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ABSTRACT

Kty WoRDs

A téenica do TUNEL tem se mostrado eficiente como indicadora de qualidade embriondria em embrioes bovinos e de camundongos.
Entretanto, em ratos, a técnica ndo é amplamente utilizada. Objetivou-se avaliar a qualidade do desenvolvimento de embrices de
ratas Wistar e o uso da técnica de TUNEL. Animais (n=8) foram superovulados através da injecio intraperitoneal de 150 Ul/kg de
peso via intraperitoneal (IP) de PMSG (Pregnant Mare Gonadotropin) e de 75 Ul/kg de hCG  48h apés. Fémeas superovuladas
foram colocadas para acasalar. 107 embrioes de 4-8 células foram coletados 72 horas apds 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 cultivo, foi
calculada a taxa de blastocisto e realizada a técnica 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, e 49,53% (53/107) de blastocisto expandido. O nimero total de blastdmeros
foi de 28,82+4,76. A taxa apoptdtica foi de 10.32 + 8.91% e 94% (31/34) dos embries apresentavam pelo menos uma célula
apoptotica. Em conclusio, a técnica de TUNEL se mostrou vidvel na avaliagio da qualidade embriondria de embrides de ratas 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 used in rats. Thus the aim of this study was to evaluate the quality of Wistar rat embryos and the use of the
TUNEL technique. Animals (n=8) were superovulated by intraperitoneal injection of 150 IU/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), with 19.62% (21/107) of initial blastocyst, 14.01% (15/107) 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 apoprotic 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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O desenvolvimento da biologia molecular tem propiciado uma
melhor compreensio dos mecanismos biolégicos celulares. A apoptose,
forma programada de morte celular, é um processo de regulagio
de populagoes e linhagens celulares nos sistemas de mamiferos. E
caracterizada por fragmentagio citoplasmdtica e nuclear, condensagio
de cromatina e fagocitose (VANDAELE et al., 2007).

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

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

Ultimamente, tem-se relacionado a apoptose celular as
condicoes desfavordveis a que o embrido é submetido durante o
processo de cultivo in vitro. Acredita-se que este processo de morte
celular tem a fun¢ao de eliminar embrides anormais durante o
primeiro ciclo celular em camundongos e no segundo ciclo celular
em bovinos e humanos. Portanto, a apoptose tem sido utilizada
como indicadora de qualidade embriondria (MAKAREVICH;
MARKKULA, 2002; VANDAELE et al., 2007).

Desta forma o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
qualidade do desenvolvimento de embrites de ratas Wistar, avaliando
a taxa de blastocisto e utilizando a técnica do TUNEL para deteccio

de células apoptdticas 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 Reprodugio (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 a dgua e ragio.
2.2 SUPEROVULACAO, COLETA EMBRIONARIA

Os animais foram superovulados através da injegao intraperitoneal
de 150 Ul/kg de peso de PMSG (Pregnant Mare Gonadotropin) e
ap6s 48h, a inducao da ovulagio foi realizada com 75 Ul/kg de hCG
(Human Chorionic Gonadotropin) (KAGABU; UMEZU, 2006).
Imediatamente apds a superovulacio, as fémeas foram separadas
em gaiolas e colocadas com machos de fertilidade comprovada, na
propor¢io de um macho para uma fémea. Na manha do dia seguinte,
foi realizado o esfregaco vaginal com a finalidade de verificar a
cépula. Para a coleta dos embrides, 72hs apés hCG, as fémeas foram
(KON et al.,

2005). Os embrides recuperados, através da lavagem dos ovidutos e

eutanasiadas utilizando-se sobredose de anestésico
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).
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2.3 AVALIACAO DA QUALIDADE EMBRIONARIA

A taxa de producio de blastocisto foi avaliada quarenta e oito horas
ap6s o inicio do cultivo embriondrio, segundo os pardmetros descritos
no Manual da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrices
(STRINGFELLOW; CROWE, 1998).

A verificagao do indice apoptético foi realizada segundo KADER
et al.,(2008). Blastocistos de ratas Wistar foram lavados em PBS
acrescido de 0,1% de BSA e fixados em fomaldeido a 4% a 4°C,
por 25 minutos. Apés o processo de fixacdo, os embrides foram
permeabilizados em solugio 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 tampio de incubagio (tampio de
equilibrio, mix de nucleotideo e enzima rTdT) por 1h a 37°C em
atmosfera umidificada. Para controle da reacio foi confeccionado
um controle negativo, no qual o tampio de incubagio a enzima
rTdT foi substituido por dgua para nio ocorrer a reagio. Apds o
periodo de incubacio, os embribes foram transferidos para lamina
siliconizada, corados com VECTASHIELD e DAPI, recobertos com
laminula e observados em microscépio de fluorescéncia. O nimero
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 520+20nm. O indice apoptético
foi calculado a partir da relagio do nimero total de células e o
numero de células apoptdticas, através do programa IMAGE]. J4
a taxa de produgio de blastocisto foi expressa em porcentagem. As
varidveis descontinuas foram normalizadas através da transformagio
logaritmica (nimero de blastdmeros apoptdticos) e de arcoseno (taxa
de apoptose) e foram submetidas 8 ANOVA a 5% de significAncias,
com auxilio do software SAEG.

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

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliado o potencial de desenvolvimento
e qualidade embriondria, através da taxa de producio de blastocisto
e nimero de células apoptéticas, utilizando-se embrides de ratas
Wistar. Foram coletados 107 embrides, no estddio de 4-8 células, em
oito ratas Wistar superovuladas. O Quadro 1 mostra o nimero de
embrioes, por estiddio de desenvolvimento, apds 48 horas de cultivo.
A taxa de blastocisto foi semelhante 4 encontrada por KADER et al.
(2008), demonstrando que o cultivo foi eficiente no que diz respeito

ao desenvolvimento embriondrio.
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Para andlise de células apoptéticas, através da técnica de
TUNEL, 34 embrides 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 embriées cultivados in vitro ainda
apresenta caracteristicas morfolégica e fisiolégica inferiores aos
produzidos in vivo. As alteragbes ultra-estruturais observadas com
mais frequéncia sao: redistribuico de organelas na regido cortical e
agregacdo citoplasmdtica, vacuoliza¢io e rompimento da membrana
¢/ou matriz mitocondrial, culminando num processo de apoptose ¢
morte celular (LI et al., 2000). A condicio desfavordvel encontrada
no cultivo in vitro foi demonstrada, neste estudo, pela presenca de
pelo menos uma célula apoptética 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 apoptdticas também
foi semelhante ao encontrado no estudo de KADER, et al. (2008), que
utilizou blastocistos de camundongos.

E importante ressaltar que, independente do modelo
experimental utiizado, nem sempre a morte celular ocorre em fungio
de efeitos extracelulares, mas também pode estar relacionada a efeitos
fisiolégicos intracelulares como: estimulos, sinalizacio entre celulas e
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 producio de blastocisto ¢ nimero de células apoptdticas. Este
fato tem grande importincia j4 que, através da andlise comparativa
preliminar do genoma humano, foi demonstrado que roedores
parecem o modelo experimental mais eficiente para estudos de
regulacio e controle de desenvolvimento embriondrio em nivel

molecular, tornando-se o modelo experimental para estudos pré-
clinicos em humanos (BAUMANN et al., 2007).

Quadro 1: Ndmero total de estruturas coletadas (N) e embri6es
(MOR),
blastocisto inicial (Bi), blastocisto (BL), blastocisto expandido (Bx) e

em diferentes estidios de desenvolvimento: mérulas
estruturas degeneradas (DEG) ap6s cultivo por 48 horas, de embrides

de ratas Wistar superovuladas

Repeticao | N°embrices | 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: Nimero total de blastdbmeros, nimero de blastdmeros
apoptdticos e taxa de apoptose em embrides de ratos avaliados através

da técnica de TUNEL.

Repeticio | N° Ne Ne Taxa de
blastocistos | total de blastdbmeros apoptose
fixados Blastdmeros | Apoptdticos (%)

1 21 29,5+3,75a | 2,25+1,36 a | 8,03+5,74a

2 13 28,0+£5,85a | 3,1+x1,97a 12,8+11,61a

Meédias seguidas de letras iguais nao diferiram significativamente
entre si (P<0,05).
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apoptose identificadas pela fluoresceina através do filtro 520+20nm. C- Embrido em que a enzima do TUNEL foi omitida, nio

observando sinal fluorescente.
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