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Resumo

FONSECA, Victor C. P. Biotecnologias da Reproducao Animal: maturagéo e
vitrificacdo de odcitos, PIV e clonagem. 2012. 47f. Trabalho de Conclusdo de
Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

O estégio curricular supervisionado ocorreu no Laboratério de Reprodugdo Animal
(LRA) da Embrapa Cenargen, localizada no municipio de Brasilia — DF,
transcorrendo de abril a junho de 2012, sob a orientagéo da Prof2. Drd. Margot Alves
Nunes Dode. O estagio foi focado na area de Biotecnologias da Reproducédo Animal,
possibilitando a realizacdo e o acompanhamento de diversas técnicas desta area em
bovinos e atividades relacionadas ao assunto, como aspiracdo folicular de ovarios,
PIV de embriBes bovinos, avaliacdo dos embrides cultivados in vitro, coloracédo de
o0citos para avaliacdo de maturacdo nuclear, coloracao de embrides para contagem
de células, dissecacdo de ovarios para obtencdo de foliculos ovarianos,
acompanhamento de vitrificacdo de odcitos, acompanhamento de clonagem por
transféncia nuclear de célula somética e participacdo no Journal Club. Além disso,
foi escrita uma breve revisdo sobre a maturacdo de odcitos bovinos, com énfase em
retencdo meidtica para 0 aumento da competéncia oocitaria e consequentemente da
taxa de embrides.

Palavras-chave: AMPc, aspiracéo folicular, FIV, embrides, cultivo, bovino, coloracéo.



Abstract

FONSECA, Victor C. P. Biotecnologias da Reproducao Animal: maturagéo e
vitrificacdo de odcitos, PIV e clonagem. 2012. 47f. Trabalho de Conclusdo de
Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

The internship occurred in the Laboratério de Reproducédo Animal (LRA) of Embrapa
Cenargen, located in Brasilia — DF, spending from April to June of 2012, under the
supervision of Prof. Dr. Margot Alves Nunes Dode. The internship was focused in the
area of Biotechnology of Animal Reproduction, enabling the execution and following
of various techniques in this area in bovines and activities related to the subject, such
as ovarian follicular aspiration, IVP bovine embryos, evaluation of embryos cultured
in vitro staining of oocytes for evaluation nuclear maturation, staining of embryos for
cell count, dissection of ovaries to obtain ovarian follicles, observation of oocyte
vitrification and observation of cloning by somatic cell nuclear transfers, and
participation in Journal Club. In addition, a brief review on maturation of bovine
oocytes, with an emphasis on retention of meiosis to increase the competence of
oocytes and consequently the rate of embryo.

Keywords: AMPc, follicle aspiration, IVF, embryo cultivation, bovine, staining.
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1 INTRODUCAO

O Estagio Curricular foi realizado no periodo de 16 de Abril a 20 de Junho de
2012, junto ao Laboratério de Reproducdo Animal do Prédio de Biotecnologia,
localizado na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Embrapa Cenargen) (Figura 1), na cidade de Brasilia-DF. Totalizando

360 horas de estagio curricular.

Figura 1. Embrapa Cenargen.
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No Laboratério de Reproducdo Animal (LRA) da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia a producéo in vitro de embrides (PIV) é utilizada em
varias pesquisas visando o aprimoramento, 0 monitoramento e o emprego desta
técnica para o suporte a outras biotécnicas como a maturacéo oocitaria, fecundacéo,
desenvolvimento embrionario, criopreservacdo de odcitos, avaliacdo in vitro da
fertilidade de touros, sexagem de sémen, injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides, clonagem e transgenia.

Os estudos sobre PIV pelo LRA tiveram inicio em 1990 e, jA em 1994 a
equipe de seus cientistas e colaboradores obteve o primeiro produto gerado in vitro.
Em 1996 nasceram o0s primeiros terneiros por aspiracdo folicular associada a
fertilizac@o in vitro (FIV), e em 2000 um produto obtido in vitro a partir de odcito
procedente de puncao folicular de uma fémea pré-pubere com trés meses de idade
(EMBRAPA/CENARGEN, 2010).

Durante o periodo de estagio no Laboratério de Reproducdo Animal, foram
desenvolvidas atividades como manutencéo e esterilizagcdo de materiais utilizados
nas rotinas do laboratério, preparo de solucdes, aspiracdo folicular de ovarios
oriundos de abatedouros com auxilio de bomba a vacuo, PIV de embrides bovinos,
avaliacdo dos embrides cultivados in vitro, coloracdo de odcitos para avaliacdo de
maturacdo nuclear, coloracdo de embribes para contagem de células, dissecacao de
ovarios para obtencédo de foliculos ovarianos, acompanhamento de vitrificacdo de
o0citos, acompanhamento de clonagem por transféncia nuclear de célula soméatica e
participacdo no Journal Club onde foram apresentados artigos sobre o reproducéo,

epigenética e transgenia animal.



2 OBJETIVO

O estagio foi realizado a fim de aprimorar os conhecimentos técnicos e
cientificos sobre o tema reproducdo animal em bovinos, gerando qualificacdo e

capacitacao profissional para a atuacao nesta area.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Maturacao oocitaria

3.1.1 Introducéao

A meiose é o0 processo pelo qual células germinativas diploides dividem-se
para produzir gametas hapléides para a reproducdo sexual (COHEN & POLARD,
2001).

Odcitos de mamiferos ficam retidos em préfase | da meiose durante a vida
fetal. O reinicio da meiose no odcito ocorre in vivo, em resposta ao aumento de
gonadotrofinas ou in vitro, em resposta a retirada do odécito do ambiente folicular
(WEHREND & MEINECKE, 1998).

A foliculogénese, por sua vez inicia-se com a formacdo dos foliculos
primordiais, quando uma Unica camada de células pavimentosas (células pré-
granulosas) se posiciona em torno do odcito primario em torno de 90 dias de
gestacdo em bovinos (MEYES, 2002). Esta estrutura tem em torno de 40um de
diametro, contendo um odécito de cerca de 30um (PICTON, 2001). Em seguida,
essas células passam por mudancas e tornam-se cubdides (células da granulosa)
dando origem ao foliculo priméario. Posteriormente, inicia-se a formacdo das gap
junctions (juncdes comunicantes) entre as células da granulosa e o oécito. Cerca de
210 dias de gestacao, as células foliculares multiplicam-se por mitose e origina o
foliculo secundario, apresentando pelo menos duas camadas de células da
granulosa e oocito de 50-60 um (HYTELL, 1997). A formacdo de uma cavidade
(antro) preenchida com um liquido é caracteristica dos foliculos antrais. O liquido do

antro serve como uma importante fonte de substancias regulatérias derivadas de
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secrecBes das células foliculares, como esterbides, enzimas, proteinoglicanas,
lipoproteinas e fatores de crescimento. Odcitos podem alcancar cerca de 120 um em
foliculos antrais, com capacidade de retomar a meiose. Em bovinos a competéncia
meiotica é adquirida em foliculos com cerca de 3mm e odcito de 110 um. (VAN DEN
HOURK & ZHAO, 2005).

A fase de crescimento do odcito ndo caracteriza-se apenas pelo aumento de
seu tamanho, mas também pelo aumento na quantidade de organelas e pela
modificacdo da distribuicdo e morfologia das mesmas (HYTELL, 1997). O odcito
também sintetiza ativamente e armazena RNA (acido ribonucléico) e proteinas
essenciais para a futura maturacdo, fecundagcdo e inicio do desenvolvimento
embrionario.

A etapa que corresponde a fase final de crescimento e inico da maturacao in
vivo ap6s o aumento da frequéncia dos pulsos de LH (Horménio Luteinizante)
denomina-se capacitacdo oocitaria (HYTELL, 1997). Nesse periodo, onde a sitese
de RNA praticamente € cessada, ocorrem modificacdes ultraestruturais para a futura
aquisicdo da competéncia do odcito e desenvolvimento de um embrido viavel.
Define-se como maturacdo oocitaria o periodo posterior ao aumento dos pulsos de
LH, quando o odcito retoma a meiose e passa por diversas modificacées que o torna
apto a ser fecundado por um espermatozdéide. A complexidade de eventos
relacionados durante a maturacao do odcito depende néo s6 da correta dinamica da
separacdo dos cromossomos na maturacdo nuclear, mas também da distribuicdo
das organelas citoplasmaticas e do acumulo de RNAm, proteinas e fatores de

transcricdo, necessarios para que o processo se realize (FERREIRA et al., 2008).

3.1.2 Maturacdo nuclear e citoplasmatica

A maturacdo nuclear e a maturacao citoplasmatica, apesar de serem eventos

distintos, sdo processos interligados e que ocorrem de modo simultdneo em

determinados momentos. Neste sentido considera-se a maturagdo um ponto chave
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na PIV, pois o odcito depende da aquisicdo da competéncia para que possa
prosseguir nas etapas subsequentes (FIV e CIV).

A maturacdo nuclear caracteriza-se pelo processo de reversao do primeiro
bloqueio meibtico e progride até metafase II (MIl) (MINGOTI, 1995). In vivo, a
retomada da meiose € iniciada pelo pico pré-ovulatério, com o pulso de LH e ocorre
apenas em oocitos totalmente competentes de foliculos dominantes. Apds o periodo
pré-ovulatoério, as células do cumulus que envolvem o o6cito possuem projecdes que
penetram a zona pellcida (ZP) até o citoplasma, que sdo as gap juntions, onde
comecam a perder a comunicdo celular, levando a uma série de modificacbes no
odcito (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

A maturacdo nuclear € marcada pela quebra da vesicula germinativa — VGBD
(do inglés, vesicle germinal break down), condensacdo dos cromossomos, incluindo
consecutivas divisbes — metafase | (Ml), anafase | (Al), tel6fase | (TI), completando a
primeira divisdo meibtica, passando rapidamente para MIl da segunda divisdo
meidtica, havendo novamente o bloqueio do ciclo celular até a fecundacéo (SIRARD,
2001).

Na maturacdo citoplasmatica ocorrem processos altamente complexos que
envolvem varios eventos simultdaneos, como a sintese de proteinas, modificacdes
moleculares, migracdo e reorganizacdo de organelas. E bem estabelecido que
foliculos respondem ao pico pré-ovulatério de LH, com mudancas na producédo de
esterdides pelas células da granulosa, antes predominantemente estrogénica para
um ambiente progesterdnico e com a producao de &cido hialurénico pela células do
cumulus, que leva a mucificacdo e expansdo das mesmas, acompanhado do
rompimento das junc¢des gap (VAN DEN HOURK & ZHAO, 2005).

Marcantes alteracBes na sintese de proteinas especificas sdo observadas no
oocito bovino. Durante essa etapa, uma complexa cascata de fosforilacdo e
desfosforilacdo € envolvido na regulacdo da retomada da meiose. Durante esse
periodo observa-se a fosforilacdo do AMPc e aumento dos niveis de calcio. Durante
0 pico de LH, que ndo observa apenas a rapida reducdo do AMPc, mas tambéem

estimula um aumento intracelular de calcio nas células da granulosa e células do
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cumulus, que ativa a fosfolipase C, um derivado do colesterol que rapidamente se
transforma em fosfatoinositide e, que por hidrélise, produz o inositol trifostato (IP3).
A mobilizacdo de calcio é precedida pelo influxo de célcio do ambiente extracelular
(VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). O pico de LH induz a alta frequéncia dos sinais
de célcio

Durante a maturacao citoplasmatica, observa-se um aumento na atividade
das proteinas quinases. A proteina denominada de fator de promocéo da maturacao
(MPF) é responsavel pelo inicio da maturacdo, atuando de forma que assegure que
o ciclo celular prossiga de forma correta. (ARRIS, et al., 2000). O MPF é formado por
duas subunidades, a ciclina B, subunidade regulatéria, e a cdc — 2, subunidade
catalitica. (VAN DEN HOURK & ZHAO, 2005). Em odcitos imaturos, o MPF mantém-
se com baixa atividade. Na retomada da meiose, torna-se ativo, atingindo atividade
méaxima em MI. Sua inativacdo em MII é induzida pela fecundacdo e é necesséria
para que ocorra o desbloqueio da meiose e sua conclusdo (MEINECKE, 2002). O
MPF ativo € capaz de fosforilar as proteinas que formam o envelope nuclear,
condensacdo dos cromossomos e reorganizacdo do citoesqueleto. (VAN DEN
HOURK & ZHAO, 2005). Essa ativagdo é um processo “two-steps”, envolvendo a
desfosforilacdo da treonina 14 e residuos da tirosina 15. O que desencadeia a
ativacdo do MPF parece ser a concentragdo de AMPc no complexo cumulus —
oocito. Uma vez ativo, o MPF desencadeia os eventos observados na maturacao
nuclear WEHREND & MEINECKE, 1998).

Véarias enzimas sao coordenadas de modo a controlar a maquinaria de
traducdo de sinais extracelulares para o ambiente intracelular, de forma a estimular
os efeitos mitogénicos. Um grupo dessas enzimas € proteina quinase ativadora de
mitdbgenos (MAPK) (WEHREND & MEINECKE, 1998). Ela atua na fosforilacdo de
diversos substratos, incluindo fatores de transcricdo e proteinas do citoesqueleto
(BLENIS, 2004). Pelo fato dessas proteinas serem ativadas por sinais
extracelulares, as suas principais isoformas sdo chamadas de quinase regulada por

sinal extracelular (ERK 1 e ERK 2), que séo ativadas com a proximidade da VGBD,
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em odcito bovino (KUBELKA et al., 2000), sugerindo que a MAPK néo é requerida
no inico da meiose, mas é essencial em eventos pés — VGBD (KANO, 2000).

E bem estabelecido que o Trifosfato de Adenosina (ATP) € necessario para
viabilizar diversas funcbes celulares, incluindo motilidade e regulagdo da
sobrevivéncia celular. A funcdo do ATP na aquisicdo de competéncia do odcito foi
analisada em diversas espécies como bovinos (STOJKOVIC et al., 2001) e
camundongos (VAN BLERKONM et al.,1995), demonstrando que o nivel de ATP pés
MIV é maior em odcitos de melhor classificacdo do que naqueles de classificacao
inferior.

A concentracdo de AMPc intraoocitario desempenha um papel importante na
manutencdo da meiose na fase de dipléteno (THRIPATI et al., 2010), sendo que o
reinicio da meiose estd associado a reducdo da sua concentracdo. No decurso da
maturacdo de odcitos, a enzima adenil ciclase (AC), quando ativada transforma o
ATP em AMPc que mantém a retencdo meidtica, por ativar a proteina quinase
(PKA). Existe uma hipétese que a transferéncia continua de AMPc das células da
granulosa para o 00cito via gap junctions mantém a retencao da meiose (CHAUBE,
2002). No entanto recentemente foi reportado que a concentracdo de AMPc
intraoocitario € suficiente para a retencdo da meiose (VACARI et al., 2008). A
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) também atua como um importante sinalizador
inibitério para a retencdo da meiose (TRIPATHI et al., 2010). O GMPc passa das
células da granulosa e do cumulus para o o04cito via juncdes gap, onde inibe a
hidrolise do AMPc pela fosfodiesterase do tipo 3 (PDE3A). O envolvimento da
proteina G estimuladora (Gs) e do receptor de proteina G acoplada (GPRC) da AC,
possuem um papel mediador na producdo de AMPc intraoocitario (MEHLMANN et
al., 2002). Concentragdes intracelulares de AMPc tém se mostrado ser o regulador
das gap junctions em varios tipos celulares (SHU et al., 2008). Em odcitos bovinos, o
AMPc intraoocitario possui um papel fisiolégico nas gap junction, mediando a

comunicacao bidirecional entre odcito e células do cumulus (LUCIANO et al., 2004).



21

Outro fator determinante dos niveis de AMPc intraoocitario, e assim
inativando a retencdo meibtica é a fosfodiesterase (PDE), responsavel pela
degradacdo do AMPc no odcito por hidrolise. O oécito possui a PDE — 3, uma
potente enzima que hidrolisa o0 AMPc (GILCHRIST, 2011). A inibicdo da PDE — 3
que é expressa especificamente em odcitos, bloqueia completamente a maturagcéo
in vivo e in vitro de odcitos, ao contrario da PDE — 4, que é especifica para as

células da granulosa, ndo exercendo efeito sobre o o6cito (THOMAS et al., 2003).

3.1.3 Retencédo meidtica

Uma possivel estratégia para melhorar o resultado da maturacdo in vitro é
manter os oécitos meioticamente retidos por um periodo mais prolongado de tempo
ao invés de permitir que os mesmos sofram a quebra da vesicula germinativa
(VGBD) logo ap6s serem aspirados do foliculo (QUETGLAS, 2007). Esse periodo de
“cultura de pré-maturacdo" daria ao o0cito mais tempo para sofrer alteracdes
citoplasmaticas que poderiam melhorar a sua competéncia e capacidade de
desenvolvimento.

A inibicdo da retomada da meiose tem sido sugerida como uma estratégia
para que os o6citos adquiram um tempo adicional para sofrerem modificacfes
necessarias para aquisicdo de competéncia (LONERGAN et al., 2000). Portanto,
esse tempo adicional possibilitaria uma melhor sincronizacdo entre os processos de
maturacdo nuclear e citoplasméatica, com o objetivo de maximizar a producdo de
embribes (LE BEAUX et al, 2003). Sabe-se que in vivo, a presenca das
gonadotrofinas leva inicialmente a um aumento e posteriormente uma diminui¢cao do
AMPc intraoocitario e com isso a retomada da meiose, fato este que ndo ocorre na
maturagcdo in vitro (RODRIGUEZ & FARIN, 2004). A adicdo de LH e horménio
foliculo estimulante (FSH) em meio de maturagdo promovem uma melhora na
expansdo das células do cumulus, induzem a retomada da meiose e, portanto

facilitam a fecundacéo.
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Estudos tém mostrado que € possivel simular o que ocorre in vivo, utilizando
substancias quimicas e obtendo um aumento considerdvel na producdo de
blastocisto. Albuz et al. (2010), simularam a maturacdo fisiolégica do odcito,
utilizando os inibidores da meiose Forskolin e IBMX em bovinos e em camundongos,
e obtiveram uma melhora na taxa de blastocistos com aumento substancial na taxa
de implantacdo. O AMPc pode ter seus niveis elevados pela adicdo, no meio de
maturacado, de substancias como analogos do AMPc, como dibutril AMPc, ativadores
da adenilato ciclase, como FSH e forskolin e inibidores da PDE, como inibidores néo
especificos, o Isobutil — metilxantina (IBMX), o PDE- 3 especifico, a cilostamida ou
milirone e PDE — 4 especifico, o rolipram. (GILCHRIST & THOMPSON, 2007).
Resultados positivos tém sido obtidos utilizando em conjunto ativadores da adenil
ciclase com inibidores da PDE nédo especifico, de forma a retardar a VGBD ao
mesmo tempo em que estende a duracdo das jun¢cBes gap do odcito e células do
cumulus durante a fase da retomada da meiose (ALBUZ et al., 2010).

Forskolin, um estimulador reversivel da subunidade catalitica da guanilato
ciclase, tem sido utilizado para aumentar o AMPc em od6citos de hamster
(RASCOWSKY, 2005), bovinos e camundongos (ALBUZ et al., 2010). Da mesma
forma, o Isobutil metilxantina (IBMX), receptor ndo especifico de fosfodiesterases,
induziu uma retencdo meidtica e promoveu uma maior competéncia para atingir o

estagio de blastocisto (RODRIGUEZ & FARIN, 2004; OLA et al., 2007).

3.1.4 Conclusao

A partir do uso de substancias quimicas, para a suplementacdo de meios de
maturacdo, que causam efeitos intracitoplasméaticos como a retencdo da meiose, é
possivel obter uma maior competéncia do o0cito, e consequentemente aumentar as
taxas de Dblastocistos produzidos in vitro. Com este avanco na tecnologia de
producdo de embrides in vitro, torna este método mais rentavel ao ponto de vista

econdmico e cientifico, alavancando a aplicacdo da técnica em maior escala por sua
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acessibilidade de valor, e também o namero de trabalho publicados em pesquisas

gue dependem de grande quantidade de embrides para serem efetivadas.



4 RELATORIO

4.1 Producdo in vitro de embrides (PIV) bovinos

4.1.1 Introducgéo

Embrides produzidos in vitro sdo aqueles obtidos pela manipulacdo de
gametas, fora do organismo materno, ou seja, em condi¢cdes laboratoriais.
Atualmente, face a consideraveis avancos cientificos, essa tecnologia consiste na
combinacdo de varios processos interdependentes, que vdo desde a obtencdo de
od6citos imaturos (aspirados diretamente dos foliculos ovarianos por puncao folicular
- agulha acoplada a uma sonda transvaginal) a transferéncia dos embrides para as
fémeas receptoras (barrigas de aluguel), passando pelas etapas de maturacéo e
fecundacdo in vitro dos o6citos e cultivo in vitro dos embrides
(EMBRAPA/CENARGEN, 2010).

A PIV é uma biotécnica utilizada alternativamente para acelerar a producao
de animais geneticamente superiores, possibilitando a utilizacdo de bezerras pré-
puberes, vacas em inicio de gestacdo, vacas com subfertilidade adquirida e vacas
senis, e impedir através da técnica de ovum pick-up (OPU), o descarte precoce de
fémeas geneticamente privilegiadas, incapazes de reproduzirem de forma natural
(GONCALVES et al., 2002).

A PIV também é uma técnica fundamental para o uso de todas as novas
biotécnicas de reproducdo animal, pois através do estabelecimento desta, técnicas
como a clonagem por transferéncia nuclear (SCNT), a injec&o intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) e a transgenia podem ser aprimoradas e utilizadas, além de

tornar possivel a producdo de embrides pré-sexados e embrides ou zigotos em
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varios estagios de desenvolvimento, para o estudo de transgénese e clonagem.
Atualmente, também tem sido utilizada para avaliar o potencial reprodutivo de
touros, avaliando com mais precisao a fertilidade do reprodutor. Apesar dos avangos
ocorridos nos ultimos anos nessa biotécnica, a utilizagdo comercial da PIV ainda
esta limitada ao seu elevado custo, e vai depender do balanco entre o meérito
genético do produto (terneiro) e o custo de sua producdo (EMBRAPA/CENARGEN,
2000).

E possivel resumir algumas aplicaces da PIV que se enquadram a todas as
espécies de animais domésticos: obter uma maior quantidade de embrides em
menor periodo de tempo; obter um grande niamero de embrides para experiéncias
gue visam a obtencdo de animais transgénicos; estudar alguns mecanismos ainda
desconhecidos da maturacdo oocitaria, da capacitacdo espermatica e da
fecundacdo propriamente dita; testar in vitro a fertilidade potencial de machos
utilizados em programas de melhoramento genético; determinar novos meios e
cultivos celulares para incrementar a producédo de bons embrides; abrir espago para

trabalhos cientificos e iniciagdo de novos pesquisadores.
4.1.2 Etapas da PIV
A PIV envolve a aspiragao folicular, maturacao in vitro, fecundagéo in vitro e o

cultivo de embrides. A Figura 2 representa todas as etapas desenvolvidas durante a

PIV.



Chegada dos ovarios

|

Aspiracgéo dos foliculos

Rastreamento dos odcitos

Selecédo dos odcitos

Maturacao
(24h)

Fecundacéo
(18h — DO)

Cultivo
(D1-D8)

Avaliacdo de clivagem
(D2)

Avaliacdo embrionéria
(D6, D7 e D8)

Figura 2. Etapas desenvolvidas durante a producéo in vitro de embrides bovinos.
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4.1.2.1 Aspiracao folicular

Os odcitos para PIV podem ser obtidos por diferentes métodos: in vitro,
através de aspiracao folicular de ovarios oriundos de vacas abatidas; in vivo através
da OPU, utilizando uma agulha acoplada a uma sonda transvaginal.

Apesar dos ovarios obtidos em abatedouros ndo serem de matrizes de
elevado mérito genético, sdo uma importante fonte de odcitos para serem utilizados
na pesquisa.

No Laboratorio de Reproducdo Animal do Cenargen os ovarios foram obtidos,
rotineiramente, de vacas abatidas em frigorificos da regido. Apos a coleta, os ovarios
foram transportados até o LRA em recipiente de vidro estéril, contendo solucéo
salina (0,9%) suplementada com sulfato de estreptomicina e penicilina sddica, uma
vez que 0s odcitos sdo sensiveis a mudancas de temperatura, o recipiente contendo
os ovarios foi acondicionado em uma caixa térmica com agua a 32-35°C. Essa
temperatura foi checada antes, durante e depois do transporte.

Ao chegar no laboratdrio os ovarios foram lavados com solugéo salina estéril
previamente aquecida. Apos a solucdo salina ser trocada, o recipiente foi colocado
em um banho-maria para manter a temperatura desejada até o fim da aspiracao.
Este banho-maria ficava dentro de um fluxo laminar horizontal onde ocorria a
aspiracao folicular.

A aspiracdo dos foliculos foi realizada com escalpes 18G, utilizando uma
bomba a vacuo (10-15mL/min), sendo o liquido depositado em tubos de 15mL
(Figura 2), aguardando 10min para sedimentacédo dos odcitos. Apds acabar o tempo
de sedimentacédo os tubos tinham o sobrenadante retirado e centrifugado em outros
tubos, para torna-los limpos e serem dispostos em placas de Petri com tamanho de

96x21mm junto com o pellet contendo os odcitos.
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Figura 3. Aspiracéo folicular com bomba a vacuo.

4.1.2.2 Rastreamento e selegcdo de o6citos

ApGs o pellet contendo os odcitos ser colocado na placa de Petri junto com o
liquido folicular, o rastreamento foi realizado sobre placas aquecedoras em uma
lupa estereomicroscoépica, em fluxo laminar horizontal (Figura 3). Os o006citos
encontrados foram colocados em placas de Petri de 40x12mm contendo meio de

manutenc¢ao, soro fetal bovino (SFB) e antibiético, para posterior selecgéo.
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Figura 4. Fluxo laminar horizontal com lupas estereoscépicas e placas aquecedoras, onde foram

realizadas as manipulagc@es no laboratério.

Os oocitos foram selecionados de acordo com a qualidade, avaliando
uniformidade do citoplasma e a quantidade e aparéncia das células do cumulus.

Existem diversas categorias para classificagdo de odcitos, as quais variam
segundo os autores e sdo importantes para fins cientificos e controle de qualidade.

Leibfried et al. (1979), descreveram os critérios para a selecdo de odcitos, que
estdo dispostos a seguir:

a) Grau I: Cumulus compacto, contendo mais de trés camadas de células.
Citoplasma com granulacbes finas e homogéneas, de coloragdo marrom,
preenchendo o interior da zona pellcida.

b) Grau Il: Cumulus compacto parcialmente presente ou com menos de trés
camadas celulares rodeando completamente o od6cito. Citoplasma com

granulacdes distribuidas heterogeneamente.
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c) Grau lll: Cumulus expandido. Citoplasma contraido, com espaco entre a
membrana celular e a zona peldcida.
d) Grau IV: Odécito sem cumulus (desnudo).
Apés a selecdo dos odcitos, estes foram colocados em gotas de meio de
maturacdo para lavagem antes de serem colocados nas gotas da placa de

maturacao previamente preparada e estabilizada.

4.1.2.3 Maturacgéo in vitro

A maturacdo do odécito é essencial no processo de PIV, pois é onde ele
adquire capacidade para ser fecundado posteriormente. Portanto, a maturacao dos
odcitos depende da eficiéncia do método de coleta e, principalmente, dos meios e
meétodos de maturacéo in vitro (PALMA et al., 2001).

Quando os o6citos sao retirados de foliculos terciarios e cultivados in vitro, a
maturacdo ocorre tanto no nucleo quanto no citoplasma. Somente o006citos com
maturacdo nuclear e citoplasméatica podem ser fecundados. A primeira modificacao
visivel do ndcleo é a condensacdo da cromatina e a dissolucdo da membrana
nuclear, processo conhecido como ruptura da vesicula germinativa (PALMA et al.,
2001).

A maturacdo do odcito esta ligada a uma série de mudancas estruturais e
bioquimicas que tornam o gameta feminino apto para ser fecundado e ter
desenvolvimento embrionéario subseqiente. In vivo, esse processo tem inicio com o
pico pré-ovulatério de horménio luteinizante (LH) (GONCALVES et al., 2002).

A maturacdo é realizada a partir do uso de meio de cultura de tecido,
suplementado com soro fetal bovino (SFB) e gonadotrofinas em atmosfera com 5%
de CO, e temperatura de 39°C. Fazem-se gotas de 200uL de meio de maturacéo,
cobertas com Oleo mineral, e estabilizadas na estufa por pelo menos duas horas

antes de colocar de os od6citos (25-30 por gota).
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O SFB é utilizado como fonte protéica. O soro junto com a albumina bovina, €
0 complemento organico muito importante dos meios, levando a uma perfeita
expansao do cumulus e maturacéao do odcito.

A funcdo das gonadotrofinas FSH (horménio foliculo estimulante) e LH é
assegurar niveis semelhantes aos existentes in vivo, proporcionando condi¢cdes
adequadas para uma perfeita fecundacdo e desenvolvimento embrionario
(GONCALVES et al., 2002).

Apols a selecao efetuava-se a transferéncia dos odécitos da placa contendo o
meio de manutencdo para a placa contendo o meio de maturacéo, retornando o
mais breve possivel para a estufa, a fim de evitar alteracdo de pH, o que poderia
prejudicar a viabilidade dos odcitos.

Depois de 20-24 horas de incubac¢do, os odcitos tornam-se completamente
maturados, com expulsdo do primeiro corpusculo polar e estdo prontos para a

fecundacao.

4.1.2.4 Fecundacao in vitro

A fecundacdo resume o0s eventos iniciados pela penetracdo do
espermatozoide através dos diferentes revestimentos celulares e néo celulares que
rodeiam o odcito e culminam com a formacdo dos pré-ndcleos. E uma reacdo em
cascata, desencadeada pela passagem do espermatozoéide pela zona pellcida,
penetracdo na membrana plasmatica e seu alojamento no interior do citoplasma
oocitario (PALMA et al., 2001).

Para a realizacdo da fecundacédo in vitro sdo necessarios a separacao e a
capacitacdo espermatica. Isto é feito através da remocdo dos fatores
decapacitantes, derivados das vias genitais masculinas e da interacdo das células
espermaticas com os chamados “fatores capacitantes”, que se encontram no trato
genital feminino. Para a capacitacdo, ocorrem modificacdes bioquimicas e
estruturais que levam a eliminagcdo de componentes aderidos a membrana do

espermatozoide, modificacdo da composicdo lipidica da membrana plasmatica,
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aumento da permeabilidade aos ions de Ca'", modificacdo do pH interno e um
incremento na permeabilidade e no metabolismo celular. Todas estas modificagoes
levam a reagdo acrossGmica cuja ativacdo prematura € evitada pelos mesmos
fatores que regulam a capacitacao (PALMA et al., 2001).

Para capacitacdo in vitro, emprega-se a heparina, a qual desencadeia a
capacitacdo, finalizando a reacdo acrossémica e permitindo a penetracdo do
espermatozoide através da zona pelicida (PALMA et al., 2001) e o PHE
(Penicilamina, hipotaurina, epinefrina) que tem a finalidade de aumentar a atividade
espermatica e facilitar a sua penetracdo, incrementando os indices de fecundacao
(GONCALVES et al., 2001). Estes agentes responsaveis por capacitar 0s
espermatozoides sao incluidos no meio de fecundacao.

A técnica de separacdo espermatica tem a finalidade de remover os
espermatozdides mortos, 0s crioprotetores e recuperar a maioria dos
espermatozdides moéveis sem produzir alteracdes esperméticas. Além disso, deve
permitir o controle da concentracdo e volume final da suspensdo espermatica
(GONCALVES et al., 2001).

A técnica utilizada para a separagcdo dos espermatozoéides vivos dos demais
componentes do sémen e dos crioprotetores no LRA do Cenargen foi a técnica do
gradiente Percoll, no qua utilizava-se um eppendorf com uma solu¢cdo contendo
90% de Percoll ao fundo e 45% de Percoll na superficie.

Primeiramente, descongelava-se a palheta de sémen em banho-maria a 37°C
por 30 segundos e vertia-se o conteido da palheta em um eppendorf. Do contetudo
deste eppendorf, 5uL foram colocados em uma lamina para avaliacdo de motilidade
e vigor para saber se a utilizagcdo do sémen era viavel. O restante do sémen foi
pipetado e colocado dentro do eppendorf contendo o gradiente de Percoll. Este
eppendorf foi centrifugado por 5 minutos a 5000x g. O sobrenadante produzido por
esta centrifugacgéo foi descartado e o pellet foi colocado em um eppendorf contendo
uma solucéo para ser lavado. Mais uma vez o tubo eppendorf foi centrifugado nas
mesmas condi¢cdes. Enquanto a centrifugacdo ocorria, 0s o0citos maturados foram

transferidos da placa de maturagéo para a placa contendo as gotas com meio de
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fecundacdo suplementadas com heparina e PHE. Apds a centrifugagdo, o
sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em propor¢des iguais de
meio de fecundagcdo. Novamente S5uL do sémen ressuspendido tém sua motilidade e
vigor avaliados. Outros 5uL sao misturados a 95uL de agua, e desta mistura sédo
retirados 10uL para fazer a contagem de células na camara de Neubauer. A dose

inseminante é calculada a partir da formula disposta na Figura 4.

Dose inseminate = __Vol. Gota uL + Quantidade que falta para 100% de

motilidade

Figura 5. Férmula utilizada para calcular a dose inseminante.

O volume da dose inseminante é colocado nas gotas da placa de fecundacédo
com os odécitos em uma concentracdo final de 1 X 10° espermatozéides/ml.
Espermatozéides e odcitos ficam co-incubados por 18 horas. O dia da fecundacéo é

considerado como o dia 0 (DO).

4.1.2.5 Cultivo in vitro

Os meios de cultivo sdo de extrema importancia para o desenvolvimento
embrionario, portanto o aspectos béasicos que sao buscados nestes sdo: o0
desenvolvimento de meios de cultivo que atendam as necessidades metabdlicas
dos embrides durante seu desenvolvimento e que evitem em sua composicdo as
células sométicas, pois estas, apds o quarto dia de cultivo, comecam a competir com
os embrides (PALMA et al., 2001).

Para que se chegasse ao desenvolvimento embrionario dos dias atuais, foi
preciso conhecer as necessidades bioquimicas dos embries, durante seu
desenvolvimento até o estagio de blastocisto, tanto in vivo quanto in vitro . Foram
estudadas as caracteristicas bioquimicas do meio, as quais variavam com 0 tempo
de cultivo, indicando a existéncia de uma completa interacdo entre 0 metabolismo

embrionario e os substratos do meio (PALMA et al., 2001).
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A fonte de energia dos embrides durante seu desenvolvimento in vitro, se
baseia na fosforilagdo oxidativa, através da oxidacdo do piruvato e aminoacidos,
durante os trés primeiros dias do desenvolvimento embrionéario e da glicose durante
0s proximos trés a quatro dias. Os aminoacidos (AA) sdo componentes essenciais
utilizados nos meios de cultivo, que também atuam como fonte de energia,
reguladores de pH e precursores de proteinas e acidos nucléicos. Seu uso permitiu
0 aumento da proporcdo de embribes viaveis de varias espécies domeésticas
(muares, ovina e bovina). A agua constitui quase 99% do conteddo do meio de
cultivo (PALMA et al., 2001).

Apos o preriodo de fecundacdo, os provaveis zigotos sofriam desnudamento
através de sucessivas pipetagens, onde ocorria a remocao parcial das células do
cumulus e também de espermatozdides aderidos a elas, o que facilitava
posteriormente o processo de avaliacdo dos embrides. Apés o desnudamento foram
transferidos para gotas de meio de cultivo, baseado em fluido sintético de oviduto

(SOF) suplementado com amino&cidos essenciais e ndo essenciais.

4.1.2.6 Avaliacao de clivagem

A clivagem inicia-se com uma série de divises mitéticas, por meio das quais
0 zigoto, que possui uma célula com grande volume, se divide em diversas células
nucleadas de menor tamanho, chamadas blastémeros, até a formacao do blastocisto
(Figura 6).

A avaliacdo de clivagem é feita no dia 2 (D2). As estruturas sao
movimentadas e avaliadas se tinham clivado, dividindo os clivados em dois grupos,
0 grupo com menos de 4 células e o grupo com 4 ou mais células. Apés a avaliacao,
as placas voltavam imediatamente para dentro das estufas, para evitar que o

desenvolvimento dos embrides fosse afetado.
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Figura 6. Estruturas clivadas em estagio de duas e quatro células. Fonte: CENTENO, 2005.

4.1.2.7 Avaliacdo embrionaria

Para a avaliacdo da PIV, utiliza a producéo de moérulas e blastocistos, considerando
os indices de producdo e qualidade embrionéria, ressaltando-se que o indice de
blastocisto expandido é o parametro mais confiavel da eficacia de todo o processo
de PIV (GONCALVES et al., 2002).

A avaliacdo dos embrides € realizada nos dias 6, 7 e 8 pos inseminacao (D6,
D7 e D8), considerando-se a fecundacéo o DO.

A classificagdo dos embrides foi feita conforme o estagio de desenvolvimento,
onde os embrides foram divididos em seis categorias:
Mc — Moérula Compacta: os blastdbmeros estdo agregados entre si, formando uma
massa compacta e ocupam 60-70% do espaco perivitelino (EPV).
Bi — Blastocisto Inicial: formacdo da blastocele e ocorre o inicio da diferenciacdo
entre trofoblasto e botdo embrionario. O embrido ocupa 70-80% do EPV.
Bl — Blastocisto: evidente diferenciacdo entre células do trofoblasto e do botdo
embrionério; as células do botdo embrionario estdo compactas, a blastocele é

proeminente e o embrido ocupa a totalidade do EPV.
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Bx — Blastocisto expandido: o embrido aumenta uma vez e meio o seu didmetro e a
membrana pellcida diminui em um terco sua espessura.
Bn — Blastocisto em Eclosdo: o embrido esta iniciando o processo de saida da
membrana pellcida.
Be - Blastocisto Eclodido: o embrido esta completamente livre da membrana
pellcida; ainda € nitida a presenca da blastocele.

No dia 7 (D7) s6 foram considerados os blastocistos iniciais (Bi), blastocistos
(BI), blastocistos expandidos (Bx), blastocistos em eclosdo (Bn) e blastocistos
eclodidos (Be). Visto que, neste dia os embrides deveriam ter alcancado no minimo,
0 estagio de blastocisto inicial, a maioria estando no estagio de blastocisto e alguns
no estagio de blastocisto expandido. Alguns embrides sé alcancariam estes estagios
no dia 8 ou 9, sendo estes considerados embrides de baixa qualidade (GALLI et al.,

2003).

4.2 Avaliacdo da maturacao nuclear

A avaliacdo da maturagcdo nuclear foi feita em oo6citos divididos em dois
grupos, os imaturos (Oh) e os maturados (24h de maturagéo), foi esperado encontrar
odcitos com vesicula germinativa (VG) intacta evidenciando o estagio de profase |, e
00citos no estagio de metafase Il com cromossomos alinhados na placa metafasica

(Figura 5).

Figura 7. Odcito com vesicula germinativa em profase | (A); Odcito em metéfase Il (B). As setas

indicam a cromatina em cada imagem. Fonte: SPRICIGO, 2011.
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Para a avaliacdo da maturacdo nuclear, os complexos cumulus odcitos
(CCOs) foram expostos a solucdo contendo hialuronidase durante 5 minutos, e logo
apos sofriam desnudamento total, removendo as células do cumulus através de
sucessivas pipetagens. Os o0citos desnudos foram fixados em uma solucao (3:1) de
alcool etilico e acido acético, onde permaneciam por no minimo 48 horas. Apds o
periodo de fixacdo, os odcitos foram colocados em laminas e sobrepostos por
laminulas contendo vaselina sélida em duas arestas, para ndo esmagar 0s 00citos e
ao mesmo tempo fazer com que o corante lacmoéide em solucdo de acido acético a
45% passasse por entre a lamina e a laminula e fosse removido por lavagens com a
mesma solucao fixadora. A avaliacdo morfologica dos odécitos corados foi realizada

em microscopio de contraste de fase.

4.3 Coloracao de embrides

Quando os embrides em D8 chegavam no estagio de Bx, eram selecionados
e colocados em solucédo contendo 990uL de PBS e 10uL de corante Hoechst 33342
(Sigma, St. Louis, EUA) durante 5 minutos, protegidos da luz, ja que o corante é
fotossensivel. O corante Hoechst 33342 é um fluorocromo que se liga néo
covalentemente ao DNA celular, preferencialmente a regides adenina-timina (A-T) e
emite uma fluorescéncia azul quando excitado por luz ultra-violeta. Apds o tempo de
contato dos embrides com a solucdo, estes foram colocados em laminas e
sobrepostos por laminulas. A Vvisualizacdo foi feita em microscépio de
epifluorescéncia em filtro UV-2A com comprimento de onda entre 330-380nm (Figura
6). Foi feita contagem dos blastomeros para se ter um controle de qualidade dos

embrides produzidos.
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Figura 8. Blastocisto corado com Hoechst 33342, evidenciando os blastdmeros em cor azul.

Fonte: BORGES, 2008

4.4 Vitrificacdo de oécitos

4.4.1 Introducéo

A criopreservacao de odcitos € capaz de trazer indmeros beneficios para o
uso das técnicas de reproducdo assistida tanto em animais como em humanos. Na
PIV, a possibilidade de criopreservacao dessas estruturas otimizaria a logistica, por
facilitar o transporte a longas distancias e maximizar a disponibilidade de receptoras.
Essa técnica é também uma ferramenta importante para formacdo de bancos de
material genético e comercializacdo de material biologico, além de ser indispensavel
para a conservacao de ragas e espécies ameacadas de extin¢cdo. Além disso, com a
evolucdo das biotecnologias, estes odcitos criopreservados poderiam também ser
utilizados para producao de animais transgénicos e em programas de clonagem, por
transferéncia nuclear (SPRICIGO, 2011).

Em realacdo aos humanos, o desenvolvimento de um método eficaz de
criopreservacdo ajudaria mulheres com problemas oncolégicos, pois uma vez
submetidas a processos quimio ou radioterapicos, ficam sujeitas a perda prematura

da funcao ovariana (BOISO et al., 2002).
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Porém a criopreservacdo de odcitos é ainda uma técnica pouco eficiente,
considerando que a capacidade de desenvolvimento embrionario posterior é
insatisfatoria na maioria dos mamiferos. Essa alta sensibilidade a criopreservagéo
pode ser explicada por suas caracteristicas morfolégicas e funcionais peculiares,
como o tamanho celular, volume de &gua no citoplasma, organizacdo do
citoesqueleto, distribuicdo de organelas e estagio da meiose (FUKU et al., 1995;
HOCHI et al., 1998; DIEZ et al., 2005; ADONA et al., 2008).

Kuwayama et al. (2005) desenvolveram o método de cryotop, em que o
volume final de solugao de vitrificagdo nao ultrapassa 0,1uL. Esse método, até o
presente, apresenta os melhores resultados para a criopreservacdo de odcitos em

humanos e em varias espécies de animais domeésticos (SPRICIGO, 2011).

4.4.2 Metodologia

Para a vitrificagéo foram utilizadas as solu¢des e o protocolo de acordo com a
metodologia do cryotop desenvolvido por Kuwayama et al. (2005).

Pata vitrificacdo os CCOs foram submetidos a 3 banhos em solucéo de
equilibrio, constituida de solu¢cdo de manutencéo acrescida de 7,5% de etileno glicol
e 7,5% de dimetilsulfoxido (DMSO), durante 3 minutos cada banho. Apds o equilibrio
os oocitos foram transferidos para a solucédo de vitrificacdo, composta por solucéo
de manutencédo suplementada com 15% de etileno glicol, 15% de DMSO e 0,5 molar
de sacarose, nesta solucdo os odcitos passavam por 4 banhos de 15 segundos
cada.

Os odcitos foram entdo colocados em hastes de vitrificacdo com auxilio de
micro pipeta de vidro. Imediatamente ap6s a deposicdo dos odcitos nas hastes, o
excesso de solugcédo foi retirado deixando somente uma fina camada sobre os

oocitos. Por fim, a haste foi submergida verticalmente no nitrogénio liquido.
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4.5 Clonagem por transferéncia nuclear de célula somatica

4.5.1 Introducéo

O recente progresso na clonagem animal por transferéncia nuclear (TN)
possibilitou a producdo de animais transgénicos utilizando linhagens de células
doadoras de nucleo modificadas geneticamente. A possibilidade de manipulagcéo
genética, o estudo da expressao génica e a adequada selecéo da célula doadora de
nacleo ndo somente podem garantir a presenca da construcdo génica em toda a
prole, como também podem evitar a producdo de animais portadores de
modificacdes indesejaveis resultantes da insercdo aleatdria do inserto em regides

codificantes do genoma (BRESSAN et al., 2008)

4.5.2 Metodologia

A manipulacdo da clonagem comecava apés 19 horas de maturacdo dos
oocitos. Estes foram colocados em solugdo contendo hialuronidase durante 5
minutos, entdo foram transferidos para gotas contendo meio de manutencdo para
serem desnudados. Apds o desnudamento, os odcitos foram transferidos para
placas contendo solucdo com citocalasina, e ficavam nesta placa durante 30
minutos. Durante os 30 minutos dos odécitos na citocalasina, os fibroblastos foram
removidos da garrafa de cultivo através do uso de tripsina e armazenados em tubos
com soro albumina bovina, permanecendo no gelo até o uso.

Ja4 no micromanipulador, em meio de manutencdo, os odcitos sofriam a
retirada do corpusculo polar e de uma parte do citoplasma na periferia do corpusculo
(onde a cromatina geralmente se encontra). Em seguida foi injetado um fibroblasto
no oocito, fazendo com que ele ficasse o mais préximo possivel do citoplasma do

odcito.
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Apés todos os o4citos passarem pela micromanipulacdo, foram colocados um
de cada vez entre eletrodos em solucdo de manitol e expostos a dois pulsos de
2.23kV para ocorrer a eletrofusdo. Os od6citos foram colocados novamente em gotas
de meio de manutencdo durante 30 minutos, para posteriormente avaliar em lupa
estereoscopica se houve a fusédo, caso necessério era feita uma nova fusdo. Depois
de fusionados, os odcitos ficavam 5 minutos em gotas de ionomicina na estufa, e
logo apOs para gotas com 6-DMAP (6-dimetilaminopurina) por 4 horas. Por fim,

foram colocados em placas com meio de cultivo (SOF).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2540051

5 RESULTADOS

Os resultados obtidos, a partir das atividades desenvolvidas durante o estagio

curricular estdo relacionadas na Tabela 1, e os resultados das avaliagcbes de

clivagem e de embrides estdo dispostos na Tabela 2.

Atividade Numero de vezes realizada
Aspiracao folicular e rastreamento 21
FIV 5
Avaliacao de clivagem 9
Avaliacdo embrionaria 9
Coloracao de oécitos 13
Coloracéo de embrides 5
Acompanhamento de vitrificacdo de 1
od6citos
Acompanhamento de clonagem 1
Journal Club 8
Tabela 1. Atividades realizadas durante o estagio curricular.
D2 D6 D7 D8

N C [Mc|Bi|Bl|Bx|Bi|Bl|Bx|Bn|Be|Bi|Bl | Bx|Bn|Be|Total | %

301 (168 | 73 (14 |11| 2 |15|39| 27 | - - | 4118|37| 8 |14 | 81 |27

Tabela 2. Taxas das avaliag8es de clivagem e de embrides. N: nimero de odcitos; C: clivados.




6 CONCLUSAO

O estagio no Laboratorio de Reproducdo Animal da Embrapa Cenargen,
apresentou inumeras ferramentas para o aprendizado pratico para qualificacdo e
capacitacdo profissional, além de fornecer o aprimoramento de conhecimentos
cientificos. O conhecimento técnico do sistema de producdo de embrides junto as
pesquisas realizadas no laboratério foram as principais ferramentas utilizadas
durante o estagio para conhecimento da atuacdo de um Bacharel em Biotecnologia
frente a uma empresa de pesquisa. A especializacdo da producédo de embrides,
através da incorporacdo de tecnologias é capaz de ndo sé produzir animais para
pesquisa e fins comerciais envolvendo a transgenia, mas também se tornar o novo

rumo da pecuaria nacional.
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