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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da glutationa (GSH — 0,3mg/mL), no processo
de separacdo, lavagem e capacitacdo espermatica sobre a taxa de producdo in vitro de
embrides bovinos. O sémen de um touro foi separado através de gradientes de Percoll e
centrifugados duas vezes em meio de fecundacdo in vitro (lavagem). Espermatozdides foram
capacitados in meio de FIV durante 1 h em estufa Umida a 38,5°C e 5% de CO2. Os grupos
experimentais foram: Controle (ndo possui a etapa de lavagem; Grupo 1: sem GSH nas trés
etapas; Grupo2: GSH somente na capacitacdo; Grupo3: GSH somente na separacdo e na
lavagem (primeira lavagem); Grupo 4: GSH em todas as etapas. Odcitos provenientes de
abatedouro foram maturados in vitro e fertilizados ap6s as preparacdes feitas no sémen. Os
embrides foram cultivados durante 7 dias com analise da clivagem no 2° dia, taxa de
blastocisto e nimero total de células embrionarias no 7° dia. As taxas de desenvolvimento
embrionario foram analisadas pelo qui-quadrado (y2) e a qualidade embrionéria pela ANOVA
através do programa Bio Estat 3.0 (AYRES, et al., 2003) com nivel de significancia de 5%.
N&o houve diferenca estatistica efeito do uso da GSH nas diferentes etapas do processo de
preparacdo espermatica sobre as taxas de clivagem, blastocisto e eclosdo (Grupo Controle:
52, 35 e 50%; Grupo 1: 60, 37 e 44%; Grupo 2: 57, 40 e 50; Grupo 3: 56, 37 e 51%; Grupo
4: 47, 30 e 48%, respectivamente, p>0,05). Também ndo foi observado diferenca estatistica
quanto ao numero de células embrionarias (Grupo Controle: 30,9+21,87, Grupo 1:
57,8+18,26; Grupo 2: 66,2+20,14; Grupo 3: 62,1+22,48; Grupo 4: 76,7+29,28; p>0,05).



ABSTRACT

The aim of this work was evaluated the effect of Glutathione addition (GSH — 0.3mg/mL) in
the semen separation, washing and capacitation steps on the bovine in vitro embryo
production. Semen from one only bull was separated with Percoll and centrifugated twice
with in vitro fertilization (IVF) medium (washing). Spermatozoa were capacitated in IVF
medium during 1 h in 5% CO; incubator at 38,5°C. Experimental groups were: Control — it
was not supplemented with GSH in separation and washing and capacitation was excluded,
Group 1: without GSH in all steps; Group 2: GSH supplementation just in the capacitation;
Group 3: GSH supplementation in the separation and washing steps (first washing only);
Group 4: GSH supplementation in all steps. Bovine oocytes collected at slaughterhouse were
in vitro matured and fertilized after semen preparations. Embryos were cultured during seven
days with cleavage being analysed at day 2 and blastocyst rates and total embryo cell number
(quality) at day7. Embryo rates were evaluated with chi-square test (y2) and embryo quality
with ANOVA in the software Bio Estat 3.0 (AYRES, et al., 2003) at significance level of 5%.
There was not effect of the GSH supplementation in different steps of semen preparation
(p>0,05) on cleavage, blastocysts and hatching rates (Control Group: 52%, 35% and 50%,
respectively; G1: 60%, 37% and 44%, respectively; G2: 57%, 40% and 50%, respectively;
G3: 56%, 37% and 51%, respectively; G4: 47%, 30% and 48%, respectively). Moreover, it
was not observed effect on mean (xSD) of embryo total cell number (Control: 30,9+21,87,
Group 1:57,8 £18,26; Group 2:66,2 £20,14; Group 3:62,1 +22,48; Group 4:76,7 +29,28; p>
0,05).
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1 INTRODUCAO

A producdo in vitro de embribes (PIVE) tem sido utilizada como base para
diferentes estudos relacionados a biotecnologia da reproducéo, tanto em animais como em
humanos (PALMA & BREM, 1993). Na dltima década, a PIVE em bovinos tornou-se
importante ferramenta comercial para o melhoramento genético do rebanho mundial e
brasileiro, sendo amplamente utilizada para esse fim (RODRIGUES et al., 1999;
VITROGEN, 2004).

A busca pelo maior aproveitamento dos gametas femininos faz com que as pesquisas
no ambito das biotecnologias reprodutivas procurem desenvolver sistemas cada vez mais
eficientes visando uma maior producdo de embrides viaveis (VAN DE VELDE et al., 1999).
Neste sentido, varias pesquisas véem sendo desenvolvidas a fim de propiciar condi¢bes de
maturacdo, fecundacdo e desenvolvimento embrionario in vitro mais adequados (MATOS et
al., 1997; ASSUMPCAO et al., 2002).

Sabe-se que a concentracdo de oxigénio no trato reprodutivo das fémeas é 1/3 (3 a
9% de O,;) da que é encontrada na maioria dos sistemas de PIVE (20% de O,)
(MASTROIANNI & JONES, 1965). Alguns estudos demonstraram que o cultivo in vitro de
embrides sob baixas concentracdes de oxigénio (O,) possibilita uma menor producdo de
radicais livres do que em ambientes com altas concentracdes (NARS ESFAHANI et al., 1990;
LIU Z & FOOT, 1995).

Assim como relatado por ALI et al. (2003), um balango entre as concentracdes de
radicais livres e de substancias conhecidas como antioxidantes é de suma importancia durante
0 processo de capacitagdo dos espermatozdides (SPTZ). Além disso, o fato de o SPTZ possuir
uma area citoplasmatica bastante reduzida faz com que armazene menores quantidades de
antioxidantes, como é o caso da glutationa (GSH) (MATOS et al., 1997; WOLF, 2005), um
importante tri-peptideo responsavel pela protecdo das células contra danos oxidativo causados
pelos radicais livres (ALl et al., 2003; DREVET, 2006). Nesse sentido, a avaliacdo dos efeitos
da adicdo da GSH ao meio de separacdo, lavagem e capacitacdo espermética sobre a
capacidade de fecundacdo e, conseqientemente, desenvolvimento embrionério in vitro é

fundamental.
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1.1 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

Cientistas interessados no estudo de aspectos relacionados a reproducdo e ao
desenvolvimento de organismos superiores iniciaram os primeiros ensaios com a finalidade de
estabelecer metodologias que permitissem a manipulacdo de embrides. No entanto,
dificuldades relativas a compreensdo das necessidades nutricionais e as limitagdes impostas
pelas caracteristicas fisico-quimicas dos meios utilizados para cultivar esses embrides,
consistiam em barreiras técnicas a serem superadas (BRACKETT et al., 1982).

Foi no inicio do século XX, juntamente com o desenvolvimento da quimica, que a
embriologia passou por progressos significativos, pois havia a producdo de meios de melhor
qualidade, possibilitando desta forma, o sucesso de coleta e cultivo de embrides (BLANDAU,
1980, BRACKETT et al., 1982).

No entanto, 0 marco na histéria da fecundacdo in vitro (FIV) ocorreu por volta de
1950, quando WESLEY WHITTEN propds uma nova formulacdo para os meios de cultura,
que passaria a ser utilizada tanto na coleta quanto no cultivo dos embrifes, ampliando
significativamente o nimero de embrifes implantados com sucesso. WHITTEN desenvolveu
um meio utilizando uma solucdo de Krebs-Ringer bicarbonato, suplementada com albumina
sérica bovina, o qual foi capaz de promover as clivagens de um embrido de camundongo com
uma célula até o estddio de blastocisto. Juntamente com WHITTEN, RALPH BRINSTER
apud GONCALVES (2002) iniciou uma linha de pesquisa para determinar quais as
necessidades nutricionais de um embrido em cultura e, durante o processo, desenvolveu a
técnica da cultura de embribes em micro gotas utilizada em varios laboratérios (HOGAN et
al., 1986, GONCALVES et al., 2002).

No final dos anos setenta surgiram os primeiros relatos de maturacéo in vitro (MIV) e
FIV de od6citos bovinos sendo que a primeira FIV bem sucedida de odcitos maturados
artificialmente foi creditada a IRITANI e NIWA, em 1977, no Japdo. STEPTOE &
EDWARDS (1978) produziram o 1° bebé de FIV humano. Em 1982, foi anunciado o
nascimento do primeiro bezerro de FIV, porém com odcito ovulado (BRACKETT et al.,

1982).
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PARRISH et al. em 1986 usaram a heparina para promover a capacitacao espermatica,
possibilitando desta forma um incremento na producdo de embrides. A partir dai a PIVE
recebeu um grande impulso e em 1987, houve o nascimento de gémeos bovinos produzidos

totalmente sob condicdes artificiais (GONCALVES et al., 2002; ALVARENGA, 2005).

1.1.1 Fecundacéo

Em mamiferos, a fecundacdo compreende uma série de eventos bioldgicos que
envolvem os gametas feminino e masculino. Mesmo que dentre as espécies haja algumas
particularidades, em geral, a fusdo dos gametas ocorre proxima a juncdo istmo-ampolar do
oviduto (HUNTER, 1984).

Para que o gameta masculino seja capaz de fecundar o feminino, além de ser
morfologicamente viavel e maturo, devera sofrer modificagdes funcionais e estruturais,
eventos esses denominados de capacitacdo espermatica (CARVALHO et al., 2002; HAFEZ,
2004). A capacitacao envolve multiplas etapas onde acontece uma série complexa de eventos
moleculares que ainda ndo foram totalmente elucidados (HAFEZ, 2004).

AUSTIN e CHANG no ano de 1951 foram os primeiros a documentar a necessidade
de haver capacitacdo para que um espermatozoide estivesse apto a fecundar, no entanto, ainda
hoje ndo se conhece exatamente todas as alteragdes que ocorrem neste processo. Acredita-se
gue um dos principais eventos ocorridos seja a remocao ou alteracdo de estabilizadores ou
fatores protetores da membrana plasmatica adquiridas durante o transito pelo epididimo ou
exposicao ao plasma seminal, os quais levariam a membrana a uma condicao propicia para a
fecundacdo. No entanto irdo adquirir a capacidade fecundante no trato reprodutor da fémea
(FERRARI, 1997; FLESCH et al., 2000).

Neste processo, também estdo envolvidas mudangas bioquimicas e estruturais da
membrana plasmatica ligadas ao transporte de fons célcio (ASSUMPCAO et al., 2002).
Algumas substancias como bicarbonato, albumina, e os glicosaminoglicanos (heparina)
desempenhariam um papel de desencadeadores do processo de capacitacdo espermatica
(SOUZA, 2003).
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1.1.2 Bicarbonato

Este componente é considerado o desencadeador da capacitagdo, pois ativa
diretamente uma adenilato ciclase SPTZ especifica que entdo se ligaria a proteina kinase A
(PKA). Esta via, ativa diretamente ou indiretamente o deslocamento de fosfolipidios levando
a uma alteracdo da assimetria da membrana resultando em células espermaticas capacitadas.

A concentragdo de bicarbonato é baixa na cauda do epididimo (<1mM), local onde
ficam armazenados os SPTZ. No trato genital feminino, a concentracdo é na ordem de 15mM.
Os niveis intracelulares de bicarbonato também podem aumentar via canais iGnicos na
membrana plasmatica (FRESCH et al.; 2000; HAFEZ, 2004).

1.1.3 Albumina

A albumina esta relacionada a extracdo do colesterol da membrana plasmatica. Este
processo ocorrera em areas restritas da membrana, havendo devido a isto, um deslocamento
dos fosfolipidios, levando-os a um novo rearranjo. Nas espécies onde a membrana é rica em
colesterol (humanos e bovinos) tais eventos ndo sdo evidenciados na mesma velocidade como
nas espécies com um baixo nivel (suinos e ovinos). Frente a isto, o tempo para capacitacao
varia, sendo verificada a necessidade de um maior tempo naquelas com altos niveis de
colesterol na membrana (FRESCH et al., 2000).
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1.1.4 Tons Célcio

O célcio intracelular no espermatozoide tem um papel fundamental nos processos de
capacitacdo, hiperatividade e reagdo acrossomal para a fecundagdo. Além disso, é o principal
elemento para a motilidade flagelar e fusdo da vesicula acrossomal. O aumento de célcio
interno é um passo essencial na via de sinalizacdo da ZP3 (uma das trés glicoproteinas da zona
pellcida e espécie-especifica), levando a reacdo acrossémica. O calcio também possui uma
importante fungdo na regulacdo da motilidade hiperativada, tanto extra como intracelular,
atuando principalmente no axonema (FRESCH et al., 2000; GABALDI et al., 2002).

1.1.5 Glicosaminoglicanos

Os glicosaminoglicanos sdo cadeias polissacarideos, longas, ndo ramificadas,
compostas por unidades dissacaridicas repetidas. Estas unidades dissacaridicas sdo formadas
por uma N-acetilglicosamina ligada a um &cido urdnico.

Possuem varias propriedades:

e Sdo polianions (carga negativa devido a presenca de grupamentos SOs; e
grupamentos carboxilico (CO,);

e Forte comportamento hidrofilico;

e Retencdo de ions positivos (ex: Na*) junto com a agua, colaborando na
manutencdo da arquitetura tecidual;

Poderiam atuar sobre a capacitacdo removendo os fatores decapacitantes ou por
modificacOes diretas na membrana plasmaética, induzindo um aumento na concentracdo de
calcio ou pela ativacdo da proteina Kinase dependente de AMPc (PKA) (FRESCH, et al.,
2000).

Todas essas modificagdes ainda ndo sdo totalmente compreendidas e ocorrem a nivel
molecular resultando em alterages morfologicas (reacdo acrossémica) e fisioldgicas do

gameta, 0 que o deixara apto para a fecundacdo (CARVALHO et al., 2002).
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Como o SPTZ, durante o periodo de maturacgdo, perde grande parte de seu citoplasma
e, conseqlientemente, parte dos antioxidantes enddgenos que estdo presentes em sua célula,
fica vulneravel a acdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que pode acarretar-lhe sérios
danos, dentre eles, a diminuicdo da motilidade e viabilidade além do comprometimento da
capacitacao e da reacdo acrossomica (CARVALHO et al., 2002).

O meio utilizado para promover a capacitagdo in vitro, deve aproximar-se das
caracteristicas do fluido presente no oviduto. E necessario que contenha substratos
energéticos tais como o piruvato, lactato, glicose, um captador de colesterol (geralmente a
albumina sérica), célcio (Ca++), concentracdes baixas de potassio (K+) e fisioldgicas de sddio
(Na+t).

Em bovinos, a heparina € bastante empregada para induzir a capacitacdo espermatica,
sendo sua acdo notada logo no inicio do processo de incubacdo (PARRISH et al., 1999). A
heparina encontra-se presente no trato genital da fémea favorecendo a interacdo ligante-
receptor quando o SPTZ estiver em contato com as células do cumulus oophurus,
promovendo desta forma a capacitacdo espermatica sem induzir a reacdo acrossdmica
(O'FLAHERTY et al., 1999).

Os SPTZ possuem uma membrana que é rica em acidos graxos polinsaturados (AGPI)
e que ddo a sua membrana plasmatica a fluidez necessaria para que ele participe dos eventos
de fusdo de membranas que estdo associados com a fecundacdo. Em SPTZ peroxidados existe
uma diminuicdo de sua fluidez, diminuindo desta forma sua capacidade de fecundacéo
(AITKEN, 1995). Além do mais, por terem seu citoplasma reduzido apresentam pouco
armazenamento de GSH, ficando mais susceptiveis aos danos causados pelo estresse
oxidativo (WOLF, 2005).

1.2 LESOES CELULARES CAUSADAS PELOS RADICAIS LIVRES

Os atomos contém um nucleo onde seus elétrons se distribuem ao redor, usualmente,
em pares. E muito importante para a célula que a molécula de oxigénio (O,,) aceitando quatro
elétrons, seja completamente reduzida a duas moléculas de agua (H;0). Se o O, €

parcialmente reduzido pela recepcao de somente dois elétrons, o produto desta reducédo sera o
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peroxido de hidrogénio (H,O;). Se 0 O, receber somente um elétron, o produto sera o radical
superoxido (O2) (VANNUCCHI et al., 1998, GATE et al., 1999).

O radical livre, portanto, pode ser definido como sendo um atomo ou molécula que
contém um ou mais elétrons ndo pareados. A presenca de elétrons ndo pareados altera a
reatividade quimica dos &tomos ou moléculas, tornando-0s mais reativos que as espécies ndo
radicalares (com elétrons pareados). As reacGes em cadeia dos radicais livres sdo entdo
iniciadas pela remocdo do (H’) de outras moléculas; superoxido (O,), hidroxila, (OH) e o
peroxido de hidrogénio (H,0,) (JORDAO et al. 1998). O peroxido de hidrogénio (H,0.) e o
superoxido (O, sdo extremamente toxicos para as células porque atacam os acidos graxos
insaturados que sdo componentes da bicamada lipidica da membrana, provocando leséo
celular (VANNUCCHI et al., 1998; GUTTERIDGE, 1999).

As células aerdbicas sdo protegidas do superoxido e do peroxido pela acdo da
superoxido dismutase (SOD), uma metaloenzima que converte o radical superoxido em
peroxido de hidrogénio e pela acdo da catalase que converte o perdxido de hidrogénio em
agua (H.O) e oxigénio molecular (HALLIWELL et al., 1999; JORDAO et al., 1998;
VANNUCCHI et al., 1998; POMPEU, 2005)

As espécies reativas de oxigénio (ROS) ainda podem agir de varias maneiras no
organismo, promovendo a desnaturacdo de proteinas e/ou a peroxidagdo lipidica
(VANNUCCHI et al., 1998).

O organismo dispde de mecanismos chamados de sistemas antioxidantes, que sdo
capazes de prevenir 0s danos que estas espécies reativas de oxigénio poderiam causar no
organismo. Esses mecanismos sdo divididos em sistemas enziméticos compostos pela
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx); e pelo sistema
ndo enzimatico, como a vitamina E, vitamina C, carotenoides entre outros (GATE et al.,
1999).

O distarbio no balango entre pré-oxidantes e antioxidantes em favor da formacdo de
radicais livres causa danos celulares, fendmeno este chamado de dano oxidativo ou estresse
oxidativo (HALLIWELL et al.; 1999).

Entre as espécies reativas de oxigénio, estdo, principalmente, as derivadas do oxigénio
e 0s metais de transicdo. Devido a molécula de oxigénio, naturalmente ter dois elétrons nao
pareados, isto a qualifica como radical, portanto o oxigénio € um bom agente oxidante pela
perda de elétrons Existem diversas espécies reativas de oxigénio e no Quadro 1 estdo listadas
algumas delas, bem como sua meia-vida em segundos (VANNUCCHI et al., 1998; JUNIOR
et al, 2001).
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Quadro 1: Espécies reativas de oxigénio.

Espécie Reativa de Oxigénio
HO Radical Hidroxilar
HO, Racial Hidroperoxilar
RO Radical Alcoxilar
H,0, Peroxido de Hidrogénio
0O,- Radical Superoxido
Q Radical Semiquinona
NO Radical Oxido Nitrico
HOCL Acido Hipocloroso
ONOO- Peroxinitrito

Obs.: R* é um lipideo, por exemplo, o linoleato.
Fonte: Adaptado de VANNUCCHI et al., 1998.

Quando um superdxido é gerado, ha reacdo entre as moléculas de substancias que
participam da cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, no reticulo endoplasmatico e
outras (como as catecolaminas) com o oxigénio, em decorréncia do metabolismo aerdbico
(CARVALHO, 2002).

Além do oxigénio, o nitrogénio também participa da estrutura das ROS, em especial 0
oxido nitrico (NO). Este é sintetizado a partir da L-arginina por a¢do da 6xido nitrico sintetase
(NOS), enzima presente no endotélio e nos macrofagos. O NO promove o relaxamento do
endotélio vascular (vaso-dilatacdo com reducdo da resisténcia periférica), inibe a agregacao
plaquetaria, tem meia vida muito curta, em torno de milésimos de segundos, podendo
rapidamente se converter em radical livre, com efeito, vaso-constritor que normalmente ¢é
anulado pela presenca de vitamina C, que recupera o oxido nitrico (JUNIOR et al., 2001;
CARVALHO, 2002).

No entanto, 0s organismos eucarioticos possuem em suas células varios sistemas de
defesa ao estresse oxidativo compostos por alguns nutrientes (vitamina E, [B-caroteno) e,
principalmente, por antioxidantes ndo enzimaticos como a glutationa (GSH), o acido Urico,
licopeno, bilirrubina e antioxidantes enzimaticos como a catalase (CAT), a glutationa
peroxidase (GPX) e o superdxido dismutase (SOD) dentre outros, conforme apresentado no
Quadro 2. Estes agentes irdo proteger reparar e prevenir o acimulo de moléculas alteradas por
oxidacdo (HSU et al., 1998; GASPARRINI et al., 2003; DREVET, 2006).
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Quadro 2: Componentes do sistema de protecéo antioxidante.

ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS
Glutationa (GSH)

NADPH E NADH

Vitamina C

Vitamina E

B-caroteno

PROTEINAS LIGADORAS DE METAIS
Albumina (Cobre)

Transferrina (Ferro)

Ferritina (Ferro)

Mioglobina (Ferro)

ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS
Superoxido Dismutase (SOD)

Catalase

Glutationa Peroxidase (GPx)

Fonte: Adaptado de VANNUCCHI et al, (1998).

1.3 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E FUNCOES DA GLUTATIONA

A glutationa (GSH) é um tri-peptideo (y-glutamina-cisteina-glicina) ndo protéico
presente em praticamente todas as células de mamiferos. E sintetizada a partir dos
aminoacidos glutamato, cisteina e glicina. Estes aminoacidos ndo essenciais podem ser
sintetizados no organismo e também obtidos a partir da dieta. Muitas funcdes da GSH se
devem a suas caracteristicas quimicas, pois esta molécula contém um grupo tiol e um
glutamato, que é resistente a degradacao por peptidases (KIM et al., 1999).

Seu poder redutor € utilizado para manter os grupos tiol nas proteinas intracelulares e
em outras moléculas. Atua como reservatorio fisioldégico da cisteina e estd envolvido na
regulacdo da sintese protéica, destoxificacdo celular e sintese de leucotrienos (BARREIROS
etal., 2002).

Estudos diversos sobre a evolucdo bioldgica da GSH, indicam que existe uma estreita
co-relacdo entre GSH e o metabolismo eucariotico aerdbico; mostrando que esta molécula
evoluiu para proteger as células contra a toxicidade causada pelo oxigénio (O'FLAHERTY,
1991).
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S&o conhecidos trés sistemas enzimaticos antioxidantes: o primeiro é composto por
dois tipos de enzimas SOD, que catalisam a destruicdo do radical &nion superoxido O,
convertendo-o em oxigénio e perdxido de hidrogénio. A decomposicdo do radical anion
superdxido O, ocorre naturalmente, porém por ser uma reacdo de segunda ordem, necessita
que ocorra colisdo entre duas moléculas de O, de forma que h& necessidade de maior
concentracdo do radical &nion superoxido. A presenca da enzima SOD favorece essa
dismutacdo tornando a reacdo de primeira ordem, eliminando a necessidade da colisdo entre
as moléculas. A acdo desta enzima permite a eliminacdo do O,, mesmo em baixas
concentracdes. Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira contém Cu®* e Zn*",
como centros redox e ocorre no citosol, sendo que sua atividade ndo é afetada pelo estresse
oxidativo (VISCONT, et al., 1995).

A segunda contém Mn®* como centro redox, ocorre na mitocondria e sua atividade
aumenta com o estresse oxidativo. O segundo sistema de prevencdo é muito mais simples,
sendo formado pela enzima catalase que atua na dismutacdo do peroxido de hidrogénio
(H202) em oxigénio e agua (VISCONT et al., 1995; KIM et al., 1999; BARREIROS et al.,
2006). A enzima catalase ira converter o peroxido de hidrogénio (H,O;) em agua (H.0),

conforme representado no esquema abaixo:

|
ZHZOH Catalase 02+2H20
NADPH

O sistema composto por GSH, em conjunto com as enzimas, glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa redutase (GR), agem na presenca do selénio (seléno-cisteina). Este sistema
ird catalisar a dismutacdo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, sendo que a GSH
opera em ciclos entre sua forma oxidada e reduzida. A GSH, reduz o H,O,a H,O em presenca
de GPx, formando ponte dissulfeto e em seguida, a GSH é regenerada, conforme representado
abaixo (BARREIROS et al., 2006).
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2 GSH + H,0, Pt GSSG +,H,0
GSSG + NADPH + H SSHreduae | 5GSH + NADP

H,O, + NADPH + H %" | 2H,0 + NADP

Sobre as demais fungdes da GSH podemos citar sua participagdo no estoque e
transporte da cisteina, regulacdo do balango “redox”, metabolismo de prostaglandinas e
leucotrienos, sintese de desoxirribonucleotideos, funcdo imune e proliferacdo celular. No
entanto, a calatase e a GPx sdo os principais varredores enzimaticos de ROS, estando
presentes em teores elevados nos eritrocitos e hepatocitos (VANNUCCHI et al., 1998;
WOLF, 2005; CARVALHO, 2006).

A enzima superoxido dismutase (SOD) previne a conversdo do 6xido nitrico em suas
formas oxidativas, apresentando efeito sinérgico como a L-arginina (GORDON, 2003;
GASPARINI et al., 2002; CARVALHO, 2002).

Ja in vitro, espécies reativas de oxigénio, o peréxido de hidrogénio (H,O,) e outros
radicais livres sdo continuamente produzidos e este aumento do estresse oxidativo € um dos
principais fatores que prejudicam o desenvolvimento celular in vitro (MATOS et al., 2002).

No odcito, por exemplo, faz-se necessario a estocagem da GSH intracelular durante a
maturacao, pois esta serd importante para determinacdo da competéncia oocitaria. No entanto
supde-se que a GSH ndo deve estar presente no meio de FIV, pois teoricamente inibiria o
processo de fecundacdo em funcdo da reagcdo acrossdmica ser dependente de estresse
oxidativo. Posteriormente a fecundacdo, a GSH intracelular presente no gameta feminino ira
auxiliar no desenvolvimento inicial do embrido, até que ele adquira capacidade de producao
de suas prdprias proteinas (transcricdo) (O'FLAHERTY, 1999; STRADAIOLLI, 2007).

O efeito das ROS nos SPTZ foi sugerido a mais de 50 anos, quando MACLEOD
(1943) apud HALIWELL & GUTTERIDGE (1999), demonstrou que a exposi¢do do SPTZ
humano a altas concentragdes de oxigénio resultava em toxicidade como a perda rapida da sua
motilidade.

A producéo excessiva de ROS nos SPTZ leva a disfuncdo e diminuicdo da capacidade
de fecundacdo. Em condigdes naturais os SPTZ sdo expostos a um ambiente quase
anaerdbico, reduzindo desta forma, os potenciais danos causados pela ROS. No entanto,

quando o sémen é manipulado para uso na fecundag&o in vitro ele é exposto ao oxigénio em
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varias etapas do seu processamento podendo levar a producdo de ROS, bem como a reducao
das defesas antioxidantes (MAIA 2003; NICHI, 2003).

No processo de PIVE, antes da unido dos gametas na gota de FIV, o sémen passa por
um processo de lavagem, para serem separados do diluente, crioprotetores e plasma seminal.
No entanto, este processo, retira ndo somente essas substancias, como também a prote¢édo
antioxidante fornecida pelo proprio plasma seminal. Todos esses fatores podem contribuir
para aumentar os danos oxidativos ao SPTZ. Estudos posteriores vieram a confirmar que 0s
SPTZ e leucocitos presentes no sémen sdo capazes de gerar ROS e que sua susceptibilidade a
danos oxidativos causados pelas ROS decorrem da alta quantidade de &cidos graxos
polinsaturados presentes na sua membrana plasmatica (MAIA, 2003; NICHI, 2003).

Ocorre também wuma grande producdo de ROS por células espermaticas
morfologicamente anormais e dentre essas, as que possuem residuos de citoplasma (gotas
proximal e distal). Acredita-se que a presenca deste citoplasma residual aumentaria a
capacidade destas células imaturas de gerar NADPH (nicotinamida adeninna dinucleotideo
fosfato reduzida), que serviria como fonte de elétrons para a producdo de ROS SPTZ
morfologicamente normais e imoveis, porém, funcionalmente anormais, também sédo fontes de
ROS (AITKEN & BARKER, 2002).

Os danos causados pelos ROS na motilidade espermatica se devem principalmente a
uma cascata de eventos que resultam em uma diminuicdo na fosforilacdo de proteinas do
axonema e a imobilizacdo do SPTZ, ambos relacionados com uma reducdo na fluidez da
membrana plasméatica (ROMITTO, 2003).

Outro fator que provocaria a diminuicdo da motilidade seria a difusdo do H,0O, na
célula, através das membranas mitocondrial e/ou plasmaética, inibindo a atividade da glicose
6-fosfato-desidrogenase, que controla o fluxo de glicose que, por sua vez, controla a
disponibilidade de NADPH. No entanto, hd& mecanismos de protecdo contra 0 estresse
oxidativo no sémen, o que compensa a deficiéncia de enzimas citoplasmaticas no SPTZ
através de uma serie de antioxidantes tais como a superoxido dismutase (SOD), o sistema
glutationa peroxidase, catalase e redutase, além de existirem no plasma seminal, antioxidantes
ndo enximaticos, como o ascorbato, o urato, piruvato, glutationa, taurina e a hipotaurina
(ALVAREZ & STOREY, 1983). Esses mecanismos de defesa segundo SALEH & AGAWAL

(2002) exercem protecdo através da prevencéo e reparo das reacdes de oxidacgéo.



25

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito da glutationa durante o processo de separacdo, lavagem e

capacitacao espermatica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a influéncia da glutationa sobre a taxa de fecundacgéo e polispermia;

- Avaliar a influéncia da glutationa sobre o desenvolvimento embrionario através das

taxas de clivagem, formacao de blastocisto e ecloséo;

- Avaliar a influéncia da glutationa sobre a qualidade dos embrides produzidos in vitro

através o nimero total de células.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS OVARIOS

Os ovérios de vacas azebuadas (Bos taurus indicus) provenientes de diversos
municipios do Estado do Para foram obtidos no abatedouro frigorifico da SOCIPE (Sociedade
Cooperativa dos Pecuaristas), localizado no bairro do Tapand em Belém. Foram coletados
logo apds o abate, independente da idade, fase do ciclo estral, escore corporal ou estado
nutricional dos animais. Os ovarios foram lavados em alcool 70% e acondicionados em frasco
com solucdo salina estéril de cloreto de sodio a 0,9% e transportados em temperatura
ambiente em caixa térmica até o laboratério de Fecundacdo In Vitro do Centro de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal do Para, em um periodo médio de 3 horas.

3.2 RECUPERACAO E SELECAO DOS OOCITOS

Foliculos antrais de 2 a 8 mm foram puncionados utilizando-se agulhas 40 x 12 e
seringas de 10 mL, sendo o fluido folicular obtido depositado em tubos de 15 mL. Terminada
a puncdo, os tubos permaneceram em repouso por aproximadamente 5 a 10 minutos para
decantacdo.

O sedimento foi transferido para uma placa de Petri estéril de poliestireno de 35 mm
de didmetro, contendo Meio 199 com tampdo Hepes acrescido 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) (v/v), 0,22mM de piruvato, 62,6pg/mL de penicilina, 50ug/mL de gentaminica (H-
199). O rastreamento foi realizado em lupa estereomicroscépica sob um aumento de 16 x.
Com o auxilio de pipeta sob fluxo laminar, os o6citos recuperados foram lavados em H-199 e

selecionados para a maturagdo in vitro. Apenas 0s 00citos com circunferéncia normal,
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citoplasma homogéneo, sem vacuolos ou granulos escurecidos e que apresentem células do
cumulus oophorus compactas e refringentes foram selecionados para a MIV.

3.3 MATURACAO IN VITRO

Os odcitos foram lavados e incubados em meio de MIV (Meio 199 suplementado com
bicarbonato de sodio, 10% SFB, 62,6pug/mL de penicilina, 50 pg/mL de gentamicina, 0,5
pug/mL de FSH, 5,0 pg/mL de LH, 0,22mM de piruvato, 10 uL/mL de insulina, transferrina e
selénio (ITS) e 50 uM de B-mercaptoetanol. A incubagdo foi feita em placas de petri com
gotas de 100 uL de meio de MIV sob dleo mineral estéril (10 a 15 odcitos por gota), em
estufa de CO, a 5%, com 38,5°C de temperatura e atmosfera Umida, durante 22 horas (Figura
le?2).

Figura 2: Odcitos maturos.

Figura 1: Placa de maturacdo in vitro.
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3.4 SEPARACAO E CAPACITACAO ESPERMATICA

Para fecundacdo in vitro foi utilizado sémen congelado de um Unico touro de origem
indiana, zebu (Bos taurus indicus) da raca Guzerd. O método de separacdo dos
espermatozéides dos crioprotetores e plasma seminal foi o gradiente de densidade
descontinuo de Percoll. A palheta de sémen (0,25 mL) foi aquecida em banho-maria a 35°C
durante 30 segundos. O sémen foi depositado sobre a coluna de 2 mL de Percoll (gradientes
de 45 e 90%) contendo ou ndo 0,3mg/mL de GSH conforme 0s grupos experimentais e

submetidos a centrifugado (200 G) por 20 minutos (Figura 3).

Sémen descongelado
Percoll 45%

Percoll 90%
Pellet de SPTZ

com gradiente descontinuo de Percoll ap6s separacdo dos espermatozoides.

O sobrenadante foi desprezado e o pellet, foi homogeneizado em 2 mL de meio FIV
com ou sem GSH e centrifugados durante 3 minutos para remocao dos residuos de Percoll
e/ou GSH de acordo com o grupo experimental. Para capacitagéo o pellet foi resuspendido em
2 mL de meio de FIV contendo ou ndo GSH e incubado por 1 hora em estufa imida a 38,5°C
e 5% COa,.
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3.5 FECUNDACAO IN VITRO

Ap0s os procedimentos de cada grupo experimental a concentracdo espermatica foi
ajustada para 2X10° SPTZ/mL e entdo depositados junto com os odcitos maturos em gotas de
80 uL de meio de FIV (meio TALP, suplementado com albumina sérica bovina (BSA),
heparina, penicilamina, hipotaurina, epinefrina) segundo PARRISHI et al., 1999. Os gametas
permaneceram co-incubados sob as mesmas condicGes citadas para a MIV por um periodo de
26 horas.

3.6 CULTIVO IN VITRO DOS EMBRIOES

Para dar suporte ao desenvolvimento embrionario foi realizado um sistema de co-
cultivo dos embrides bovinos sobre monocamada de células da granulosa (CG) oriundas do
cumulus oophorus dos odcitos. O meio de MIV foi substituido por 50uL de meio de cultivo
embriondrio.

O meio de cultivo utilizado foi o Fluido Sintético do Oviduto (SOF) descrito por
TERVIT et al. (1972), suplementado com 6 mg/mL de (BSA), glicina, 10% de SFB e
antibioticos. Apos 26 horas de cultivo, foram retirados 10 odcitos/zigotos de cada grupo e
fixados para posterior avaliacdo da taxa de fecundacdo e polispermia. Apds 20 horas, 0s
provaveis zigotos foram submetidos a pipetagens para retirada das células do cumulus
oophorus restantes e SPTZ aderidos a zona pellcida e entdo transferidos para gotas de cultivo
de acordo com cada grupo experimental, onde permaneceram incubados por nove dias.

Apbs 72 horas de cultivo foram acrescidos 50uL de meio SOF a gota de cultivo
embrionario (feeding) e apos 120 horas foi realizada a renovagédo de 50% do meio por SOF

suplementado com glicose.
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Foram realizadas 5 repeticGes com um total de 615 odcitos distribuidos entre os

grupos experimentais como descrito no Quadro 1.

Quadro 3: Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com a presenga ou auséncia

(+ ou -) de glutationa durante os processos de separacdo, capacitacdo e lavagens dos

espermatozdides.

Grupos Gradiente Lavagem Capacitacao Lavagem
Experimentais Percoll
Grupo Controle - - -
Grupo 1 - - -
Grupo 2 - - + -
Grupo 3 + + -
Grupo 4 + + + -

*Espacos em branco indicam auséncia da etapa.

3.8 AVALIACAO DA FECUNDACAO E DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

3.8.1 Fecundacao e Polispermia

Apds 18 horas do inicio da inseminacdo (hpi) uma amostra de odcitos/zigotos de cada

grupo experimental foram retirados e fixados em etanol e &cido acético (3:1) para posterior

avaliacdo da taxa de fecundacgé@o e polispermia. No momento da analise as amostras foram

coradas com orceina acética a 1% e avaliados sob microscopia dptica com aumento de no

méaximo 1000 X. Foram considerados polispérmicos 0s que apresentaram mais de dois pro-

nucleos (PN).
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3.8.2 Desenvolvimento Embrionario

A clivagem foi avaliada 72 horas ap6s a FIV, onde foram considerados clivados os
embrides que apresentavam duas ou mais células, sem sinais de fragmentacao ou degeneracéo
celular. As taxas de blastocisto e blastocistos eclodidos foram obtidas no 7° e 9° dia de

cultivo, respectivamente.

3.8.3 Avaliacdo da Qualidade Embrionaria

No sétimo dia de cultivo embrionério, foi analisada uma amostra de cada grupo para
verificar a qualidade embrionéria através da contagem do nimero de nucleos presentes em
cada embrido (nameros de celulas).

Os embrides foram fixados em formol salino tamponado e posteriormente corados
durante 5 minutos e sob protecdo de luz, com corante fluorescente Hoescht 33342 (1ug/mL)
diluido em H-199. Os embribes corados foram montados (2-3 blastocistos) entre lamina e

laminula e em seguida visualizados em microscopio invertido de fluorescéncia.

4 ANALISE ESTATISTICA

As taxas de formagdo pro nuclear, clivagem e desenvolvimento embrionario, obtidas
nos diferentes tratamentos foram comparadas entre si e com o grupo controle, através do teste
de qui-quadrado (y%), e da qualidade embrionaria pelo teste ANOVA com o auxilio do

programa Bio Estat 3.0 (AIRES et al., 2003) com nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 FECUNDAGAO E POLISPERMIA

A analise das taxas de fecundacdo (Figura 4) monospérmica e polispérmica do Grupo
Controle (64 e 5,9%, respectivamente) ndo mostrou diferenca (p>0,05) com relagdo ao Grupo
1 (65,2 e 6,3%), Grupo 2 (55,2 e 18,2%), Grupo 3 (43,3 e 23,5%) e Grupo 4 (61,3 e 13,6%) e
nem destes entre si com relacdo aos diferentes tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1: Taxa de fecundacdo monospérmica e polispérmica

n

Grupos Fecundacéo
Experimentais
Monospérmica (%) Polispérmica (%%*)
Grupo Controle 25 16 (64) 1(5,9)
Grupo 1 23 15(65,2) 1(6,25)
Grupo 2 29 18 (55,2) 4(18)
Grupo 3 30 13 (43,3) 4(23,5)
Grupo 4 31 19(61,3) 3(13,6)

n=numero amostral; * taxa de polispermia a partir do nimero total de fecundados.

Figura 4: Fotomicrografia de um zigoto fixado com
18h hpi mostrando dois pro-nucleos.
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5.2 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

A avaliagdo do desenvolvimento embrionario ndo mostrou diferenca (p>0,05) com
relacdo as taxas de clivagem (Figura 5), blastocisto (Figura 6) e eclosdo entre o Grupo
Controle (52, 35 e 50%, respectivamente) e os Grupo 1 (60, 37 e 44%), Grupo 2 (57, 40 e
50%), Grupo 3 (56, 37 e 51%), Grupo 4 (47, 30 e 48%) e nem destes entre si (Tabela 2).

Tabela 2: Taxas de desenvolvimento embrionario in vitro.

Grupos n Clivagem (%) Blastocisto (%)  Ecloséo (%)
Grupo Controle 98 51 (52) 34 (35) 17 (50)
Grupo 1 98 59 (60) 36 (37) 16 (44)
Grupo 2 86 49 (57) 34 (40) 17 (50)
Grupo 3 100 56 (56) 37 (37) 19 (51)
Grupo 4 95 45 (47) 29 (30) 14 (48)

n=nlmero amostral.

.00'0 8.6~

‘ . ,‘ - .\ ’ 8
%% % & #;3 W/ X
Figura 5: Foto micrografia de Figura 6: Foto micrografia de
clivagem (Grupo Controle). blastocistos D7 (Grupo Controle).
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5.3 AVALICAO DA QUALIDADE EMBRIONARIA

Com relacdo a quantificacdo do numero total de células dos embrides produzidos nos
diferentes tratamentos ndo houve diferenca (p>0,05) entre os Grupo 1 (58 + 18), Grupo 2 (66
+ 20), Grupo 3 (62 + 22) e Grupo 4 (77 = 29) com relagcdo ao Grupo Controle (31 + 22)
(Tabela 3).

Tabela 3: Numero total de células dos blastocistos no sétimo
dia de desenvolvimento.

GRUPOS n Média (£DP)
Grupo Controle 9 30,9 (+ 21,87)
Grupo 1 11 57,8 (+ 18,26)
Grupo 2 6 66,2 (x 20,14)
Grupo 3 8 62,1 (x 22,48)
Grupo 4 9 76,7 (= 29,28)

n= NUmero amostral.
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6 DISCUSSAO

A proposta deste trabalho visou melhorar a PIVE através da utilizagdo de uma
substancia que oferece prote¢édo antioxidante ao SPTZ, pois segundo MAIA apud AITKEN &
CLARKON (1987) a rapida perda de motilidade e alteracdes a nivel de DNA podem estar
relacionadas a altas concentracdes de ROS produzidas, principalmente, pelos leucdcitos do
ejaculado e pelos proprios SPTZ.

A primeira indicacdo de que o estresse oxidativo poderia afetar a viabilidade e funcao
dos SPTZ, foi em 1943, quando MACLEOD observou que o SPTZ humano perdia
rapidamente sua motilidade quando incubados em elevadas concentracbes de anion
superoxido (O2) e que a adicdo da catalase oferecia algum tipo de protecédo a essas células.

A influéncia da GSH quando adicionada ao meio de lavagem espermatica e FIV foi
relatada em bovinos e porcos. Embora sua adicdo ao meio de fecundacdo ndo tenha
influenciado as taxas de clivagem e qualidade embrionaria foi observada melhora na
formacdo de blastocistos (EARL et al., 1997, BOQUEST et al., 1999; KIM et al., 1999;
WOLF, 2005).

BOQUEST et al. (1999) utilizou a GSH (0; 125; 1,25 ou 1,5 mM) durante a lavagem
espermatica e a fecundacdo em suinos e ndo obteve diferenca (p>0,05) com relacdo as taxas
de fecundacdo, polispermia e clivagem. Entretanto, houve um incremento na formacdo de
blastocisto nas concentracfes de 0,125 mM (36%) e 0,25 mM (34%) quando comparada ao
controle OmM (19%).

Neste trabalho, o emprego da GSH (1mM) no processo de lavagem e capacitacdo
espermatica por um periodo de um hora, ndo apresentou diferenca nas taxas de clivagem,
blastocisto, eclosdo entre os Grupos Controle (52, 35, 50%), G1 (60, 37, 44%), G2 (57, 40,
50%), G3 (56, 37, 51%), G4 (47, 30, 48%).

KIM et al. (1999), testou o efeito da GSH exd6gena (1mM) no meio de fecundacgéo in
vitro usando diferentes touros A, B, C e D. Segundo este autor ficou claro que a influéncia
desta substancia em relacdo a formacdo de blastocisto € touro dependente, pois quando
avaliou o touro B e D observou um declive na taxa de embrides, ja o touro C apresentou um
aumento na producdo de embrides em comparagdo com o Controle (27,3 a 20,1%,

respectivamente). O touro A ndo mostrou diferenca significativa.
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O fato de termos utilizado somente um touro pode ter influenciado a ndo ter havido
diferengas entre as taxas de fecundacéo e desenvolvimento embrionario.

A possibilidade de o tratamento favorecer alguns touros pode trazer beneficios ao
produtor e as centrais de PIVE, principalmente, quando aplicada em animais de alto valor
zootécnico e que apresentam baixa producdo de embrides in vitro. Sendo necessério, portanto,

mais experimentos com diferentes touros, ragas e concentragdes da GSH.
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7 CONCLUSOES

N&o houve diferenca significativa com relacdo as taxas de fecundagédo
monospérmica e polispérmica entre o Grupo Controle e os demais grupos experimentais e

nem destes entre si apos o tratamento dos espermatozéides com glutationa;

Né&o houve influéncia da glutationa nas taxas de clivagem e desenvolvimento

embrionério.

A avaliacdo qualitativa dos embrides no sétimo dia de desenvolvimento nédo
mostrou diferenca com relacdo ao numero total de células entre 0 Grupo Controle e os demais

Grupos experimentais.
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