; FEUGANG et al., 2003). Estudos similares foram efetuados
em suinos e em bufalos (BONI et al.,, 1992; GASPARRINI et al., 2000).
Nos ultimos dez anos, os antioxidantes mais pesquisados na producéo in
vitro tém sido a superdéxido dismutase, glutationa, taurina, f-
mercaptoetanol, cistina, cisteina e cisteamina.

A glutationa (GSH) é um tripeptidio thiol e também o maior
componente sulfidrilico ndo-protéico da célula dos mamiferos, cujos
efeitos sobre a fisiologia e metabolismo intracelular sdo muito importantes.
Ela mantém a célula no estado de reducdo, protegendo-a contra os
efeitos causados pelas lesdes oxidativas que resultam em radicais livres,
moléculas instaveis por possuirem numero impar de elétrons. Para atingir
a estabilidade estas moléculas reagem com as substancias que compdem

o meio de PIV promovendo assim, a oxidagdo e, consequentemente,
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morte das células. Assim, os antioxidantes protegem o organismo da agéo
danosa dos radicais livres (GASPARINI et al., 2000).

A sintese da glutationa é altamente dependente da disponibilidade
de cisteina no meio (ISHII et al., 1981; RATHBUN & MURRAY, 1991). Os
efeitos benéficos da cisteina foram relatados na MIV de odcitos (DE
MATOS & FURNUS, 2000) e no desenvolvimento de embrides
(CAAMANO et al.,, 1998). Entretanto, a cisteina no meio é facilmente
oxidada, formando cistina, um dimero cisteinico, mesmo em meios ja
estabelecidos para as rotinas de cultivo. Quando a cisteina € oxidada em
cistina, alguns tipos de células, como os linfocitos, tém dificuldade de
utilizar cistina, resultando no decréscimo de sua proliferacdo e na
concentracao intracelular de glutationa (ISHI et al., 1981).

PABON et al. (1989) foi um dos pioneiros a detectar no sistema de
cultivo in vitro que a exposigdo de embrides de camundongas ao oxigénio
atmosférico (20%) por curto periodo, exerce efeito adverso nos estadios
iniciais de desenvolvimento em meio Ham'’s F-10 livre de proteina, quando
comparado com 5% de oxigénio. Em pesquisa similar, TAKEUCHI et al.
(1989) também relataram a toxicidade do oxigénio antes da clivagem.
Subsequentemente, a equipe de UMAOKA et al. (1992) investigou a
toxicidade do oxigénio no cultivo in vitro com as concentragdes de 20% e
5% de O3, com ou sem superoxido dismutase (SOD). O desenvolvimento
embrionario foi influenciado pela atmosfera de oxigénio, no entanto o
efeito prejudicial foi minimizado pela enzima antioxidante SOD.

Em 1991, a equipe liderada por Noda relatou que a SOD atenuava o
bloqueio de duas células em embrides de camundongas cultivados in
vitro, beneficiando o subsequente desenvolvimento embrionario. No ano
seguinte, RIEGER et al. (1992) postularam que o entendimento dos
mecanismos de produgdo e eliminacdo de radicais de oxigénio nos
embrides bovinos poderia resultar num aumento significativo da eficiéncia
dos sistemas de cultivo in vitro. Estudando o metabolismo da glicose em

embrides de 2-células até o estadio de blastocisto expandido ficou
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comprovado que através do ciclo das pentoses, ha um aumento
metabdlico de 15 vezes e o metabolismo total duplica (30x) durante o
desenvolvimento embrionario. O primeiro pico de aumento nao ocorre
antes que o embridao esteja entre 8-16 células, ou seja, até que o genoma
embridnico ndo seja ativado. O metabolismo da glutamina é alta no
estadio de 2-4 células e se reduz ao minimo, quando alcanca o estadio de
morula compacta e blastocisto. A expansao dos blastocistos foi
acompanhada de aumento significativo do metabolismo da glicose e
glutamina, refletindo provavelmente o aumento da demanda de energia de
Na(+) —K+ ATPase necessaria para a formagdo e manutengcdo da
blastocele.

No inicio deste século, a sintese da glutationa foi identificada por De
MATOS et al. (2000) em odcitos bovinos, mas anteriormente ja havia sido
relatada em embrides no estadio de 9-16 células (LIM et al., 1996). No
estudo de TAYLOR e colaboradores (1992), a adigdo de glutationa e
superoxido dismutase (SOD) ao meio de cultivo de embrides humanos
revelou que a glutationa n&o foi efetiva, no entanto a SOD promoveu o
desenvolvimento de blastocistos.

O enfoque das pesquisas foram progressivamente evoluindo e o
efeito da taurina e da superdoxido dismutase em zigotos de coelha foi
reforcado com a pesquisa de LI & FOOTE (1992), pois ambos
antioxidantes promovem o rapido crescimento e desenvolvimento de
blastocistos expandidos. No ano seguinte, o desenvolvimento embrionario
mais rapido desde o estadio de zigoto, pela adigdo de catalase, taurina ou
superoxido dismutase ao meio de cultivo livre de macromoléculas foi
evidenciado em D3, pela contagem de células em moérulas e blastocistos
de coelhas (LI et al., 1993).

Em estudo ultra-estrutural de oécitos e embrides de bufalos foram
detectados abundantes granulos citoplasmaticos caracterizados por
conteudo lipidico elevado, proporcionando aspecto escuro sob a luz do

estereomicroscopio (BONI et al., 1992). Essas observagbes sugerem que
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0os oocitos e embrides desta espécie parecem ser mais sensiveis ao
estresse oxidativo que os demais mamiferos (GASPARRINI et al., 2000).
Os embrides bovinos produzidos in vitro também possuem estes granulos
e sao, possivelmente, os responsaveis pelos baixos indices de
sobrevivéncia pés-descongelamento.

Estudos posteriores avaliaram as concentragées dos antioxidantes
para a producdo in vitro de embrides bovinos e determinaram que as
concentragbes de cisteamina entre 12,5 a 500uM proporcionam maior
percentual de desenvolvimento embrionario (CAAMANO et al., 1996;
TAKAHASHI et al., 2002); e embrides de melhor qualidade s&o obtidos
com 100 a 150uM (TAKAHASHI et al., 1996).

O estudo desenvolvido em bufalos por GASPARRINI et al. (2000)
com 0, 50, 100 ou 200uM de cisteamina no meio de maturagdo (TCM-
199+10%SFB + 0,5ug/mL de FSH + 5 ug/mL de LH e 1 ug/mL de 17-p
estradiol) resultou em significativa melhoria na qualidade | e Il com 11, 19,
11 e 11%, e no desenvolvimento embrionario obtendo 14, 22, 15 e 13%
de moérulas compactas/blastocistos, respectivamente.

Pesquisando o efeito da troca do meio de cultivo in vitro de embrides
bovinos, IKEDA et al. (2000) sugerem que a redugéao no desenvolvimento
embrionario nos sistemas de PIV pode estar associada ao acumulo de
metabdlitos, como a aménia, ou altas concentragdes de radicas livres no
meio. Sob essas condi¢des, formam-se as espécies reativas de oxigénio
(ERO) que em bovinos promovem lesdes no DNA (TAKAHASHI et al.,
2000). As espécies reativas de oxigénio podem aumentar a demanda de
enzimas antioxidantes para manter o controle homeostatico e
comprometer o potencial de desenvolvimento subsequente. Os danos
produzidos pelas espécies reativas de oxigénio em embrides bovinos
podem ser evitados pela inclusdo de vitamina E no meio de cultivo in vitro,
que estimula o desenvolvimento antes e apds a transferéncia do embriao
para a receptora (OLSON & SEIDEL, 2000).

14



Nao obstante, as pesquisas em busca de novos conhecimentos tém
evoluido rapidamente. Ha necessidade de identificar em que fase da
produgdo in vitro os precursores da sintese de glutationa sdo mais

eficientes para embrides bovinos produzidos in vitro.
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Producéo in vitro de embrides bovinos com cisteamina

RESUMO

As biotécnicas reprodutivas atuais utilizam como suporte para outros estudos a producgao
in vitro (PIV) de embrides bovinos, conduzida em trés etapas igualmente importantes:
maturagdo in vitro (MIV), fecundagéo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV). Nesta pesquisa
avaliou-se o efeito da cisteamina, um componente thiol, nos meios de maturacéao,
fecundagdo ou de cultivo sobre o desenvolvimento embrionario. Complexos cumulus-
odcitos (CCO=o0dcitos) coletados de ovarios de vacas Bos taurus indicus provenientes
de frigorifico foram selecionados e distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo
Controle (sem cisteamina, n=488), Cisteamina na maturagdo (n=487), Cisteamina na
fecundacdo (n=489) e Cisteamina no cultivo (n=493). Os odcitos dos quatro grupos
foram maturados por 24h em TCM-199 modificado acrescido de 0,01Ul/mL rFSHh +
0,05mg/mL de LH e 10% de SFB. No grupo cisteamina-maturagcédo, o meio TCM-199 foi
suplementado com 150uM de cisteamina. Os odcitos foram maturados a 38,5°C em
estufa com 5%CO, em ar e umidade saturada. A FIV (DO=dia da fecendagdo) foi
realizada por 18-22 horas em meio Fert-Talp acrescido de heparina e PHE. Este meio
utilizado no grupo cisteamina-fecundagéao foi adicionado de 150uM de cisteamina. Para
capacitagao, o sémen foi descongelado e processado através do Gradiente de Percoll e
a inseminagéo foi realizada com 2x10° espermatozoides/mL, nas mesmas condigbes
atmosféricas da MIV. Os provaveis zigotos de todos grupos experimentais foram
cultivados em meio SOF suplementado com 5% SFB. No grupo cisteamina-cultivo o
meio SOF foi acrescido de 150uM de cisteamina. A atmosfera gasosa nos 8 dias de
cultivo foi de 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, e umidade saturada. A clivagem foi de
86, 89, 88 e 90%, obtendo-se 29, 31, 38 e 35% de blastocistos em D7 e 21, 23, 27 e
29% de eclosdao para os grupos controle, maturagdo, fecundagdo e cultivo,
respectivamente. Em meio de fecundacao (Fert-Talp) ou em meio de cultivo (SOFaaci) a
cisteamina promove maior produgdo embrionaria. O uso da cisteamina nos programas
comerciais de OPU/PIV podera contribuir para melhor eficiéncia da produgéo

embrionaria.

Palavras-chave: Antioxidantes, PIV, bovinos, cisteamina, Bos taurus indicus.
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In vitro production of bovine embryos with cysteamine

ABSTRACT

Advanced reproductive techniques use the 3 phase of in vitro production for bovine
embryos, i.e. in vitro maturation (IVM), in vitro fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC)
as support for a variety of studies. This study assessed the effect of cysteamine, a thiol
component, on the embryonic development during maturation, fertilization and in vitro
culture. Bos taurus indicus Cumulus-oocyte complexes (COC) obtained from cow ovaries
collected at a slaughterhouse were randomly distributed in four groups: control-group
(without cysteamine, n=488), cysteamine in maturation (n=487), cysteamine in
fertilization (n=489) and cysteamine in the culture medium (n=493). All COC were
matured for 24h in TCM-199+0,011UrFSH/mL+0,05mgLH/mL+10% fetal calf serum
(FCS). In the cysteamine-maturation group, the TCM-199 medium was supplemented
with 150uM cysteamine. The COC were matured at 38.5°C with 5% of CO, in air and
humid atmosphere. The IVF (DO=fertilization day) was performed for 18-22h in Talp-Fert
medium with heparin and PHE under the same conditions as IVM. The medium of the
cysteamine-fertilization group was supplemented with 150uM cysteamine. For sperm
capacitation, the semen was thawed, selected by percoll gradient and insemination was
done with 2x10° spermatozoa/mL. Presumed zygotes from all groups were cultured in
SOF + 5% FCS. In the cysteamine culture group the SOF medium was supplemented
with 150uM cysteamine. Culture was maintained at 5%CO;, 5%0,, 90%N, and saturated
humidity for 8 days. Cleavage rates were 86, 89, 88 and 90 respectively, for control,
maturation, fertilization and culture groups. Percentage of blastocyst on D7 were 29, 31,
38 e 35 and blastocyst hatched on D9 were 21, 23, 27 and 29, respectively. This study
showed that adding cysteamine to the fertilization or culture medium improve the
blastocyst production. Commercial OPU/IVP programs maybe benefit from the use of

cysteamine.

Key Words: Antioxidants, IVP, bovine, cysteamine, Bos taurus indicus.
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Introducao

O termo ERO refere-se a forma de radicais livres derivados do
oxigénio que podem levar a lesdo oxidativa. Entre estas moléculas de vida
curta estdo o anion superoxido (O,°-), radical hidroxila (OH®), peréxido de
hidrogénio (H-0,) e radical peroxil (ROO%). A geracdo de ERO ocorre
fisiologicamente durante o metabolismo, sendo a respiragao mitocondrial
(fosforilacdo oxidativa) a maior fonte intracelular de ERO. O
desenvolvimento embrionario dos mamiferos € negativamente afetado
pelo aumento do estresse oxidativo que ocorre durante as condi¢des de
cultivo e as lesdes resultantes das ERO que interferem significativamente
na fungéo celular (Halliwell and Gutteridge, 1989).

Outros mecanismos permitem a formag¢ao de ERO: a atividade de
oxidacao citosolica, superoxido dismutase, reacdes catalisadas pelos ions
metalicos através da reagdao de Haber-Weiss ou da reacdo de Fenton.
Como a produgao de radicais livres € um processo continuo in vivo, as
células desenvolvem mecanismos de defesa chamados “sistema de
defesa antioxidante” para neutralizar as espécies reativas de oxigénio e
seus efeitos (Halliwell and Gutteridge, 1989). A maioria das células
mamiferas possuem um eficiente sistema antioxidante, a catalase e a
superoxido dismutase, como também os componentes “thiol” que atuam
como tampdes metabdlicos que neutralizam as espécies reativas de
oxigénio (Del Corso, 1994).

O estresse oxidativo resulta da diferenga entre a produgédo de ERO e
o sistema de defesa antioxidante, levando a danos celulares (peroxidagao
dos lipideos das membranas, dos aminoacidos das proteinas e dos acidos
nucléicos). O estresse oxidativo pode induzir a morte celular por necrose
ou apoptose dependendo do tipo celular, origem e velocidade da

formacao do estresse oxidativo (Halliwell et al., 1992).
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A glutationa (GSH) é um tripepitideo thiol (L-Y glutamil-L-cystinil-
glicina), o maior componente sulfidrilico n&o-protéico das células de
mamiferos que serve como reservatério de cisteina (Calvin et al., 1986;
Lafleur et al., 1994). Possui importante fungao na fisiologia e metabolismo
celular, mantendo a célula na forma de redugéo, protegendo-a contra os
efeitos nocivos causados pelas lesdes oxidativas. Além disso, tem efeito
no transporte de aminoacidos, na sintese de DNA e protéica e na redugao
de disulfitos (Lafleur et al.,, 1994). Em 1986, Calvin e colaboradores
relataram a participagao da glutationa no processo de descondensacéo do
nucleo do espermatozdide do camundongo, em paralelo com a ativagéao
do odcito. No cultivo embrionario, a glutationa atua protegendo as células
contra os radicais livres gerados pela degradagdo dos aminoacidos em
amonio (Hamano et al., 1994; Lim et al., 1996).

Na década de 80, a sintese de glutationa foi identificada no odcito da
camundonga durante a maturagdo in vitro por Perreault et al. (1988).
Posteriormente, também foi relatada em suinos (Yoshida et al., 1993),
hamster (Miyamura et al., 1995), bovinos (De Matos et al., 1996), ovinos
(De Matos et al., 2002) e, recentemente, em bufalos (Gasparini et al.,
2006).

No inicio deste século, (De Matos and Furnus, 2000) evidenciaram
na maturacdo in vitro em bovinos alta concentracdo de glutationa
intracelular apds a inducdo de sua sintese com componentes thiol, tais
como [-mercaptoetanol, cisteina e cistina; além disso, a mesma
permanece durante a fecundagdo e ainda esta presente no inicio do
cultivo, implementando o indice de desenvolvimento. Atribuiu-se assim,
que esta via metabdlica é um importante componente no processo de
maturagao citoplasmatica e que esta envolvida com a fase subseqliente
da producéo in vitro de embrides.

Ja esta estabelecido que componentes “thiol”’, de baixo peso
molecular, como a cisteamina e o -mercaptoetanol, quando adicionados

ao meio de maturacdo in vitro de bovinos sao benéficos ao
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desenvolvimento e a qualidade embrionaria pelo aumento da sintese da
glutationa. No entanto, nas outras etapas da produgédo in vitro, ainda nao
se dispbe de um mecanismo antioxidante eficiente que proteja as células
contra o estresse oxidativo. Alguns antioxidantes, precursores da sintese
de GSH, como a cisteamina, estdo sendo utilizados na PIV de embrides
em diversas espécies, tanto na pesquisa quanto comercialmente. Sabe-se
da importancia dos mesmos no que se refere a protecao celular, porém
ha controvérsias em relagdo a etapa do processo na qual podem ser
utilizados e sua influéncia sobre a producgado, qualidade embrionaria e
prenhez.

Assim, neste experimento avaliou-se o efeito da cisteamina nos
meios de maturagao in vitro (MIV), fecundagao in vitro (FIV) ou no cultivo
in vitro (CIV) sobre a produc&o e qualidade embrionaria ao sétimo dia de
cultivo e a taxa de eclosdo em D9, com odcitos de vacas Bos taurus

indicus.

Material e Método

Coleta dos ovarios

Os ovarios foram coletados de vacas Bos taurus indicus abatidas em
frigorifico e transportados até o laboratério em solugdo fisiolégica a
temperatura inicial de 30°C num periodo de até 2 horas. Os foliculos com
didmetro entre 2-8mm foram puncionados com auxilio de uma seringa e
uma agulha 21G. Apds a puncgao realizou-se a procura dos Complexos
cumulus-odcitos (CCO) sob lupa estereomicroscoépica, selecionando-se
para a maturacdo CCO de qualidade |, Il e lll de acordo com os critérios
adotados por De Loos (1989).
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Maturagao in vitro dos odcitos

A maturagéo foi realizada com 25-50 Complexos cumulus-odcitos
(CCO) em placas de Petri 10x35mm em gotas de 200 a 400uL de meio
TCM-199 modificado, adicionado de 5,95mg/mL de HEPES, 0,025mg/mL
de piruvato de sédio, 0,01Ul de rFSHh/mL, 0,05mg/mL de LH, 10% de
soro fetal bovino (SFB) por 24 horas, em estufa de cultivo a 38,5°C com
5% CO, em ar e umidade saturada. A adicdo de 150uM de cisteamina na
maturacdo foi realizada no grupo cisteamina-maturagdo. O grupo de
odcitos-controle nado recebeu cisteamina em nenhuma fase do processo

de producao in vitro.

Fecundacao in vitro

Para a fecundacdo utilizou-se sémen congelado de um touro Bos
taurus indicus cuja palheta de 0,25mL foi descongelada por 10 segundos
ao ar e por 20 segundos a 38,5°C. A selecdo dos espermatozdides foi
realizada através do Gradiente de Percoll em meio Talp-Sperm acrescido
de 0,03mg/mL de BSA e 0,11mg/mL de piruvato de sédio. A dose
inseminante foi de 2x10° espermatozdides/mL. A incubacdo dos
oocitos/espermatozoides foi conduzida em gotas de 200-400uL de meio
Talp-Fert com 0,03mg/mL de BSA, 0,022mg/mL de piruvato de sdédio e
20uL de heparina, por 18 horas em estufa de cultivo a 38,5°C com 5% de
CO,; em ar e umidade saturada. A adigcdo de 150uM de cisteamina foi

realizada no grupo cisteamina-fecundacgao.

Cultivo in vitro

Apo6s 18 horas do inicio da fecundagao in vitro, os supostos zigotos
foram submetidos ao desnudamento com auxilio de um pipetador e
lavados 5 vezes em TCM-Hepes. O cultivo foi efetuado em gotas de 200-

400uL em meio SOFaaci com 5% de SFB, 20uL/mL de aminoacidos

essenciais, 10uL/mL de aminoacidos nao-essenciais, distribuidas em
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placas de Petri 10x35mm e sob 6leo mineral, em estufa de cultivo celular
com 5% de CO,, 5% de O, e 95% de N,. A adicdo de 150uM de
cisteamina ao meio de cultivo foi efetuada nos zigotos do grupo

cisteamina-cultivo.

Avaliacdes
A taxa de clivagem foi avaliada no dia 2 (D2) do cultivo, sendo
considerado como dia zero (DO) o dia da fecundagédo. As taxas de
producao embrionaria e qualidade dos embrides foram avaliadas em D7 e
a taxa de eclosao, em D9. A qualidade embrionaria foi avaliada de acordo
com os critérios recomendados pela Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS, 1998).

Anélise Estatistica
Os dados foram processados pelo programa estatistico SAS (SAS,
1998) e os resultados foram submetidos ao teste X2. Para comparacéo
das médias foi utilizado o nivel de significAncia de 5%, totalizando 11

repeticoes.
Resultados

Os resultados da clivagem, producdo embrionaria em D7 e de
eclosdo em D9 estdo demonstrados na Figura 1. A taxa de clivagem entre
os tratamentos maturacdo, fecundagado, cultivo e o grupo de odcitos-
controle foi similar. Houve diferenca significativa (P<0,05) na produgao de
embrides e taxa de eclosdo entre os tratamentos, sendo superiores
quando a cisteamina foi incluida na etapa de fecundag¢do ou de cultivo,

em comparagao ao grupo controle ou com cisteamina na maturagao.
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Figura 1 - Taxa de produgdo in vitro de embrides Bos taurus indicus em meios
suplementados com 150uM de cisteamina na maturagao, fecundagio ou
cultivo (P<0,05).

Na figura 2 esta representado o total de embrides ao sétimo dia de
cultivo, sendo que o maior numero de embrides estava nos estadios de

blastocisto e blastocisto expandido (Figura 2).
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47
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L3 45+
E < 40
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0 0 251
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58 T 154
s 5 10
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0 : : .
Blastocistos iniciais Blastocistos Blastocistos expandidos
Estédio de desenwlvimento em D7 (n)

Figura 2 — Estadio de desenvolvimento embrionario ao sétimo dia de cultivo de
embrides Bos taurus indicus produzidos in vitro em meio SOFaaci
suplementado com 150uM de cisteamina e SOFaaci sem cisteamina
(controle).
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Na figura 3 estédo representados os embrides avaliados em D7 nos
estadios de blastocisto inicial, blastocisto ou blastocisto expandido
classificados quanto a qualidade, nas categorias | e Il (IETS, 1998). Na
presente pesquisa, nao houve diferenga (P>0,05) entre os tratamentos e

grupo controle.

O TCM-199+Cisteamina (maturagéo) W Fert-Talp+Cisteamina (fecundagao)

0O SOFaaci+Cisteamina (cultivo) O Controle (ndo suplementado)

80 68 oo 6gt 107

Embrides Bos taurus
indicus (%)

Qualidade | Qualidade Il

Figura 3 — Qualidade ao sétimo dia de cultivo de embrides Bos taurus indicus,
produzidos in vitro em meio suplementado ou ndo com 150uM de
cisteamina (P>0,05).

Discussao

Novos conhecimentos sobre o metabolismo embrionario e condi¢des
de cultivo sao pontos criticos para promover com eficiéncia da producao
in vitro em bovinos, uma vez que no Brasil a média de blastocistos ainda é
inferior a 50%.

Nesta pesquisa, a taxa de clivagem variou de 86 a 90% e foi similar
entre os tratamentos e o grupo de odécitos/embrides controle, cuja unidade
experimental ndo recebeu cisteamina em qualquer fase da producéo in
vitro. Percentual similar (89 a 93%) foi relatado no estudo de Lonergan et
al. (1999) com meio SOF, SOF+taurina, SOF+BSA+taurina ou
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SOF+SFB+taurina no cultivo de zigotos bovinos produzidos in vitro sob
atmosfera de 5% de O,. Quando sob atmosfera de 20% de Oy, a clivagem
naqueles tratamentos também foi similar e variou de 93 a 96%. indices
inferiores de clivagem (69% a 82%) foram obtidos por Ali et al. (2003) ao
avaliar o efeito da cisteina (0,1 e 0,6 mM), N-acetil-cisteina (0,1mM e
0,6mM) catalase (5Ul e 127Ul) e superéxido dismutase (10 e 100 Ul/mL).
A explicacao esta no fato de que altas concentracdes de cisteina, NAC ou
catalase durante o periodo da FIV reduzem significativamente a taxa de
clivagem e subsequente desenvolvimento embrionario ja que alguns
niveis de ERO s&o necessarios para a fecundagao in vitro (Ali et al.,
2003).

Em bovinos, o estudo de Luvoni et al. (1996) evidenciou que 3 Ul/mL
de superoxido dismutase (SOD) e 1,0mM de glutationa (GSH) diminuem a
taxa de penetracdo dos espermatozéides nos oocitos bovinos durante a
FIV. Porém, quando a GSH foi adicionada ao cultivo, a producio
embrionaria foi superior (35%) a do grupo de embrides-controle (19%).
Reforgando estas afirmacdes, Blondin et al. (1997) detectaram na FIV que
a adicao de superoxido dismutase (1, 10 ou 100UI/mL) nao teve efeito nas
taxas de penetracdo, sugerindo que as espécies reativas de oxigénio
devem ser benéficas para os gametas sob condi¢cdes especificas. Na
presente pesquisa, a cisteamina foi adicionada ao meio de maturagao
com 10% de soro fetal bovino e a taxa de clivagem, produ¢do embrionaria
e de eclosao foi similar ao controle. Supbe-se, pelo fato dos odcitos
permanecerem durante a maturagdo na condi¢cdo de baixo metabolismo
(Rieger et al., 1992) e das células do Cumulus oophorus sintetizarem
GSH (De Matos et al., 1997), que o periodo de 24 horas pode ndo ter sido
suficientemente longo para comprometer o desenvolvimento subsequente.
Ha ainda a hipotese de que, o meio com suplementacao protéica possa
inibir a acdo dos antioxidantes (Li et al., 1993), contrariamente ao
verificado em zigotos de coelhas que evoluiram rapidamente até

blastocisto expandido no cultivo com antioxidante e sem proteinas.
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Quando vacas Bos taurus indicus do sudeste brasileiro serviram
como material para a pesquisa de Gongalves et al. (2005), o maior
percentual de clivagem foi obtido com o uso de cisteamina na fecundagéao
em comparacao ao [-mercaptoetanol, sugerindo que este ultimo nao é
adequado para a fecundacéao in vitro.

A taxa de blastocistos em D7 e de eclosdo em D9 foram superiores
quando se utilizou cisteamina na fecundagcdo ou no cultivo (Figura 1).
Estes resultados corroboram o estudo de Takahashi et al. (1993) que com
diferentes concentragdes de cisteamina em TCM-199+10% de SFB no
cultivo in vitro sem células somaticas, observaram aumento significativo
(29% com 50uM de cisteamina) no desenvolvimento de embrides de 6 a
8-células até o estadio de blastocisto, e nos niveis intra-celulares de
glutationa (53 pM/20 embrides/10uL). Contrariamente, niveis inferiores
(7,1%) de producao embrionaria e intracelulares de glutationa (4,2pM de
glutationa/20embrides/10uL) foram obtidos em TCM-199+10% SFB, sem
suplementacao de cisteamina.

Rosenkrans et al. (1993) obtiveram melhor desenvolvimento
embrionario em D7 (22% vs 32%) em meio CR1 com aminoacidos
(CR1aa), reduzindo a concentragcdo de O, de 20% para 5%. Lee et al.,
(1999) suplementaram o SOF com [R-mercaptoetanol e a produgao de
blastocistos elevou-se de 18,5% para 26,6%. Em 2002, Fischer-Brown e
colaboradores cultivaram embrides bovinos em SOFaa+3-mercaptoetanol
elevando a taxa de blastocistos em D7 de 27% para 32% e de eclosao de
52 para 79% (P<0,05) na presenca de 10% de soro, ficando por elucidar o
que determinou a interagdo soro + [-mercaptoetanol. Na presente
pesquisa, utilizou-se 5% de SFB em meio SOF suplementado com
aminoacidos, citrato, inositol e cisteamina, obtendo-se 35% de embrides
em D7, provavelmente pela superioridade de nutrientes, associada a acao

antioxidante da cisteamina. A taxa de eclosdo foi inferior a relatada na
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literatura, no entanto a percentagem de embrides eclodidos foi calculada
sobre o total de oécitos maturados.

O maior percentual de desenvolvimento embrionario no grupo de
embrides tratados com cisteamina no cultivo da presente pesquisa,
comparado com a maturagcdo e controle, pode ser fundamentado na
pesquisa de Umaoka et al. (1992) que demonstraram o efeito negativo do
oxigénio ao cultivar zigotos de camundongas com ou sem superoxido
dismutase (SD), expostos por uma hora a 20% de oxigénio ambiental. Ao
efetuar os procedimentos de manipulagdo, os odcitos (maturagdo) e
zigotos (desnudamento e avaliacdo da clivagem) sado submetidos ao
oxigénio ambiental (20%) pelo periodo de 20 a 60 minutos, na
dependéncia do numero de odcitos ou zigotos. Adicionalmente, nesse
periodo os embrides sdo expostos a luz visivel que também afeta o
desenvolvimento embrionario por produzir radicais livres (Goto et al.,
1993; Nakayama et al., 1994).

Gordon (1993) enfatiza que os embriées bovinos produzidos in vitro
apresentam  desenvolvimento acelerado tornando-se altamente
susceptiveis ao estresse oxidativo. Isto sugere que a cisteamina
neutralizou as espécies reativas de oxigénio geradas pelo elevado
metabolismo dos embrides em adiantado desenvolvimento, uma vez que
20% dos embribes em D7 eram blastocistos iniciais e os demais
blastocistos ou blastocistos expandidos (Figura 2).

A qualidade dos embrides (Figura 3) produzidos in vitro usualmente
nao € relatada na literatura. Uma vez alcangado o estadio de blastocisto,
0s mesmos sao destinados a transferéncia para receptoras. Neste estudo,
a auséncia de diferenga na qualidade morfolégica dos embrides entre os
tratamentos e o grupo controle, indica que a cisteamina influencia

somente os indices de producdo embrionaria.
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Conclusodes

A cisteamina aumenta a producéo in vitro de blastocistos Bos taurus
indicus quando adicionada ao meio de fecundacgao ou de cultivo.

A qualidade embrionaria ndo é influenciada pela adicdo da
cisteamina em qualquer etapa (maturagédo, fecundagdo ou cultivo) da

producdo in vitro de embrides Bos taurus indicus.
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A cisteamina aumenta a producgao in vitro de blastocistos Bos

taurus indicus quando adicionada ao meio de fecundacgao ou de cultivo.
A qualidade embrionaria ndo é influenciada pela adicdo da

cisteamina em qualquer etapa (maturagédo, fecundagdo ou cultivo) da

producdo in vitro de embrides Bos taurus indicus.
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