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RESUMO

Objetivou-se avaliar sistemas de cultivo propostos para utilizagdo de embrides
humanos: sistema de cultivo Unico e sistema de cultivo sequencial, comparando com
sistema de cultivo utilizado nos modelos experimentais bovino e ratas Wistar.
Especificamente avaliou-se taxa de clivagem e blastocisto, cinética do
desenvolvimento embrionario, quantificagdo da expressdo dos genes em
blastocistos bovinos e avaliagcdo da viabilidade e qualidade por morfologia e Tunel
de embrides oriundos de ratas Wistar. Para bovinos, complexos cumulus-oo6citos
foram maturados, fecundados in vitro. No experimento 1 os zigotos foram
distribuidos nos sistemas de cultivo: CR2aa, SOFaa, sistema de cultivo seqliencial
ECM®Multiblast® e sistema de cultivo tinico Global®. Avaliou-se a taxa de clivagem e
de blastocisto e expressdo dos genes PRDX, HSP70.1, GLUT1 e GLUTS, nos
blastocistos. No experimento 2, o cultivo embrionario foi avaliado sobre o
desenvolvimento de embrides bovinos biopsiados. Os zigotos foram distribuidos nos
sistemas de cultivo: CR2aa, sistema de cultivo seqlencial G1%/G2® e
ECM®Multiblast®, sistema de cultivo Gnico Global®. Para todos os grupos, os
embrides 8-16 células foram biopsiados e retornados para cultivo. Avaliou-se taxa de
clivagem e de blastocisto. Para ratas Wistar, utilizou-se animais, do Centro de
Biologia da Reproducdo (CBR/UFJF), com doze semanas de vida, superovuladas
com 150 Ul/kg de PMSG e 75 Ul/kg de hCG, intraperitonealmente. No experimento 1
a coleta embrionaria procedeu-se 24 horas apés o hCG e avaliou-se a viabilidade
embrionaria No experimento 2 ratas foram distribuidas entre os grupos controle e
superovulado e os embrides foram coletados 48 e 72 h ap6s a administragéo de
hCG. Peso dos ovarios, numero total de estruturas embrionarias e grau de qualidade
de embrides foram analisados. No experimento 3 a coleta embrionaria procedeu-se
72 h apds a administracdo de hCG. Avaliou-se a qualidade de embries cultivados in
vitro oriundos de ratas superovuladas através da taxa de blastocisto e do indice
apoptético. Ja no experimento 4 a coleta dos embrides foi realizada 48h apo6s a
administragdo do hCG. Embrides recuperados foram distribuidos aleatoriamente
segundo os grupos: sistema de cultivo sequencial ECM®Multiblast®, sistema de
cultivo Ginico Global®, KSOM. Avaliou-se taxa de blastocisto. A anélise estatistica foi
realizada pelo teste do qui-quadrado, teste de Student, ANOVA e a expressao
génica foi analisada com REST®. No experimento 1 bovino as taxas de clivagem
foram semelhantes entre os grupos, mas a taxa de blastocisto total foi menor no
sistema sequencial e a taxa de blastocisto expandido foi maior no sistema de cultivo
Unico. Além disso, o cultivo de embrides no sistema unico resultou em maior
expressdo de GLUT71 e GLUT5 (P <0,01) e niveis de express&o semelhantes de
HSP70.1 e PRDX1 em comparagdo com os embrides cultivados em meios
sequenciais. No experimento 2 bovino tanto a taxa de clivagem quanto a taxa de
blastocisto foi semelhante entre os grupos. Para ratos, no experimento 1 98,2% dos
embrides coletados foram considerados viaveis. No experimentos 2 o grupo
superovulado apresentou ovarios com maior peso € maior numero de embrides,
comparado com o grupo controle. Entretanto, os embrides do grupo superovulado
apresentaram menor nimero de células 72 horas ap6s a administragdo de hCG. No
experimento 3 a taxa de blastocisto foi de 83,17%, com taxa apoptética de 10.32 +
8.91%. No experimento 4 a taxa de blastocisto total foi menor em sistema sequencial
(13,6%) quando comparado com KSOM (24,0%) e sistema de cultivo tnico (32,9%)



(p<0.05). Concluiu-se que o cultivo de embrides em meio Unico é mais favoravel em
comparagdo com a de meios sequenciais, a superovulagéo foi bem sucedida no
modelo rato e a técnica de TUNEL se mostrou viavel na avaliagdo da qualidade
embrionaria de embrides de ratas Wistar.

Palavras-chaves: Bovinos. Ratos. Sistema de cultivo Unico. Sistema de cultivo
sequencial. Express&o génica.Técnica de Tunel.



ABSTRACT

The objective was to evaluate culture systems proposed to use in human embryos:
single culture system and sequential culture system, compared with culture used in
experimental model bovine and Wistar rats. Specifically we evaluated the cleavage
and blastocyst rate, embryo kinetics, quantification of gene expression in bovine
blastocysts and evaluated the viability and quality by morphology and Tunel of
embryos derived from female rats. For bovine cumulus-oocyte complexes were
matured, fertilized in vitro. In experiment 1 zygotes were distributed in culture
systems: CR2aa, SOFaa, sequential culture system ECM®Multiblast® and single
culture system Global®. We evaluated cleavage and blastocyst rate and gene
expression PRDX, HSP70.1, GLUT1 and GLUTS in blastocysts. In experiment 2, the
embryo development was evaluated on the development of bovine embryos
biopsied. The zycgotes were distributed in culture systems: CR2aa, sequential culture
system G1%/G2® and ECM®Multiblast®, single culture system Global®. For all
groups, the 8-16 cells embryos were biopsied and returned to culture. We evaluated
cleavage and blastocyst rate. For Wistar rats, we used animals of the Center for
Biology of Reproduction (CBR/UFJF), with twelve weeks of life and superovulated
with 150l1U/kg of PMSG and 75 IU/kg hCG intraperitoneally. In experiment 1 the
embryo collection proceeded 24 hours after hCG and we evaluated embryo viability
In experiment 2 rats were distributed between the control and superovulated and
embryos were collected at 48 and 72 h after hCG administration. Weight of ovaries,
the total number of embryonic structures and quality of embryos were analyzed. In
experiment 3 embryo collection proceeded to 72 h after hCG administration. We
evaluated the quality of embryos cultured in vitro from superovulated rat through the
blastocyst rate and apoptotic index. Already in experiment 4 embryo collection was
performed 48 h after hCG administration. Embryos recovered were randomized
according to the groups: sequential culture system ECM®/Multiblast®, single culture
system Global®, KSOM. We evaluated the rate of blastocyst. Statistical analysis was
performed using the chi-square test, Student's test, ANOVA and gene expression
was analyzed with REST®. In experiment 1 bovine cleavage rate was similar between
groups, but the total blastocyst rate was lower in the sequential system and
expanded blastocyst rate was higher in single culture system. Furthermore, the
embryo cultured in single culture resulted in higher expression of GLUTT and GLUTS
(P <0.01) and similar expression levels of HSP70.1 and PRDX1 compared to
embryos cultured in sequential media. In experiment 2 both cleavage andblastocyst
rate was similar between bovine groups. For rats in experiment 1, 98.2% collected
embryos were were considered viable. In experiments 2 superovulated group
showed ovaries with greater weight and greater number of embryos, compared with
control group. However, embryos from superovulated group showed smaller number
of cells 72 hours after hCG administration. In experiment 3 the blastocyst rate was
83.17%, with 8.91% * 10:32 apoptotic rate of. In experiment 4 the total blastocyst
rate was lower in sequential system (13.6%) compared to KSOM (24.0%) and single
culture system (32.9%) (p <0.05). It was concluded that the culture of embryos in
single medium is more favorable than sequential media, superovulation was
successful in a rat model and the TUNEL technique proved feasible in evaluating the
quality of embryos from embryonic Wistar rats.

Keywords: Bovine. Rats. Single culture system. Sequential culture system. Gene
expression. Tunel technique.
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pela fluorescéncia através do filtro 520+20nm. C — Embrido em que

a enzima do TUNEL foi omitida, ndo observando sinal fluorescente.
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1 INTRODUGAO

As Técnicas de Reprodugdo Assistida (TRA’s) tém sido amplamente utilizadas,
gerando centenas de embrides. Apesar da manipulagéo in vitro ser utilizada ha
décadas, a proporcéo de zigotos que se desenvolvem até o estadio de blastocisto
ainda é cerca de 30-40% (FEUGANG; CAMARGO-RODRIGUEZ; MEMILI, 2009).
Isso se devea multiplicidade de fatores, como os efeitos da estimulagédo ovariana por
horménios gonadotréficos utilizados nos programas de reproducdo assistida, no
desenvolvimento embrionario subsequente (YOUNIS et al, 2012), além das
condi¢gdes inadequadas de cultivo que ndo permitem ao embrido preservar sua
homeostase, promovendo, em curto prazo, alteragdes na morfologia, proliferacéo
celular, apoptose, metabolismo e, a médio e longo prazo, baixa taxa de gravidez,
maior risco de aborto, anomalias congénitas, morte pés-natal e doengas na idade
adulta (HENTEMANN; MOUSAVI; BERTHEUSSEN, 2010).

Diferentes estratégias tém sido desenvolvidas para aumentar o sucesso no
cultivo de embriées de mamiferos. Atualmente, existem inimeros meios comerciais
disponiveis para embrides humanos, sejam eles sequenciais, ou seja, elaborados
com o intuito de suprir as diferentes necessidades do embrido de acordo com seu
estadio de desenvolvimento ou denominados sistema Unico, no qual todos os
componentes necessarios ao desenvolvimento embrionario ja estariam disponiveis
desde o inicio do desenvolvimento (LANE et al., 2003).

Entretanto, até o momento, ndo ha informagédo suficiente para identificar o
sistema de cultivo ideal, porque a maioria dos estudos que avalia os efeitos dos
meios de cultivo, leva em consideragdo somente a porcentagem de embribes que
atingem o estadio de blastocisto. Embora seja razoavel usar esse ponto final de
desenvolvimento como marcadores de eficacia de sistemas de cultivo, é provavel
que em alguns casos, os efeitos de uma dada cultura possa ndo manifestar-se na
morfologia do embri&o, alterando sua ultra-estrutura, sendo necessarios estudos a
nivel molecular (OLIVEIRA; LOPES; RODRIGUES, 2005). Desde entdo, genes
facilitadores de glicose GLUT1 e GLUT5 e genes relacionados ao estresse oxidativo
HSP70.1, PRDX1 vém sendo associados a qualidade do embrido produzido in vitro
(BERTOLINI et al., 2002, FEUGANG; CAMARGO-RODRIGUEZ; MEMILI, 2009). As
proteinas de choque térmico (HSPS) e peroxido (PRDX), por exemplo, estdo
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intimamente associadas a respostas celulares do estresse causado por condigbes
inadequadas do cultivo (OLIVEIRA; LOPES; RODRIGUES, 2005). Entretanto os
facilitadores do transporte de glicose 1 e 5 (GLUT 1 e 5) desempenham um papel
importante no fornecimento de substratos metabélicos em mamiferos e sabe-se que
alteragbes no transporte, na captacdo de glicose e metabolismo, nas primeiras fases
do desenvolvimento, podem afetar o desenvolvimento fetal (PURCELL; MOLEY,
2009; TONACK et al., 2009).

Acredita-se que através de um estudo din&mico, interligando a cinética do
desenvolvimento embrionario e o estudo epigenético, por meio da avaliagdo da
expressao génica dos embrides, seria possivel aumentar o sucesso das técnicas de
reproducao assistida (DELHANTY; HANDYSIDE, 1995; HILL, 2004; VERLINSKY et
al., 2004).

Este estudo objetivou avaliar sistemas de cultivo propostos para utilizagdo de
embries humanos: sistema de cultivo tnico (Global® — LifeGlobal®) e sistema de
cultivo sequencial (ECM®/Multiblast® - Irvine®, G1®/G2® - Vitrolife), comparando com
os sistemas de cultivo utilizados rotineiramente para os modelos experimentais
bovino (CR2aa/SOFaa) e ratas Wistar (KSOM). Avaliou-se avaliou-se, em embrides
bovinos, taxa de clivagem, taxa de blastocisto em embrides integros e biopsiados,
cinética do desenvolvimento embrionario, quantificagdo da expressao de diferentes
genes em blastocisto bovinos: HSP70.1, PRDX1, GLUT1 e GLUT5. Em embrides de
ratas foi avaliada a viabilidade da técnica de superovulagéo, além da qualidade de
embrides por morfologia e nimero de células apoptéticas, através da técnica de

Tunel. Também se avaliou taxa de blastocisto.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Técnicas de Reproducgido Assistida — TRA’s

A possibilidade de cultura do ovoécito foi reconhecida no final do século
dezenove, mas somente no inicio de 1930 utilizaram-se modelos animais
(camundongos e ratos) para realizagdo de cultura de ovocitos e capacitagéo
espermatica. Resultados positivos obtidos com fertilizagdo e formagdo de zigotos
permitram a transferéncia de embrides para o utero, contribuindo para o
estabelecimento da técnica (FRANCO JUNIOR; BARUFI; MAURI, 2004). Mais tarde,
meétodos de coleta ovular foram propostos, enfatizando a vantagem do
acompanhamento ultrassonografico.

Ao longo da evolugdo da Reprodugédo Assistida, o conhecimento da dindmica
folicular e o uso de gonadotrofinas permitiram o estabelecimento de diversos
protocolos de estimulagcdo ovariana e multiovulagdo. A supressdo do hormdnio
endogeno luteinizante (LH) se tornou necessaria nos protocolos de inducio.
Esquemas envolvendo longo tempo de supressdo de LH, iniciando-se no estagio
folicular do ciclo anterior foram denominados protocolos longos e, outros, que seriam
iniciados no mesmo ciclo, foram denominados Flare up ou curto (CAMARGOS;
MELO, 2001; PASSOS, 2004).

O nascimento de Louise Brown, em 1978, na Inglaterra foi o marco inicial do
sucesso das Técnicas de Reprodugdo Assistida (TRA). Nas duas décadas que se
seguiram houve acelerado progresso cientifico com o desenvolvimento de técnicas
laboratoriais complexas (EDWARDS; BRODY, 1995).

Entretanto, a grande incidéncia nas falhas da fertilizacdo e baixas taxas de
implantag&o (5 a 30%) parecem estar associadas, em parte, a hiperestimulagdo e as
condigbes inadequadas do cultivo que ndo permitem ao embrido preservar sua
homeostase, promovendo anormalidades gaméticas ou erros cromossdmicos
durante a embriogénese (PETERSON, 2004).

2.1.1 Hiperestimulagdo
Nos mamiferos, o ovario contém um grande nimero de foliculos imaturos

latentes, os quais sdo estabelecidos na vida intra-uterina. Um fenémeno
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denominado recrutamento natural elimina os foliculos por meio de atresia, o qual
independe da acdo das gonadotrofinas. Ja durante a vida reprodutiva,
gonadotrofinas  hipofisarias, esterdides ovarianos e hormonios peptidicos
cooperaram para garantir o crescimento e desenvolvimento dos foliculos ativados.
Um unico foliculo dominante eventualmente emerge, ovula, e, em seguida, permite a
ativagdo do préximo grupo de foliculos (WU; XU; WANG, 2007; WOODRUFF; SHEA,
2011). Ap6s a menarca de um ciclo espontaneo, para cada 700 a 800 foliculos
atresiados, um podera atingir a maturidade e ovular sob agdo das gonadotrofinas.

Para programa de reproducdo assistida, é preciso criar um estado de
hiperovulagdo com recrutamento, selecdo e dominancia de uma quantidade maior
de foliculos ovarianos, otimizando um protocolo capaz de obter évulos e embrides
de boa qualidade, maximizando as taxas de implantagdo/gravidez e minimizando
suas complicagdes (BATISTA; BATISTA; LIMA, 2010).

O tratamento com gonadotrofinas exégenas consiste em gonadotrofinas que
atuam na indug&o do crescimento de foliculos mudltiplos, seguido de gonadotropina
coribnica humana (hCG), a qual promove a maturagdo dos odcitos e a ovulagdo
(COMBELLES; ALBERTINI, 2003; KAGABU; UMEZU, 2006).

Diferentes preparagbes que contém FSH sdo utilizadas no ciclos de
estimulacdo da ovulag&o para TRA, ja que foliculos antrais com didmetro a partir de
2 a 5 mm contém receptores ao FSH. As quatro formas comumente utilizadas sdo:

- HMG urinério (HMG), que contém FSH e LH de origem urinaria;

- FSH urinario (FSH-u), que contém predominantemente FSH de origem
urinaria; ‘

- FSH recombinante (FSH-r), que contem apenas FSH;

- LH recombinante (LH-r), que contém apenas LH.

O pico de LH no final da foliculogénese tem uma importante fungdo na
ativagdo da meiose ovocitaria, liberando apds 36 horas um ovécito maduro em
metéafase |l, capaz de ser fertilizado pelo espermatozéide. Portanto, nos ciclos de
TRA a hipdfise estéd bloqueada, ndo havendo a possibilidade do pico espontaneo do
LH. Entdo, quando a estimulacdo da ovulagdo com gonadotrofinas promover a
presenca de dois a trés foliculos entre 18 e 20mm utiliza-se a gonadotrofina
coridnica humana (hCG) que é um horménio glicoproteico gonadotréfico produzido
principalmente pela placenta, e é utilizado na maturacdo final dos ovdcitos
(BATISTA; BATISTA; LIMA, 2010).
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E importante salientar que a resposta ovulatéria é variavel entre as pacientes,
sendo necessario avaliar fatores preditivos da resposta ovariana, decidindo o melhor
protocolo e a dose adequada de gonadotrofina a ser utilizada, como se segue:

- Fatores demograficos: idade, raca,peso, indice de massa corpérea (IMC);

- Fatores clinicos: idade da menarca, duragcéo da infertilidade, fumo, alcool,
duragéo do ciclo;

- Fatores endoécrinos (fase folicular inicial): valores no terceiro dia do ciclo de
FSH, LH, inibina B, testosterona, progesterona, horménio antimulleriano (AMH);

- Ovarianos: volume ovariano, contagem basal de foliculos antrais; '

Além disso, ainda ha controvérsias sobre os efeitos da estimulagdo ovariana
por horménios gonadotréficos no desenvolvimento embrionario subseqiente. A
estimulacéo por gonadotrofina parece ter um impacto direto sobre marcadores de
estresse oxidativo, induzindo a produc¢do de radicais livres e, eventualmente,
reduzindo a taxa de concepcao (YOUNIS et al.,, 2012). As condi¢des Ootimas
necessdrias para a implantacdo do embrido também se alteram apo6s a estimulagéo
do ovario, possivelmente devido a mudancas na coordenacgdo da foliculogénese e
oogénese (COMBELLES; ALBERTINI, 2003; ZIEBE et al.,, 2004; SOTOMARU;
KAMISAKO; HIOKI, 2005; GHAEMI; SALAHNIA; VALOJERDI, 2008). Isso porque o
aumento do numero de estruturas no trato reprodutivo feminino coloca uma maior
exigéncia sobre os nutrientes disponiveis para o desenvolvimento embrionario inicial
(GHAEMI; SALAHNIA; VALOJERDI, 2008). O aumento das taxas de aneuploidia nos
embrides também foi correlacionado com a estimulacédo ovocitaria (VERBERG et al.,
2009). Recentemente, pesquisador_es'demonstraram_ uma associagéq entre acidos
graxos livres e resposta ovariana a gbnadotrofinas em mulheres submetidas a TRA.
O aumento de &cidos graxos vem sendo associado com decréscimo da fungéo
folicular ovariana e qualidade dos ovocitos, e subsequentemente, baixas taxas de
implantagdo do embrido (CHUANG et al., 2010; YOUNIS et al., 2012).

Entretanto, mais estudos s&o necessarios para esclarecer se o uso de
horménios gonadotréficos em TRA’s tem efeito sobre o desenvolvimento do embrido
(CHUANG et al., 2010, SANTOS; KUIJK; MACKLON, 2010, YOUNIS et al., 2012).
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2.2 Requisitos para o cultivo embrionario in vitro

De uma maneira geral, para o embrido sobreviver e se desenvolver no cultivo
in vitro € necessario que os meios de cultivo preencham duas fungées: contenham
0s componentes necessarios para sobrevivéncia ou permitam, através dos
componentes disponiveis, a sintese de outros componentes indispensaveis para o
desenvolvimento do embrido (SUMMERS; BIGGERS, 2003).

Até o momento, o que se observa é que os embribes cultivados in vitro ainda -
apresentam qualidade morfologica e fisiologica inferiores aos produzidos in vivo: os
blastémeros sdo mais escuros, as unides celulares sdo anormais ‘e 0 numero de
células totais nos blastocistos paréce ser menor. As alterag(")eé ultraestruturais
observadas com mais frequéncia s&o redistribuicdo de organelas na regigo cortical e
agregacdo citoplasmatica, vacuolizagdo e rompimento da membrana e/ou matriz
mitocondrial, culminando no processo de apoptose e morte celular (LI et al., 2000).

As alteragdes observadas se devem, aos meios de cultivo que podem
influenciar na cinética de desenvolvimento inicial (KHURANA; NIEMANN, 2000;
DODE; RUMPF, 2002), expressdo génica e envolver alteragcdes no percentual de
acidos graxos da membrana lipidica, bem como a inibicdo da sintese de substancias
antioxidantes (AL-KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002; PAULA-LOPES et
al., 2003).

Ja foram identificados varios genes com expresséo alterada em embribes
bovinos e de ratos cultivados in vitro, tais como genes ligados a apoptose e ao
estresse térmico e oxidativo (HSP70.1, BAX, PRDX e SOX) (PEDERSEN et al,,
2005; BALASUBRAMANIAN et al.,‘2007; SAGIRKAYA et al., 2007; WARZYCH et al.,
2007) e ao transporte de glicose (GLUT7 e GLUT5) (WRENZYCKI; HERRMANN;
NIEMANN, 2007).

Tendo em vista os diversos efeitos dos meios de cultivo sobre o
desenvolvimento embrionario mais estudos s&o necessarios com o intuito de
melhorar a qualidade do blastocisto produzido por TRA (WRENZYCKI; HERRMANN;
NIEMANN, 2007), que estaria diretamente relacionada ao meio de cultivo no qual se

desenvolve.
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2.3 Meios de Cultivo

Os meios de cultivo para embrides humanos vém se desenvolvendo a mais
de uma década, aumentando significativamente a viabilidade dos embribes
cultivados in vitro, e € considerado um dos fatores determinantes para qualidade do
blastocisto (KHURANA; NIEMANN, 2000; DODE; RUMPF, 2002; FEUGANG,
CAMARGO-RODRIGUEZ, MEMILI, 2009).

O pioneirismo na utilizagdo do meio de cultivo biolégico coube a Lewis e
colaboradores (1911 apud SUMMERS; BIGGERS, 2003), os quais cultivaram tecido
embrionario de galinha. A utilizagdo dos meios de cultivo definido acelerou-se em
1940 com a publicagéo da composigdo de meio para cultivo de células de planta e
de células animais (WHITE, 1946 apud SUMMERS; BIGGERS, 2003). Durante os
anos seguintes, um grande numero de meios definidos foi introduzido, sendo
estudado, principalmente, o cultivo de embribes de mamiferos em coelhos e
roedores (BIGGERS et al., 1967 apud SUMMERS; BIGGERS, 2003).

Ao longo de anos de estudo e com maior entendimento dos requerimentos
fisiologicos necessarios para o desenvolvimento do embrido, desde o estadio de
zigoto a blastocisto, conduziu-se o desenvolvimento dos meios de cultivo complexo,
ou seja, com mais de doze componentes.

Atualmente, existem inUmeros meios comerciais disponiveis para embrides
humanos, sejam eles sequenciais, ou seja, elaborados com o intuito de suprir as
diferentes necessidades do embrigo de acordo com seu estadio de desenvolvimento
ou denominados sistema Unico, no qual todos os componentes necessarios ao
desenvolvimento embriondrio j& estariam disponiveis desde o inicio do
desenvolvimento (LANE et al.,, 2003). Verifica-se, portanto, que apesar de varios
componentes serem comuns aos meios de cultivo, estes apresentam diferengas
significantes entre si (Tabela 1).

E importante ressaltar que apesar de comprovada as modificacdes estruturais
sofridas pelo embri&o, durante cultivo in vitro, ainda ndo se sabe qual o sistema de
cultivo ideal (LI et al., 2000; PEDERSEN et al. 2005, WRENZYCKI; HERRMANN;
NIEMANN, 2007).
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2.3.1 Sistema de cultivo sequencial

Através do estudo do fluido tubario e uterino humano, foi possivel observar
variagbes nas concentragdes dos carboidratos, dos quais o piruvato e lactato
apresentaram-se superiores na regido da ampola do oviduto, quando comparado
com o utero durante a fase luteal. Em contraste, a concentragéo da glicose mostrou-
se consideravelmente menor na ampola do oviduto (REZK; HUFF; RIZK, 2004;
BAUMANN et al., 2007). A partir destas constatagées uma abordagem basica foi
utilizada para se definir este tipo de meio de cultivo: “retornar ao natural”.

A vertente “retornar ao natural” acredita que o meio de cultivo deva ser o
mais proximo possivel do ambiente do fluido tubério e uterino, Ievahdo—se em
consideragdo as variagdes nas concentragdes dos componentes, dependendo do
estadio de desenvolvimento e o compartimento que o embrido se encontraria in vivo
(VAN LANGENDONCKT et al., 2001). Essas observacdes foram & base para a
introdugéo do sistema de cultivo denominado estadio-especifico ou sequencial,
criado por Gardner em 1994, onde dois meios sdo designados para variar as
concentragbes dos carboidratos, refletindo a diferengca na composicdo dos
componentes do fluido no oviduto e no Utero. Entdo, para suportar o
desenvolvimento do zigoto a oito células foram incluidos no meio de cultivo lactato,
aminodacidos ndo essenciais e piruvato.

Subsequentemente, um segundo meio mais complexo é utilizado para a
manutengdo do desenvolvimento, depois da ativagdo do genoma embrionario, até a
fase de blastocisto. Neste Ultimo, glicose e aminoéacidos éssénciais € nao essenciais,
vitaminas e precursores de acidos nucleicos est&o presentes (GARCIA-GARCIA et
al., 2007).

A eficiéncia do sistema de cultivo sequencial parece estar relacionada com a
diminui¢gdo do acimulo de subprodutos do metabolismo como a aménia no meio de
cultivo, o que, consequentemente, aumenta a qualidade do embrido e reduz a

possibilidade de aberragbées cromossdmicas (LANE et al., 2003).
2.3.2. Sistema de cultivo tnico

Outra vertente estudada, denominada “deixe o embrido decidir’, acredita que

todos os componentes deveriam estar disponiveis em um Unico meio desde o inicio
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do desenvolvimento e o metabolismo embrionério é que iria decidir a utilizacdo dos
mesmos no momento que julgasse necessario (BIGGERS, 2001). A partir dessa
ideia surgiu o sistema de cultivo Unico, constituido por substancias previamente
conhecidas como aminoédcidos, macromoléculas (acido hialurénico), fatores de
crescimento e suplementos sintéticos, reunidos em um Unico meio de cultivo,
utilizado no desenvolvimento de embries desde o estadio de zigoto a blastocisto
(HOSHI, 2003; CORREA et al., 2007).

E importante ressaltar que as concentragbes dos componentes deste tipo de
meio de cultivo foram determinadas de uma forma funcional enquanto que as
concentragbes dos componentes do meio de cultivo sequencial foi baseada em
fluidos do oviduto e Utero, o que pode ndo ser 6timo para desenvolvimento in vitro
(SEPULVEDA et al., 2009).

Segundo Reed e colaboradores (2009), a justificativa para maior eficiéncia do
sistema de cultivo Unico estd correlacionada com a redugdo do risco de perda
embrionaria e/ou introdugcdo de contaminantes, e consequentemente, de estresse
embrionario. Isso porque o cultivo Unico ¢ menos exposto a mudancas de
temperatura e pH, pelo menor nimero de manipulagées dos embriées, que ocorre
quando se utiliza o sistema de cultivo sequencial. Além disso, a presenca dos 20
aminoacidos durante todo o cultivo, poderia favorecer uma vantagem significativa
para o desenvolvimento do embrigo.

Em contrapartida, alguns estudos vem questionando o uso de aminoéacidos
essenciais por mais de 96 horas no cultivo embrionério. Isso porque poderiam
provocar parada no deéenvolVimento embfionério, atribuida a acumulo de -ar.néh'ia no
meio de cultivo produzido pela deaminagdo dos mesmos (BIGGERS, 2001—:; REZK;
HUFF; RIZK, 2004). '

A fim de exemplificar os sistemas de cultivo descritos, a tabela 1 apresenta os
componentes quimicos presentes nos meios de cultivo propostos para utilizagcao de
embrides humanos, utilizando-se de sistemas de cultivo sequenciais G1%/G2°® -
Vitrolife; ECM®/Multiblast® - Irvine®, Global® - Lifeglobal®, sendo o primeiro meio
(G1® e ECM®) utilizado no estadio de zigoto a oito células e o meio subsequente
(G2® e Multiblast®) em embrides de oito células a blastocisto (LANE et al., 2003;
SEPULVEDA et al., 2009) e sistema de cultivo Gnico Global®, utilizado durante todo
o desenvolvimento embrionério, até o estadio de blastocisto (SEPULVEDA et al.,
2009; REED et al., 2009).



28

2.3.3 Composig¢éao dos meios de cultivo

Os constituintes quimicos dos meios de cultivo estédo descritos abaixo:

- [ons soltveis: constituintes quimicos mais abundantes presentes nos meios
de cultivo e contribuem largamente para manutengdo da osmolaridade dos mesmos.
Estdo presentes na forma de sais: NaCl, KCI, MgSQ,, CaCl,, KH,PO., NaHCO; e
possuem fungdes distintas. O célcio age através de proteinas bombeadoras, canais
idnicos e proteinas ligantes, e regula diferentes processos intracelulares, como a
reativagdo do ovocito, levando-o a finalizar sua meiose e participa da ativagdo do
genoma embrionario (TESARIK, 2005). Além disso, é responséavel pela modulagio
do metabolismo energético, coordenando a atividade mitocondrial das células (VAN
BLERKOM, 2004). O célcio também tem fungdo importante na jungdo célula-célula,
compactagdo e coordenacgdo entre os blastdmeros. Outros ions, como Na* e K7,
estao envolvidos na formagdo do potencial de membrana das células e controle da
osmolaridade celular. O ion fosfato (PO4)? tem participacgo direta no metabolismo
energético como precursor do ATP, e pode ainda estar relacionado & sintese de
macromoléculas e ao controle de diversos processos celulares: fosforilagdo de
proteinas envolvidas em vérias etapas do metabolismo, fosforilagdo/desfosforilagéo
no controle do ciclo celular e consequentemente, da rede de rea¢des em que o ion
fosfato estd envolvido. Deve-se ainda destacar o papel dos fons H* no metabolismo
embrionario para manutengdo do pH intracelular, em que as células utilizam um
sistema tamp&o baseado na conversdo de ions H® e do CO2 em ions bicarbonato
(HCO3) (COELHO et al., 2006).

- Carboidratos: sao utilizado‘s como fontes energéticas (piruvato, lactato e
glicose) e estdo presentes nos meios de cultivo descritos variando, somente, a
concentragcao em que se apresentam em cada meio. A producgdo de energia apos a
fertilizagdo fica restrita ao uso de piruvato, um subproduto da glictlise que é
diretamente convertido em acetil-coenzima A e utilizado no ciclo de Krebs
(BIGGERS et al, 1967 apud SUMMERS; BIGGERS, 2003), tornando-se
componente fundamental dos meios de cultivo na primeiras divisbes mitéticas dos
mamiferos. Apés o estadio de duas células, embribes de algumas espécies ja sdo
capazes de utilizar o lactato como fonte de energia (WHITE, 1946 apud SUMMERS;
BIGGERS, 2003). Lane e Gardner (2000) sugeriram que as diferengas encontradas

na utilizagdo de piruvato ou lactato nos diferentes estadios de desenvolvimento
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embrionario se devem a diferencas na regulagdo de lactato desidrogenase (LDH), a
qual catalisa a oxidag&o do lactato por uma molécula NAD* levando a formacéao de
piruvato e NADH (e vice-versa), permitindo a célula obter piruvato a partir de uma
Unica reagéo. A partir do estadio de oito células a via glicolitica que permite a
utilizagdo da glicose j& esta plenamente estabelecida, uma vez que o genoma
embrionario j& estd ativado, sendo observado aumento no consumo de glicose
durante a compactagéo e no estadio de blastocisto (LEESE et al., 1993).

- Aminoacidos: sdo divididos em duas categorias, os n3o essenciais,
presentes desde o inicio do cultivo os quais aumentam a velocidade de formacéo da
blastocele e rompimento da zona pellcida e os essenciais, 0s quais s&o
acrescentados ao cultivo, no sistema sequencial, a partir do estadio de oito células
os quais estimulam a velocidade de clivagem e aumentam o desenvolvimento da
massa celular interna (IMC) do blastocisto. Apresentam multiplas funcdes entre as
quais se podem citar a capacidade de serem precursores de biossintese, fontes de
energia, reguladores do metabolismo energético, osmélito orgéanico, tampé&o para pH
intracelular, antioxidantes, além de quelantes para metais pesados e reguladores da
diferenciag&o celular (NAGY; GRECO, 2010). Apesar desta variedade de fungdes
exercidas no metabolismo celular, quando se trata de metabolismo embrionario pré-
implantagdo, muitas duvidas ainda s3o observadas a respeito do exato papel de
alguns aminoacidos. Atualmente existe consenso entre a presenga de aminoacidos
no meio de cultivo e ao aumento na qualidade embrionaria associada (maior nimero
de células na massa celular interna, além de maior organizagédo da matriz
extracelular) (BIGGERS, 2001). Em contrapartida, foi observado, em cultivos
extensivos por mais de 96 horas, inibicdo do desenvolvimento embrionario na
presenca de aminodacidos essenciais, atribuido a actimulo de aménia no meio
produzido pela deaminagdo dos mesmos (BIGGERS, 2001; REZK; HUFF; RIZK,
2004).

Recentemente, os aminoacidos taurina, glicina e glutamina foram
incorporados ao meio de cultivo com o intuito de agir como osmolito orgénico, com a
finalidade de diminuir a concentragdo de aménia do meio (REZK; HUFF; RIZK.,
2004; GARCIA-GARCIA et al., 2007). Entretanto, Lane e Gardner, (1994) sugeriram
que a L-glutamina pode causar retardo no desenvolvimento dos embrides.
Observou-se, entdo que a substituicdo da L-glutamina nos meios de cultura por L-

alanyl-L-glutamina, e mais recentemente por glicil-L-glutamina, causa aumento na
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qualidade embrionaria (BIGGERS; MCGINNIS; SUMMERS, 2004; SUMMERS et al.,
2005), ja que estes dipeptideos s&o metabolizados diretamente pelo embri&o,
evitando o efeito da degradacdo da glutamina e consequente acUmulo de
subprodutos como a amdnia (NAGY; GRECO, 2010).

- Vitaminas e macromoléculas, como &cido lipélico e acido hialurénico: vém
sendo associadas a significante melhora na qualidade embrionéria dos blastocistos
quando cultivados em meios que as contenham como, por exemplo, o sistema de
cultivo sequencial, (NAGY; GRECO, 2010), demonstrado na tabela 1.

- Quelantes: o EDTA e a transferrina, por exemplo, estdo sendo adicionados
em diferentes meios de cultivo pela funcdo de agir como quelantes de ions
metalicos. Por outro lado, sugere-se que o EDTA possa reduzir a atividade glicolitica
e inibir o desenvolvimento a blastocisto quando presente em todo o desenvolvimento
embrionario, como no sistema de cultivo Unico (tabela 1) (AZADBAKTH;
VALOJERDI, 2008).

Outra macromolécula presente no trato reprodutivo feminino é o &cido
hialurénico, um polissacarideo de alto peso molecular, que melhora os sistemas de

cultivo de embrides e pode levar ao aumento da taxa de implantacéo.
2.3.4 Interferentes dos meios de cultivo

- Fonte proteica: um componente do meio de cultivo que pode influenciar a
expressdo génica, principalmente aos relacionados ao estresse é o soro. E sabido
que o soro possui fatores embriotroficos e embriotéxicos (BAVISTER, 1995). Este
efeito bifasico do soro sobre o desenvolvimento embrionario € demonstrada quando
se avalia a cinética do desenvolvimento dos embrides, onde se mostra uma agéo
restrita sobre os estadios iniciais e auxilia o desenvolvimento de moérula até
blastocisto, além de aumentar o nimero de células, e estimulando a eclos&o dos
blastocistos (BAVISTER, 1995).

Apesar de o soro estimular a producdo de blastocisto (CAMARGO et al.,
2002, RIZOS et al., 2003) este pode causar algum tipo de distirbio na expresséo
génica, apresentando efeitos negativos na qualidade dos embrides (PURPERA et
al., 2009). A maioria dos meios de cultivo para embriées humanos contém albumina
sérica como fonte de proteina. A albumina recombinante de soro humano se tornou

disponivel recentemente, e seu uso deve eliminar os problemas inerentes a



utilizagdo de produtos derivados de sangue, além de levar a padronizagdo dos
meios (NAGY; GRECO, 2010).

- pH e diéxido de carbono: garantir um pH 6timo é um dos pontos criticos de
um sistema de cultivo de embriées (pH =7,4). Em condigdes ideais de concentragdes
idnicas, niveis de CO, e temperatura, esta reagdo tende a atingir o equilibrio, e com
isso manter o pH constante (COELHO et al., 2006).

A manuteng&o do pH adequado deve ser feito por ajuste do sistema de CO,
da incubadora, que deve estar normalmente entre 5-7%. O oxigénio também é outro
componente critico, ja que embora tenha sido demonstrado que os embrides da
maioria das espécies crescem em presenga de oxigénio “atmosférico” (21%), ja foi
comprovado que uma pressdo de oxigénio mais baixa (cerca de 5%) & mais
vantajosa para o crescimento e viabilidade dos embrides (NAGY; GRECO, 2010).

- Volume de cultivo ou do tamanho da gota de cultivo: tanto volumes
muito grandes quanto volumes muito pequenos tém a possibilidade de ser prejudicial
ao desenvolvimento embrionario in vitro (NAGY; GRECO, 2010).
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Tabelal: Comparagéo entre a composicdo dos meios de cultivo comerciais

propostos para desenvolvimento de embrides humanos

Componentes dos meios Sequencial Sequencial Unico
G1® G2®° ECM® Multiblast®  Global®

Acido lipélico X

Alanina X X X X
Alanil-glutamina X X X X X
Arginina X X X
Asparagina X X X X
Aspartato X X X X
Bicarbonato de so6dio X X X X X
Cloreto de calico X X X X X
Cloreto de potassio X X X X X
Cloreto de sodio X X X X X
Cistina X X X
Citrato de sédio X X X X

EDTA X X X
Fenilalanina X X X
Fosfato de potassio X X
Fosfato dehidrogenado de X X

sodio

Gentamicina X X X X X
Glicose X X X X X
Glicina X X X X
Glutamato X X X X
Histidina X X X
Hyaluronan X X

Isoleucina X X X
Lactato de sodio X X X X
Leucina X X X
Lisina X X X
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Tabela1 continuagdo: Comparagdo entre a composicdo dos meios de cultivo

comerciais propostos para desenvolvimento de embrides humanos

Componente dos meios Sequencial Sequencial Unico
(cont.) G1° G2® ECM® Multiblast®  Global®

Metionina X X X X
Penteonato de calico X

Piridoxina X

Piruvato X X X X X
Prolina X X X
Riboflavina X

Serina X X
Sulfato de magnésio X X X X
Taurina X X X X
Tiamina X

Tirosina X X X
Treonina X X X
Triptofano X X X
Valina X X X
Vermelho de fenol X X X

2.4 Critérios para avaliagdo da qualidade embrionaria

Tornou-se necesséario o desenvolvimento de metodologias de selegdo dos
pré-embrides de maneira a garantir a maxima taxa de sucesso do tratamento
perante um ndmero minimo de pré-embries transferidos por tentativa.

Desde o inicio da utilizagdo da FIV, um grande avancgo no desenvolvimento de
medicamentos e protocolos para estimulagdo ovariana, o desenvolvimento da
técnica de injegdo intracitoplasmatica de espermatozoide e das técnicas de cultivo
embrionario em laboratério ocorreram. No entanto um aspecto inalterado foi a
avaliagdo da qualidade embrionaria, a qual é ainda baseada em critérios

morfologicos, tais como: aspectos do citoplasma ovocitario e de seu espago
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subzonal, escore de prontcleos, velocidade de desenvolvimento embrionario
(clivagem precoce, taxa de clivagem e nimero de blastdmeros); simetria dos
blastdbmeros e grau de fragmentagdo. Enquanto a avaliagdo morfologica tem a
vantagem de ser n&o invasiva, tem por outro lado a desvantagem de ser imprecisa e
subjetiva (SOARES; AUGUSTO; RODRIGUES, 2010).

2.4.1 Avaliagdo morfolégica do zigoto em estadio de dois prontcleos (2PN)

A qualidade embrionaria pode ser prognosticada, indiretamente, pela
avaliacdo morfologica do zigoto em estadio de dois prontcleos. Uma vez ocorrida a
fertilizacdo do ovocito, a justaposigdo dos pronticleos masculino e feminino € obtida
por acdo e orientagdo dos centriolos e microtibulos oriundos do espermatozoide
(Figura 1B) (AHUMADA et al., 2006). Esse alinhamento pode ser observado entre 16
a 18 horas da inseminacéo, e sua auséncia significa falha de um ou mais eventos
que caracterizam a fertilizagdo normal (SOARES; AUGUSTO; RODRIGUES, 2010).
A avaliagdo morfolégica estd baseada na localizagdo e numero dos corpos
precursores de nucléolos (CPN) nos compartimentos pronucleares, masculino e
feminino. Assim como, também, a formagdo de um halo no cértex do ovadcito,
produto da contragéo das organelas citoplasmaticas ao redor dos PN, que seriam
preditivos da qualidade embriondria. Relaciona-se, entdo, com qualidade
embrionaria o alinhamento e posicionamento dos nucléolos no interior dos
pronicleos, além da simetria em nimero. O escore de prontcleos € variavel no
padrdo um a quatro (Z1, Z2, Z3 e Z4), onde o padrdao um e dois apresenta altas
probabilidades de desenvolvimento e gravidez, enquanto que os padroes de trés e
quatro apresentam poucas probabilidades de desenvolvimento e gravidez (Figura 1
A) (AHUMADA et al., 2006).

8 e “:_3/"
74 Z4 73 i)

72 Z1
Fonte: acervo pessoal Fonte: acervo pessoal
Figura 1 A: Classificagao pronucleo Figura 1 B: Foto ilustrativa ovocito
segundo dispersao nucléolo humano fertilizado - prontcleo humano

— padrao Z1
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2.4.2 Desenvolvimento embrionario e morfologia

- Clivagem: o processo de divisdes mitéticas se inicia quando dois prontcleos
haploides duplicam seu DNA e em seguida, se unem ocorrendo assim a singamia 20
a 34 horas depois da inseminagéo ovocitaria. Com 35 a 36 horas, segue-se a
primeira divisdo com a consequente formagdo de dois blastémeros diploides (Figura
2A) e com cerca de metade do volume citoplasmatico do ovdcito fertilizado que deu
origem. Assim, sucessivamente ocorrem numerosas divisdes celulares, com
aumento do nimero de blastémeros e volume progressivamente menor nas células.
Uma entrada precoce na primeira divis&o celular, em um periodo de até 25 horas da
inseminag&o, correlaciona-se com aumento da viabilidade embrionaria e maior taxa
de gestacdo (RIZOS et al,, 2003; BEN-YOSEF et al., 2004; SEPULVEDA et al,,
2009; CIRAY et al,. 2012).

Normalmente no dia 2 de cultivo celular (45 a 46 horas pds-inseminac&o) os
pré-embrides atingem o estadio de quatro células (Figura 2B), e no dia 3 (54 a 57
horas pés-inseminagéo), o estadio de oito células (Figura 2C). Isoladamente e por
caracteristicas individuais, as células podem mostrar uma assincronia nas divisdes
celulares, produzindo pré-embrides com numero irregular de blastémeros. Também
na passagem de quatro para oito células ocorre a transicdo da expressdo génica
maternal para embrionaria nos pré-embrides (SOARES; AUGUSTO; RODRIGUES,
2010).

- Mérula - blastocisto: a mérula é observada a partir do quarto dia apos a
inseminagéo, (Figura 2D) a qual apresenta alta atividade citoplasmatica, aumento na
adesdo celula-célula, com perda da definicdo individual dos blastdmeros,
caracterizando o fenébmeno da compactagdo. A partir da bomba de sédio e potassio,
localizada na membrana celular, o sédio é bombeado ativamente para o espaco
extracelular, a blastocele é formada por acimulo de &gua, que flui passivamente
para uma cavitagdo. Forma-se assim o blastocisto em que se identificam
trofoectoderma e as células da massa central, propriamente dita. Normalmente se
observa a formagéo do blastocisto entre cinco e sete dias (Figura 2E). A evolug&o do
blastocisto se da com a expanséo progressiva do seu volume e, consequentemente

adelgagamento da zona pelucida, o que, ao final, resultarda em uma rotura desta, a
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qual permite a herniacdo do blastocisto, em processo denominado eclosdo
(SOARES; AUGUSTO; RODRIGUES, 2010).

Fonte:arquivo pessoal

Figura 2: Figura ilustrativa dos estadios de desenvolvimento embrionario: A- embriao
no estadio de duas células; B - embrido no estadio de quatro células; C - embrido no
estadio de oito células; D - embrido no estadio de moérula; E - embrido no estadio de

blastocisto expandido.

- Fragmentagédo: outro parametro comumente utilizado para a selecéo de
pré-embrides é a fragmentacdo embrionaria, extrusdo de parte da membrana
citoplasmatica e citoplasma subjacente para o espaco extracelular (AHUMADA et al.,
2006). A interpretacédo da fragmentacao celular para o potencial de desenvolvimento
do pré-embrido deve ser correlacionada com a quantidade e com a distribuicéo
desses fragmentos (Figura 3). Uma fragmentagdo numerosa e de distribuicdo difusa
pode significar a perda de proteinas essenciais e regulatérias e levar ao
comprometimento do potencial embrionario. Ao contrario, uma fragmentagao
numerosa, mas localizada, podera significar apenas o resultado de divisbes com
pequenas imperfeicbes da citocinese, com pouco ou nenhum comprometimento
desse potencial (SOARES; AUGUSTO; RODRIGUES, 2010).

Os parametros da andlise morfolégica foram estabelecidos primeiramente por
Veeck, em 1988, segundo a qual os embrides foram divididos de acordo com o
ndmero de células em cada dia de desenvolvimento, a simetria dos blastdmeros e a
qguantidade de fragmentacao (Tabela 2) (AHUMADA et al., 2006).
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Tabela 2: Classificagdo morfolégica para avaliagcdo da qualidade embrionaria.

GRAU

PARAMETROS

Embrido com blastdbmeros de igual tamanho; sem
fragmentos citoplasmaticos e com citoplasma claro e

homogéneo.

Embri&do com blastémeros de igual tamanho e menos de

30% de fragmentos citoplasmaticos.

Embrido com blastébmeros de tamanhos diferentes; zero

% de fragmentos citoplasmaticos.

Embrido com blastémeros de tamanho igual ou desigual;

com 30% a 50% de fragmentos citoplasmaticos.

Embrido com mais de 50% de fragmentos

citoplasmaticos.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 3: Figura ilustrativa da avaliagdo da qualidade embrionaria: grau I; grau ll;

grau lll; grau IV; grau V.

2.5 Outros métodos para avaliagdo da qualidade embrionaria

Atualmente, o estudo da atividade metabdlica, do estresse oxidativo, assim

como a imunologia do pré-embrido em seus microambientes de cultivo in vitro vem

se tornando interesse de estudo e utilizag&o nas praticas do laboratério. A utilizagéo

de métodos n&o invasivos, os quais estudam o ambiente de cultivo, visando detectar
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0 consumo de substancias que compdem esse ambiente bioldgico, parece ser
promissora no sentido de se diminuir a pequena exatidao de avaliagdo dos métodos
que envolvem a morfologia do desenvolvimento embrionario (SOARES; AUGUSTO;
RODRIGUES, 2010). Ja o desenvolvimento da biologia molecular tem propiciado um
melhor entendimento dos mecanismos biolégicos celulares, através de métodos
denominados invasivos, nos quais é necessaria a manipulagdo do embrido (VANDA
ELE et al., 2007). Como exemplos de métodos invasivos de sele¢do embrionaria
podem-se citar diagndstico pré-implantacéo, técnica de tlnel e estudo da expressao
génica. Os dois ultimos sorhente s&o utilizados em pesquisas com a finalidade
comparativa de ayaliégéo de qualidade embrionéria, ja que todo o embrido é
necessario para a realizacdo do método, ndo sendo empregado na rotina nos

laboratérios de reproducgéo assistida.
2.5.1 Dosagem de marcadores bioquimicos

Identificagdo do metabolismo embrionario no cultivo dos embrides, através do
proteoma, que permite descrever as mudangas em todas as proteinas expressas e
produzidas a partir de um Unico genoma. O aumento da sensibilidade dessa técnica
permitiu o desenvolvimento de protocolos que sdo capazes de conhecer proteinas
produzidas pelo embrido na gota de cultivo, o denominado secretoma. A partir desse
conhecimento as proteinas envolvidas na maturacdo dos ovocitos e no
desenvolvimento dos embrides in vitro puderam ser correlacionadas com altas taxas
de implantagdo e podera contribuir para elaboracédo de teste n&o invasivo de
viabilidade para auxiliar na selegdo de embrides para transferéncia. Como exemplo
podem-se citar os estudos com a dosagem da proteina chamada antigeno
leucocitario humano soluvel-G (sHLA-G), em cultura de pré-embribes, os quais
demonstram maiores taxas de gravidez quando este é detectado no meio de cultivo
(SOARES; AUGUSTO; RODRIGUES, 2010).

2.5.2 Diagndstico genético pré-implantagédo (DGPI)

Analise cromossdmica de pré-embrides antes da transferéncia, promovendo

sele¢do embrionaria de embribes normais. As técnicas mais utilizadas para anélise
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do complemento cromossémico dos blastdmeros sado Fluorescéncia e Hibridizacao in

situ (FISH) e Reacgéao de Polimerase em Cadeia (PCR).

2.5.3 Técnica de tiunel para avaliagao da qualidade embrionaria

A apoptose, forma programada de morte celular, € um processo de regulagéo
de populagdes e linhagens celulares nos sistemas de mamiferos. E caracterizada
por fragmentacéo citoplasmatica e nuclear, condensacdo de cromatina e fagocitose
(VANDA ELE et al., 2007). Uma técnica que tem se mostrado eficiente na marcagéo
de células apoptéticas embrionarias é o tlnel, que consiste na utilizacdo da enzima
terminal deoxinucleotidil transferase (TdT), a qual promove a ligagéo da fluoresceina
na 3’0OH do DNA degradado (BYRNE et al., 1999). Através da relagdo de nimero de
blastémeros intactos com o numero de blastdmeros danificados e o indice
apoptotico, &€ possivel avaliar a qualidade embrionaria (KELKAR; DHARMA,
NANDEDKAR, 2003). Ultimamente, tem-se relacionado a apoptose celular as
condigdes desfavoraveis a que o embrido é submetido durante o processo de cultivo
in vitro. Acredita-se que este processo de morte celular tem a funcdo de eliminar
embrides anormais durante o primeiro ciclo celular em camundongos e no segundo
ciclo celular em bovinos e humanos. Entdo, a apoptose tem sido utilizada como
indicadora de qualidade embrionaria (MAKAREVICH; MARKKULA, 2002; VANDA
ELE et al., 2007). Para exemplificar, a figura abaixo mostra a imagem de blastocisto
bovino corado por solucao de DAPI. A fragmentagéo no blastocisto foi revelada pela

fluorescéncia verde apos realizagéo do tunel (Figura 4).

Fonte: Acervo pessoal
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Figura 4: Imagem blastocisto bovino, onde os blastémeros integros apresentam-se
corados por solugdo de DAPI (azul), e os blastémeros fragmentados apresentam-se

corados de verde.
2.5.4 Expressao génica

E sabido que apos a fertilizacdo e até o fim da primeira divisdo mitética, toda
a biossintese de proteinas do embrido ocorre de forma independente da transcri¢cdo
génica. Assim, todos os RN,_As, ribossomas e demais fatores necessarios ao
processo de tradugéo (sintesé de proteinas) neste periodo sdo provenientes do
ovacito, e desta forma tém origem exclusivamente materna (TESARIK, 2005). A
ativagcdo do genoma embriondrio ocorre, em humanos, apenas no estadio de oito
células e recebe o nome de “transigdo maternozigética” (MZT). Diversos genes
expressos no embrido durante o periodo pré-implantagdo, de diferentes espécies de
mamiferos ja foram caracterizados (WATSON; NATALE; BARCROFT, 2004).
Analises de outros genes isoladamente e também do transcriptoma de blastémeros
tém sido realizadas com o objetivo de melhor entender a determinacdo genética do
desenvolvimento embrionario.

Além disso, estudos tém sido realizados na tentativa de caracterizar os efeitos
prejudiciais da cultura de embries in vitro sobre seus mecanismos de controle da
expressao génica. Embora seja razoavel utilizar porcentagem de embrides que
atigem o estadio de blastocisto como marcadores de eficacia de sistemas de cultivo,
e provévél que em alguns casos, os efeitos de uma dada cultura possa néo
manifestar-se na morfologia do embriZo, alterando o embrido em sua ultra-estrutura,
induzindo modificagdes epigenéticas nos embrides, sendo necessarios estudos a
nivel molecular (CAMARGO et al., 2005; OLIVEIRA; LOPES; RODRIGUES, 2005:
BALASUBRAMANIAN et al., 2007; WRENZYCHI; HERRMANN; NIEMANN, 2007).

Camargo e colaboradores (2005) j& haviam descrito que o meio de cultivo
influencia a express&do génica em embrides bovinos no estadio de pré-implantacgéo.
A justificativa para a modificagdo da expressdo génica parece estar diretamente
relacionada com conteldos dos meios de cultivo, ou por uma variacdo das
macromoléculas presente nos mesmos, ou na composicdo de aminoacidos ou até
mesmo a formulagéo basica dos meios de cultivo, o que reflete em uma resposta
proporcional de transcritos (OLIVEIRA; LOPES; RODRIGUES, 2005).
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Entretanto, as alteragbes na expressdo de genes, durante o periodo pré-
implantagdo, parecem afetar o desenvolvimento embrionario e fetal, e contribuir para
alteragSes no percentual de acidos graxos da membrana lipidica e inibicdo da
sintese de substancias antioxidantes, podendo estar associados a diferentes
modificagbes epigenéticas e, consequentemente, anormalidades fenotipicas e
induzir as perdas iniciais fetais e embrionarias (NIEMANN; WRENZYCKI, 2000: AL-
KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002; PAULA-LOPES et al., 2003:
OLIVEIRA; LOPES; RODRIGUES, 2005; FARIN; PIEDRAHITA; FARIN, 2006).

Desde entdo, genes facilitadores de glicose GLUT?T e GLUT5 e genes
relacionados ao estresse oxidativo HSP70.1, PRDX1 vem sendo associados a
qualidade do embrido produzido in vitro (BERTOLINI et al., 2002, FEUGANG,
CAMARGO-RODRIGUEZ, MEMILI; 2009).

O entendimento das condig6es de cultivo in vitro, as quais podem implicar em
modificagGes epigenéticas que podem afetar o desenvolvimento fetal e seu
mecanismo de regulagdo (JACOB; MOLEY, 2005; EL HAJJ: HAAF, 2013) e o
entendimento da correlagdo entre as mudangas na expressdo génica poderéo

aumentar o sucesso das técnicas de reprodugéo assistida.

- Genes relacionados ao estresse oxidativo: HSP70.1 e PRDX1:0 cultivo in
vitro tem sido associado & produgdo de radicais livres, causando estresse oxidativo
nos embrides (BALASUBRAMANIAN et al., 2007).{ Em contrapartida, a express&o de
genes, como, HSP70.1 e PRDX1 est&o sendo corelacionados a diferentes tipos de
estresse (LEE; SEO, 2002; OLIVEIRA; LOPES; RODRIGUES, 2005; FEUGANG:
CAMARGO-RODRIGUEZ; MEMILI, 2009; SHARMA et al., 2012), como o calor e
estresse oxidativo (LUFT; DIX, 1999). Além disso, o PRDX1 ainda esta associado a
defesa da célula contra espécies reativas de oxigénio geradas em condicoes
inadequadas de cultivo (NEUMANN et al., 2003; IMMENSCHUH: BAUMGART-
VOGT, 2005; FEUGANG; CAMARGO-RODRIGUEZ; MEMILI, 2009).

Segundo Feugang, Camargo-Rodriguez e Memili (2009), a expressédo de
genes como o HSP70.1, os quais tem como fung&o principal inibir a apoptose, s&o
resultados de alto nivel de radicais livres no sistema de cultivo, sendo associados a
degeneragdo do blastocisto, devido a um actimulo progressivo de efeitos téxicos
durante o cultivo (SHARMA et al., 2012). Em contrapartida, a menor express&o dos
genes HSP70.1 e PRDX1 nos sistemas de cultivo pode estar correlacionada &
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presenca de componentes antioxidantes nos meios de cultivo, como o
etilenediaminetetraacetico, EDTA, que tem a func&o potencial de agir como quelante
de fons metélicos, apresentando um papel antioxidante sobre a cultivo dos embrides
0 que pode contribuir para os proteger contra os radicais livres, reduzindo o efeito de
expressdo de genes HSP70.1 e PRDX1 (ORSI; LEESE, 2001; AZADBAKTH:
VALOJERDI, 2008; HENTEMANN; BERTHEUSSEN, 2009). Outro componente nos
meios de cultivo que pode influenciar a expressdo de genes associados ao estresse
€ o soro, o qual é conhecido por ter fatores embriotréficos e embriotdxicos
(BAVISTER, 1995). Apesar do soro estimular a producéo de blastocisto (CAMARGO
et al., 2002; RIZOS et al., 2003), também pode perturbar a expressdo génica
(PURPERA et al., 2009). Rizos e colaboradores (2003), por exemplo, encontraram
aumento da expressdo de genes que codificam proteinas relacionadas com a
protecdo contra o estresse oxidativo, como MnSOD e SOX, em embrides cultivados

com soro.

- Genes relacionados ao metabolismo: facilitadores do transporte de
glicose 1 e 5 (GLUT1 e 5): os genes facilitadores de glicose 1 e 5 desempenham
um papel importante no fornecimento de substratos metabdlicos em mamiferos e
sabe-se que alteragBes no transporte, na captacéo de glicose e metabolismo, nas
primeiras fases do desenvolvimento, podem afetar o desenvolvimento fetal
(TONACK et al., 2006; BARCELO-FIMBRES; SEIDEL, 2007: PURCELL; MOLEY,
2009; TONACK et al., 2009, RUBESSA et al, 2011).

O GLUTT & uma isoforma ubiqua responsavel pelo transporte de glicose para
o interior das células embriondrias durante todo o periodo de pre-implantagcéo
(BERTOLINI et al., 2002). Diferentemente do GLUT?, a transcricgdo de GLUTS
comeca no momento da ativagdo do genoma embrionario, indicando participar da
diferenciagdo celular. A fim de demonstrar a importancia dos transportadores de
glicose como moléculas reguladoras de desenvolvimento embrionario, Pantaleon e
Kaye (1998) mostraram que a subregulacdo génica resultou em diminuigdo do
nimero de células de embrides produzidos in vitro, quando comparado com
embrides produzidos in vivo. Embribes com desenvolvimento mais rapido
expressaram mais transcritos de genes associados ao metabolismo, como o GLUT?
(LIM et al., 2007, PALASZ et al., 2008). Bertolini e colaboradores (2002) também
detectaram baixa expressdo de GLUT?1 e GLUT3 em embrides produzidos in vitro,
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quando comparado com embrides produzidos in vivo e afirmaram que a sub-
regulagdo dos genes GLUTT e GLUT3 afeta a glicdlise dos embrides e,
consequentemente, o metabolismo e o desenvolvimento embrionario.

E importante resaltar que a expressdo de genes associados ao transporte de
agucar também diferem de acordo com o ambiente em que os embrides sdo
cultivados. Estudo com pacientes humanos demonstraram que a expressdo de
GLUTs em leucécitos é reduzida na diabetes (KIPMEN-KORGUN et al., 2009),
sugerindo que a concentragdo elevada de glicose pode diminuir a expressdo de
genes transportadores de agucar. O efeito de meios de cultivo e de seus
componentes na expressao de transportadores de glicose merece uma investigagéo

mais aprofundada.

2.5.4.1 Técnica de Polimerase em Cadeia em Tempo Real (RT-PCR)

O advento da biologia molecular foi um dos maiores passos da biologia
durante o século XX. A descoberta do PCR trouxe desenvolvimentos cientificos
como sequenciamento de genomas, expressdo de genes, determinagdo rapida da
paternidade, e o diagnéstico de doencas infecciosas (NOVAIS; PIRES-ALVES,
2004).

A técnica de PCR consiste na replicagdo do DNA in vitro, catalisada por uma
DNA polimerase, com o objetivo de amplificar sequencias especificas dentro do
DNA. A reac&o requer a presenga dos quatro tipos de desoxinucleotideos e de
oligonucleotideos sintéticos “primers” complementares as extremidades da regiso do
DNA que se deseja amplificar. Estes “primers” funcionam como ponto de partida
para a sintese de uma fita de DNA complementar a fita molde. Cada ciclo de PCR
envolve: (i) a desnaturagdo da molécula de DNA alvo a uma temperatura de 94°C;
(ii) o anelamento dos “primers” a uma temperatura que pode variar de 35 °C a 60 °C:
e (iii) a sintese da nova fita de DNA a 72 °C. Ao final de varios ciclos obtém-se um
acumulo exponencial de copias da regido delimitada pelos “primers” (COUTINHO;
REGITANO, 2001).

A possibilidade de monitorar o PCR em tempo real revolucionou o processo
de quantificagdo de fragmentos de DNA e RNA. Na biologia molecular o PCR
quantitativo em tempo real &€ uma técnica laboratorial baseada no principio da
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para multiplicar &cidos nucleicos e

quantificar o DNA obtido. A reagdo em cadeia de polimerizagdo em tempo real
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combina a metodologia de PCR convencional com um mecanismo de detecgdo e
quantificagéo por fluorescéncia. A metodologia permite que os processos de
amplificacdo, deteccdo e quantificagdo de DNA sejam realizados em uma Unica
etapa, auxiliando a obteng&o de resultados e diminuindo o risco de contaminagéo da
amostra e com maior reprodutibilidade porque determina valores durante a fase
exponencial (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).

A emissdo de compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na
proporgéo direta da quantidade de produto do PCR. Sendo assim, os valores da
fluorescéncia s&o gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de
produto amplificado. Os compostos fluorescentes mais utilizados sdo o SYBER
Green®e TagMan® (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).

O SYBER Green®, molécula de fluoréforo que emite e absorve luz em
comprimento de onda especifico, se liga entre a fita dupla de DNA e com a excitagdo
da luz emitida pelo termociclador, emite uma fluorescéncia verde. As vantagens de
sua utilizacdo se devem ao baixo custo, facilidade no uso, e sensibilidade. A
desvantagem € a ligagdo em todo DNA de fita dupla que surge durante a reacgéo,
incluindo os dimeros dos iniciadores e outros produtos inespecificos, podendo
superestimar a concentracéo do fragmento alvo (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).
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3. MODELO EXPERIMENTAL

Nao existe um modelo experimental ideal para se estudar o desenvolvimento
embrionario humano. Os embridées de roedores e bovinos vém sendo amplamente
utilizados como modelo experimental para humanos pelas peculiaridades e
similaridades existentes nos mesmos.

O modelo experimental bovino, por exemplo, tem grande impacto nas
pesquisas cientificas. Permite em um curto espago de tempo, baixo custo e
permisséo ética, por se tratar de ovarios oriundos de matadouro, realizar-se com
grande repetibilidade o estudo de técnicas, utilizando os mesmos equipamentos
usados para humanos. Os embrides também tém didmetros semelhantes aos
embrides humanos, além de grande similaridade no metabolismo energético, como
consumo de glicose, piruvato e producdo de lactato. Além disso, a ativacéo do
genoma embrionario é iniciada em estadio proximo a humanos (8-16 células)
(BAUMANN et al., 2007).

Ja os roedores séo tradicionalmente modelos experimentais mais utilizados
por sua maior disponibilidade, facil manejo, menor tempo de gestagdo e,
principalmente, por apresentar homologia metabdlica, ou seja, maior similaridade no
requerimento de substratos com o embrido humano. Além disso, através da anélise
comparativa preliminar e da semelhangca do genoma humano e de roedores,
confirmou-se que os roedores devam ser os melhores modelos para estudos de
regulacdo e controle de desenvolvimento embrionario tornado-se o modelo
experimental para estudos pré-clinicos em humanos (BAUMANN et al., 2007). Tem
sido proposto que os roedores podem ser utilizados como uma ferramenta para
monitorar a qualidade do material, das condigbes de cultura, as técnicas e os
equipamentos utilizados em laboratérios de FIV, e como um bioensaio para avaliar
os efeitos potenciais dos contaminantes ambientais sobre a fertilizacdo e
embriogénese (PERIN et al., 2008). Em contrapartida, a ativacdo do genoma
embrionario em roedores, ocorre em torno de duas células (FIORENZA et al., 2004),

diferentemente do humano de oito células.
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4. HIPOTESES

A qualidade dos blastocistos bovinos e de ratos € aumentada quando se
utiliza o sistema de cultivo Gnico no periodo de pré-implantagao.

A hiperestimulag¢@o por gonadotrofinas pode ser utilizada de forma satisfatoria
para aumentar o numero de embrides produzidos por ratas Wistar.

A contagem de células apoptéticas pela técnica de tunel pode ser utilizada

para avaliagdo da qualidade de embri6es de ratas Wistar.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Avaliar o desenvolvimento e a qualidade de blastocistos bovinos e de ratos
em sistema de cultivo Unico e sequencial, através do estudo do desenvolvimento dos
embrides submetidos ao sistema de cultivo Gnico (Global® — LifeGlobal®) e aos
sistemas de cultivo sequencial (ECM®/Multiblast® - Irvine®, G1®/G2® - Vitrolife),
comparando com sistema de cultivo utilizado rotineiramente para os modelos

experimentais em bovino (CR2aa/SOFaa) e ratas Wistar (KSOM).
5.2. Objetivos Especificos

Avaliar:
- Taxa de clivagem, taxa de blastocisto em embrides integros e biopsiados;
- Cinética do desenvolvimento embrionario;
- Quantificacdo da expressdo de diferentes genes em blastocisto bovinos:
HSP70.1, PRDX1, GLUT1 e GLUTS5;
- Viabilidade da superovulagdo em ratas Wistar;
- Qualidade de embrides, oriundos de ratas Wistar superovuladas, por
desenvolvimento morfolégico e presenca de células apoptéticas atrvés da técnica de

tunel.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Estudos com embriées bovinos
6.1.1 Obtencédo de embriées bovinos

Todos os produtos quimicos utilizados neste estudo sdo da Sigma Chemical

Co. (St. Lois, MO), menos os que estéo indicados no texto. -

6.1.1.1 Coleta de ovarios e sélegéo"dos ovocitos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Reproducdo Animal da
Embrapa Gado de Leite de Juiz de Fora — MG, entre os meses de fevereiro de 2009
a setembro de 2011. Ovérios de vacas mestigas obtidos no Matadouro Municipal de.
Juiz de Fora foram transportados em garrafa térmica, a 37°C, em solugéo salina
contendo 0,005% de sulfato de estreptomicina (Figura 5A). No laboratério, eles
foram lavados na mesma solugdo e mantidos em banho-maria a 37°C até o
momento da aspirag&o (Figura 5B). Os complexos cumulus-ovécitos (CCQO’s) foram
aspirados de foliculos com didmetro entre 2-8 mm, com auxilio de agulha com
calibre de 21 G acoplada a seringa de 10 ml (Figura 5C). O periodo entre o abate e
0 inicio da aspira¢do nao foi superior a 4 horas. Os CCQ’s foram mantidos em meio
Talp-Hepes (BAVISTER; LEIBFRIED; LIEBERMAN, 1983) (Figura 6A), sendo
selecionados aqueles cofn trés ou mais camadas de células e citoplasma
homogéneo (Figura 6B) (HAWK; WALL, 1994).
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Fonte: acervo pessoal

Figura 5: llustragédo processo de coleta, lavagem e pungao de ovarios obtidos em
matadouro. A - transporte dos ovarios do matadouro ao laboratério da Embrapa; B -

lavagem dos ovarios anterior a aspiragéo; C - aspiragéo dos ovarios.

6.1.1.2 Maturacao in vitro dos ovocitos

Os COC'’s foram maturados in vitro em grupos de 40 estruturas, em placas de
quatro pogos, com 400 pl de meio TCM-199 (Gibco® Labs., Grand Island, NY),
acrescido de 10% de soro inativado de vaca em cio e 20 pg/ml de FSH (Pluset,
Serono, ltaly), por 24 horas, em incubadora a 38,8 °C, com 95% de umidade e 5%
de CO; (Figura 6C) (RAMOS et al., 2006).

Fonte: acervo pessoal

Figura 6: Processo de selegdo e maturagdo ovocitaria: A - ovocitos aspirados

mantidos em cdlice para decantacdo; B - selecdo de COC’s com citoplasma
homogéneo e trés ou mais camadas de células do cumulus; C - ovécitos maturados

— aspecto expandido das células do cumulus.

6.1.1.3 Fertilizacao in vitro dos ovécitos
Apés a maturagdo, os COC’s foram fertilizados in vifro com sémen de
fertilidade reconhecida. Para a separacdo dos espermatozoides foi utilizado o

método de swim up (PARRISH et al., 1986). A fertilizagao in vitro foi realizada com
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15-25 COC'’s em gotas de 100 pl de meio Fert-Talp, suplementado com 20 ug/ml de
heparina e 6 mg/ml de albumina sérica bovina livre de acidos graxos (BSA-V). Os

COC'’s foram co-incubados com 2,0 X 10° espermatozoides/ml, por 22 horas, nas

mesmas condicdes atmosféricas da maturagao (POLISSENI et al., 2010).

Fonte: acervo pessoal
Figura 7: Fertilizagao in vitro: A - preparo do sémen pela técnica de swim up; B -
fertilizacdo do COC'’s; C - estufa incubadora onde se manteve todos 0s processos in

vitro.

6.1.1.4 Cultivo in vitro dos embrides

Apds a fertilizacao, os provaveis zigotos foram semi-desnudados em meio
Talp-Hepes, por pipetagem mecénica, e, distribuidos randomicamente para 0s
grupos experimentais: sistema de cultivo sequencial, sistema de cultivo Unico,
CR2aa, SOFaa (Organograma 1, 2). O cultivo embrionario foi realizado nas mesmas

condicdes da fecundagéo (Figura 7C).

6.1.1.5 Biopsia embrionaria

Previamente a realizacdo da técnica de biopsia, embrides de 8-16 células, do
experimento 2, foram selecionados para realizagao da técinca. As estruturas foram
retiradas das gotas de cultivo e lavadas em meio Talp-Hepes acrescido de 0,003%
de alcool polivinilico (PVA). Os embriées para bidpsias foram transferidos para placa
de petri em microgotas de 5 pl de meio Talp-Hepes, sob 6leo mineral e levados ao
micromanipulador. Apés imobilizagdo dos embrides pela pipeta de fixagao,
procedeu-se a bidpsia, pela insergao de micropipeta (30 pm - Transfix®) na posicao
de trés horas (Figura 1). Foram aspirados blastomeros correspondentes a quarta
parte da massa embrionaria (POLISSENI et al., 2010).
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Figura 8: Biopsia de embrides bovinos no terceiro dia apos a fecundacgao: A - fixagao
do embrido; B - introducdo da micropipeta de bidpsia; C - embrido pos-bidpsia e

blastémeros retirados com a realizacao da técnica (seta).

Apo6s a biopsia os embrides foram colocados em placas de cultivo “Well on
the Well”, nos meios de cultivo especifico para cada grupo, em incubadora com 5%
CO,, 95% de umidade a 38,5°C em ar, onde foram cultivados até 192 horas apos

fecundacao (Organograma 2).

6.1.1.6 Avaliagcao do desenvolvimento embrionario

A taxa de clivagem total e a proporcdo de embrides clivados em diferentes
estadios de desenvolvimento embrionario (2 células, 4-7 células e 8-16 células)
foram calculados 72 horas apoés a fertilizagdo (hpf). A taxa total de blastocisto e a
propor¢cao dos embrides em diferentes estadios de blastocisto (blastocisto inicial,
blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido) foi calculada 192 hpf.

A avaliagdo do estadio embrionario foi realizada de acordo com os
parametros descritos no manual da Sociedade Internacional de Embrides
Transferidos (STRINGFELLOW,; SEIDEL, 1998). Todas as taxas foram calculadas

baseadas no numero de zigotos.
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Fonte: acervo pessoal

Figura 9: A - avaliagdo taxa de clivagem e propor¢do dos embrides em diferentes
estadios de desenvolvimento; B - avaliagdo da taxa de blastocisto e proporcéo dos

embridoes em diferentes estadios de blastocisto.

6.1.1.7 Expressao Génica — Quantificagéo dos transcritos
6.1.1.7.1 Extracdo de RNA e Transcricao Reversa

Os primers para HSP70.1 e B ACTINA foram desenhados a partir de
sequéncias disponiveis no banco de dados do GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov),
utilizando o programa Primer3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000). Enquanto os primers
para PRDX1, GLUT1 e GLUT5 foram produzidos de acordo com Mourot et al (2006),
Sargikaya et al., (2007) e Carmargo et al (2005), respectivamente. Todos os primers
foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, EUA) e estéao

descritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Sequéncia de primers e temperatura de anelamento especificas para cada

gene avaliado

Tamanho N°de

_ Temperatura fragmento acesso
Gene Sequéncia do primer (5’-3’)
anelamento  (pb) genBank/
referéncia
224 MOUROT
Forward: ATGCCAGATGGTCAGTTCAAG
PRDX1 53°C et al.
Reverse:CCTTGTTTCTTGGGTGTGTTG
2006
Forward:AACAAGATCACCATCACCAACG 275 NM17455
HSP70.1 59°C
Reverse:TCCTTCTCCGCCAAGGTGTTG 0
110 SAGIRKA
Forward: CCAAGGATCTCTCAGAGCACAG
GLUTT1 53°C YA et al.,
Reverse: TTCTTCTGGACATCACTGCTGG
2007
103 CAMARG
Forward:CATGGTGGCGGGTACTGTTC
GLUT5 53°C O et al,
Reverse:CGCAAAAATGACGAAGCTGTAAG S0
B ACTINA Forward:GACATCCGCAAGGACCTCTA 5300 205 NM_1739
(end6geno) Reverse:ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 79

O RNA total foi extraido a partir de pools de 10 blastocistos por grupo
(OLIVEIRA; LOPES; RODRIGUES, 2005; BALASUBRAMANIAN et al, 2007;
PALASZ et al,, 2008; LIM et al., 2007; SAGIRKAYA et al., 2006; SAGIRKAYA et al.,
2007), utilizando o RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as
instrugbes do fabricante e as tratadas com DNase. A lise das células foi feita com
tampao RLT acrescido de 10% de B-Mercaptoetanol (B-ME; Gibco Brl Life

Technologies, Nova York, EUA). O lisado foi homogeneizado, acrescido de etanol a

70% e transferido para uma coluna de obtengdo do RNA. Para lavagem foi

adicionado tamp&o RW1, e posteriormente foi realizada a incubag&o com solugéo de

DNAse por 15 minutos. Apds este periodo ocorreu novamente & lavagem com o

tampao RW1 e com o tampao RPE. Em seguida, foi feita a adi¢cdo de etanol a 80%
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na coluna e centrifugagdo para secar a membrana onde estava contido o RNA. Para
eluigdo, foram utilizados 12 pl de agua RNAse-free, gerando um volume final de
aproximadamente 11 pl (~55 ng). A transcricdo reversa foi obtida com o kit comercial
SuperScript Il First-Strand Synthesis Supermix (Invitrogen, Califérnia, EUA) de
acordo com as instrugbes do fabricante. Brevemente, 6 pl (~30ng) de RNA foram
utilizados em cada reacao de sintese de cDNA. Uma reagdo contendo RNA, primer
oligo dT, tampéo de pareamento e agua livre de RNAse/DNAse foi incubada por 5
minutos a 65°C. Em seguida, 12 yL de um mix (2X First-Strand reaction mix e
SuperScript Il RNaseOUT Enzyme mix) foi adicionado a reacgéo e esta foi incubada
a 50°C por 50 minutos, seguido de 85°C por 5 minutos. O volume final foi'de 20 pl
(~14.000 ng) de cDNA por reacdo. Apos a extracdo e transcricdo reversa, 1 pl do
RNA e cDNA de cada amostra foram avaliados em espectrofotometro (Nanodrop
ND-1000, Wilmington, EUA), para analise da concentragdo e pureza do material e os
valores foram 592,87 ng/ul, 586,03 ng/ pl, 561,73 ng/ ul, 609,70 ng/ ul, com relagéo
260/280 de 1,57, 1,59, 1,52, 1,56, respectivamente para CR2aa, SOFaa, sistema
unico e sistema sequencial. O cDNA de cada grupo experimental permaneceu

estocado em freezer a -80°C até posterior utilizagdo.

6.1.1.7.2 Quantificagcdo de transcritos pelo RT-PCR

Quantificag&o relativa foi realizada em triplicata utilizando PCR em tempo real
(ABI Prism 7300 Sequence Detection System; Applied Biosystems, Foster City, CA)
(Figura 10). As reagdes foram preparadas com o kit comercial Power SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), com primers, agua
livre de nucleotideos e cDNA. A quantidade de cDNA utilizado nas reaccdes
variaram de acordo com a concentragdo o6tima identificada em experimentos
preliminares para cada transcrito analisado. As condicées do PCR foram 95°C por
10 min, seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 s e temperatura de anelamento do
primer (Tabela 3) por 30s e 60°C por 30 s. Ap6s cada corrida de PCR, uma anélise
de curva de fuséo foi realizada para confirmar que um produto Unico especifico foi
gerado. Os controlos negativos, compreendendo o mix de reacgdo de PCR sem
acidos nucleicos, também foram analisados para cada grupo de amostras. B-
ACTINA foi utilizada como um controle endégeno (BETTEGOWDA et al., 2006) e

apresentou um coeficiente de variacdo do ciclo de 3,43% entre amostras. A
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eficiéncia do primer foi calculada usando software LinRegPCR (RAMAKERS et al.,
2003). Analises da abundancia relativa foram realizadas utilizando software REST
(PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002) e foram baseadas na eficiéncia primer.

Firsvirriiaw

Fonte: acervo pessoal

Figura 10: Aparelho de PCR em tempo real - ABI Prism 7300 Sequence Detection
System

6.1.1.8 Analise estatistica:

Os dados de taxa de clivagem, taxa de blastocisto e propor¢ao dos embrides
em diferentes estadios de desenvolvimento foram analisados pelo teste do qui-
quadrado. A andlise da expressao génica relativa foi avaliada pelo software Relative
Expression Software Tool (REST®) (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002) que
possui 0 modelo estatistico Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation TEST®
(versdo 384 - BETA, 2005). Valores da expressdo génica estdo demonstrados em
média + desvio padrdo. Diferencas foram consideradas significantes em nivel de
P<0,05.

6.1.2 Delineamento experimental bovinos:
6.1.2.1 Experimento 1. Avaliagdo do desenvolvimento e qualidade
embrionaria de embrides bovinos em sistema de cultivo sequencial e tnico utilizados

para humanos.

Apos a fertilizacéo, os presumiveis zigotos (n= 1040) foram randomicamente

distribuidos nos seguintes sistemas de cultivo de cultivo:
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¢ Grupo CR2aa: meio de cultivo CR2aa modificado (CAMARGO et al., 2011)
suplementado com 5% de BSA e 10% de soro fetal bovino (SFB; Nutricell,
Campinas, SP, Brasil) ao longo de todo o periodo do cultivo, n = 276.

* Grupo SOFaa: meio de cultivo SOFaa (HOLM et al., 1999) suplementado com
5% de BSA e 10% de SFB ao longo de todo o periodo de cultivo, n = 264.

- Grupo sistema de cultivo seqiiencial (sistema seqiiencial): ECM®/Multiblast®
(Irvine Scientific) meios suplementados com BSA 5%, ECM® até 72h apos
inseminacéo e depois cultivo em Multiblast®, n = 216.

« Grupo sistema de cultivo Gnico (sistema tnico): meio de cultivo Global®
(LifeGlobal®) suplementado com 5% de BSA ao longo de todo periodo de cultivo,
n=284.

Em CR2aa, SOFaa e no grupo sistema de cultivo Unico, 50% do meio foi
renovado no terceiro dia apds a fertilizagao.

Avaliou-se a taxa de clivagem e de blastocisto 72 horas e 192 horas poés
fertilizagédo (hpf), respectivamente. Blastocistos foram avaliados quanto a expresséo
dos genes PRDX, HSP70.1, GLUT1 e GLUT5, associados ao estresse e

metabolismo embrionario (organograma 1 bovino).



6.1.2.1.1 Organograma experimento 1 bovino

Ovérios bovinos

n =290

Ovacitos + | espermatozodides
Zigotos
n = 1040

MEIOS DE CULTIVO

Grupo SOFaa, n = 264

Grupo CR2aa, n = 276

Grupo sistema sequencial, n = 216
Grupo sistema unico, n = 284

Manuteng&o cultivo
72 hpf

Taxa de clivagem
Proporcao embrides clivados:

2cels, 4-7 cels, 8-16 cels

Manutencéao cultivo
192 hpf

l

Taxa de blastocisto
Proporcéo Bl, BL, BX, BE

Expressao génica blastocistos
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6.1.2.2 Experimento 2. Avaliacdo do desenvolvimento embrionario de
embrides bovinos biopsiados em sistema de cultivo sequencial e Unico utilizados

para humanos.

Apos a fertilizagdo, os presumiveis zigotos (n= 861) foram distribuidos,
aleatoriamente, em diferentes sistemas de cultivo, onde foram cultivados,

inicialmente, em gotas de cultivo de 50ul do meio, sob 6leo mineral.

« Grupo CR2aa: meio de cultivo CR2aa modificado (CAMARGO et al., 2011)
suplementado com 5% de BSA e 10% de soro fetal bovino (SFB; Nutricell,
Campinas, SP, Brasil) ao longo de todo o periodo do cultivo, n = 233.

- Grupo sistema de cultivo sequencial (sistema sequencial G1%/G2°): G1°/G2° -
(Vitrolife) meios suplementados com BSA 5%, G1® até 72h apbs inseminagdo e
depois cultivo em G2%, n = 228.

 Grupo sistema de cultivo sequencial (sistema sequencial ECM®/Multiblast®):
ECM®Multiblast® (Irvine Scientific) meios suplementados com BSA 5%, ECM® até
72h ap6s inseminagéo e depois cultivo em Multiblast®, n = 233.

« Grupo sistema de cultivo Unico (sistema unico): meio de cultivo Global®
(LifeGlobal®) suplementado com 5% de BSA ao longo de todo periodo de cultivo,
n=165.

Para todos os grupos, os embrides 8-16 células foram biopsiados e retornados
para cultivo individual pelo sistema Well on the Well. Avaliou-se a taxa de clivagem e

de blastocisto, 72 horas e 192 horas ap0os fertilizagéo (hpf), respectivamente.



6.1.2.2.1 Organograma experimento 2 bovino

Ovarios bovinos

n =201

Ovdcitos + | espermatozodides
Zigotos
n =861

MEIOS DE CULTIVO
Grupo CR2aa, n = 235
Grupo sistema sequencial ECM®/Multiblast®, n = 233
Grupo sistema sequencial G1®/G2%, n = 228
Grupo sistema unico, n = 165

Manutencéo cultivo
72 hpf

Taxa de clivagem

Biopsia embrides 8-16 células

Manutencao cultivo embrides
biopsiados 192 hpf

]

Taxa de blastocisto
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6.2 Estudos com embridoes de ratas
6.2.1 Obtengdo de embribes de ratas:

6.2.1.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar, com aproximadamente doze semanas de vida,
provenientes do biotério do Centro de Biologia da Reprodugdo (CBR), Juiz de Fora,
MG. Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno com dimensoes
de 49x34x16 cm, cobertas com cama maravalha (ndo esterilizada) e dotadas de
cocho para ragao (Nuvilab®, Parana, Brasil) e local para mamadeira abastecida com
agua filtrada ad libitum (Figura 11 A). A gaiola foi disposta em estantes climatizadas,
com temperatura de 21°C, submetidas ao ciclo claro/escuro de 12 horas (Figura 11
B). Os machos foram colocados, individualmente, em gaiolas, ja as fémeas foram

alojadas aos pares.

Fonte: acervo pessoal

Figura 11: A - gaiolas de polipropileno onde os animais ficaram

acondicionados; B - estante climatizada onde as gaiolas ficaram dispostas.

6.2.1.2 Superovulagao

A superovulacdo foi realizada com 150 Ulkg de PMSG (Pregnant Mares
Gonadotropin, Sigma — catalogo G-4877) para estimular a foliculogenese e 48 horas
depois a ovulacdo foi induzida com 75 Ulkg de hCG (Human Chorionic
Gonadotropin, Sigma — catalogo G-8554), (KON et al., 2005; KAGABU; UMEZU,
2006). Os horménios foram aplicados intraperitonealmente e os animais
denominados grupo controle do experimento 2 receberam volumes correspondentes

de injecdes de solugao salina.
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6.2.1.3 Experimento 1: A superovulacdo ¢é eficaz para em estimular
foliculogénese e a ovulagao in vivo?

Sessenta e seis ratas Wistar, com idade de 12 semanas, foram
superovuladas, como descrito acima. Imediatamente apés a administracdo do hCG
as fémeas foram alojadas em gaiolas individuais. O acasalamento foi realizado com
macho de fertilidade comprovada, na propor¢cdo de 1:1. Na manha seguinte os
esfregacos vaginais foram realizados. Fémeas com sinais de cépula ("plug vaginal" e
/ ou a presenca de espermatozéides no esfregaco) foram sacrificados 24 horas apos
a administracdo de hCG, utilizando uma combinagao de xilazina a 2% (10 mg/kg,
Syntec, Cotia, SP) e quetamina a 10% (90 mg/kg, Syntec, Cotia, SP).

Ovarios, ovidutos e cornos uterinos foram dissecados e removidos em bloco
com a vagina (Figura 12A). Os orgaos foram entdo separados e colocados numa
placa de Petri 35 mm, contendo 1,0 ml de meio TALP HEPES (GORDON, 1994) pré-
aquecida a 37°C (Figura 12B).

A coleta dos embrides foi realizada separadamente a partir de cornos do utero
e oviduto utilizando uma seringa de 3,0 ml e agulha de calibre 30 com o auxilio de

lupa estereoscopica (Figura 12C). Os embrides recuperados foram contados e

avaliados com relagao a viabilidade utilizando um microscépio invertido.

Fonte: acervo pessoal

Figura 12: A - ovidutos, ovarios e cornos uterinos dissecados e removidos em bloco

com a vagina; B - ovario e oviduto em placa de petri; C - coleta dos embrides

6.2.1.4 Experimento 2: A superovulacao afeta o desenvolvimento
embrionario?

Dezesseis ratas Wistar foram divididas em grupos controle e superovuladas.
A superovulacao, acasalamento e eutanasia foram realizados como descrito no
esperimento 1. Os ovarios foram separados a partir dos ovidutos e pesados

utilizando uma balancga analitica.
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As coletas dos embrides foram realizadas 48h e 72h apo6s a administragéo do
hCG. Embrides recuperados a partir de animais do grupo controle e superovulado
foram examinadas através de microscopio invertido. O nimero total de células foi
contado e a qualidade embrionaria foi avaliada de acordo com os parametros
descritos no Manual da Rede Latino-americana de Reprodugdo Assistida
(AHUMADA et al., 2006), levando-se em consideracdo a avaliagdo da simetria do

blastémero, homogenecidade e coloracdo do citoplasma, e a presenca de

fragmentacao citoplasmatica (Tabela 2 — Figura 13).

= me e o e ‘ﬂ

Fonte: acervo pessoal

Figura 13: Avaliacdo de embrides de ratas Wistar em diferentes estadios de
desenvolvimento: A - embrido com duas células grau I; B- embriao com quatro

células grau I; C - embrido com sete células grau |.

6.2.1.5 Experimento 3: Avaliacdo da qualidade e da capacidade de
desenvolvimento in vitro de embrides de ratas Wistar

Oito ratas Wistar foram superovuladas, acasaladas e eutanasiadas como
descrito no experimento 1.

A coleta dos embriées foi realizada 72h apés a administracdo do hCG. Os
embrides recuperados, através da lavagem dos ovidutos e cornos uterinos, foram
cultivados em meio KSOM suplementado com 5% de albumina sérica bovina (BSA)
(ERBACH et al., 1994) em estufa incubadora com 5% de CO2, 95% de umidade a
37,0°C, por 48 horas (KON et al, 2005; KAGABU; UMEZU, 2006). A taxa de
producdo de blastocisto foi avaliada quarenta e oito horas apds o inicio do cultivo
embrionario, segundo os parametros descritos no Manual da Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (STRINGFELLOW,; SEIDEL, 1998).
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A verificacdo do indice apoptotico foi realizada segundo Kader et al.,(2009).
Os blastocistos foram lavados em PBS acrescido de 0,1% de BSA e fixados em
formaldeido a 4% a 4°C, por 25 minutos. Apos o processo de fixagédo, os embrides
foram permeabilizados em solugéo de Triton X-100 (0,2%) por 5 minutos, lavados e
equilibrados em tampao de equilibrio por 5 a 10 minutos. Em seguida, foram
incubados em tampao de incubacdo (tampao de equilibrio, mix de nucleotideo e
enzima rTdT) por 1h a 37°C em atmosfera umidificada. Para controle da reagao foi
confeccionado um controle negativo, no qual o tampao de incubagdo - a enzima
rTdT - foi substituido por agua para nao ocorrer a reagao.

Apds o periodo de incubagdo, os embrides foram transferidos para lamina
siliconizada, corados com VECTASHIELD e DAPI, recobertos com laminula e
observados em microscépio de fluorescéncia.

O numero total de células foi obtido a partir da observagéo das células
coradas pelo DAPI e visualizados em azul no filtro 460nm (Figura 14 A). Células em
apoptose foram identificadas pela fluoresceina, corando-se de cor verde,
observadas através do filtro 520+20nm (Figura 14 B). O indice apoptdtico foi
calculado a partir da relacdo do numero total de células e o nimero de células
apoptoéticas, através do programa IMAGEJ. Ja a taxa de produgao de blastocisto foi

expressa em porcentagem.

Fonte: acervo pessoal

Figura 14: Blastocisto corado: A - coloragdo dos blastémeros corados pelo DAPI e

visualizados no filtro 460nm; B - células em apoptose identificadas pela fluoresceina

através do filtro 520+20nm.
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6.2.1.6 Experimento 4: O sistema de cultivo influencia no desenvolvimento
embrionario?
Dezoito ratas Wistar foram superovuladas, acasaladas e eutanasiadas como
descrito no experimento 1.
A coleta dos embrides foi realizada 48h apdés a administracdo do hCG.
Embrides recuperados foram distribuidos aleatoriamente segundo os grupos:
» Grupo KSOM, n = 96 : meio de cultivo KSOM suplementado com 5% de BSA

ao longo de todo o periodo do cultivo,.

* Grupo sistema de cultivo seqilencial (sistema sequencial), n 103:
ECM®Multiblast® (Irvine meios suplementados com BSA 5%, ECM® até 48h apds
coleta embrionaria e depois cultivo em MULTIBLAST®.

* Grupo sistema de cultivo Gnico (sistema Unico), n= 149: meio de cultivo Global®
(LifeGlobal®) suplementado com 5% de BSA ao longo de todo periodo de cultivo.

Em KSOM e no grupo sistema de cultivo Gnico, 50% do meio foi renovado no
terceiro dia de cultivo.

Os embrides foram cultivados em grupos de 15 estruturas, com gotas de 50,
em placas de 60 mm, em incubadora a 37,0 °C, com 95% de umidade e 5% de CO..
A taxa total de blastocisto e a proporcdo dos embrides em diferentes estadios de
blastocisto (blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto
eclodido) foi calculada 120 horas pds-coleta embrionaria. A avaliagdo do estadio
embrionario foi realizada de acordo com os parametros descritos no manual da
Sociedade Internacional de Embrides Transferidos (STRINGFELLOW; SEIDEL,
1998).

Figura 15: Avaliacdo de embrides de ratas wistar em diferentes estadios de

blastocisto: A - blastocisto; B - blastocisto expandido.
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6.2.1.7 Analise estatistica:

Diferencas entre grupos de nimero total de estruturas obtidas (experimento
1), entre classificagdo de qualidade embrionéria (experimento 2) e taxa de
blastocisto (experimento 3 e 4) foi realizado pelo teste do qui-quadrado. Diferenga no
peso dos ovarios foi identificada pelo teste de Student. As variaveis descontinuas
foram normalizadas através da transformag&o logaritmica (nimero de blastomeros
apoptoticos) e de arcoseno (taxa de apoptose) e foram submetidas @ ANOVA a 5%
de significancia, com auxilio do software SAEG (experimento 3). Diferengas foram

consideradas significantes se P < 0,01.

6.2.2 Delineamento experimental ratos

6.2.2.1 Experimento 1. A superovulagao ¢ eficaz para estimular foliculogénese

e a ovulagao in vivo? — Organograma experimento 1

Experimento 1

Ratas superovuladas
n =66

Coleta embrionaria 24 h
apo6s hCG

Avaliagao numero de
estruturas e viabilidade
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6.2.2.2.Experimento 2. A superovulagdo afeta o desenvolvimento incial dos

embrides? — Organograma experimento 2

Experimento 2

Grupos:
Superovulado n =8
Controle n =8

Coleta embrides 48h
e 72 h ap6s hCG

Avaliacdo qualidade
embrides/ morfologia

6.2.2.3 Experimento 3. Avaliagdo da qualidade e da capacidade de

desenvolvimento in vitro de embriées de ratas Wistar — Organograma experimento 3

Experimento 3

Ratas superovuladas
n=38

Coleta embrides 72h
ap6s hCG

Cultivo
KSOM

Taxa de blastocisto
Tunel
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6.2.2.4 Experimento 4. O sistema de cultivo influencia no desenvolvimento

embrionario? — Organograma experimento 4

Experimento 4

Ratas superovuladas
n=18

Coleta embrides
48h apés hCG

MEIOS DE CULTIVO

Grupo KSOM n = 96
Grupo sistema sequencial n= 103
Grupo sistema unico n= 149

Taxa de blastocisto
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6.3 Termo de aprovagido e compromisso da agéncia financiadora

O projeto foi submetido a analise do Comité de Etica e Experimentagéo
Animal (CEEA) da UFJF e foi aprovado, recebendo o nimero do protocolo 002/2009
para bovinos e 003/2009 para ratos. O projeto também foi aprovado pelo o6rgao
financiador FAPEMIG (FAPEMIG — APQ-01749-08; Redes 26/2011 e 31/11).
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7 RESULTADOS

7.1 Artigo bovinos
7.1.1 :Trabalho submetido para publicagdo Theriogenology - 2013

EFFECT OF SINGLE AND SEQUENTIAL CULTURE SYSTEM ON
DEVELOPMENTAL COMPETENCE AND GENE EXPRESSION IN BOVINE
EMBRYOS

Juliana Polisseni >¢, M. Sc., Michele Munck Pereira®, M. Sc., Martha de Oliveira
Guerra®, Ph.D., Carolina Campobiango Quintdo® ,M. Sc., Lilian Tamy Iguma @ Ph.D,
Wanderlei Ferreira de S&° ,Ph.D., Luiz Sérgio de Almeida Camargo °, Ph.D., Vera
Maria Peters ®, Ph.D,
Summary

The objective was to evaluate bovine embryo development and gene expression
in embryos cultured in single or in sequential culture systems with media designed
for human embryos, and compared them with CR2aa and SOF media, commonly
used for bovine embryos. Cumulus-oocyte complexes were matured, fertilized in vitro
at 38.8°C, 95% humidified air, and 5% CO, Presumptive zygotes were semi-
denuded and distributed randomly among groups: CR2aa, SOFaa, sequential system
(ECM®Multiblast® - Irvine®) and single system (Global® - LifeGlobal®). Cleavage and
blastocyst rates were evaluated and differences between groups were analyzed
using the Chi-square test. Real-time PCR was used for gene expression analysis in
blastocysts. The quantification of gene expression was analyzed with REST® as Pair
Wise Fixed Reallocation Randomization TEST®. No significant difference (P>0.05)
was observed in the overall cleavage rate among groups but there were differences
in the distribution of embryos at different developmental stages. Higher (P<0.05)
overall blastocysts rate was found in single than in sequential culture system
whereas it was similar (P>0.05) to CR2aa and SOFaa. Differences (P<0.05) on
expression of GLUT? and GLUT5 were found among embryos cultured in single and
sequential systems. Comparisons also showed difference (P<0.05) on gene

expression among embryos cultured in single system and CR2aa (HSP70.1, PRDX1
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and GLUT5) or SOFaa (HSP70.1 and GLUTY). In conclusion, single culture system is
more appropriated to bovine embryos than sequential one, achieving similar results
to CR2aa and SOFaa media in terms of blastocyst production, but with differences
on expression of genes associated to stress and sugar uptake.

Key words: sequential media, single medium, gene expression, embryo.
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7.1.2 Abstract publicado na revista Fertilit Sterility - 2012

RESULTS: There was no difference in percent fertilization (82% CM.,
$4% OHM), cleavage (82% CM, 85% OHM) or total blastocysts developed
of total oocytes undergoing ICSI (53% CM, 54% OHM). However, culture
for the first 24 hours in OHM increased the percentage of good quality blas-
tocysts from total oocytes undergoing ICSI (40% CM, 46% OHM, £=0.08)
and the percentage of good quality blastocysts of total blastocysts produced
(77% CM, 85% OHM, P=0.08). We observed no difference in implantation
rate (CM 14/22, 67%; OHM 6/7, 71%; mixed 14/16, 88%), or ongoing preg-
nancy rate (CM 8/12, 67%; OHM 4/4, 100%; mixed 7/8, 88%), although
more transfers are required to definitively answer this question.

CONCLUSION: This study has demonstrated that use of 2 medium formu-
lated specifically to meet the needs of the oocyte during retrieval, ICSI and
initial culture can increase the quality of blastocysts produced and the num-
ber of transferrable blastocysts in an IVF cohort.

P-189 Tuesday, October 23, 2012

OPTIMIZING THE TEMPERATURE FOR EMBRYO CULTURE IN
IVF: A RANDOMIZED CONTROLLED TRIAL (RCT) COMPARING
STANDARD CULTURE TEMPERATURE OF 37C TO THE RE-
DUCED MORE  PHYSIOLOGIC TEMPERATURE OF
36C. K. H. Hong*® E.J Forman™® H.Lee® K. M.Ferry," N. Treff;*
R. Scotr.® *Reproductive Endocrinology, Reproductive Medicine Associates
of New Jersey, Morristown, NJ; ®Obstetrics, Gynecology & Reproductive
Sciences, UMDNI-Robert Wood Johnson Medical School, New Brunswick,
NJ; “Genetics, Rutgers-The State University of New Jersey, Piscataway, NJ.

OBJECTIVE: In most modern IVF laboratories, human oocytes and em-
bryos are cultured at 37C - human core temperature. While intuitive, the ideal
temperature for in vitro embryo culture has not been determined. In fact,
studies in animal models and humans suggest that ovarian follicles and fal-
Iopian tubes are typically at Jeast 1C cooler than core. According to Leese’s
“Quiet Embryo Hypothesis”, preimplantation embryos may develop opti-
mally at a less stressful reduced metabolic rate resulting from cooler in
vivo temperatures. This study seeks to determine whether in virro culture
at 36C results in improved blastulation and ultimately implantation.

DESIGN: Paijred RCT.

MATERIALS AND METHODS: Patients were<age 42 with normal ovar-
ian reserve. Afier retrieval, mature metaphase II oocytes (MIls) were ran-
domized to culture at either 37C or 36C. All embryos were cultured to the
blastocyst stage. Blasts underwent trophectoderm biopsy for aneuploidy
screening and DNA fingerprinting. Developmental outcornes were com-
pared. The study was powered to detect a 15% increase in blastulation rate
(n==50 cycles). After the first 10 cycles, an interim analysis was done to as-
sure safety.

RESULTS: 169 M1Is have been studied (37C n==86, 36C n=83). Fertiliza-
tion {(80% vs 86%), cleavage (96% vs 94%), and blastulation (46% vs 40%)
rates were equivalent. The proportion of oocytes becoming high-quality eu-
ploid blasts was also equivalent (28% vs 27%). The only observed difference
was a reduction in day 3 cell pumber the 36C group consistent with the de-
sired reduced metabolic rate (6.912.1 vs. 7.9+1.8 cells, P<0.01).

CONCLUSION: This RCT represents the first prospective evaluation of
the optimal in vitro culture temperature for human embryos. Interim analysis
finds no evidence of harm in lowering the culture temperature, so the RCT is
proceeding to fully determine the impact of culture at a more physiologic
level. The study is nearing completion with all data including DNA finger-
printing on the conceptuses to assess implantation rates soon to be available.

P-190 Tuesday, October 23, 2012

GENE EXPRESSION AS BIOMARKERS OF QUALITY TO COM-
PARE CULTURE OF SYSTEM: SINGLE MEDIUM AND SEQUEN-
TIAL MEDJA SYSTEM. J. Polisseni,*® F. Polisseni,” M. M. Pereira,”
M. O. Guerra,® L. S. A. Camargo,” V. M. Peters.” “Center of Biology Repro-
duction, Federal University of Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG, Brazil; "Assisted
Reproduction, Clinica Pré-Criar/Monte Sinai, Juiz de Fora, MG, Brazl;
“Animal Reproduction, Embrapa Dary Catlle, Juiz de Fora, MG, Brazil.

OBJECTIVE: Evalvate embryo development and gene expression
(HSP70.1, PRDX, GLUT-1 and GLUT-5) of blastocysts that cultured in
two different systems: single medium, and a sequential media system, utiliz-
ing bovine embryo as a model. We compared the results obtained with me-
dium utilized in bovine embryo: CR2aa and SOF.

3

FERTILITY & STERILITY®

DESIGN: Prospective randomized study.

MATERIALS AND METHODS: 1040 cumulus oocyte-complexes were
obtained from slaughterhouse ovaries, matured, and fertilized in vitro at
38.8°C with 95% humidified air and 5% COZ2. After, the presumptive zygotes
were semi-denuned and were distributed randomly across the groups for cul-
tured: CR2aa (n=276), SOF (n=264), segiiencial media system: ECM/Multi-
blast - Irvine® (n=163) and single medium Global — Life Global® (n=284).
Cleavage and blastocyst rate were evaluated. Real-time PCR was used for gene
expression analysis on the blastocysts. Statistical differences between treai-
ment groups were analyzed using the Chi square test. The quantification of
gene expression was analyzed with REST® as Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation TEST®. P values<0.05 were considered significant.

RESULTS: The evaluation of embryo development was not able to distin-
guish any difference of development amongst culture media from cleavage
rate (72.1%, 76,1%, 74.0%, 764, respectively) thorugh blastocyst rate
(30.4%, 27.0%, 35.0% and 38.0%, respectively) in CR2aa, SOF, ECM/Multi-
blast and Global, (P>0.05). Although, Global medium produced higher
(P<0.01) expression of GLUT-1 and GLUT-5 compared with the ECM/mul-
tiblass-But peither sequencial and single medium were affect for expression
of stress-responsive gene transcripts: HSP70.1 and PRDX.

CONCLUSION: Based on the embryo development the single media and
sequential system was similar, but an expression of gene predicts that single
media had a better performance because GLUTs was higher and energy me-
tabolism plays an important role during preimplantation embryo develop-
ment and could be used as biomarkers for the study embryo viability.

Supported by: FAPEMIG.

P-191 Tuesday, October 23, 2012

BLASTOCYST DEVELOPMENT IN VITRO IS INFLUENCED BY
COLONY STIMULATING FACTOR 3 (CSF3). G. A. Thouas,
M. Truong, N.J. Hannan, D. K. Gardner. Department of Zoology, Faculty
of Science, The University of Melbourne, Melbourne, VIC, Australia.

OBJECTIVE: To determine the growth and differentiation effects of col-
ony stimulating factor 3 (CSF3) on preimplantation embryo development, by
testing it as a culture media supplement.

DESIGN: Recombinant CSF3 was added to embryo culture media de-
signed for clinical IVE. Blastocyst develop was then d using dif-
ferent mouse strains.

MATERIALS AND METHODS: Pronucleate oocytes were flushed from
oviducts of female hybrid (B6CBAF1) mice, after ovarian stimulation and
mating. Following denudation and rinsing, oocytes were cultured in precom-
paction medium (G1plus™) under standard conditions (37°C, 6% CO2, 5%
02). After 48 hrs (Day 3) compacting embryos were then transferred 1o post-
compaction medium (G2plus™) with 0.1-1000 ng/mL CSF3, cultured either
singly (21 drops) or in groups (10/20ul) to the blastocyst stage. At 96 hrs
(Day 5) morphology and cell allocation to the inner cell mass (ICM) and tro-
phectoderm were quantitated. The same experiment was repeated for Swiss
outbred mice (1-100 ng/ml, Day 4 cultures} with the addition of time-lapse
imaging. Analysis of variance and linear regression were applied to mean
values.

RESULTS: For F1 mice, single embryo cultures with CSF3 resulted in
blastocysts with increased hatching and increased cell numbers proportional
to dosage, significant at 100ng/ml, a trend seen only in albumin-free media.
Grouped embryos (at 100 ng/ml CSF3 & albumin) also formed blastocysts
with higher cell numbers than negative controls (113 vs 102, P<0.001)
and with higher ICM numbers (30 vs 22, P<0.05). For Swiss mice. no sig-
nificant changes were seen in Day 4 blastocyst formation or cell number, al-
though a significant increase in cavitation after 65 hours was seen (single
embryo culture with CSF3 Day 3-4) compared to negative controls.

CONCLUSION: CSF3 appears to stimulate cell proliferation, differentia-
tion and morpho-kinetics of blastocysts across two mouse strains. These ef-
fects may augment existing autocrine/paracrine regulatory processes.

Supported by: Vitrolife AB and The University of Melbourne.

P-192 Tuesday, October 23, 2012

¥USE OF TIMELAPSE AND KINETIC MARKERS TO COMPARE

TWO DIFFERENT ONE-STEP IVF CULTURE. T. Trinh, N. Desai,
J. Goldberg. Obstetrics and Gynecology/Women's Health Institute, Cleve-
land Clinic, Beachwood, OH.

OBJECTIVE: The timings of specific cellular events may be useful kinetic
markers to discern differences in embryo growth patterns. This study uses

S167
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7.1.3 Abstract publicado no Jornal Brasileiro de Reprodugéo Assistida - 2012

pacientes que se mantiveram eumenorréicas no témpq
apresentavam niveis de HAM e CFA significativamen-
te maiores no tzero.CONCLUSOES: Todos marcadores
mudaram significativamente com a acio gonadotéxi-
ca. Entretanto, a CFA foi o (nico marcador que ndo
demonstrou mudanga apds as pacientes expostas a
quimioterapia voltarem a ciclar. Assim, o HAM pode
ser utilizado como marcador de reserva ovariana
porque demonstra claramente queda em seus niveis,
de forma mais fiel que o FSH, mesmo com ciclos
menstruais regulares, porém, parece que a CFA pode
ser mais fiel 3 RO por ndo sofrer modificacdes mesmo
quando os ciclos menstruais voltam a ser regulares.
CFA e HAM podem ser utilizados como preditores de
gonadotoxicidade. PALAVRAS-CHAVES: horménio
antimilleriano, gonadotoxicidade, reserva ovariana,
contagem de foliculos antrais.

P95 - Efetividade da proteina da
clara de ovo em mulheres com
risco elevado para sindrome da
hiperestimulagdo ovariana grave

Michelon J, Badalotti M, Badalotti F, Petracco A.
Fertilitat ~ Centro de Medicina Reprodutiva

OBJETIVO: Avaliar a eficacia do uso de claras de ovos
de galinha na prevencdo da forma grave da Sindro-
me da Hiperestimulacdo Ovariana (SHEO) em pacien-
tes com risco elevado para a sindrome. MATERIAIS E
METODOS: Quarenta e duas mulheres com alto risco
para SHEO foram submetidas a FIV com protocolo longo.
Vinte e duas delas (G1) usaram medidas preventivas
com albumina humana 20g no dia da transferéncia ef
ou menor dose de hCG e/ou Bromocriptina e ndo trans-
feriram os embries, os quais foram criopreservados e
transferidos em ciclos futuros. As outras 20 mulheres
(G2) usaram seis claras de ovos ao dia, divididas em
trés tomadas, a partir do quinto dia de estimulagdo até
o dia do teste de gravidez, sem nenhuma outra medida
adicional, e todas transferiram seus embrides. Os dados
foram analisados estatisticamente pelos testes Qui-
-Quadrado e Exacto de Fisher. RESULTADOS: O nime-
ro médio de foliculos no G1 foi 46,9 e no G2 de 47,7.
A taxa de fertilizacdo foi semelhante entre os grupos
(71% e 80%, respectivamente). A taxa de gravidez
clinica, quando comparado embrides criopreservados do
G1 e embriGes frescos de G2, foi semelhante (45,5%
e 40%, respectivamente). O didmetro ovarianc meédio,
uma semana depois da aspiragdo folicular, foi semethan-
te entre os grupos (8,2cm no Gl e 6,9cm no G2). A
necessidade de visitas médicas para acompanhamento
da SHEOQ, depois da puncao folicular, foi significativa-
mente menor (p<0,001) no G2 (média de 3,4 visitas
no G1 e 1,3 no G2). O desenvolvimento de SHEO grave
{18% dos casos) foi exclusivo no G1 {p=0,004). Todas
as mulheres do G2, mesmo aquelas que engravidaram,
tiveram auséncia ou, no maximo, SHEO leve. SHEO
moderada ocorreu em 18% das mulheres do G1. Nenhu-
ma reag8o adversa ao uso das ciaras de ovos foi obser-
vada. CONCLUSOES: O uso profildtico de claras de ovos
durante a FIV mostra-se eficaz e Seguro na prevengao
da SHEO grave em pacientes com alto risco para desen-
volver a sindrome, mesmo na ocorréncia de gravidez.
Secundariamente, esta medida evita a transmiss3o de
prions ou infecgdes virais como hepatites e HIV, relata-
dos com o uso da Albumina Humana.
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P26 - Eficiéncia da vitrificagdo de
embrides em haste utilizando papel
filtro para remocdo do excesso da
solugdo crioprotetora

Salvador Ra*; Frajblat MZ; Amaral V L U

*UNIVALI- Universidade do Vale do Itajai - Itajai/SC; 2UFRJ-
Universidade Federa! do Ric de Janeiro - Rio de Janeiro/R)

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da
vitificagdo de embrides murinos em haste utilizando
papel filtro como método para a remogao do exces-
so da solugdo crioprotetora. Embrides de camundon-
go no estagio de 2 células foram expostos & solucdo
crioprotetora VI-I (Ingémed®) por 12 minutos, sendo
entdo transferidos para a solugdo VI-II {Ingdmed®)
e envasados em hastes de vitrificacio (Vitri Ingd,
Ingémed®). O excesso da solucdo crioprotetora foi
removido por dois métodos: 1) com o auxilio de pipe-
ta Pasteur de vidro estirada {grupo controle) e 2) com
pequenas tiras de papel filtro estéril (grupo teste) .
As hastes foram entdo submersas em nitrogénio liqui-
do. O tempo decorrido entre a exposicdo & solugdo
VI-II e a imers3o no nitrogénio liquido n3o excedeu
60 segundos. O aquecimento dos embrides foi reali-
zado mergulhando as hastes diretamente em solugdo
OV-1 (Ingamed®) onde permaneceram por 1 minu-
to antes de serem transferidos para a solucdo DV-II
(Ingdmed®). Apds 3 minutos foram lavados 2 vezes
na solugdo DV-III{ Ingdmed®), por 5 minutos cada.
Os embrides foram cultivados em placas de poliestire-
no {15x35mm, Ingdmed®), em gotas de 30pL de meio
(Globatl - Lifeglobal®, suplementado com SSS -Irvine
Scientific®), cobertas com &leo mineral e previamen-
te gaseificadas. O cultivo foi realizado em incubadora
Thermo modelo 3110, com temperatura de 37°C e 5%
de CO2. O desenvolvimento embrionario foi avaliado
até o estdgio de blastocisto expandido e os resultados
analisados pelo teste x2 (chi-quadrado). Ndo foram
observadas diferengas nas taxas de blastocisto expan-
dido entre os grupos teste (93%) e controle {89%). Os
resultados deste estudo sugerem que a utilizacdo de
tiras de papel filtro pode ser empregada na remog3o
do excesso da solugdo crioprotetora sem alteracdes
dos resultados da técnica de vitrificacdo em haste.

P97 - Utilizagdode genes biomarcadores
para avaliagéo da qualidade de
embrides cultivados em sistema de
cultivo sequencial e tnico

Polisseni, J'%3; Polisseni, F; Munck, Mp?; Guerra, Mo',;
Camargo, Lsa?; Peters, vm?

!Centro de Biologia da Reprodugdo - Ufif; 2Embrapa Gado de
Leite; *Clinica Pré-Criar/Monte Sinai

OBJETIVO: Comparar os sistemas de cultivo Gnico e
sequencial através da avalia¢do do desenvolvimento
embriondrio e expressdo dos genes facilitadores
do transporte de glicose 1 e 5 (Glut-1 e Glut-
5) e relacionados ao estresse celular (Hspa 70.1
e Prdx), utilizando embrido bovino como modelo
experimental, METODOLOGIA: Complexos cumulus-
o6citos (n=1040) foram obtidos de ovarios de
matadouro, maturados e fertilizados in vitro. Os



Resumos do XVI Congresso Brasileiro de Reproducio Assistida - Guaruja, agosto de 2012.

zigotos obtidos foram semi-desnudados e distribuidos,
aleatoriamente, entre os grupos de cultive CR2aa {(n=
276), SOF (n = 264) (meios conhecidos no cultivo de
embrides bovinos), sistema de cultivo seqiiencial: ECM
/ Muitiblast - Irvine® (n = 163) e sistema de cultivo
unico: Global - Life Global® (n = 284). As taxas de
clivagem e blastocisto foram avaliadas. Utilizou-se
PCR em tempo real para andlise da express3o dos
genes nos blastocistos. As diferencas estatisticas
entre os grupos de tratamento foram analisados pelo
teste qui-quadrado. A quantificagdo da expressdo dos
genes foi avaliada pelo software Relative Expression
Software Tool (REST®) através do Pair Wise Fixed
Reallocation Randomisation TEST®. Valores p<0,05
foram considerados significativos. RESULTADOS:
N&o ocorreu diferenga (P>0,05) na taxa de clivagem
entre os grupos (72,1%, 76,1%, 74,0%, 76,4%,
respectivamente para CR2aa, SOF, meio seguencial
ECM/Muitiblast®, e meio Unico Global®). Também
ndo houve diferenga (P>0,05) na producdo de
blastocisto entre os grupos (30,4%, 27,0%, 35,0% e
38,0%), no oitavo dia de cultivo. Entretanto houve
diferenca na expressdo dos genes importantes no
desenvolvimento embrionario, Os sistemas de cultivo
Unico e sequencial, quando comparados entre si, ndo
foram influenciados pela expressdo de transcritos
de genes em resposta ao estresse: Hsp70.1 e Prdx.
Jd o Glut-1 e o Glut-5 apresentaram uma maior
expressdo de transcritos (P<0,05) no sistema Gnico
de cultivo, sugerindo a melhor qualidade dos embrides
neste sistema, quando comparado com o sistema
de cultivo seguencial. CONCLUSAOQ: Em relagdo ao
desenvolvimento embrionario, os sistemas de cultivo
foram semelhantes. De acordo com a expressdo
genica, 0 sistema de cultivo U(nico apresentou-se
superior, pois 05 gluts s8c moléculas reguladoras
do desenvolvimento embriondrio. Eles poderiam
ser utilizados como biomarcadores para o estudar a
viabilidade do embrido.

P98 - Aspéctos bioéticos sobre o
destino dos embrides criopreservados
nas clinicas de reproducdo

Girlene Celestina de Jesus, Llucialda Dias Lopes Chaves,
Marcelle Reis Miranda, Paulo Franco Taitson

Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satde - PUC Minas.

OBJETIVO: Perceber aspectos bioéticos em relagdo
ao destino de embrides criopreservados na literatu-
ra internacional. MATERIAL E METODOS: Pesquisa
exploratéria tendo como fonte de consulta, pesquisa
na base de dados do MEDLINE. Os descritores sele-
cionados foram: Unused embryos and bioethics, bioe-
thics and assisted reproduction. Periodo da pesquisa:
PublicagBes de 2000 & 2010. RESULTADOS: A partir
desta busca, foram encontrados 115 artigos. Os dados
mostraram que em 93,91% dos estudos existe uma
preocupagdo real por parte dos pesquisadores quanto
a0 destino dos embrides congelados. No entanto, &
discutivel o que fazer com estes embribes. Nos estudos
envolvidos, a preocupago ética esteve presente tanto
para médicos, bidlogos e enfermeiros. CONCLUSAOQ:
E notéria a preocupacdo dos pesquisadores sobre o
destino dos embrides congelados em clinicas de repro-
dugdo humana. Atualmente sabe-se que o Brasil é um
dos paises com o maior numero de embrides nestas
condigBes. Com a Lei n® 8.974, a Lei de Biosseguranca

€ a Resolugdo n® 1358 da ANVISA, mostra-se premen-
te uma mudanga de postura no Brasil quanto a neces-
sidade e a responsabilidade de se congelar embrides.

P82 - Inicio tardio da gravidez.
Tendéncia atual das mulheres?

Danielle Miranda Barbosa, Samara Lima de Oliveira, Cristiane
Neiva Carvalho Dilly, Ana Paula Lopes Dumont Amormino,
Paulo Franco Taitson

Instituto de Ciéncias Biologicas e da Salide - PUC Minas

OBJETIVOS: Discutir o aumento da média de
idade das mulheres que procuram tratamento de
infertilidade. MATERIAL E METODOS: Trata-se
de uma pesquisa na base de dados do MEDLINE, no
periodo de 2002 a 2010 com os seguintes descritores:
assisted reproduction, age and assisted reproduction.
RESULTADOS: Foram encontrados 36 artigos que
definiram o horizonte de estudo. A idade da mulher
e as possiveis alteracdes fetais decorrentes deste
quesito foram evidentes em 97% dos estudos.
CONCLUSAO: Mesmo reconhecendo a possibilidades
de alteragdes morfoldgicas fetais e gravidez de risco
apos os 40 anos, torna-se preocupante observar que
cada vez mais as mulheres tem retardado a gravidez.
Independéncia financeira, realizagdo profissional e
casamento tardio s8o os principais indicadores.

P100 - A bioética e o diagnéstico
genético pré-implantacional (PGD)

Grazielle A. Silva Rodrigues, Isabela Pereira Silva, Joyce de
Carvalho Xavier, Nivea Evangelista Rocha, Paulo Franco Taitson

Instituto de Ciéncias Biologicas e da Satde - PUC Minas

OBJETIVOS: Na atualidade, os casais viven o seguin-
te paradigma: prosseguir com o tratamento da infer-
tilidade conjugal mesmo apds descobrir através do
Diagndstico Genético pré-implantacional que embri-
Ses provenientes da reprodugdo assistida tem algu-
ma anomalia genética ou optar por ndo levar adiante
o tratamento. MATERIAL € METODOS: Trata-se de
uma busca na base de dados do MEDLINE, no periodo
de 2004 a 2011com os seguintes descritores: assisted
reproduction, preimplantation genetic diagnosis and
bioethics. RESULTADOS: Foram selecionados 64 arti-
gos para o estudo. Em 92,18% dos estudos observou-
-se a dificuldade dos casais em definir se levam adian-
te o tratamento da infertilidade. Quanto mais velho
era o casal e maior o tempo de infertilidade, a divida
mostrou-se mais evidente (95%). CONCLUSAO: Exis-
te ainda uma dificuldade substancial dos casais em
reconhecer o Diagnostico Genético Pré-Implantacional
como uma técnica eticamente aceitdvel.

PiGi - Atuacdo do enfermeiro
na prevengao da sindrome de
hiperestimulagdo ovariana

Thiago dos Santos Pimenta, Darlene B. Lamim, Natélia
Costa Laurindo, Ana Paula Sousa, Paulo Franco Taitson

Instituto de Ciéncias Biologicas e da Satde ~ PUC Minas.
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7.1.4 Trabalho submetido ao Jornal Brasileiro de Reprodugdo Assistida —
2013

SINGLE MEDIUM AND SEQUENTIAL MEDIA CULTURE SYSTEMS IN TWO
EXPERIMENTAL MODELS: BOVINE AND RAT

Juliana Polisseni®®®, Martha de Oliveira Guerra®, Jodo Gabriel Viana de Grazia®,
Wanderlei Ferreira de S&°, Luiz Sérgio de Almeida Camargo?, Lariésa Cabral Milen®,

Vera Maria Peters®

Objetivo: Avaliar o desenvolvimento embrionario de blastocistos cultivados em
sistema de cultivo Unico e sequencial utilizando embrides bovinos e de rato como
modelos experimentais. Métodos: Para bovinos: 840 complexos climulus-ovécitos
foram obtidos de ovarios, e, em seguida, maturados e fertilizados in vitro. Zigotos
foram distribuidos aleatoriamente entre os grupos para cultivo: Charles Rosenkrans
2 (CR2aa) (n = 235), sistema sequencial (G1/G2) (n = 228), sistema sequiencial
(ECM/Multiblast) (n = 233) e sistema Unico (Global) (n = 165). No terceiro dia ap6s a
inseminag&o a taxa de clivagem foi avaliada e embrides 8-16 células de todos os
grupos foram biopsiados e retornados ao cultivo no sistema “wel on the well”. A taxa
de blastocisto foi avaliada 192 horas apds a fertilizagéo.. Para o m’éédelo
experimental rato: ratas Wistar (n = 18) foram superovuladas coﬁw PMSG seguido de
hCG. Os embribes foram coletados 48 horas apés a administragdo de hCG. Os

embribes foram distribuidos aleatoriamente entre os grupos para cultivo: KSOM (n =

96), sistema sequencial (ECM/Multiblast) (n = 233) e sistema Unico (Global) (n
149). A taxa de blastocisto foi avaliada. Diferencas estatisticas entre os grupos
foram analisadas pelo teste do qui-quadrado. Um valor de P <0,05 foi considerado
significativo. Resultados: Taxas de blastocisto e clivagem foram semelhantes em

sistema de cultivo Unico e sequencial para embrides bovinos biopsiados. Contudo a
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taxa de blastocisto foi menor para os meios sequenciais e a taxa de blastocisto
expandido foi maior em meio Unico, comparando com o meio sequencial (P <0,001),
no modelo de rato. Conclusodes: O cultivo de embrides em meio Unico foi similar ao
meio sequencial em embrides bovinos de 8-16 células biopsiados. No entanto o
meio unico apresentou resultados mais satisfatérios do que o meio sequencial em
embrides de ratos intactos. A diferenga da qualidade dos sistemas de cultivo

somente é observada quando ndo se faz nenhum tipo de selegdo embrionaria.

Palavras-chave: Sistema de cultivo, meio unico, meio sequencial.
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7.2 Artigos ratos

7.2.1Trabalho aceito para publicagdo no Jornal Brasileiro de Reprodugéo
Assistida - 2013

IMPACT OF THE USE OF GONADOTROPINS ON EMBRYONIC DEVELOPMENT
— A RAT MODEL”

Dear Dr Juliana Polisseni and other authors
We are pleased to announce that the original work:

+IMPACT OF THE USE OF GONADOTROPINS ON EMERYONIC DEVELOPMENT - A RAT MODEL

*

has been accepted for publication in JBRA Assisted Reproduction. .
Sincerely.

Maria do Carmo Souza B
Editor

Paul F Taitson
Co-ed

*Please consider the new e-mail address to oher submissions

Alpha
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IMPACT OF THE USE OF GONADOTROPINS ON EMBRYONIC DEVELOPMENT
— A RAT MODEL
Juliana Polisseni®® ¢, Jodo Gabriel Viana de Grézia®, Martha de Oliveira Guerra®,

Larissa Cabral Milen®, Luiz Sérgio de Almeida Camargo®, Vera Maria Peters®

RESUMO:

Obijetivo: Avaliar o impacto da superovulagdo sobre o desenvolvimento embrionario
inicial em ratos. Métodos: Experimento 1: Ratas Wistar foram superovuladas com
PMSG seguido de hCG 48 horas depois. Os embrides foram coletados 24 h apés a
administragdo de hCG. Experimento 2: ratas Wistar (n = 16) foram distribuidas entre
os grupos controle e superovulado. Os embrides foram coletados 48 e 72 h apés a
administragdo de hCG. O numero total de estruturas embrionarias e o grau de
qualidade de embrides foram analisados pelo teste de Qui-quadrado. J& a diferenga
dos pesos dos ovarios foi avaliada pelo teste t de Student. Resultados: Experimento
1: 931 embrides foram coletados de 66 animais, com média de 16,3 + 9,5 estruturas
por animal. A superovulagéo foi bem sucedida em 89,4% dos animais, e 98,2% dos
embrides obtidos a partir de animais superovulados foram viaveis. Experimento 2: O
grupo superovulado apresentou ovarios com maior peso, um maior numero de
embrides (P <0,001), quando comparado com o grupo controle. No entanto, os
embrides do grupo superovulado apresentaram menor numero de células em 72
horas ap6s a administragcédo de hCG (P <0,001). A maiori porcentagem de embrides
do grupo superovulado foi classificada como grau | ou Il em relagcdo aos embrides do
grupo controle (P <0,001 e P = 0,008, respectivamente). Conclusdo: A
superovulagéo foi bem sucedida no modelo rato e resultou em um maior numero de
embrides coletados, por animal. Entretanto, embrides produzidos de ratas

superovuladas apresentaram um desenvolvimento mais lento.

Palavras-chave: superovulagdo, o desenvolvimento do embrido, grau embrido,

modelo animal
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7.2.2 Trabalho publicado na Revista Interdisciplinar de Estudos Experimentais

- 2009

110

ARTIGO ORIGINAL

TECNICA DE TUNEL EM EMBRIOES DE RATAS WISTAR:
AVALIACAO DA QUALIDADE E DA CAPACIDADE DE
DESENVOLVIMENTO DOS EMBRIOES

N E

Juliana Polisseni®, Raquel Varela Serapido™*, Paule Henrigue de Almeida Campos fiinior**", Jodo Gabriel Viana de Grizia*™*", Larisa Cabral Milen#, Luis Sérgio de Almeida Camargo##,
Martha de Oliveira Guerra##¥, Vera Maria Peters####

Resumo

A téenica do TUNEL tem s mostrado cficiente como indicadora de qualidade embriondria em embriges bovinos € de camundongos.
Entretanto, em ratos, a técnica ndo ¢ amplamente utilizada. Objetivou-se avaliar a qualidade do desenvolvimento de embrices de
ratas Wistar ¢ 0 uso da técnica de TUNEL. Animais (n=8) foram superovulados através da injegao intraperitoneal de 150 Ul/kg de
peso via intraperitoneal (IP) de PMSG (Pregnant Mare Gonadotropin) e de 75 Ul/kg de hCG 48h apds. Femeas

foram colocadas para acasalar. 107 embrides de 4-8 cdlulas foram coletados 72 horas apés hCG e aultivados em meio KSOM com
5% albumina sérica humana (BSA), em incubadora com 5% de CO2, 95% de umidade a 37,0°C, por 48 horas. Apés o aultivo, foi
calculada a taxa de blastocisto € realizada 2 téenica do TUNEL. A taxa de blastocisto foi de 83,17% (89/107), com 19,62% (21/107)
de blastocisto inicial, 14,01% (15/107) de blastocisto, € 49,53% (53/107) de blastocisto expandido. O niimero total de blastbmeros
foi de 28,82+4,76. A taxa apoptética foi de 10.32 + 8.91% ¢ 94% (31/34) dos embrides apresentavam pelo menos uma célula
apoprotica. Em condlusdo, a técnica de TUNEL se mostrou vidvel na avaliagio da qualidade embrioniria de embrides de raras Wistar

PALAVRAS - CHAVE
Blastocisto. apoprose. desenvolvimento embriondrio. TUNEL.

ABSTRACT

The TUNEL technique has proven to be efficient as indicator of embryo quality in cactde and mice. Athough the technique
is not yet widely used in rats. Thus the aim of this study was 1o evaluate the quality of Wistar rat embryos and the use of the
TUNEL technique. Animals (n=8) were superovulated by intraperitoneal injection of 150 [U/kg PMSG (Pregnant Mare
Gonadotropin) and 75 IU/kg 48h after hCG. Superovulated females were placed with males at a ratio of 1/1. 107 4-8 cells
embryos were collected 72 hours after hCG and were cultured in KSOM medium with 5% bovine serum albumin {BSA), for
48h ,with 5% CO2, 95% humidity at 37.0°C. After cultured, the blastocyst rate was calculated and the TUNEL technique
was performed. The blastocyst rate was 83.17% (89/107), wich 19.62% (21/107) of initial blastocyst, 14.01% (15/107) of
blastocyst and 49.53% (53 / 107) of expanded blastocyst. The toral number of blastomeres was 28.82 + 4.76. The apoptatic
cells rate was 10.32 + 8.91% and 94% (31/34) of embryos had at least one apoptotic cell. In conclusion, the TUNEL
technique showing that it can be used 1o evaluation embryo quality, in Wistar rats embryos.

Key Worps
Blastocyst. apoprotic. embryo development. TUNEL.
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com

melhor compreensio dos mecanismos biolégicos celulares. A apoptose,
forma programada de morte celular, é um processo de regulagio
de populagées e linhagens celulares nos sistemas de mamiferos. E
caracterizada por fragmentagao citoplasmdtica e nuclear, condensagao
de cromatina ¢ fagocitose (VANDAELE et al., 2007).

Uma técnica que tem se mostrado eficiente na marcagao de
células apoptéticas embriondrias é o TUNEL. Esta consiste na
utilizacio da enzima terminal deoxinucleoridil transferase (TdT)

— mediated d-UTP nick end-labelling, que promove a ligagio da

Revista Interdisciplinar de Estudos Experimentais, v. 1, n. 3, p. 110 - 113, 2009
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8 COMENTARIOS GERAIS

8.1 Modelo experimental bovino

- O sistema de cultivo Ginico com o meio Global® apresentou-se mais apropriado
para o desenvolvimento dos embrides integros quando comparado com o sistema
de cultivo sequencial com ECM®Multiblast® (maior propor¢ao de embrides com 8-16
células, aumento na taxa de blastocisto e maior propor¢cdo de embrides no estadio
de blastocisto expandido) (experimento 1).

- O sistema de cultivo tinico com o meio Global® apresentou-se semelhante para
o desenvolvimento dos embriées biopsiados quando comparado com o sistema de
cultivo sequencial com ECM®Multiblast® e G1®/G2® (experimento 2) .

- O sistema de cultivo Unico proporcionou resultados similares de produgé&o de
blastocisto quando comparado com meios utilizados rotineiramente para o modelo
experimental em questdo (CR2aa and SOFaa).

- Diferenca na expressao de genes associados ao estresse e transportadores de
glicose foi detectado quando se cultivou embrides em meios de cultivo distintos,
demonstrando que componentes dos meios de cultivo podem induzir maior ou
menor expressao dos genes estudados.

- A menor expressdo de genes associados com estresse, como HSP70.1 e
PRDX1, observadas em meios de cultivo Unico e sequencial, indicam melhor
condicdo de desenvolvimento embriondrio in vitro do que os meios de cultivo
utilizados para bovinos, provavelmente devido a presenca de antioxidantes em sua

composic&o.
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- A diferenca na express&o génica nao esta necessariamente associada com a
producdo de blastocisto, mas indica que alteragdes moleculares estdo presentes nos

embrides.

8.2 Modelo experimental rato

- A superovulacado pode ser utilizada de forma satisfatéria no modelo de ratas
Wistar para aumentar o nimero de embrides produzidos por animal (experimento 1).

- A superovulagdo causou atraso no desenvolvimento embrionario sem
comprometer a qualidade embrionaria (experimento 2).

- Os resultados indicam a possibilidade de se realizar a avaliagdo da
qualidade embriondria de embrides de ratas Wistar através da produgéo de
blastocisto e nimero de células apoptoéticas pela técnica de tunel (experimento 3).

- O sistema de cultivo Unico apresentou melhor capacidade de
desenvolvimento embrionario, quando comparado com o sistema de -cultivo

sequencial (maior taxa de blastocisto) (experimento 4).
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9 CONCLUSOES

A qualidade dos blastocistos integros bovinos e de ratos é aumentada quando
se utiliza o sistema de cultivo Gnico no periodo de pre-implantag&o.

A hiperestimulagdo por gonadotrofinas pode ser utilizada de forma satisfatéria
para aumentar o nimero de embrides produzidos pelas ratas Wistar.

A técnica de tunel pode ser utilizada para avaliagdo da qualidade de embries

de ratas Wistar.
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Abstract

The objective was to evaluate bovine embryo development and gene expression in embryos cultured in
single or in sequential culture systems with media designed for human embryos and to compare these embryos
with embryos cultured in CR2aa and SOF media, which is commonly used for bovine embryos. Cumulus-oocyte
complexes were matured and fertilized in vitro at 38.8°C, 95% humidified air, and 5% CO,, Presumptive zygotes
were distributed randomly among the following groups: CR2aa, SOFaa, sequential system (ECM®/Multiblast® -
Irvine®) and single system (Global® — LifeGlobal®). Cleavage and blastocyst rates were evaluated, and the
differences between groups were analyzed using the Chi-square test. Real-time PCR was used for a gene
expression analysis in blastocysts. The gene expression was quantified with REST® using the Pair-wise Fixed
Reallocation Randomization TEST®. No significant difference (P>0.05) was observed in the overall cleavage rate
among groups, but there were differences in the distribution of embryos at different developmental stages. A
higher (P<0.05) overall blastocyst rate was found in a single culture system than in a sequential culture system,
although it was similar (P>0.05) to that of CR2aa and SOFaa. Differences (P<0.05) in expression of GLUT! and
GLUTS were found among embryos cultured in single and sequential systems. Comparisons also showed a
difference (P<0.05) in gene expression among embryos cultured in single systems and CR2aa (HSP70.1,
PRDXI, GLUTY) or SOFaa (HSP70.1, GLUTI). In conclusion, a single culture system is more appropriate than a
sequential one for bovine embryos, achieving similar results to CR2aa and SOFaa media in terms of blastocyst
production. There were differences in expression of genes associated with stress and sugar uptake among the

groups.

Keywords: sequential media, single medium, gene expression, embryo.
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1. Introduction

While a certain amount of progress has been made for in vitro embryo production (IVP) in bovines,
blastocyst production rarely achieves rates above 40% (1, 2), with an average of 35% in commercial companies
(3). These low rates mainly occur because of inadequate culture conditions, which are known to impair embryo
development, causing alterations in gene expression, ultrastructure, compaction and blastulation (4, 5, 6).

Different media were developed in an attempt to increase the success of embryo culture. Synthetic Oviduct
Fluid with amino acids (SOFaa) (7) and CR2aa (8) are chemically defined media to which serum and albumin, in
different concentrations, can be added (8, 9, 10, 11), and these media are commonly used by commercial
companies for bovine embryos. Improvements in culture media can be observed for human embryos, where the
concerns with safety and social aspects are generally more evident than in bovine embryos, leading to a
continued search for better culture conditions and making several media available.

In embryo culture, there are two views for the ideal composition of media to establish an in vitro culture
environment for proper embryonic development: a “back to nature” or sequential culture system and a “let the
embryo choose” or single culture system (12). According to the “back to nature” approach, the culture system
should meet the demands of embryos to simulate their passage from the Fallopian tubes to the uterus; thus, the
media compounds differ along the culture period (13, 14). In the “let the embryo choose” approach, all
components seen by the embryos during all stages of posfertilization in in vitro development are present in
formulations as a single medium (15). Those views can also be applied to bovine embryos. Earlier, Lane e al.
(16) demonstrated that G1 and G2 media, a sequential medium commercialized for human embryos, can produce
equivalent success rates in bovine embryos compared to a co-culture system. CR2aa and SOFaa media are
generally used as a single medium, with no supplementation along the embryo culture period, but those media
can also be used in sequential or two-step culture systems. Felmer ef al. (17), using KSOM and SOF in two-step
and in sequential systems, observed a lower rate of blastocysts in a sequential system. In humans, sequential and
single culture systems have been used with media designed for their embryos, such as Early Cleavage Medium®
(ECM®)Multiblast® media (Irvine, Santa Ana, USA) and Global® medium (LifeGlobal®, Toronto, CA),
respectively. Those media can be used to replace SOFaa and CR2aa media in single or sequential culture
systems for bovine embryos, but they need to be validated for this species.

While it is reasonable to use in vitro developmental end points, such as blastocyst rate, to evaluate the

efficacy of culture systems, it is also necessary to evaluate the effects of the culture systems at a molecular level,
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such as the expression of important genes. These observations should be performed because the suboptimal in
vitro environment can induce epigenetic modifications and alter gene expression in preimplantation stage
embryos (4, 18), even if the alterations are not morphologically perceived during the preimplantation stages.
Indeed, in vitro systems have been shown to affect transcriptional activity in embryos at various stages of
development (1, 2) that, in turn, can have serious implications for the normality of the blastocyst.

In this context, evaluation of the expression of genes that are important for embryo development becomes
necessary. We chose to evaluate the expression of genes encoding important proteins for embryo development,
such as HSP70.1 (heat shock 70 kD protein 1A), peroxiredoxin 1 (PRDXT), and facilitated glucose/fructose
transporters (GLUTI and GLUT. 5). Expression of HSP <genes is closely associated with cellular responses to
stress caused by inadequate environmental and culture conditions (19), so alterations in the expression of these
genes can be indicative of stressful conditions. Peroxiredoxins are important enzymes for cellular defense against
oxidative stress (20), and they play a role in cellular redox regulation and antioxidant protection by catalyzing
peroxide reduction of H,0, organic hydroperoxides and peroxynitrite (21). In mammalian embryos, glucose
becomes the key energy substrate from the late cleavage stage, and it enters the pre-implantation embryo
preferentially by facilitated diffusion mediated by GLUTSs (22, 23, 24). An abnormal environment and alterations
in glucose transport and metabolism at the earliest stages of development can impact fetal development (25).

The aim of the present study was to evaluate the effect of single and sequential culture systems with media
designed for human embryos (Global® and ECM®/Multiblast® media, respectively) on the development and gene
expression of bovine embryos and to compare those systems with CR2aa and SOFaa media.

2. Materials and Methods
2.1 Chemicals and reagents
The chemicals used in this study were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) unless

indicated otherwise.
2.2 In vitro embryo production

2.2.1 Oocyte recovery
Experimental procedures were approved by the Ethics and Animal Experiments Committee of the Federal
University of Juiz de Fora (No. 002/09). Ovaries from crossbred dairy cattle were obtained from a local abattoir

(n=290) and were transported at 37°C in a saline solution containing 0.005% streptomycin sulfate.
P ptomy
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2.2.2 Maturation, fertilization and in vitro culture

Cumulus oocyte complexes (COCs) (n=1040) were aspirated from follicles with a diameter of 2—8 mm, and
those with homogenous cytoplasm and at least three layers of compact cumulus cells were used (26, 27). COCs
were matured in vitro in 400 pL TCM 199 medium (Gibco Labs., Grand Island, NY) with 10% inactivated
estrous cow serum and 20 pg/mL follicle stimulating hormone (Pluset, Serono, Italy) for 24 h at 38.8°C with 5%
CO; and 95% humidity. After maturation, COCs were fertilized with certified bovine semen obtained by the
swim-up method (28). IVF was performed with 15-25 COCs in 100 pL drops of fertilization medium (29)
supplemented with 20 pg/mL heparin and 6 mg/mL fatty acid-free bovine serum albumin (BSA) fraction V.
COCs were co-incubated with 2x10° spermatozoa/mL for 22 h under the same conditions used for maturation.
After fertilization, the presumptive zygotes were partially stripped by mechanical pipetting in TALP-Hepes
medium and then randomly distributed into experimental groups. Embryo culture was performed under the same

conditions used for maturation.

2.3 Experimental groups:

Presumptive zygotes were randomly distributed into groups cultured in different media as follows:

¢ CR2aa group: modified CR2aa medium (8) supplemented with 5% BSA and 10% fetal calf serum (FCS;
Nutricell, Campinas, SP, Brazil) for the whole culture period, n=276

* SOF group: SOFaa medium (7) supplemented with 5% BSA and 10% FCS for the whole culture period,
n=264

* Sequential culture system (sequential system) group: ECM®/Multiblast® media (Irvine Scientific) until 72
h post insemination in ECM® and then moved to Multiblast® medium supplemented with 5% BSA, n=216

* Single culture system (single system) group: Global® medium (LifeGlobal®) supplemented with 5% BSA
for the whole culture period, n=284

In CR2aa, SOFaa and single systems groups, 50% of the medium was renewed until the third day after
fertilization as a protocol of that culture system (29) as well as to expose the embryos to a manipulation like the

sequential culture system.

2.4 Evaluation of embryonic development
The total cleavage rate and the proportion of cleaved embryos in different cell stages (2-cell, 4-7-cell, and

8-16-cell) were calculated at 72 h post-insemination (hpi). The total blastocyst rate and the proportion of
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embryos in different blastocyst stages (early blastocyst, blastocyst, expanded blastocyst and hatched blastocyst)
were calculated at 192 hpi.

Evaluation of the embryo stage was performed according to the parameters described in the Manual of the
International Embryo Transfer Society (30). All rates were calculated based on the number of presumptive

zygotes.

2.5 Gene expression

2.5.1RNA extraction and reverse transcription

Primers for HSP70.1 and S-actin were designed based on sequences available in the GenBank database 3D
using the Primer3 program (32). Primers for PRDX1, GLUTI and GLUTS have been described elsewhere (33,5,
18, respectively). All primers were synthesized by Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA) and are
described in Table 1.

Total RNA was extracted from three pools of 10 blastocysts per group (5, 6, 10, 19, 34, 35) using an
RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions and then treated with
DNase. RNA samples were reverse transcribed using a SuperScript III First-Strand Synthesis Supermix
(Invitrogen, Carlsbad, CA) in accordance with the manufacturer’s instructions. Quantification and purity
determination of the ¢cDNA from each pool per group were performed using a 1 pL sample in a
spectrophotometer (Nanodrop, Wilmington, DE, USA). The average values were 592.87 ng/ puL, 586.03 ng/ uL,
561.73 ng/ uL, 609.70 ng/ uL, with 260/280 ratio of 1.57, 1.59, 1.52, 1.56, respectively, for CR2aa, SOF, single
medium and sequential media.

2.5.2 Relative quantification by real-time PCR

Relative quantification was performed in triplicate using real-time PCR (ABI Prism 7300 Sequence
Detection System; Applied Biosystems, Foster City, CA). The reactions were prepared using a SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems) with primers, nuclease-free water and cDNA. The amount of cDNA used
in the reactions ranged according to the optimal concentration identified in preliminary experiments for each
transcript analyzed. The PCR conditions were 95°C for 10 min, followed by 45 cycles of 95°C for 15 s, the
primer annealing temperature (Table 1) for 30 s and 60°C for 30 s. After each PCR run, a melting curve analysis
was performed to confirm that a single specific product was generated. Negative controls, comprising the PCR
reaction mixture without nucleic acids, were also run with each group of samples. f-actin was used as an

endogenous control (36) and presented a coefficient of variation of threshold cycle of 3.43% among samples.
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Primer efficiency was calculated using LinRegPCR software (37). Relative abundance analyses were performed

using REST software (38) and were based on primer efficiency.

2.6 Statistical analyses

The cleavage and blastocyst rates and the proportion of embryos at different cell stages were analyzed
using the chi-square test. Relative gene expression analyses were performed by REST software (38) using a pair-
wise fixed reallocation randomization test. Gene expression values are shown as the meants.e.m. Differences

-~ were considered significant at P<0.05.

3. Results

3.1 Developmental competence of in vitro embryos

Different capacities to support embryo development were found for each group evaluated. Despite the fact
that no significant difference (P>0.05) was observed in the total cleavage rate among the groups (Table 2), there
was a difference in the distribution of embryo stages among groups. At 72 hpi, more embryos (P<0.05) reached
the 8-16 cell stage when cultured in SOFaa than when cultured in the CR2aa and sequential systems, but the rate
was similar (P>0.05) to that of the single system. Embryos cultured in the CR2aa, single and sequential systems
had similar (P>0.05) development rates toward the 8-16 stage (Table 2). No difference was observed among
groups in other cell stages at 72 hpi.

When development to the blastocyst stage was evaluated, a lower (P<0.05) overall rate was found in the
sequential system than in the SOFaa and single systems (Table 3). No difference (P>0.05) among CR2aa, SOFaa
and the single system was found for the overall blastocysts rate, but SOFaa and the single system had more
blastocysts at an expanded stage than did CR2aa and the sequential system. The lowest (P<0.05) expanded

blastocyst rate was found in the sequential system (Table 3).

3.2 Gene expression

Differences in the expression of genes encoding proteins that are important for the cellular responses to
stress and embryo metabolism were found among embryos cultured in different media. Embryos cultured in
sequential or single systems showed lower relative expression (P<0.05) of HSP70.l, PRDX] and GLUTS

compared to embryos cultured in CR2aa (Fig. 1B and 1C, respectively). Lower HSP70.1 expression (P<0.05)
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was found in embryos in the sequential and single system than in SOFaa (Fig. 1D and 1E, respectively), whereas
GLUTI expression was higher in the single system (Fig. 1D), and GLUTS expression was lower in the sequential
system (Fig. 1E). The comparisons between single and sequential systems showed lower (P<0.05) expression of
genes associated with metabolism (GLUTI and GLUTS) in the sequential system group (Fig. 1F), but no
difference (P>0.05) was found in the expression of genes associated with cellular stress (HSP70.1 and PRDX]I).
Furthermore, no difference in gene expression was found between the SOFaa and CR2aa groups (P>0.05) (Fig.

1A).

4. Discussion

The in vitro culture environment is crucial for the success of IVP programs, and efforts have been made to
achieve better embryo culture conditions. Although several studies have evaluated different in vitro culture
systems (2, 16, 39, 40, 41), there is no consensus concerning an optimized medium that fulfills embryo
requirements during pre-implantation development. In the present study, we evaluated two different culture
systems (single and sequential) with commercial media designed for human embryos for the development of in
vitro-fertilized bovine embryos. Our aim was to develop better culture conditions than those provided by CR2aa
and SOFaa media, which are commonly used for bovine embryos. Our data suggested that a single culture
system with Global® medium can support bovine embryo development until the blastocyst stage at rates similar
to those obtained using CR2aa and SOFaa but with differences in gene expression in embryos at the blastocyst
stage.

Single and sequential systems resulted in similar overall cleavage rates that were also similar to those of
CR2aa and SOFaa media but with different proportions of embryos at the 8-16 cell stage at 72 hpi. SOFaa
medium had a higher rate of embryos at the 8—16 cell stage, comparable only to the single system, indicating that
the medium can hasten earlier cleavages, which, in turn, can impact further development. Earlier studies showed
an association between accelerated early development and competence to develop to the blastocyst stage (14, 41,
42). Indeed, our study showed that, although there is no difference in overall blastocyst production among
CR2aa, SOFaa and the single system, a higher rate of blastocyst production at more advanced stages (i.e.,
expanded blastocysts) was observed in embryos cultured in SOFaa or in single medium but not in CR2aa. Thus,
it is possible that the higher rate of embryo production at an expanded stage in SOFaa and the single system was

due to more accelerated development at earlier stages.
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The lower overall blastocyst and expanded blastocyst rates in sequential systems compared to single
systems is in agreement with previous studies with human embryos, which reported a greater proportion of
zygotes developing toward expanded and hatched blastocysts in single systems compared to sequential systems
(15, 41). Embryos in sequential systems also showed less development to expanded blastocysts than that
observed in CR2aa and SOFaa media. In the present study, CR2aa and SOFaa were supplemented with serum
and BSA in the beginning of the culture period, but no supplementation was added during the embryo culture
period, similar to single medium, where only Global® medium with BSA was used for the whole culture period.
Thus, one similar feature among CR2aa, SOFaa and single medium was the use of a continuous culture until the
blastocyst stage without any other interference, which is in contrast to sequential media in which embryos
cultured initially in ECM® were moved to Multiblast® medium supplemented with 5% BSA at 72 hpi. One
reason for the low overall blastocyst and expanded blastocyst rates in sequential media may be microfluctuations
in temperature and pH and, consequently, an increased risk of embryonic stress. In addition, when moving the
embryos to other culture media, as in the sequential systems, putative autocrine and paracrine factors already
secreted by the embryos may be left behind, resulting in a sudden shift of the microenvironment (15). Thus, a
possible advantage of single systems is the fact that they keep the culture environment as stable as possible.

Epigenetic modifications occur during the pre-implantation period and can be influenced by the in vitro
culture environment (43, 44) and can alter the expression of important genes for embryo and fetus development.
Several studies have demonstrated the effect of in vitro culture on gene expression (11, 14, 18, 19, 34, 45). In the
present study, we also aimed to determine if the culture systems could have an impact on gene expression
compared to CR2aa and SOFaa. The genes analyzed participate in important processes during embryo
development, such as glucose and fructose transportation (GLUT! and GLUTS) and protection against heat and
oxidative stress (HSP70.1 and PRDX]).

In mammalian embryos, sugars become the key energy substrate from the late cleavage stages onward, and
their entrance into the preimplantation embryo is preferentially by facilitated diffusion mediated by GLUTs (23,
25, 46, 47). GLUT!1 is a ubiquitous isoform that facilitates glucose uptake by embryonic cells, whereas GLUTS
facilitates fructose uptake (45). The present study showed that the expression of genes associated with sugar
transport differs according to the environment in which the embryos were cultured. An abundance of GLUTI
transcripts was higher in embryos cultured in single medium than in embryos cultured in SOFaa and the
sequential system, whereas the abundance of GLUTS transcripts was higher in embryos cultured in CR2aa,

SOFaa and the single system than in embryos cultured in the sequential system. Those data indicate that the
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ability of an embryo to uptake different energy substrates can be modulated by the in vitro environment.
Interestingly, every comparison between the single or sequential system and CR2aa or SOFaa showed
differences in the expression of GLUTI and/or GLUTS, but when CR2aa and SOFaa were compared, no
difference for these two genes was found. One possible explanation is that the presence of glucose in the media
of single (Global® medium) and sequential (ECM® and Multiblast® media) systems, in contrast to CR2aa and
SOFaa, influences the expression of sugar transporters. A study with human patients showed that expression of
GLUTs in leucocytes is decreased in patients with diabetes (48), suggesting that high glucose levels may
decrease the expression of sugar transporter genes. Nevertheless, as the expression levels of GLUTI and GLUTS
were also different between single and sequential systems, which both coﬁtained glucose, we cannot associate
the expression of GLUTS with the presence of sugars in embryo culture media. The effect of culture media and
their components on the expression of glucose transports deserves further investigation.

In vitro culture has been associated with the production of reactive oxygen species, resulting in oxidative
stress on the embryos (34). The HSP and PRDX proteins play an important role against oxidative stress (19, 49,
50), and their expression by the embryos is suggestive of stressful conditions. PRDX/ was shown to be important
for cell defense against oxidative stress (51), and the expression of HSP70.1 is associated with several types of
stress (52), such as heat and oxidative stress (53). Expression levels of HSP70.1 and PRDXI genes in blastocysts
also differed among the groups evaluated. A lower abundance of HSP70.1 transcripts was found in blastocysts
cultured in single and sequential systems than in blastocysts cultured in CR2aa and SOFaa media, whereas the
abundance of PRDX1 was lower in single and sequential systems than in CR2aa only. These differences may be
due to the presence of antioxidative components in the media of single and sequential systems compared to
CR2aa and SOFaa media. EDTA is present in the composition of Global® medium and ECM®/Multiblast®
media, and it is known to have an antioxidative role in embryo culture (54), which may have contributed to
protecting the embryos against ROS, thus reducing the expression of HSP7(0.1 and PRDX] genes.

Another component in the media that may have influenced the expression of genes associated with stress is
serum. CR2aa and SOFaa were supplemented with 10% FCS, whereas Global® medium and ECM®/Multiblast®
media were FCS-free. Serum is known to have embryotrophic and embryotoxic factors (55). Although serum
may stimulate the production of blastocysts (56, 57), it may also disturb gene expression (58). Despite the fact
that Oliveira ef al. (59) did not find a difference in HSP70.1 expression between blastocysts cultured in different
concentrations of estrus cow serum, Rizos ef al. (57) observed an increased expression of genes encoding

proteins associated with protection against oxidative stress, such as MnSOD and SOX, in embryos cultured with
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serum. Therefore, another explanation for the difference in expression of HSP70.1 and PRDXI may be the
presence of FCS in CR2aa and SOFaa media. Interestingly, no difference in expression of those genes was found
when comparisons were performed between media with FCS (CR2aa vs SOFaa) or without FCS (Global®
medium vs ECM®/Multiblast® media), reinforcing the idea of a possible effect of serum on the expression of
those genes. However, we cannot discard the possibility that other components in the media may also be
involved in the expression of those genes.

Although some differences in gene expression were observed among the blastocysts produced in different
groups, no effect of CR2aa, SOFaa and the single system on the overall blastocyst production rate was found,
suggesting that the embryos were able to develop in those conditions. This ability is likely due to the embryo
plasticity, allowing the embryo to adapt to the environment, which includes modifications of gene expression
patterns. Thus, even embryos with similar developmental rates can display different gene expression patterns
according to the media in which they were cultured. However, it is not clear if such differences in gene
expression are the result of epigenetic modifications that may be implicated in further disturbances during
pregnancy and after birth. Despite the fact that bovine embryos produced in vitro generally result in normal
development, embryo losses and developmental defects can be found at higher rates than in embryos conceived
naturally, and alterations in gene expression patterns are a potential mechanism associated with such
abnormalities (60). In humans, there is also a concern that suboptimal in vitro culture conditions may be
implicated in epigenetic modifications that can affect further development (61, 62). Thus, the search for better
culture conditions for bovine embryos must be continued, including evaluations not only of embryo production
but also of cellular and molecular aspects.

In summary, the single culture system with Global® medium is more appropriate for bovine embryos than
is the sequential culture system with ECM®/Multiblast® media, achieving blastocyst production results similar to
those obtained using CR2aa and SOFaa media. However, differences in the expression of genes associated with
stress and sugar uptake were observed. These differences in gene expression are not necessarily associated with
blastocyst production, but they indicate that molecular alterations may be present in the embryos. The meaning
of such differences for further development remains to be elucidated.
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Table 1. Primer sequences used for relative gene expression analysis by real-time PCR.
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Annealing Fragment GenBank
Gene Primer sequences (5°-3) temperature size (bp)  accession no.
(°0) or reference
Forward: ATGCCAGATGGTCAGTTCAAG
PRDX1 53 224 33
Reverse:CCTTGTTTCTTGGGTGTGTTG
Forward: AACAAGATCACCATCACCAACG
HSP70.1 59 275 NM174550
Reverse: TCCTTCTCCGCCAAGGTGTTG
Forward: CCAAGGATCTCTCAGAGCACAG
GLUTI 53 110 5
Reverse: TTCTTCTGGACATCACTGCTGG
Forward: CATGGTGGCGGGTACTGTTC
GLUTS 53 103 18
Reverse: CGCAAAAATGACGAAGCTGTAAG
Forward: GACATCCGCAAGGACCTCTA NM_17397
p-actin 53 205
Reverse: ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 23
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Table 2. Distribution of embryo stages at 72 h post insemination according to different embryo culture groups.

Cleavage
Groups N Overall 2-cell 4—T-cell 8-16-cell
CR2aa 276 72.1% 10.1% 49.2% 40.7%®
(199) (20) (98) (81)
SOFaa 264 75.7% 5.0% 39.5% 55.5%®
(200) (10) (79) (111)
Single system 285 74.0% 7.6% 46.4% 46.0% @
(211) (16) - (99) (97)
Sequential system 216 75.9% 12.8% 42.7% 44.5%®
(164) 1) (70) (73)

Note: Chi-square test. Different letters at the same stage of development show significant difference among
treatments (P<0.05).
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Table 3. Distribution of blastocyst stages at 192 h post insemination according to different embryo culture

groups.
Blastocyst
Groups N Overall EB BL ExB HB
CR2aa 276 30.4%® 20.2% 29.8% 45.2%®  4.8%
(84) 17) (25) (3%) “4)
SOFaa 264 37.1%% 15.3% 24.5% 520%®  8.2%
(98) (15) (24) (51) ®)
Single system 285 34.7%® 12.1% 24.2% 58.6%®  5.1%
99) (12) (24) (58) (%)
Sequential system 216 26.9%" 25.9% 43.1% 27.6%©  3.4%
(58) (15) (25) (16) 2

Note: Chi-square test. Different letters at the same stage of blastocyst show significant difference among

treatments (P<0.05).

EB: early blastocyst, BL: blastocyst, ExB: expanded blastocyst, HB: hatched blastocyst
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Figure 1. Comparisons of relative abundance of transcripts in embryos cultured in SOFaa, CR2aa, single and
sequential systems (A): CR2aa vs SOFaa (B): CR2aa vs sequential system, (C): CR2aa vs single system, (D):
SOFaa vs single system, (E): SOFaa vs sequential system, (F): Single system vs sequential system. Columns
with (*) for the same gene differ between treatments (P<.05). -
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Resumo

Objetivo: Avaliar o desenvolvimento embrionario de blastocistos cultivados em sistema de
cultivo Unico e sequencial utilizando embrides bovinos e de rato como modelos
experimentais.

Métodos: Para bovinos: 840 complexos cimulus-ovocitos foram obtidos de ovarios, e, em
seguida, maturados e fertilizados in vitro. Zigotos foram distribuidos aleatoriamente entre os
grupos para cultivo: Charles Rosenkrans 2 (CR2aa) (n = 235), sistema seqiiencial (G1/G2) (n
= 228), sistema seqiiencial (ECM/Multiblast) (n = 233) e sistema tnico (Global) (n = 165).
No terceiro dia ap06s a inseminag@o a taxa de clivagem foi avaliada e embrides 8-16 células de
todos os grupos foram biopsiados e retornados ao cultivo no sistema “wel on the well”. A taxa
de blastocisto foi avaliada 192 horas ap06s a fertilizagdo. Para o moedelo experimental rato:
ratas Wistar (n = 18) foram superovuladas com PMSG seguido de hCG. Os embrides foram
coletados 48 horas apds a administragdo de hCG. Os embrides foram distribuidos =
aleatoriamente entre os grupos para cultivo: KSOM (n = 96), sistema sequencial
(ECM/Multiblast) (n = 233) e sistema unico (Global) (n = 149). A taxa de blastocisto foi
avaliada. Diferencas estatisticas entre os grupos foram analisadas pelo teste do qui-quadrado.
Um valor de P <0,05 foi considerado significativo.

Resultados: Taxas de blastocisto e clivagem foram semelhantes em sistema de cultivo unico
e sequencial para embrides bovinos biopsiados. Contudo a taxa de blastocisto foi menor para
0s meios sequenciais e a taxa de blastocisto expandido foi maior em meio Unico, comparando
com o meio sequencial (P <0,001), no modelo de rato.

Conclusdes: O cultivo de embrides em meio Unico foi similar ao meio seqiiencial em
embrides bovinos de 8-16 células biopsiados. No entanto o meio tnico apresentou resultados
mais satisfatorios do que o meio sequencial em embrides de ratos intactos. A diferenca da
qualidade dos sistemas de cultivo somente € observada quando ndo se faz nenhum tipo de
selecdo embrionaria.

Palavras-chave: Sistema de cultivo, meio unico, meio sequencial.
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Abstract

Objective: To evaluate the embryonic development of blastocysts cultured in single medium
or sequential media systems using bovine and rat embryos as models.

Methods: For bovine: a total of 840 cumulus oocyte complexes were obtained from ovaries,
and then matured and fertilized in vitro. Zygotes were semi-denuded and distributed randomly
among groups for culture: Charles Rosenkrans 2 (CR2aa) (n= 235), sequential media (G1/G2)
(n=228), sequential media (early cleavage medium/Multiblast; n= 233) and single medium
(Global medium; n= 165). On the third day after insemination, cleavage rate were evaluated
and 8-16 cells embryos for all groups were biopsied and returned for culture in “well on the
well system”. Blastocyst rate was evaluated 192 hours after fertilization. For rat model female
Wistar rats (n=18) were superovulated with injection of PMSG followed by hCG 48 hours
later. Embryos were collected 48 hours after hCG administration. The embryos were
distributed randomly among groups for culture: KSOM (n= 96), sequential media (early
cleavage medium/Multiblast; n=233) and single medium (Global medium; n= 149). The
blastocyst rate was analyzed. Statistical differences among groups were analyzed using the
Chi square test. A value of P<0.05 was considered significant.

Results: Cleavage and blastocyst rate were similar insingle culture and sequential culture in
biopsied bovine embryo. However blastocyst rate was lowest in sequential media and
expanded blastocyst was higher in single medium compared with that in sequential media
(P<0.001) in rat model.

Conclusions: Embryo culture in single medium was similar sequential media in biopsied 8-16
cells bovine embryos. However single medium was optimal compared with sequential media
in intact rat embryos. The difference in the quality of culture systems was observed only when
any kind of embryo selection was done.

Keywords: Culture system, single medium, sequential media.
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Introduction

Since the first in vitro fertilization (IVF) baby was born in 1978, there has been extensive use
of human assisted reproductive technology (ART) (Blake et al., 2002). The success rates of
ART are influenced by a multitude of factors (Sifer et al., 2009), and one of the most
important steps during ART is maintenance of optimal embryo viability during in vitro
culture (Gerber et al. 2012). Incidences of stillbirths and neonatal deaths are mainly due to the
use of inadequate culture conditions that impair embryonic development and cause alterations
in gene expression, ultrastructure, compaction, and blastulation of embryos (Hentemann &
Bertheussen, 2009, Ciray et al., 2012). Therefore, clinicians and researchers have continued to
search for optimal embryo culture media, which has led to significant changes in the
composition of such media (Sifer et al., 2009).

Different strategies have been developed to increase success in the mammalian embryo
culture. Currently, there are numerous commercial culture media available to human embryos,
whether they are sequential, that support the different needs of the embryo according to their
stage of development or so-called single medium, which all the components necessary for
embryonic development already be available since the beginning of development (Lane et al.
2003). Among the few comparative studies that have evaluated the potential of these
approaches, their strategies differed significantly in terms of the randomization of groups and
the order and brands of culture media (Ciray et al., 2012). Thus, the ability of different media
to support the fertilization and culture of preimplantation embryos up to the cleavage stage
remains uncertain (Hambiliki et al., 2011; Gerber et al., 2012).

In addition the difficulties to use human embryos on scientific research was a problem in
studies that use a small number embryos and using mostly good quality and cell number
embryos and this is rarely representative of real case conditions. In our study, we used two
experimental model bovine and rat embryo for human due to the ethical and practical
limitations of working with human embryos and due to the similarities with human embryos.
Bovine are normally monovulators and their embryos are about the same diameter as that of
human embryos and have a similar pattern of energy metabolism, measured as oxygen,
pyruvate and glucose consumption and lactate production. Approximately the same
proportion of in vitro-produced bovine zygotes reach the blastocyst stage in vitro as that in
humans, and major zygotic genome activation is initiated at closely related stages (Baumann
et al., 2007; Krisher, 2012). Rodents are traditionally used as experimental models for greater
availability, easy handling, shorter gestation, and especially for having metabolic homology,
ie, greater similarity in the application of substrates with the human embryo (Baumann et al.,
2007). In contrast, activation of the embryonic genome in rodents occurs around two cells
(Fiorenza et al., 2004), unlike humans, around eight cells.

To establish an ideal culture medium and increase the success rate of ART, a study linking
two experimental models to evaluate embryonic development would be required to properly
evaluate embryo culture systems. The aim of the present study was to evaluate the
development in IVF biopsied bovine and rat embryos as a model, which were cultured in
sequential media (early cleavage medium (ECM)/Multiblast and G1/G2) and a single medium
(Global medium). The results were compared with those obtained with chemically defined
media in which serum and albumin must be added, namely Charles Rosenkrans 2 (CR2aa) for
bovine (Camargo et al. 2011) and KSOM (Erbach et al., 1994), which are commonly used for
rat embryo culture.

Materials and methods

Chemicals
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The chemicals used in this study were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO),
unless indicated otherwise.

For bovine embryos

Oocyte recovery

Experimental procedures were approved by the Ethics and Animal Experiments Committee of
the Federal University of Juiz de Fora (No. 002/09). Ovaries from dairy cattle were obtained
from a local abattoir (n=201) and were transported at 37°C in a saline solution containing
0.005% streptomycin sulfate.

Maturation, fertilization and in vitro culture

Cumulus oocyte complexes (COCs) (n=861) were aspirated from follicles with a diameter of
2—-8 mm, and those with homogenous cytoplasm and at least three layers of compact cumulus
cells were used (Bavister et al., 1983; Hawk & Wall 1994). COCs were in vitro matured in
400 uL TCM 199 medium (Gibco Labs., Grand Island, NY) with 10% inactivated estrous cow
serum and 20 pg/mL follicle stimulating hormone (Pluset, Serono, Italy) for 24 h at 38.8°C
with 5% CO; and 95% humidity. After maturation, COCs were fertilized with certified bovine
semen obtained by the swim-up method (Parrish et al., 1986). IVF was performed with 15-25
COCs in 100 pL drops of fertilization medium (Polisseni et al., 2010) supplemented with 20
pg/mL heparin and 6 mg/mL fatty acid-free bovine serum albumin (BSA) fraction V. COCs
were co-incubated with 2x10° spermatozoa/mL for 22 h under the same conditions as those
for maturation. After fertilization, the presumptive zygotes were partially stripped by
mechanical pipetting in TALP-Hepes medium and then randomly distributed into
experimental groups. Embryo culture was performed under the same conditions as those for
maturation.

Experimental groups:

Presumptive zygotes were randomly distributed into groups cultured in different media as
follows:

* CR2aa group: CR2aa medium supplemented with 5% BSA and 10% fetal calf serum (FCS;
Nutricell, Campinas, SP, Brazil), n=235

* Sequential media group: G1/G2 (Vitrolife) until the third day after fertilization in G1 and
then eight-cell blastocysts cultured in G2 with 5% BSA, n=228

* Sequential media group: ECM/Multiblast (Irvine) until the third day after fertilization in
ECM and then eight-cell blastocysts cultured in Multiblast supplemented with 5% BSA,
n=233

* Single medium group: Global medium (Global Life) supplemented with 5% BSA, n=165
For all gropus, on the third day after fertilization, cleavage rate was evaluated and embryos
with 8-16 cell embryos were biopsied and returned for individual culture on “well on the
well” system.

Embryo biopsied:

The 8-16 cells embryos of all groups were transferred to 5 pL. TALP-Hepes microdrops with
equilibrated mineral oil. The procedure was carried out using micromanipulators (Narishige
Co., Tokyo, Japan) attached to an inverted microscope (Carl Zeiss, Feldbach, Switzerland).
After embryo immobilization with holding pipette, a 30 um microneedle (Transfix, Sio
Paulo, Brazil) was inserted through the zona pellucida at 3-0’clock position. The amount of
removed cells was equivalent to one-fourth of the embryo (Polisseni et al., 2010). After
biopsy, embryos were transferred back to in vitro culture at “well in the well” system to
evaluate the development capacity.
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For rat embryo

Animals

Twelve-week-old female Wistar rats (n=18) weighing approximately 160.0 g and 14 week old
male Wistar rats of previously proven fertility were obtained from the vivarium of the Centre
for Biology Reproduction (CBR), Juiz de Fora, Brazil. The animals were housed in a climate-
controlled animal research facility at a temperature of 21°C and with a light / dark cycle of 12
/ 12 hours. Standard rat chow (Nuvilab®, Paran4, Brazil) and filtered water were available ad
libitum. This work was approved by the Committee of Ethics and Animal Experimentation-
UFJF number 003/2009.

Superovulation

150 TU/kg of PMSG (Pregnant Mares Gonadotropin, Sigma - Catalog 4877-G) were
administered to stimulate folliculogenesis, and 48 h later ovulation was induced with 75 IU/kg
of hCG (Human Chorionic Gonadotropin, Sigma - Catalog G-8554) (Kon et al., 2005).
Embryo collection

On the following morning vaginal smears were performed. Females with signs of successful
copulation (a "vaginal plug" and/or the presence of sperm in the smear) were euthanized 24
hours after hCG administration using a combination of 2% xylazine (10 mg/kg, Syntec, Cotia,
SP) and 10% ketamine (90 mg/kg, Syntec, Cotia, SP). Oviducts and uterine horns were
dissected and removed en bloc with the cranial vagina. They were then separated and placed
in a 35 mm petri dish containing 1.0 ml of TALP HEPES medium (Gordon, 1994) pre-heated
to 37°C. Embryo collection was performed separately from the oviduct and uterine horns
using a 3.0 ml syringe and 30 gauge needle with the aid of magnifying stereomicroscopy. The
recovered embryonic structures were counted and distributed randomly among culture groups.
Experimental groups of embryo culture

Embryos were randomly distributed into groups cultured in different media as follows:

* KSOM group: KSOM medium supplemented with 5% BSA, n=96

* Sequential media group: ECM/Multiblast (Irvine) until the third day after fertilization in
ECM and then eight-cell blastocysts cultured in Multiblast supplemented with 5% BSA,
n=103

» Single medium group: Global medium (Global Life) supplemented with 5% BSA, n=149
For all groups the embryos were cultured in vitro for 120 h at 37.0°C with 6% CO, and 95%
humidity.

Evaluation of embryonic development
The cleavage rate was calculated at 72 h post-insemination (hpi). The total blastocyst rate and
the proportion of embryos in different blastocyst stages (early blastocyst, blastocyst,
expanded blastocyst, and hatched blastocyst) were calculated at 192 hpi in bovine embryos. In
rat embryos the blastocyst rate was evaluated 120 hours after embryo collection.

Evaluation of the embryo stage was performed according to the parameters described in
the Manual of the International Embryo Transfer Society (Stringfellow & Seidel. 1998). All
rates were calculated based on the number of presumptive zygotes.

Statistical analyses
Data of cleavage and blastocyst rates and the proportion of embryos at different cell stages
were analyzed by the chi-square test. Differences were considered significant at P<0.05.

Results
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A total of 861 COCs were selected from 201 ovaries. No significant difference was observed
in the total cleavage and blastocyst rate among groups for biopsied bovine embryos (Table 1).

In contrast, there was a difference in blastocyst rate of rat embryo among groups
(p<0.05). The KSOM group had a similar proportion of blastocyst compared with that in the
single medium group. Moreover, a greater proportion of expanded blastocysts were observed
in the single medium group compared with that in sequential media. No statistical difference
was found between groups in early blastocyst (P>0.05) (Table 2).

Discussion
The quality of culture is a crucial factor that influences the success of IVF (Hentemann &

Bertheussen 2009; Sifer et al., 2009; Hambiliki et al., 2011; Ciray et al., 2012; Gerber et al.
2012). During preimplantation development in the oviduct and uterus, the embryo is exposed
to different secretions according to its nutritional requirements and undergoes many structural
changes (Reed et al., 2009; Sepulveda et al., 2009; Hambiliki et al., 2011; Gerber et al., 2012;
Ciray et al., 2012). To highlight the differences among in vitro culture systems with different
media, the present study compared embryonic development in two experimental model
bovine and rat embryo between single and sequential media commonly used for human
embryo culture.

This study found that single medium and sequential media systems used for human
embryos result in similar cleavage and blastocyst rate among different media for biopsied
bovine embryo used as a model. These findings were also consistent with another study using
a bovine model (Lane et al., 2003), which showed that the culture environment is functionally
efficient among culture systems (Table 1). We used biopsied embryos because we believed
that embryos that underwent manipulation were structures more sensitive which could
demonstrate a minimum difference between culture systems. On the other hand, despite being
considered an aggressive technique to embryos, the fourth biopsy bovine embryo does not
affect embryo development to the blastocyst stage (Polisseni et al., 2010) indicating that the
performance of biopsy technique, before the formation of gap junctions between the
blastomeres, does not reduce the capacity of biopsied embryo development (Almodin et al.,
1999).

Furthemore, similar results among blastocyst rate of sequential and single media
groups was associated with the use of selected embryos (8-16 cells bovine embryos) that was
biopsied and the use of new culture system “well on the well” may be the explanation of
results numerically more satisfactory than previous work. The culture for bovine biopsied
embryo in this study was an individually system, developed by Vajta et al (2000), which
involves combination of microdrop with a large volume of culture medium surrounding the
embryo which is important to diffuse inadequate molecules in the medium and allows the
researcher to follow the development of embryos individually, keeping the identity, especially
those who have undergone some kind of treatment and micromanipulation (Pereira et al.,
2005). Futhermore, the biopsy technique for bovine embryos of 8-16 cells, can be used,
aiming at the assessment of chromosomal abnormalities and identification of molecular
markers, while the embryos are still under cultivation, before transfer to the receptor.

For rat embryo the total blastocyst rate was lowest in the sequential media group
(Table 2). Moreover, the single medium group had a higher percentage of expanded
blastocysts compared with that in the sequential media group. This result is in agreement with
previous studies of human embryos, which reported a greater proportion of zygotes develop
toward expanded blastocysts in a single medium than that in sequential media (Sepulveda et
al., 2009; Reed et al., 2009). The reason for the differences in developmental parameters may
be attributed to the media ingredients that might affect the cell cycle of embryos. The basic
difference among media is the presence of essential and non-essential amino acids during all
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culture in the single culture medium, which have several roles in embryonic development as
chelators, antioxidants, biosynthetic precursors and energy metabolism regulators (Summers
& Biggers 2003; Ciray et al., 2012).

As noted, in our study, we did not make any embryo selection for rat embryo and all
embryos obtained were utilized and in this situation, unselected embryo, demonstrated an
optimal culture of single medium then sequential media. Consequently, the embryo diversity
found in our study is similar to that found in ART patients (Polisseni et al., 2010). This study
is the first prospective randomized study comparing two embryo culture systems, single
medium and sequential media, in embryo evaluation utilizing two experimental models for
human embryo. Our study was performed by the same embryologist for all steps and in the
same laboratory to minimize as many variables as possible. In summary, using biopsied 8-16
cells bovine embryos as a model, we showed similar results of embryo development
compared single and sequential media. Thus, utilizing unselected rat embryo as a model
culture in a single medium increases blastocyst production and the percentage of expanded
blastocysts which may benefit embryonic development more than does sequential media.

Conflict of interests
The authors declare that they have no conflict of interest.

Acknowledgments

This study was funded by the Research Support Foundation of the State of Minas Gerais, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil (APQ-01749-08) and Rede Mineira de Animais de
Laboratério - FAPEMIG.



125

References

Almodin CG, Moron AF, Kulay Jr L, Kruger E, Pereira LAC, Minguetti-Camara VC.
Avaliagio do desenvolvimento de embrides bovinos pos-biépsia: um modelo experimental.
Rev Bras Ginecol Obst 1999;21:533-8.

Baumann CG, Morris DG, Sreenan JM, Leese HJ. The quiet embryo hypothesis: molecular
characteristics favoring viability. Mol Reprod Dev 2007;74:1345—1353.

Bavister BD, Leibfried ML, Lieberman G. Development of preimplantation embryos of the
golden hamster in a defined culture medium. Biol Reprod 1983;28:235-247.

Blake D, Svalander P, Jin M, Silversand C, Hamberger L. Protein Supplementation of Human
IVF Culture Media. J Assist Reprod Genet 2002;19: 137-143.

Camargo LSA, Boite MC, Wohlres-Viana S, Mota GB, Serapiao RV, As WF, Viana JHM,
Nogueira LAG. Osmotic challenge and expression of Aquaporin 3 and Na/K ATPase genes in
bovine embryos produced in vitro. Cryobiology 2011;63:256-262.

Ciray HN, Aksoy T, Goktas C, Ozturk B, Bahcci M. Time-lapse evaluation of human embryo
development in single versus sequential culture media - a sibling oocyte study. J Assist
Reprod Genet 2012;29:891-900.

Erbach GT, Lawitts JA, Papaioannou VE, Biggers JD. Differentail growth of the mouse
preimplantation embryo in chemically defined media. Biol Reprod 1994;50:1027-1033.

Fiorenza MT, Bevilacqua A, Canterini, S et al. Early transcriptional activation of the Hsp70.1
gene by osmotic stress in one-cell embryos of the mouse. Biol Reprod 2004;70:1606-1613.

Gerber S, Bossi R, Guimaries F, Valle M, Sampaio M. Effects of transfer of embryos
independently cultured in essential and sequential culture media on pregnancy rates in
assisted reproduction cycles. J Assist Reprod Genet; 2012. doi:10.1007/s10815-012-9835-6

Gordon I. Laboratory production of cattle embryos. CAB International, Wallingford, 1994.

Hambiliki F, Sandell P, Yaldir F, Stavreus-Evers A. A prospective randomized sibling-oocyte
study of two media systems for culturing cleavage-stage embryos - impact on fertilization
rate. J Assist Reprod Genet 2011;28:335-341.

Hawk HW, Wall RJ. Improved yields of bovine blastocysts from in vitro-produced oocytes. I.
Selection of oocytes and zygotes. Theriogenology 1994;41:1571-83.

Hentemann M, Bertheussen K. New media for culture to blastocyst. Fertil Steril
2009;91:878-883.

Kon H, Tohei A, Hokao R, Shinoda M. Estrous cycle stage-independent treatment of PMSG
and hCG can induce superovulation in adult Wistar-Imamichi rats. Exp Anim 2005;54:185—
187.

Krisher RL. Utility of animal models for human embryo culture development: domestic
species. Methods Mol Biol 2012;912:27-37.



126

Lane M, Gardner DK, Hasler MJ, Hasler JF. Use of G1.2/G2.2 media for commercial bovine
embryo culture: equivalent development and pregnancy rates compared to co-culture.
Theriogenology 2003;60:407—19.

Parrish JJ, Susko-Parrish JL, Leibfried-Rutledge ML et al. Bovine in vitro fertilization with
frozen-thawed semen. Theriogenology 1986;25:591-600.

Pereira DC, Dode MAN, Rumpf, R. Evaluation of different culture systems on the in vitro
production of bovine embryos. Theriogenology 2005;63:1131-1141.

Polisseni J, S& WF, Guerra MO, Machado MA, Serapido RV, Carvalho BC et al. Post-biopsy
bovine embryo viability and whole genome amplification in preimplantation genetic
diagnosis. Fertil Steril 2010;93:783-88.

Reed ML, Hamic MA, Thompson DJ, Caperton CL. Continuous uninterrupted single medium
culture without medium renewal versus sequential media culture: a sibling embryo study.
Fertil Steril 2009;92:1783-86.

Sepulveda S, Garcia J, Arriaga E, Diaz J, Noriega-Portella L, Noriega-Hoces L. In vitro
development and pregnancy outcomes for human embryos cultured in either a single medium
or in a sequential media system. Fertil Steril 2009;91:1765-70.

Sifer C, Handelsman D, Grange E, Porcher R, Poncelet C, Martin-Pont B, Benzacken B, Wolf
J-P. An auto-controlled prospective comparison of two embryos culture media (GIII series
versus ISM) for IVF and ICSI treatments. J Assist Reprod Genet 2009;26:575-581.

Stringfellow DA, Seidel SM. Manual da sociedade internacional de transferéncia de embrides.
Savoy IL Press, Sdo Paulo, 1998.

Summers MC, Biggers JD. Chemically defined media and the culture of mammalian
preimplantation embryos: historical perspective and current issues. Hum Reprod Update
2003;9:557-582.

Vajta G, Peura TT, Holm P, P4ldi A, Greve T, Trounson AO, Allesen H. New method for
culture of zona-included or zona-free embryos: the well of the well (WOW) system. Mol
Reprod Dev 2000;55:256-264.



127

Tables
Table 1. Development of bovine embryo fertilized in vitro, biopsied at 8-16 cell embryos and
cultured in different medium.

Groups N  Cleavage rats 8-16 cells embryos ~ N° of biopsied Blastocyst rate
embryos

CR2aa 235  85.5% 32.8% 77 63.6%

G1/G2 228 79.4% 28.5% 65 64.6%

Global 161  79.7% 34.8% 56 55.3%

ECM/Multblast 233 76.8% 24.9% 58 53.4%

Note: Chi-square test. (P>0.05).
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Table 2. Distribution of rat embryos 120 hours of culture at different stages of blastocysts.

Blastocyst

Treatment Overall BI BL BX
KSOM 24.0%® 10.4%® 3.1%® 10.4%®
(n=96) (23) (10) 3) (10)
Single médium 32.9%® 8.1%® 6.7%® 18.1%®
(n=149) (49) (12) (10) (27)
Sequential media 13.6%® 2.9%" 10.7%® 0.0% ®
(n=103) (14) (03) (11) (0)

Note: Chi-square test. Different letters at the same stage of blastocysts shows statistical
difference among treatments (P<0.05).
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RESUMO:

Objetivo: Avaliar o impacto da superovulagio sobre o desenvolvimento embriondrio inicial
em ratos. Métodos: Experimento 1: Ratas Wistar foram superovuladas com PMSG seguido
de hCG 48 horas depois. Os embrides foram coletados 24 h apés a administragdo de hCG.
Experimento 2: ratas Wistar (n = 16) foram distribuidas entre os grupos controle e
superovulado. Os embrides foram coletados 48 e 72 h apds a administragdo de hCG. O
nlimero total de estruturas embrionérias e o grau de qualidade de embrides foram analisados
pelo teste de Qui-quadrado. J4 a diferenga dos pesos dos ovérios foi avaliada pelo teste t de
Student. Resultados: Experimento 1: 931 embrides foram coletados de 66 animais, com
média de 16,3 + 9,5 estruturas por animal. A superovula¢o foi bem sucedida em 89,4% dos
animais, e 98,2% dos embrides obtidos a partir de animais superovulados foram vidveis.
Experimento 2: O grupo superovulado apresentou ovarios com maior peso, um maior nimero
de embrides (P <0,001), quando comparado com o grupo controle. No entanto, os embrides
do grupo superovulado apresentaram menor nimero de células em 72 horas apds a
administra¢io de hCG (P <0,001). A maior porcentagem de embrides do grupo superovulado
foi classificada como grau I ou II em relagdo aos embrides do grupo controle (P <0,001 e P =
0,008, respectivamente). Conclusdo: A superovulagdo foi bem sucedida no modelo rato e
resultou em um maior nimero de embrides coletados, por animal. Entretanto, embrides
produzidos de ratas superovuladas apresentaram um desenvolvimento mais lento.

Palavras-chave: superovulacio, o desenvolvimento do embrido, grau embrido, modelo
animal
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the impact of in vivo superovulation on early embryonic development
in a rat model. Methods: Experiment 1: Female Wistar rats were superovulated with injection
of PMSG followed by hCG 48 hours later. Embryos were collected 24 h after hCG
administration. Experiment 2: Female Wistar rats (n=16) were distrbuted to a control or
superovulated group. Embryos were collected 48 and 72 h after hCG administration. The total
number of embryonic structures and the embryo quality grades were analyzed by Chi-squared
test. Between-group differences in ovarian weight were assessed by Student’s t-test. Results:
Experiment 1: 931 embryos were collected from 66 animals, with a mean of 16.3+£9.5
structures per animal. The superovulation was successful in 89.4% of the animals, and 98.2%
of the embryos collected” from superovulated animals were viable. Experiment 2: The
superovulated group had heavier ovaries and produced more embryos than the control group
(P < 0.001); however, these embryos contained fewer cells than controls at 72 hours after
hCG administration (P<0.001). A greater percentage of embryos from the superovulated
group were classified as grade I or grade II relative to embryos from the control group (P <
0.001 and P = 0.008, respectively). Conclusion: Superovulation was successful in the Wistar
rat model and resulted in a greater number of embryos collected per animal. However,
embryos produced as a result of superovulation developed more slowly than control embryos.

Keywords: superovulation, embryo development, embryo grade, animal model
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Introduction

Despite recent advances, the success rates for assisted reproductive technologies (ARTS)
remain low. Understanding the factors that impact the outcome of ART may help to improve
success rates (Chuang et al., 2010, Santos et al., 2010, Younis et al., 2012). One of these
factors may be the ovarian stimulation associated with superovulation.

The specific protocols used for controlled ovarian stimulation may be an aspect of
assisted reproduction therapy that influences the outcome of the treatment (Chuang et al.,
2010). In mammals, the ovary contains a large number of dormant immature follicles that are
activated over the animal’s reproductive lifespan. Pituitary gonadotropins, ovarian steroids,
and peptide hormones cooperate to ensure further growth and development of the activated
follicles. A single dominant follicle eventually emerges, ovulates, and then involutes to allow
the activation of the next group of follicles (Wu et al., 2007; Woodruff & Shea, 2011). Both
women and animals may receive treatment with exogenous gonadotropins to allow retrieval
of multiple oocytes during a single menstrual/estrous cycle. Exogenous gonadotropin
treatment usually consists of equine chorionic gonadotropin (eCG)/Pregnant Mare
Gonadotropin (PMSG), which acts by inducing the growth of multiple follicles, followed by
human chorionic gonadotropin (hCG), which promotes oocyte maturation and ovulation
(Combelles & Albertini, 2003; Kagabu & Umezu, 2006).

However, there is still controversy over the effects of ovarian stimulation by
gonadotropic hormones on subsequent embryonic development. Gonadotropin stimulation
appears to have a direct impact on oxidative stress markers, induce the production of free
radicals, and possibly decrease the conception rate (Younis et al., 2012). In addition, the
optimal conditions necessary for implantation are altered following ovarian stimulation,
possibly because of changes in the coordination of folliculogenesis and oogenesis (Combelles
& Albertini, 2003; Ziebe et al., 2004; Sotomaru et al., 2005; Ghaemi et al., 2008). Further
studies are needed to clarify whether the use of gonadotropic hormones in ARTs has an effect
on embryo development (Santos & Macklon, 2010).

The success of ART depends on the quality of the embryos used for embryo transfer,
and improvements in embryo quality may enhance the rates of implantation, pregnancy and
live birth (Lee et al., 2012). Many parameters can be used to select embryos for transfer, but
embryo morphology is the most commonly used criterion to assess embryo quality. However,
since many investigators have raised doubts about the correlation between morphological
features and pregnancy rates (Li et al., 2004), the degree of cellular fragmentation and the
number of blastomeres per embryo are other main factors used for embryo selection. In
addition, early cleavage rate may also influence the potential of the embryo to successfully
implant (Lee et al., 2012).

In this study we evaluate the relationship between superovulation and embryo quality.
We utilize gonadotropic hormones to cause superovulation in a rat model to examine the role
of superovulation in folliculogenesis and ovulation in vivo. In addition, the effects of
superovulation on the quality of early embryonic development (number of cells, speed of
cleavage, grade of embryo) were assessed.

Material and methods

Chemicals

All chemicals used in this study were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO),
unless otherwise indicated.

Animals
Twelve-week-old female Wistar rats weighing approximately 160.0 g and 14 week old male
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Wistar rats of previously proven fertility were obtained from the vivarium of the Centre for
Biology Reproduction (CBR), Juiz de Fora, Brazil. The animals were housed in a climate-
controlled animal research facility at a temperature of 21°C and with a light / dark cycle of 12
/ 12 hours. Standard rat chow (Nuvilab®, Paran4, Brazil) and filtered water were available ad
libitum. This work was approved by the Committee of Ethics and Animal Experimentation-
UFJF number 003/2009.

Superovulation

150 IU/kg of PMSG (Pregnant Mares Gonadotropin, Sigma - Catalog 4877-G) were
administered to stimulate folliculogenesis, and 48 h later ovulation was induced with 75 IU/kg
of hCG (Human Chorionic Gonadotropin, Sigma - Catalog G-8554) (Kon et al., 2005).
Injections were intraperitoneal and control animals received injections of normal saline at
equivalent time points.

Experiment 1: Is superovulation effective in stimulating folliculogenesis and in vivo
ovulation?

Sixty six female Wistar rats aged 12 weeks were superovulated as described above.
Immediately after hCG administration the female rats were moved into individual cages and
mated with a male of proven fertility. On the following morning vaginal smears were
performed. Females with signs of successful copulation (a "vaginal plug" and/or the presence
of sperm in the smear) were euthanized 24 hours after hCG administration using a
combination of 2% xylazine (10 mg/kg, Syntec, Cotia, SP) and 10% ketamine (90 mg/kg,
Syntec, Cotia, SP). Oviducts and uterine horns were dissected and removed en bloc with the
cranial vagina. They were then separated and placed in a 35 mm petri dish containing 1.0 ml
of TALP HEPES medium (Gordon, 1994) pre-heated to 37°C. Embryo collection was
performed separately from the oviduct and uterine horns using a 3.0 ml syringe and 30 gauge
needle with the aid of magnifying stereomicroscopy. The recovered embryonic structures
were counted and examined using an inverted microscope to evaluate their viability.

Experiment 2: Does superovulation affect early embryo development?

Sixteen female Wistar rats were divided into control and superovulated groups.
Superovulation, mating, euthanasia and embryo collection were performed as described above
at 48 and 72 h after hCG administration. The ovaries were separated from the oviducts and
weighed using an analytical balance. Embryos recovered from superovulated and control
animals were examined using an inverted microscope. The total number of cells was counted
and embryo quality was assessed according to the parameters described in the Handbook of
the Latin American Network of Assisted Reproduction (Ahumada et al., 2006); these include
assessment of blastomere symmetry, homogeneity and staining of the cytoplasm, and the
presence of cytoplasmic fragmentation (Table 1).

Statistical analysis

Between-group differences in the total number of embryos structures obtained, embryo
quality classification, and the number of blastomeres per embryo were assessed using a Chi-
squared test. Differences in ovarian weight were assessed by Student’s t-test. Differences
were considered statistically significant if P < 0.01.

Results

Experiment 1

Superovulation was successful in 59 of 66 animals (89.4%). A total of 931 structures were
collected from 66 animals, of these 914 (98.2%) were viable embryos. The mean number of
structures per animal was 16.349.5.

Experiment 2
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Superovulated animals had heavier ovaries than controls (P < 0.001) (Figure 1). This was
expected since gonadotropin increases the number of ovulatory follicles, and therefore the
number of embryos. The total number of embryos collected from each group at 48 and 72
hours combined was 48 from the control group versus 97 from the superovulated group) (P <
0.001).

A greater percentage of two cell embryos were collected from the superovulated group
than the control group (53/97 (54.6%) versus 16/48 (33.3%), respectively), (P < 0.001). This
was especially evident at 72 hours after hCG administration; most (45/87) of the embryos
from the superovulated rats had two cells at this time, whereas the majority of embryos from
control rats had 4 cells (Table 2). These differences in the percentages of the embryos with
different cell numbers were significant at both the 2 (P < 0.001) and 4 (P = 0.003) cell stage.

Significant differences in embryo quality were seen only at 72 hours after hCG
administration. At this time, a higher number of grade I and grade II structures were collected
from the superovulated group than the control group (P < 0.001 and P = 0.008 for grade I and
grade II, respectively) (Table 3). Since embryo quality is assessed based on blastomere
symmetry and cytoplasmic fragmentation, this result may be due to the predominance of two
cell embryos in the superovulated group at 72 hours after hCG administration; two cell
embryos generally have good symmetry and rare fragmentation.

Discussion

Controlled ovarian stimulation is frequently used with IVF to obtain multiple oocytes.
Processes that occur during oocyte development within the follicle establish the foundation
for embryogenesis; oocyte growth and development occur involves highly coordinated
proliferation and differentiation of theca and granulosa cells. This coordination can be
disrupted by exogenous gonadotropins, which may influence subsequent conception (Wu et
al., 2007; Younis et al., 2012). This study demonstrates that although the technique used for
superovulation was successful, initial embryonic development was significantly slower in
embryos from superovulated animals. These results may indicate that, at least in Wistar rats,
superovulation affects the developmental potential of the embryos obtained using this
procedure.

The 89.4% success rate that we obtained for our superovulation technique was similar
to that reported in other studies using the same technique (Popova et al., 2005); however,
individual variation in obtaining a stable number of structures was an obstacle in this study
(Experiment 1). These difficulties are also reported in literature (Popova et al., 2002; Kito et
al., 2010). It is important to emphasize that it is possible to collect as many as 33 structures
from only one animal; consistent collection of large numbers of structure per animal could
minimize the number of animals needed in future studies.

For this study we chose the rat as an experimental model because of their genetic
similarity to humans and the frequency with which rodents are used in biomedical research.
Their great availability, ease of handling, short gestation period, and metabolic homology to
humans make rats a common choice as an experimental animal. Recently, it has been
proposed that the rat model also be used as a tool for monitoring the quality of materials,
culture conditions, techniques, and equipment used in IVF laboratories, and as a bioassay for
evaluating the potential effects of environmental contaminants on fertilization and early
embryogenesis (Perin et al., 2007).

Experiment 2 demonstrated that gonadotropins increase the number of ovulatory
follicles, the number of oocytes and, consequently, the ovarian weight and number of
embryos collected (P < 0.001) (Edwards et al., 2004; Kon et al., 2005; Ishigame et al., 2005;
Kelley et al., 2006). The results of this study also suggest that superovulation can cause a
delay in the in vivo development of Wistar rat embryos (P = 0.001) (Table 2). Our results are
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similar to those of Ertzeid & Storeng (2001), McKiernan & Bavister (1998) and Van der
Auwera & D'Hooge (2001), who used superovulated hamsters and also observed a fewer cells
in the embryos of superovulated animals. This delay in embryonic development in the
superovulated group may be explained by a change in the timing of ovulation, with more
ovulations occurring later in superovulated animals (McKiernan & Bavister, 1998). In
addition, the increase in the number of structures in the female reproductive tract places
greater demand on the nutrients available for early embryonic development (Ghaemi et al.,
2008). Importantly, the differences in embryo development between superovulated and
control animals are more evident at 72 hours after hCG administration than at 48. Progression
of embryonic development from the two cell stage appears to be related to the time of
embryonic genome activation, which requires a suitable microenvironment to be present in
both the oviduct and the uterus (Lawitts & Biggers, 1991; Schult, 2002). Lee et al. (2012)
demonstrated that embryos that undergo early cleavage tend to be better quality embryos. Our
results demonstrate retarded development of embryos from superovulated animals, which
indicates a poor prognosis for successful use in IVF. Recently, it has been hypothesized that
increased rates of embryo aneuploidy may result from ovarian stimulation interfering with the
natural selection of good quality oocytes, or from detrimental effects of hyperstimulation on
follicle growth and oocyte maturation (Verberg et al., 2009).

Assessment of embryo quality parameters revealed that more grade I and grade II
embryos were obtained from superovulated animals than controls (Table 3). This can be
explained by the developmental stage of the embryos in the superovulated group. During cell
division the formation of fragments (so-called cellular debris) occurs (Moore & Persaud
2004). As the majority of embryos in the superovulated group were still in the two cell stage
72 hours after hCG administration (Table 3) the likelihood of fragmentation, and also of
asymmetry between the cells, was lower. This result differs from that reported by Ziebe et al.
(2004), who demonstrated that embryos from superovulated humans were similar in quality to
those of control subjects. Recently, investigators demonstrated an association between free
fatty acids and the ovarian response to gonadotropins in women undergoing IVF, with higher
fatty acids associated with poorer ovarian follicular function, poorer oocyte quality, and lower
embryo implantation rates (Younis et al, 2012). In addition, Chuang et al. (2010)
demonstrated that prolonged gonadotropin stimulation correlates with reduced clinical
pregnancy and live birth rates after ART.

In summary, our results demonstrate that superovulation can be successful in a Wistar
rat model, but that it causes slower embryonic development despite no negative impacts on
embryo quality. Our data contribute to the growing consensus in the literature that suggests a
detrimental impact of superovulation on the success of ART.
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Table 1. Embryo classification system.

GRADE PARAMETERS

I Embryo with blastomeres of equal size, no cytoplasmic
fragments and clear, homogeneous cytoplasm.

I Embryo with blastomeres of equal size and less than 30% of
the cells contain cytoplasmic fragments.

10 Embryo With blastomeres of different sizes; no cytoplasmic
fragments.

v Embryo with blastomeres of equal or unequal size, with 30%
to 50% of the cells contain cytoplasmic fragments.

v Embryo with more than 50% of the cells contain cytoplasmic

fragments.
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Table 2. Stage of development of embryos from superovulated and control rats at 48 and 72

hours after hCG treatment.

DAY 2 —48h DAY3-72h

Treatment Superovulated Control P value Superovulated ~ Control P value
2 cell 8(80.0%)®  15(83.3%)®  0.144 45 (51.7%)® 1 (5.0%)® <0.001
3 cell 0 NS 11 (12.6%)®  7(35.0%)®  0.345
4 cell 3 (16.7%)® 0.083 30 (34.5%)®  11(55.0%)®  0.003

5 cell 0 NS 1(1.2%)® 1(5.0%)® 1
Degenerated 8 (30.8%)® 0.057 0 2 0.157
Total 26@ 0.868 87® 270 0.001

Note: Between-group differences assessed by Chi-squared test. Different letters at the same stage of
development indicate a statistically significant difference between treatment groups on that specific day.
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Table 3. Embryo quality grades at 48 and 72 hours after hCG treatment.

DAY 2 -48h DAY 3-72h

Treatment Superovulated  Control P value Superovulated Control P value

Grade I 5(50.0%) @ 13 (50.0%)®  0.059 56 (64.5%)® 7 (31.8%)® <0.001

Grade 11 2 (20.0%)® 0 0.157  7(8.0%)® 0(0%)®  0.008

Grade Il 1(10.0%)® 3 (11.5%)® 0317 17 (19.5%)® 6(27.3%)® 0.021

Grade IV 0 2(7.7%)® 0157  7(8.0%)® 3 (13.6%)® 0.205

Grade V 0 0 NS 000%)®  4(182)®  0.045

Note: Between-group differences assessed by Chi-squared test. Different letters at the same
grade indicate a statistically significant difference between treatment groups on that specific
day (P<0.01).



Figure

0.045
0.040
= 0.035
w
2
L 0.030
3
— 0.025
)
.
) 0.020
o
2 0.015
()
oo
o 0.010
[
>
© 0.005
0.000
Superovulated Control
B Average weight 0.0332 0.0197

Fig. 1 Average weight of ovaries in grams from the superovulated and the control group.
Student’s #-test showed a significant between-group difference (P < 0.001).
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TECNICA DE TUNEL EM EMBRIOES DE RATAS WISTAR:
AVALIACAO DA QUALIDADE E DA CAPACIDADE DE
DESENVOLVIMENTO DOS EMBRIOES
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Resumo
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ABSTRACT

Key Worps

A técnica do TUNEL tem se mostrado cficiente como indicadora de qualidade embriondria em embries bovinos e de camundongos.
Entretanto, em raos, a téenica ndo ¢ amplamente utilizada. Objetivou-se avaliar a qualidade do desenvolvimento de embrides de
ratas Wistar ¢ 0 uso da téenica de TUNEL. Animais (n=8) foram superovulados amravés da injecio inmaperitoneal de 150 Ulzkg de
peso via intraperitoneal (IP) de PMSG (Pregnant Mare Gonadowropin) ¢ de 75 Ulzkg de hCG 48h apés. Fémeas superovuladas
foram colocadas para acasalar. 107 embrides de 4-8 células foram colerados 72 horas apés hCG e cultivados em meio KSOM com
5% albumina sérica humana (BSA), em incubadora com 5% de CO2, 95% de umidade a 37,0°C, por 48 horas. Apés o aultivo, foi
calculada a taxa de blastocisto ¢ realizada a téenica do TUNEL. A wxa de blastodisto foi de 83,17% (89/107), com 19,62% (21/107)
de blastocisto inicial, 14,01% (15/107) de blastocisto, € 49,53% (53/107) de blastocisto expandido. O nimero total de blastdmeros
foi de 28,8214,76. A taxa apoptética foi de 10.32 + 8.91% ¢ 94% (31/34) dos embrides apresentavam pelo menos uma célula
apoprotica. Em conclusio, a téenica de TUNEL se mostrou vidvel na avaliagio da qualidade embrionzria de embribes de raras Wistar.

Blastocisto. apoptose. desenvolvimento embriondrio. TUNEL.

The TUNEL technique has proven to be efficient as indicator of embryo quality in cattle and mice. Athough the technique
is not yet widely uscd in rats. Thus the aim of this study was 1o evaluare the quality of Wistar rat embryos and the use of the
TUNEL technique. Animals (n=8) were superovulated by intraperitoneal injection of 150 [U/kg PMSG (Pregnant Mare
Gonadotropin) and 75 1U/kg 48h after hCG. Superovulated females were placed with males at a ratio of 1/1. 107 4-8 cells
embryos were collected 72 hours after hCG and were cultured in KSOM medium with 5% bovine serum albumin (BSA), for
48h ,with 5% CO2, 95% humidity at 37.0°C. After cultured, the blastocyst rate was calculated and the TUNEL technique
was performed. The blastocyst rate was 83.17% (89/107), wich 19.62% (21/10") of initial blastocyst, 14.01% (15/1 1)7) of
blastocyst and 49.53% (53 / 107) of expanded blastocyst. The total number of blastomeres was 28.82 + 4.76. The apoptotic
cells rate was 10.32 * 8.91% and 94% (31/34) of embryos had at least one apoptotic cell. In conclusion, the TUNEL
technique showing that it can be used to evaluation embryo quality, in Wistar rats embryos.

Blastocyst. apoptotic. embryo development. TUNEL.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento da biologia molecular tem propiciado uma
methor compreensio dos mecanismos biolégicos celulares. A apoprose,
forma programada de morte celular, é um processo de regulagio
de populacoes e linhagens celulares nos sistemas de mamiferos. £
caracterizada por fragmentagio citoplasmdtica ¢ nuclear, condensagio
de cromatina e fagocitose (VANDAELE et al., 2007).

Uma técnica que tem se mostrado eficiente na marcagio de
células apoptéticas embriondrias ¢ o TUNEL. Esta consiste na
utilizagdo da enzima terminal deoxinucleotidil transferase (TdT)

— mediated d-UTP nick end-labelling, que promove 2 ligagio da
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fluoresceina na 3’OH do DNA degradado (BYRNE et al., 1999).
Artravés da relagio de ndmero de blastémeros intactos com o
nimero de blastdmeros danificados ¢ o {ndice apoptético, ¢ possivel
avaliar a qualidade do desenvolvimento embriondrio (KELKAR;
DHARMA; NANDEDKAR, 2003).

Uldimamente, tem-s¢ relacionado a apoprose celular as
condigdes desfavordveis a que o embrido ¢ submertido durante o
processo de cultivo in vitro. Acredita-se que este processo de morte
celular tem a funcio de eliminar embrides anormais durante o
primeiro ciclo celular em camundongos e no segundo ciclo celular
em bovinos e humanos. Portanto, 2 apoptose tem sido utilizada
como indicadora de qualidade embrioniria (MAKAREVICH;
MARKKULA, 2002; VANDAELE et al., 2007).

Desta forma o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
qualidade do desenvolvimento de embrides de ratas Wistar, avaliando
a taxa de blastocisto ¢ utilizando a téenica do TUNEL para detecgio

de células apoprtéticas nos embrides.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS

Foram utilizadas oito ratas Wistar (n=8) com peso médio de 170,0
g e aproximadamente 12 semanas de vida, provenientes do biotério
do Centro de Biologia da Reprodugao (CBR), Juiz de Fora, MG. Os
animais foram mantidos em gaiolas dispostas em estantes climatizadas,
com temperatura de 21°C, submetidas ao ciclo claro/escuro de 12

horas e tiveram livre acesso 2 4gua e ragdo.
2.2 SUPEROVULACAO, COLETA EMBRIONARIA

Os animais foram superovulados através da injegio intraperitoneal
de 150 Ul/kg de peso de PMSG (Pregnant Mare Gonadotropin) ¢
ap6s 48h, a indugio da ovulagio foi realizada com 75 Ultkg de hCG
(Human Chorionic Gonadotropin) (KAGABU; UMEZU, 2006).
Imediatamente apds a superovulagio, as fémeas foram separadas
em gaiolas ¢ colocadas com machos de fertilidade comprovada, na
proporgio de um macho para uma fémea. Na manhi do dia seguinte,
foi realizado o esfregaco vaginal com a finalidade de verificar a
copula. Para a coleta dos embrides, 72hs apés hCG, as fémeas foram
cutanasiadas utilizando-se sobredose de anestésico (KON et al,,
2005). Os embrides recuperados, através da lavagem dos ovidutos ¢
cornos uterinos, foram cultivados em meio KSOM suplementado com
5% de albumina sérica bovina {(BSA) em estufa incubadora com 5%
de CO2, 95% de umidade a 37,0°C, por 48 horas (KON et al., 2005;
KAGABU; UMEZU, 2006).

2.3 AVALIACAO DA QUALIDADE EMBRIONARIA

A raxa de produgio de blastocisto foi avaliada quarenta ¢ oito horas
apés o inicio do cultivo embrionério, segundo os parametros descritos
no Manual da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrioes
(STRINGFELLOW; CROWE, 1998).

A verificagio do indice apoptético foi realizada segundo KADER
et al..(2008). Blastocistos de ratas Wistar foram lavados em PBS
acrescido de 0,1% de BSA ¢ fixados em fomaldeido 2 4% a 4°C,
por 25 minuros. Apés o processo de fixacio, os embrides foram
permeabilizados em solugdo de Triton X-100 {0,2%) por 5 minutos,
lavados € equilibrados em tampao de equilibrio por 5 a 10 minutos.
Em seguida, foram incubados em tampéo de incubagao (rampio de
equilibrio, mix de nucleotideo ¢ enzima rTdT) por 1h a 37°C em
atmosfera umidificada. Para controle da reagio foi confeccionado
um controle negativo, no qual o tampao de incubagio a enzima
fTdT foi substituido por dgua para ndo ocorrer a reagio. Apés o
periodo de incubagio, os cmbribes foram transferidos para lamina
siliconizada, corados com VECTASHIELD e DAPI, recobertos com
laminula e observados em microscopio de fluorescéncia. O namero
total de células foi obtido a partir da observagio das células coradas
pelo DAPI e visualizados em azul no filtro 460nm. Células em
apoptose foram identificadas pela fluoresceina, corando-se de cor
verde, observadas através do filtro 520220nm. O indice apoptético
foi calculado a partir da relagio do nimero rotal de células e o
nimero de células apopréticas, através do programa IMAGE]. Jd
a taxa de produgio de blastocisto foi expressa em porcentagem. As
varidveis descontinuas foram normalizadas através da transformacio
logaritmica {(ndimero de blastbmeros apoptéticos) e de arcoseno (taxa
de apoprosc) ¢ foram submeridas 2 ANOVA a 5% de significancias,
com auxilio do software SAEG.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Erica ¢
Experimentacio Animal (CEEA) da UFJE recebendo o nimero do
protocolo 002/2009.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliado o potendial de desenvolvimento
¢ qualidade embriondria, através da taxa de produgio de blastocisto
¢ niimero de células apopréricas, utilizando-se embriGes de ratas
Wistar. Foram coletados 107 embrides, no estadio de 4-8 células, em
oito ratas Wistar superovuladas. O Quadro 1 mostra o mimero de
embrides, por estidio de desenvolvimento, apés 48 horas de cultivo.
A raxa de blastocisto foi semelhante 2 encontrada por KADER et al.
(2008), demonstrando quc o cultivo foi cficiente no que diz respeito

20 desenvolvimento embriondrio.
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Para andlise de células apoptéticas, através da técnica de
TUNEL, 34 embries foram fixados (Figura 1A). A fragmentagio
no blastocisto foi identificada conforme se verifica na Figura 1B,
observa-se o controle onde a enzima foi omitida na Figura 1C. O
indice apoptético por blastocisto encontra-se no Quadro 2.

E verdade que a qualidade de embrises cultivados in vitro ainda
apresenta caracteristicas morfolégica ¢ fisiolégica inferiores aos
produzidos in vivo. As alteragdes ultra-estruturais observadas com
mais frequéncia sdo: redistribuicdo de organclas na regido cortical ¢
agregagio citoplasmética, vacuolizagio e rompimento da membrana
¢/ou marriz mitocondrial, culminando num processo de apoprose €
morte celular (L1 ec al,, 2000). A condigio desfavordvel encontrada
no cultivo in vitro foi demonstrada, neste estudo, pela presenca de
pelo menos uma célula apoprética em 94% (31/34) dos embrides.
O resultado estd de acordo com resultados encontrados na literatura,
onde foi demonstrada uma taxa de 87% de apoptose para embrides de
bovinos (LEE et al.,2009). O nimero de células apoptéticas também
foi semelhante a0 encontrado no estudo de KADER, et al. (2008), que
utilizou blastocistos de camundongos.

E imporante ressaltar  que, independente do  modelo
experimental utiizado, nem sempre a morte celular ocorre em fungio
de cfeitos extracelulares, mas também pode estar relacionada a efeitos
fisiolégicos intracelulares como: estimulos, sinalizagio entre celulas ¢
regulagio (LI et al., 2009).

Os resultados encontrados indicam a possibilidade de se realizar
a avaliagio da qualidade embriondria de embrides de ratas através
da produgio de blastocisto ¢ nimero de células apoptéricas. Este
fato tem grande importincia jd que, através da andlise comparativa
preliminar do genoma humano, foi demonstrado que roedores
parecem o modelo experimental mais eficiente para estudos de
regulagio ¢ controle de desenvolvimento embriondrio em nivel
molecular, tornando-se o modelo experimental para estudos pré-
clinicos em humanos (BAUMANN et al., 2007).

144

Quadro 1: Nimero total de estruturas coletadas (N) ¢ embrides
em  diferentes estddios de desenvolvimento: mérulas (MOR),
blastocisto inicial (Bi), blastocisto (BL), blastocisto cxpandido (Bx) e
estruturas degeneradas (DEG) apés cultivo por 48 horas, de embrides
de ratas Wistar superovuladas

Repeticio | N°embrides | Cinética de Taxa de
coletados desenvolvimento | Blastocisto
(n) (%)
Bi BL | BX
1 78 21 15 27 80,76 (63/78)
2 29 0 0 26 | 89,65 (26/29)

Quadro 2: Namero total de blastémeros, ndmero de blastomeros
apoptéticos e taxa de apoptose em embrides de ratos avaliados através
da técnica de TUNEL.

Repetigio | N° Ne N° Taxa de
blastocistos | total de blastomeros | apoptose
fixados Blastomeros | Apoptéticos | (95)
1 21 29,5:3,75a |2,2521,36a | 8,0345,74a
2 13 28,015,852 | 3,1+1,97a 12,8111,61a
Médias seguidas dc letras iguais ndo diferiram significativamente

entre si (P<0,05).

4 REFERENCIAS

BAUMANN, C. G.; MORRIS, D. G.; SREENAN, J.M; et al. The
Quiet Embryo Hypothesis: Molecular Characteristics Favoring Via-
bility. Molecular Reproduction and Development, New York, v.
74, n. 10, p. 1345-1353, 2007.

BYRNE, A. T.; SOUTHGATE, ].; BRISON, D.R,; LEESE, H. |.
Analysis of apoptosis in the preimplantation bovine embryo using
TUNEL. Journal Reproduction and Fertility, Manchester, v. 117,
n. 1, p. 97-105, 1999.

Figura 1: Blastocisto corado A- Coloragio dos blastémeros corados pelo DAPI e visualizados no filtro 460nm. B- Células em
apoptose identificadas pela fluoresceina acravés do filero 520:20nm. C- Embrido em que a enzima do TUNEL foi omitida, nao

observando sinal fluorescente.
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RESULTS: There was no difference in percent fertilization (82% CM,
%49 OHM), cleavage (82% CM, 85% OHM) or total blastocysts developed
of total oocytes undergoing ICSI (53% CM, 54% OHM). However, culture
for the first 24 hours in OHM increased the percentage of good quality blas-
tocysts from total oocytes undergoing ICSI (40% CM, 46% OHM, P=0.08)
and the percentage of good quality blastocysts of total blastocysts produced
(77% CM, 85% OHM, P=0.08). We observed no difference in implantation
rate (CM 14/22, 67%; OHM 6/7, 71%; mixed 14/16, 88%), or ongoing preg-
nancy rate (CM 8/12, 67%; OHM 4/4, 100%; mixed 7/8, 88%), although
more transfers are required to definitively answer this question.

CONCLUSION: This study has demonstrated that use of 2 medium formu-
lated specifically to meet the needs of the oocyte during retrieval, ICSI and
initial culture can increase the guality of blastocysts produced and the num-
ber of transferrable blastocysts in an IVF cohort.

P-189 Tuesday, October 23, 2012

OPTIMIZING THE TEMPERATURE FOR EMBRYO CULTURE IN
IVF: A RANDOMIZED CONTROLLED TRIAL (RCT) COMPARING
STANDARD CULTURE TEMPERATURE OF 37C TO THE RE-
DUCED MORE PHYSIOLOGIC TEMPERATURE OF
36C. K. H. Hong™® E.J. Forman® H.Lee K. M. Ferry," N. Treff,?
R. Scott.* *Reproductive Endocrinology, Reproductive Medicine Associates
of New Jersey, Morristown, NI; ®Obstetrics, Gynecology & Reproductive
Sciences, UMDNI-Robert Wood Johnson Medical School, New Brunswick,
NJ; “Genetics, Rutgers-The State University of New Jersey, Piscataway, NJ.

OBRJECTIVE: In most modern IVF laboratories, human oocytes and em-
bryos are cultured at 37C - human core temperature. While intuitive, the ideal
temperature for in vitro embryo culture has not been determined. In fact,
studies in animal models and humans suggest that ovarian follicles and fal-
lopian tubes are typically at least 1C cooler than core. According to Leese’s
“Quiet Embryo Hypothesis”, preimplantation embryos may develop opti-
mally at a less stressful reduced metabolic rate resulting from cooler in
vivo temperatures. This study seeks to determine whether in vitro culture
at 36C results in improved blastulation and ultimately implantation.

DESIGN: Paired RCT.

MATERIALS AND METHODS: Patients were<age 42 with normal ovar-
ian reserve. After retrieval, mature metaphase II oocytes (Mlls) were ran-
domized to culture at either 37C or 36C. All embryos were cultured to the
blastocyst stage. Blasts underwent trophectoderm biopsy for aneuploidy
screening and DNA fingerprinting. Developmental outcomes were com-
pared. The study was powered to detect a 15% increase in blastulation rate
(n=50 cycles). After the first 10 cycles, an interim analysis was done to as-
sure safety.

RESULTS: 169 MIIs have been studied (37C n=86, 36C n=83). Fertiliza-
tion (80% vs 86%), cleavage (96% vs 94%), and blastulation (46% vs 40%)
rates were equivalent. The proportion of oocytes becoming high-quality eu-
ploid blasts was also equivalent (28% vs 27%). The only observed difference
was a reduction in day 3 cell number the 36C group consistent with the de-
sired reduced metabolic rate (6.942.1 vs. 7.941.8 cells, P<0.01).

CONCLUSION: This RCT represents the first prospective evaluation of
the optimal in vitro culture temperature for human embryos. Interim analysis
finds no evidence of harm in lowering the culture temperature, so the RCT is
proceeding to fully determine the impact of culture at a more physiologic
level. The study is nearing completion with all data including DNA finger-
printing on the conceptuses to assess implantation rates soon to be available.

P-190 Tuesday, October 23, 2012

GENE EXPRESSION AS BIOMARKERS OF QUALITY TO COM-
PARE CULTURE OF SYSTEM: SINGLE MEDIUM AND SEQUEN-
TIAL MEDIA SYSTEM. J. Polisseni,™™® FE Polisseni,” M. M. Pereira,”
M. O. Guerra,® L. S. A. Camargo,” V. M. Peters.” *Center of Biolo%y Repro-
duction, Federal University of Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG, Brazil; "Assisted
Reproduction, Clinica Pré-Criar/Monte Sinai, Juiz de Fora, MG, Brazil;
“Animal Reproduction, Embrapa Dary Catlie, Juiz de Fora, MG, Brazil.

OBJECTIVE: Evaluate embryo development and gene expression
(HSP70.1, PRDX, GLUT-1 and GLUT-5) of blastocysts that cultured in
two different systems: single medium, and a sequential media system, utiliz-
ing bovine embryo as a model. We compared the results obtained with me-
dium utilized in bovine embryo: CR2aa and SOF.
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DESIGN: Prospective randomized study.

MATERIALS AND METHODS: 1040 cumulus oocyte-complexes were
obtained from slaughterhouse ovaries, matured, and fertilized in vitro at
38.8°C with 95% humidified air and 5% CO2. After, the presumptive zygotes
were semi-denuned and were distributed randomly across the groups for cul-
tured: CR2aa (n=276), SOF (n=264), segiiencial media system: ECM/Mult-
blast - Irvine® (n=163) and single medium Global — Life Global® (n=284}.
Cleavage and blastocyst rate were evaluated. Real-time PCR was used for gene
expression analysis on the blastocysts. Statistical differences between treat-
ment groups were analyzed using the Chi square test. The quantification of
gene expression was analyzed with REST® as Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation TEST®. P values<0.05 were considered significant.

RESULTS: The evaluation of embryo development was not able to distin-
guish any difference of development amongst culture media from cleavage
rate (72.1%, 76,1%, 74.0%, 76.4, respectively) thorugh blastocyst rate
(30.4%, 27.0%, 35.0% and 38.0%, respectively) in CR2aa, SOF, ECM/Multi-
blast and Global, (P>0.05). Although, Global medium produced higher
(P<0.01) expression of GLUT-1 and GLUT-5 compared with the ECM/mul-
tiblast-But neither sequencial and single medium were affect for expression
of stress-responsive gene transcripts: HSP70.1 and PRDX.

CONCLUSION: Based on the embryo development the single media and
sequential system was similar, but an expression of gene predicts that single
media had a better performance because GLUTSs was higher and energy me-
tabolism plays an important role during preimplantation embryo develop-
ment and could be used as biomarkers for the study embryo viability.

Supported by: FAPEMIG.

P-191 Tuesday, October 23, 2012

BLASTOCYST DEVELOPMENT IN VITRO IS INFLUENCED BY
COLONY STIMULATING FACTOR 3 (CSF3). G. A. Thouas,
M. Truong, N.J. Hannan, D. K. Gardner. Department of Zoology, Faculty
of Science, The University of Melbourne, Melboumne, VIC, Australia.

OBJECTIVE: To determine the growth and differentiation effects of col-
ony stimulating factor 3 (CSF3) on preimplantation embryo development, by
testing it as a culture media supplement.

DESIGN: Recombinant CSF3 was added to embryo culture media de-
signed for clinical IVE. Blastocyst development was then assessed using dif-
ferent mouse strains.

MATERIALS AND METHODS: Pronucleate oocytes were flushed from
oviducts of female hybrid (B6CBAF1) mice, after ovarian stimulation and
mating. Following denudation and rinsing, oocytes were cultured in precom-
paction medium (G1plus™) under standard conditions (37°C, 6% CO2. 5%
02). After 48 hrs (Day 3) compacting embryos were then transferred to post-
compaction medium (G2plus™) with 0.1-1000 ng/mL CSF3, cultured either
singly (21 drops) or in groups (10/20l) to the blastocyst stage. At 96 hrs
(Day 5) morphology and cell allocation to the inner cell mass (ICM) and tro-
phectoderm were quantitated. The same experiment was repeated for Swiss
outbred mice (1-100 ng/ml, Day 4 cultures) with the addition of time-lapse
imaging. Analysis of variance and linear regression were applied to mean
values.

RESULTS: For FI mice, single embryo cultures with CSF3 resulied in
blastocysts with increased hatching and increased cell numbers proportional
to dosage, significant at 100ng/ml, a trend seen only in albumin-free media.
Grouped embryos (at 100 ng/ml CSF3 & albumin) also formed blastocysts
with higher cell numbers than negative controls (113 vs 102, P<0.001)
and with higher ICM numbers (30 vs 22, P<0.05). For Swiss mice, no sig-
nificant changes were seen in Day 4 blastocyst formation or cell number, al-
though a significant increase in cavitation after 65 hours was seen (single
embryo culture with CSF3 Day 3-4) compared to negative controls.

CONCLUSION: CSF3 appears to stimulate cell proliferation, differentia-
tion and morpho-kinetics of blastocysts across two mouse strains. These ef-
fects may augment existing autocrine/paracrine regulatory processes.

Supported by: Vitrolife AB and The University of Melbourne.

P-192 Tuesday, October 23, 2012

YUSE OF TIMELAPSE AND KINETIC MARKERS TO COMPARE
TWO DIFFERENT ONE-STEP IVF CULTURE. T. Trinh, N. Desai,
J. Goldberg. Obstetrics and Gynecology/Women's Health Institute, Cleve-
land Clinic, Beachwood, OH.

OBJECTIVE: The timings of specific cellular events may be useful kinetic
markers to discern differences in embryo growth patterns. This study uses
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pacientes que se mantiveram eumenorreéicas no témpg
apresentavam niveis de HAM e CFA significativamen-
te maiores no tzero.CONCLUSOES:Todos marcadores
mudaram significativamente com a acdo gonadotéxi-
ca. Entretanto, a CFA foi o unico marcador que ndo
demonstrou mudanga apos as pacientes expostas a
quimioterapia voltarem a ciclar. Assim, o HAM pode
ser utilizado como marcador de reserva ovariana
porque demonstra claramente queda em seus niveis,
de forma mais fiel que o FSH, mesmo com ciclos
menstruais regulares, porém, parece que a CFA pode
ser mais fiel 8 RO por ndo sofrer modificagdes mesmo
quando os ciclos menstruais voltam a ser regulares.
CFA e HAM podem ser utilizados como preditores de
gonadotoxicidade. PALAVRAS-CHAVES: horménio
antimilleriano, gonadotoxicidade, reserva ovariana,
contagem de foliculos antrais.

P95 - Efetividade da proteina da
clara de ovo em mulheres com
risco elevado para sindrome da
hiperestimulacdo ovariana grave

Michelon J, Badalotti M, Badalotti F, Petracco A.
Fertilitat - Centro de Medicina Reprodutiva

OBJETIVO: Avaliar a eficacia do uso de claras de ovos
de galinha na prevengdo da forma grave da Sindro-
me da Hiperestimulagdo Ovariana (SHEQO) em pacien-
tes com risco elevado para @ sindrome. MATERIAIS E
METODOS: Quarenta e duas mulheres com alto risco
para SHEO foram submetidas a FIV com protocolo longo.
Vinte e duas delas (G1) usaram medidas preventivas
com albumina humana 20g no dia da transferéncia e/
ou menor dose de hCG e/ou Bromocriptina e ndo trans-
feriram os embrides, os quais foram criopreservados e
transferidos em ciclos futuros. As outras 20 mulheres
(G2) usaram seis claras de ovos ao dia, divididas em
trés tomadas, a partir do quinto dia de estimulacdo até
o dia do teste de gravidez, sem nenhuma outra medida
adicional, e todas transferiram seus embrides. Os dados
foram analisados estatisticamente pelos testes Qui-
~Quadrado e Exacto de Fisher. RESULTADOS: O nime-
ro médio de foliculos no G1 foi 46,9 e no G2 de 47,7.
A taxa de fertilizagdo foi semelhante entre os grupos
(71% e B0%, respectivamente). A taxa de gravidez
clinica, quando comparado embrides criopreservados do
G1 e embrides frescos de G2, foi semelhante (45,5%
e 40%, respectivamente). O didmetro ovarianc médio,
uma semana depois da aspiragao folicular, foi semethan-
te entre os grupos (8,2cm no G1 e 6,9cm no G2). A
necessidade de visitas médicas para acompanhamento
da SHEO, depois da puncgao folicular, foi significativa-
mente menor (p<0,001) no G2 (média de 3,4 visitas
no G1 e 1,3 no G2). O desenvolvimento de SHEO grave
{18% dos casos) foi exclusivo no G1 {p=0,004). Todas
as mulheres do G2, mesmo aquelas que engravidaram,
tiveram auséncia ou, no méximo, SHEQO leve. SHEQ
moderada ocorreu em 18% das mulheres do G1. Nenhu-
ma reacdo adversa ao uso das claras de ovos foi obser-
vada. CONCLUSOES: O uso profilitico de claras de ovos
durante a FIV mostra-se eficaz e sequro na prevencdo
da SHEO grave em pacientes com alto risco para desen-
volver a sindrome, mesmo na ocorréncia de gravidez.
Secundariamente, esta medida evita a transmissdo de
prions ou infecgbes virais como hepatites e HIV, relata-
dos com o uso da Albumina Humana.
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P26 - Eficiéncia da vitrificagdo de
embrides em haste utilizando papel
filtro para remogd&o do excesso da
solugdo crioprotetora

Salvador Ra; Frajblat M?, Amarsl VL U}

SUNIVALI- Universidade do Vale do Itajai - Itajai/SC; 2UFRJ-
Universidade Federal do Rio de Janeiro - Rio de Janeiro/R3

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da
vitificagdo de embrides murinos em haste utilizando
papel filtro como método para a remogdo do exces-
sc da solugdo crioprotetora. Embribes de camundon-
go no estagio de 2 células foram expostos & solugdo
crioprotetora VI-1 (Ingdmed®) por 12 minutos, sendo
entdo transferidos para @ solugdo VI-II {Ingdmed®)
e envasados em hastes de vitrificagdo (Vitri Ing3,
Ingéamed®). O excesso da solugdo crioprotetora foi
removido por dois métodos: 1) com o auxilio de pipe-
ta Pasteur de vidro estirada (grupo controle) e 2) com
pequenas tiras de papel filtro estéril (grupo teste) .
As hastes foram entdo submersas em nitrogénio liqui-
do. O tempo decorrido entre a exposigdo @ solugdo
VI-II e a imers3o no nitrogénio liquido ndo excedeu
60 segundos. O aguecimento dos embrides foi reali-
zado merguthando as hastes diretamente em solugéo
DV-1 (Ingdmed®) onde permaneceram por 1 minu-
to antes de serem transferidos para a solugcdo DV-II
{Ingdmed®). Apds 3 minutos foram lavados 2 vezes
na solugdo DV-11I{ Ingdmed®), por 5 minutos cada.
Os embrides foram cultivados em placas de poliestire-
no (15x35mm, Ingadmed®}), em gotas de 30uL de meio
(Global - Lifeglobal®, suplementado com SSS -Irvine
Scientific®), cobertas com 6leo mineral e previamen-
te gaseificadas. O cultivo foi realizado em incubadora
Thermo modeio 3110, com temperatura de 37°C e 5%
de CO2. O desenvolvimento embriondric foi avaliado
até o estdgio de blastocisto expandido e os resultados
analisados pelo teste x2 {(chi-quadrado). N3o foram
observadas diferengas nas taxas de blastocisto expan-
dido entre os grupos teste {93%) e controle {(89%). Os
resultados deste estudo sugerem que a utilizagdo de
tiras de papel! filtro pode ser empregada na remogao
do excesso da solugdo crioprotetora sem alteragbes
dos resultados da técnica de vitrificagdo em haste.

P97 - Utilizacdo de genes biomarcadores
para avaliagio da qualidade de
embrides cultivados em sistema de
cultivo seguencial e Gnico

Polisseni, J'23; Polisseni, F?; Munck, Mp?, Guems, Mo?,;
Camargo, Lsa?; Peters, Vmt

‘Centro de Biologia da Reprodugdo ~ Ufif; Embrapa Gado de
Leite; *Clinica Pro-Criar/Monte Sinai

OBJETIVO: Comparar os sistemas de cultivo Unico e
sequencial através da avaliagdo do desenvolvimento
embriondrio e expressdo dos genes facilitadores
do transporte de glicose 1 & 5 (Glut-1 e Glut-
S} e relacionados ao estresse celular {Hspa 70.1
e Prdx), utilizando embrido bovino como modeio
experimental. METODOLOGIA: Complexos cumulus-
obcitos (n=1040) foram obtidos de ovarios de
matadouro, maturados e fertilizados in vitro. Os
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zigotos obtidos foram semi-desnudados e distribuidos,
aleatoriamente, entre os grupos de cultivo CR2aa (n =
276), SOF (n = 264) (meios conhecidos no cultivo de
embrides bovinos), sistema de cultivo seqiiencial: ECM
/ Multiblast - Irvine® (n = 163) e sistema de cultivo
Gnico: Global - Life Global® (n = 284). As taxas de
clivagem e blastocisto foram avaliadas. Utilizou-se
PCR em tempo real para andlise da expressdo dos
genes nos blastocistos. As diferengas estatisticas
entre 0s grupos de tratamento foram analisados pelo
teste qui-quadrado. A quantificacdo da expressdo dos
genes foi avaliada pelo software Relative Expression
Software Tool (REST®) através do Pair Wise Fixed
Reallocation Randomisation TEST®. Valores p<0,05
foram considerados significativos. RESULTADOS:
N&o ocorreu diferenga (P>0,05) na taxa de clivagem
entre os grupos (72,1%, 76,1%, 74,0%, 76,4%,
respectivamente para CR2aa, SOF, meio seguencial
ECM/Multiblast®, e meio Unico Global®). Também
ndo houve diferenca (P>0,05) na produgdo de
blastocisto entre os grupos (30,4%, 27,0%, 35,0% e
38,0%), no oitavo dia de cultivo. Entretanto houve
diferenca na expressdo dos genes importantes no
desenvolvimento embriondrio. Os sistemas de cultivo
unico e sequencial, guando comparados entre si, ndc
foram influenciados pela expressdo de transcritos
de genes em resposta ac estresse: Hsp70.1 e Prdx.
Jd o Glut-1 e o Glut-5 apresentaram uma maior
expressao de transcritos {(P<0,05) no sistema Unico
de cultivo, sugerindo @ melhor qualidade dos embrides
neste sistema, quando comparado com o sistema
de cultivo sequencial. CONCLUSAQ: Em relacdo ao
desenvolvimento embriondrio, os sistemas de cultivo
foram semelhantes. De acordo com a expressdo
genica, o sistema de cuitivo U(nico apresentou-se
superior, pois os gluts s8o moléculas reguladoras
do desenvolvimento embriondrio. Eles poderiam
ser utilizados como biomarcadores para o estudar a
viabilidade do embrido.

P98 - Aspéctos bioéticos sobre o
destino dos embrides criopreservados
nas clinicas de reprodugao

Girlene Celestina de Jesus, Lucialda Dias Lopes Chaves,
Marcelle Reis Miranda, Paulo Franco Taitson

Instituto de Cigncias Biologicas e da Saude - PUC Minas.

OBJETIVO: Perceber aspectos bioéticos em relagdo
ao destino de embrides criopreservados na literatu-
ra internacional. MATERIAL E METODOS: Pesquisa
exploratéria tendo como fonte de consulta, pesquisa
na base de dados do MEDLINE. Os descritores sele-
cionados foram: Unused embryos and bioethics, bice-
thics and assisted reproduction. Periodo da pesquisa:
Publicagbes de 2000 & 2010. RESULTADOS: A partir
desta busca, foram encontrados 115 artigos. Os dados
mostraram que em 93,91% dos estudos existe uma
preocupacdo real por parte dos pesquisadores quanto
ao destino dos embrides congelados. No entanto, é
discutivel o que fazer com estes embrides. Nos estudos
envolvidos, a preocupagdo ética esteve presente tanto
para medicos, bidlogos & enfermeiros. CONCLUSAO:
E notéria a preocupacdo dos pesquisadores sobre o
destino dos embrides congelados em clinicas de repro-
ducdo humana. Atualmente sabe-se que o Brasil é um
dos paises com o maior nimero de embrides nestas
condigbes. Com a Lei n® 8.974, a Lei de Biosseguranga

e & Resolugdo n® 1358 da ANVISA, mostra-se premen-
te uma mudanga de postura no Brasil quanto a neces-
sidade e a responsabilidade de se congelar embrides.

Pe2 - Inicio tardio da gravidez.
Tendéncia atual das mulheres?

Danielle Miranda Barbosa, Samara Lima de Oliveira, Cristiane
Neiva Carvatho Dilly, Ana Paula Lopes Dumont Amormino,
Paulo Franco Taitson

Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude - PUC Minas

OBJETIVOS: Discutir o aumento da média de
idade das mulheres que procuram tratamento de
infertilidade. =~ MATERIAL E METODOS: Trata-se
de uma pesquisa na base de dados do MEDLINE, no
periodo de 2002 2 2010 com os seguintes descritores:
assisted reproduction, age and assisted reproduction.
RESULTADOS: Foram encontrados 36 artigos que
definiram o horizonte de estudo. A idade da mulher
e as possiveis alteracdes fetais decorrentes deste
quesito foram evidentes em 97% dos estudos.
CONCLUSAO: Mesmo reconhecendo a possibilidades
de alteragBes morfoldgicas fetais e gravidez de risco
apos os 40 anos, torna-se preocupante observar que
cada vez mais as mulheres tem retardado a gravidez.
Independéncia financeira, realizagdo profissional e
casamento tardio sdo os principais indicadores.

P100 - A bioética e o diagndstico
genético pré-implantacional (PGD)

Grezielle A, Silva Rodrigues, Isabela Pereira Silva, Joyce de
Carvalho Xavier, Nivea Evangelista Rocha, Paulo Franco Taitson

Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satide - PUC Minas

OBJETIVOS: Na atualidade, os casais vivem 0 seguin-
te paradigma: prosseguir com o tratamento da infer-
titidade conjugal mesmo apds descobrir através do
Diagnostico Genético pré-implantacional que embri-
des provenientes da reprodugdo assistida tem aigu-
ma anomalia genética ou optar por ndo levar adiante
o tratamento. MATERIAL E METODOS: Trata-se de
uma busca na base de dados do MEDLINE, no periodo
de 2004 a 2011com os seguintes descritores: assisted
reproduction, preimplantation genetic diagnosis and
bioethics. RESULTADOS: Foram selecionados 64 arti-
gos para o estudo. Em 92,18% dos estudos observou-
-se a dificuldade dos casais em definir se levam adian-
te o tratamento da infertilidade. Quanto mais velho
era o casal e maior o tempo de infertilidade, a divida
mostrou-se mais evidente (95%). CONCLUSAO: Exis-
te ainda uma dificuldade substancial dos casais em
reconhecer o Diagndstico Genético Pré-Implantacional
como uma técnica eticamente aceitdvel.

P101i - Atuacdo do enfermeiro
na prevencdo da sindrome de
hiperestimulagdo ovariana

Thiago dos Santos Pimenta, Darlene B, Lamim, Natélia
Costa Laurindo, Ana Paula Sousa, Paulo Franco Taitson

Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satde - PUC Minas.
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