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RESUMO

As células tronco sdo conhecidas por suas propriedades de auto-renovacéao, diferenciacéo
em diversas linhagem celulares e capacidades imunomoduladores, além de expressarem
um grande nimero de moléculas de adesdo, as proteinas de matriz extracelular,
citocinas e receptores para fatores de crescimento, permitindo interacbes com demais
células. Podem ser isoladas de varios tecidos, porém as células-tronco adultas derivadas do
estroma do tecido adiposo (MSC-ad) apresentam como vantagens a facilidade de
isolamento, alto rendimento e baixa morbidade. Baseado nisso, a hipotese deste trabalho é
verificar se 0 uso de meio condicionado pelas MSC-ad na maturagdo in vitro tem efeito
sobre a as taxas de desenvolvimento de embrifes bovinos. Para tanto, foi feito o
isolamento e em seguida o cultivo de MSC-ad de origem bovina que se estendeu até a
passagem trés (P3) em meio de cultivo DMEM, suplementado com bicarbonato de sédio,
10% Soro fetal bovino (SFB), 50ul/mL de gentamicina. Quando os cultivos atingiram a
confluéncia de 70% o meio foi substituido por TCM199 suplementado com 0.2 mM de
piruvato, 50 pl/ml de gentamicina e 10% de SFB (meio de MIV). As MSC-ad foram
condicionadas com meio TCM199 suplementado pelo periodo de 0 (Grupo CONTROLE),
24 (grupo COND-24h), 48 (grupo COND-48h) e 72 horas (grupo COND-72h), sendo que
ao fim de cada periodo, o meio sobrenadante foi retirado, filtrado, aliquotado e congelado a
-20°C. O meio foi descongelado somente no dia da MIV, e suplementado com 0,5 pl de
PMSG (concentragao 7UI/MI) e 0,5 pl de HCG. Ovérios de abatedouro foram
puncionados para obtencdo de complexos cumulus oophurus (CCOs) que foram maturados
por 24 horas em microgotas de meios condicionados sob 6leo mineral e incubados em
estufa a 5% de CO, com 38,5° C. A avaliacao da maturacdo nuclear foi feita com 22 horas,
em seguida realizada a ativacdo partenogenética somente dos odcitos que exibiam
corpusculo polar com concentracdo em 50 uM de ionomicina por 5 minutos, inativa¢ao
com TCM199-Hepes saturado com 0,03g de BSA, seguida de incubacdo por 3 horas em
microgotas de 2mM de 6-DMAP. Apos esse periodo as partenogéneses foram transferidas
para migrogotas de meio de cultivo in vitro. As taxas de desenvolvimento foram avaliadas
no segundo e sétimo dia apds a ativacdo. Os resultados foram analisados por
ANOVA e poOs-teste de Fisher adotando nivel de significancia de 5%. Para 0s grupos
experimentais CONTROLE, COND-24h, COND-48h e COND-72h, obtivemos o0s seguinte
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resultados, respectivamente: 83.7, 77.7, 81,4 e 76.1% de maturacdo nuclear; 87.5, 86,9, 74
e 80.3% de clivagem e 23.8, 27.5, 18 e 19.6% de formag&o de blastocisto. N&o houve
diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais condicionados (p>0.05). Porém, as
taxas de blastocisto foram menores quando comparadas ao meio de MIV fresco (42.1%)
(p<0.05). Isto sugere que o condicionamento ou o0 congelamento do meio afetou a sua
eficiéncia. Estudos futuros deverdo ser realizados para avaliar os niveis dos fatores de

crescimento, citocinas e quimiocinas secretadas no meio de MIV.

Palavra chave: Producdo in vitro de embrifes; células tronco; reproducdo animal.

ABSTRACT

Stem cells are known for their property of self-renewal, differentiation into various cell
lineages and immunomodulatory capabilities, in addition to express a large number of
adhesion molecules, extracellular matrix proteins, cytokines and growth factor recptors,
allowing interactions with other cells. They can be isolated from various tissues, but adult
stem cells derived from adipose tissue stroma (MSC-d) have the advantage of being easely
isolated, high yield and low morbidity. Based on this, the study hypothesis is to verify the
effect of MSC-ad conditioned medium use in in vitro maturation on development rates of
bovine embryos. To this end, bovine MSC ad were isolated then cultivated until the
passage three (P3) in DMEM culture medium, supplemented with sodium bicarbonate,
10% fetal bovine serum (FBS), 50mL / mL gentamicin. When cultures reached 70%
confluency, the medium was replaced with TCM199 supplemented with 0.2 mM pyruvate,
50 ul / ml gentamicin and 10% FBS (IVM medium). The MSC-ad were conditioned with
medium TCM199 supplemented for a period of 0 (Control Group), 24 (COND-24 group),
48 (COND-48h group) and 72 hours (COND group-72h), wherein the end of each period,
the supernatant medium was removed, filtered, aliquoted and frozen at -20 0 C. The
medium was thawed only on MIV day, and supplemented with 0.5 uL of PMSG
(concentration 7 1IU / ml) and 0.5 uL of HCG. Slaughterhouse ovaries were punctured to
obtain oophurus cumulus complexes (COCs) were matured for 24 hours in microdrops of
conditioned mediums under mineral oil them incubated in an incubator at 5% CO 2 at 38.5

° C. Nuclear maturation assessment was performed with 22 hours, then held
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parthenogenetic activation of only oocytes that exhibited polar body concentration of at
least 50 uM ionomycin for 5 minutes, inactivation with TCM199-Hepes 0.03g saturated
with BSA, followed by incubation for 3 hours microdroplets 2mM 6-DMAP. After this
period, the parthenogenesis were transferred as microdrops to a culture medium in vitro.
development rates were evaluated in the second and seventh days after activation. The
results were analyzed by ANOVA and Fisher's post-test adopting a significance level of
5%. For groups: Experimental CONTROL, COND-24, COND-48h and 72h-COND, we
obtained the following results respectively: 83.7, 77.7, 81.4 and 76.1% of nuclear
maturation; 87.5, 86.9, 74 and 80.3 and 23.8% cleavage, 27.5, 18 and 19.6% of blastocyst
formation. There was no statistical difference between condinioned experimental groups
(p<0.05). However, blastocyst rates were lower when compared with fresh IVM medium
(42.1%) (p<0.05). This suggests that the efficiency was affected by the conditioning of the
medium or freezing. Future studies should be conducted to assess the levels of growth
factors, cytokines and chemokines secreted in IVM medium.

Keyword: in vitro embryo production, mesenchymal stem cells, animal reproduction.
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1. INTRODUCAO

H& décadas busca-se melhorar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos comerciais
bovinos através de técnicas e da elaboracdo de protocolos voltados a aplicacdo de
biotécnicas reprodutivas. A producao in vitro de embri6es (PIVE) se consolidou e avangou
rapidamente, sendo definitivamente incorporada aos programas comerciais de producgéo de
embribes bovinos apds o desenvolvimento de puncdo folicular (PF) e a técnica de
transferéncia de embrido (Gottardi, 2009). A PIVE é uma das biotécnicas reprodutivas
mais utilizadas na espécie bovina envolvendo as etapas de maturacéo, fertilizacdo e cultivo
até o estdgio de blastocisto, de forma a simular in vitro o processo de desenvolvimento

embrionario in vivo.

A PIVE ¢ considerada uma biotécnica primordial da qual derivam outras
biotécnicas, como por exemplo, a clonagem, transferéncia de embrido, inseminacao
artificial, entre outras, fazendo com que estudos nessa area sejam aprimorados
constantemente (Junior, 2014). O crescimento desta biotecnologia (PIVE) no Brasil
permitiu sua aplicacdo em larga escala e a exportacdo desse modelo para Vvarios paises

latino-americanos e outros continentes (Bols, 2012).

Devido a essa expansao mundial, pesquisas em todas as etapas que compreendem a
PIVE, sdo extremamente importantes para a propria evolucdo da biotécnica (Marciel,
2012). A PIVE é um processo constituido por trés etapas que tentam simular
artificialmente todos os eventos biologicos que ocorrem no aparelho reprodutor da fémea
com o objetivo de produzir embrides até a fase pré-implantacional. Dentre as etapas que
compreendem o processo de PIVE temos a etapa de maturacdo in vitro (MIV), onde
ocorrer completa maturacdo oocitaria para que o od0cito torne-se competente, através de
mudancas, que devem ocorrer de forma simultanea e ordenada no nucleo e no citoplasma
(Monica, 2016). Para a fertilizacdo in vitro (FIV), os odcitos devem estar competentes e 0s
espermatozdides capacitados para que ocorra a unido entre os gametas e a formacdo do
zigoto (Machaty et. al., 2012). Por fim, no cultivo in vitro (CIV) devem ocorrer as divisdes
mitoticas das células zigoticas e a completa formacdo do embrido até a fase de blastocisto
(Gordon, 2003).
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Além de sua aplicacdo comercial, outra utilidade desta técnica é estudar os
processos morfofisiologicos e bioquimicos do desenvolvimento embrionario pré-
implantagdo. Embora a técnica tenha evoluido muito desde 1980 quando foi estabelecida
em bovinos, ainda ha muito que se aprender para a melhoria da qualidade do embrido
produzido in vitro, considerando sua qualidade inferior comparada ao embrido produzido

in vivo (Junior, 2014).

Sabe-se que 0s odcitos e embrides sdo extremamente vulnerdveis a todas as
mudangas que ocorrem ao meio em que sdo expostos, podendo comprometer a eficiéncia
da biotécnica (Niemann e Wiemanne, 2000; Duranthon et. al., 2008). Varios fatores
influenciam a PIVE: qualidade oocitéria, presenca ou ndo de co-cultivo, quantidade de
embrides cultivados por volume de meio, composicdo do meio e atmosfera gasosa
(Kurama, 2012; Niemann e Wiemanne, 2000) entre outros. Foi observado que a
inadequada maturacdo do odcito reflete em taxas reduzidas de fecundacdo e menor
desenvolvimento embrionario, podendo ser explicado pela falha na maturacdo nuclear,
citoplasmatica e molecular do odcito (Chaves, 2010). Neste sentido, atualmente, alguns
estudos tentam cinzelar a etapa de MIV e por consequéncia a competéncia oocitaria para se
tornar embrido no processo de PIVE. A utilizacdo de inibidores da maturacdo nuclear
(Adona, 2006), a adicdo de suplementos como vitaminas, antioxidantes (Viana, 2011), e
horménios (Costa et. al., 2015) ao meio de maturacdo, entre outros, sdo exemplos de
algumas pesquisas desenvolvidas com a finalidade de aprimorar o protocolo, melhorando a

maturacao e consequentemente o desenvolvimento embrionario.

Células tronco sdo células que podem se diferenciar em diversos tipos celulares,
possuem propriedades imunomoduladoras e secretam fatores bioativos que colaboram na
manutencdo e reparo e/ou substituicdo de células danificadas ou perdidas no corpo (Souza,
2010; Galindo 2011; Zuttion, 2013,). O interesse nesse grupo celular vem aumentando
constantemente devido a suas propriedades e possiveis aplicacdes na medicina regenerativa
e terapia celular. De acordo com sua origem e plasticidade elas podem ser divididas em
dois tipos principais: embrionarias (totipotentes e pluripotentes) e de origem adulta

(multipotentes). Devido a facilidade de obtencdo, a auséncia de problemas éticos inerentes
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aos embrides e a sua grande plasticidade, as células tronco de origem adulta vem sendo

cada vez mais requisitadas e estudadas (S4, 2012; Nascimento, 2014b).

As CT de origem adulta podem se do tipo hematopoiética (CTHe) e mesenquimal
(MSC), esta ultima definida como uma populagdo presente em regides perivasculares de
todos os tecidos adultos, em pequenas quantidades e tem como caracteristicas seu facil
isolamento e cultivo, seu potencial de diferenciacdo, producédo de fatores de crescimento,
citocinas e inibir a apoptose (Amorim, 2012). As MSC’s podem ser obtidas a partir do
tecido adiposo (MSC-ad) extraidas de diversas espécies inclusive a partir de bovinos e
bubalinos (Morrini, 2009; Silva, 2013a), pois, 0 organismo dessa espécie possui grande
reserva desse tecido, que, por sua vez, é obtido em grandes quantidades por meio de
métodos simples de coleta.

A modulacdo de microambientes por parte das CT tem sido observada em diversos
estudos e especula-se que sejam os fatores principais por tras do sucesso reportado em
alguns estudos de terapia celular, mais até do que a propria diferenciacdo. (Silva, 2009b;
Blaglio, 2012; Kapur, 2013). Também representam uma fonte de secrecdo de fatores
enddcrinos e paracrinos, tais como proteinas, acidos graxos, horménios e prostaglandinas
(Bauer-Kreisel et. al., 2010).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- PIVE EM BOVINOS

Apo6s um amplo e consolidado conhecimento sobre a obtencdo de embrides in vivo, o
Brasil passou a dominar a aspiracao folicular ou ovum pick up (OPU) e a PIVE, ocupando
uma posicdo importante no mercado mundial de embrides bovinos (Figura 1), sobretudo,
por possuir o maior rebanho comercial do mundo e ser o principal exportador de carne
bovina (Viana, 2012). Em relacdo a regido Norte, o estado do Para representa 42% do gado
bovino (8,6% do rebanho total nacional), tendo Sdo Felix do Xingu e Altamira como as

maiores cidades do estado em producdo de gado bovino (IBGE, 2011).
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Figura 1: Producéo de embribes bovinos no Brasil entre os anos de 2006 a 2010 (Fonte:
Silva, 2011).

Atualmente, o Brasil € um dos paises que mais produz e utiliza a tecnologia de PIVE
no mundo. No ano de 2012 o pais produziu 349.171 embrides in vitro de um total de
355.205 embrides produzidos na América do Sul, representada pela Argentina, Brasil e
Panaméa na América Central, pela tecnica OPU (MAPA, 2012). A PIVE compreende trés
etapas, sendo a MIV, em seguida o FIV e por ultimo a CIV até os estadios de moérula e
blastocisto, quando os embrides poderdo ser transferidos para receptoras previamente

sincronizadas ou criopreservados em nitrogénio liquido para uso posterior (Frigoni, 2014).

Tendo em vista que 0s oo0citos maturados in vitro, quando comparados aos in vivo,
apresentam menores taxas de formacdo de blastocisto apds a fecundacdo e o cultivo in
vitro (Takagi et. al., 2001), acredita-se que estes resultados se devem principalmente ao
baixo potencial de desenvolvimento dos odcitos destinados a PIVE (Watson, 2007), isso
pode ser determinado por causas distintas, tais como: fatores ambientais e inerentes ao
proprio sistema de PIVE, que atuam sobre todas as suas etapas (maturacdo, fecundacéo e
cultivo); ou ainda a remocédo do odcito do ambiente folicular, com consequente perda da
interacdo morfoldgica, hormonal e molecular entre odcito e células foliculares (Gottardi,
2009).
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A soma destes fatores determina o prejuizo na qualidade e competéncia oocitéria,
levando a baixa producéo de blastocistos, quando comparada obtida in vivo. Muitos fatores
biolégicos agem de forma conjunta para preparar 0 o00cito imaturo para um
desenvolvimento bem sucedido e um embrido competente ap6s fecundacdo. Acredita-se
que MIV seja a etapa mais limitante da PIVE, pois, € nessa etapa que o odcito adquire a
competéncia nuclear, molecular e citoplasmatica para posterior desenvolvimento
embrionario (Mingoti, 2005; Moussa et al., 2015). Devido a estes fatores, é possivel
afirmar que grande parte dos aprimoramentos que possam acontecer durante a PIVE de
bovinos, possam ser alcancados pelo aperfeicoamento da primeira etapa, a MIV, de formar
a aumentar as taxas de producdo de embrides e consequentemente de gestacOes e

nascimentos.

2.2. Maturagéo in vitro (MIV)

Do ponto de vista meidtico, a envoltorio oocitaria nos mamiferos é a sequéncia de
eventos que ocorrem desde o estdgio de vesicula germinativa (VG) (meiose 1) até o
término da segunda divisdo meiotica, com formacao do segundo corpusculo polar (Blanco
et. al., 2011). Nesta fase, 0 odcito produz reservas bioquimicas que serdo responsaveis pela
manutencdo do desenvolvimento inicial até a ativacdo dos genes do embrido. Portanto, é
durante esta fase de desenvolvimento que o o0cito atinge sua capacidade plena e, devido a

este fato, o termo “capacitac¢ao oocitaria” foi sugerido (Hyttel et. al., 1997).

Via de regra, os protocolos atuais de MIV sdo eficientes em promover a progressao
meidtica dos odcitos do estadio de profase | até o estadio de metéfase Il, porém, ja esta
muito claro que durante o periodo da MIV o o6cito deve passar por uma série de mudancas
nucleares, citoplasmaticas e moleculares, que em conjunto 0s tornam competentes para a
posterior fertilizacdo ou ativacdo partenogenética seguido pelo desenvolvimento
embrionario (Van Den Hurk & Zhao, 2005; Sanchez& Smitz, 2012).

Os odcitos maturados sdo mantidos no estagio de metafase Il devido a presenca do
Fator Promotor de Maturacdo (MPF) e da proteina ativada por mitégeno (MAP)

promovendo a ruptura da membrana nuclear e manutencdo da cromatina condensada
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(Verlhac et. al. 1994; Yang et al., 1994; Homa, 1995, Meujer e Pondervam, 1998). Para
que o odcito em estagio de metafase Il retome seu desenvolvimento, é necessério que
alteracbes morfoldgicas e bioquimicas induzida pela presenca do espermatozoide ou por
estimulo artificial em um processo conhecido como ativacdo partenogenética (Kupker et
al., 1998). Ambas promovem alteracbes na concentracdo de calcio intracelular e
diminuicdo da atividade de MPF e da MAP, culminando em exocitose dos granulos
corticais, endurecimento da zona peltcida, formacdo dos pronicleos e inicio das mitoses
(White e Yue, 1996; Kupker et. al, 1998).

A comunicacdo entre as células da granulosa e o odcito é essencial para a
foliculogénese, o crescimento e maturacao oocitaria (Gilchrist, 2004). Existem evidéncias
de que fatores secretados pelas células do cumulus sdo também importantes para a
promog¢do da maturacdo citoplasmatica do odcito (Tanghe et al., 2003) e a aquisi¢do da
competéncia para o desenvolvimento embrionédrio (Hashimoto e Kishimoto, 1998;
Gilchrist et al., 2008) , seja diretamente pela sintese e transferéncia de moléculas para o
interior dos odcitos através das “jun¢des do tipo Gap”, da secregdo de fatores soluveis ou
ainda pela acao indireta de reducdo de radicais livres presentes no meio (Hashimoto et al.,
1998). As células do cumulus também tém uma importante participacdo durante o processo
de fertilizagdo, sendo demonstrado que, in vitro, essas células tém uma funcdo de
selecionar e “atrair” quimicamente os espermatozoides (Chian et. al., 1996), além de

induzir a capacitacdo espermatica e a reacdo acrossomal em bovinos (Fukui, 1990)

2.2.1 — Maturacéo nuclear

A maturacdo nuclear tem como caracteristica a habilidade do odcito em retomar a
meiose até o estagio de metafase Il, podendo ser observada pela extrusdo do primeiro
corpusculo polar (Watson, 2007; Blanco et. al., 2011). In vivo, o blogueio meiético no
estddio de VG é mantido pelas altas concentracbes do monofosfato ciclico de
adenosina (AMP ciclico) produzido pelas células da granulosa e transportado para o o6cito
via juncdes Gap. Apds a puberdade, uma onda de hormdnio luteinizante (LH) causa o
declinio do AMP ciclico, primeiro pelo desligamento das juncdes Gap entre odcito e

células da granulosa e depois pela reducdo da sua producédo pela granulosa (Kawamura et.
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al., 2004). O declinio do AMP ciclico provoca a desfosforilagdo e consequente ativagdo do
MPF, esse fator é uma proteina quinase constituida por uma subunidade catalitica (p34), e
outra regulatdria, a ciclina B (Gautier e Maller, 1991), sendo que sua atividade aumenta no
estadio de quebra da vesicula germinativa, com alta atividade em metéfase I, decrescendo
em anafase e telo6fase, alcancando outro pico em metéafase Il que, por sua vez, estd
envolvido com a quebra do envelope nuclear (VGBD), condensacdo da cromatina,
reorganizacdo do citoesqueleto e blogueio da atividade transcricional (Miller e Russell,
1992).

Durante o periodo de amadurecimento dos o6citos bovinos, ocorre um rearranjo
espacial das organelas (maturacdo citoplasmatica) ocorrendo uma reorganizacdo do
citoesqueleto, formando uma rede onde as organelas delimitadas por membranas se
movimentam e assumem posi¢oes definidas (Albertini, 1992). Ao entrar na fase M do ciclo
celular, apés a GVBD, “asters” de microtibulos aparecem proximos a cromatina
condensada (Figura 2), os microfilamentos distribuem-se na area cortical (Li et. al., 2005).
No estadio de metafase I, formando o fuso meiotico (figura 2) e a placa metafasica. Ao
atingir o estadio de anafase I, os cromossomos comecam a ser separados e o fuso se alonga
e uma grande quantidade de microfilamentos passa a ser observado ao redor dos
cromossomos e no estadio de teldfase | (figura 2), os microtdbulos formam uma estrutura
semelhante a um cone com uma extremidade larga e outra fina, e a porcdo mais larga de
microtubulos esta ligada ao conjunto cromossémico destinado a extrusdo do primeiro
corpusculo polar (Ferreira, 2008; Figura 2). A porcdo mais fina encontra-se associada ao

conjunto que ira permanecer no oocito e entrar na meiose I1.

Portanto, durante a meiose oocitaria, esse sistema estrutural tem papel fundamental
para garantir que quase todo o citoplasma da célula em divisdo permaneca no odcito
secundario, ja que este acumulou toda a informacdo necessaria para a progressdo das
etapas subsequentes, e eliminar apenas uma pequena porcdo citoplasmatica (Li et.al.,
2005).
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Figura 2: Oo6cito em estagio de VG rodeado pelas células da granulosa onde apds uma
onde de LH ocorre a reducdo do AMP e ativacdo do Fator Promotor de Maturacao
resultando na GVBD e acumulando astes de microtibulos ao redor da cromatina
condensada. (A) Detalne do fuso meidtico em metafase | e a estrutura do
centriolo/centrossomo. (B) Detalhe do fuso meiotico em telofase I, em que podemos ver os
microtubulos entre os conjuntos cromossdmicos. (Fonte: modificado de Ferreira et. al.,
2008).

2.3. Ativacdo Partenogenética

A ionomicina é um iono6foro de célcio que, promove a retomada da meiose. Porém,
frequentemente, a formacdo dos pronicleos e o desenvolvimento posterior sao
comprometidos por uma baixa estimulacdo (Susko-Parrisch et. al., 1994). O aumento do

namero de estimulacGes com ionomicina em intervalos de 30 min promovem uma melhor
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ativacdo dos odcitos (Rho et. al., 1998a) e a combinacdo da ionomicina com a 6-dimetil-
amino-purina (6-DMAP) promove altas taxas de ativacéo e clivagem (Rho et. al., 1998b).

O 6-DMAP é um inibidor especifico da proteina quinase, gerando um bloqueio na
fosforilacdo proteica e desta forma inibe a atividade do MPF e do fator citosélico (CSF)
(Machaty e Prather, 1998). Bons resultados de ativacdo de o0citos bovinos tém sido
obtidos pela combinacdo de ionomicina com 6-DMAP, sendo os efeitos variaveis com o
intervalo entre os tratamentos sequenciais com estas substancias (Susko et. al., 1994; Rho
et. al., 1998a).

2.4 — Aperfeicoamento da etapa de MIV

Osmolaridade, atmosfera, pH e nutrientes do meio sdo fatores que devem ser
controlados durante a maturagdo in vitro, tentando sempre seguir as caracteristicas mais
proximas possiveis do ambiente folicular in vivo. Atualmente, as pesquisas realizadas com
0 objetivo de se aumentar a eficiéncia do desenvolvimento de odcitos cultivados in vitro
tém recebido alguns enfoques, sendo o principal: a adicdo de substancias promotoras de

crescimento ao meio de maturacgéo.

Tanaka (2008) desenvolveu o trabalho que teve como objetivo avaliar o efeito da
melatonina adicionada 0 meio de maturacdo TCM-199 sobre a maturacao nuclear e sobre a
taxa de formacdo de embribes e os resultados sugerem que a adi¢cdo da melatonina durante
a maturacdo dos oocitos protege as células da granulosa de danos processados pelos
ERO’s, ¢ assim evitando a apoptose e foram capazes de suportar o desenvolvimento
embrionario produzindo taxas de embrido similares as obtidas no sistema tradicional de
PIVE.

Outra opcdo € a suplementacdo com fatores de crescimento como, por exemplo,
fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), o Kit ligante (KL), fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), dentre varios outros com o objetivo de
incrementar o meio de maturacdo, visando a melhora da producdo in vitro de embrides
(Gottardi, 2009). Por exemplo, a complementacdo do meio de maturacdo com VEGF
alterou positivamente a fertilizacdo e desenvolvimento embrionario bovino (Luo et. al.,

2002). Em outro estudo, Zhang et. al. (2010) observaram resultados positivos ao
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adicionarem fator de crescimento fibroblastico -10 (FGF10) em meio de maturacdo para
odcitos bovinos melhorando a expansdo das células do cumulus, o nimero de odcitos
maduros (extrusdo do primeiro corplsculo polar) e elevando as taxas de desenvolvimento
embrionario. Caixeta (2012) demonstrou expansao das células do cumulus por adi¢cdo de
FGF10 ao meio de maturacdo na espécie bovina.

Sampaio et. al. (2012) trabalharam com o uso da melatonina na maturagdo in vitro,
onde buscou-se investigando a presenca de receptores de melatonina na membrana (MT1
and MT2) e local de ligacio MT3 em odcitos e avaliar seus efeitos sobre a PIVE,
concluindo que as taxas de clivagem e blastocistos aumentaram, sugerindo que esse
hormdnio ndo s6 tem acdo captador de radicais livres, mas também tem efeitos sobre a
maturacdo do oocito por varias vias de mecanismos, incluindo a ativacdo do receptor de
membrana. Guemra et. al. (2013) relataram o uso do flavonoide de atividade antioxidante
chamado quercetina na maturacéo in vitro de embrifes bovinos, obtendo taxas de formagao
blastocistos superiores aos obtidos com o meio usual Tissue Culture Media (TCM-199).
Costa et. al. 2015 avaliaram o efeito da inclusédo de cortisol ao meio de maturacdo de
oocitos bovinos, chegando a conclusdo que houve melhora na maturagdo oocitaria quando
0 meio de MIV foi suplementado com 0,1 mg / mL aumentando as taxas de blastocisto em

comparagdo com os controles nédo tratados com cortisol.

2.5 Células tronco

As células tronco sdo um grupo de células presentes em menor quantidade no nosso
corpo, com capacidade de auto renovacdo, diferenciacdo em diversos tipos celulares e
reconstituicdo funcional de determinados tecidos (Souza, 2010), podendo ser classificadas

como: totipotentes, pluripotenes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes (Figura 3).

As totipotentes sdo capazes de originar um organismo completo, uma vez que tém a
capacidade de gerar todos os tipos de células e tecidos do corpo, incluindo tecidos
embrionarios e extraembrionarios. As pluripotentes sdo obtidas a partir da massa celular
interna de blastocistos, dotadas de grande plasticidade e apresentam uma ilimitada

capacidade de proliferacdo in vitro, além da possibilidade de formar células derivadas dos
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trés folhetos embriondrios em cultura (Amorim, 2012). As multipotentes que tém a
capacidade de gerar um nimero limitado de células especializado podendo ser encontradas
em quase todas as areas do corpo (LCTE, 2012; Souza et.al., 2010). CT oligopotentes séo
capazes de diferenciar-se em poucos tecidos e sdo encontradas em diversos tecidos ja
diferenciados. CT unipotentes sdo células que conseguem apenas se diferenciar em um

Unico tecido, ou seja, o tecido a que pertencem (Soares, 2012).

A categoria de CT adultas pode ser divididas em hematopoiética (CTHe) e
mesenquimais (MSC). As CTHe séo células que além de possuirem a capacidade de se
autor-renovar, podem se diferenciar em células especializadas do tecido sanguineo e
células do sistema imune (Amorim, 2012). A sua obtencao € feita a partir da medula dssea,

do corddo umbilical ou do sangue periférico (Junior, 2009).
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Figura 3: Esquema representando a origem de CT embrionaria e adulta, a poténcia:

Totipotente encontrada apenas no zigoto, pluripotentes encontrada na massa interna do
blastocisto, multipotentes encontradas em diversas partes do corpo do individuo adulto
podendo ser CTHe ou MSC, sendo a mesenquimal diferenciada em tecidos adiposo, 6sseo

e cartilaginoso.

As células tronco mesenquimais (MSC) sdo consideradas células multipotentes
com propriedades de autorrenovacdo e capacidade de diferenciacdo em tecidos

mesenguimais e, possivelmente, em ndo mesenquimais (Amorim, 2012). As MSC sao
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consideradas uma linhagem de células-tronco somaticas e estdo presentes em regides
perivasculares de todos os tecidos adultos, em pequenas quantidades, incluindo a medula
Ossea, o tecido adiposo, o tecido muscular e os érgdos parenquimatosos (Meirelles et al.,
2008; Mambelli et. al., 2009; Zucconi et. al., 2009) .

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) prop0s trés critérios basicos
para que se possa definir uma célula como sendo MSC. Assim, as células-tronco
mesenquimais devem ser: (1) plastico-aderentes caso mantidas em condi¢es basicas de
cultura; (2) positivas para determinados marcadores moleculares CD105, CD73 e CD90 e
negativas para CD45, CD34, CD14 e CD11b; e (3) capazes de se diferenciar em
fibroblastos, osteoblastos, adipdcitos e condroblastos quando expostas in vitro as linhagens
correspondentes (Dominici, 2006; Sousa, et. al., 2010). As MSC’s expressam um grande
namero de moléculas bioativas como as moléculas de adesdo, as proteinas de matriz
extracelular, as citocinas e os receptores para fatores de crescimento, permitindo interacdes
com demais células (Huss, 2000; Bobis et. al., 2006), bem como podem secretar fatores
que reforcam a diferenciacdo das celulas e sdo produzidos por mecanismos paracrinos
(Wu, 2012).

2.5.1 Células tronco mesenquimais derivadas do tecido Adiposo (MSC-Ad)

As células-tronco adultas derivadas do estroma do tecido adiposo (MSC-ad),
apresentam como vantagem o método facil de obtencdo da fonte tecidual (Yarak et. al.,
2010), pois o tecido é altamente complexo, composto por adipocitos maduros, pré-
adipdcitos, fibroblastos, células musculares lisas vasculares, células endoteliais, monocitos
e macrofagos residentes e linfécitos (Fonseca, 2014), o que permite o facil isolamento e
permitir a extracdo de um grande volume de tecido de baixa morbidade. Baseado nisso, 0
tecido adiposo pode apresentar uma fonte rica de células tronco de origem adulta gerando

oportunidade de pesquisa em diversos campos da medicina regenerativa e terapia celular.

Além de adipdcitos, ele é constituido de uma matriz de tecido conjuntivo (fibras
coladgenas e reticulares), tecido nervoso, células do estroma vascular, células imune,
fibroblastos e células tronco (Osboune, 2000; Fruhbeck et. al., 2001, Oliveira, 2012)

(Figura 3). Observou-se, nos altimos anos, que o tecido adiposo ndo é apenas um
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fornecedor e armazenador de energia, mas um 6rgao dindmico, produtor de horménios, que
estd envolvido em uma variedade de processos fisioldgicos e fisiopatologicos, por ser
capaz de secretar varias proteinas denominadas adipocinas (Fruhbeck, 2001), com
mecanismo autdcrino, parécrinos e endocrinos que trabalham em microambiente para

manter as fun¢bes normais do corpo.

Recentemente, a aten¢do tem sido dada as proteinas ativas secretadas por tecido
adiposo, que sdo capazes de induzir CT adultas para se diferenciar em adipécitos (Stillaert
et.al. 2007). Isto implica que o proprio tecido adiposo pode ser usado para aumentar a
diferenciacdo das células estromais adulto através da producdo de fatores intrinsecos de
suporte. Assim, o tecido adiposo pode servir como uma camada alimentadora para si
proprio ou suas préprias células-tronco (Suggi, 2010).

Tecido adiposo
Progenitores Células estromais
Célula-tronco

Gordura
Tecido fibroso - v sanguineos

Tecido Mucular

Figura 4: O tecido adiposo se localiza abaixo da camada de pele e entre e tecido muscular e
0 nicho das MSC’s esta localizada na regido perivascular, sendo composto pelos vasos
sanguineos em associacdo com celulas de tecido conjuntivo, adiposas, estromais e diversos
progenitores (Modificado de Irina Kerkris, 2013 e MD Saude, 2015).

Uma vez que MSC’s foram encontradas no tecido adiposo, viu-se a necessidade de
investir em pesquisas para entender a relacdo de liberacdo de fatores paracrinos através de
microvesiculas para o meio celular a qual elas fazem parte, como por exemplo o meio de

cultivo in vitro.
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Evidéncias convincentes indicam que, além das suas capacidades multipotentes, as
MSC’s podem modular as respostas imunes inatas e adaptativos e a sua utilizacdo
terapéutica em varias doencas imunologicamente relacionados tém sido promissores (Tetta,
2011; Kilpinen, 2013). As MSC’s mediam os seus efeitos clinicos de uma forma paracrina
(Lee, 2009; Zannot, 2013), através da secrecdo de biomoléculas em forma de
microvesiculas que podem ser transmitido por diferentes categorias de outras
biomoléculas, desencadeando efeitos diferentes dependendo da célula alvo (Lai, 2010,
Yanez-Mo et. al, 2015) (figura: 05). Além disso, as MSC-ad secretam uma grande
variedade quimiocinas (citocinas, fatores de crescimento, e mesmo microRNASs). A
evidéncia crescente apoia a nocdo de que o mecanismo de beneficio funcional apds a
implantacdo MSC é predominantemente dependente de efeitos paracrinos (Ozaki, 2007;
Meirelles, 2009). Estudo funcional demonstra que células tronco derivadas de tecido
adiposo humano pode ter efeitos imunomoduladores e tém vantagens biologicas na
capacidade proliferativa, as proteinas segregadas (bFGF, IFN-y, e o IGF-1) (Chung-yu, et.
al., 2015).

Tem sido referido que 0 EGF e IGF-1 melhoram a taxa de progressdo meidtica dos
oocitos de bovino com celulas do cumulus (Sakaguchi, 2000(a), Sakaguchi, 2004 (b)).
Chun-yu, et. al., 2015, analisaram e compararam a expressao de fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas em meio condicionado com ceélulas tronco mesenquimais da
medula 0ssea e de MSC derivadas de tecido adiposo humano e encontraram fatores de
celulares apropriadas para a terapia celular, sendo estas bFGF, IGF-1, e VEGF. Dessa
forma, as MSC-ad interagem com as células residentes e podem induzi-las, por mecanismo
paracrino, a se diferenciar em linhagens celulares distintas, de acordo com essa sinalizacdo

(Takahashi et al., 2007) modulando o microambiente a sua volta (Baglio et. al, 2012).

31



@
Microvesicles @

Recipient Cell

Nucleus

e i/'}/
g [
£t ,
o Proteinas
MRNA
IMMUNE MODULATORY CAPACITIES -2 =
8 = p i T 1 Lipidios
Differontiation and maturation = .
H,0; producton o manccyis o DG Tand NK on and Fatores de crescimento

? W N N X
&9 monceste @ Toot %e‘l ) | Bost J)((( T !
. /A N N\

Figura 5: Esquema de modulagcdo paracrina da MSC-ad, ao secretar microvesiculas
contendo biomoléculas para 0 meio externo para que atinja a célula alvo de forma a

modular um microambiente. (Fonte: Modificada de Yoon, 2014; Yanez-Mo, et. al., 2015).

2.6 Uso de CT na PIVE

Para assegurar bons resultados na PIVE € necessario que se forneca condicGes
semelhantes ao encontrado nos ovarios e ducto ovariano das fémeas, sendo necessario,
investir em um microambiente que envolve temperatura, pH, e tempo de realizacdo cada
etapa 0 mais proximos ao ambiente in vivo. E obedecer aos padrdes de qualidade oocitéaria
e principalmente os nutrientes presentes nos meios na MIV, FIV e CIV de forma a garantir

sucesso no processo de PIVE.

Diversos estudos foram desenvolvidos nos ultimos anos com o intuito de provocar
a melhoria no protocolo usual de PIVE, uma vez que ndo conseguimos taxa de producéo
iguais ou superiores ao processo in vivo. Sabendo dos beneficios que o cultivo de células

tronco vem apresentando para pesquisas que envolvem a medicina regenerativa e terapia
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celular, com a modulacdo do micromebiente através da secre¢do de moléculas bioativas,
viu-se a oportunidade de unir as duas técnicas para pesquisas com nas biotécnicas
reprodutivas, seja com a utilizacdo das células tronco ou 0 meio condicionado nas etapas
de maturacéo e cultivo. Ling et. al. (2008) foram os primeiro a explorar a utilizacdo de CT
na PIVE, ao utilizarem meio condicionado por células tronco mesenquimais da medula
6ssea (CTMMO) de camundongos na maturagdo in vitro, relatando melhora na taxa de
maturacdo dos odcitos indicando que o meio condicionado com células mesenquimais
provou ser mais efetivo para o crescimento folicular, maturagdo oocitaria e consequente

desenvolvimento embrionério em camundongos.

Estudos feitos por Kim et. al. (2011) e Park et. al. (2013) mostraram, em bovinos e
suinos, que a suplementacdo do meio de cultivo, com meio condicionado por MSC
melhorou a quantidade e a qualidade dos embriGes obtidos por PIVE. Similarmente,
Moshkdanian et. al. (2011) relataram que a utilizacdo de células tronco, derivadas do
corddo umbilical humano no co-cultivo com embrifes de ratos atenuaram os efeitos

adversos induzidos pela exposicdo a luz.

Finalmente Nascimento et. al. (2014), dados ndo publicados, utilizaram células
tronco mesenquimais obtidas de bovinos adultos (MSC-adb) no co-cultivo de embrides
bovinos produzidos in vitro e relataram melhores resultados na quantidade e qualidade dos
embrides quando comparado ao co-cultivo tradicional dos embrides utilizando a

monocamada de células da granulosa.

3. HIPOTESE

E possivel obter desenvolvimento embrionaria in vitro provenientes de o06citos
maturados em meio de MIV condicionado por MSC de origem bovina, na etapa MIV, e
ativados partenogeneticamente, e se, a taxa de producdo embrionaria sdo superiores ao

meio convencional.

4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo Geral

-Aprimorar a etapa de maturacdo no protocolo de producdo in vitro de embrides

bovinos.

4.2- Objetivos especificos

-Condicionar o meio de MIV com as MSC-adb.

-Avaliar a maturagdo nuclear oocitaria em meio de MIV condicionado com MSC-
adb.

-Avaliar a clivagem e o desenvolvimento in vitro de embrides bovinos
partenogenéticos derivados de odcitos bovinos maturados em meio condicionado com
MSC-adb.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado em duas etapas (Figura 06): primeira foi compreendida
pelo isolamento, cultivo, caracterizacdo de MSC-adb e condicionamento do meio de MIV.
Para isso as MSC-adb foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM, GIBCO) por trés passagens (P3) para realizacdo do condicionamento do meio
MIV por 24, 48 e 72 horas. E cultivadas por quatro passagens (P4) para realizacdo da curva

de crescimento e diferenciacdo nas linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica.

Na segunda etapa o meio de MIV condicionado foi utilizado no processo de
maturacdo in vitro de odcitos bovinos, sendo feita a avaliagdo do desenvolvimento
embrionario até a eclosdo de blastocisto (oitavo dia de cultivo), nos trés grupos
condicionados mais o grupo controle (meio de MIV usual) perfazendo quatro grupos

experimentais:
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- Grupo COND-24: PIVE realizada utilizando-se o meio de MIV condicionado por células
tronco durante 24 horas e congelado a -20°C.

- Grupo COND-48: PIVE realizada utilizando-se o meio de MIV condicionado por células
tronco durante 48 horas e congelado a -20°C.

- Grupo COND-72: PIVE realizada utilizando-se 0 meio de MIV condicionado por células
tronco durante 72 horas e congelado a -20°C.

- Grupo CONTROLE: PIVE realizada utilizando-se 0 meio de MIV aerado em estufa por
24 horas e congelado a -20°C.

Apobs a maturagdo de 24 horas, os odcitos foram destinados a avaliagdo da extrusao
do primeiro corpusculo polar, seguidos de ativacdo por partenogénese e cultivados sem
monocamada, onde o desenvolvimento embrionario foi avaliado quanto as taxas de
clivagem no 2° dia apos a ativagdo (D2) e a quantidade e de embriées formados (D7) e
eclodidos (D8).
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mesenquimais a partir do tecido adiposo. Na passagem P4 foi feita a Criopreservacdo das
células, Curva de crescimento, diferenciacdo e na passagem P3 foi realizado o
condicionamento do meio de MIV em 24, 48 e 72 horas. A etapa de PIVE composta pela
utilizacdo dos meios condicionados na fase de Maturacdo para posterior ativacao
partenogenética e CIV.

5.2- Isolamentos e caracterizacao das CT

O tecido adiposo foi coletado no Frigorifico Industrial de Castanhal LTDA-
CASFRISA, localizada no municipio de Castanhal/Inhangapi sn, km 7, area rural. A
amostra foi retirada da gordura toréacica de bovino (Bos taurus) macho adulto com o
auxilio de materiais cirurgico estéril e lavados no local com solucéo salina a 37°C por duas

vezes, e acondicionados em tubos plasticos estéreis contendo 50 ml de PBS (Phosphate
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Buffered Saline- Tampédo fosfato salino) suplementado com 50 ul de gentamicina
(SIGMA-ALDRICH) e transportado em caixa térmica ao laboratério de cultivo de células
tronco/UFPA/Castanhal (LabTronVet) onde permaneceu por 24 horas em solucdo de PBS
suplementado com 400 unidades/mL de penicilina (GIBCO) e 400 pl/mL estreptomicina
(GIBCO).

Apds as primeiras 24 horas a amostra foi novamente lavada em PBS suplementado
com gentamicina, posteriormente e o tecido adiposo foi triturado com auxilio de lamina
(SOLIDOR n°24) com bisturi sobre placa de petri de vidro esterilizada até a obtencdo uma
massa homogénea. Com esta massa foi feita a digestdo enzimatica com 1mg/mL de
Colagenase tipo | (SIGMA-ALDRICH) (diluida em PBS) e incubada pelo periodo de 3
horas em estufa com 5% de CO, a 37°C. Apo0s este periodo a acdo da colagenase foi
neutralizada com 1ml de meio de cultivo DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB, SIGMA) e 50ul/ml gentamicina.

O tecido digerido foi centrifugado por 5 minutos a 300 X g. O sobrenadante
descartado e o pellet centrifugado novamente sobre as mesmas condigdes e ressuspendido
em 1 ml de meio de cultivo DMEM+10% SFB suplementado com antibi6tico e cultivado
em estufa com 5% CO, a 37°C..

As células foram cultivas em placas de petri de poliestireno estéreis (Corning) de
35 mm de diametro, com trocas regulares do meio de cultivo DMEM + 10% SFB a cada 24
horas até atingirem a semi-confluéncia de 70%, quando entdo foram repicadas com tripsina
0,25% (Tryple Express, GIBCO) para garrafas de cultivo de 25 cm? (SARDESTS) e
cultivadas sob as mesmas condi¢des. A renovacdo do meio de cultivo prevaleceu a cada
trés dias até a visualizacdo da semi-confluéncia quando novamente foram repicadas para as
passagens desejadas ao trabalho em questdo. A criopreservacdo das células, cultivadas
foram ressuspendidas em meio composto por 1ml de DMEM suplementado com 20% de
SFB, 50ul de gentamicina, 10% de DMSO (Dimethyl Sulthoxide — Hibry Max, Sigma) e
envasadas em palhetas de 250 ul (10° células/ml) mantidas a 4°C por 1 hora , a -20°C por
mais 1 hora, ao vapor de nitrogénio liquido por mais 1 hora e imersas em nitrogénio
liquido para posteriores trabalhos. As CT criopreservadas foram descongeladas em banho

maria sempre que Necessario.
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Na passagem P4, as MSC-adb foram analisadas quanto a curva de crescimento e a

diferenciacdo in vitro nos trés tipos de tecidos pré-estabelecidos.
5.2.1 Diferenciagéo

Para diferenciacdo em adipdcitos, as células foram cultivadas até a quarta passagem
m (p4) em placas de 24 pocos com meio DMEM + 10% FSB por trés dias em uma
densidade de 1 x 10* células/cm?, tendo a substituicdo do meio de cultivo no quarto dia
pelo kit de indug&o a diferenciacéo adipogénica (STEMPRO, GIBCO) e permanecendo em
cultivo por 21 dias, com trocas regulares de meio a cada trés dias. Apds os 21 dias as
células foram fixadas com paraformolaldeido 4% por 1 hora, lavadas com PBS e coradas

com Qil Red por 5 minutos para visualiza¢do do acumulo intracelular de gotas lipidicas.

A diferenciagdo em condrogénica, as células foram cultivadas em meio DMEM até
a quarta passagem por trés dias em placa de 24 pocos em uma densidade de 0,25 x 10’
células/cm® como uma micromassa durante duas horas e posteriormente adicionado o kit
de inducdo diferenciacdo (Stempro, Gibco) e cultivadas por 21 dias com trocas regulares
de meio a cada 3 dias. A diferenciacdo foi confirmada apds a lavagem duas vezes com PBS
fixacdo com paraformolaldeido 4% por 20 minutos e coradas com Alcian Blue 1% por 5

minutos para visualizacéo de glicosaminoglicanos.

Para a diferenciacdo em celulas osteogénicas, as células foram cultivas em meio
DMEM por trés dias na quarta passagem em placa de 24 pocos em uma densidade de 5 x
10° células/cm?® por trés dias e posteriormente substituido pelo kit de inducdo a
diferenciacdo osteogénico (STREMPRO, GIBCO), sendo cultivada por 21 dias com trocas
regulares de meio a cada trés dias. Apds esse periodo as células foram lavadas com PBS
por duas vezes e fixadas com paraformolaldeido 4% por 20 minutos temperatura ambiente,

coradas com Alizarin Red S 2% por 5 minutos para visualizacdo do deposito de Calcio.

Os controles negativos para cada grupo a ser diferenciado cultivado com meio
DMEM por 21 dias corridos, obedecendo as mesmas condi¢des de cultivo das células a

serem diferenciadas.
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5.3 Curva de crescimento

A curva de crescimento foi avaliada na quarta passagem (P4), onde as células foram
plaqueadas em placa de cultivo de 24 pocos (TPP) com meio de cultivo DMEM + 10% de
SFB por 12 dias, tendo renovacdo de meio de cultivo a cada 48 horas, bem como a
contagem e estimativa da quantidade de células de cada poco através da camara de

Newbauer.

5.4 Condicionamento do meio MIV com células tronco MSC’s-ad

Condicionamento do meio de MIV com as MSCs-Ad bovinas foi realizado como
descrito por Da Silveira et. al. (2012). As células foram cultivadas até a passagem trés (P3)
com meio DMEM + 10% SFB até atingirem a semi-confluéncia de 70% quando ent&o este
meio de cultivo foi retirado e substituido pelo meio de MIV e incubadas por 24, 48 e 72
horas em estufa com atmosfera gasosa de 5% de CO, em ar a 37 graus. Ao final do
condicionamento, 0 meio sobrenadante foi coletado, filtrado (0,22 um), aliquotado e ent&o
congelado imediatamente em freezer -20°C. Estas aliquotas foram descongeladas ao longo
do experimento de PIVE conforme a necessidade. O meio de MIV trabalhado é consistindo
de TCM 199 com sais de Earles, suplementado com 10% de soro fetal bovino, piruvato e
gentamicina. Sendo suplementando com 5 pg/ml de gonadotrofina coriénica do soro de
égua gestante (PMSG, NOVORMON), 5 pg/ml de gonadotrofina corionica humana
(HCG, NOVORMON), no momento de confeccdo da placa de MIV.

5.5 Obtencao dos ovarios e selecdo de odcitos para PIVE

Os ovarios foram obtidos do abatedouro SOCIPE logo apds o abate das fémeas,
lavados no local com solucéo fisiologica a 0,9% de NaCl a 30-33°C e transportados ao
laboratério de Fertilizagcdo in vitro da UFPA/Belém. Os foliculos foram imediatamente
aspirados com auxilio de agulhas 18G e seringas descartaveis, depositados em tubos
estéreis (SARDEST) de 15 ml, permanecendo em repouso por alguns minutos para
sedimentacdo das células no fundo dos tubos (pellet). Apds esse periodo o sobrenadante foi

descartado e o pellet misturado a solucdo de TALP lavagem e imediatamente direcionados
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para o rastreio em placas de petri estéreis e descartaveis de 60 mm para posterior selecao.
Foram selecionados os complexo cumulus o6cito (CCO’s) que apresentavam o minimo de
duas camada de células do cumulus e citoplasma heterogéneo, uma vez que a puncao dos

ovarios resultava numa quantidade reduzida de o6citos com boa qualidade morfoldgica.
5.5.1 Maturacdo in vitro - MIV

Apds a selecdo os CCO’s foram lavados primeiramente em meio de maturacdo
fresco TCM-199 suplementados 10% de SFB, piruvato (SIGMA) e gentamicina,
posteriormente lavados por trés vezes em micro-gotas de meio de maturacdo condicionado
em seus respectivos grupos e incubados em entre 10 a 15 odcitos qualidade 1 e 2 por gotas
de 100 ul de meio de MIV condicionado ou ndo MSC-adb suplementado no momento da
confeccdo da placa de MIV com 0,5 ul de PMSG e 0,5 ul de HCG, sob dleo mineral por
24 horas em estufa a atmosfera gasosa de 5% de CO; e 38,5°C.

5.5.2 Ativacdo Partenogenética

A ativacdo partenogenética foi feita de acordo com Miranda et. al. (2009). Apos as
24 horas de MIV, os oocitos foram desnudados mecanicamente através de sucessivas
pipetagens em 0,5 pg/mL de hialuronidase (SIGMA-ALDRICH) para remocéo das celulas
do cumulus. Os odcitos desnudos foram submetidos a ativacdo partenogeneética. A ativacao
foi iniciada em meio TCM 199 contendo 5 UM de ionomicina (Sigma-Aldrich) e 1 mg/mL
de BSA, por um periodo de 5 minutos por grupo, apos esse periodo os odcitos foram
lavados e entdo incubados por 3 horas em micro-gotas del00ul de 6-DMAP (SOF -
Synthetic Oviductal Fluid - suplementado com 2 mM de 6-DMAP, SIGMA). Terminado o

periodo de incubagdo, 0s 00citos prosseguiram para o cultivo embrionario.

5.5.3 Cultivo in vitro

Apo0s 24 horas de ativacdo partenogenética embriGes foram transferidos para micro-
gotas de 100ul de meio de cultivo Synthetic Oviductal Fluid (SOF) suplementado com
10% de SFB, 6mg/ml de BSA e 50 pg/mL de gentamicina, onde permaneceu por oito dias

em estufa a 38,5°C de CO,. Os embrides partenogenéticos foram analisados apés 48 horas
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de ativacdo para contagem da clivagem, no sétimo dia para contagem de blastocisto e no
oitavo dia para avaliagdo ecloséo de blastocisto.

5.6 Anélise Estatistica

As médias e porcentagens utilizadas no trabalho foram calculadas nos softwares
Microsoft Excel 2010 e SigmaPlot 11.0. Foi realizado o teste ANOVA e pos-teste de
Fisher para os resultados obtidos de maturacdo nuclear, formagéo e ecloséo de blastocisto.
Em todos os testes foi adotado nivel de significancia de 5%.

6. RESULTADOS

6.1 Apresentam-se, a seguir, 0s resultados obtidos para cada etapa do processo para a
producdo do meio de MIV condicionamento.

6.1.1 Isolamento e caracterizacdo morfoldgica das MSC-ad de bovino.

As células MSC-adb foram cultivas e plaqueadas nas passagens P3 e P4. As células
apresentaram aderéncia a superficie de cultivo (plastico), morfologia achatada e uniforme
semelhantes a fibroblastos, essas caracteristicas se mantiveram ao longo das passagens
(Figura 7).
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Figura 7: Cultivo de células tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo bovino (Bos
taurus indicus), na passagem P3, aderidas ao fundo da placa apresentando morfologia
similar a fibroblastos. Aumento de 400 X.

6.1.2 Curva de crescimento celular

A avaliacdo do crescimento de células tronco MSC-ad foi evidenciado através da
curva de crescimento na passagem P4. As quantificacdes foram realizadas em seis
momentos em um total de doze dias. Na 1° avaliacdo, que ocorreu no 2° dia de cultivo
foram quantificadas 3,1 x 10* células. Na 2° avaliagdo, que ocorreu no 4° dia de cultivo,
foram quantificadas 6,2 x10* células. E nas avaliagbes subsequentes que ocorreram no 6°,
8°, 10° e 12° dias foram quantificadas 7,2 x 10%, 6,2 x 10% 6,2 x 10* e 6.1 x 10%
respectivamente (figura 8). A figura 9 mostra a avaliacdo visual da morfologia do

crescimento celular durante as seis avaliagdes,

42



Curva de crescimento

[s)]
| ]

Guantidade de células{10%)

c 2 4 6 8 10 12

e
Q\}t’ Dias de cultivo
o

Figura 8: Curva de crescimento de células tronco MSC-adb na passagem P4. O
gréfico ilustra o numero de células quantificadas no eixo y em funcdo do numero de

avaliacdes no eixo X.
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Figura 9. Avaliacdo visual da morfologia do crescimento de células tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo bovino em seis avaliagdes. 1° avaliacdo com
dois dias de cultivo (A), 2° avaliacdo com quatro dias de cultivo (B), 3° avaliacdo com seis
dias de cultivo (C), 4° avaliacdo com oito dias de cultivo (D), 5° avaliagdo com dez dias de
cultivo (E) e 6°avaliacdo com doze dias de cultivo (F). Aumento de 400 X.

6.1.3 Diferenciacdo das MSC-adb

Para confirmar a multipoténcia, MSC-adb foram submetidas ao processo de
indugdo a diferenciagdo em trés linhagens celulares in vitro pelo periodo de 21 dias de

cultivo.

As MSC-adb cultivadas com meio de indugéo adipogénica coraram com o corante
Oil Red evidenciando a existéncia de gotas intracelulares de lipidios, caracteristico de
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adipocitos (Figura 10-A). MSC-ad cultivadas com meio de inducdo condrogénica coraram
com o corante Alcian Blue, evidenciando na matriz extracelular a producdo de
glicosaminoglicanos, caracteristico de condrdcitos (figura 9-B). As MSC-ad cultivadas
com meio de indugdo osteogénico reagiu com o corante Alizarin Red, evidenciando
mineralizacdo da matriz extracelular corando os depositos de célcio, caracteristico de

ostedcitos (figura 9-C).Foi confirmada assim a multipoténcia das MSC-ad isoladas neste

estudo.

Figura 10: As MSC-ad foram cultivadas e diferenciadas na P4 em trés linhagens celulares,
no total foram 21 dias de inducdo. MSC-adb apresentando gotas lipidicas coradas com Oil
Red, sugestivo de diferenciacdo em células do tecido adiposo (A). MSC-adb apresentando
matriz extracelular com glicosaminoglicanos coradas com Alcian Blue, sugestivo de
diferenciacdo para células do tecido cartilaginoso (B). MSC-adb apresentando depdsitos de
calcio corados com Alizarin Red, sugestivo de diferenciacdo para células do tecido 6sseo
(C). Aumento de 400 X.
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6.1.4 Condicionamento das MSC-adb em meio de MIV.

Observamos pela morfologia que o potencial proliferativo das MSC-ad se manteve
(Figura 11-A, B, C e D) atingindo a confluéncia nas primeiras 24 horas do inicio do

condicionamento.

Figura 11 — Morfologia do crescimento celular- MSC-adb cultivadas somente em meio
DMEM, grupo controle (A) e células cultivadas por 24 horas em meio de MIV (B), 48
horas (C) e 72 horas (D) Aumento de 400X. observamos que a troca de meio de cultivo

nao alterou o crescimento das células MSC-adb.

6.2 A seguir sdo apresentados os resultados do processo de producao in vitro de embriGes

bovinos partenogenéticos.

6.2.1 Producéo in vitro de embribes bovinos
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Foram feitas cinco repetiches para avaliagdo da maturacdo nuclear, mantendo

sempre 0 mesmo padrdo de qualidade odcitaria entre 0s grupos experimentais.

Ap0s 24 horas de maturacdo observamos que o padrdo de expanséo das células da
cumulus e a heterogeneidade do citoplasma se mantiveram iguais entre 0S grupos
experimentais. Quanto a maturagdo nuclear, avaliamos os odcitos desnudos quanto a
extrusdo do 1 corplsculo polar (Figura 12) e quantificamos o0s grupos CONTROLE,
COND-24h, COND-48hs e COND-72, obtendo as seguintes médias 83,7%; 77.7%;
81,4%; 76.1% respectivamente (Tabela 1 ). Os resultados apresentados pelos grupos
maturados em meio condicionados sofram similares ao grupo controle, ndo havendo

diferenca significativa (p>0,05) entre 0s grupos experimentais.

Figura 12 — Extrusdo do 1° corpusculo polar em o6citos maturados em meio de MIV
CONTROLE (A), oocitos selecionados para maturacdo nos meios de MIV condicionados
COND-24h (B), COND-48h (C) E COND-72h (D).
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Tabela 1 — Maturagdo nuclear de o6citos bovinos apds 24 horas de maturacdo em meio de
MIV condicionado com MSC-adb, atraves da visualizagdo do 1° corpusculo polar nos

quatro grupos experimentais.

GRUPOS N° de o6citos N° odcitos maturados (%)
CONTROLE 105 88 (83,7)
COND-24h 116 92 (77,7)
COND-48h 112 91 (81,4)
COND-72h 117 89 (76,1)

Grupo CONTROLE = od6citos bovinos maturados por 24h em meio padrdo (TCM-199,
10%SFB, PMSG e HCG) Grupos COND-24h, COND-48h e COND-72h = odcitos bovinos
maturados por 24h. *Valor percentual calculado sobre o nimero de odcitos selecionados

para maturacdo em meio de MIV.

No segundo dia ap6s ativacdo partenogenética foi avaliada a partenogénese nos
grupos experimentais (Figura 15). Nao foi observada diferenca estatistica (p>0,05) entre as
taxas de clivagem do grupo CONTROLE e dos demais grupos com meio condicionado
com MSC-adb (Grupos: COND-24h, COND-48 h e COND-72h) como evidencia a Tabela-
2.

Também foi observada a presenca de blastocistos no sétimo dia de cultivo (Figura
16). Da mesma forma, nao foi observada diferenca (p>0,05) de taxas de blastocisto ao
comparar 0s grupos controle e os demais grupos condicionados com MSC-adb. Na
Tabela- 2 sdo apresentados os dados de clivagem (D2), formacdo de blastocistos (D7) e
eclosdo dos embriGes partenogenéticos (D8), avaliados no segundo, sétimo e oitavo dia

apos a ativacao, respectivamente. Ainda na Tabela 2, foram incluidos dados de um grupo
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adicional: Meio de MIV fresco (CONTROLE-fres) que se trata do meio de maturagéo

usual do laboratério com a forma de armazenamento apenas por resfriamento.

Figura 13: Clivagem por ativacdo partenogenética nos grupos CONTROLE (A), COND-
24h (B), COND- 48h(C), COND- 72h (D). Evidenciando a existéncia de 4 a 8

blastbmeros em todos 0s grupos experimentais.
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Figura 14: Producdo embrionaria ap0s ativacdo partenogenética nos grupos CONTROLE
(A), COND-24h (B), COND-48h (C), COND-72h (D), CONTROLE fres (E).
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Tabela 2 — Taxas de clivagem, formacdo e eclosdo de embrifes bovinos oriundos de

o6citos maturados in vitro em meio de MIV condicionado por MSC-adb.

n Clivados (%) Blastocistos (%) Eclodidos (%
CONTROLE 19 17 (89,4) 8 (42,1) 6 (75,0)"
fres
CONTROLE 48 42 (87,5) 10 (23,8)° 8 (80,0)
cong
COND-24h 46 40 (86,9) 11 (27,5) 10 (90,0)
COND-48h 50 37 (74,0) 9 (18,0" 8 (88,8)
COND-72h 56 45 (80,3) 11 (19,6) 9 (81,8)

Avaliacdo do desenvolvimento embrionario bovinos, provenientes de odcitos maturados
em meio de MIV condicionado por MSC-adb em trés repeticdes. “Valor percentual
calculado sobre o nimero de blastocisto. Letras diferentes em mesma coluna indicam

diferenca estatistica (teste Fisher p<0,05).
8. DISCUSSAO

Os resultados apresentados evidenciam que o cultivo de células tronco MSC-ad

bovino apresentou apds as primeiras 24 horas de cultivo pequenas estruturas celulares com
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morfologia uniforme e semelhantes a fibroblastos. Morfologia esta consistente e relatada
por Danovis e Bland (2009) ao trabalharem com cultura de MSC-ad de humanos e

roedores, assim como por outros estudos relatados abaixo.

A capacidade de aderéncia a superficie plastica, expressdao de marcadores de
superficie de membrana e potencial de diferenciacdo em multilinhagens, (especificamente
osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos) tém sido propostos como critérios minimos para
caracterizar as células tronco mesenquimais de acordo com a Sociedade Internacional de
Terapia Celular (Dominici, 2006), no ano de 1966 os pesquisadores Rodbeel e Jones foram
0s primeiros a descrever as possiveis trés formas de diferenciacdo das células tronco de

camundongos nas seguintes linhagens: osteogénica, condrogénica e adipogénico.

Bravo et.at. (2012) ao trabalharem com tecido adiposo de equino conduziram o
estudo sobre estudo de isolamento, cultivo e caracterizacdo e confirmaram a existéncia da
linhagem de CT de diferenciacdo celular em linhagem condrogénica, adipogénica e
osteogénica. Recentemente Chun-yu et. al. (2015) confirmaram que células tronco
derivadas de tecido adiposo humano assegurou e confirmou a capacidade de aderéncia ao
plastico, expressdo de marcadores de superficie e potencial de diferenciacdo

multilinhagens (osteoblastos, adipocitos e condrdcitos).

O primeiros relato de existéncia de células tronco em tecido adiposo de bovino foi
feito por Picou no ano de 2009 utilizando o método de extracdo enzimatico com a enzima
colagenase tipo 1. No presente estudo, utilizamos tecido adiposo bovino (Bos taurus
indicus) para o isolamento de células tronco mesenquimais, analisando e confirmando os
parametros de aderéncia e diferenciacdo em multilinhagens (condrogénica, adipogénica e
osteogénica). Sendo assim, ao confirmar a multipoténcia das células tronco isoladas neste
estudo prosseguimos com o seu uso na PIVE. Ao trabalhar com MSC’s derivadas de tecido
adiposo Chun-yu et. al. (2015) relataram que este grupo celular possui maior potencial
proliferativo ao longo das passagens, contabilizando em sua cultura experimental um total
de 17.2 x 10* + 0.3 células tronco MSC-ad na passagem cinco (P5). A curva de
crescimento celular desde estudo, feito em uma Unica passagem (P4) contabilizou o

méaximo de 7,2 x 10* por cm®. Uma possivel explicacdo para pode ser que fatores de

52



crescimento ricos em human platelet lysat foram utilizados em substituicdo do SFB no
meio de cultivo celular estimulando a proliferacdo da colénias. Em nosso estudo

suplementamos nosso meio de cultivo DMEM com 10% de SFB somente.

Nossa principal hipdtese para o uso de meio condicionado por MSC-ad na produc¢édo
in vitro de embrido, especificamente na etapa de maturacdo in vitro era que fatores
produzidos pelas MSC-ad pudessem melhorar a producdo de embrido em termos de taxa de
blastocisto ou mesmo qualidade embrionaria. Por fatores paracrinos entende-se diferentes
tipos de citocinas, tais como fatores de crescimento e citocinas inflamatdrias (Jiang, 2014).
Em estudos clinicos foi relatado que MSC-ad que ao utilizar células tronco mesenquimais
para condicionar meios em modelos experimentais de lesdo aguda do 6érgdo humano,
Khubutiya (2014) e Xagorari (2013) relataram a ocorréncia de mecanismos paracrinos

entre as células tronco que foram relacionadas com a diminuigéo de patologia.

Em nosso estudo utilizamos 8.000 MSC-adb/ml para condicionar o meio de M1V,
observando que 0s grupos tratados com meio condicionado ndo diferiram do grupo
controle e nem entre si. Ling (2008) trabalharam com meio de MIV condicionado para
avaliar a maturacdo nuclear de oocitos de camundongo, ele utilizou 300.000 celulas/ meio
de maturacéo, obtendo 82,9% de maturacdo nuclear em comparagdo a outros grupos do seu

experimento, por exemplo, o grupo maturado com DMEM cuja taxa de maturacdo 54,7%.

Rauber et. al, 2003, avaliaram o efeito do congelamento do liquido folicular (-20°C)
obtido de foliculos de 2-8mm de vacas, sobre a taxa de producéo embrionaria e constataram
reducdo da taxa de eclosdo de blastocisto (18.8%) comparado ao grupo controle fresco de
23,6%. Em nosso estudo quando avaliada a clivagem, formacéo de blastocisto e eclosdo de
embrides partenogenéticos derivados de o0d6citos maturados em meio congelado
observamos que as taxas nao diferiram entre si quando comparadas entre 0S Qrupos
experimentais, porém, observamos uma tendéncia de queda da taxa de blastocisto ao usar
meio condicionado e congelado, em comparacdo ao meio de MIV fresco. Vale salientar
que varias proteinas podem desnaturar durante o processo de congelamento-

descongelamento, comprometendo sua estabilidade ao longo do armazenamento.

53



Gongalvez, 2009, descreve biomoléculas presentes no liquido folicular, sendo
composto por uma variedade de proteinas, fatores de crescimento, citoquinas, esteroides,
substratos energéticos e muitas outras substancias ainda ndo identificadas, que controlam o
desenvolvimento odcitario. Blaglio et. al. 2012, relatam que as MSC-ad agem na reparacao
tecidual através da sua acdo parécrina, fornecendo o microambiente tréfico e sinais de
sobrevivéncia, incluindo fatores de crescimento e citocinas. Moshkdanian et. al. 2011
trabalhando com condicionamento de meio por células tronco mesenquimais derivadas do
corddo umbilical humano a uma densidade inicial de 1x 10° por ml de meio (MEM-
suplementado om 10% de SFB, penicilina e estreptomicina), mantendo sob cultivo até
atingirem a semi-confluéncia de 90% onde ocorreu a renovagdo do mesmo meio
permanecendo sendo condicionado por 24 horas, com posterior centrifugacdo do mesmo a
500 X g, e utilizado imediatamente na PIVE, tendo como resultados sobre a taxa de
eclosdo de blastocisto de camundongo nos grupos com meio condicionado, grupo com co-
cultivo e grupo controle: 35%, 43% e 53% respectivamente, ainda evidenciou a redugéo do
namero de blastdmeros em zigotos de camundongos. Em nosso estudo este fato ndo foi
confirmado, pelos dados apresentado € possivel afirmar que a utilizacdo do meio
condicionado na MIV néo interferiu na progressao do desenvolvimento embrionario até a
clivagem dos provaveis embrides, vista que observamos em D2 o numero de blastbmeros
semelhante nos grupos condicionados quando comparados ao grupo controle. Porém
quanto a formacédo de blastocisto é incerto afirmar que ndo houve interferéncia uma vez
que as taxas foram reduzidas por igual em todos 0s grupos experimentais, incluindo o

grupo controle congelado quando comparado ao grupo controle fresco.

No entanto, devido ao nimero amostral baixo do grupo com meio de MIV fresco
ndo podemos afirmar que o processo de congelamento tenha sido responsavel pela
tendéncia observada. Tendo em vista que a utilizacdo de meio condicionado na etapa de
MIV ndo influenciou nas taxas de maturacdo nuclear dos oocitos bovinos. Especulamos
que as biomoléculas, citocinas e fatores de crescimento secretados pelas MSC-ad nao

foram capazes de melhorar a competéncia oocitaria durante a MIV de od4citos bovinos.

9-. CONCLUSAO
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Em conclusdo, a utilizagdo de meio de MIV condicionado com células tronco
MSC-Ad ndo melhorou as taxas de desenvolvimento embriondrio em bovinos. Em
comparagdo como meio de MIV convencional, ndo condicionado e ndo congelado,
apresentou taxas inferiores de formacdo de blastocisto. Estudos futuros deverdo ser
realizados para investigar se as células MSC-ad realmente secretam fatores de crescimento,

citocinas e quimiocinas no meio TCM-199 condicionado.
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