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RESUMO

A Fertilizacdo in vitro (FIV) é a técnica utilizada para produzir embrides no laboratério,
seguindo etapas que sdo necessarias para 0 seu estabelecimento, com a finalidade de
obter embrides aptos para a transferéncia. Dentre as etapas da FIV, o cultivo in
vitro (CIV) é de extrema importancia, para que os embriGes possam se estabelecer em
um meio viavel ao seu desenvolvimento. Diante do exposto, o objetivo deste
experimento é avaliar o efeito da cantaxantina adicionada ao meio de cultivo na
producéo in vitro de embrides, produzidos a partir do sémen congelado convencional,
de touro da raca 5/8 Girolando. Para a realizacdo do experimento foram utilizados
ovarios bovinos colhidos no matadouro imediatamente ap6s o abate, e selecionados
odcitos classificados como qualidade 1 e 2, que seguiram para maturacdo por 24h. A
FIV dos odcitos maturados foi feita com sémen convencional congelado, ficando
incubados por 18h, antes de serem colocadas para o Cultivo, seguindo a descricdo a
seguir: Grupo Controle (C) — Sem adi¢éo de cantaxantina; Tratamento 1 (T1) — Adicao
de 1mM de cantaxantina; Tratamento 2 (T2) — Adicdo de 0,5mM de cantaxantina,;
Tratamento 3 (T3) — Adi¢do de 0,25mM de cantaxantina. No Dia 3 e 8, ap6s o Dia 0
(dia da FIV), foram avaliadas as taxas de clivagem e taxa de blastocisto,
respectivamente. Foram encontradas diferencas significativas nas taxas de blastocistos e
na qualidade embrionaria, quando comparamos as diferentes concentracbes de
cantaxantina utilizadas.

Palavras-chaves: bovinos; 5/8 Girolando; FIV; CIV; cantaxantina



ABSTRACT

In vitro fertilization (IVF) is the technique used to produce embryos in the laboratory,
following steps that are necessary for its establishment, in order to obtain embryos
suitable for transfer. Among the IVF stages, in vitro culture is extremely important, so
that the embryos can be established in a viable medium to their development. In view of
the above mentioned, the objective of this experiment is to evaluate the effect of
Canthaxanthin added to the culture medium on the in vitro embryo production produced
from conventional frozen semen of 5/8 Girolando bull. To perform the experiment,
bovine ovaries were harvested at the slaughterhouse immediately after slaughter, and
oocytes classified as quality 1 and 2, which were then followed for maturation for 24
hours. The IVF of the mature oocytes was done with conventional frozen semen and
incubated for 18h before being placed in the culture, according to the following
description: Control Group (C) - No addition of Canthaxanthin; Treatment 1 (T1) -
Addition of 1 mM of Canthaxanthin; Treatment 2 (T2) - Addition of 0.5 mM of
Canthaxanthin; Treatment 3 (T3) - Addition of 0.25 mM of Canthaxanthin. On Day 3
and 8, after Day O (day of IVF), the cleavage and blastocyst rates, respectively, were
evaluated. There were found significant differences in the rates of cleavage and
blastocysts at the different concentrations of canthaxanthin used.

Key-words: cattle; 5/8 Girolando; FIV, in vitro Culture; Canthaxanthin.
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1 — Introducéo

A fecundacdo ou fertilizacdo se da pelo envolvimento odcito-espermatozoide,
ocasionando a formacdo de um novo individuo. Na técnica de Producdo in vitro de
embrides (PIVE), todas as etapas necessarias para que ocorra essa fecundacdo,
acontecem em laboratorio, seguindo um padrdo de manipulacdo, a fim de se obter o
melhor desenvolvimento embrionério possivel. E importante saber que, o melhor
desempenho da PIVE, depende também da eficacia no sistema de producdo, que inclui
todas as etapas do processo: Maturacao in vitro (MIV), Fertilizacéo in vitro (FIV) e o
Cultivo in vitro (CIV) (LEIVAS, 2006).

Para que ocorra a fecundacdo e o embrido tenha capacidade de se desenvolver, a
maturacdo nuclear e citoplasmatica do odcito deve acontecer de forma eficiente
(FERREIRA et al., 2008; GUEMRA et al., 2013), pois, somente ap6s a conclusdo
desses processos, € que 0 od0cito se torna competente para permitir o sucesso da

fecundacdo e o desenvolvimento embrionario inicial subsequente (VARAGO, 2008).

Para que os eventos da maturacdo oocitaria ocorram in vitro, é necessaria a
utilizacdo de meios que mimetizem as condi¢Ges encontradas durante o processo de
maturacdo in vivo (SANGILD, 2000; BUENO, 2008). Muitos avancos foram obtidos
com a modificagcdo dos meios de cultivo embrionarios na producéo in vitro (P1V), o que
trouxe um aumento da taxa de embrides produzidos (GUEMRA, 2013). Porém, 0s
resultados ainda baixos, podem ser seguramente atribuidos a dois principais fatores: as
condicdes de cultivo in vitro (RUSSEL et al., 2006; CHAVES et al., 2010) e a
qualidade dos o0citos selecionados para a maturacédo in vitro (CAMARGO et al., 2006;
CHAVES et al., 2010).

Em todas as etapas da PIV, diferentes protocolos tém sido utilizados, inclusive para
o cultivo in vitro (GALLI, 1996; BUENO, 2008), assim, visando a importancia e a
necessidade de condi¢bes adequadas para um bom resultado, este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito da Cantaxantina adicionada ao meio de cultivo na produgéo in
vitro de embrides, produzidos a partir do sémen congelado convencional, de um touro
da raca 5/8 Girolando, analisando a taxa de clivagem e a taxa de blastocisto, buscando
resultados que possam enfatizar a importancia das etapas que envolvem a producéo in

vitro e suas vantagens na Reprodugdo Animal e no desenvolvimento embrionério.
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2 — Objetivos
2.1 - Geral

Avaliar o efeito da cantaxantina adicionada ao meio de cultivo na producéo in vitro
de embrides produzidos a partir do sémen congelado convencional, de touro da raca 5/8
Girolando, através das taxas de clivagem, taxas de blastocistos e taxas obtidas pela
analise do TUNEL.

2.2 — Especificos:
® Analisar a taxa de clivagem
e Analisar a taxa de blastocisto

e Qualidade embrionaria
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3 - Revisao de Literatura
3.1 — Bovinocultura no Brasil

Em 2011, o Brasil passou para a primeira posicdo mundial em tamanho de
rebanho bovino, com 212 milhdes de cabecas, seguido da india com 210 milhdes. Em
2012, o Brasil ficou atras apenas da india, apresentando 211 e 218 milhdes de cabegas,
respectivamente, segundo dados da Food and Agriculture Organization — FAO (2016), e
tornou-se o segundo maior produtor mundial e maior exportador mundial de carne
bovina (IBGE, 2011; USDA, 2016).

O Brasil apresenta a maior producdo de leite do mundo (SIQUEIRA, et al.,
2013), atingindo 727 milhGes de toneladas, incluindo leite de vaca, bufala, camelo,
cabra e ovelha. O leite de vaca sozinho ja respondeu por 606,7 milhdes de toneladas em
2012 (EMBRAPA, 2012). Com as melhorias dos indices de producdo alcangcados nos
altimos anos, a pecudria de corte brasileira vem ganhando destaque no cenario
econémico nacional e internacional, apesar de ter sofrido uma leve baixa em 2013, em

decorréncia da seca.

3.2 - Biotécnicas da Reproducéo

O uso de biotécnicas da reproducdo tem crescido continuamente, podendo ser
confirmado também, pelo aumento da comercializacdo de doses de sémen (KIPPER,
2014). O mercado geral de sémen no Brasil apresentou um crescimento de 4,49% em
2014 comparado ao ano anterior, o que significou um total de 13.609.311, diante de
pouco mais de 13 milhGes em 2013. Segundo os dados da Associagdo Brasileira de
Inseminagdo Artificial (ASBIA, 2015), também tiveram crescimento o segmento de

venda de botijdes, indicando claramente a entrada de novos usuarios neste mercado.

O Brasil lidera a produgéo e transferéncia de embrides in vitro, respondendo por
68% desse mercado (NOGUEIRA et al. 2013), porém, apesar dos avangos obtidos na
PIVE, e sua utilizacdo crescente em programas de melhoramento bovino, a quantidade
de embribes que atinge o estagio de blastocisto €, raramente, superior a 40% (NEVES,
et al., 2010 e GOUVEIA, 2011), e isso deixa ainda mais evidente a importancia de
estudos utilizando odcitos recuperados de foliculos de vacas abatidas, para que assim,
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tenhamos uma melhor compreensédo dos varios fenémenos e mecanismos biolégicos que

ocorrem durante todas as etapas da fertilizacao in vivo (GARCIA et al. 2002).

3.3 - Producéo in vitro (P1V)

O ano de 2014 trouxe para o mercado de Inseminacdo Artificial (IA) no Brasil,
diversos desafios como, intenso e longo periodo de seca, copa do mundo, eleicBes
presidenciais e instabilidade econémica (ASBIA, 2014), porém, grande parte do sucesso
no aumento do abate e niveis de produtividade devem-se as melhorias nos sistemas de
producdo, com énfase no crescimento das biotécnicas da reproducdo (NOGUEIRA et
al., 2013).

Muitos elementos influenciam os resultados dos procedimentos de PIV, como
origem e qualidade dos odcitos, sémen escolhido, habilidade do técnico, entre muitas
outras variaveis, podendo originar embrides de diferentes qualidades e com diferentes
perspectivas de uso (NOGUEIRA et al., 2013). Devido a aspiracdo folicular in vivo e o
aprimoramento da técnica e condicGes de cultivo in vitro, tornou-se viavel o uso da PIV
em escala comercial (BAYARD et al., 2007; SOARES, 2014).

A PIVE com ovarios provenientes de abatedouros nos apresentam algumas
dificuldades, como o tempo para que o0 material chegue ao laboratério; o
desconhecimento sobre as condi¢des sanitarias ou o padrdo hormonal dos animais; a
ndo repetibilidade da técnica para um certo animal (MARTINEZ et al., 2007). Porém, a
obtencdo desses oocitos, € uma ferramenta de grande valia para a pesquisa e
desenvolvimento de embrides com boa morfologia para estudos in vitro (GONCALVES
etal., 2007; FILHO et al., 2012).

Na producdo in vitro de embrides, sdo geradas espécies reativas de 0Xigénios
(EROs), que provém da tensao de oxigénio, exposicdo a luz e excesso de manipulacao.
O equilibrio na presenca de EROs e antioxidantes é positivo para a PIV (GUERIN et al.,
2001; ANDRADE et al., 2010), portanto, a adicdo de antioxidantes € considerado um
fator importante para a PIVE, diminuindo os efeitos danosos causados pelas EROs
(GUEMRA, 2013).
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3.3.1 - Fertilizacao in vitro (FIV)

A Fertilizagdo in vitro, depende indispensavelmente de uma boa qualidade dos
odcitos selecionados e dos espermatozoides utilizados (CARVALHO NETO, 2009;
GOUVEIA, 2011). O odcito pode ter o seu potencial de maturacdo, fecundacdo e
capacidade de desenvolvimento embrionario estimado pela aparéncia do complexo
cimulus-o6cito (CCO). Varias classificagdes morfoldgicas tém sido adotadas para
selecionar odcitos bovinos, na tentativa de identificar os de maior viabilidade, como
essa classificacdo feita por Leibfried & First (1979), adaptada por Gonsalves, et. al., em
2002:

- Qualidade 1: cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de
células. Ooplasma com granulagées finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona
pelicida e de coloragdo marrom.

- Qualidade 2: cumulus compacto parcialmente presente em volta do odcito ou
rodeando completamente o odcito, com menos de trés camadas celulares. Ooplasma,
com granulacgdes distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas no
centro e mais claras na periferia ou condensadas em um sé local aparentando uma
mancha escura. O ooplasma preenche o espaco do interior da zona peldcida.

- Qualidade 3: cumulus presente, mas expandido. Ooplasma contraido, com
espaco entre a membrana celular e a zona pellcida, preenchendo irregularmente o
espaco perivitelino, degenerado, vacuolizado ou fragmentado.

- Qualidade 4: odcito desnudo, sem cumulus.

Apos a selecdo, a maturacdo dos odcitos é caracterizada por uma série de
transformac@es bioquimicas e estruturais no nucleo e no citoplasma, que sdo essenciais
para o processo de fecundacao e subsequente desenvolvimento embrionario (GUEMRA,
2013). A MIV é influenciada por diferentes fatores, como atmosfera gasosa, meio de
cultivo, temperatura, suplementacéo proteica e fatores de crescimento (SANTOS et al.,
2002; SUTTON-MCDOWALL et al., 2012; GUEMRA et al., 2013).

Antoniolli (2005) sugere que 0 meio de maturacgdo tenha caracteristicas similares
a composicao do fluido folicular, entdo, o0 meio de maturacdo pode ser constituido de
Bicarbonato, suplementado com SFB, FSH, LH, estradiol, piruvato e amicacina,
(GOUVEIA, 2011). Apbés a maturacdo dos odcitos, deve ser proporcionado um
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ambiente adequado, sem risco de contaminacdo, para que ocorra a capacitacao
espermatica e a fecundacédo de forma eficaz (GOUVEIA, 2011).

Na fertilizacdo in vitro, pode ser utilizado sémen fresco ou congelado, mas
independente do tipo de sémen, este deve ser submetido aos métodos de capacitacdo
espermatica, pois estes procedimentos permitem uma recuperagdo de espermatozoides
de melhor qualidade, mostrando um melhor movimento progressivo e um maior nimero
de celulas morfologicamente normais (VERTEGEN et al., 2002; GARCIA-ALVAREZ
et al., 2010; FRIGONI, 2014; NASCIMENTO, 2014), o que justifica 0 aumento da
utilizacdo dos métodos de selecdo nos trabalhos de fertilizag&o in vitro.

O processamento do sémen é uma etapa importante nas tecnologias de reproducdo
assistida in vitro e in vivo (BRANDEIS e MANUEL, 1993). Na fertilizagdo in vitro, o
diluidor deve ser removido da amostra de sémen a ser utilizada, existindo uma
variedade de métodos de separacdo seletivos e ndo seletivos. O método de lavagem nao
seletivo produz um sedimento que contém espermatozoides vivos, mortos e alterados,
no entanto, a concentracdo da amostra € bem superior aos outros métodos. Ja 0s
métodos seletivos, tais como o gradiente de densidade de Percoll, o “swim up”, métodos
de colunas e outros, selecionam os espermatozoides méveis (BRANDEIS e MANUEL,
1993; QUERO et al., 1997; SRISOMBUT et al., 1998; MORSHEDI et al., 2003 e
HALLAP, 2005).

Apos a fertilizacdo, o cultivo é uma etapa crucial para a producdo. A fim de
diminuir os efeitos citotoxicos decorrentes do estresse oxidativo e para um melhor
resultado na PIVE, tem sido proposto adicionar antioxidantes nos meios de cultivo
oocitario e embriondrio (DE MATOS et al.,, 2002; URDANETA et al., 2004;
CROCOMO, 2012), para que atrelado a uma tensdo de oxigénio a niveis mais proximos
do fisiologico (5%), sejam possibilitados melhores resultados, ja que alguns estudos
demonstraram que o cultivo in vitro sob baixas taxas de oxigénio possibilita uma menor
producéo de radicais livres (NARS ESFAHANI et al., 1990; LIU Z e FOOT, 1995).

3.3.2 - Cultivo in vitro (CIV)

Apos o maior entendimento do processo de fecundacdo, meios capazes de favorecer

0 crescimento embrionario até o estadio de blastocisto comecaram a ser desenvolvidos
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(VARAGO, 2008). As pesquisas com utilizacdo de meios definidos e substituicdo da
fonte protéica continuam alvo de interesse desde o inicio da década de 90
(PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1991; KESKINTEPE e BRACKETT, 1996;
VARAGO et al., 2008).

O cultivo in vitro vai desde o oocito fertilizado até o estddio de blastocisto
(SANGILD et al., 2000; BUENO, 2008), e € durante este periodo que ocorrem Varios
eventos, como o processo de divisdo celular, compactacdo dos blastdmeros no estadio
de morula e o inicio da diferenciacdo embriondria com a formacdo da blastocele
(HOSHI, 2003; BUENO, 2008).

O cultivo pode se estender até o 7° dia ap6s a fecundacdo in vitro, quando é
realizada a selecdo e a avaliagdo dos embriGes para transferéncia ou criopreservacdo. O
cultivo in vitro pode se estender até o 8° ou 9° dia ap6s a fecundacdo, quando para
avaliacdo da taxa de eclosdo ou da qualidade embrionaria, principalmente pela
determinacdo do numero e viabilidade de blastdmeros (GONSALVES et al., 2002;
MINGOTI, 2005; VARAGO, 2008).

Existe ainda um campo extenso de estudo acerca do desenvolvimento e
padronizacdo de meios de cultivo, como, por exemplo, com a utilizacdo de
suplementacdo com fatores de crescimento e antioxidantes, com a finalidade de
aperfeicoar o sistema de cultivo, fazendo com que haja um aumento no

desenvolvimento e na qualidade dos embrides produzidos (FRIGONI, 2014).

A utilizacdo de antioxidantes na PIV pode apresentar tanto efeitos positivos, quanto
negativos, e isso vai depender de varios fatores, como a concentracdo destes no meio
extracelular, em que momento utilizar, o tempo de cultivo, e a espécie animal em
questdo, (CHOE, 2010; CROCOMO, 2012). Enquanto na MIV e CIV, a adicdo de
antioxidantes promove efeitos benéficos, supbe-se que no meio de FIV ndo deve ter a
presenca do antioxidante, visto que as Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs) que sdo
produzidas, sdo fundamentais para hiperativacao, capacitacdo e rea¢do acrossdomica dos
espermatozoides (STRADAIOLLI, 2007; CROCOMO, 2012).

A Glutationa é um composto conhecido principalmente pelo seu efeito antioxidante,
protegendo as células contra os efeitos citotoxicos das EROs, e esta diretamente

relacionada ao potencial de desenvolvimento ocitario e embrionario, tanto in vivo como



20

in vitro (LUBERDA, 2005; CROCOMO, 2012). O excesso na producdo de EROs
associada a deplecdo da concentracdo intracelular de glutationa (GSH) séo as principais
causas da baixa eficiéncia da PIVE em diversas espécies animais, € isso se deve a
deficiéncias nas condi¢cBes de cultivo in vitro e & auséncia do sistema de defesa
antioxidante materno (CROCOMO, 2012).

Os antioxidantes séo classificados como captadores ou de prevencao, de acordo com
seu modo de acdo. Os captadores, agem mais rapido com as EROs do que com as
células alvo, por isso inibem a oxidagdo (DAMODARAN et al., 2010; SOUZA, 2016).
Entre os importantes captadores presentes nos sistemas bioldgicos, alguns se destacam,
como a Vitamina C, Vitamina E, carnitina e os carotenoides (ARGARWAL et al., 2005;
MARTI et al., 2007; SOUZA, 2016).

3.4 — Cantaxantina

A cantaxantina € um carotenoide xantofilico de cor vermelho escuro, que embora
seja produzido por bactérias e microalgas e encontrada em fungos, plantas, peixes, aves
e crustaceos, também pode ser produzido por sintese quimica. E um derivado do p-
caroteno, usado principalmente pelas industrias de alimentos e ra¢des, melhorando a
coloracdo da musculatura e na industria cosmetica (GARCIA et al., 2002; BACKER e
GUNTHER, 2004; BREITHAUPT, 2007; PAPP et al., 2013; SOUZA, 2016).

A cantaxantina possui propriedades antioxidantes potentes, pela captura e remocao
de radicais livres (RL), e por absorverem e dissiparem 0 excesso de energia destes,
participando também, na preservacéo da vitamina E (BOHM et al., 1997; VON SHANT
et al.,, 1999; BEARDSWORTH e HERNANDES, 2003; ROCHA et al., 2011,
CARNEIRO, 2013). Esse potencial antioxidante atrelado a uma agéo anti-inflamatoria,
foi comprovado nas células PC2, quando submetidas a estresse oxidativo, reduzindo a
formacgédo de EROs (CHAN et al., 2009).

Foi observada uma supressdo carcinogénica no célon de ratos submetidos a dieta
com cantaxantina. Houve uma inibicao do crescimento de células tumorais, indicando a
capacidade deste carotenoide, de induzir apoptose nestas células (TANAKA et al.,
1995; PALOZZA et al., 1998; SOUZA, 2016), demonstrando assim, o efeito anticancer

da cantaxantina.



21

4 - REFERENCIAS

e AGARWAL, A.; PRABAKARAN, S.A.; SAID, T.M. Prevention of Oxidative Stress
Injury to Sperm. Journal of Andrology, v. 26, n.6, p. 654-660, 2005.

e ANDRADE, E.R.; MELO-STERZA, F.A., SENEDA M.M.; ALFIERI, AA.
Consequéncias da producdo das espécies reativas de oxigénio na reproducdo e
principais mecanismos antioxidantes. Rev. Bras. Reprod. Anim., v.34, p.79-85, 2010.

e ANTONIOLLI, C.B. Produgdo in vitr de embrides bovinos utilizando diferentes
condicBes de maturacdo oocitaria. Tese de Mestrado. Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Porto Alegre, 2005. Disponivel em
<http://www.lume.ufrgs.br/handle/10183/4329>. Acesso em 14 de julho de 2015.

e ASBIA (Associagdo Brasileira de Inseminacdo Artificial). INDEX ASBIA
MERCADO, 2014. Disponivel em: <www.ashia.org.br> Acesso em 30 de novembro
de 2016.

e BAKER, R. and GUNTHER, C. The role of carotenoids in consumer choice and the
likely benefits from their inclusion into products for human consumption. Trends Food
Sci Tech. 15, 484-488; 2004.

e BEARDSWORTH, P. M.; HERNANDEZ, J. M. Canthaxanthin is more than a safe
carotenoid. World Poultry, Surrey, v. 19, p. 14-15, 2003.

e BAYARD, P. et al. Producéo in vitro de embrides bovinos: o estado da arte 1. Revista
Brasileira de Reproducédo Animal, v. 31, n. 2, p. 212-217, 2007

e BREITHAUPT, D.E. Modern application of xanthophylls in animal feeding - a
review. Trends in Food Science & Technology, v. 18, p. 501-506, 2007.

e BOHM, F.; EDGE, R.; LAND, E.J.; MCGARVEY, D.J.; TRUSCOTT, T.G. Journal
of American Chemical Society; 119; 621- 622; 1997.

e BRANDEIS, V.T; MANUEL, M.T. Effects of four methods of sperm preparation on
the motile concentration, morphology, and acrossome status of recovered sperm from
normal semen samples. Journal of Assisted Reproduction and Genetics. v.10(6), p.409-
416, 1993.

e BUENO, A.P.; BELTRAN, M.P. Produgdo in vitro de embrides. Revista Cientifica
Eletronica de Medicina Veterinaria. Ano VI, Numero 11, Julho de 2008.

e CAMARGO, L.S.A;; VIANA, J.H.M.; SA, W.F.; FERREIRA, AM.; RAMOS, AA,;
VALE FILHO, V.R. Factors influencing in vitro embryo production. Anim Reprod, v.3,
p.19-28, 2006.

e CARNEIRO, J.S.. Pigmentantes de gema: Novo método de avaliacdo de dor e
caracterizacdo da produtividade e saude das poedeiras. Universidade Federal de
Goias/Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia Animal. Goiania, 2013.


http://www.lume.ufrgs.br/handle/10183/4329
file:///C:/Users/EJulia/AppData/Roaming/AppData/Roaming/AppData/AppData/Roaming/Microsoft/Word/www.asbia.org.br

22

e CARVALHO NETO, J. O. Avaliacdo da qualidade do espermatozoide bovino
criopreservado apos sexagem por citometria de fluxo e sua utilizacdo na Producéo in
vitro de embrides. Dissertacdo de Mestrado, Brasilia, 2009. Disponivel em:
<http://repositorio.unb.br/handle/10482/4712> Acesso em 14 de julho de 2015.

e CARREIRA, J. T. Avaliacédo da integridade do acrossoma, membrana citoplasmatica,
potencial mitocondrial, cromatina e producdo de embrides in vitro de sémen bovino
com altos indices de gota citoplasmatica proximal. Universidade Estadual Paulista /
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias. Jaboticabal - Sdo Paulo - Brasil, 2008.

e CHAVES, R.N.; DUARTE, A.B.G.; MATOS, J.R.,; FIGUEIREDO, J.R. Sistemas de
cultivo in vitro para o desenvolvimento de odcitos imaturos de mamiferos. Rev. Bras.
Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.34, n.1, p.37-49, 2010.

e CHOE, C.; SHIN, Y.W.; KIM, E.J.; CHO, S.R.; KIM, H.J.; CHOI, S.H. Synergistic
effects of glutathione and p-mercaptoethanol treatment during in vitro maturation of
porcine oocytes on early embryonic development in a culture system supplemented with
L-cyteine. Jornal Reprod Dev, 56:575-82; 2010.

e CHAN, K.C.; MONG, M.C. YIN, M.C. Antioxidative and anti-inflammatory
neuroprotective effects of astaxanthin and canthaxanthin in nerve growth factor
differentiated PC12 cells. Journal of Food Science, v. 74, n. 7, p. 225-231, 2009.

e CROCOMO, L.F.; MARQUES FILHO, W.C.; ALVARENGA, F.C.L.; BICUDO,
S.D. Produgéo de embrides in vitro: estresse oxidativo e antioxidantes. ISSN Impresso
0102-5716. ISSN Eletrénico 2178-3764. 470-490. Veterinaria € Zootecnia. Dezembro,
2012.

e DAMODARAN, S.; PARKIN, K.L.; FENNEMA, O. R. Quimica de Alimentos de
Fennema. 42 ed., Porto Alegre: Editora Artmed, 900p, 2010.

e DE MATOS, D.G.; GASPARRINI, B.; PASQUALINI, S.R.; THOMPSON, J.G.
Effect of glutathione stimulation during in vitro maturation of ovine oocytes on embryo
development and intracellular peroxide content. Theriogenology. 2002;57:1443-51.

e EMBRAPA Gado de Leite/ PanoramaLeite. Ano 6, n° 75, fevereiro/2013. Disponivel
em:<http://www.cileite.com.br/sites/default/files/2013_02_PanoramalLeite.pdf>
Acessado em 19 de novembro de 2016.

e FERREIRA, E.L.; VIREQUE, A.A.; ADONA. P.R. et al. Maturacdo citoplasmatica
de odcitos bovinos: aquisicdo de competéncia para o desenvolvimento. Rev. Bras.
Reprod. Anim., v.32, p.172-181, 2008.

e FAO - Food and Agriculture Organization, 2014 - Bovin. Disponivel em:
<http://faostat3.fao.org/faostat-gateway/go/to/download/Q/QA/S> - Acesso em 19 de
novembro de 2016.


http://repositorio.unb.br/handle/10482/4712
http://www.cileite.com.br/sites/default/files/2013_02_PanoramaLeite.pdf

23

e GALLI, C.; LAZZARI, G. Practical aspects 01IVM-IVF in cattle. Anim. Reprod.
Sci., v.42, p.371-379, 1996.

e GARCIA-ALVAREZ, 0O.; MAROTO-MORALES, A.; RAMON, M.; DEL OLMO,
E.;, MONTORO, V.; DOMINGUEZ-REBOLLEDO, A.E.; BISBAL, A.; JIMENEZ-
RABADAM, P.; PEREZ-GUZMAN, M.D.; SOLER, AJ. Analysis of selected sperm
by density gradient centrifugation might aid in the estimation of in vivo fertility of
thawed ram spermatozoa. Theriogenology, v.74, p.979-988, 2010.

e GARCIA E. A; MENDES A. A.,; PIZZOLANTE C. C.; GONCALVES H. C;
OLIVEIRA R. P.; SILVA M. A. Efeito dos niveis de cantaxantina na dieta sobre o
desempenho e qualidade dos ovos de poedeiras comerciais. Revista Brasileira de
Ciéncia Avicola, Campinas, v. 4, n. 1, p. 1-7, 2002.

e GARCIA, J.M., AVELINO, K.B., VANTINI, R. Reprodugao Animal Aplicada/
Estudo da arte da Fertilizacdo in vitro em Bovinos. Biotecnologia d Reprodugdo em
Bovinos — 1° Simpdsio Internacional de Reprodugdo Animal Aplicada / DMVPRA,
FCAV/UNESP — Jaboticabal, 2002

e GONSALVES, P.B.D.; VISINTIN, J.A.; OLIVEIRA, M.A.L. Produg¢ao in vitro de
embrides. In: GONSALVES, P.B.D.; FIGUEIREDO, J.R.; FREITAS, V.J.F.
Biotécnicas aplicadas a reprodugdo animal. S&o Paulo, SP. Varela, p.195-226, 2002.

e GONGALVES, P. B. D.; BARRETA, M. H.; SANDRI, L. R.; FERREIRA, R;
ANTONIAZZI, A. Produgéo in vitro de embrides bovinos: o estado da arte. Revista
Brasileira de Reprodugdo Animal. v.31, p.212-217, 2007.

e GOUVEIA, F. F. A producéo in vitro de embrides bovinos. Universidade de Brasilia/
Faculdade de Agronomia e Veterinaria. Brasilia - DF, 2011.

e GUEMRA, S.; MONZANI, P.S.; SANTOS, E.S.; ZANIN, R.; OHASHI, O.M,;
MIRANDA, M.S.; ADONA, P.R. In vitro maturation of bovine oocytes in medium
supplemented with quercetin, and its effect on embryonic development (Maturacdo in
vitro de odcitos bovines em meios suplementados com quercetina). Arg. Bras. Med.
Vet. Zootec., v.65, n.6, p.1616-1624, 2013.

e GUERIN P.E.L.; MOUATASSIM, S.; MENEZO, Y. Oxidative stress and protection
against reactive oxygen species in the pre-implantation embryo and its surroundings.
Hum. Reprod. Update, v.7, p.175-189, 2001.

e HASLER, J.F. Current status and potential of embryo transfer and reproductive
technology in dairy cattle. Journal of Dairy Science. v.75, n.10, p.2857-2879, 1992.

e HOSHI, H. In vitro production of bovine embryos and their application for embryo
transfer. Theriogenology, v.59, p.675-685, 2003.

e HALLAP, T. Assessment of sperm attributes of frozen-thawed Al doses from
Swedish and Estonian dairy bulls sires. Tese de doutorado (Divison of comparative



24

Reproduction, Obstetrics and Udder Health) — Department of Clinical Sciences -
Swedish University of Agricultural Sciences. Uppsala. 2005. 34p.

e IBGE - |Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Disponivel em:
<http://www.ibge.gov.br/home> Acesso em 19 de novembro de 2016.

e KESKINTEPE, L.; BRACKETT, B.G. In vitro developmental competence of in vitro-
matured bovine oocytes fertilized and cultured in completely defined media. Biology of
Reproduction, v.55, p.333-339, 1996.

e KIPPER, B.H. Morfometria e compactacdo da cromatina espermatica de touros
Nelore de acordo com a idade e sua influéncia na Producdo de embrides in vitro.
Universidade Estadual Paulista - UNESP - Jaboticabal, 2014. Ok

e LEIVAS, F. G. Influéncia da atmosfera gasosa e da fonte proteica sobre o
desenvolvimento embrionario in vitro e taxa de prenhez em bovinos - Tese de
Doutorado - /PPGMV /Santa Maria, RS, Brasil /2006. Acesso em
http://coralx.ufsm.br/ppgmv/F.GallasLeivas_Tese Doutorado.pdf> 30 de junho de
2014.

e LEIBFRIED, L.; FIRST, N.L. Characterization of bovine follicular oocytes and their
ability to mature in vitro. Journal of Animal Science, v. 48, p. 76-86, 1979.

e LIU, Z; FOOT, R.H. Development of Bovine Embryos in KSOM with Added
Superoxide Dismutase and Taurine and with Five and Twenty Percent O2. BIOLOGY
OF REPRODUCTION, 53; 786 -790, 1995.

e LONERGAN, P.; FAIR, T. In vitro-produced bovine embryos — Dealing with the
warts. Theriogenology, v. 69, p. 17-22, 2008.

e LONERGAN, P.; ADAN, A.G.; PINTADO, B.; FAIR, T.; WARD, F.; DE LA
FUENTE, J.; BOLAND, M. Relationship between time of first cleavage and the
expression of IGF-1 growth factor, its receptor, and two housekeeping genes in bovine
two-cell embryos and blastocysts produced in vitro. Molecular reproduction and
development, v. 57, n. 2, p. 146-52, out. 2000.

e LUBERDA, Z. The role of glutathione in mammalian gametes. Reprod. Biol.
2005;5:5-17. REVER

e MARTI, E.; MARA, L.; MARTI, J.I.; MUINO-BLANCO, T.; CEBRIAN-PEREZ,
J.A. Seasonal variations in antioxidant enzyme activity in ram seminal plasma.
Theriogenology, v. 67, p. 1446-1454, 2007.

e MARTINEZ, I.N.; DE SOUZA, L.C. Transferéncia de embrido e Fertilizacao in vitro
(FIV) em bovinos. Universidade Castelo Branco, Centro de Ciéncias Agrérias, Curso de
Medicina Veterinaria. Rio de Janeiro, 2007.


http://coralx.ufsm.br/ppgmv/F.GallasLeivas_Tese_Doutorado.pdf

25

e MINGOTI, G.Z. Aspectos técnicos da producdo in vitro de embriGes bovinos. In:
Topicos Avancados em Biotecnologia da Reproducdo, 2005, Jaboticabal, SP.
Jaboticabal, SP: Funep, 2005. CD-ROM.

e MORSHEDI, M.; DURAN, H.E.; TAYLOR, S.; OEHNINGER, S. Efficacy and
pregnancy outcome of two methods of semen preparation for intrauterine insemination:
a prospective randomized study. Fertility and Sterility. v.79, p.1625-1632, 2003.

e NASCIMENTO, P.S. Fertilizacao in vitro com sémen sexado de bovinos da raca 5/8
Girolando. Dissertacdo de Mestrado. Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Programa de Pds-Graduagdo em Sanidade e Reprodugdo de Ruminantes, 2014.

e NASR-ESFAHANI, M.H.; AITKEN, Jr, JOHNSON, M.H. Hydrogen peroxide levels
in mouse oocytes and early cleavage stage embryos developed in vitro or in vivo.
Development, 109; 501-501-7;1990.

e NEVES, J. P.; MIRANDA, K. L.; Tortorella, R. D. Progresso cientifico em
reproducdo na primeira década do século XXI. Revista Brasileira de Zootecnia; v.39;
p.418; Brasilia - DF, 2010.

e NOGUEIRA, E.; MINGOTI G.Z.; NICACIO, A.C. Biotécnicas Reprodutivas para
aceleracdo do Melhoramento Genético / Melhoramento Genético Aplicado em Gado de
Corte - Capitulo 16: Programa Geneplus-Embrapa. Brasilia, DF: Embrapa, 2013. ok

e PALOZZA, P.; MAGGIANO, N.; CALVIELLO, G.; LANZA, P.; PICCIONI, E;
RANELLETTI, F.O.; BARTOLI, G.M. Canthaxanthin induces apoptosis in human
cancer cell lines. Carcinogenesis, v. 19, n. 2, p. 373-376, 1998

e PAPP, T.; CSERNETICS, A.; NAGY, G.; BENCSIK, O.; ITURRIAGA, E.A;
ESLAVA, AP.; VAGVOLGYI, C. Canthaxanthin production with modified Mucor
circinelloides strains. Applied Microbiology and Biotechnology, v.97, p. 4937-4950,
2013.

e PENITENTE FILHO, J.M.P.; OLIVEIRA, F.A.; TORRES, C.A.A. Producio de
embrides bovinos in vivo e in vitro. 83 Semana do Fazendeiro. Universidade Federal de
Vicosa / Pré-reitoria de extensdo e cultura - Departamento de Zootecnia. Vicosa - MG,
2012.

e PINYOPUMMINTR, T.; BAVISTER, B.D. In vitro-matured/in vitro-fertilized
oocytes can develop into morulae/blastocyst in chemically defined, protein-free culture
media. Biology of Reproduction, v.45, p.736-742, 1991.

e QUERO, JM.O.; MILLAN, M.M.; MERLIN, M.P.; MARISCAL, M.A.Q,;
FRANGANILLO, AR. Efecto del metodo de seleccion de esperma congelado de
bovino sobre los indices de fecundacion y division in vitro. Archivos de Zootécnia.
v.46, p.153-158, 1997.



26

e RUSSEL, D.F.; BAGIR, S.; BORDIGNON, J.; BETTS, D.H. The impact of oocyte
maturation media on early bovine embryonic development. Mol Reprod Dev, v.73,
p.1255-1270, 2006.

e ROCHA-FRIGONI, N.AS.R.; LEAO, B.C.S.; FELICIANO, M.AR.; VICENTE,
W.R.R.; OLIVEIRA, M.E.F. Producéo in vitro de embrides ovinos: avancos e desafios.
Revista Brasileira de Reproducdo Animal, Belo Horizonte, v.38, n.2, p.103-19, 2014.

e ROCHA, J.R.S.; BARBOSA, V.M.; LARA, L.J.C.;: BAIAO, N.C.;: POMPEU, M.A;
MIRANDA, D..A. Influéncia da Cantaxantina e da idade sobre a fertilidade de
matrizes pesadas. Departamento de Zootecnia, EV/UFMG. Belo Horizonte, MG, Brasil.
Anais do prémio Lama, 2011.

e SANGILD, P.T.; SCHMIDT, M.; JACOBSEN, H.; FOWDEN, A.L.; FORHEAD, A
AVERY, B.; GREVE, T. Blood chemistry, nutrient metabolism, and organ weights in
fetal and newborn calves derived from in vitro produced bovine embryos. Biology of
Reproduction, v.62, n.6, p.1495-1504, 2000.

e SANTOS, S.S.D.; DANTAS, J.K.; MIRANDA, M.S. et al. Cinética da maturacao
nuclear in vitro de odcitos bubalinos. Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., v.39, p.266-270,
2002.

e SERAPIAO, R.V. Desenvolvimento de Embrides Bovinos Produzidos in vitro
cultivados em meio livre de Soro. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro — UENF. Campos do Goytacazes/RJ, 2007.

e SIQUEIRA, K.B., MERCES, E.S., PINHO, M.C. Cartilha EMBRAPA Gado de
Leite/ Panorama do Leite, Ano 6, n°® 75, fevereiro/2013. Disponivel em:
<http://lwww.cileite.com.br/sites/default/files/2013_02_PanoramalLeite.pdf> Acesso em
20 de novembro de 2016.

e SOARES, C.A. Estudo do Metabolismo Energético de Embrides Bovinos Produzidos
in vitro e sua relagdo com Cinética Embrionaria. Universidade Federal do ABC/Centro
de Ciéncias Humanas e Naturais — Santo André, 2014.

e SOUZA, H.M., ARRUDA, L.C.P., MONTEIRO, M.M., NERY, LLH.AV., SILVA,
R.AJ.A., BATISTA, AM. GUERRA, M.M.P. Efeito da cantaxantina sobre a
qualidade do sémen ovino apds a criopreservacdo. Laboratério de Andrologia
(ANDROLAB), Departamento de Medicina Veterinaria — UFRPE. Brasil, 2016.

e SRISOMBUT, C.; MORSHEDI, M.; LIN, M.H.; NASSAR, A.; OEHNINGER, S.
Comparison of various methods of processing human cryopreserved-thawed semen
samples. Human Reproduction. v.13, p. 2151-2157, 1998.

e STRADAIOLI, G.; NOTO, T.; SYLLA, L.; MONACI, M. Decrease in glutatione
(GSH) content in bovine sperm after cryopreservation: comparison between two
extenders. Theriogenology. 2007. 67:1249-55.


http://www.cileite.com.br/sites/default/files/2013_02_PanoramaLeite.pdf

27

e SUTTON-McDOWALL, M.L.; FEIL, D.; ROBKER, R.L. et al. Utilization of
endogenous fatty acid stores for energy production in bovine preimplantation embryos.
Theriogenology. v.77, p.1632-41, 2012.

e TANAKA, T.; KAWAMORI, T.; OHNISHI, M.; MAKITA, H.; MORI, H.; SATOH,
K.; HARA, A. Suppression of azoxymethane-induced rat colon carcinogenesis by
dietary  administration of naturally occurring xanthophylls astaxanthin and
canthaxanthin during the postinitiation phase. Carcinogenesis, v. 16, p. 2957-2963,
1995.

e URDANETA, A.; JIMENEZ, AR.; PARAMIO, M.; IZQUIERDO, D. Cysteamine,
glutathione and ionomycin treatments improve in vitro fertilization of prepubertal goat
oocytes. Zygote, 2004; 12:277-84.

e USDA - United States Department of Agriculture. Approved by the World
Agricultural ~ Outlook  Board/lUSDA  November  2013.  Disponivel em:
<http://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/livestock_poultry.pdf> - Acessado em 06
de novembro de 2016.

e VARAGO, F.C.; MENDONCA, L.F.; LAGARES, M.A. Producdo in vitro de
embrides bovinos: estado da arte e perspectiva de uma técnica em constante evolucao.
Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.32, n.2, p.100-109, abr./jun. 2008.
Disponivel em www.cbra.org.br > Acesso em 22 de janeiro de 2016.

e VERSTEGEN, J.; IGUER-OUADA, M.; OCLIN, K. Computer assisted sémen
analyzers in andrology research and veterinary practice. Theriogenology, v.57; p.149-
179; 2002.

e VON SCHANTZ, T.; BENSCH S.; GRAHN M., HASSELQUIST D.; WITTZELL H.
Good genes, oxidative stress and condition-dependent sexual signals. Proceedings of the
Royal Society, London, v. 266, n. 1414, p. 1-12. 1999.


http://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/livestock_poultry.pdf

28

AVALIACAO DO EFEITO DA CANTAXANTINA NO CULTIVO E NO
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO A PARTIR DA PRODUCAO IN
VITRO DE EMBRIOES UTILIZANDO SEMEN DE TOURO DA RACA 5/8
GIROLANDO

Resumo

Na Fertilizacéo in vitro (FIV) séo produzidos embrides em laboratorio, com a finalidade
de obter embribes aptos para a transferéncia. Dentre as etapas da FIV, o cultivo in vitro
(CIV) é de extrema importancia, para que os embrides possam se estabelecer em um
meio viavel ao seu desenvolvimento. Diante do exposto, o0 objetivo deste experimento é
avaliar o efeito da cantaxantina adicionada ao meio de cultivo na producédo in vitro de
embriBes, produzidos a partir do sémen congelado convencional, de um touro da raga
5/8 Girolando. Para a realizagdo do experimento foram utilizados ovarios bovinos
colhidos no matadouro imediatamente ap6s o abate, e selecionados 0s o0décitos
classificados como qualidade 1 e 2, que seguiram para maturacdo por 24h. A FIV dos
odcitos maturados foi feita com sémen convencional congelado de touro da raca 5/8
Girolando, indo para incubadora por 18h, antes de serem colocadas para o Cultivo,
seguindo a descricdo a seguir: Grupo Controle (C) — Sem adicdo de cantaxantina;
Tratamento 1 (T1) — Adigdo de 1mM de cantaxantina; Tratamento 2 (T2) — Adicdo de
0,5mM de cantaxantina; Tratamento 3 (T3) — Adi¢do de 0,25mM de cantaxantina. No
Dia 3 e 8, ap6s o Dia 0 (dia da FIV), foram avaliadas as taxas de clivagem e taxa de
blastocisto, respectivamente. Foram encontradas diferencas significativas nas taxas de
blastocistos e na qualidade embrionaria.

Palavras-chaves: bovinos; 5/8 girolando; FIV; CIV; cantaxanting;
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1. Introducéo

Com as melhorias dos indices de producdo alcancados nos ultimos anos, a
pecuéria de corte no Brasil vem ganhando destaque no cenario econémico nacional e
internacional, tornando-se o segundo maior produtor e maior exportador mundial de
carne bovina (IBGE, 2011; USDA, 2016). Esses dados auxiliam no entendimento de
que a producdo in vitro é um assunto de grande importancia na producdo Nacional e
Internacional.

O Brasil lidera a producdo e transferéncia de embrides in vitro, respondendo por
68% desse mercado (NOGUEIRA, et. al. 2013), porém, apesar dos avangos obtidos na
PIVE, e sua utilizacdo crescente em programas de melhoramento bovino, a quantidade
de embrides que atinge o estagio de blastocisto &, raramente, superior a 40% (NEVES et
al., 2010; GOUVEIA, 2011), e isso deixa ainda mais evidente a importancia de estudos
utilizando odcitos recuperados de foliculos de vacas abatidas, para que assim, tenhamos
uma melhor compreensédo dos varios fendmenos e mecanismos bioldgicos que ocorrem
durante todas as etapas da fertilizacdo in vivo (GARCIA et al. 2002), auxiliando para o
aumento deste percentual.

Como em todas as etapas da PIV, diferentes protocolos tém sido utilizados para
o0 cultivo in vitro (GALLI, 1996; BUENO, 2008), e mesmo assim, ainda sdo obtidos
resultados baixos de producdo, que podem ser seguramente atribuidos a dois principais
fatores: as condigdes de cultivo in vitro (RUSSEL et al., 2006; CHAVES et al., 2010) e
a qualidade dos odcitos selecionados para a maturacdo in vitro (CAMARGO et al.,
2006; CHAVES et al., 2010).

Visando a necessidade de condigdes adequadas de cultivo e a diminui¢cdo dos
fatores prejudiciais na producao, assim como, um aumento na taxa de blastocistos e uma
boa qualidade embrionaria, tem sido feita a adicdo de antioxidantes em algumas etapas
do processo (SANTOS, 2018). Foram observadas grandes propriedades antioxidantes,
assim como, efeito anticancer e acao anti-inflamatdria, na cantaxantina, um carotenoide
xantofilico de cor vermelho escuro, que embora seja produzida por bactérias e
microalgas, também é produzida por sintese quimica (SOUZA, 2016).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a adicdo da cantaxantina a0 meio de
cultivo na producdo in vitro de embriBes, produzidos a partir do sémen congelado
convencional, de touro da raca 5/8 Girolando, analisando a taxa de clivagem, taxa de
blastocisto e qualidade embrionéaria, buscando resultados que possam enfatizar a
importancia da eficiéncia nas etapas que envolvem a producéo in vitro e suas vantagens
na Reproducdo Animal e no desenvolvimento embrionério.
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2 - Metodologia
2.1 - Local do Experimento

Este experimento foi realizado no Laboratério de Reproducdo e Melhoramento
Geneético Animal, na Estacdo Experimental do Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA), localizado no Municipio de Arcoverde, Pernambuco, Latitude 08° 25° 08’ Sul e
Longitude 37° 03 14’ oeste, com uma altitude de 663 metros e indice pluviométrico

médio anual de 500 mm, no periodo de dezembro de 2015 a dezembro de 2016.

2.2 - Colheita dos ovarios

No dia inicial do experimento (D -1), os ovarios das fémeas bovinas foram colhidos
no matadouro do Municipio de Arcoverde (Pernambuco), imediatamente ap6s o abate
dos animais. Esses ovarios foram acondicionados e transportados até o Laboratério de
Reproducédo e Melhoramento Genético Animal do IPA, em garrafas térmicas contendo
solucdo fisioldgica a 0,9% e 40mg de gentamicina, a uma temperatura de 37°C, sem
deixar que as estruturas fiquem por muito tempo em temperatura menor que a

estabelecida.

2.3 - Aspiracdao e selecdo dos o0citos

No laboratério, os ovarios foram lavados com solucdo salina fosfatada e tamponada
(PBS), e colocados no banho maria a 37°C, enquanto eram submetidos a aspiragdo dos
foliculos de aproximadamente 2 a 8 mm de diametro, com seringa de 10mL e agulha
hipodérmica de 40x12 (Figura 1). O liquido folicular aspirado, foi acondicionado em
tubo de 50mL, contendo PBS, previamente mantido em banho maria, antes da ida ao
matadouro. E esperado cerca de 15 minutos, para que ocorra a decantacdo do liquido
aspirado, podendo assim, observar as estruturas no fundo do tubo (Figura 2). O
sobrenadante foi dispensado, e o decantado colocado em uma placa de Petri de 60 mm
riscada na parte de baixo, para facilitar a selecdo e contagem dos odcitos na lupa. Foi
feita a selecdo dos odcitos classificados, preferencialmente, como Grau 1 e Grau 2, onde

esses, apresentam complexo cumulus-oécito (COC) compacto, com mais de 3 camadas
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de células e citoplasma homogénio, de acordo com Leibfried e First (1979), adaptado
por Gonsalves (2002).

2.4 - Maturagio in vitro (MIV)

Os odcitos selecionados foram lavados em trés gotas sequenciais de 100 pL de meio
de Lavagem, para posteriormente, serem divididos em grupos de 15 a 20 odcitos por
gota contendo 100 pL (cada gota) do meio de Maturacéo, em placas de petri de 35 mm
(Figura 3). Depois da organizacdo dos grupos, foi adicionado o 6leo mineral nas placas,
para protecdo das gotas, e as mesmas seguiram para a estufa (incubadora), com 5% de
CO2 e atmosfera umida a 38,5°C, durante 24h. Os meios utilizados foram estabilizados

nesta mesma estufa, 24 horas antes do inicio da manipulacao.

2.5 - Capacitacdo Espermatica

O sémen convencional congelado do touro da raca 5/8 Girolando, foi capacitado
pelo método gradiente de Percoll. Para tanto, foi utilizado eppendorf de 1,5 mL,
adicionando 250 pL de Percoll a 90% no fundo, acima dessa aliquota, foi adicionado
125 pL de Percoll a 90% misturado com 125 pL do meio TL sémen, e sobre esses, 0
sémen descongelado, formando uma separacdo visivel de trés cores (Foto 4). Esse
eppendorf seguiu para centrifuga padronizada em 9400g/7min. ApOs esse processo,
desprezou-se o sobrenadante e foi adicionado 500 mL do meio FIV, homogeneizando e
voltando para a centrifuga com o mesmo padrdo de rotacdo e tempo. Ao finalizar,
descartou-se o sobrenadante e foi separado o pellet restante para ser utilizado nas etapas

seguintes (Figura 5).

As palhetas dos sémens foram descongeladas em descongelador eletronico a 37°C
durante 30 segundos.

2.6 - Calculo da dose inseminante

Para determinar a motilidade espermatica, apresentada em porcentagem, foi

utilizado 5 pL do pellet submetido a capacitacdo, diluido em 95 uL de meio FIV, num



32

eppendorf de 1,5 mL. Ap6s a homogeneizagdo, foi retirado 5 pL e colocado em uma
lamina coberta com uma laminula, para determinacdo da motilidade fazendo a leitura no

microscopio, retirando-se do eppendorf, a dose inseminante.

Para determinar a concentracdo, foi utilizado um eppendorf de 1,5 mL, onde foi
adicionado 5 pL do pellet do sémen capacitado, diluido e homogeneizado em 95 pL de
agua. Retirou-se 10 pL da mistura e aplicou-se sobre os dois lados da camara de
Neubauer, encaminhando-a para 0 microscopio, para que fosse feita a contagem das

células, nas diagonais de ambos os lados (cinco quadrados de cada lado).

Com a motilidade e concentracdo analisadas, calculou-se a dose inseminante, com
2x106sptz/mL:

[ Soma das duas diagonais] /10 =Y
Motilidade (%) xY =Z
100/ Z = D x 2 = Dose inseminante com 2 milhdes de espermatozoides

e Para calcular a quantidade do meio complementar da gota de fertiliza¢do, segue:

100puL - 60pL - 10pL - DOSE INSEMINANTE = Meio complementar

2.7 - Fertilizacéo in vitro (FIV)

Apo0s 24 horas de maturacdo em estufa (Figura 6), os odcitos foram lavados em trés
gotas de 100 pL, duas do meio TL sémen, e uma do meio FIV, respectivamente. Em
seguida, os odcitos foram separados em gotas com 50 pL do meio de fecundagéo (FIV)
cada, em uma placa de petri de 35 mm. Todas as gotas receberam a dose inseminante
com 0 sémen capacitado, e em seguida, cobertas com éleo mineral e completadas com a
quantidade de meio FIV que faltar para os 100 uL (gota final: odcitos, espermatozoides
e meio). As novas placas foram encaminhadas para a estufa, ficando incubadas por 18
horas.
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2.8 - Cultivo in vitro

Depois das 18 horas de intervalo, na primeira gota de lavagem com o meio SOF, 0s
odcitos passaram por um desnudamento mecénico parcial, utilizando-se uma pipeta de
50 uL, onde foram aspirados e liberados, em varias repeti¢oes, até ficarem com apenas
uma camada de células do cumulus. Depois do desnudamento, os possiveis zigotos
foram lavados em mais 2 gotas de 100 pL do mesmo meio, e posteriormente, colocados
em placas com gotas de 100 pL (total) do SOF, adicionando os tratamentos com a
cantaxantina (Figura 7), nos grupos tratados, de acordo com a descrigdo a seguir: Grupo
Controle (C) — Sem adicdo de cantaxantina; Tratamento 1 (T1) — Adicdo de 1mM de
cantaxantina; Tratamento 2 (T2) — Adicdo de 0,5mM de cantaxantina; Tratamento 3
(T3) — Adicdo de 0,25mM de cantaxantina; as gotas prontas foram cobertas com 6leo
mineral, e colocadas na estufa com os mesmos padrbes das etapas anteriores, até a

primeira analise, 48h apés o cultivo (D3).

Todos os meios utilizados neste trabalho, foram meios comerciais produzidos na

Gene Up — Biotecnologia em Reprodugéo Animal (Presidente Prudente, SP, Brasil).

2.10 — Avaliacao do Desenvolvimento e Qualidade Embrionaria

Sendo DO o dia da Fertilizagéo, no terceiro dia (D3) foi feita a avaliagdo da taxa de
clivagem, sendo considerados clivados os embrifes que apresentaram duas ou mais
células, sem sinal de degeneracéo celular. No sétimo dia (D7), observou-se a quantidade
de blastocistos, e no oitavo dia (D8), foram finalizadas as observacgdes, e fixados os
embribes (Figura 8) em paraformaldeido, e armazenando-os refrigerados a 5°C para

avaliacOes posteriores.

Os embribes previamente fixados e armazenados em D8 foram permeabilizados
(0.5% v/iv TRITON X-100, 0.1% wi/v sodium citrate) e corados com corante
fluorescente Hoerchst 33342, acrescido do TUNEL (KIT), onde ficaram por 1 hora.
Ap0s essa etapa, os embrides foram lavados em PBS, para retirar o excesso do corante e
alocados em lamina e laminula para visualizacdo em microscopia eletrbnica de
fluorescéncia, para avaliagdo da qualidade embrionéria através da contagem do numero

de células e nucleos apoptéticos dos embrides produzidos.
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2.11 - Andlises Estatisticas

As taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario, visualizadas nos grupos
tratamentos, foram comparadas entre si e com o grupo controle, pelo teste do qui-
quadrado. A qualidade embrionéaria foi avaliada pelo teste ANOVA com nivel de

significancia de 5%, empregando-se 0 programa estatistico SPSS 20.0.

Para avaliacdo das imagens, foi utilizado o programa ImageJ. Foram avaliadas 24
imagens, sendo 6 por tratamento. As imagens foram capturadas em lente de aumento de
40x e analisadas com ampliacdo de 150% para melhor marcacdo das estruturas e
contagem celular. As areas em pixels foram anotadas para analise de quais células eram

tanel positivas/células apoptéticas.

3 — Resultados e discussfes
3.1 — Taxa de Clivagem

A avaliacdo das taxas de clivagem (D3) (Tabela 1) dos grupos controle (C) e
tratamentos (T1, T2 e T3) ndo mostraram diferencas significativas (p>0,05) quando

comparados entre si.

Tabela 1: comparacdo das taxas de clivagem dos grupos controle e tratamentos,
observadas no terceiro dia de cultivo (D3).

Tratamentos Clivados/Total % Clivados
C 78/172 45,342
T1 96/184 52,17%
T2 85/186 55,142
T3 82/151 54,302
Total 341/693 49,20

# Letra igual na mesma coluna indica que niio houve diferenga estatistica (p>0,05) ; ¥2 = 4,16.
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Os dados obtidos demonstram que, quantitativamente, a cantaxantina nao prejudicou,
nem auxiliou em uma melhora consideravel, apesar dos grupos tratamentos
apresentarem melhor taxa do que o grupo controle. As condi¢des do meio utilizado para
o cultivo podem influenciar na cinética de desenvolvimento inicial, mas a falta de
macromoléculas oriundas do proprio foliculo, que sdo necessarias a embriogénese
inicial e alguns fatores que controlam esses parametros, podem ser intrinsecos ao oécito
e/ou aos espermatozoides (DE SOUSA et al., 1998; WATSON et al., 2000; NATALE et
al., 2001; NIEMANN e WRENZYCKI, 2003; SERAPIAO, 2007). As células do
cumullus presente no odcito produzem sinais que sdo essenciais ao crescimento e
maturacdo oocitaria e quando essas células sdo manipuladas fora do ambiente
fisioldgico, perdem parte de sua eficiéncia, como a de remo¢do de componentes que
podem estar diminuindo e comprometendo a competéncia de desenvolvimento, o que
também pode justificar o baixo nimero de clivagens (TANGHE et al., 2002; HAFEZ e
HAFEZ, 2003; SALHAB et. al., 2013; HAMMOND et. al., 2016; MAREI et al., 2016).

3.2 — Taxa de Blastocistos
A avaliacdo das taxas de blastocistos de todos os grupos estdo apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2: comparagdo das taxas de blastocistos produzidos no oitavo dia de cultivo
(D8).

Tratamentos D8 — Blastocistos % Blastocistos
produzidos/Total Clivados

C 57/78 73,072
T1 47/96 48,95°
T2 60/85 70,582
T3 44/82 53,65 "

Total 208/341 60,99

# Letra igual na mesma coluna indica que nio houve diferenga estatistica (p>0,05) ; ¥2 = 3,05.
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Podemos observar que o grupo controle mostra melhor resultado, comparado aos
grupos tratamentos 1 e 3. Porém, o grupo T2 teve um melhor resultado comparado aos
demais tratamentos, isso sugere que a quantidade do antioxidante utilizado deve ser
levada em consideracdo, visto que, a quantidade de 0,5mM foi ideal, e as demais
quantidades n3o influenciaram positivamente. E atribuido & cantaxantina um grande
efeito antioxidante, pela potente capacidade de capturar radicais livres e pela
preservacdo da vitamina E (VON SCHANT et. al., 1999; BEARDSWORTH e
HERNANDES, 2003; CARNEIRO, 2013). Santos (2018) relatou que o enriquecimento
do meio de cultivo com a crocetina, que também é um carotenoide antioxidante,
melhorou a producdo e qualidade dos blastocistos, protegendo melhor os embrifes do
estresse oxidativo, diminuindo os niveis de EROs. Também foi observado um
desenvolvimento mais rapido dos blastocistos, bem como estruturas de qualidade
superior aos demais (Grau 1 e 2), como também foi relatado por Zullo (2016), ao
adicionar a crocetina ao meio de cultivo. E interessante salientar também que, embrides
com cinética de desenvolvimento mais rapida, sobrevivem melhor a criopreservacéo
(NEDAMBALE, 2004), assim, os resultados obtidos neste trabalho, demonstram que o
uso da cantaxantina no meio de cultivo, € uma boa alternativa para a producéo,
revertendo os efeitos do estresse oxidativo, melhorando consideravelmente a qualidade
embrionaria e assegurando um melhor uso das estruturas produzidas e sua

criotolerancia, como comprovaram Takahashi (2012), Salzano (2014) e Zullo (2016).

3.3 — Avaliacdo Tunel

Foi feita a contagem celular dos 24 embriGes selecionados, para avaliagdo das

células tanel positivo (CP) e tunel negativo (CN) de todos os grupos, Tabela 3.
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Tabela 3: comparacdo das taxas de células tanel positivo e tunel negativo e suas
respectivas percentagens.

Tratamentos CN CP %CN %CP
C 53,33 £ 35,53 2,33+2,25° 94,64 5,36
T1 43,16 £ 19,30 0,66+1,21° 97,75 2,25
T2 56,16 + 20,21 0,00 +0,00°" 100 0
T3 34,00 + 8,31 0,00 +0,00° 100 0
p=0,27 p=0,01

# Letra igual na mesma coluna indica que ndo houve diferenca estatistica (p<0,01)

Sendo evidente que o estresse oxidativo é um dos principais fatores para as baixas
taxas na producdo in vitro de embrides e estruturas com qualidade baixa, o presente
estudo mostra que a adigdo da cantaxantina no meio de cultivo, melhorou a produgéo in
vitro de embriBes, apresentando estruturas com maior nimero de blatbmeros, podendo
ser classificadas em sua maioria, como grau 1 e 2. Nos tratamentos 2 e 3, podemos
observar a auséncia de células tanel positivas, indicando a ndo existéncia de nucleos
apoptoticos. Zullo (2016) também obteve resultados positivos acerca do
desenvolvimento e da qualidade dos blastocistos produzidos, mostrando um efeito anti-

apoptotico apos o enriquecimento do meio de cultivo com a crocetina.

4 — Conclusotes

De acordo com o trabalho executado e os dados encontrados, foi observado que o
uso da cantaxantina na quantidade ideal, foi eficaz, promovendo beneficios na
producdo, como o efeito anti-apoptotico. Sendo assim, é interessante que sejam feitas
avaliacdes do perfil bioguimico, bem como, a criopreservacdo e transferéncia dos
embribes produzidos sob o efeito da cantaxantina, para que sejam elucidadas maiores

vantagens, e 0s embrides sejam avaliados no meio intra-uterino e pos-transferéncia.
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6 — Consideracdes Finais

Na busca por embrifes de qualidade superior, faz-se necessario avaliagdes mais
profundas dos blastocistos produzidos, e da a¢do da cantaxantina a nivel celular, como a
atividade mitocondrial, e pos-transferéncia, para que se obtenha uma comparagao
definida e esclarecedora da qualidade embrionaria dos Grupos avaliados e da atuacdo

eficiente da cantaxantina, encontrada neste trabalho.



7 — Apéndices

Figura 1 — Foliculos sendo aspirados (Fonte pessoal)

Figura 2 — Liquido folicular aspirado (Fonte pessoal)

Figura 3 — Organizag&o das gotas com as estruturas (Fonte pessoal)

Figura 4 — Gradiente de Percoll
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Figura 5 — Espermatozoides capacitados ao fundo do eppendorf (Fonte pessoal)

Figura 6 — o6citos maturados (Fonte pessoal)

Figura 7 — cantaxantina (Fonte pessoal)

Figura 8 — Alguns embribes produzidos (Fonte pessoal)



Figura 9 — EmbriGes de grau 1, 2 (Fonte pessoal)

Figura 10 — Embrido visto em microscopia eletrénica de fluorescéncia (Fonte pessoal)

Figura 11 — Embrido submetido a avaliacdo pelo programa imageJ para marcagdo e

contagem celular (Fonte Pessoal)

Figura 12 — Embrido visto em microscopia eletrénica de fluorescéncia, apresentando tunel
positivo (Fonte Pessoal)
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