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Resumo

PRADIEE, Jorgea. Antioxidantes na producdo in vitro de embrides e
criopreservacdo de sémen de ovinos. 2013. 69f. Tese (Doutorado) -
Programa de Pés-Graduagcdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Na tentativa de diminuir os danos estruturais na membrana plasmética, devido
aos radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS), os antioxidantes [3-
mercaptoetanol (BME) e cisteina (CIS) foram testados na criopreservagdo de
sémen e na maturacdo (MIV) e cultivo (CIV) in vitro de embrides de ovinos.
Amostras de sémen de quatro carneiros da raca Crioula Lanada foram
coletadas com vagina artificial, duas vezes por semana (n = 23). As amostras
dos quatro machos foram combinadas em pool e divididas em seis tratamentos:
T1, Controle, sem antioxidante; T2, com 2mM BME; T3, com 5mM BME; T4,
com 2mM BME e 5mM de cisteina; T5, com 5mM BME e 5mM de cisteina; e T6
com 5mM de cisteina. O sémen foi diluido em tris-gema-glicerol e estocado em
palhetas de 0,25 mL contendo 100 x 10° espermatozoides. O resfriamento e o
congelamento foram realizados em maquina TK3000 e o descongelamento foi
realizado a 37°C por 20 s. A motilidade, a integridade da membrana
espermatica e do acrossoma e a atividade mitocondrial, antes do congelamento
e apOs o descongelamento, ndo diferiram entre os tratamentos (P> 0,05). A
quantificacdo de ROS e da atividade antioxidante total pés-descongelamento
foram semelhantes entre os tratamentos (P> 0,05). Nas concentracoes
testadas, a inclusdo de BME e cisteina ndo influenciou a viabilidade
espermatica pés-descongelamento. No primeiro experimento de PIV, a inclusédo
de 20 uM de BME na MIV e CIV de embrifes foi comparada a um tratamento
controle sem antioxidantes. N&o houve efeito deletério do antioxidante sobre a
taxa de clivagem (Controle: 70,0%; BME: 69,8%). Porém, a taxa de
desenvolvimento até o estagio de blastocisto no tratamento BME (5,2%) foi
inferior (P<0,001) a do controle (16,9%). No segundo experimento, foi testada a
associacdo de 50 yM de BME e 600 pM de CIS, na MIV e CIV. Nao houve
diferenca entre os tratamentos controle e BME/CIS (P>0,05), quanto as taxas
de clivagem (60,3% e 64,3%, respectivamente) e de desenvolvimento
embrionério (33,6% e 36,6%, respectivamente). A adicdo isolada de 20 uM de
BME na MIV e CIV de embrides ovinos foi associada com redugcédo no
desenvolvimento embrionario até blastocisto. Porém, a adicdo dos
antioxidantes BME e cisteina, em associacdo, ndo afetou as taxas de clivagem
e desenvolvimento embrionario até blastocisto. Assim, a associacdo dos
antioxidantes BME e CIS usados no congelamento de sémen ovino e na PIV,
nao promoveu melhora dos tratamentos em que foram adicionados, ainda que
em concentracOes diferentes.

Palavras-chave: B-mercaptoetanol. Cisteina. Espermatozoides. Odcito.



Abstract

PRADIEE, Jorgea. Antioxidantes na producdo in vitro de embrides e
criopreservacdo de sémen de ovinos. 2013. 69f. Tese (Doutorado) -
Programa de PoOs-Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

In an attempt to diminish the structural damage to the plasma membrane, due to
free radicals and reactive oxygen species (ROS), the antioxidants J-
mercaptoethanol (BME) and cysteine (CIS) were tested for semen
cryopreservation and in vitro maturation (IVM) and culture (IVC) of ovine
embryos. Semen samples from four rams of the Crioula Lanada breed were
collected with artificial vagina twice weekly (n = 23). Samples of four rams were
pooled and split in six treatments: T1, control without antioxidant, T2, with 2mM
BME, T3, with 5mM BME, T4, with 2mM BME and 5mM cysteine; T5, with 5 mM
BME and 5mM cysteine, and T6 with 5 mM cysteine. Semen was diluted in tris-
egg Yyolk-glycerol and stored in straws of 0.25 mL containing 100 x 106
spermatozoa. Cooling and freezing were performed using a TK3000 and
thawing was performed at 37°C for 20 s. Sperm motility, membrane integrity and
mitochondrial activity and acrosome, before freezing and after thawing, did not
differ between treatments (P> 0.05). Quantification of ROS and total antioxidant
activity after thawing were similar between treatments (P> 0.05). At the tested
concentrations, the inclusion of BME, and cysteine did not affect sperm viability
after thawing. In the first experiment of IVP, the inclusion of 20 mM of BME in
IVM and IVC of embryos was compared to a control treatment without
antioxidants. There was no deleterious effect of antioxidant on the cleavage rate
(control: 70.0%; BME: 69.8%). However, the rate of development to the
blastocyst stage with BME (5.2%) was lower (P <0.001) than with the control
(16.9%). In the second experiment, we tested the association of 50 mM BME
and 600 mM of CIS in IVM and IVC. There was no difference between control
and BME/CIS (P> 0.05), for cleavage (60.3% and 64.3%, respectively) and
embryonic development rates (33.6% and 36.6 %, respectively). The addition of
20 mM of isolated BME in IVM and IVC sheep embryos was associated with
decreased embryonic development to blastocyst. However, the addition of
antioxidants BME, and cysteine in combination, did not affect the rates of
cleavage and embryo development to blastocyst. Therefore, the combination of
antioxidants and CIS BME used in freezing ram semen and PIV, did not improve
the treatments that have been added, albeit at different concentrations.

Keywords: 3-mercaptoethanol. Cysteine. Spermatozoa. Oocyte.
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1 INTRODUCAO

Estratégias da reproducao assistida que maximizem o potencial reprodutivo,
como a criopreservacao de sémen, a producao in vitro de embrides (PIV) e a
criopreservacdo de embribes tem apresentado crescimento substancial nos
ultimos anos (SALAMON & MAXWELL, 2000; MARTINEZ et al., 2006; BUCAK
et al., 2008; HOSSEINI et al., 2011; ROMAO et al., 2013). Atualmente a PIV
ovina vem sendo melhorada (COGNIE et al., 2003) e ganhando espago no
Brasil (FONSECA et al., 2010) ja que permite que uma fémea doe um maior
namero de odcitos desde antes da sua puberdade até a senilidade, e até
mesmo num periodo recente apos sua morte.

Outra biotécnica importante, podendo ser associada a PIV, é a
criopreservacdo de odcitos, embrides e sémen, permitindo a maximizacdo da
eficiéncia reprodutiva, além da preservacdo do material genético tanto de
animais de alto valor quanto de animais em risco de extincdo. Isto possibilitara,
para os ultimos, a formacdo de bancos de germoplasma, ou seja, promover a
preservacao ex situ de ragas ovinas como a Crioula Lanada.

Entre os entraves que limitam a PIV de embrides ovinos, pode-se destacar,
durante a fase de maturacdo in vitro (MIV), a maturacdo citoplasmatica e
nuclear do odcito. Portanto, é imprescindivel que o odécito esteja maduro para
que, na fase de fecundacdo in vitro (FIV), possa ser fecundado pelo
espermatozoide. Outro fator importante é a contribuicdo do macho para a FIV,
pois diferencas sdo encontradas na fertilidade entre individuos. Quanto ao
desenvolvimento embrionario na etapa de cultivo in vitro (CIV), deve-se levar
em consideracdo que a PIV, por ser um sistema fechado, ndo permite trocas
das substancias metabolizadas no meio, tornando-se saturado.

Assim, visando mimetizar os sistemas enzimaticos especificos que atuam in

vivo, antioxidantes estdo sendo cada vez mais utilizados na PIV na tentativa de
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diminuir os danos causados as células (DE MATOS et al.,, 2002; BAI et al.,
2008), sobretudo aos lipideos da membrana plasmatica, proteinas, carboidratos
e acidos nucleicos, que alteram a estrutura, a integridade e fluidez das
membranas bioldgicas (NIKI et al., 2009). A origem de tais injarias se d& pelas
espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo produzidos principalmente pelas
mitocondrias (KOWALTOWSKI et al., 2009). Conforme ja descrito em outras
espécies, (FUNAHASHI et al.,, 2005; FURNUS et al., 2008) a adicdo dos
antioxidantes B-mercaptoetanol (BME) e cisteina (CIS) (BAI et al., 2008) aos
meios de maturacgéao in vitro (MIV) e cultivo in vitro (CIV) seria uma alternativa
para minimizar tais prejuizos.

A integridade de membranas biolégicas pOs-descongelamento é
imprescindivel para a funcionalidade dos espermatozoides criopreservados.
Assim como observado na PIV, dentre os fatores que influenciam na qualidade
espermatica estdo a formacdo de radicais livres e ROS que provocam a
reducdo da motilidade espermatica (BILODEAU et al., 2001), além de
comprometer sua viabilidade devido a danos nas membranas e material
genético (PERIS et al., 2007).

Diferentes antioxidantes, enzimaticos e ndo enzimaticos, como a catalase,
analogos da vitamina E, glutationa (GSH), CIS, entre outros, vém sendo
testados como aditivo no congelamento de sémen ovino (BUCAK et al., 2008;
MAIA et al., 2010; SICHERLE et al., 2011). Entretanto, os resultados obtidos
nao permitiram um incremento significativo na viabilidade espermatica pos-
congelamento. Esta resposta pode ter sido provocada pela rota de atuacao dos
antioxidantes utilizados, que nao proporcionaram a adequada producédo de
antioxidantes intracelulares. Para obter tal resultado sugere-se a abordagem
que visa disponibilizar precursores de GSH, que € o principal antioxidante
intracelular (LUBERDA, 2005). Agentes derivados dos tidis, como o BME,
atuam na cascata de GSH mediante disponibilizacdo de CIS.

Como nao existem relatos do uso de BME no congelamento de sémen
ovino, este trabalho objetiva determinar o efeito do BME associado ou ndo a
CIS como aditivos ao diluente de congelamento de sémen, e utilizar também a
combinacgao destes dois antioxidantes nas etapas de MIV e CIV na producao in

vitro de embrides ovinos.



2 OBJETIVOS

A. Objetivo geral

Melhorar a qualidade pds-descongelamento de sémen de ovinos da raca
Crioula Lanada e a eficiéncia da PIV de embrides ovinos, pela adicdo dos
antioxidantes BME e cisteina, ao diluente de congelamento de sémen e aos
meios de MIV e CIV.

B. Objetivos especificos

e Determinar o efeito da adicdo de BME e CIS ao diluente de
congelamento, na qualidade pés-descongelamento do sémen de ovinos

da raca Crioula Lanada;

e Determinar a eficiéncia dos antioxidantes BME e CIS na MIV e CIV de

embrides ovinos.
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3 ARTIGOS

3.1 Artigo 1. EFEITO ANTIOXIDANTE DE B-MERCAPTOETANOL E
CISTEINA SOBRE A VIABILIDADE POS-DESCONGELAMENTO DE SEMEN
DE OVINOS DA RACA CRIOULA LANADA

Pradieé, Jorgea; Cardoso, Taind, F.; Fernandes, Estela, S.; Lazzari, José
César; Gongalves, Alexander, O.; Gastal, Gustavo D.; da Rosa, Carlos
Eduardo; Vieira, Arnaldo D.; Mondadori, Rafael G.; Pegoraro, L.M.C.; Lucia Jr.,

Thomaz.

Serad submetido a revista Ciéncia Rural

(Formatado segunda as normas da revista Ciéncia Rural)
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Efeito antioxidante de p-mercaptoetanol e cisteina sobre a viabilidade pds-

descongelamento sémen de ovinos da raga Crioula Lanada

Antioxidant effect of g-mercaptoethanol and cysteine on post-thawing sperm

viability in rams of Crioula Lanada breed

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da inclusdo dos antioxidantes
B-mercaptoetanol (BME) e cisteina no diluente de congelamento sobre a viabilidade
do sémen ovino ap6s o descongelamento, considerando que a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) geradas a partir dos componentes celulares presentes no
sémen é prejudicial para a viabilidade espermatica. Amostras de sémen de quatro
carneiros da raga Crioula Lanada foram coletadas com vagina artificial, duas vezes
por semana, totalizando 23 coletas. As amostras foram combinadas em pool,
incluindo sémen dos quatro machos, e divididas em seis tratamentos: T1, Controle,
sem inclusdo de antioxidante; T2, com 2mM BME; T3, com 5mM BME; T4, com
2mM BME e 5mM de cisteina; T5, com 5mM BME e 5mM de cisteina; e T6 com
5mM de cisteina. O sémen foi diluido em tris-gema-glicerol e estocado em palhetas
de 0,25 mL contendo 100 x 10° espermatozoides. O processo de resfriamento e
congelamento foi realizado em maquina TK3000 e o descongelamento foi realizado
em banho-maria 37°C por 20 s. A motilidade espermatica, a integridade da
membrana espermética e do acrossoma e a atividade mitocondrial, antes do
congelamento e apds o descongelamento, ndo diferiram entre os tratamentos (P >
0,05). A quantificacdo de ROS e da atividade antioxidante total pds-
descongelamento também foram semelhantes entre os tratamentos (P > 0,05). Nas
concentragdes testadas, a inclusdo de BME e cisteina, ndo influenciou a viabilidade
espermatica pos-descongelamento.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of the inclusion of the
antioxidants B-mercaptoetanol (BME) and cysteine in freezing extenders on the post-
thawing ram sperm viability, considering that reactive oxygen species (ROS)
generated from cellular components present in sperm are detrimental to sperm
viability. Ejaculates were collected from four rams of the Crioula Lanada breed
through an artificial vagina, twice a week, totaling 23 per ram. Ejaculates were
pooled, including sperm from all four rams in the pools and subsequently split in six
treatments: Control, with no antioxidant; 2mM BME; 5mM BME; 2mM BME and
5mM cysteine; 5mM BME and 5mM cysteine; and 5mM cysteine. Sperm samples
were diluted in tris-egg yolk-glycerol and stored in 0.25 mL straws containing 100 x
106 spermatozoa. Cooling and freezing were conducted in a TK3000 machine and
thawing was done in water bath at 37°C for 20 s. Sperm motility, membrane
integrity, acrosome integrity and mitochondrial functionality, both pre-freezing and
post-thawing did not differ among treatments (P > 0.05). The amount of ROS and
the total antioxidant activity were also similar across treatments (P > 0.05). The
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inclusion of BME and cysteine at the tested concentrations had no influence on post-
thawing sperm viability.

1. Introdugéo

Dentre os fatores que influenciam na qualidade espermatica pos-descongelacao
estdo os radicais livres, radicais hidroxil e as espécies reativas de oxigénio (ROS)
(peréxido de hidrogénio, anion superoxido) que provocam a redugdo da motilidade
espermatica (BILODEAU et al., 2001), além de comprometer sua viabilidade devido a
danos nas membranas e no material genético (SINHA et al.,1996; PERIS et al., 2007),
cuja integridade é imprescindivel para a funcionalidade dos espermatozoides
criopreservados. A sensibilidade dos espermatozoides a lipoperoxidacéo e ao ataque de
radicais livres ocorre em funcdo do alto teor de acidos graxos poli-insaturados presente
em suas membranas e também da pouca quantidade de antioxidantes presentes no seu
citoplasma (AGARWAL et al., 2005). Os danos atribuidos aos radicais livres e as ROS
durante os processos de congelamento e descongelamento, podem ser reduzidos através
da suplementacéo de antioxidantes ao meio diluente.

Diferentes antioxidantes (vitamina E e seus analogos, catalase, GSH, superdxido
dismutase, cisteina) vém sendo testados como adjuvantes incluidos nos diluentes usados
para congelamento de sémen ovino (SICHERLE et al., 2011; MAIA et al., 2010;
BUCAK et al., 2008). Entretanto, os resultados obtidos ainda ndo permitiram um
incremento significativo na viabilidade espermatica pds-congelamento, o que pode ter
ocorrido em funcdo da rota de atuacdo destes antioxidantes, que ndo proporcionou a
adequada producéo de antioxidantes intracelulares.

Para otimizar os efeito antioxidantes, sugere-se a disponibilizacdo de precursores
de glutationa (GSH), que € o principal antioxidante intracelular (LUBERDA, 2005).

Agentes derivados tidis como o B-mercaptoetanol (BME) atuam na cascata de GSH
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mediante disponibilizagdo de cisteina. Porém, como a cisteina disponibilizada no meio é
facilmente oxidada a cistina, ndo pode ser utilizada pela célula. A reagdo entre BME e
cistina produz uma mistura dissulfidica que é rapidamente reduzida e liberada no meio,
livre para reagir com outra cistina novamente. Com esta acéo ciclica do BME, as células
sdo capazes de utilizar a cistina constantemente (ISHII et al., 1981). Além disso, 0 BME
também é um importante estimulador da sintese de RNA e de proteinas mitocondriais,
que sdo essenciais para a producdo de enzimas requeridas para prover energia para
motilidade dos espermatozoides (SALEM et al., 1988). No entanto, ndo existem relatos
do uso dos antioxidantes BME e da cisteina no processo de congelamento de sémen
ovino.

A raca Crioula Lanada é nativa da regido Sul e € oriunda de uma serie de
cruzamentos entre ovinos trazidos pelos colonizadores portugueses e espanhdis para o
Brasil (VAZ, 1993). Desta combinagdo, resultaram uma grande variabilidade genética
(ARAUJO et al., 2009) e uma elevada rusticidade (BRICARELLO et al., 2004).
Atualmente seu rebanho encontra-se reduzido, o que justifica a busca pela preservagéo
desta raca, visando a preservacdo de seus genes que podem ser de inestimavel
importancia para a manutencdo da variabilidade genética da espécie ovina.

Este trabalho teve como objetivo determinar o efeito antioxidante do BME,
incluido isoladamente ou em associagdo com a cisteina no diluente de congelamento de
sémen ovino, sobre a viabilidade pos-descongelamento de sémen de ovinos da raca

Crioula Lanada.

2. Materiais e métodos
O experimento foi conduzido no Laboratorio de Reproducdo Animal do

Departamento de Patologia da Faculdade de Veterinaria — UFPel e no Laboratorio de
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Reproducdo Animal da EMBRAPA Clima Temperado, situados no municipio do Capéo
do Ledo, Rio Grande do Sul. Os testes bioquimicos foram realizados no Laboratério de

Zoofisiologia da Universidade Federal de Rio Grande (FURG).

2.1 Processamento do sémen e avaliacgdes

Quatro carneiros da raca Crioula Lanada, com idade entre 4 e 5 anos, foram
utilizados como doadores de sémen, sendo realizadas 23 coletas. Os carneiros foram
mantidos nas instalages da EMBRAPA Clima Temperado, sob as mesmas condigdes de

manejo e alimentacéo.

Todos os indicadores de qualidade espermatica foram avaliados antes e ap6s o
descongelamento. Porém, a motilidade espermatica continuou sendo avaliada a cada 30
minutos, durante duas horas ap06s o descongelamento do sémen. Apoés as avaliacGes pré-
congelamento, somente os ejaculados que apresentaram motilidade espermatica maior
ou igual a 70% e vigor espermatica maior ou igual 3, foram utilizados no experimento
(CBRA, 1998). A motilidade e o vigor foram avaliados com visualizacdo em
microscopia Optica em aumento de 200x, com uma aliquota de 5ul em uma lamina
coberta por laminula, ambas previamente aquecidas a 37°C (BEARDEN & FUQUAY,

1997; CBRA, 1998).

A andlise da morfologia espermatica foi realizada em microscopia Optica de
contraste de fase, sob lente de imersdo com aumento de 1000x. Para a avaliacdo da
concentracdo espermatica, o sémen foi diluido em solugdo de formol salina na proporcao
de 1:400 e avaliado em cédmera de Neubauer sob microscopia Optica comum, em
aumento de 200x. Apoés a avaliacdo da concentragdo dos ejaculados, as amostras de

sémen dos quatro carneiros foram combinadas (pool), de modo que cada um
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contribuisse com a mesma concentracdo de espermatozoides viaveis (250 x 10°
espermatozoides), totalizando 1 x 10° espermatozoides no pool e 100 x 10°
espermatozoides na palheta de 0,25 mL. O diluente base utilizado para o congelamento

do sémen foi tris-gema-glicerol (EVANS & MAXWELL, 1987).

As amostras foram divididas em seis tratamentos: T1, Controle, sem antioxidantes;
T2, com 2mM BME; T3, com 5mM BME; T4, com 2mM BME e 5mM CIS; T5, com
5mM BME e 5mM de CIS; e T6, com 5mM de CIS. A curva de
resfriamento/congelamento foi realizada em equipamento de congelamento automatico
(TK3000®, Uberaba, MG), em programa especifico para ovinos (P3S1), em que a
reducdo da temperatura na rampa positiva se dava a 0,25°C/minuto até chegar a 5°C,
permanecendo nesta temperatura durante 1 hora. Logo em seguida iniciava-se a rampa
negativa, em caixa de isopor contendo 7 cm de nitrogénio liquido, com reducdo de
20°C/minuto até a temperatura de -120°C, a seguir as palhetas eram imersas em
nitrogénio liquido (-196°C). J& o descongelamento foi realizado em banho-maria a 37°C

por 20 segundos.

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada através de coloracdo
fluorescente utilizando-se a combinacdo dos corantes diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) (20 uM) (C4916, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) e lodeto de
Propidio (IP) (73 uM) (P4170, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)
(HARRISON & VICKERS, 1990), em microscépio de epifluorescéncia, com o filtro de
excitacdo 450-490 nm, em aumento de 400x, sendo avaliadas 200 células por lamina. Os
espermatozoides corados em verde eram considerados integros (membrana plasmatica
integra) e os corados de vermelho ou de verde e vermelho simultaneamente, eram

classificados como ndo integros (membrana plasmatica lesada).
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Para a avaliacdo da integridade do acrossoma os espermatozoides foram corados
com FITC-PNA (L7381, Sigma-Aldrich® Chemical Company (St. Louis, MI, EUA),
utilizando a técnica adaptada de Tabuchi et al. (2008). Foram contadas 200 células por
lamina, avaliadas em aumento de 1000x, em microscopio de epifluorescéncia (Olympus
BX 51, América INC, Sao Paulo, SP. Brasil), em filtro WU com excitacdes de 450-
490nm e emissdo de 520nm. Os acrossomas foram considerados integros quando
apresentaram conformacao normal e coloragéo verde e, quando apresentaram coloragao

vermelha e conformacdo anormal, foram considerados lesados.

A avaliacdo da atividade mitocondrial foi realizada através de técnica descrita por
Evenson et al. (1982), utilizando os corantes Rodamina 123 (0,2 mM) (R8004, Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA) e lodeto de Propidio (IP) (73 uM) (P4170,
Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA). Foram contadas 200 células por
lamina, avaliadas em aumento de 400x em microscépio de epifluorescéncia (Olympus
BX 51, América INC, S&o Paulo, SP. Brasil), em filtro WU com excitacdes de 450-490
nm e emissao de 516-617nm. As células que apresentavam a peca intermediaria com
uma intensa fluorescéncia verde foram consideradas com mitocondrias integras
(funcionalmente ativas), enquanto as células sem intensa fluorescéncia verde na peca

intermediaria foram consideradas nao funcionais.
2.2 Analises bioquimicas

2.2.1 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

A mensuracdo das ROS foi feita através de um teste de cinética realizado em
fluorimetro (Victor 2, Perkin EImer®), a partir de protocolo modificado de MYHRE &

FONNUM (2001). Apos o descongelamento do sémen em banho-maria a 37°C durante
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30 s, 0 mesmo foi depositado em microtubos de 1,5 mL onde foi centrifugado por duas
vezes a 800 G por 10 min com descarte do sobrenadante e ressuspensdo do pellet com 1
mL de PBS livre de célcio e magnésio. Foram retirados 400 pl do volume e congelado
para posterior analise da capacidade antioxidante total (TOSC). Foram entdo
adicionados 600 upl do preparo da sonda fluorescente 2’7’Diacetato de
Diclorofluoresceina H2DCF-DA (40uM em PBS) (35845, Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO, USA) para ressuspensdo do pellet, homogeneizado por 5 segundos em
vortex, permanecendo em incubacdo com a sonda por 30 min a 36°C. Logo foi realizada
a Ultima centrifugacdo e lavagem com 600ul de PBS para retirada do excesso da sonda
H2DCF-DA e posterior leitura no fluorimetro. Foram colocadas 160ul das amostras, em
triplicatas, em placas brancas de 96 pocos (Corning® 3912). A leitura foi realizada em
12 ciclos com intervalo de 4 min e agitacdo de 2 s antes e depois de cada ciclo em uma

temperatura de 36°C.

A geracdo de ROS foi determinada através da integracdo da area da curva de

fluorescéncia pelo tempo, sendo os resultados expressos por UFx10’.

2.2.2 Capacidade antioxidante total (ACAP)

A capacidade antioxidante total foi mensurada contra os radicais perdxidos,
gerados pela decomposicao térmica a 36°C, de 2,2’ —azobis (2-metilpropionamidina)
dihidrocloreto (ABAP), segundo AMADO et al. (2009). Para a realizacdo do protocolo,
uma aliquota de 500 uL do sémen descongelado foi armazenada a -18°C por no maximo
15 dias para posterior analise. No momento da analise, a aliquota foi descongelada a
temperatura ambiente e sonicada por 5 segundos e, em seguida, centrifugada a 800 G
por 10min, sendo o pellet desprezado. Em uma placa de 96 pogos (Corning 3912) foi

adicionado 125 plL de tampé&o de reacdo (PBS), sendo acrescido uma aliquota de 10 pL
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de cada amostra em 4 po¢os. Em dois pocos foram acrescentados 7,5 uL de agua Milli-
Q e nos outros dois, 7,5 pL de solugdo de ABAP (20 uM), sendo as amostras feitas em
duplicatas. Em seguida foram adicionados 10 uL de solugdo da sonda H2DCF-DA (16
uM) em todos os pocos para leitura em fluorimetro durante 30min com intervalo de
5min, em temperatura controlada de 36°C, usando comprimentos de onda de excitacéo

de 488 nm e um comprimento de onda de emissao de 529 nm.

O resultado final, ou seja, a capacidade antioxidante contra os radicais peroxidos foi
obtida pela diferenca entre a &rea ROS com e sem ABAP relacionado a area ROS sem

ABAP.

3.2.3 Andlise estatistica

As respostas avaliadas antes e apds congelamento foram as seguintes: motilidade
espermatica; integridade da membrana espermatica e do acrossoma, e atividade
mitocondrial dos espermatozoides. Também foram analisados os resultados dos testes de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e capacidade antioxidante total (ACAP) pds-
descongelamento. As respostas, integridade de membrana e acrossoma antes do
congelamento, foram comparadas entre os tratamentos por andlise de variancia, com
comparacdo de médias pelo teste de Tukey. Nos demais casos, nos quais as respostas
ndo apresentaram normalidade, segundo o teste de Shapiro-Wilk, foi utilizado um teste
ndo paramétrico (analise de variancia de Kruskal-Wallis). As analises estatisticas foram

realizadas pelo uso do programa Statistix® (2008).

4 Resultados
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Na Tabela 1 sdo mostrados os resultados das avaliaces de qualidade seminal antes e
depois do descongelamento, respectivamente. Nenhuma das respostas diferiu entre os
tratamentos (P > 0,05). A avaliagdo da motilidade espermatica em dois periodos ap6s o
descongelamento (Tabela 2) indicou que os tratamentos ndo afetaram a sobrevivéncia
das células durante este periodo (P > 0,05).

As analises bioquimicas de ROS e TOSC, ndo apresentaram diferenca entre 0s

tratamentos (P>0,05) (Tabela 3).

5 Discusséo

O presente trabalho é o primeiro que utiliza a associacdo entre os antioxidantes tidis,
BME e cisteina, no congelamento de sémen ovino. Esta informacdo agrega
conhecimento sobre a eficiéncia do processo de congelamento do sémen ovino, no qual
a maior producdo de ROS ocorre durante o resfriamento e o descongelamento. Por
ocasido deste estresse oxidativo, hd um aumento da peroxidacgdo lipidica na membrana
do espermatozoide (CHATTERJEE & GAGNON, 2001). As células espermaéticas de
mamiferos contém uma alta proporcéo de &cidos graxos poli-insaturados, sendo mais
susceptiveis a peroxidacdo lipidica. Além do mais, como a composic¢do lipidica da
membrana espermatica € um dos principais determinantes da viabilidade celular
(BUCAK et al., 2008), tais danos estruturais diminuem a motilidade espermatica. Por
isso, tem se estudado a adigdo de substancias antioxidantes no meio de congelamento e
descongelamento, a fim de controlar a geracdo de ROS para diminuir a lipoperoxidagéo,
melhorando os resultados pos-descongelamento.

No presente estudo, assumiu-se que a concentracdo de 5 mM de cisteina (BUCAK et
al., 2008) seria a mais indicada para sémen ovino, tendo sido associada ao BME, em

duas concentragbes diferentes, 2 mM e 5 mM, no congelamento do sémen. Tais
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concentracfes de BME foram determinadas em pré-experimentos, nos quais foi utilizada
a concentracdo de 7,5 mM, sem que tenham sido observadas diferencas na motilidade
espermatica pos-descongelamento. Porém, essa concentracdo provocou reducdo na
integridade de membrana (dados né&o publicados), indicando que esta poderia interferir
nas proteinas de membrana e assim diminuir a viabilidade espermatica. Ainda que
diversos autores tenham comprovado a a¢ao positiva da cisteina, utilizada isoladamente,
como antioxidante no sémen de ovinos (BUCAK et al., 2008), bovinos (SARIOZKAN
et al., 2009; BILODEAU et al., 2001) e suinos (FUNAHASHI & SANO, 2005;
YAMAGUCHI et al., 2012), o presente experimento ndo comprovou este efeito aditivo.

A associagdo de antioxidantes tidis, tais como, BME e cisteina vém sendo estudada
em células (ISHII, et al 1981) e embrides (BAI et al, 2008; HOSSEINI et al, 2011), em
varias espécies animais. O interesse por estes compostos se justifica por efeitos positivos
gerados pela disponibilizagdo destes precursores na formacdo de um dos principais
antioxidantes intracelulares, a glutationa (GSH) (LUBERDA, 2005; BUCAK et al.,
2007). Porém, nossos resultados ndo comprovaram efeitos positivos para o
congelamento do sémen ovino.

Agentes tiois (BME e N-acetilcisteina) em concentracdo acima de 0,5 mM permitem
a manutencdo da motilidade espermatica por até 6 h pos-descongelamento para sémen
bovino (BILODEAU et al.,2001). Portanto, o0 efeito antioxidante do BME foi tdo
eficiente quanto o efeito de outros produtos como a cisteina e n-acetilcisteina, sendo
associado com a manutencdo da motilidade espermatica mesmo em presenca de estresse
oxidativo (H,0,). Estes achados corroboram os resultados do presente experimento, pois
0 tratamento contendo somente cisteina ndo diferiu dos tratamentos contendo BME, em
nenhum dos parametros testados. No entanto, ainda que o contato dos antioxidantes com

as células tenha ocorrido durante um periodo mais longo, as concentragdes testadas ndo
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foram deletérias para as células espermaticas, mas ndo proporcionaram manutencdo da
motilidade ap6s o descongelamento.

Ainda que durante o resfriamento do sémen ocorra a producdo de radicais livres,
aumentando o estresse oxidativo (CHATERJEE & GAGNON, 2001), a adicdo dos
antioxidantes durante esse periodo ndo foi benéfica. A adicdo de BME ao sémen,
associado ou ndo a outra substancia antioxidante, foi estudada em bovinos (BILODEAU
et al.,, 2001; TALEVI et al., 2007), ovinos (SALEM et al., 1988) e suinos
(YAMAGUCHI et al.,, 2012), porém com adicdo pds-descongelamento, o que
aumentaria 0 nimero de células funcionais e inibiria a capacitacdo espontanea
(YAMAGUCHI et al., 2012). Porém, como os antioxidantes foram adicionados antes do
resfriamento, o longo periodo de contato com as células (durante o resfriamento, o
congelamento e armazenamento) talvez explique a auséncia de efeito benéfico do
antioxidante, o qual pode ter sido totalmente consumido durante este periodo.

Outro fator que pode ter influido nos resultados do presente experimento é a
composicao do diluente utilizado para congelamento (tris + gema de ovo), a qual, por si
sO, poderia apresentar potencial efeito antioxidante, pois estes componentes sdo capazes
de reduzir peréxido de hidrogénio, radicais superéxido e Oxido nitrico no sémen de
bovinos (CHATTERJEE et al., 2001). Porém, mesmo com uma composic¢ao similar do
diluente de congelamento, o presente estudo ndo diferenciou e os tratamentos contendo

BME e CIS, isoladamente ou associados, nos testes de ROS e ACAP.

6 Conclusdo

A inclusdo dos antioxidantes BME e cisteina, nas concentracdes utilizadas, no

diluente de congelamento para ovinos, isoladamente ou em associa¢do, ndo promoveram
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beneficios para a qualidade seminal pds-descongelamento, ndo sendo capazes de reduzir

os radicais livres nem aumentar a capacidade antioxidante total.
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Tabela 1: Taxas de motilidade, integridade da membrana (MEMB) e do acrossoma (ACR) e atividade mitocondrial (MIT) de sémen ovino pré e

po6s-descongelamento por tratamento*

Pré congelamento

Pds descongelamento

Variaveis Motilidade MEMB ACR MIT Motilidade MEMB ACR MIT

Controle 80,4+0,4 749+21 52,4 + 3,2 749+18 31.3+16 42.3+3.7 409+19 64,5+ 3.0
2mM BME 80,0 £ 0,6 742+23 52,4+ 3,8 79,7+25 25614 404+38 359+28 58,0+ 2,9
smM BME 78,6 £0,9 73,4+25 58,2+43 78,7123 259+14 42.1+48 38,822 61,9+ 2,8
2mM BME + 5 mM Cisteina 80,4 +0,4 71,7+2.3 47,6 +3,9 765+24 245+16 451+35 40,8 + 3,3 55,3+ 3,6
5mM BME + 5 mM Cisteina 80,4 +0,4 76,0+ 1,6 51,7+ 3,4 79,8+238 260+ 1.6 42.7+29 456+ 20 56,6+ 3,8
5 mM Cisteina 80,4+0,4 740%2.2 47,5+ 3,7 7715+2,7 239+16 389+4.0 441 +17 62,0+ 3,4

BME: B-mercaptoetanol

*Médias + EPM ndo diferiram (P > 0,05) pela andlise de variancia, com comparacdo de médias pelo teste de Tukey para os parametros de

integridade de membrana e acrossoma antes do congelamento, para os demais parametros foi utilizado método ndo paramétrico de analise de

variancia por Kruskal-Wallis.
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461 Tabela 2: Motilidade espermatica de sémen ovino em dois periodos pos-

462  descongelamento por tratamento

Variaveis Motilidade pos-descongelamento (%)
Apb6s 1h Apés 2 h
Controle 28,2+1,6 195+13
2 mM BME 282+16 19,7+15
5 mM BME 245+15 193+15
2 mM BME + 5 mM Cisteina 245+15 18.6£1,0
5 mM BME + 5 mM Cisteina 234 +17 186+1,3
5mM Cisteina 21.3+17 147+15

463  BME: B-mercaptoetanol
464  *Médias + EPM ndo diferiram (P > 0,05)

465
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466  Tabela 3: Producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e capacidade antioxidante

467  total (ACAP) de sémen ovino pds-descongelamento por tratamento

Variaveis ROS (Area de ACAP
fluorescéncia x 10") (1/Area relativa)
Controle 1,3+0,1(1,1) 82,2+ 7,7 (71,7)
2 mM BME 1,1+0,1(1,1) 96,2 + 10,5 (88,4)
5 mM BME 1,1+0,1(0,9) 113,9+ 35,5 (71,2)
2 mM BME + 5 mM Cisteina 1,1+0,5 (1,0) 75,3+ 7,6 (71,7)
5 mM BME + 5 mM Cisteina 1,0+0,1(0,9) 108,6 + 14,3 (96,1)
5mM Cisteina 1,2+0,1(1,1) 82,2 + 5,7 (75,0)

468  BME: B-mercaptoetanol

469  *Meédias = EPM nao diferiram (P > 0,05). Valores entre parénteses sdo as medianas



38

3.2 Artigo 2 EFEITO DOS ANTIOXIDANTES B-MERCAPTOETANOL E
CISTEINA SOBRE A MATURACAO E CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES
OVINOS

Pradie€, Jorgea; Viana, Liziane L.; Santos, Elisa C. da Silva; Goncalves,
Alexander O.; Madeira, Elisangela M.; Cardoso, F. Taina; Lazzari, José César;
Vieira, Arnaldo D.; Mondadori, Rafael G.; Pegoraro, Ligia M.C.; Lucia, Jr.,

Thomaz.

Sera submetido arevista Ciéncia Rural
(Formatado segunda as normas da revista Ciéncia Rural)
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Efeito dos antioxidantes -mercaptoetanol e cisteina sobre a maturacéo e cultivo in
vitro de embrides ovinos
Effect of antioxidants p-mercaptoethanol and cysteine on maturation and in vitro

culture of sheep embryos

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a adigdo dos antioxidantes p-mercaptoetanol
(BME), e a associa¢do entre BME e cisteina (CIS) na maturacdo e cultivo in vitro de
embrides ovinos. No primeiro experimento foi utilizada a concentracdo de 20 uM de
BME na MIV e CIV de embriBes, comparada a um tratamento controle sem adicdo dos
referidos antioxidantes. Ndo houve efeito deletério do antioxidante sobre a taxa de
clivagem (Controle: 70,0%; BME: 69,8%). Porém, a taxa de desenvolvimento até o
estagio de blastocisto no tratamento BME (5,2%) foi inferior (P<0,001) a do controle
(16,9%). No segundo experimento, foi testada a associacéo de 50 uM de BME e 600 uM
de CIS, na MIV e CIV. Ndo houve diferenca entre o tratamento controle sem oxidante e
o tratamento com adi¢do de BME/CIS (P>0,05), quanto as taxas de clivagem (60,3% e
64,3%, respectivamente) e de desenvolvimento embrionario (33,6% e 36,6%,
respectivamente). A adicdo isolada de 20 uM de BME na MIV e CIV de embribes
ovinos foi associada com reducdo no desenvolvimento embrionério até o estagio de
blastocisto. A adi¢do dos antioxidantes BME e cisteina, em associacao, ndo influenciou
as taxas de clivagem e desenvolvimento embrionério até o estagio de blastocistos.

Abstract

The objective of the present study was to evaluate the inclusion of the antioxidants -
mercaptoetanol (BME) and of the association of BME and cysteine on the in vitro
maturation (IVM) and culture (IVC) of ovine embryos. In the first experiment, 20 uM
BME was tested in both the IVM and IVC of embryos, in comparison with a control
treatment with no inclusion of antioxidants. The Control and BME treatments presented
similar (P > 0.05) cleavage rates (70.0% and 69,8%, respectively), but the rate of
embryo development to blastocyst for the BME treatment (5.2%) was lower (P < 0.001)
than that observed for the control treatment (16.9%). In the second experiment, the
tested concentrations were 50 uM for BME and 600 uM for cysteine. The control
treatment and the treatment including both antioxidants presented similar (P > 0,05)
rates of cleavage (60.3% and 64.3%, respectively) and embryo development (33.6% and
36.6%, respectively). The inclusion of 20 uM BME is associated with reduced
development to the blastocyst stage. The combined inclusion of BME and cysteine does
not influence cleavage and embryo development rates.

1. INTRODUCAO
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O estresse oxidativo é uma das causas de comprometimento do desenvolvimento de
embrides in vitro (DE MATOS et al., 2002), em funcdo da diferenca entre a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), radicais livres e perdxido de hidrogénio, e a agéo
de agentes antioxidantes capazes de neutralizar o potencial oxidativo de tais moléculas.

Durante os processos de maturacdo do odcito, fecundacdo e desenvolvimento
embrionario in vivo, antioxidantes enzimaticos e ndo enziméticos estdo presentes no
liquido folicular, nos complexos cumulus oophurus (CCO) e nas secre¢des do trato
reprodutivo controlando a acéo de ROS e radicais livres (LIVINGSTON et al., 2009), ao
contrario do que ocorre in vitro. Enquanto no cultivo in vitro (CIV), os embribes sdo
submetidos a condigdes subo6timas e assim a producdo de ROS aumenta além dos niveis
encontrados in vivo. Este desequilibrio é chamado de estresse oxidativo,
comprometendo o desenvolvimento e viabilidade embrionéria (GUERIN et al., 2001).

Visando mimetizar as condi¢des in vivo, onde sistemas enziméticos especificos
atuam, antioxidantes estdo sendo cada vez mais utilizados na producéo in vitro (PIV) de
embribes na tentativa de diminuir os danos causados as células.

Antioxidantes sdo agentes redutores, como compostos tidis de baixo peso molecular
que induzem a sintese de glutationa (GSH) (DE MATOS et al., 2002; BAI et al, 2008;
CHOE et al., 2010; HOSSEINI et al., 2011). A GSH é um tripeptideo redutor (y-
glutamil-cisteinil-glicine), envolvido em varios mecanismos do metabolismo celular:
transporte de aminoacidos; sintese de proteinas e de DNA, e protecdo das células contra
danos oxidativos.

A cisteina ¢ um dos aminoacidos envolvidos na sintese de GSH no oocito (DE
MATOS et al., 1996), mediada pelas células do CCO (DE MATOS et al., 1997). A
disponibilidade de cisteina no meio de MIV parece ser limitante na sintese de GSH em

odcitos de mamiferos. Em geral, a concentracdo de cisteina usada é menor do que a de
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cistina por causa da sua auto-oxidacdo (DE MATOS et al., 2000). A taxa de oxidacao de
cisteina sugere que sua quantidade livre durante as primeiras horas na MIV seja
suficiente para a sintese de GSH. Assim, é possivel que a cistina gerada pela auto-
oxidacdo de cisteina, seja novamente convertida em cisteina pelas células do CCO e
incorporada ao embrido, gerando GSH.

O transporte da cistina pelo BME é realizado pela formacdo de um composto
dissulfidico, que facilita a absor¢do da cisteina dentro da célula (ISCHII et al., 1981).
Portanto, compostos tiol de baixo peso molecular, como o BME, podem reduzir a cistina
em cisteina, melhorando a sintese de GSH pelo odcito. Segundo TAKAHASHI et al.
(2002), a funcdo do BME seria captar a cisteina, formando um composto que permite a
sua entrada no embrido, o que estd associado com o metabolismo da GSH, favorecendo
as condi¢Oes intracelulares para suportar a fecundacéao e o desenvolvimento embrionério
(DE MATOS & FURNOS, 2000).

No entanto, os varios estudos conduzidos em diferentes espécies, ndo foram
conclusivos em identificar o antioxidante mais eficiente na PIV. No que se refere a PIV
de embrides ovinos, sabe-se que na etapa de MIV, a cisteina e a cisteamina contribuem
com o0 aumento de GSH, mesmo em od6citos com poucas células do CCO (DE MATOS
et al.,1997). No CIV, os estagios de moérula e de embrido de 16 células seriam as fases
com maior producdo de ROS (HOSSEINI et al., 2011), pois nestes estagios de pré-
compactacdo ha um aumento na fosforilacdo oxidativa pela producdo de ATP
(THOMPSON, 2000), devido ao aumento na demanda energetica pela compactacéo e
formacéo da blastocele (HARVEY, 2002).

No presente estudo, foram realizados dois experimentos. No primeiro
experimento, foi testada a eficiéncia da suplementacdo dos meios de MIV e CIV com

20uM de BME sobre as taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario. No
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segundo, foi avaliado o efeito da adicdo da associacdo de BME e cisteina, também nos
meios de MIV e CIV, sobre as taxas de clivagem, desenvolvimento embrionério e de

reexpansao apos vitrificacao.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Reprodugdo Animal da
EMBRAPA Clima Temperado, Pelotas - Rio Grande do Sul, no periodo de novembro de
2010 a marco de 2011. Todos os reagentes sdo originarios da Sigma-Aldrich® Chemical

Company (St. Louis,MI, EUA), a menos quando discriminada outra origem.

2.1 Primeiro experimento: BME na MIV e CIV de embrides ovinos

Para obtencdo dos CCO, foram realizadas 6 coletas de ovarios de ovelhas puberes
em abatedouro local. Os ovarios foram mantidos a 30°C em soluc¢éo salina e antibidtico
durante o transporte do frigorifico ao laboratdrio, onde se procederam a recuperacao e
selecdo dos CCO. Os CCO selecionados para M1V foram divididos em dois tratamentos:
BME (n = 328), com meios de MIV e CIV contendo 20 uM de BME; e Controle (n =
320), com meios de MIV e CIV sem adi¢do de BME.

O meio de MIV foi constituido de TCM 199 acrescido das seguintes substancias:
soro inativado de ovelha em cio (20%); penicilina, 100 Ul/ml; estreptomicina, 100
pug/ml; FSH, 5pg/ml; LH, 5 pg/ml; estradiol, 1 ug/ml (BERLINGUER et al., 2005). A
MIV foi realizada em placas de quatro pocos contendo gotas de 400 pl, cobertas com
6leo mineral, durante 24 h em estufa a 39°C com atmosfera de 5% CO, e umidade

saturada. Apos a MIV, os CCO foram inseminados com sémen resfriado diluido (v/v)
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em tris-gema de ovo (EVANS & MAXWELL, 1987), com concentracdo de 1 x 10°
espermatozoides/mL. A selecdo dos espermatozoides foi realizada pelo método de
selecdo de migracdo ascendente (Swim up), em meio Tris (EVANS & MAXWELL,
1987) contendo BSA (0,06 g/ml) e piruvato (0,022 g/ml), em tubo conico contendo 2 ml
deste meio. Foram depositados 200 pL de sémen no fundo do tubo, incubado por 20 min
em estufa a 5% CO, em ar a 39°C, em umidade saturada. Apds este periodo, foi retirado
500 pL do sobrenadante, diluido em 500 uL de meio FIV, composto por SOF (HOLM et
al., 1991) sem aminoacidos, e centrifugado a 200 G por 5 min. O meio utilizado para
FIV foi 0 SOF (HOLM et al., 1991) sem aminoé&cidos e suplementado com 2% de soro
inativado de ovelha em cio, 50 pg/ml estreptomicina e 50 Ul/ml penicilina. Ap6s a FIV,
0s provaveis zigotos foram desnudados e cultivados por 8 dias em meio SOF (HOLM et
al., 1991), adicionado de 2,5% de soro fetal bovino (SFB). Todas as etapas envolvidas
na técnica (MIV, FIV e CIV) foram realizadas em estufa a 39°C com 5% de CO; e
umidade saturada.

O indice de partenogénese foi avaliado em cada rotina de PIV. Ap6s a MIV, 15
odcitos por rotina, em média, foram colocados em pogo contendo meio de FIV, porém
sem adicionar espermatozoides. No segundo dia pds-inseminagdo (D2) foram
determinadas as taxas de clivagem (clivados/inseminados) e de desenvolvimento
embrionario (blastocistos/clivados) no D7 e no D8, além do rendimento global
(blastocistos/inseminados). Os embriGes foram avaliados e classificados em estagio de
blastocisto e blastocisto expandido, de acordo com as normas da Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS). Posteriormente, os embrides foram
vitrificados em OPS conforme descrito por VAJTA et al. (1998). O parametro de
viabilidade pds-reaquecimento utilizado foi a taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento

embrionario, determinados pela taxa de re-expansao e ecloséo.
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2.2 Segundo experimento: BME associado a CIS na MIV e CIV de embrides
ovinos

Neste experimento, foram realizadas 10 rotinas de PIV com ovérios de ovelhas
puberes. Os ovarios foram mantidos a 30°C em solucgédo salina e antibidtico durante o
transporte do frigorifico ao laboratorio. Os CCO selecionados para MIV foram divididos
em dois tratamentos: BME /CIS (n = 729), com meios de MIV e CIV incluindo BME
(50uM) e cisteina (600uM); e Controle (n = 676), sem inclusdo de antioxidantes nos
meios de MIV e CIV. A MIV e a FIV foram realizadas conforme descrito no primeiro
experimento. Apo6s a FIV, os provaveis zigotos foram desnhudados e cultivados por 8
dias em meio SOF (HOLM et al., 1991), com 0,4% BSA, em bag system com atmosfera
de 3 gases (5%CO,; 90%N, e 5%0,) (VAJTA et al., 1997), a 39°C.

Da mesma forma que no experimento anterior, foram avaliados os indices de
partenogénese em cada rotina de PIV, bem como as taxas de clivagem, de
desenvolvimento embrionario, rendimento global e de viabilidade pds-reaquecimento.
No entanto, as avaliacdes de desenvolvimento embrionario foram realizadas em D7, em
virtude do desenvolvimento mais acelerado dos embrides que foram cultivados sob

atmosfera de 3 gases.

2.3 Analise dos dados

Tanto no primeiro, como no segundo experimento, as taxas de clivagem, de
desenvolvimento embrionério, e de re-expansdo pos-reaquecimento foram comparadas

entre os tratamentos pelo teste de qui-quadrado, software Statistix® (2008).

3 RESULTADOS
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3.1 Primeiro experimento: BME na MIV e CIV de embrides ovinos

Os tratamentos Controle e BME apresentaram taxas de clivagem semelhantes
(P>0,05) (Tabela 1). Porém, a taxa de desenvolvimento embrionario até o estagio de
blastocisto e rendimento global foi inferior no tratamento BME (P<0,001). N&o foi
observada divisdo partenogenética no presente experimento. A taxa de viabilidade
embrionaria pés-vitrificagdo, ndo diferiu entre os tratamentos Controle e BME (Figura

1).

3.2 Segundo experimento: BME associado & CIS na MIV e CIV de embrides
ovinos

Das estruturas cultivadas e analisadas quanto a divisdo partenogenética, a
clivagem ocorreu em somente 2,1% no tratamento Controle (2/94) e 1,9% no tratamento
BME/CIS (2/101). A suplementacdo do meio de MIV e CIV com 50uM de BME e
600uM de CIS ndo apresentou efeito (P > 0,05) sobre as taxas de clivagem, de
desenvolvimento embrionario (Tabela 2) e de viabilidade de embribes de ovinos

vitrificados (Figura 2).

4 DISCUSSAO

A concentra¢do de 20 uM de BME, quando adicionada nas duas etapas de MIV e
CIV no primeiro experimento, ndo influenciou as taxas de clivagem, porém reduziu a
taxa de desenvolvimento embrionério. Na concentragdo de 50 uM, o BME apresenta a
acdo como precursor de GSH intracelular em odcitos ovinos, porém sem efeito sobre o
desenvolvimento embrionario (DE MATOS et al., 2002). Portanto, a escolha de uma

concentragdo menor de BME seria justificada, em especial porque, em concentragdes
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maiores que 50 uM, o BME teria efeito toxico, podendo inibir e/ou desnaturar proteinas
(TAKAHASHI et al., 1993; MORI et al., 2006). Porém, a desnaturacdo de estruturas
proteicas e enziméaticas também pode ter ocorrido no primeiro experimento, pois 0 Uso
de 20 uM BME em ambas as etapas de MIV e CIV pode ter interferido em rotas
oxidativas importantes (KOWALTOWSKI et al., 2009), uma vez que o BME néo foi
associado a outra substancia antioxidante como a CIS, cistina ou cisteamina (DE
MATOS et al., 1997). Quando usado isoladamente, uma das funcbes do BME seria a
inducdo da sintese de GSH intracelular por meio do conjugado BME-cisteina, o que
facilita a entrada da CIS na célula (ISHII et al., 1981; TAKAHASHI et al., 1993; DE
MATOS et al.,1995; DE MATOS et al.,, 1997). A GSH é um potente antioxidante
intracelular, conferindo protecdo contra danos oxidativos (LUBERDA, 2005) e sua
sintese depende da CIS presente no meio. No entanto, como a concentracdo de CIS no
meio TCM 199 usado na PIV de embribes, no primeiro experimento, é mais baixa do
que a concentracdo de cistina (cisteina 0,6 uM e cistina 83,2 uM), e como a cistina na
forma de cisteina oxidada ndo consegue entrar na célula, ha a necessidade do uso de
BME como mediador (TAKAHASHI et al., 1993).

O desenvolvimento embrionario observado no primeiro experimento pode também
ter sido influenciado pela alta tenséo de oxigénio (20% O, e 5% CO,) utilizada na estufa
de incubacdo. Danos oxidativos tém sido observados com o uso de alta tensdo de
oxigénio no ambiente de cultivo, ocasionando maior producdo de radicais livres,
prejudiciais ao desenvolvimento embrionario (THOMPSON et al., 1990), o que justifica
0 uso de antioxidantes no cultivo in vitro, tais como superoxido dismutase (SOD),
tioredoxina (TAKAHASHI et al., 1994), ou GSH.

Em funcdo dos resultados insatisfatorios do primeiro experimento, no segundo

experimento foram testados o BME (50uM) e a CIS (600uM) nas etapas de MIV e CIV,
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com a intencdo de incrementar as taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario. A
escolha da concentracdo de 50pM de BME foi baseada no fato de que, quando associado
com a CIS, o BME facilita a absor¢do da CIS através do transporte da cistina (CIS
oxidada), melhorando a sintese de GSH (ISCHII et al., 1981). Uma vez que had um
consideravel consumo de BME neste processo, maiores concentracdes de BME seriam
necessarias para que este possa desempenhar sua funcdo antioxidante. A adicdo desta
associacao de antioxidantes na MIV promove melhora no desenvolvimento embrionario
até D7 em ovinos (BAI et al., 2008) e bovinos (DE MATOS et al., 2000). No entanto,
as taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario ndo foram afetadas pelo uso
destes antioxidantes no segundo experimento.

Ainda que a tensdo de oxigénio tenha sido reduzida no segundo experimento (5%
CO,, 5% O, e 90% N,) (TERVIT et al., 1972) com a utilizagdo do sistema de bag
(VAJTA et al.,, 1997), esta reducdo ndo beneficiou as taxas de desenvolvimento
embrionério. Desta forma, estes resultados indicam que ndo houve prejuizo relacionado
ao uso dos antioxidantes testados, porém estes somente poderdo ser incorporados nas
rotinas deste processo, apos a determinacdo das concentracdes mais efetivas. Também é
relevante determinar em qual etapa da PIV de embribes, 0 uso destes antioxidantes seria
mais relevante (na MIV ou no CIV), ja que, no presente estudo, estes foram utilizados

em ambas as etapas.

5 CONCLUSOES

A concentragédo de 20uM de BME nas etapas de MIV e CIV reduziu a taxa de

desenvolvimento embrionario. A adicdo de BME e CIS, nas concentracbes de 50uM e
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600uM respectivamente, ndo trouxe beneficio para as taxas de producdo embrionaria in

vitro em ovinos.

Aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Pelotas, sob o
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Tabela 1: Taxas de clivagem, desenvolvimento embrionério até o oitavo dia ap6s a
inseminacdo (D8) e rendimento global de acordo com a incluséo de B-mercaptoetanol

(20 uM) nos meios de maturacéo e cultivo in vitro

Tratamento Clivagem (%) D8 (%) Rendimento global (%)
Controle 320/224 (70,0) 38/224 (16,9) a 38/320 (11,4) a
[-mercaptoetanol 328/229 (69,8) 12/229 (5,2) b 12/328 (3,6) b

a,b Taxas com expoentes diferentes diferem por pelo menos P < 0,05
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Tabela 2: Taxas de clivagem, desenvolvimento até o sétimo dia ap6s a inseminagéo (D7)
e rendimento global de acordo com a inclusdo de B-mercaptoetanol (50uM) e cisteina

(600M) nos meios de maturacdo e cultivo in vitro.

Tratamento Clivagem (%) D7 (%) Rendimento global (%)
Controle 434/720 (60,3)  146/434 (33,6) 146/720 (20,2)
BME/CIS 435/676 (64,3)  161/439 (36,6) 161/676 (23,8)

Né&o houve diferenca entre os tratamentos (P > 0,05)
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10/13 m Controle u BME/CIS
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Tempo de cultivo suplementar in vitro pos-reaquecimento

Figura 2: Taxa de re-expansao (24 h) e eclosdo (48 h) por tratamento, durante cultivo
suplementar in vitro apos reaquecimento de embrides vitrificados. Controle: sem adi¢do

de antioxidantes. BME/CIS: inclusdo de 50uM de BME e 600uM de CIS nos meios de

MIV e CIV.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As consideragcdes mais importantes em relacdo a associacdo dos
antioxidantes usados no congelamento de sémen ovino e na PIV, é que esta
associacdo de BME e CIS n&o promoveu melhora dos tratamentos em que
foram adicionados, em ambos o0s artigos, ainda que em concentracdes
diferentes.

Nas concentracfes utilizadas dos antioxidantes BME e CIS, associados
ou nao, no diluente de congelamento para ovinos ndo promoveram beneficios
aos parametros analisados pés-descongelamento, porém nédo foram prejudiciais
ao sémen pods-descongelamento. Isto indica que outras concentracdes podem
ser testadas, com intuito de incrementar tanto a motilidade quanto os demais
parametros de qualidade seminal pos-descongelamento.

Ja em relacdo a suplementacdo dos meios de MIV e CIV de embrides
ovinos com 20uM de BME indica que seu uso isolado nas duas etapas nao
proporciona melhora nas taxas de desenvolvimento embrionario e rendimento
global, provavelmente por interferir em rotas oxidativas importantes para o
desenvolvimento dos embrides. No entanto, quando utilizada a associacdo de
BME e CIS, nas mesmas etapas de MIV e CIV, ndo trouxe prejuizo as taxas de
clivagem e desenvolvimento embrionario, sugerindo que a associacdo destes
antioxidantes pode ser provada com outras concentracdes e outro modelo
experimental que demonstre a agdo dos mesmos somente na MIV, somente na
CIV, na MIV e CIV confrontados com um tratamento controle.

Além disso, sera importante a utlizacdo de testes moleculares e
bioquimicos que demonstrem a expressao para enzimas como a glutationa,

potente antioxidante intracelular. A mensuragcdo de tais enzimas nos meios de
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MIV e CIV podera comprovar a importancia dos antioxidantes nas diferentes
fases da PIV.

Quanto as taxas de re-expansédo pos-vitrificagdo, mesmo que ndo tenha
havido diferengcas entre os tratamentos, em nenhum dos experimentos, o
namero reduzido de embribes vitrificados ndo permite maiores conclusoes.
Contudo, é de interesse a informacéo acerca da viabilidade de embribes pés
vitrificacdo, sendo assim outro campo que esta sendo explorado e precisa de

suporte cientifico no que se refere a ovinos.
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