Sl D

———"Preprints

Estado da publicacdo: O preprint foi submetido para publicacdo em um periédico

Acido a-lipbico e I-arginina na producdo in vitro de embrides

oVinos
Beatriz Cavalcanti de Freitas, Jossimara de Melo Silva, Damaris Raquel Pires dos Santos, Erika
Karoline de Oliveira Aureliano, Andreza Mayara Carneiro Lima, Paulo Ricardo Vieira da Silva,
Luana Kealy Pimentel de Oliveira, Mabel Freitas Cordeiro, Edilson Soares Lopes Junior

https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.6001
Submetido em: 2023-04-29

Postado em: 2023-05-05 (versdo 1)
(AAAA-MM-DD)


https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.6001
https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.6001
http://www.tcpdf.org

SciELO Preprints - Este documento é um preprint e sua situacéo atual esta disponivel em: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.6001

ACIDO A-LIPOICO E L-ARGININA NA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

OVINOS

BEATRIZ CAVALCANTI DE FREITAS

ORCID: https://orcid.org/0009-0002-1073-1555

UNIVASF - Universidade Federal do Vale do S&o Francisco — Campus Ciéncias Agrarias, Petrolina, Pernambuco, Brasil.
Correspondéncia: beatrizcfreitas2@hotmail.com

JOSSIMARA DE MELO SILVA
ORCID: https://orcid.org/0009-0002-5237-7152
UNIVASEF - Universidade Federal do Vale do Séo Francisco — Campus Ciéncias Agrarias, Petrolina, Pernambuco, Brasil.

DAMARIS RAQUEL PIRES DOS SANTOS
ORCID: https://orcid.org/0009-0005-5269-7983
UNIVASF - Universidade Federal do Vale do S&o Francisco — Campus Ciéncias Agrarias, Petrolina, Pernambuco, Brasil.

ERIKA KAROLINE DE OLIVEIRA AURELIANO
ORCID: https://orcid.org/0009-0003-3875-2494
UNIVASF - Universidade Federal do Vale do Séo Francisco — Campus Ciéncias Agrarias, Petrolina, Pernambuco, Brasil.

ANDREZA MAYARA CARNEIRO LIMA

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6192-5937

UNIVASEF - Universidade Federal do Vale do Séo Francisco — Campus Ciéncias Agrarias, Petrolina, Pernambuco, Brasil.
PAULO RICARDO VIEIRA DA SILVA

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0480-4802

UNIVASF - Universidade Federal do Vale do Sao Francisco — Campus Ciéncias Agrarias, Petrolina, Pernambuco, Brasil.
LUANA KEALY PIMENTEL DE OLIVEIRA

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6440-5515

UNIVASEF - Universidade Federal do Vale do Séo Francisco — Campus Ciéncias Agrarias, Petrolina, Pernambuco, Brasil.
MABEL FREITAS CORDEIRO

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1963-7311

UNIVASF - Universidade Federal do Vale do Sao Francisco — Campus Ciéncias Agrarias, Petrolina, Pernambuco, Brasil.
EDILSON SOARES LOPES JUNIOR

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4790-8134

UNIVASEF - Universidade Federal do Vale do Séo Francisco — Campus Ciéncias Agrarias, Petrolina, Pernambuco, Brasil.

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do acido a-lipdico na maturagéo in
vitro e da l-arginina na fertilizacdo in vitro de odcitos para producdo in vitro de embrides ovinos.
Desta forma, foram realizadas colheitas de odcitos oriundos de ovérios obtidos em abatedouro
através do método de aspiracdo folicular com bomba de vacuo, que foram divididos em cinco
grupos de maturacdo: CON, sem adicdo de antioxidante, grupo CIS, com cisteamina como fonte
antioxidante e os grupos ALA5, ALA10 e ALA20, contendo as concentracdes de 5, 10, e 20 uM
de &cido a-lipdico. Ap6s 24h de maturacgdo, os oocitos foram avaliados quanto a ocorréncia e
grau de expansdo das células do cumulus. Os odcitos do melhor grupo MIV foram destinados a
fertilizac&o in vitro (FIV), sendo, portanto, incluidos em gotas com meio de fertilizag&o in vitro,
juntamente com o0s espermatozoides selecionados e capacitados, resultando nos seguintes
grupos: CON, sem adicdo de capacitador agente; grupo HEP, com heparina como fonte de
capacitor; e grupos ARG5, ARG10 e ARG20, onde a FIV ocorreu no mesmo meio HEP,
substituindo a heparina por L-arginina 5, 10 e 20 mM, respectivamente. Os resultados foram
expressos em porcentagem e as variaveis de expansdo das células do cumulus e numero de
estruturas clivadas foram comparadas por meio do teste qui-quadrado do software Epi Info (Epi
Info 7.2.5, Atlanta, GA, EUA, 2021). Os resultados foram considerados significativos quando P
< 0,05. Em relagéo a expanséo das células do cumulus, todos os grupos apresentaram 100% de
expansdo. Avaliando os graus de expansdo das células do cumulus, na categoria de expansao
total observou-se que os grupos ALA5 e ALA20 apresentaram a mesma propor¢do de CCO com
expansdo total que o grupo CIS (P<0,05), porém se observa que ha uma tendéncia de queda de
estruturas com expansdo total quando os antioxidantes foram utilizados. Em relacdo as estruturas
clivadas, foi possivel identificar que ndo houve diferencas estatisticas em relacdo as estruturas
clivadas, entre os grupos CON, HEP, ARG5 e ARG10. Contudo, tambeém foi observado que o
uso de 20 mM de L-arginina reduziu o percentual de estruturas clivadas quando comparado ao
grupo ARG10 (P<0,05).

Palavras-chave: antioxidante, PIV, odcito, ovelha, zigoto.
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ALPHA-LIPOIC ACID AND L-ARGININE ON IN VITRO PRODUCTION OF OVINE
EMBRYOS

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effect of a-lipoic acid on in vitro
maturation and of I-arginine on in vitro fertilization of oocytes for in vitro production of sheep
embryos. Thus, the ovaries were collected at a local slaughterhouse and the oocytes collected
by the method of follicular aspiration with a vacuum pump were divided equally into five
maturation groups: CON, without addition of antioxidant; CIS group, with cysteamine as an
antioxidant source; and the groups ALA5, ALA10 and ALAZ20, containing concentrations of
5.0, 10.0 and 20.0 uM of ALA. After 24h of maturation, the oocytes were evaluated
concerning occurrence and degrees of expansion of the cumulus cells. The oocytes of the best
IVM group were destinated for in vitro fertilization (IVF). The selected and capacitated sperm
were included in five groups: CON, without addition of capacitator agent; HEP group, with
heparin as a capacitator source; and ARG5, ARG10 and ARG20 groups, where IVF occurred
in the same HEP medium, replacing heparin with 5 mM, 10 mM and 20 mM L-arginine,
respectively. The results were expressed as a percentage and the variables of cumulus cell
expansion and number of cleaved structures were compared using the chi-square test in Epi
Info software (Epi Info 7.2.5, Atlanta, GA, USA, 2021). Results were considered significant
when P < 0.05. Regarding the expansion of cumulus cells all groups showed 100% expansion,
on the total expansion category of COCs it was observed that ALA5 and ALA20 groups did
not present the same proportion of COCs with total expansion as CIS group. After in vitro
fertilization (IVF), there were no statistical differences in relation to the cleaved structures
between CON, HEP, ARG5 and ARG10 groups. However, it was also observed that the use
of 20.0 mM of L-arginine reduced the percentage of cleaved structures when compared to the
ARG10 group (P<0.05).

Key words: antioxidant, IVP, oocyte, sheep, zygote.

ACIDO A -LIPOICO Y L-ARGININA EN LA PRODUCCION IN VITRO DE
EMBRIONES OVINOS

RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del acido a-lipoico en la
maduracion in vitro y la l-arginina en la fecundacién in vitro de ovocitos para la produccién in
vitro de embriones ovinos. Asi, se recolectaron ovocitos de ovarios obtenidos de mataderos
mediante el método de aspiracion folicular con bomba de vacio, los cuales se dividieron en
cinco grupos de maduracion: CON, sin adicion de antioxidante, grupo CIS, con cisteamina
como fuente antioxidante y los grupos ALA5, ALA10y ALA20, que contienen concentraciones
de 5, 10 y 20 uM de acido a-lipoico. Después de 24 h de maduracion, se evaluo la aparicion y
el grado de expansion de las células del cimulo en los ovocitos. Los ovocitos del mejor grupo
MIV fueron destinados a fecundacion in vitro (FIV), siendo por tanto incluidos en gotas con
medio de fecundacién in vitro, junto con los espermatozoides seleccionados y capacitados,
resultando en los siguientes grupos: CON, sin adicién de agente capacitador; grupo HEP, con
heparina como fuente de condensadores; y los grupos ARG5S, ARG10 y ARG20, donde se
produjo la FIV en el mismo medio HEP, reemplazando la heparina por L-arginina 5, 10 y 20
mM, respectivamente. Los resultados se expresaron en porcentajes y las variables expansion
celular del cimulo y nimero de estructuras escindidas se compararon mediante la prueba chi-
cuadrado del software Epi Info (Epi Info 7.2.5, Atlanta, GA, USA, 2021). Los resultados se
consideraron significativos cuando P < 0,05. En cuanto a la expansion de las células del cimulo,
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todos los grupos mostraron 100% de expansion. Evaluando los grados de expansién de las
células del camulo, en la categoria de expansion total, se observo que los grupos ALAS y
ALA20 presentaron la misma proporcion de CCO con expansion total que el grupo CIS
(P<0.05), sin embargo se observa que hay una tendencia a la baja de las estructuras con plena
expansion cuando se utilizan antioxidantes. En cuanto a las estructuras escindidas, fue posible
identificar que no hubo diferencias estadisticas en relacion a las estructuras escindidas, entre
los grupos CON, HEP, ARG5 y ARG10. Sin embargo, también se observo que el uso de L-
arginina 20 mM redujo el porcentaje de estructuras escindidas en comparacion con el grupo
ARG10 (P<0.05).

Palabras clave: antioxidante, cigoto, PIV, ovocito, oveja.

INTRODUCAO

A produgdo in vitro (PIV) de embrides é uma biotecnologia que compreende as etapas
de maturacdo in vitro (MIV), fecundacao in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV). A PIV apresenta
um grande potencial de inovacdo na pecudria, com impacto significativo na producdo de
alimentos e na geracédo de riqueza para o setor do agronegacio no Brasil. (1).

Esta biotecnologia de producdo animal apresenta diversas vantagens, tais como o auxilio
no melhoramento genético animal em tempo reduzido, a possibilidade de obtencéo de embrides
a partir de fémeas pré-puberes, lactantes, senis ou com problemas reprodutivos, bem como a
contribuicdo para a compreensdo do desenvolvimento dos mamiferos, com aplicacbes que
variam desde o tratamento terapéutico da falha reprodutiva humana até a potencializacdo da
biotécnica de transferéncia de embribes e o aprimoramento de técnicas como a transgenia (2).

No entanto, a PIV é afetada por espécies reativas de oxigénio (ERO) durante a sua
execucdo. Em condicgbes ideais, as ERO tém efeito positivo, promovendo a competéncia dos
odcitos e embrides a partir da geracdo de energia (3). Entretanto, em altos niveis de
concentracdo, as ERO induzem estresse oxidativo intracelular que pode causar injarias
moleculares em odcitos e embribes ovinos (4).

Além disso, a capacitacdo espermatica é crucial durante a FIV, pois é 0 processo
responsavel por tornar aptos os espermatozoides para a fecundagédo dos odcitos (5). No entanto,
poucas pesquisas foram conduzidas acerca do espermatozoide dentro do sistema de PIV,
especialmente relacionadas a adicdo de agentes capacitores em meios de FIV.

Nesse contexto, a suplementacdo de compostos antioxidantes e de capacitacdo
espermatica nos meios de MIV e fecundag&o in vitro é fundamental para o controle da producgéo
excessiva de espécies reativas de oxigénio e para 0 aumento das taxas de fecundacdo (4,6).
Componentes alternativos com funcdo antioxidante e de capacitacdo espermatica tém sido
utilizados na PIV, tais como o acido a-lipdico (ALA) e a l-arginina (ARG).

O acido a-lipdico é uma molécula de dissulfeto de ocorréncia natural, trata-se de um
poderoso antioxidante que exerce efeitos benéficos em pacientes com cancer avancado por
reduzir o nivel das ERO, aumentando a atividade da glutationa peroxidase (7). O ALA atua
Ccomo uma coenzima importante para enzimas dentro da mitocondria, desempenhando um papel
crucial na regulagdo da sua fungdo e eliminando os radicais livres (8). A suplementacdo de ALA
no meio de maturacdo in vitro reduz a apoptose, regula positivamente o crescimento e as
enzimas antioxidantes nos complexos cumulus-odcito, com efeitos beneficos descritos na M1V
de cabras, bovinos e suinos (9, 10, 11, 12).

Ja a l-arginina (ARG) é um aminoacido que desempenha uma importante funcdo na
motilidade espermatica e induz a capacitacdo e reagdo acrossémica em Vvérias espécies de
mamiferos, sendo seu efeito descrito em bovinos e bafalos (13, 14, 15). A ARG atua como
substrato para a enzima 6xido nitrico-sintase durante a producdo de 6xido nitrico, que por sua
vez atua como um importante sinalizador para induzir as mudancas bioquimicas necessarias no
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espermatozoide para que ele seja capaz de fecundar o odcito, participando assim da capacitacdo
e da reacdo acrossomica (16, 17).

Este trabalho, portanto, tem como objetivo avaliar o efeito do acido a-lipdico na
maturacdo in vitro e da L-arginina na fertilizacdo in vitro de odcitos para a PIV de embrides
0ovinos.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado ap6s aprovacao pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF), sendo registrado sob o
protocolo de N° 0004/310122.

Os meios e reagentes para colheita, avaliagdo, maturacdo e fecundacgéo in vitro de
odcitos, bem como cultivo in vitro de embrides foram adquiridos na Sigma Aldrich Brasil®.

O experimento ocorreu no Laboratorio de Fisiologia e Biotecnologia da Reprodugéo
Animal (LAFIBRA), do Campus de Ciéncias Agrarias, na Universidade Federal do Vale do
Séo Francisco, em Petrolina-PE.

Foram utilizados ovarios ovinos obtidos do Matadouro Publico Municipal de Petrolina,
Pernambuco, logo apds o abate de ovelhas Sem Padrdo Racial Definido (SPRD), imediatamente
apos o abate. Os ovarios foram transportados até o LAFIBRA em uma temperatura entre 33°C
e 34°C, dentro de 1 hora, em solucdo de NaCl 0,9%, contendo 0,05 g de pentabidtico/L, sendo
0 pentabidtico composto por estreptomicina basica, dihidroestreptomicina basica,
benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina e benzilpenicilina potéssica. No
LAFIBRA, os ovarios foram lavados, trés vezes, em solucdo salina aquecida, retirados os
tecidos adjacentes e mantidos em banho-maria, a 34°C. Para a colheita dos complexos cumulus-
odcitos (CCO), foi utilizada uma bomba de vacuo, a 5 mL/min, agulha 18G e 0 meio de
recuperagdo composto por TCM 199 com 25 mM de HEPES, suplementado com 500 Ul de
penicilina, 0,5 mg de estreptomicina, 1,25 ug de anfotericina, soro fetal bovino (SFB) e 5 Ul/mL
de heparina. Logo apos a colheita, os CCO foram dispostos no meio de recuperagdo, vertidos
em placas de petri de 100 mm, analisados sob estereomicroscopio e qualificados de acordo com
Freitas, Melo (18), sendo selecionados, para a maturacéo in vitro, os de Graus | e Il, ou seja,
odcitos com citoplasma levemente granulado, com mdltiplas camadas de cumulus (Grau I) ou
com, no minimo, uma a trés camadas uniformes de células do cumulus (Grau 11).

Apbs a selecdo e classificacdo oocitaria, os CCO de melhor qualidade foram mantidos
em meio de recuperacdo até o momento da maturacdo, quando foram divididos em cinco
grupos: grupo CON, com CCO imersos em meio composto de TCM-199, suplementado com
500 Ul de penicilina, 0,5 mg de estreptomicina, 1,25 ug de anfotericina, 0,2 mM de piruvato
de so6dio, 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 10 ng/mL de fator de crescimento epidérmico
(EGF), 10 Ul/mL de gonadotrofina corinica equina (eCG) e 1 ug/mL de estradiol.; grupo CIS,
0s CCO foram imersos no meio do grupo CON + 100 pM de cisteamina; nos grupos ALADS,
ALA10 e ALA20 os CCO foram inclusos no meio do grupo CON, mas contendo 5 uM, 10 uM
e 20 uM de acido a-lipoico, respectivamente. Os CCO foram dispostos em placa de petri de
100 mm, em numero de 15 CCO por gota de 75 puL de meio MIV, durante 24 horas, em estufa
de cultivo, a 38,5°C, em uma atmosfera umidificada com 5% de CO». Apo6s a MIV, 0s 00citos
foram considerados maduros quando apresentaram expansdo das células do cumulus. Além
disso, os CCO maduros foram avaliados quanto ao grau de expansao das células do cumulus,
classificando-os conforme a metodologia de Aghaz et al. (19) em: total (Grau 1), moderado
(Grau 2) e leve (Grau 3).

O sémen utilizado na fecundacéo in vitro (FIV) foi colhido através de vagina artificial,
a partir de um carneiro com fertilidade comprovada. O sémen foi disposto em cima de uma
coluna de Percoll 45%/90%. Os espermatozoides moveis foram selecionados por centrifugacéo,
a 700G, por 15 minutos. O precipitado foi resuspenso em 2 mL de meio de FIV (SOF®,
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suplementado com 500 Ul de penicilina, 0,5 mg de estreptomicina, 1,25 ug de anfotericina,
10% de soro de ovelha em estro, 10 ug/mL de hipotaurina e 1 mg/mL de heparina sodica) e
lavado por centrifugacdo (100G; 5 minutos). O novo precipitado foi resuspenso em 2 mL de
meio FIV. A concentracdo final foi de 1 x 106 espermatozoides/mL, em 50 pL/gota de meio
FIV, em placa de petri de 100 mm, sob éleo mineral. Somente os o6citos maduros provenientes
do melhor grupo de MIV e os espermatozoides selecionados foram inclusos nas gotas (75 L)
de FIV, onde foram subdivididos em: grupo CON, composto por odcitos maduros e
espermatozoides, imersos em gotas de 50 uL de meio SOF®, suplementado com 500 Ul de
penicilina, 0,5 mg de estreptomicina, 1,25 ug de anfotericina, 10% de soro de ovelha em estro,
10 ug/mL de hipotaurina; grupo HEP, composto por o6citos maduros e espermatozoides
imersos em gotas de 50 puL de meio CON, suplementado com 10 pg/mL de heparina sodica; e
grupos ARG5, ARG10 e ARG20, onde a FIV ocorreu no mesmo meio CON, incluindo 5 mM,
10 mM e 20 mM de L-arginina, respectivamente. A FIV ocorreu por 18 a 20 horas, em estufa
de cultivo, a 38,5°C, com atmosfera umidificada, contendo 5% de CO». As estruturas foram
consideradas fecundadas quando apresentaram clivagem embrionéria, o que foi avaliado,
somente, apos a etapa de cultivo in vitro de presumiveis zigotos.

Ap6s a FIV, os presumiveis zigotos foram submetidos a sucessivas pipetagens em meio
de CIV (SOF®, suplementado com 3 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 500 Ul de
penicilina, 0,5 mg de estreptomicina e 1,25 ug de anfotericina), para remoc¢éo das células do
cumulus, ou seja, para seu desnudamento. Os presumiveis zigotos, apds o desnudamento, foram
cultivados, por 48 h, em meio de CIV, sob 6leo mineral, em placas de petri, contendo de 10 a
15 estruturas por gota, em estufa de cultivo, a 38,5°C, com atmosfera umidificada, contendo
5% de CO.. O numero de estruturas clivadas foi registrado no fim do periodo de cultivo,
avaliados quanto a taxa de clivagem, sob um microscopio invertido (BEL INV-100®; BEL,
Séo Paulo, Brasil).

Os resultados foram expressos na forma de porcentagem e as variaveis de graus de
expansdo das células do cumulus e nimero de estruturas clivadas foram comparadas usando o
teste do Qui-quadrado no software Epi Info (Epi Info 7.2.5, Atlanta, GA, EUA, 2021). Os
resultados foram considerados significativos quando P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos com relacdo a expansao das células do cumulus estdo dispostos

na Tabela 1.

Tabela 1. Graus de expansdo de células do cumulus (%) de odcitos ovinos maturados in vitro

sem a presenca de antioxidantes (CON) ou na presenca de cisteamina (CIS) ou de acido a-
lipoico (ALA5; ALA10; ALA20).

Taxa de Grau de expansdo % (n)
N° de expansdo % Total Moderado Leve
Grupos CCOlell (n)
CON 75 100 (75/75) 33,3 (25/75) A% 46,7 (35/75) B¢ 20 (15/75) ABP
CIS 75 100 (75/75) 16 (12/75)B¢ 52 (39/75) Ba 32 (24/75) Ab
ALA 5 75 100 (75/75) 20 (15/75) AB> 46,7 (35/75) B¢ 33,3 (25/75) A%®
ALA 10 75 100 (75/75) 8 (6/75) <° 74,7 (56/75) A% 17,3 (13/75) Bb
ALA 20 75 100 (75/75) 17,3 (13/75) B® 547 (41/75) B 28 (21/75) ABP

ABC | etras maitsculas indicam diferencas na mesma coluna (P<0,05).%2¢ Letras mintsculas
indicam diferencas na mesma linha (P<0,05).

Com relacdo a expansdo das células do cumulus, todos os grupos apresentaram 100%
de expanséo (Tabela 1). Ao analisar a comparagao entre os grupos de tratamento, na categoria
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de expansao total, observou-se que os grupos ALA5 e ALA20 apresentaram a mesma proporgao
de CCO com expanséo total que o grupo CIS, indicando que a suplementacdo de ALA néo teve
efeito significativo na expansao total das células do cumulus (P<0,05).

Ja na categoria de expansao de grau moderado, o grupo ALA10 apresentou um nimero
maior de o0citos com essa caracteristica em comparagdo aos outros grupos de tratamento
(Tabela 1). Isso indica que a suplementacdo com ALA na concentracdo de 10 uM pode ter um
efeito positivo na expansdo moderada das células do cumulus (P<0,05).

Ao analisar as comparagdes dentro de cada grupo de tratamento, observou-se que 0s
grupos CIS, ALA10 e ALA20 apresentaram uma maior quantidade de o6citos com expansdo
moderada das células do cumulus em relagdo aos outros grupos de tratamento (Tabela 1). Por
outro lado, o grupo CON apresentou uma maior quantidade de od4citos com expansdo total e
moderada, enquanto o grupo ALA5 apresentou a maior quantidade de odcitos com expansédo
moderada e leve (P<0,05).

Uma possivel explicacdo para os resultados encontrados em relacdo a expansao das
células do cumulus, onde todos os grupos atingiram 100% de expansdo (Tabela 1), € que, talvez,
0 00cito ovino ndo seja tdo exigente em relacdo ao uso de antioxidantes. Além disso, a presenca
de algumas substancias no meio de maturagéo in vitro, como o estradiol e o fator de crescimento
epidermal (EGF), pode influenciar no processo de expansao.

Maksura et al. (20) constataram que o estradiol em odcitos de bufalas e cabras é
responsavel por coordenar o desenvolvimento e a expansao das células do cumulus. Ja 0 EGF
regula vérias fungdes ovarianas, incluindo as células da granulosa, acdo do horménio foliculo-
estimulante e aumento da maturacdo do o6cito. Quando adicionado ao meio de maturacao in
vitro, sozinho ou em conjunto com antioxidantes, 0 EGF aumenta a expansdo das células do
cumulus e a maturacdo nuclear de o0citos bovinos e bufalos (21,22,23).

O acido a-lipdico é um antioxidante potente que é capaz de eliminar espécies reativas
de oxigénio, apresenta atividade quelante de metais, tem acdo sinérgica com outros
antioxidantes e pode impactar na expressao génica (24). Além disso, a suplementacdo de ALA
em meios de MIV é benéfica para a maturacgdo in vitro de odcitos de varias espécies de animais,
combatendo os efeitos nocivos das ERO.

Hassan et al. (9) relataram que a concentracdo mais efetiva de ALA para combater
espécies reativas de oxigénio e melhorar as taxas de maturacdo de odcitos bovinos foi de 10
UM, quando adicionado ao meio de MIV. Entretanto, as concentracdes ideais de ALA em meio
de MIV para fornecer melhora efetiva na maturacdo podem variar de acordo com as espécies.

O trabalho realizado por He et al. (10) com odcitos de cabra demonstrou que a
suplementacdo do meio de maturacgéo in vitro com 25 uM de &cido alfa-lipoico pode melhorar
a taxa de MIV de odcitos e a qualidade de embrides. Além disso, foi observado por Zhang et
al. (8) que a concentracdo de 25 UM de ALA pode reduzir a producao de espécies reativas de
oxigénio e melhorar a qualidade dos odcitos e dos embrides de cabra, reduzindo a expresséo de
genes que promovem a apoptose dessas células.

Ja Zavareh et al. (25) constataram que a suplementacédo de 100 uM de ALA em meio de
MIV reduziu os niveis das espécies reativas de oxigénio em odcitos de camundongos, enquanto
Kang & Hyun (11) demonstraram que o tratamento com 50 uM de ALA durante a MIV melhora
amaturacao citoplasmatica de odcitos suinos, aumentando os niveis intracelulares de glutationa
e diminuindo assim os niveis intracelulares de ERO. Nesse sentido, as concentragcbes mais
comumente utilizadas de ALA em meios de cultivo de células estdo na faixa de 10 uM a 100
MM,

Khorasgani et al. (26) relataram que a adi¢do de 25 uM de acido a-lipdico a 1% de
etanol durante a maturacdo de odcitos ovinos reduziu as ERO e melhorou a qualidade dos
embrides resultantes. Esse resultado é consistente, em parte, com o presente estudo, que
tambeém mostrou que a adicdo de ALA em meio de MIV parece aliviar o estresse oxidativo e
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melhorar a expansao das células do cumulus em od6citos ovinos de grau moderado. No entanto,
a suplementacdo com ALA neste estudo ndo teve efeito significativo na expansao total das
células do cumulus, e as condicdes especificas de deste trabalho com os achados de Khorasgani
et al. (26), como os componentes do meio de maturagdo in vitro e as concentragcdes de ALA
testadas, foram diferentes.

Como ndo houve diferenca estatistica entre os grupos de tratamento em relacdo aos
dados de maturacdo com expanséo total das células do cumulus (Tabela 1), decidiu-se utilizar
a concentracdo do grupo ALAS para a maturacdo dos odcitos que seguiram para a FIV. Uma
vez que todas essas concentragdes apresentaram o mesmo efeito, optou-se por considerar a
melhor relacdo custo-beneficio, escolhendo, portanto, a menor concentracéo, ou seja, 5 uM de
ALA. O grupo CIS né&o foi escolhido para avaliagdo, uma vez que se trata de um meio
comercial.

Os resultados obtidos com relacdo a taxa de clivagem apds a fecundacéo in vitro estdo
dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Taxa de clivagem (%) ap6s fecundacdo in vitro de odcitos maturados sem a presenca
de antioxidantes e sem a presenca de capacitador esperméatico (CON), com a presenca de
heparina como capacitador espermatico (HEP) e maturados com acido a-lipoico 5 uM e de L-
arginina como capacitador espermético (ARG5; ARG10; ARG20).

Tratamentos Odcitos maturados % de clivados
CON 65 29,3 (19/65) ~8
HEP 65 30,8 (20/65) A8
ARG 5 65 27,7 (18/65) A8
ARG 10 65 41,5 (27/65) A
ARG 20 65 23,1 (15/65) B

ABC |_etras mailsculas indicam comparagdes na mesma coluna (P<0,05).

Apds a fecundacdo in vitro (Tabela 2), ndo foi possivel identificar diferencas estatisticas
em relacdo as estruturas clivadas, entre os grupos CON, HEP, ARG5 e ARG10. Contudo, foi
observado que o uso de 20 mM de L-arginina reduziu o percentual de estruturas clivadas quando
comparado ao grupo ARG10 (P<0,05). Isso sugere que uma concentra¢do de 20 mM de L-
arginina pode afetar negativamente a taxa de clivagem em odcitos fertilizados in vitro.

A L-arginina é um aminoécido semiessencial que apresenta efeitos benéficos na fungéo
espermatica. O tratamento in vitro com essa substancia pode melhorar as variaveis de qualidade
dos espermatozoides, tais como motilidade, vigor, integridade da membrana plasmaética e
acrossomal, atividade mitocondrial, capacitacdo espermatica e peroxidacdo lipidica (14,15).
Esses efeitos estdo relacionados a capacidade da L-arginina de servir como substrato para a
enzima Oxido nitrico-sintase durante a producao de 6xido nitrico. O 6xido nitrico, por sua vez,
é um potente mensageiro celular que participa da capacitacdo e da reacdo acrossdmica dos
espermatozoides (16,17)

O uso de 20 mM de L-arginina no meio de fecundacdo in vitro neste estudo prejudicou
a formacdo de clivagem (Tabela 2), sugerindo que a suplementagdo desta substancia, nessa
concentragdo, pode ser toxica para a FIV de odcitos ovinos. Esse efeito pode ser atribuido ao
fato de que a ARG pode ter proporcionado uma maior producdo de 6xido nitrico durante a FIV,
0 que consequentemente pode ter aumentado as taxas de reacdo acrossdmica dos
espermatozoides no momento da fecundagdo. Altas taxas de reagdo acrossémica diminuem o
sucesso da fecundagéo (27), resultando em taxas menores de clivagem. Além disso, alguns
estudos mostram de que a L-arginina, até um limite de concentracao, pode oferecer prote¢do ao
espermatozoide contra danos oxidativos por meio do sistema do &cido nitrico (28,29).
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No presente estudo, ndo foram observadas melhorias significativas nas taxas de
clivagem entre os grupos CON, HEP e os grupos tratados com ARG (Tabela 2). Esses
resultados diferem dos obtidos por Santana et al. (30), os quais verificaram que a adigéo de L-
arginina ao meio de FIV resultou em maiores taxas de clivagem e blastocisto em bovinos nas
concentragdes de 5, 10 e 20 mM, mas reduziu as taxas com a adi¢do de 50 mM. Por outro lado,
tanto Kim et al. (31) em camundongos, quanto Silva et al. (17) em bovinos, ndo encontraram
efeitos da adicdo de ARG ao meio de fecundagdo em nenhuma das concentracgdes testadas.

Vale ressaltar que os resultados de Kim et al. (31) e Silva et al. (17) podem ter sido
afetados pela presenga do antioxidante -mercaptoetanol e da heparina em seus meios de FIV.
O B-mercaptoetanol, por ser um antioxidante, pode ter diminuido excessivamente a producao
de espécies reativas de oxigénio, que, em quantidades adequadas, sdo responsaveis pelo
processo de fecundacgdo. Além disso, a heparina em combinacdo com a arginina ndo apresenta
um efeito benéfico aditivo em comparag¢do com o uso de cada um desses agentes de capacitacdo
isoladamente (17, 30, 31, 32).

Uma possivel explicacdo para os resultados em relacéo as taxas de clivagem do presente
estudo, onde ndo houve diferenca entre os grupos tratados com ARG e os grupos COM e HEP
(Tabela 2), é que no protocolo de nosso grupo de pesquisa, todos os grupos de tratamento
continham substancias que podem ter influenciado na capacitacdo espermatica e,
consequentemente, na formacéo de clivagens, como o soro de ovelha em estro (SOE) e a
hipotaurina.

O Soro de ovelha em estro é amplamente utilizado em meios de fecundacéo in vitro de
ovelhas (33), uma vez que 0s espermatozoides de carneiro precisam de SOE para uma
capacitacdo bem-sucedida in vitro (34). Sanchez-Ajofrin et al. (35) relataram que a
suplementacdo de 2% e 10% de SOE durante a fercundacdo in vitro de odcitos ovinos é
benéfica, favorecendo a capacitacdo espermatica e posterior fecundacdo, aumentando as taxas
de clivagens e formacéo de blastocistos de qualidade.

Jéa a hipotaurina é uma substancia que pode desempenhar o papel de induzir a reativacdo
da motilidade espermatica, inibir espécies reativas de oxigénio e estimular a capacitacdo
espermatica (36), e que quando utilizada em meio de FIV pode aumentar a taxa de penetracao
de espermatozoides em 00citos (37) e consequentemente aumentar a formacéo de clivagens e
blastocistos.

CONCLUSAO

O meio MIV, em ovinos, suplementado com EGF e Estradiol, parece ndo necessitar de
antioxidantes adicionais, como o ALA e a cisteamina. Além disso, o meio FIV, em ovinos,
suplementado com soro de ovelha em estro e hipotaurina, parece ndo necessitar de agentes
capacitantes adicionais, como a L-arginina e a heparina. S&o necessarios mais estudos a fim de
avaliar o efeito antioxidante do uso isolado do acido alfa-lipico ou em associacdo com 0s
demais componentes do meio MIV assim como, do assim como, do uso isolado da L-arginina
ou em associagdo com os demais componentes do meio FIV na producgéo in vitro de embrides
ovinos.
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