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RESUMO

A producdo in vitro (P1V) de embribes é uma técnica que vem se estabelecendo com o
objetivo de obter embrides viaveis de fémeas de alto valor genético. A biotécnica permite o
contato entre o espermatozoide e o odcito fora do trato reprodutivo da fémea, com a formacéo
de um novo individuo. No entanto, apesar de ser uma biotécnica versatil e dos esforgos
realizados, as taxas de sucesso sdo inferiores aquelas obtidas com embri6es produzidos in vivo.
Dessa forma, a adi¢do de Angiotensina - (1-7) nos meios de producdo in vitro de embrides
bovinos foi testada com a finalidade de melhorar a quantidade e qualidade dos embrides
produzidos. Foram utilizados o total de 960 odcitos, aspirados de ovarios obtidos de fémeas
bovinas abatidas pela Marchantaria Santa Rita e transportados ao Laboratério de Biotecnologia
da Reproducdo Animal. Sendo que, 480 odcitos foram distribuidos entre quatro tratamentos e
seis repeticdes, cultivados em diferentes concentracdes de Ang — (1-7) (Experimento I), sendo
elas: G1) Controle; G2) Ang-(1-7) a 1uM; G3) Ang-(1-7) a 2uM e G4) Ang-(1-7) a 4uM. Apos
0 Experimento I, realizou-se o Experimento 1, avaliando a influéncia do antagonista especifico
da Ang-(1-7), A-779, nos meios de producéo, sendo os grupos divididos em: G1) Controle; G2)
Ang-(1-7) a 2uM; G3) Ang-(1-7) a 2uM + A-779 a 2uM; G4) A-779 a 2uM. A avaliacdo da
taxa de clivagem foi realizada ap06s 48 horas do inicio do cultivo e a formagéo de blastocisto
apos 168 horas. Para analise dos dados parameétricos foi realizado ANOVA e para os dados ndo
paramétricos, o teste utilizado foi o de Kruskal-Wallys ao nivel de 5% de probabilidade. Os
resultados foram expressos como media porcentagem. Os dados foram avaliados pelo programa
SigmaStat versdo 3.5 (Systat Software, Inc). Para avaliacdo de taxa de clivagem e taxa de
blastocisto dos Experimentos | e Il, as concentracdes testadas de Ang-(1-7) e A-779 ndo
apresentaram resultado significativo quanto a formagdo de embrides quando comparadas ao
grupo controle. Entretanto, quando avaliados individualmente, 0s grupos apresentam embrides
de qualidades diferentes. Conclui-se que a adicdo de Angiotensina-(1-7) nas concentracOes de
1uM, 2uM e 4uM ndo influenciam na qualidade e nas taxas de clivagem e formacgdo de
blastocisto, quando utilizada nos protocolos de Producgéo in vitro de Embrides Bovinos.

Palavras-chave: FIV; bovinos; reproducdo animal; SRA; biotécnicas
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ABSTRACT

In vitro production (PIV) of embryos is a technique that has been established with the
objective of obtaining viable embryos from females of high genetic value. This Biotechnology
allows the contact between the spermatozoa and the oocyte outside the female's reproductive
tract, with the new individual formation. However, despite being a versatile biotechnique and
the efforts made, the success rates are lower than those obtained with embryos produced in vivo.
Thus, the addition of Angiotensin - (1-7) in the means of in vitro production of bovine embryos
was tested in order to improve the quantity and quality of the produced embryos. A total of 960
oocytes were used, aspirated from ovaries obtained from slaughtered bovine females and
transported to the Laboratory of Animal Reproduction Biotechnology. 480 oocytes were
distributed between four treatments and six repetitions, cultured in different concentrations of
Ang - (1-7) (Experiment I), which are: G1) Control; G2) Ang- (1-7) at 1uM; G3) Ang- (1-7) at
2uM and G4) Ang- (1-7) at 4uM. After Experiment I, Experiment Il was carried out, evaluating
the influence of the Ang- (1-7) specific antagonist, A-779, in the means of production, with the
groups divided into: G1) Control; G2) Ang- (1-7) at 2uM; G3) Ang- (1-7) at 2uM + A-779 at
2uM; G4) A-779 at 2uM. The evaluation of the cleavage rate was performed 48 hours after the
beginning of the culture, and the formation of a blastocyst after 168 hours. For analysis of
parametric data, ANOVA was performed, and for non-parametric data, the test used was the
Kruskal-Wallys test at the level of 5% of probability. The results were expressed as an average
percentage. The data were evaluated using the SigmaStat version 3.5 program (Systat Software,
Inc). For the evaluation of cleavage rate and blastocyst rate in Experiments I and 11, the tested
concentrations of Ang- (1-7) and A-779 did not shown any significant results regarding the
formation of embryos when compared to the control group. However, when evaluated
individually, the groups had embryos of different qualities. It is concluded that the addition of
Angiotensin- (1-7) in concentrations of 1uM, 2uM and 4uM do not influence the quality and
rates of cleavage and blastocyst formation, when used in the protocols of in vitro production of
bovine embryos.

Keywords: IVF; cattle; animal reproduction; SRA, biotechniques
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1. INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro € considerado um dos maiores rebanhos comerciais do
mundo, com um efetivo de aproximadamente 212.797.824 milhdes de cabegas, tornando-se
assim o maior exportador mundial de carne bovina. O Piaui possui um rebanho de
aproximadamente 1.688.024 de cabecas, sendo o quinto colocado em producdo de bovinos de
corte na Regido Nordeste (IBGE, 2017).

A eficiéncia reprodutiva é um dos principais fatores que contribuem com a melhora do
retorno econdmico de uma criacdo de gado de corte, haja vista que a taxa de prenhez e a
distribuicdo dos partos tem um importante impacto sobre o planejamento e economia de uma
propriedade (B6, 2006). Uma forma de melhorar esta eficiéncia é o aperfeicoamento das
biotécnicas reprodutivas, como a Producdo in vitro de embrides, que representa uma excelente
fonte de embriBes, envolvendo as fases de coleta de odcitos, maturacdo in vitro (MIV),
fecundacdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) (Baldassare et al., 2002).

O advento destas biotecnologias aplicadas a reproducdo animal, estimulou o estudo
incisivo das fungdes ovarianas, principalmente no que diz respeito ao crescimento e a maturacao
do foliculo ovariano, logo, a fun¢do dos horménios gonadotroficos e dos esteroides sexuais tem
sido bastante estudada nos ultimos anos. Entretanto, a literatura tem demonstrado que a forma
de atuacao destes componentes consiste, além dos mecanismos basicos classicamente relatados
na literatura, em uma complexa interacdo entre varios fatores intra e extraovarianos, 0s quais
estdo envolvidos na regulacdo de processos reprodutivos, como desenvolvimento folicular
(Martins et al., 2008; Findlay et al., 2009) e ovulagéo. Pesquisas recentes tém demonstrado um
importante papel do sistema renina-angiotensina (SRA) em tais eventos (Yoshimura et al.,1996;
Costa, 2000; Costa et al., 2003).

Nesse cenario, surge a Angiotensina - (1-7) [ Ang - (1-7) ], como um dos componentes
do Sistema Renina-Angiotensina que tem se destacado nos ultimos anos. Nos sistemas
organicos em geral, diferentes estudos indicam um efeito hipotensor de Ang - (1-7) via receptor
MAS (Sobrinho et al., 2009). Segundo Ferrario et al. (1998) e Santos et al. (2000B), a Ang -
(1-7) possui efeito vasodilatador bem como um efeito antagdnico a vasoconstricdo da
angiotensina 1, que promove maior comunicagdo entre 0s 6rgaos reprodutores e 0 organismo.

Varios estudos também tem demonstrado imunoreatividade para Ang - (1-7) em ovarios,
bem como a sua presenca nas células da teca e da granulosa de foliculos pré-ovulatérios de

coelhas pré-tratadas com gonadotrofina coridnica equina (eCG) e em corpos luteos de coelhas
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(Reis et al., 2009) assim como a presenca de Ang - (1-7) e Enzima Conversora de Angiotensina
2 (ECA2) em foliculos pré-ovulatérios de vacas, com aumento de Ang - (1-7) no fluido folicular
de vacas tratadas com GnRH (Horménio liberador de gonadotrofina) (Santos et al., 2011) além
de fortes evidéncias da participacdo do eixo ECA2/Ang - (1-7) / receptor MAS no processo
ovulatorio em bovinos (Tonellotto DOS Santos et al., 2011).

Dessa forma, com este estudo, objetivou-se obter informacdes sobre o efeito da
Angiotensina-(1-7) na producdo in vitro de embries bovinos, visando sua aplicabilidade

pratica nos protocolos de biotecnologias da reproducdo em animais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

A producdo in vitro (PIV) de embrides € uma técnica que vem se estabelecendo em todo
0 mundo, principalmente no Brasil. H4& uma grande quantidade de laboratérios que oferecem
essa biotécnica, a qual se tornou bastante acessivel aos criadores de bovinos (Arruda et al.,
2012). O objetivo da PIV consiste em obter embrides vidveis de fémeas saudaveis de alto valor
genético e também aquelas que ndo estdo mais aptas a produzirem descendentes pelas técnicas
convencionais. Além disso, fémeas a partir dos seis meses de idade, gestantes até o terceiro més
ou no periodo p6s-parto podem ser usadas como doadoras de odcitos na PIV (Bueno e Beltran,
2008).

A biotécnica de producéo in vitro de embries permite o contato entre o espermatozoide
e 0 odcito fora do trato reprodutivo da fémea, com a formacao de um novo individuo (Goncalves
et al., 2008), possibilitando véarios beneficios para a reproducdo animal em setores cientificos,
produtivos e tecnologicos (De Bem et al., 2014; Machado et al., 2012), sendo desenvolvida a
fim de propiciar condigdes adequadas na maturacgdo in vitro de complexos cummulus-oécitos
(CCOs), capacitacdo espermatica seguida de fertilizagdo in vitro, e cultivo embrionario in vitro
(Varago et al., 2008).

Apesar de ser uma biotécnica extremamente versatil e dos esforcos realizados, as taxas
de sucesso sao ainda inferiores aquelas obtidas com embriGes produzidos in vivo (Paramio,
2010). Entre as dificuldades desta biotécnica esté o custo elevado, em fungdo da necessidade
de infraestrutura laboratorial, a inconsisténcia dos resultados referentes a taxa de morulas e
blastocistos e o tempo consumido para executar a rotina da PIV, que vai desde a aspira¢ao

folicular ao cultivo in vitro de embrides (Miranda et al., 2007).

Nos ultimos anos, os pesquisadores vém tentando determinar quais condi¢cdes sao
necessarias durante os processos de maturacdo in vitro (MIV), fertilizacdo in vitro (FIV) e
cultivo in vitro (CIV) de embrides para melhorar a producdo de embrides e otimizar a técnica,
permitindo sua ado¢do em um futuro proximo (Khatun et al., 2011), tendo em vista, que o
avanco da técnica de PIV viabiliza a utilizacdo de animais bastante jovens, diminuindo o

intervalo de geracfes, permitindo selecionar matrizes potenciais, produzindo novilhas de
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reposicdo apenas de animais geneticamente superiores, acelerando o melhoramento genético
(Mocé et al., 2006).

A técnica de Produgdo in vitro de embriBes compreende cinco etapas principais:
aspiracdo folicular, rastreamento e selegdo dos complexos cumulus-odcitos, maturagdo in vitro
destes odcitos, fecundagéo in vitro dos odcitos maturados e o cultivo in vitro dos embrides
resultantes até o estagio de blastocisto, os quais podem ser eficientemente criopreservados ou

transferidos para o Utero de cabras receptoras previamente preparadas (Freitas, 2017).

2.1.1 Obtencdo de Ovarios e Aspiracao Folicular

O sucesso da producéo in vitro de embrides depende, também, da qualidade oocitéria,
que esta diretamente relacionada a presencga das células do cumulus e as peculiaridades dos
métodos de recuperacdo dos complexos cumulus-odcitos (COCs) (Rodriguez et al., 2006). A
primeira etapa da PIV é a colheita de o6citos competentes ao desenvolvimento, os quais podem

ser definidos como aqueles habeis a retomar e alcancar a meiose. (Souza-Fabjan et al., 2014).

A recuperacdo de odcitos de boa qualidade pode ser realizada a partir de odcitos
recuperados de ovarios de abatedouro (Paula et al., 2008). Os ovarios de abatedouro sdo uma
fonte barata de odcitos que podem ser colhidos por puncédo folicular, slicing (fatiamento) ou
disseccdo folicular. Esta condicdo tem sido util para pesquisas na area e 0 consequente
desenvolvimento da técnica. Todavia, para 0 uso da PIV como meétodo de difusdo ou
melhoramento genético é necessaria a colheita de odcitos repetidamente em fémeas de alto

valor genético e com controle sanitéario e nutricional (Cognié et al., 2004; Paramio, 2010).

A técnica de slicing possibilita a recuperacdo de maior quantidade de COCs do que o
método da aspiracdo folicular com agulha acoplada a seringa, no qual ainda ha maior
possibilidade de perda de COCs. No entanto, o slicing apresenta a desvantagem de ser uma
técnica demorada além de gerar muitos debris, os quais dificultam a posterior identificacdo dos

COCs, havendo necessidade de maior treinamento do individuo que a efetua (Wani, 2002).

Ja a aspiracdo folicular € considerada um método mais simples, rapido e permite a
obtengdo de COCs de melhor qualidade, caracterizados pela presenca de generosa quantidade
de células do cumulus (Wani et al., 2000). A quantidade e a qualidade dos COCs recuperados
por meio da aspiracdo folicular dependem, entretanto, dos aspectos fisicos envolvidos em tal

técnica, podendo haver discrepancia entre autores com relagdo aos resultados obtidos.

2.1.2 Rastreamento e Selecdo dos Complexos Cumulus-Odcitos
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O contetdo folicular depois de aspirado ¢ transferido para uma placa de Petri e, com
auxilio de estereoscopio, os complexos cumulus-o6citos (CCOs) sao rastreados e classificados.
A classificagdo dos odcitos baseia-se na sua morfologia, considerando-se 0s aspectos e

integridade do citoplasma e das células do cumulus (Freitas e Melo, 2010).

A classificagdo dos odcitos pode ser realizada em uma escala de 1 a 4, sendo: qualidade
| - cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de células, ooplasma com
granulacdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pellcida e de coloragdo
marrom; qualidade Il - cumulus compacto parcialmente presente em volta do odcito ou
rodeando completamente o odcito, com menos de trés camadas celulares, ooplasma com
granulacdes distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas no centro e mais
claras na periferia ou condensadas em um sé local aparentando uma mancha escura, o ooplasma
preenche o espaco do interior da zona peltcida; qualidade Il - cumulus presente, mas
expandido, ooplasma contraido com espaco entre a membrana celular e a zona pelcida,
preenchendo irregularmente o espaco perivitelino; qualidade 1V - o6cito sem cumulus, também

conhecido como od6cito desnudo (Gongalves et al., 2008).

2.1.3 Maturagdo in vitro de Odcitos

Ao longo do desenvolvimento folicular, os odcitos passam por diversas modificacfes
morfologicas e bioquimicas. Tais eventos, que se iniciam com a formagdo do foliculo
primordial e continuam até o momento da ovulagdo, tornam o odcito competente (Brevini-
Gandolfi e Gandolfi, 2001). A aquisicdo da competéncia ocorre de maneira gradual e
sincronizada com os eventos foliculares (Bevers et al., 1997), visto que o desenvolvimento do
foliculo e o de seu od6cito sao eventos paralelos e relacionados funcionalmente (Aguillar et al.,
2001).

O processo de maturacdo oocitaria consiste em uma complexa sequéncia de eventos
nucleares e citoplasmaticos (Fissore et al., 2002). Este processo € composto por iniUmeras
modificagOes estruturais e moleculares que culminam com a configuragdo cromossdmica em
metafase Il (maturacdo nuclear) precedendo a penetracdo do espermatozoide e sua ativagao para
fecundacdo (Roth e Hansen, 2005).

A maturacdo compreende transformacdo nuclear, citoplasmética e molecular, estando

ligadas a mudancas estruturais e bioquimicas, fazendo com que a célula reprodutiva feminina
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se torne capaz de ser fecundada e a concluir sua evolugdo embrionaria (Gongalves et al., 2008;
Dickinson et al., 2016), isto é, concede ao odcito a expressdo do seu mais alto potencial de

evolucdo apos a fecundacédo (Barretto, 2007).

A formacdo do embrido € diretamente dependente dos transcritos produzidos pelo oécito
durante os eventos antes da concepcao. Durante o crescimento, o odcito acumula muitos RNAs
mensageiros que irdo atuar no desenvolvimento embrionario (Feuerstein et al., 2006; Nogueira
et al., 2006). As células da granulosa multiplicam suas camadas e as células tecais se
diferenciam do estroma circundante, ocorrendo a formacéo das jungdes Gap entre 0 00cito e as
células da granulosa. No citoplasma, desenvolve-se o complexo de Golgi, o reticulo
endoplasmatico liso e as goticulas lipidicas, que assumem uma localizacao periférica, além da

formacéo da zona pellcida e dos granulos corticais (Van Weeler e Rodgers, 1996).

A expansdo CCOs na superficie do odcito indica e coincide com a retomada da meiose
(Barretto, 2007), onde normalmente ap0s esse marco é removida por uma pipeta para a
realizacdo da fertilizacdo (Menchaca et al., 2016; Amini et al., 2016; Roover et al., 2007). O
odcito avanca para metafase Il e a finalizacdo da meiose ocorre entdo com a penetracdo do
espermatozdide, ou seja, com a fecundacdo ocorre a ativacdo oocitaria que é acompanhada pela
expulsdo do segundo corpusculo polar (Varago et al., 2008). As células ao redor do o6cito, que
sdo conhecidas como células da granulosa, que formam o CCOs (Gongalves et al., 2008), sdo
relevantes para assegurar ao odcito sua completa maturacao, sob as conjuncdes de CIV em
laboratdrio, sendo avaliadas as caracteristicas morfoldgicas para o processo seguinte (Gordon,
2003; Amini et al., 2016).

Foliculos em crescimentos e dominantes possuem odcitos bloqueados durante o estadio
de dipldteno da profase meidtica. In vivo, a retomada da meiose é iniciada por uma onda pré-
ovulatéria de LH (Horménio Luteinizante) e ocorre somente em odcitos de foliculos
dominantes, completamente crescidos e meioticamente competentes (Van Der Hurk e Zhao,
2003). A atresia folicular também pode acarretar a retomada da meiose, pois a qualidade do
foliculo e o controle meidtico estdo afetados, assim como, nos oocitos retirados de foliculos
terciarios ou ap6s a ovulacdo, pois ndo ha contato com o fator inibidor da meiose existente no

foliculo, nos quais a maturacdo nuclear passa a ocorrer livremente (Sirard e Coenen, 1993).

O odcito € circundado por uma camada compacta de células da granulosa formando o
complexo cumulus-odcito, antes e durante o periodo da onda de LH. Nas células mais internas

do cumulus, vérias projecdes penetram na zona pellcida e atingem o oolema com juncgdes gap
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(Richards et al., 2002b). Substancias reguladoras produzidas pelo odcito apresentam funcéo
importante na atividade das células do cumulus, assim como, os componentes das celulas
somaticas tém participagdo ativa no mecanismo de crescimento e maturagcdo dos odcitos. A
maturacdo, fecundacao e desenvolvimento embrionario, apresentaram melhores resultados na
presenca das celulas do cumulus, fato que evidencia a importancia dessas células na maturacéo
do odcito in vitro (Goncalves et al., 2008).

Os fatores relacionados com a ativagdo do MPF (fator promotor da maturacdo) e a
MAPK (proteina cinase ativadora do mitogénio) sdo provavelmente o pico de LH ou a retirada
do odcito. O MPF e a MAPK sdo responsaveis pelo inicio da maturacdo do odcito, formacao
dos fusos meidticos e manutencao do segundo bloqueio meiotico na fase de metafase 1. Com
o fechamento das jungdes gap e a diminuicdo nos niveis de GMPc (Guanosina Monofosfatase
Ciclica) o processo de reinicio da meiose ocorre no interior do o0cito. Esses eventos
desencadeiam a ativacédo da enzima Fosfodiesterase 3 (PDE3A) a qual atua degradando o AMPc
(Adenosina Monofosfatase Ciclica), levando subsequentemente a diminui¢do nos niveis do
AMPc determinando a ocorréncia do rompimento da vesicula germinativa pela via de
desfosforilacdo da proteina CDK1 (Quinase 1 dependente de ciclina) e ativacdo do MPF. O
rompimento da vesicula germinativa é seguida pela organizacdo do material genético até atingir
a metafase 11, relacionado a ativacdo da MAPK no interior do odcito. O acionamento da MAPK
é desencadeada pela fosforilacdo de residuos de tirosina e treonina fundamental para a
progressdo da meiose de odcitos de diferentes espécies passando pelos estadios de metéfase I,
anafase I, tel6fase | e progredindo até a metafase |1, levando a segunda parada meiose (Rosa,
2016).

A quebra de vesicula germinativa é o primeiro sinal visivel de retomada da meiose
(Crozet et al., 1995; Sharma et al., 1996). Na retomada da meiose é possivel observar no
microscdopio que o primeiro sinal € a dissolucdo da membrana nuclear, expulsdo do primeiro
corpusculo polar e a criagdo do segundo fuso meiotico depois de ocorrer o sazonamento do

odcito e expansdo das células do cumulus (Gordon, 2003).

O processo de maturacdo também depende da participacdo de fatores autocrinos e
paracrinos produzidos e secretados pelas células que compdem o ambiente folicular, atuando
isoladamente ou em associagdo com hormonios. Para os sistemas de maturagdo da PIV em
bovinos diferentes meios vem sendo estudados e testados para esta fase, tais como Fluido
Sintético de Oviduto - SOF, Ham’s F-12 e 0 Meio de Cultura de Tecidos 199 (TCM 199®).

Sendo o ultimo, o mais difundido entre os laboratérios de PIV, o qual é geralmente
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suplementado com soro fetal bovino (SFB), aminoacidos como L-glutamina, bicarbonato de
sodio, FSH, LH, estradiol-17p, piruvato de sddio, lactato, vitaminas e antibidticos (Gandhi et
al., 2000; Smetanina et al., 2000). Além disso, também se torna necessaria a utilizagdo de uma
estufa que mantenha uma atmosfera gasosa e temperatura controlada e adequada, sendo que o
periodo de maturacdo varia de 18 a 24 horas em atmosfera controlada contendo 5% de CO2 em

ar e umidade saturada (Gongalves et al., 2007; VVarago et al., 2008).

No entanto, os odcitos maturados in vitro ndo tém o mesmo potencial de
desenvolvimento que os oocitos maturados in vivo (Chian et al., 2004). Este fato pode ser
devido a deficiéncias no meio de maturacdo, a uma habilidade intrinseca do odcito, ou a ambos
(Krisher et al., 2004). Muitos estudos tém avaliado as diferentes caracteristicas foliculares, que
podem apresentar fatores associados com o aumento da competéncia oocitaria. Algumas
caracteristicas, como tamanho e integridade folicular, homogeneidade do ooplasma, perfil
hormonal e status ovariano, possivelmente influenciam o desenvolvimento da competéncia
oocitaria (Oussaid et al., 2000).

2.1.4 Fertilizagéo in vitro dos Od6citos

A fecundacdo se refere ao processo em que 0 espermatozoide entra em contato com o
odcito, gerando o0 zigoto, que, posteriormente, se desenvolve até o estagio de blastocisto. Sabe-
se que, no processo in vivo, os espermatozoides precisam chegar até a ampola da tuba uterina
para fecundar o odcito, e que durante esse trajeto, substancias presentes no sistema reprodutor
da fémea induzem a capacitacdo dos espermatozoides. Ja no processo in vitro, para que ocorra
todo esse processo, 0s meios e 0s protocolos usados devem fornecer um ambiente adequado,
sendo que esse deve permitir o metabolismo dos odcitos e células do cumulus, além de manter
a funcéo espermatica eficiente para que ocorra a fecundagéo (Yang et al., 1993, Assumpcao et
al., 2002, Gongalves et al., 2007).

Invitro, o processo de capacitacdo espermatica é desencadeado por glicosaminoglicanas
(como a heparina), que séo adicionadas nos meios de fecundacdo. Ao entrar em contato com o
o0cito, na presenca de célcio extracelular, o espermatozoide capacitado se liga a receptores
presentes na zona pellicida (ZP3) e sobre a reacdo acrossémica, determinada pela fusdo das
membranas plasmatica e acrossomal. Assim, o conteudo acrossémico € liberado, e somado a
motilidade progressiva espermatica, auxilia a penetracdo do espermatozoide e ligagdo aos

receptores ZP2. Ap0s penetrar 0 espaco perivitelino, a membrana plasmaética do espermatozoide
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se funde a membrana vitelina, havendo liberacé@o de calcio no interior do odcito. Este influxo
de célcio promove a liberacdo do contetdo dos granulos corticais e reacdo zonal, que determina

0 enrijecimento da zona pelucida e blogueio a poliespermia (Varago et al., 2008)

O meio mais utilizado é FERT-TALP, possuindo em sua constituicdo fatores capazes
de promover a capacitacdo espermatica como é o caso da heparina, além de, outros fatores que
sdo importantes para a motilidade e suporte do gameta masculino como a epinefrina,
hipotaurina e penicilamina também estdo presentes no meio (Iritani; Niwa, 1977). Os 00citos
maturados in vitro podem ser fertilizados com sémen fresco ou congelado/descongelado. Em
qualquer situacdo, é imprescindivel a separacdo dos espermatozoides vivos dos mortos (Cognie
et al., 2003). Os espermatozoides viaveis contidos em uma palheta de sémen precisam ser
separados do plasma seminal, crioprotetores, extensores e dos espermatozoides mortos antes de
serem co-cultivados com os odcitos. Para bovinos, os métodos de separacao espermatica mais
utilizados sdo o gradiente de PERCOLL e o swim-up. Ap0s a separacao, 0s espermatozoides
s&o diluidos a uma concentracio final de 1 a 5 x 10® espermatozoides viaveis/ml de meio. O co-
cultivo (espermatozoide e odcito) é realizado por um periodo de 18 a 22 horas, em temperatura

de 39°C e atmosfera com 5% de CO2 em ar e umidade saturada (Gongalves et al., 2007).

2.1.5 Cultivo in vitro dos Embrides

O cultivo in vitro corresponde a etapa de desenvolvimento do odcito fertilizado até o
estadio de blastocisto (Sangild et al., 2000). E durante este periodo de desenvolvimento pré-
implantacdo que ocorrem eventos como ativagdo do genoma embrionario, processo de divisdo
celular, compactacdo dos blastbmeros no estadio de morula e inicio da diferenciacdo
embrionaria com a formacédo da blastocele (Hoshi, 2003). Assim como nas outras etapas
anteriores ao cultivo in vitro, diferentes protocolos tém sido usados durante esta fase de
desenvolvimento embrionario (Galli, 1996).

Os sistemas de cultivo rotineiramente utilizados para a producéo in vitro, podem ser
realizados de trés formas. O co-cultivo com células somaticas, condi¢fes semidefinidas no meio
proposto para suprir 0s requerimentos embrionarios ou o desenvolvimento embrionario in vivo
em oviduto (Cognié et al., 2004). Izquierdo et al. (2002) mostraram que o tipo de sistema de
cultivo in vivo ou in vitro ndo influenciou as taxas de desenvolvimento de maturagao in vitro e
fertilizacdo in vitro de odcitos. No entanto, As condi¢Bes de cultivo in vitro sdo consideradas

muito importantes para que bons indices de producao de embrides sejam alcancados, razédo pela
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qual inumeras pesquisas tem sido realizadas visando avaliar o efeito que diferentes fatores,
intrinsecos e extrinsecos, possam exercer sobre o0 metabolismo e capacidade de
desenvolvimento destes embrides, como por exemplo a composi¢cdo dos meios de cultivo e
condicbes de temperatura e atmosfera gasosa, a adicdo de aminoacidos, vitaminas,

macromoléculas e fatores de crescimento, assim como o uso de soro (Nagai, 2001).

Novos sistemas de cultivo foram sendo criados e estudados para permitirem o
desenvolvimento embrionario in vitro, a partir de meios como o Whitten e o Meio Brinster para
Cultura de Ovulos (BMOC), e da utilizagio do co-cultivo de embrides com diversos tipos de
células, como células epiteliais do oviduto bovino, células da granulosa, vesiculas
trofoblasticas, células VERO (linhagens celulares estabelecidas para cultivo), células
endometriais, ou do cultivo em meio condicionado por varios outros tipos celulares (Gongalves
et al., 2007; Bueno; Beltran, 2008).

A utilizacdo das células somaticas aos sistemas de cultivo esta relacionada a produgéo
de fatores de crescimento, como IGF-1, EGF e TGFp1, que atuam na proliferacdo de células
sendo importantes para a remocdo de componentes inibitérios do ambiente de cultivo, que
poderiam ser prejudiciais ao embrido. No entanto, existem atualmente sistemas mais simples
gue vem substituindo o uso de células somaticas, tais como: Charles Rosenkrans (CR-1, CR-
2), SOF e meio simples de potassio otimizado (KSOM) acrescido de aminoacidos e associados
a uma atmosfera gasosa controlada contendo 5% de O2 (Lonergan et al., 1996; Matsui et al.,
1997; Camargo et al., 2001; Bueno; Beltran, 2008).

A producéo in vitro de embriGes apresenta-se bem conceituada quantos aos aspectos
relacionados as suas diferentes etapas, sendo que, nos Ultimos anos, muitas pesquisas vém sendo
conduzidas quantos aos processos de maturacdo, fecundacéo e cultivo. Apesar dos avancos,
mais estudos tornam-se necessarios para que as etapas mais criticas da PIV, como as etapas de
maturacdo e de cultivo, sejam melhoradas e os indices de prenhez a campo aumentados (Mello
etal., 2016).

Os aprimoramentos das técnicas existentes bem como o desenvolvimento de novas
técnicas dependem, portanto, do conhecimento detalhado das peculiaridades reprodutivas desta
espécie. O envolvimento de gonadotrofinas e esteroides gonadais estd bem estabelecido,
entretanto, varios fatores intraovarianos que regulam as etapas de desenvolvimento, maturacéo
folicular e ovulagdo séo ainda desconhecidos e podem ser responsaveis por alguns insucessos

de tais biotécnicas. Exemplo disso sdo os peptideos do Sistema Renina-Angiotensina (SRA),
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tais como a angiotensina - (1-7), que ja tiveram sua presenca, producdo e alguns efeitos
descritos nos ovarios (Yoshimura et al., 1996; Costa, 2000; Costa et al., 2003) mas que

apresentam ainda, funcdes pouco esclarecidas.

2.2. ANGIOTENSINA-(1-7) NA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) é considerado um dos mais importantes sistemas
regulatorios para a homeostase cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico (Santos et al.,
2000). Este sistema tem influéncia sobre as mais variadas fung¢fes organicas, envolvendo
maltiplos mediadores, receptores e mecanismos de sinalizacdo intracelular variados.
Classicamente, 0 SRA age de modo enddcrino, sendo a renina, enzima liberada pelo aparelho
justaglomerular renal, responsavel por clivar o angiotensinogénio (globulina liberada pelo
figado) em Ang | (um decapeptideo) que por sua vez é clivada em Ang Il pela Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA) (Santos et al, 2000).

Atualmente, os componentes do sistema renina-angiotensina melhor conhecidos séo:
renina, angiotensinogénio, Angiotensina I (Ang - I), enzima conversora de angiotensina (ECA)
e Angiotensina Il (Ang - Il). O angiotensinogénio é uma proteina plasmatica produzida no
figado e precursor da Ang I. A renina € uma enzima produzida nas celulas justaglomerulares,
responsavel por catalisar a reacdo de conversdo proteolitica do angiotensinogénio e formar Ang
I. A enzima conversora de angiotensina é uma enzima produzida principalmente no endotélio
dos vasos pulmonares e tem a funcdo de clivar os dois aminoacidos carboxiterminais da Ang |
formando Ang 1, o principal peptideo do sistema renina-angiotensina. Esta Ultima realiza suas
funcdes por meio de dois receptores: AT1 e AT2. Com 0 avango das pesquisas e das técnicas
laboratoriais, outros peptideos do sistema renina-angiotensina, com fun¢fes ainda ndo bem
esclarecidas, tém sido identificados, como: angiotensina 111, angiotensina IV, angiotensina - (1-
9), angiotensina - (1-7), angiotensina - (1-5), bem como outra enzima conversora de
angiotensina, a enzima conversora de angiotensina 2 (Roks et al., 1999; Donoghue et al., 2000;
Burrell et al., 2004)

A Angiotensina — (1-7) é um peptideo, componente do sistema renina-angiotensina, que
foi primeiramente identificado em cérebro de ratos (Block et al., 1988) e posteriormente teve
sua origem verificada como um fragmento biologicamente ativo da Ang - Il (Santos et al.,
1988). A Ang - (1-7) também pode ser formada diretamente da Ang — | por acao da prolil-

endopeptidase (PEP) ou da endopeptidase neutra (NEP). A outra via é dependente da enzima
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conversora de angiotensina 2, a qual da origem a Angiotensina - (1-9) que sera clivada pelas
enzimas conversoras de angiotensina ou da endopeptidase neutra, formando Ang - (1-7). Além
disso, a Ang - (1-7) pode ser formada a partir da Ang - Il por clivagem pelas enzimas
prolilcarboxipeptidase (PCP), da endopeptidase neutra ou da enzima conversora de Ang - Il
(Burrel et al., 2004).

Figura 1. Esquema geral do sistema renina-angiotensina. Eixo principal do sistema renina-
angiotensina classico (negrito). (Fonte: Raposo-Costa e Reis, 2000).
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Fonte: Raposo-Costa e Reis, 2000.

Nas ultimas décadas, varios estudos contribuiram para mudar a visao classica do SRA
como um sistema com um unico produto final biologicamente ativo para o conceito mais
flexivel de um sistema com multiplos mediadores de respostas bioldgicas. Todos os
componentes do SRA ja foram encontrados em tecidos como coracdo, cérebro, rins, glandulas
adrenais, vasos sanguineos e 6rgdos reprodutores, permitindo distinguir um SRA local e um

circulante. Entre estes 6rgdos, estdo os ovarios (Yoshimura et al.,1996; Costa et al., 2003).
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Foi detectada a presenca de Ang-(1-7) em ovario de ratas durante todo o ciclo estral
(Costa et al., 2003). Tem sido sugerido que o metabolismo da Ang-(1-7) pode envolver a
participagdo da ECA, visto que inibicdo desta, através da administracdo de um inibidor de ECA,
pode reduzir a degradacdo da Ang - (1-7), inibindo sua conversdo em Ang - (1-5) e aumentando
sua biodisponibilidade (Chappell et al., 1998). Além disso, a administracdo de inibidores ECA
pode ainda aumentar a disponibilidade de Ang I, e assim proporcionar maior producdo de Ang-
(1-7) através da via PEP.

Pesquisas realizadas no Laboratério de Endocrinologia e Metabolismo do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais mostraram que a Ang-(1-7) esta
presente em ovario de rata e que sua concentracdo varia durante o ciclo estral, sendo as
concentragOes mais altas observadas no proestro e estro (Costa et al., 2003). Verificou-se
também aumento da produgdo de estradiol e progesterona em ovérios de coelhas perfundidos
in vitro com Ang-(1-7). A Ang-(1-7) também aumentou a taxa de ovulacdo em ovarios de
coelhas perfundidos in vitro (Viana, 2005).

Outros estudos com Ang-(1-7) demonstram imunoreatividade para este peptideo nas
células da teca e da granulosa de foliculos pré-ovulatorios de coelhas pré-tratadas com
gonadotrofina coribnica equina (eCG) e em corpos luteos de coelhas (REIS et al., 2009) bem
como a presenca de Ang-(1-7) e Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) em foliculos
pré-ovulatérios de vacas, com aumento de Ang-(1-7) no fluido folicular de vacas tratadas com
GnRH (Santos et al., 2011) além de fortes evidéncias da participagdo do eixo ECA2/Ang-(1-
7)/receptor MAS no processo ovulatério em bovinos (Tonellotto Dos Santos et al., 2011).

A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), enzima endotelial que converte
Angiotensina | em Angiotensina Il, pode participar também no metabolismo da Ang - (1-7),
visto que sua inativacédo, por meio de seus inibidores, pode reduzir o metabolismo da Ang - (1-
7), inibindo sua conversdo em Ang - (1-5) e aumentando sua biodisponibilidade. O uso do
inibidor da ECA, aumentou o fluxo sanguineo tanto para o Utero como para 0 ovario em éguas,
0 que pode acarretar em um maior fluxo de nutrientes, fatores de crescimento e horménios,
aumentando a atividade desses 6rgdos (Chappell et al., 1998).

Com base nesses conhecimentos, especialmente no fato de o inibidor de ECA aumentar
a biodisponibilidade de Ang - (1-7), demonstrou-se em gquatro experimentos independentes, que
a adicdo do inibidor de ECA por via subcutanea e durante 11 dias - ao protocolo convencional
de superovulacdo em cabras, a base de progesterona, FSH e Prostaglandina F20, aumentou a
producgdo de estrogeno associado a um maior nimero de embrides transferiveis, melhorou a

qualidade de embrides, aumentou o numero de gestacdes e produtos nascidos por transferéncia
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de embrides e, em cabras submetidas a protocolo de inseminacéo artificial em tempo fixo,
aumentou as taxas de prenhez, paricdo e gemelaridade bem como aumentou a producgédo de
estradiol proximo a ovulagdo em ovelhas que utilizaram enalapril nos trés Gltimos dias de um
protocolo para inseminacdo artificial em tempo fixo (Oliveira, 2003; Feitosa, 2010; Fernandes
Neto, 2012; Costa et al., 2014). Observou-se ainda que o inibidor aplicado na formula de évulos
vaginais, na dose de 2mg/kg, aumentou o percentual de inseminacdes intrauterinas por facilitar
o relaxamento cervical (Bueno et al., 2008).

Esses resultados em conjunto mostram claramente um efeito favoravel da inibicdo da
ECA sobre a eficiéncia das biotécnicas da reproducdo avaliadas. No entanto faz-se necessario
verificar se tal resultado deve-se a peptideos do SRA que tém sua producdo aumentada com a
inibicdo da ECA, tais como a Angiotensina (1-7) [Ang - (1-7)].

O mecanismo do efeito da Angiotensina - (1-7) sobre a producdo de estradiol ainda é
desconhecido. Entretanto tem sido recentemente demonstrado que este peptideo aumenta a
producdo da proteina PI3K/Akt (phosphoinositide 3-kinase protein kinase B) atraves do
receptor MAS em diferentes tipos de células (Giani et al., 2007; Sampaio et al., 2007). Portanto
a Ang - (1-7) pode desempenhar um papel na producdo de estradiol através da produgdo de
PI3K / Akt, uma vez que de acordo com McDonald et al. (2006), uma ativagdo de PI3K / Akt
€ necessaria para as agdes estimuladoras de FSH na expressdo da aromatase e secrecdo de
estradiol. Pereira (2014), encontrou imunorreatividade para angiotensina-(1-7) em foliculos
antrais, nas células da teca e no estroma de ovarios de ovelhas. Em cabras, Feitosa (2014)
observou forte imunoreatividade em células da teca de foliculos antrais, corpo luteo e vasos
sanguineos e leve marcacdo no estroma e céelulas da granulosa.

E possivel que a angiotensina - (1-7) presente nas células da teca aumente a producio
de proteina PI3K/Akt (Giani et al., 2007; Sampaio et al., 2007) a qual atuaria nas células da
granulosa, uma vez que a proteina PI3K/Akt esta presente nas células do complexo cumulus
(Mingoti, 1999). Uma vez nas células da granulosa essa proteina PI3K/Akt participaria da
ativacdo aromatase e producdo de estradiol (McDonald et al., 2006).

Entretanto durante a retirada dos complexos cumulus-odcitos (CCOs) para a producéao
in vitro de embrides as células da teca ndo participam da sua formagao permanecendo somente
células da granulosa. Assim a adicdo de angiotensina - (1-7) em CCOs pode ativar a proteina
PI3K/Akt levando a um maior aumento de estradiol via aromatase e consequente melhora no
desenvolvimento embrionario ja que o estrogeno é responsavel pela sintese direta de
glicoproteinas (GP) e de fatores de crescimento (FC), biologicamente importantes para o

desenvolvimento embrionario (Moreira et al., 2002; Lee et al., 2006).
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da adi¢do de Angiotensina-(1-7) nos meios de producao in
vitro de embrides bovinos. Foi aspirado o total de 960 odcitos de ovarios obtidos de abatedouro.
Foram distribuidos 480 od6citos cultivados em diferentes concentracbes de Ang—(1-7)
(Experimento 1), sendo elas: Controle; Ang-(1-7) a 1uM; Ang-(1-7) a 2uM e Ang-(1-7) a 4pM.
E, 480 odcitos, distribuidos no Experimento 11, avaliando a influéncia do antagonista especifico
da Ang-(1-7), A-779, sendo os grupos divididos em: Controle; Ang-(1-7) a 2uM; Ang-(1-7) a
2uUM + A-779 a 2uM e A-779 a 2uM. A avaliacdo da taxa de clivagem foi realizada apds 48
horas do inicio do cultivo e a formagéo de blastocisto apos 168 horas. Para analise dos dados
paramétricos foi realizado ANOVA e para os dados ndo paramétricos, teste de Kruskal-Wallys,
ao nivel de 5% de probabilidade. Para avaliacdo de taxa de clivagem e taxa de blastocisto dos
Experimentos | e 11, as concentragdes testadas de Ang-(1-7) e A-779 ndo apresentaram resultado
significativo quanto a formacdo de embrides. Conclui-se que a adicdo de Ang-(1-7) nas
concentragOes de 1uM, 2uM e 4uM ndo influenciam nas taxas de clivagem e de blastocisto,

quando utilizada nos protocolos de PIV de Embrides Bovinos.

Palavras-chave: FIV; bovinos; reprodugdo animal; SRA; biotécnicas
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of addition of Angiotensin- (1-7)
to the estenders of bovine embryos in vitro production. A total of 960 ovary oocytes from the
slaughterhouse were aspirated. 480 oocytes cultured in different concentrations of Ang— (1-7)
(Experiment 1) were distributed, as follows: Control; Ang- (1-7) at 1uM; Ang- (1-7) at 2uM
and Ang- (1-7) at 4uM. And, 480 oocytes, distributed in Experiment Il, evaluating the influence
of the specific Ang- (1-7) antagonist, A-779, with the groups divided into: Control; Ang- (1-7)
at 2uM; Ang- (1-7) at 2uM + A-779 at 2uM and A-779 at 2uM. The cleavage rate evaluation
was performed 48 hours after the beginning of the culture and the formation of a blastocyst
after 168 hours. For analysis of parametric data, ANOVA was performed and for nonparametric
data, Kruskal-Wallys test, at the level of 5% of probability. For the evaluation of cleavage rate
and blastocyst rate in Experiments | and |1, the tested concentrations of Ang- (1-7) and A-779
did not show any significant results regarding the embryo’s formation. It is concluded that the
addition of Ang- (1-7) in concentrations of 1uM, 2uM and 4puM do not influence cleavage and

blastocyst rates, when used in Bovine Embryo's I\VVP protocols.

Keywords: IVF; cattle; animal reproduction; SRA; biotechniques
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INTRODUCAO

A Producéo in vitro (P1V) de embrides € uma biotécnica utilizada na reproducéo animal
que vem sendo aperfeicoada para melhorar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos bovinos e
promover consequente aumento do retorno econdmico da bovinocultura (Baldassare et al.,
2002; B0, 2006). Apesar de ser uma biotécnica versatil, as taxas de sucesso da producao in vitro
de embrides bovinos ainda sdo inferiores aquelas obtidas com embries produzidos in vivo
(Paramio, 2010).

O advento destas biotecnologias aplicadas a reproducao animal, estimulou o estudo
incisivo das funcdes ovarianas. A funcdo dos hormonios gonadotréficos e dos esteroides
sexuais é classicamente relatada na literatura, pela atuacdo destes componentes na regulacao de
processos reprodutivos, como desenvolvimento folicular (Martins et al., 2008; Findlay et al.,
2009) e ovulacdo. No entanto, pesquisas recentes, demonstraram ainda um importante papel do
sistema renina-angiotensina (SRA) em tais eventos (Yoshimura et al.,1996; Costa, 2000; Costa
et al., 2003). Nesse contexto, surge a Angiotensina - (1-7) [ Ang - (1-7) ], como um dos
componentes do Sistema Renina-Angiotensina que tem se destacado nos Ultimos anos.

Varios estudos tém descrito imunoreatividade para Ang - (1-7) em ovarios, bem como
a sua presenca associada a Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) em foliculos pré-
ovulatérios de vacas, com aumento de Ang - (1-7) no fluido folicular de vacas tratadas com
GnRH (SANTOS et al., 2011) além de fortes evidéncias da participacdo do eixo ECA2/Ang -
(1-7) / receptor MAS no processo ovulatério em bovinos (Tonellotto Dos Santos et al., 2011).

Dessa forma, considerando que o0s pesquisadores vém tentando determinar quais
condicBes sdo necessarias para melhorar a producdo de embrides e otimizar a técnica,
permitindo sua ado¢do em um futuro préximo (Khatun et al., 2011), objetivou-se com esse
estudo, obter informacdes sobre o efeito da Angiotensina-(1-7) na producéo in vitro de embrides
bovinos, visando sua aplicabilidade pratica nos protocolos de biotecnologias da reproducao em

animais.

MATERIAL E METODOS

Etica em Experimentagdo Animal

Todos os procedimentos realizados estavam em conformidade com a legislagdo

brasileira em pesquisa animal (Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008). O procedimento descrito
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neste artigo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Piaui (UFPI) sob o protocolo de N° 574/19.

Local do Experimento, Rastreamento e Selecdo dos Complexos

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia da Reprodugdo Animal
CCA/UFPI, Campos Socopo, Teresina-Pl, durante o periodo de agosto a dezembro de 2019. Os
ovarios foram obtidos de fémeas bovinas abatidas pela Marchantaria Santa Rita e transportados
até o laboratorio em recipiente térmico com DMPBS — FLUSH (Nutricell®) a uma temperatura
de 35°C, sendo que o tempo entre a obtencdo dos ovarios e a manipulacdo no laboratério nao
excedeu 2 horas.

No laboratério, os ovarios foram lavados com DMPBS — FLUSH (Nutricell®) a 37°C
e 0s Complexos Cumulus-Odcitos (CCOs) recuperados por aspiracdo dos foliculos antrais,
utilizando agulhas descartaveis 25 x 8mm (21G), acoplado a uma seringa de 3mL. O liquido
folicular obtido foi colocado em um tubo do tipo Falcon de 15mL e armazenado em Banho-
Maria a 37°C, durante 20 minutos para sedimentacdo das estruturas.

O contetdo do aspirado folicular foi depositado em uma placa de Petri de 100 x 20mm
para rastreamento em lupa estereomicroscépica. Os Complexos Cumulus-Odcitos (CCOs)
selecionados foram transferidos para uma placa de Petri 100 x 20 mm contendo meio de
manutencdo TQC Holding Plus (Nutricell®), e classificados de acordo com a qualidade
morfoldgica em Graus I, I, Il e IV (LEIDFRIED; FIRST, 1979). E somente os CCOs viaveis

(Grau I e 1) foram selecionados para maturacéo de acordo com os tratamentos.

Grupos Experimentais

Para avaliar o efeito da Angiotensina — (1-7) nos meios de producdo in vitro de
embriBes foram utilizados o total de 960 odcitos, sendo que 480 odcitos foram distribuidos entre
quatro tratamentos, cultivados em seis repeti¢fes, no qual cada grupo conteve no maximo 25
odcitos, cultivados na auséncia ou presenca de Ang-(1-7), representando o Experimento |I.
Experimento I:

Controle

Ang-(1-7) & 1uM: MIV + FIV + CIV
Ang-(1-7) & 2uM: MIV + FIV + CIV
Ang-(1-7) a 4uM: MIV + FIV + CIV
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Apos a realizacdo do Experimento I, foi realizado o Experimento 11, para avaliar o efeito
da adicdo de Angiotensina — (1-7) a 2uM, da adicdo de seu antagonista, A-779, a 2uM, e da
adicdo de ambos, nos meios de maturagéo, fertilizacdo e cultivo, sendo o meio de cultivo, ndo
acrescido de hormdnios em sua composicdo. Foram utilizados 480 odcitos, distribuidos entre
quatro tratamentos, cultivados em seis repeticdes, cada grupo com no maximo 30 odcitos, para
avaliar o efeito individual das substancias.

Experimento II:

Controle

Ang-(1-7) a 2uM: MIV + FIV + CIV

Ang-(1-7) a 2uM + A-779 a 2uM: MIV + FIV + CIV
A-779 a 2uM: MIV + FIV + CIV

Experimento |

Os CCOs selecionados, passaram por trés banhos em meio de maturagdo, em placa de
Petri 100 x 20mm e maturados de acordo com o tratamento 0, 1, 2 e 4 uM de Ang - (1-7), em
microgotas de 100 puL de meio de maturacdo (GeneUp Biotecnologia), composto por TCM 199
e 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), sob 6leo mineral, em placas de Petri 100 x 20mm, incubados
a 38,5°C com atmosfera de 5% de CO? em ar, por um periodo de 24 horas.

Apo6s a maturagdo, os CCOs foram fecundados em meio de fertilizagcdo (GeneUp
Biotecnologia), constituido de PHE (penicilina, hipotaurina e epinefrina), heparina e BSA
(Albumina Sérica Bovina), por periodo de 22h, em temperatura de 38,5°C com atmosfera de
5% de CO? em ar.

Para a realizacdo da fertilizacdo in vitro, uma dose de sémen foi descongelada a 37°C
por 30 segundos e centrifugada em gradiente de Percoll (45% e 90%; GeneUp Biotecnologia)
a 8000rpm, durante 7 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido, 0s
espermatozoides ressuspendidos em 1mL de meio de fertilizacdo e centrifugados a 3200rpm
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e 5uL do pellet (60 pL) diluido em 250uL de
solucdo formol salina, para realizacdo da contagem espermatica em cdmara de Neubauer, bem
como 5L do pellet colocado entre 1dmina e laminula para avaliacdo de motilidade e o vigor.
Posteriormente, cada tratamento foi co-incubado com espermatozoides, a concentracéo final de
1 x 10° espermatozoides/mL.

Seguida a fertilizacdo in vitro, os presumiveis zigotos foram isolados das células do

cumulus mediante sucessivas aspiragdes e passaram por trés banhos em meio SOF (Gene Up
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Biotecnologia®). Posteriormente, os mesmos foram transferidos para uma placa de Petri 100 x
20 mm, contendo microgotas de 100uL de meio SOF (Gene Up Biotecnologia®) composto por
SOF, EGF (Fator de Crescimento Epidermal), BSA e SFB, e mantidos em estufa a temperatura
de 38,5°C, em 5% de CO2, durante 7 dias.

No terceiro e quinto dia de cultivo foi realizado 0 “‘feeding”, que € a troca de 50% do
meio SOF por um novo meio previamente estabilizado. A avaliagio da taxa de clivagem foi
realizada ap6s 48 horas ap6s o inicio do cultivo e a formacdo de blastocisto apds 168 horas

apos. Os blastocistos foram avaliados segundo Mapletoft, 2013.

Experimento Il

Os CCOs selecionados, passaram por trés banhos em meio de maturacdo, em placa de
Petri 100 x 20mm e maturados de acordo com o tratamento 0, Ang - (1-7) a 2uM, Ang-(1-7) a
2UM + A-779 a 2uM e A-779 a 2uM, em microgotas de 100 pL de meio de maturacéo (GeneUp
Biotecnologia), composto por TCM 199 e 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), sob 6leo mineral,
em placas de Petri 100 x 20mm, incubados a 38,5°C com atmosfera de 5% de CO? em ar, por
um periodo de 24 horas.

Apds a maturacdo, os CCOs foram fecundados em meio de fertilizacdo (GeneUp
Biotecnologia), constituido de PHE (penicilina, hipotaurina e epinefrina), heparina e BSA
(Albumina Sérica Bovina), por periodo de 22h, em temperatura de 38,5°C com atmosfera de
5% de CO? em ar.

Para a realizacdo da fertilizacdo in vitro, uma dose de sémen foi descongelada a 37°C
por 30 segundos e centrifugada em gradiente de Percoll (45% e 90%; GeneUp Biotecnologia)
a 8000rpm, durante 7 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido, 0s
espermatozoides ressuspendidos em 1mL de meio de fertilizacdo e centrifugados a 3200rpm
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e 5uL do pellet (60 pL) diluido em 250uL de
solucdo formol salina, para realizacdo da contagem espermatica em camara de Neubauer, bem
como 5uL do pellet colocado entre 1dmina e laminula para avaliacdo de motilidade e o vigor.
Posteriormente, cada tratamento foi co-incubado com espermatozoides, a concentracéo final de
1 x 106 espermatozoides/mL.

Seguida a fertilizacdo in vitro, os presumiveis zigotos foram isolados das células do
cumulus mediante sucessivas aspiragcdes e passaram por trés banhos em meio SOF (Gene Up
Biotecnologia®). Posteriormente, os mesmos foram transferidos para uma placa de Petri 100 x

20 mm, contendo microgotas de 100uL de meio SOF (Gene Up Biotecnologia®) composto por
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SOF, EGF (Fator de Crescimento Epidermal), BSA e SFB, e mantidos em estufa a temperatura
de 38,5°C, em 5% de CO2, durante 7 dias.

No terceiro e quinto dia de cultivo foi realizado o “feeding”, que € a troca de 50% do
meio SOF por um novo meio previamente estabilizado. A avaliacdo da taxa de clivagem foi
realizada ap6s 48 horas do inicio do cultivo e a formacao de blastocisto apos 168 horas. Os

blastocistos foram avaliados segundo Mapletoft, 2013.

Analise Estatistica

Para andlise dos dados paramétricos foi realizado ANOVA e para os dados nédo
paramétricos, o teste utilizado foi o de Kruskal-Wallys ao nivel de 5% de probabilidade. Os
resultados foram expressos como média porcentagem. Os dados foram avaliados pelo programa

SigmasStat versdo 3.5 (Systat Software, Inc).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados referentes a adicdo de Angiotensina-(1-7) a 1, 2 e 4uM, aos
meios de maturacao, fertilizacdo e cultivo in vitro (tab.1), realizada durante o Experimento I,
mostraram que a adi¢do nédo influenciou significativamente (P>0,05) nas taxas de clivagem
avaliadas no terceiro dia de cultivo (D3), quando comparadas com as taxas de clivagem

apresentadas pelo grupo Controle.

Tabela 1: Taxa de clivagem de embrides bovinos, cultivados em meios de maturacéo,

fertilizac&o e cultivo acrescidos de Angiotensina — (1-7).

Grupos Controle Ang — (1-7) Ang — (1-7) Ang — (1-7)
aluM a2uM a4uM
Taxa de 7% 82% 82,66% 81,33%
clivagem

Taxas de clivagem avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade, onde P=0,47.

Esses dados estdo de acordo com os resultados obtidos por Gongalves et al., (2012),
onde percebeu-se que havia presenca do receptor MAS no ovéario bovino e nas células da

granulosa de foliculos pré-ovulatérios, no entanto, no cultivo in vitro, as doses utilizadas de
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Ang-(1-7) e A-779 ndo foram capazes de regular a expressdo de RNAm de Ereg, componente
envolvido no crescimento folicular, ovulacéo e luteinizacéo.

O momento de divisdo celular apds a formagéo do zigoto é considerado critico porque
0 embrido, em sua fase inicial de desenvolvimento, é dependente do material genético materno
acumulado durante a maturacdo citoplasmatica, sendo que essa fase dura até a ativacdo do
genoma embrionario, a qual ocorre, em bovinos, no estadio de 8 a 16 células, e é conhecida
como transicdo materno-zigotica (Blondin e Sirard, 1995; Minami, 1996; Brevini-Gandolfi e
Gandolfi, 2001; Camargo et al., 2001). Desse modo, novos sistemas de cultivo estdo sendo
criados, testados e aperfeicoados para permitirem o desenvolvimento embrionério in vitro
(Gongalves et al., 2007; Bueno e Beltran, 2008).

A tab. 2 apresenta os resultados da avaliagdo das taxas de blastocisto, realizada no
sétimo de dia de cultivo, obtidas pelo Experimento I, no qual a Angiotensina-(1-7) a 1, 2 e 4uM,
acrescida aos meios de producéo in vitro de embrides bovinos, ndo interferiu significativamente
(P>0,05).

Tabela 2: Taxa de blastocisto e estruturas encontradas no D7 cultivados em meios acrescidos
de Angiotensina — (1-7).

Ang - (1-7) Ang - (1-7) Ang - (1-7)
Controle aluM a2uM a4uM
Morula C. 9 7 2 2
Blastocisto
o 33 41 32 56
Inicial
Blastocisto 67 51 57 32
Blastocisto
' 3 4 9 10
Expandido
TBI (%) 76,66% 80,66% 81,0% 80,33%

Taxas de blastocistos avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade, onde P=0,94.

Contrapondo os achados de Anton et al. (2008), nos quais foi evidenciado que a gestacao
pode ser uma condicao de superexpressao de Ang-(1-7), tendo em vista que no terceiro trimestre
de uma gestacdo humana, os niveis plasmaticos de Ang-(1-7) podem aumentar 34%.
Considerando ainda que a excrecdo urindria de Ang-(1-7) e Ang Il durante a gestacdo
apresentou progressivo aumento durante a mesma, atingindo niveis 16 a 25 vezes mais altos

que durante o ciclo menstrual.
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Soma-se a tais fatos, os estudos de Cavallo et al. (2013) em mulheres submetidas a FIV,
onde se comparou a expressdo dos receptores de Ang Il em mulheres sem fator ovariano de
infertilidade com mulheres com fator ovariano (baixa reserva ovariana, endometriose e SOP).
Os autores concluiram que as células das granulosas luteinizadas expressam mais o receptor
AT1 que 0 AT2 e que essa expressdo varia com a idade e é causa de infertilidade. Baixa
expressdo desses receptores foi associada a alta dose de gonadotrofina para estimulacéo
ovariana em mulheres mal respondedoras.

Os resultados relativos a avaliacdo da qualidade dos embrides (tab. 3) demonstraram
que a adicdo de Angiotensina — (1-7) a 1, 2 e 4uM, ndo expressou acao significativa entre os
tratamentos, no entanto, quando analisados individualmente, 0os grupos apresentaram embrides

de qualidades diferentes.

Tabela 3: Média =+ EPM da classificacdo da qualidade dos embrides encontrados no D7

cultivados em meios acrescidos de Angiotensina — (1-7).

Quilidade  Comwale  AETAD Aug-(LD - Augo (D)
Excelente 10+ 1,15 9,66 + 1,15 10,16 £1,15* 10,66 1,15
Bom 7,33 +1,15° 7,33 +1,15° 1,50 £1,15° 4,83 +1,15°
Pobre 1,50 + 1,15 1,0 £ 1,15 1,66 + 1,15 1,83 + 1,15
Degenerado 1,50 + 1,15¢ 1,33+ 1,15° 1,66 + 1,15 1,33+ 1,15

Meédias com letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os valores obtidos pelos
parametros avaliados (P<0,05).

Dados similares aos que Gongalves et al. (2012) apresentou, nos quais apesar de Varios
estudos apontarem para uma possivel acdo e regulacdo da Ang-(1-7) durante o processo de
ovulacdo, é necessario entender como se comportam as concentra¢fes de Ang-(1-7) no fluido
folicular e como essas concentracgdes diferem a partir do pico de gonadotrofinas até a ovulacéo.

Condic¢6es de cultivo in vitro normalmente aumentam a producéo de radicais livres, pois
0s embrides estdo mais expostos a luz e a altas concentracGes de O, afetando a taxa de
desenvolvimento embrionario (Vansoom et al., 1996; Viuff et al., 1999, 2000). Os embrides
PIV apresentam maior vacuolizacdo, menores numeros de células, menor densidade de
mitocdndrias, maior densidade de lipidios (Crosier et al., 2001). A maior densidade de lipidios
observada nesses embrides sugere que eles retiram mais lipidios do meio de cultivo ou que seu

metabolismo estaria alterado (Viuff et al., 2000).
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Os dados apresentados na tab. 4 mostraram que a adi¢do de Angiotensina— (1-7) a 2uM,
a adicdo de seu antagonista, A-779, a 2uM, e a adicdo de ambos, aos meios de maturacéo,
fertilizacdo e cultivo in vitro, realizada durante o Experimento Il, ndo influenciou
significativamente (P>0,05) nas taxas de clivagem avaliadas no terceiro dia de cultivo (D3),

quando comparadas com as taxas de clivagem apresentadas pelo grupo Controle.

Tabela 4: Taxa de clivagem de embriGes bovinos, cultivados em meios de maturagéo,

fertilizac&o e cultivo acrescidos de Angiotensina — (1-7) e A-779.

Grupos Controle Ang — (1-7) A-779 Ang — (1-7) e A-779
a2uM a2uM a2uM
Taxa de
. 88,33% 86,33% 77,83% 82,66%
clivagem

Taxas de clivagem avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade, onde P=0,22.

Corroborando parcialmente com Viana et al. (2011) que demonstrou com seus estudos
em ovarios de coelhas isolados in vivo que a producdo de estradiol também foi
significativamente estimulada pela perfusdo de Ang-(1-7), efeito completamente bloqueado
pelo seu antagonista, 0 A-779. Entretanto, a producéo de estradiol e progesterona mediada por
hCG néo sobreu alteracdo com o uso do A-779 (36).

A tab. 5 apresenta os resultados da avaliacdo das taxas de blastocisto, realizada no
sétimo de dia de cultivo, obtidas pelo Experimento Il, no qual a Angiotensina-(1-7) a 2uM e o
A-779 a 2uM, acrescidos individualmente ou em conjunto, aos meios de producéo in vitro de
embrides bovinos, ndo interferiu significativamente (P>0,05).

Tabela 5: Taxa de blastocisto e estruturas encontradas no D7 cultivados em meios acrescidos
de Angiotensina — (1-7) e A-779.

Ang — (1-7) Ang — (1-7) Ang — (1-7)
Controle a1 M 32 uM A4 M

Morula C. 2 5 1 0
Blastocisto

33 25 21 28
Inicial
Blastocisto 59 39 61 60
Blastocisto

15 16 21 16
Expandido
TBI (%) 90,0% 88,33% 75,66% 85,33%

Taxas de blastocistos avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade, onde P=0,08.
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De acordo com Costa et al. (2003) os niveis ovarianos de Ang-(1-7) estdo mais elevados
no proestro e estro, quando comparados aos niveis do metaestro e diestro. No entanto, apesar
de resultados apontarem uma possivel a¢éo e regulagdo da Ang-(1-7) na funcdo ovariana, pouco
se sabe até 0 momento em relacdo a sua funcdo em espécies monovulares, como a bovina. Tais
dados podem fundamentar os resultados encontrados nessa pesquisa, considerando que a Ang-
(1-7) pode estar associada a ovulacdo e ndo possuir influencia representativa para o cultivo in
vitro de embrides, assim como, ndo haver defini¢do das concentracées Ang-(1-7) definidas que
influenciam na producéo in vitro de embrides bovinos.

Os resultados relativos a avaliacdo da qualidade dos embrides (tab. 6) demonstraram
que a adicdo de Angiotensina — (1-7) a 2uM e de A-779 a 2uM ndo expressou acgdo significativa
entre os tratamentos, no entanto, quando analisados individualmente, os grupos apresentaram

embrides de qualidades diferentes.

Tabela 6. Média + EPM da classificacdo da qualidade dos embrides encontrados no D7

cultivados em meios acrescidos de Angiotensina — (1-7) e A-779.

Qualidade Controle Anﬁgl— ;fllvf) Anﬁgz_pfllv-[n Anﬁg 4_;11\/-[7)
Excelente 12,50 + 1,15° 11,50+ 1,15° 11,83+ 1,15 11,33 +1,15°
Bom 3,33 +1,15° 2,16 £1,15° 1,50 +1,15° 1,83 +1,15°
Pobre 2,00+ 1,15° 1,66+ 1,15¢ 4,00+ 1,15° 4,33 +1,15°
Degenerado 0,50 = 1,159 0,16+ 1,15° 1,30 £ 1,15° 1,16 +1,15°

Meédias com letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os valores obtidos pelos
parametros avaliados (P<0,05).

Segundo Viana et al. (2011) a Ang-(1-7) e a Ang 1l parecem ter efeitos semelhantes na
producédo de estradiol em ratas, pois estudos demonstraram que a Ang-(1-7) aumentou a
secrecdo de estradiol e progesterona em ovarios de ratas imaturas tratadas com eCG, seguido
de perfuséo in vitro, efeito este bloqueado pelo seu antagonista especifico, o0 A-779. A Ang-(1-
7) também foi capaz de estimular a ovulacdo em ovérios de coelhas perfundidas in vitro e 0 A-
779 inibiu a resposta ovulatéria apds estimulo com hCG.’

No entanto, estudos demonstraram uma inibicdo da ovulacdo associada a administracédo
de blogueadores de Ang Il, em ratas tratadas com indutores de ovulacdo (Bellver et al., 2003)
e em ovarios de coelhas perfundidos in vitro (Yoshimura, 1992). Além disso, a administracdo
de um antagonista do receptor Ang Il e de um inibidor da sintese de Ang I, inibiu o pico pré-
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ovulatorio de LH e a ovulagdo em ratas quando administrado na manha do proestro (Steele et
al., 1983).

CONCLUSOES

Conclui-se que a adi¢do de Angiotensina-(1-7) nas concentracfes de 1uM, 2uM e 4uM
ndo influenciam na qualidade e nas taxas de clivagem e formacdo de blastocisto, quando

utilizada nos protocolos de Producéo in vitro de Embrides Bovinos.
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