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RESUMO

O Brasil € um importante pais no desenvolvimento da producdo in vitro de embrides (PIVE),
considerado em 2014, o pais que mais produziu embriGes no mundo, atingindo,
aproximadamente, 70% do total mundial de embrides produzidos. Apesar de todos 0s avancos
ja realizados para melhorar a produc&o in vitro, a eficiéncia deste processo ainda possui muitas
limitacGes, dentre elas, as condi¢Bes inadequadas de cultivo embrionario em decorréncia da
producdo das espécies reativas de oxigénio (ERO’s), radicais livres produzidos naturalmente
pelo metabolismo celular, que quando em desequilibrio, causam danos oxidativos as células, o
que prejudica o desenvolvimento embrionario. Uma das alternativas para melhorar as condi¢Ges
do sistema in vitro para os ovocitos e embrides € o uso de antioxidantes nos meios de cultivo
ovocitario/embrionério. A suplementacdo de compostos antioxidantes durante a PIVE néo sé
controla a producéo excessiva de ERO’s, mas também pode melhorar a qualidade dos embrides.
Pesquisas demostram melhorias na qualidade embrionéria quando suplementados com
compostos que possuem acles antioxidantes. No entanto, nem todos 0s compostos
antioxidantes trazem vantagens para a PIVE, dependendo de sua natureza e concentragdes
utilizadas. Portanto, ha uma demanda em buscar compostos mais seguros e nao toxicos para o
cultivo celular in vitro para suplementacdo de meios ja utilizados.

Palavras-chave: ERO’s, danos oxidativos, radicais livres.
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1. INTRODUCAO

Desde o final da década de 1920, ha relatos de estudos relacionados com a producéo in
vitro de embrides (PIVE) em diferentes espécies de mamiferos. Publicacdes relacionadas a
producdo e transferéncia de embrides (TE) oriundos da década de 50 relataram um marco da
PIVE com o primeiro nascimento gerado atraves dessa biotécnica, em um coelho. Somente na
década de 80, a PIVE em bovinos tomou impulso com a producéo embrionaria sob condicdes
artificiais tornando-se viavel (GONCALVES et al., 2008).

O desenvolvimento da PIVE no Brasil ndo sé possibilitou o atual cenério tecnoldgico
da producéo pecuaria, mas também corroborou com a otimizagdo de utilizacdo do potencial
reprodutivo de fémeas, possibilitando, assim, multiplicar matrizes geneticamente superiores
(VARAGO etal., 2008; MELLO et al., 2016). Porém, apesar dos avan¢os da PIVE, a eficiéncia
deste processo ainda esta aquém do ideal, com uma média de 40% de producéo de blastocistos
viaveis paraa TE (MELLO et al., 2016).

Dentre as possiveis causas que influenciam a eficacia dessa biotécnica, fatores
intrinsecos presentes no sistema de producdo in vitro de embriGes, como a composi¢do dos
meios utilizados, temperatura e a atmosfera de cultivo celular sdo consideradas cruciais. Logo,
torna-se necessario estabelecer uma maturagdo/cultivo in vitro adequados, proporcionando ao
gameta um ambiente mais proximo do considerado ideal (CAIXETA e DODE, 2010;
GOTTARDI e MINGOTI, 2009; LONERGAN e FAIR, 2008). Um dos fatores limitantes da
PIVE é a ineficiéncia de sistemas de defesas contra as espécies reativas de oxigénio (ERO"s)
nos meios de cultivos rotineiramente utilizados, o que torna essencial uma suplementagéo com
antioxidantes (TAKAO et al., 2015).

Os antioxidantes utilizados na PIVE sdo fundamentais, visto que as espécies reativas de
oxigénio tém alta reatividade com componentes essenciais das células. Dessa forma, esses
radicais livres possuem alta capacidade de interagir com o DNA e lipideos, os quais afetam a
estrutura e permeabilidade das membranas celulares, 0 que ocasiona um maior indice de
apoptose e uma interrupgao ou atraso no desenvolvimento embrionério inicial (ANDRADE et
al., 2010; RIBEIRO, 2005).

Visto a importancia da suplementacdo de compostos antioxidantes nos meios da PIVE,
alguns estudos mostram a utilizacdo dos antioxidantes no meio de maturagédo e/ ou no meio de
cultivo, como a cisteamina, cisteina, acido ascorbico, f-mercaptoetanol, glutationa, cistina, L-
cisteina. Ou o uso de taurinas e hipotarinas na fecundacéo in vitro sdo alguns dos compostos

antioxidantes usados hoje, a fim de promover maiores taxas de producdo de blastocistos e
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qualidade embrionaria. Muitos dos antioxidantes usados séo relacionados as defesas naturais j&
existentes presentes no desenvolvimento in vivo, no entanto nem todos 0s compostos e nem
todas as concentracfes desses compostos antioxidantes trazem vantagens para a PIVE, logo, ha
uma exigéncia em buscar novos compostos que sejam mais eficientes, estaveis, seguros e nao
toxicos, através de estudos, com o propdésito de suplementar os meios ja utilizados (FIDELIS
etal., 2014; SMITH e MONTEIRO, 2012).

O objetivo do proposto trabalho foi realizar uma revisdo de literatura sobre o uso de
antioxidantes na producdo in vitro de embrides bovinos, além de descrever os principais

antioxidantes utilizados, suas vias de utilizagdo e suas propriedades moleculares.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producéo in vitro de embrides bovinos

A PIVE consiste em diversas etapas, que contemplam desde a aspiracdo de ovocitos até
o cultivo in vitro de embrides (GONCALVES et al., 2008). Cada um desses estagios possui
meios de cultivo celular (Tabela 1) com diferentes suplementacGes e processos utilizados, com
intuito de atender as demandas bioldgicas e fisico-quimicas do embrido no seu estagio inicial
de desenvolvimento e dos ovocitos no processo de competéncia ovocitaria, levando em
consideracdo que apenas 0S ovOcitos que adquirirem a competéncia ovocitaria possuem a
capacidade de completarem a divisdo meiotica, serem fecundados, formarem pré-ntcleos,
suportar o desenvolvimento embrionario e apds a transferéncia, gerar proles viaveis (CAIXETA
e DODE, 2010; GONCALVES et al., 2008; VARAGO et al., 2008).

Tabela 1: Meios de cultivo celular utilizados nos meios de produg&o in vitro de embrides e suas
suplementac6es de acordo com EMBRAPA gado de leite (Juiz de Fora — MG).
Etapa Meio Suplementacéo

MIV  Tissue Culture Medium 199 (TCM Soro Fetal Bovino (SFB), Albumina sérica
199), Synthetic Oviductal Fluid bovina (BSA), LH, FSH, 17-B-estradiol,
(SOF), Ham’s F-12. lactato, piruvato, L-glutamina, bicarbonato

de sddio, vitaminas e antibioticos.

FIV ~ Tyrode-Albumina-Lactato-Piruvato Heparina, penicilamina, hipotaurina,

(TALP). epinefrina, lactato, piruvato.
CIV  Synthetic Ovidutctal Fluid (SOF).  Aminoécidos, SFB, BSA, Piruvato, Lactato e
glutamina.

Legenda: MIV — maturagdo in vitro, FIV — fecundacdo in vitro, CIV — cultivo in vitro. *Meios e suplementacGes
podem variar de acordo com o laboratério. Fonte: Adaptado de VARAGO et al., 2008 e GONGCALVES et al.,
2008.

Em mais detalhes as etapas da PIVE abrangem a obtencdo de ovécitos, maturagdo in
vitro (MIV) desses ovdcitos imaturos que foram obtidos, preparacdo espermaética para a
fecundacéo in vitro, a fecundacéo in vitro (FIV) dos ovdcitos maturados e o cultivo in vitro
(CIV) dos possiveis zigotos obtidos através da fecundacdo, zigotos esses que irdo se
desenvolver até os estagios de blastocistos. Nesta fase da PIVE, configura-se o estagio esse
ideal para a transferéncia para fémeas receptoras previamente sincronizadas (GONCALVES et
al., 2008).
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2.1.1. Aspiracéo folicular e maturagao in vitro

A aspiracao folicular pode ocorrer de duas formas, a partir de ovarios de fémeas de
abatedouro ou por aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassonografia em animais
vivos (in vivo). No método de obtencdo de ovdcitos através da aspiracdo folicular, a puncdo dos
ovacitos é realizada através da aspiracao transvaginal, feita por uma guia que acopla a agulha
sendo auxiliada por ultrassom inserido no fundo de saco vaginal (AHUMADA et al., 2013;
GONCALVES et al., 2008).

No outro método, é feita a puncdo de ovdcitos a partir de ovarios coletados
imediatamente apds o abate e, em laboratorio, os foliculos sdo aspirados com auxilio da bomba
de vacuo ou seringa com agulha 18G, com a pressdo ideal para que ndo desnude 0s ovocitos.
Nesse método, o transporte dos ovarios para o laboratorio € realizado em solucéo salina (0,9%
de NaCl) aquecida de 30-36°C, podendo ou ndo conter antibioticos. Apds higienizacdo dos
ovarios, os foliculos com tamanho de 2-8mm sdo aspirados (GONCALVES et al., 2008;
MELLO, 2016; VARAGO et al., 2008).

Foliculos de 2 a8 mm sdo considerados foliculos viaveis para aspiracéo ja que, foliculos
menores que 2 mm, geralmente, ainda ndo sdo competentes para seguirem no processo de
maturacdo, pois ainda ndo atingiram o seu crescimento ideal, e foliculos maiores que 8 mm
podem estar em processo de atresia, morte celular, em processo de divergéncia e dominéncia
ou em processo de maturacdo (GONCALVES et al., 2008; SARTORI et al., 2010).

Apds a aspiracdo, os ovécitos obtidos passam pelos procedimentos de rastreamento, e
0s ovocitos de qualidade | a Il obtidos (Tabela 2) sdo selecionados e colocados para a
maturacao in vitro (GONCALVES et al., 2008; MELLO, 2016; VARAGO et al., 2008).

Tabela 2: Avaliacdo da qualidade de ovécitos quanto a apresentacao das células do cumulus e
citoplasma.

Qualidade Células do cumulus Citoplasma
Graul Trés ou mais camadas de células Regular.
compactadas.
Grau2 Uma a trés camadas de células do Regular ou com granulacdes finais
cumulus.

Grau3  Menos de trés camadas de células Irregular.
do cumulus ou parcialmente
desnudos.
Grau4  Desnudos. Irregular. Degeneracgéo severa
(citoplasma heterogéneo com

granulacdes severas).
Fonte: Adaptado do Manual da IETS (International Embryo Transfer Society), 2010. Traduzido para o portugués.
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Diferentes tipos de meios utilizados na MIV ja foram descritos, 0s mais comuns s&o
suplementados com TCM 199, soro fetal bovino (SFB), gonadotrofinas (FSH, LH e 17-f-
estradiol), aminoacidos (L-glutamina, piruvato de sodio, lactato), vitaminas e antibidticos para
tentar replicar o ambiente in vivo onde os ovdcitos ganham sua capacidade para serem
fecundados e se desenvolverem (VARAGO et al., 2008). Outros quesitos utilizados estéo
vinculados com as tensdes de Oz a 20% e CO2 a 5%, umidade saturada e temperatura de 39°C
(GONGCALVES et al., 2008).

Essa etapa ocorre durante o periodo de 22 a 24 horas onde ocorrem varias mudancas nos
ovacitos, como por exemplo mudancas nas células do cumulus. As células do cumulus estdo
ligadas ao ovdcito proporcionando a passagem de metabdlitos, ions e aminoacidos que atuam
como reguladores da maturacdo ovocitaria (FAIR, 2003; KRISHER, 2004). Assim, o complexo
cumulus-ovdcito (COC) passa por um espacamento, onde as células do cumulus secretam acido
hialurénico, causando uma expansdo entre elas, um dos indicios da maturacdo ovocitéaria
(GONGALVES et al., 2008, VARAGO et al., 2008).

Outras mudancas que ocorrem na maturacdo sdo atreladas aos diversos processos
citoplasmaticos e nucleares que os ovdcitos irdo passar. Tais processos, quando relacionados
ao nuacleo, vao ocorrer em funcdo da retomada da meiose, a partir da quebra da vesicula
germinativa e desenvolvimento até a metéfase Il. Entre as diversas alteragcdes do citoplasma,
uma das mais importantes € a realocacdo dos granulos corticais proximal a membrana com o
intuito de evitar poliespermia, processo importante para a fecundacdo in vitro. Nessa fase
também se relaciona a reserva de proteinas, RNAm e transcritos produzidos antes da maturagéo
com importante objetivo para que o zigoto possa suportar a transicdo materno-zigética (TMZ)
e se desenvolver como embrido (FERREIRA et al., 2009; GONCALVES et al., 2008;
VARAGO et al., 2008).

Na M1V, os radicais livres em altas concentracfes levam a danos oxidativos severos,
comprometendo a obtencdo da competéncia ovocitaria e, consequentemente, 0
desenvolvimento embrionario inicial. Peroxidacdo lipidica de membranas plasmaética e
mitocondrial, danos no DNA e no reticulo endoplasmatico sdo algumas das consequéncias do
estresse oxidativo causado pelas ERO’s. Outros danos citados sdo desnaturacdo proteica e
alteracdes no fuso meiotico, que pode favorecer a geracdo de mais radicais livres e dessa forma
aumentar suas concentracdes, gerando um maior estresse oxidativo (AGARWAL et al., 2005;
CROCOMO et al., 2012).
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2.1.2. Fecundacdo in vitro

A preparacdo do ambiente de fecundacdo e capacitacdo espermatica compdem o
préximo passo. O meio de fecundacdo in vitro deve conter as condi¢cBes necessarias para a
manutenc¢do do metabolismo do COC e manter uma funcéo espermatica eficiente. O meio mais
utilizado é o FERT-TALP (Tyrode-albumina-lactato-piruvato) preparado e suplementado com
heparina, que realiza a capacitacdo espermatica, visto que 0s componentes presentes no sistema
reprodutor feminino fazem essa funcgéo in vivo (GONCALVES et al., 2008; VARAGO et al.,
2008). Outros suplementos que podem ser adicionados ao meio de fecundacéo in vitro para
melhorar desempenho esperméatico sdo compostos como a pencilamina, a hipotaurina e
epinefrina, que aumentam a atividade espermatica. Essa fase dura entre 12 e 22 horas, com
ambiente de estufa semelhante ao ambiente da MIV (MELLO, 2016 e GARCIA, 2004).

As gotas de fecundagdo, que possuem 0s ovocitos maturados, recebem o0s
espermatozoides previamente selecionados. Para isso sdo utilizados espermatozoides de
palhetas, convencionais ou sexadas, de sémen congelado. Na selecéo espermatica, os métodos
mais utilizados sdo o gradiente de densidade Percoll e a migracdo ascendente Swim-up. No
método de Swim-up, os espermatozoides sdo colocados no fundo de tubo contendo meio de
preparacdo de sémen, por aproximadamente, 1 hora na estufa em suas condigdes. Apds esse
tempo os espermatozoides viaveis migram para a porcao superior do liquido (porc¢éo recuperada
e aproveitada para a realizacdo da fecundacdo in vitro), os espermatozoides mortos ficam
concentrados no meio do liquido, local chamado de meio diluidor, e 0s demais compostos no
sémen ficam retidos no final do tubo (GONCALVES et al., 2008; MELLO, 2016; VARAGO
et al., 2008).

Outro método utilizado para a selecdo espermatica € o Washing. Nesse método 0s
espermatozoides sdo lavados em um meio artificial e centrifugado para concentrar 0s
espermatozoides no fundo do tubo. Porém esse método ndo seleciona populagdes viaveis de
espermatozoides das possiveis sujidades que possuem no sémen como, leucdcitos, células
epiteliais, residuos e contaminagdes (SOMFAI et al., 2002).

No método Percoll, os espermatozoides sdo selecionados a partir da passagem deles
atraves de diferentes densidades de gradiente. O Percoll € um composto com particulas silicas
e coloidais preparado em duas concentracfes, 45% e 90%, nessa sequéncia, responsavel por
selecionar espermatozoides vidveis. O sémen ¢ adicionado na superficie da solugdo Percoll
45% e centrifugado, ap0s a centrifugagédo é formado um pellet de espermatozoides vidveis no

fundo do tubo, espermatozoides esses que conseguiram passar pela solugdo de 90% e espera-se
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que estejam viaveis para serem utilizados na FIV (de SOUZA E ABADE, 2018; GONCALVES
et al., 2008; MELLO, 2016; VARAGO et al., 2008).

A concentragdo espermatica € ajustada entre 1 e 2 x 10° espermatozoides viaveis/mL na
dose inseminante, definida a partir da contagem do nimero de espermatozoides em uma camara
de Neubauer, diluidos (95:5) em agua destilada. A dose inseminate é adicionada as gotas de
fecundacdo onde os ovdcitos maturados estéo, assim, espermatozoides se ligam a receptores da
zona peldcida e iniciam o processo de reacao acrossémica, onde ocorre a fusdo do acrossomo
com a membrana plasmatica do ovécito (GONCALVES et al., 2008; MELLO, 2016; VARAGO
etal., 2008; SARTORI et al., 2010).

Na fecundacdo in vitro, o estresse oxidativo pode trazer danos irreversiveis a partir do
momento em que 0S niveis de oxigénio, essenciais para manutencdo das funcBes dos
espermatozoides, estdo elevados, aumentando as concentracdes de ERO's. O estresse oxidativo
pode afetar a qualidade do sémen, diminuindo a motilidade de espermatozoides, impedindo a
respiracdo espermatica, causando lesdes no DNA espermatico e mitocondrial, inibindo enzimas

intracelulares que séo essenciais para a fecundacdo durante a FIV (ANDRADE et al., 2010).

2.1.3. Cultivo in vitro

Essa etapa corresponde ao desenvolvimento do zigoto até o estagio de blastocisto (BL).
Nesta etapa, é necessario um suporte nutricional adequado para suprir todas as necessidades do
embrido em seu desenvolvimento. Por isso 0 meio de cultivo SOF (Fluido de oviduto sintético)
foi criado baseado na composicdo do fluido do oviduto in vivo, suplementado com fontes
proteicas como SFB ou BSA (Albumina sérica bovina), é o mais utilizado. A duracdo do CIV
varia de 6 a 7 dias com ambiente de estufa semelhante ao ambiente de MIV e da FIV
(GONGALVES et al., 2008; MELLO, 2016; VARAGO et al., 2008).

Nesta fase que ocorre a ativagdo do genoma embrionario, compactagéo dos blastdmeros
na fase de morula, inicio da diferenciagdo embrionaria com a formacdo do blastocele e
rompimento da zona pelicida (BUENO, 2008). Tambem ¢é caracterizado pelo desenvolvimento
dos zigotos de blastocisto inicial (Bl) para BL, BX e em blastocistos eclodidos (BE)
(GOUVEIA, 2011). Considerando o DO (dia 0) como o dia da fecundagéo in vitro, em D2 do
cultivo (dia 2), é feita uma avaliacdo de clivagem, quantos embrifes possuem de 2 ou mais
células. Em D6 (Dia 6), do cultivo in vitro € avaliado quanto a evolu¢do do embrido pela

compactacao dos blastdbmeros e desenvolvimento da blastocele, e em D7 (Dia 7) é feita uma
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avaliacdo embrionaria final para a transferéncia ou para criopreservacdo (THOMPSON, 2000).
Permanéncias por 8 ou 9 dias podem ocorrer para verificar taxas de BE (VARAGO et al., 2008).

Durante o CIV em embrides bovinos, é relatado que em embrifes na fase de 2 células
sd0 mais sensiveis aos danos oxidativos, quanto aos danos no DNA e inducéo de apoptose,
causado pelas altas concentragdes de ERO’s quando comparados aos embrifes com mais
células (9-16 células). Logo, o estagio com 2 celulas dos embrides pode ser considerado como
ponto critico durante o desenvolvimento de embribes, ponto esse antecessor da ativacdo do
genoma embrionario, de 8 a 16 células (MORALES et al, 1999).

2.1.3.1. Classificacdes dos Embrides

A classificacdo é feita pelas condi¢cGes morfoldgicas que os embrides se encontram e
suas variacOes durante seu crescimento. Os parametros avaliados sdo: formato, simetria,
coloracdo, extrusdo celular e integridade da zona peldcida. Esses aspectos morfologicos estdo
diretamente relacionados com a viabilidade e efetividade do desenvolvimento do embrido
(MARTINEZ e SOUZA, 2007).

Na tabela 3 pode-se observar os critérios recomendados pela Sociedade Internacional
de Tecnologia de Embrides (IETS) para a classificacdo morfoldgica embrionaria propostos pela
EMBRAPA Gado de Leite (Juiz de Fora — MG) 2014. Taxas apoptoticas das celulas
embrionarias também é um indicador de qualidade, assim como o numero de células
embrionarias e a expressao dos genes importantes para o seu crescimento, porém, esses métodos
sdo apenas indicadores ja que ndo podem ser realizados em embriGes vivos (DODE e
CARVALHO, 2014).

Apos selecionados os embrides ficam em cultivo, onde continuam a se desenvolver,
ocorrendo um aumento progressivo do nimero de blastdbmeros, posteriormente a compactagéo
das células mais externas e a formacdo da blastocele, sdo alguns dos processos que 0s embrides
passam para atingirem a fase de blastocisto. Blastocistos sdo conjuntos de blastdmeros bem
desenvolvidos que possuem uma camada mais exterior, o trofoblasto, um conjunto de células
em seu interior denominada embrioblasto e uma cavidade com liquido, a blastocele. O aumento
da blastocele e 0 aumento do numero total de células do trofoblasto fardo com que o BL expanda
tornando-se BX (GONCALVES et al., 2008; REECE, 2008).
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Tabela 3: Classificacdo dos embrides quanto a qualidade.

Cddigo Classificacéo Descricéo
1 Excelente ou Massa embrionaria simétrica e esférica, com blastdbmeros
bom uniformes em tamanho, cor e densidade. Estadio de

desenvolvimento adequado. Ao menos 85% do material celular
viavel, poucas células extrusas. Zona pelcida lisa.

2 Regular Irregularidades moderadas na forma, tamanho da massa
embrionaria, na cor e densidade das células individuais. Ao menos
50% do material celular viavel.

3 Pobre Irregularidades maiores na forma da massa embrionéria ou no
tamanho, cor e densidade das células individuais. Ao menos 25%
do material celular vidvel.

4 Morto ou Embrides ndo viaveis, ou com desenvolvimento parado e/ou muito

degenerado atrasado.
Fonte: Adaptado do Manual da IETS (International Embryo Transfer Society), 2010. Traduzido para o portugués.

Problemas no desenvolvimento e formacdo de embrides classe 1 ou 2 podem estar
amplamente relacionados com estresse oxidativo ligado a radicais livres. As ERO’s, radicais
livres, interagem com as biomoléculas, pincipalmente DNA e lipideos. Consequéncias dessas
interacdes sdo morte celular e peroxidacéo lipidica, assim diminuindo a qualidade dos embrides
(GONCALVES et al., 2008; REECE, 2008).

2.2. Fatores que afetam a producéo in vitro de embrides bovinos

A PIVE é um processo que esta sujeito a alteracBes bioldgicas que afetam a evolugdo
de um embrido no cultivo, causadas por fatores intrinsecos e extrinsecos (BUENO, 2008). A
PIVE pode ser afetada por uma série de fatores como: temperatura, pH, osmolaridade, tensao
de CO:; e altas tensdes de O», composicdo dos meios utilizados, exposi¢cdo a luz, entre outros
fatores. Um fator muito importante e prejudicial é a quantidade de ERO’s, que sdo produtos do
metabolismo celular natural, e que causam estresse oxidativo em ovdcitos e embrides. A alta
tensdo de O» causa danos oxidativos nos lipidios das membranas celulares, danos no DNA,
além de induzir apoptose celular. Diante de tal fato, é necesséario o controle da concentragéo de
O2 no sistema in vitro da PIVE, para ndo comprometer o desenvolvimento do embrido (SILVA
et al., 2010). Assim, o melhor ambiente atmosférico de estufa é o de baixa tensdo, utilizando
5% de Oz, 5% CO- e nitrogénio balanco, em uma temperatura de 38,5°C e umidade saturada.

A tensdo de O € mais baixa para evitar producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio,
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porém ainda ndo é muito utilizada pelo alto preco dessa técnica (NOGUEIRA, 2019; VARAGO
et al., 2008).

A clivagem dos blastdmeros e outros diversos fendmenos podem ser afetados devido a
producdo de ERO’s no sistema, 0 que acarreta o estresse oxidativo. O ponto critico do
desenvolvimento de embrides é entre 8-16 células, onde as concentragfes de espécies reativas
de oxigénio estdo aumentadas e o metabolismo da mitocondria e as concentragcdes de
antioxidantes como a glutationa, estdo diminuidas. Nessa fase também ocorre a ativacdo do
genoma embrionario, onde ocorre a substituicdo gradual da atividade transcricional materna
pela a do proprio embrido, etapa crucial para o desenvolvimento embrionario de bovinos. Por
essa razdo, melhorar o ambiente de CIV e a estruturacdo dos meios com suplementacdo de
aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento, macromoléculas e antioxidantes € uma das
estratégias usadas para aprimorar a qualidade do blastocisto produzido (GONCALVES et al.,
2008; NAGAI, 2001; NOGUEIRA, 2019,).

2.2.1. Producao de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

O estresse oxidativo é consequéncia do desequilibrio da producédo de ERO's, no sistema,
seja ela por fatores que aumentem a sua producdo ou pelo sistema in vitro possuir defesas
naturais ineficientes que neutralizem essas espécies, reforcando a importancia da utilizacéo de
antioxidantes nos meios da PIVE. Nos sistemas da PIVE o estresse oxidativo pode ocasionar
efeitos prejudiciais as células, acarretando uma baixa eficiéncia da maturacdo in vitro pelas
alteracdes e mortes celulares, e consequentemente prejudicando o desenvolvimento
embrionario, levando a baixas taxas de producdo de blastocistos (AGARWAL et al., 2005;
AGARWAL et al., 2008; FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Os radicais livres, ou ERO's, moléculas geradas naturalmente pelo metabolismo celular,
possuem fungdes importantes na transducdo de sinais intracelulares, principalmente ligadas ao
controle do ciclo celular, diferenciacdo e apoptose (SIES, 2017). Por ser um produto oriundo
das reacgdes intracelulares, produzido durante a producdo in vitro e in vivo de embrides, a
producdo de ERO s esta ligada as condi¢cdes ambientais que ovocitos e possiveis embrides estdo
submetidos (AGARWAL et al., 2005; AGARWAL et al., 2008).

A formagdo de ERO's participam de processos fisiologicos como, sinalizadores
celulares, participam de rotas de regeneracdo tecidual, foliculogénese, esteroidogénese

ovariana, processos da maturagdo ovocitéria, ovulagdo, formacéo e funcionamento de corpos
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luteos, bem como lutedlise, desenvolvimento embrionario (embriogénese), implantagdo
embrionaria, manutencdo da gestacao e inicio do parto. Por outro lado, quando produzidas em
quantidades exacerbadas no sistema pode ocasionar alteracdes e morte celular (AGARWAL et
al., 2005; AGARWAL et al., 2008).

As ERO's sdo eletronicamente instaveis, reativas a muitos compostos proximos, elas
podem causar diversas consequéncias, dependendo da sua atuacdo, agentes oxidantes que
recebem elétrons, ou de agentes redutores, que doam elétrons. A mitocondria € o principal local
de sua producédo, pelo processo de respiracao celular, envolvendo o oxigénio (Oz). Por conta da
conformacdo eletrdnica de sua camada de valéncia, 0 O retém uma alta reatividade, tal
reatividade o torna um dos principais entregadores de radicais livres, tais como o radical
superdxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH") (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; MENEZO, 2016). Isso acontece em decorréncia do metabolismo
aerdbico, onde muitas vezes o Oz que era par ser destinado a esse processo acaba interagindo
com outras moléculas relacionadas a cadeia transportadora de elétrons, tanto de processos
mitocondriais, como processos no reticulo endoplasmatico, formando radicais livres como a
hidroxila. O radical peroxido de hidrogénio e o radical superéxido também possuem natureza
citotoxicas, pois grande parte da sua conversao se da para o radical hidroxila (AGARWAL et
al., 2008; LEITE e SARNI, 2003).

2.3. Fatores que minimizam o estresse oxidativo

Como alternativas para minimizar a producdo de ERO’s, consequentemente, 0 estresse
oxidativo, a suplementacdo de antioxidantes aos meios utilizados na PIVE pode ser utilizada.
Visto que os ovocitos e embrides durante a sua produc¢do in vitro ndo possuem mecanismos de
defesa eficientes contra as ERO’s, como no ambiente in vivo, 0s antioxidantes irdo fazer essa
funcdo. Os antioxidantes atuam na manutencao do estado redugdo-oxidacédo (redox) das células,
na prevencao, contra e no reparo dos danos oxidativos. Os principais antioxidantes utilizados
na PIVE sdo a cistemanina, taurina e hipotaurina, que possuem resultados constantes de
beneficios (KITAGAWA et al., 2004; ROCHA-FRIGONI et al., 2014).

Além dos antioxidantes, a utilizacdo de fatores de crescimento como o IGF-I (Fator de
crescimento tipo insulina I) na maturacéo in vitro, pode estimular o metabolismo e crescimento
embrionario. O IGF-I -reduz os efeitos do estresse oxidativo, pois melhora a viabilidade

embrionaria, reduz taxa de apoptose, aumenta o nimero total de blastémeros, além de estimular
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0 metabolismo e desenvolvimento embrionario (KITAGAWA et al., 2004; ROCHA-FRIGONI
et al., 2014). Outro fator de crescimento que pode ser utilizado na M1V sdo os FGF's (Fatores
de crescimento de fibroblasto) que sdo naturalmente produzido pelas células da teca, que estdo
ausentes nesse processo, e atuam em processos de multiplicacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia
e apoptose celular. Esses FGF's promovem o crescimento e sobrevivéncia dos ovdcitos, além
de promover um aumento na expansao das células do cumulus (Zhang e Ealy, 2012).

Uma outra alternativa seria a diminuicao da tens@o de oxigénio utilizada na incubacéo
durante a PIVE. O sistema de cultivo em alta tensdo de oxigénio utiliza 20% de O, enquanto o
sistema de baixa tenséo utiliza 5% de O>. Como dito anteriormente, um dos fatores que podem
influenciar o ambiente de cultivo € a atmosfera gasosa, portanto altas concentracfes de Oz no

sistema podem afetar o desenvolvimento dos embrides (YUAN, 2003).

2.3.1. Uso de antioxidantes na producéo in vitro de embribes bovinos

Os antioxidantes sdo compostos principalmente por enzimas, aminoécidos, substratos
energéticos e compostos fenolicos. Eles sdo classificados como enziméticos e ndo enzimaticos,
0s quais agem como: sequestradores de ERO's e quelantes. Os “scavengers” retém os radicais
livres, promovendo controle nas concentracdes de ERO’s. Os quelantes formam complexos
com ions metélicos, portanto eles impedem suas participacfes na formacdo de ERO's,
principalmente a hidroxila (GUTTERIDGE e HALLIWELL 2000; HOSAKA et al., 2005;
LEITE, 2003).

Algumas enzimas como a superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e
glutationa redutase, peroxirredoxinas e NADPH- quinona oxidoredutase, séo exemplos de
antioxidantes enzimaticos que trabalham no equilibrio de ERO’s dentro de um sistema celular
(ANDRADE, 2010; LEITE, 2003; RIBEIRO, 2005).

Ja os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo compostos que atuam, principalmente, na
protecdo dos alvos dos processos oxidativos. Elas védo atuar na inibicdo e na eliminagdo ou
inativacdo de ERO's ou participando de processo de reparos de danos oxidativos. Alguns
exemplos dessa classificacdo sdo: acido ascorbico, tocoferol, selénio, zinco, taurinas e
hipotaurinas, glutationa, piruvato, betacaroteno, caroteno, cistina, cisteamina, L-cisteina, entre
outros (ANDRADE, 2010; LEITE, 2003; RIBEIRO, 2005).

Apols determinada a suplementacdo dos meios de MIV e CIV com compostos

antioxidantes devido a ineficiéncia das defesas do sistema in vitro contraas ERO's, é necessario
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buscar compostos antioxidantes que tenham constancia, sejam seguros e com a menor
toxicidade possivel para os ovécitos e embrides, para a utilizacdo. Outra evidéncia, que reforca
a necessidade do uso de compostos antioxidantes na PIVE, é o aumento das taxas de
sobrevivéncia pds criopreservacao, uma vez que os embrides venham a ser criopreservados em
estdgio de BL e BX. A criopreservacdo possui uma importante aplicacdo também na
preservacdo de espécies ameacgadas de extingdo, viabilizando embrides por muito tempo
(ANDRADE, 2010; FIDELIS et al., 2020).

2.3.1.1. Taurina e Hipotaurina

A hipotaurina € formada a partir da oxidacdo da cisteamina pelo radical hidroxila, ela
atua neutralizando as ERO's, e por isso ela rapidamente se torna em taurina. Além de atuar
como sequestrador de ERO’s promove uma melhoria nas taxas de blastocisto de bovinos
(MANJUNATHA, 2009). Segundo Guerin et al., 1995, o uso da hipotaurina durante o CIV
promove uma melhora nas taxas de producao de embrides bovinos.

A taurina por outro lado é frequentemente utilizada nos meios da PIVE como o de
fecundacdo in vitro. A taurina além de contribuir para o equilibrio osmético, ela possui funcao
integradora com alguns agentes citotoxicos como os aldeidos, formados da peroxidacdo
causadas pelas ERO’s (MANJUNATHA, 2009).

2.3.1.2. L-Carnitina

A L-Carnitina como um antioxidante ndo-enzimatico, atua prevenindo 0s prejuizos dos
danos oxidativos, e ajudando na beta-oxidacdo, principalmente na mitocondria. Atua também
na reparacdo de lipoperoxidacdo na membrana plasmatica, aumenta as concentracfes de
glutationa e diminui as concentracfes de ERO’s e reduz as taxas apoptéticas (MISHRA, 2016).
De acordo com Dunning et al., 2011, o uso de L-carnitina como suplementacdo durante a
maturagdo e cultivo in vitro aumenta a massa celular interna dos embrides, que esta diretamente

relacionada a qualidade embrionaria, e também aumenta o desenvolvimento embrionario.



20

2.3.1.3. Melatonina

Sendo um hormonio produzido pela glandula pineal, a melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina) é considerada um antioxidante ndo-enzimatico que atua como sequestradora
de ERO’s. Além disso, a melatonina participa na modulacdo da expressdo génica de
antioxidantes enzimaticos como a superoxido dismutase. Apesar de ser um antioxidante que
apresenta importantes beneficios como aumento da qualidade e criotolerancia embrionéria, a
melatonina ndo participa das reacdes de oxirreducéo, pois uma vez que oxidada ela € incapaz
de participar novamente, ja que ela cria produtos estaveis (RODRIGUES-CUNHA et al., 2016).
A adicdo da melatonina na maturacdo in vitro proporciona melhoras taxas de maturagéo
ovocitaria e formacao de blastocistos, além de aumentar as concentracdes de glutationa (TIAN
et al., 2014). Ja a adicdo de melatonina no cultivo in vitro proporcionou uma melhor qualidade
e desenvolvimento embrionario, consequentemente uma maior criotolerancia e sobrevivéncia

dos embribes apds aquecimento (WANG et al., 2014).

2.3.1.4. Acido ascorbico (Vitamina C)

Considerado uma vitamina hidrossoltvel e um dos mais importantes antioxidantes, a
vitamina C diminui as concentracGes de ERO's e pode até prevenir a formacéo de hidroperdxido
de lipideos nas lipoproteinas plasmaticas, promovendo uma protecdo aos danos oxidativos.
Além disso, o acido ascérbico pode proporcionar uma melhor qualidade e criotolerancia
embrionaria quando adicionado aos meios de CIV (NORDBERG e ARNER, 2001). Em alguns
trabalhos foi demonstrado que sua acdo diminuiu as concentracdes de espécies reativas de
oxigénio e impediu a formacdo de hidroperdxidos de lipideos nas lipoproteinas plasmaticas,
formados a partir da lipoperoxidacdo lipidica, promovendo uma protecdo do meio bioldgico
contra danos oxidativos (ANNAE E CREPPY, 2001; NORDBERG E ARNER, 2001)

2.3.1.5. Glutationa

Encontrada nas células dos mamiferos, a glutationa € um tri-peptideo ndo proteico (y-
glutamina-cisteina-glicina), que atua como reservatorio de cisteamina natural e atua na
regulagcdo de sintese proteicas, retirando compostos toxicos das células e na produgdo de
leucotrienos. Alem de estar envolvida no metabolismo do &cido ascorbico, em comunicagdes

intercelulares, transportes intracelulares de cobre. Por isso, a presenca de GSH tanto in vitro



21

como in vivo esté diretamente ligada ao desenvolvimento ovocitario e embrionario, ja que ela
também diminui os efeitos citotoxicos das ERO’s. A formacao da GSH esté ligada a aminoacido
ndo essenciais como glutamato, cisteina e glicina, e pode ser encontrada em duas formas: a
forma reduzida (GSH), como sua forma predominante ou na forma oxidativa (GSSG)
(LIVINGSTON et al., 2009; LUBERDA, 2005). De acordo com Urdaneta et al., 2004, o uso
de glutationa como suplementacdo do meio de maturagdo e cultivo in vitro, diminui os efeitos

citotoxicos causados pelas ERO's e aumenta as produces in vitro de embrides bovinos.

2.3.1.6. Cisteamina

A cisteamina € um importante antioxidante que atua principalmente na reducdo de
ERO’s, como a hidroxila. Ela atua também na conversao de glutationa oxidada para glutationa
reduzida e aumenta os niveis de glutationa proporcionando uma disponibilidade maior de
cisteina, um aminoacido precursor da glutationa. Ao ser oxidada pelo radical hidroxila a
cisteamina € convertida em hipotaurina, outro antioxidante. Por tanto, a utilizacdo de compostos
antioxidantes nos meios da PIVE com cisteamina pode melhorar as taxas de desenvolvimento
e de qualidade de embrido, ja que aumenta a geracao de glutationa, um importante antioxidante
na maturacgdo e no cultivo in vitro de embries bovinos (DEULEZE, 2010; LOTT, 2010). De
acordo com de Matos et al., (2002), o uso da cisteamina durante a MIV e/ou CIV promoveu

uma melhora nas taxas de blastocisto e qualidade embrionéria.

2.3.1.7. Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sdo denominados como moléculas que possuem um grupo
fenol, um anel aroméatico com pelo menos um grupo hidroxila, em sua composicao. Podendo
ser denominada como polifendis quando possuirem mais de um grupo fenol em sua cadeia.
Esses compostos podem ser extraidos e encontrados em diversas plantas e frutos, sendo
responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma das folhas, frutos e flores (PELEG et al., 1998 e
LEOPOLDINI, 2011).

As propriedades desses compostos conferem como antioxidantes, inibidores da
oxidacdo lipidica e contra a proliferacdo de fungos. Podendo ser encontrados em alimentos
como a uva (vinhos), azeitona, café, cha, graos e cereais geralmente (PELEG et al., 1998). Os
compostos fendlicos podem ser divididos em quatro grupos: acidos fenolicos, estilbenos,

ligninas e flavonoides. Sendo os flavonoides o maior grupo e tendo o maior poder antioxidante,
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eles conferem em sua composi¢do uma alta capacidade de doar elétrons e &tomos de hidrogénio
para os radicais livres, além de possuirem uma atividade quelante de ions metalicos, o que
impede a formacdo de radicais livres como a hidroxila, principalmente (BRAVO, 1998).

De acordo com Sovernigo et al., 2017, a adi¢é@o de quercetina (flavonoide) e a adicdo de
resveratrol (estilbenos), na maturacéo in vitro, reduziu significativamente a producéo de ERO's
no meio bioldgico. J& de acordo com Wang et al., 2013, a suplementacdo de flavonoides
extraidos do cha verde, na maturacdo e no cultivo in vitro, reduziram as taxas de células
apoptoticas e aumentaram transcritos de enzimas do sistema antioxidante, além de aumentares

as taxas de gestagéo de bovinos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O uso de antioxidantes na producdo in vitro de embrides bovinos € imprescindivel, visto
todos os beneficios que ele promove com o objetivo de melhorar as condi¢Ges do sistema in
vitro para os ovocitos e embrides, consequentemente podendo aumentar as taxas de embrides e
melhorar a qualidade embrionaria.

Porém, apesar de todos 0s avancos e estudos sobre o uso de antioxidantes na producgao
in vitro de embrides bovinos, ainda é necessario a realizacdo de mais estudos sobre as vias de
utilizacdo e as concentragdes dos componentes, bem como a busca de novos compostos

antioxidantes seguros para a utilizacdo na PIVE de bovinos.
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