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Efeito da Adi¢do da Cantaxantina na Producao de Embri6es bovinos in vitro

Resumo.

Neste trabalho trés concentracGes diferentes de um antioxidante natural ndo enzimatico
(Cantaxantina) foram adicionadas ao meio de maturacdo in vitro, dois experimentos foram
realizados, no primeiro experimento grupos de complexo cumulus-odcitos foram maturados de
acordo com os seguintes tratamentos: Controle(C) sem adicdo de Cantaxantina (155 od6citos),
Tratamento (T1), com adicdo de 1 uM de Cantaxantina ( 153 odcitos), Tratamento 2 (T2) com
0.5 uM de Cantaxantina (153 o6citos) e Tratamento 3 (T3) com 0.25 uM de Cantaxantina (153
00citos), 24h apds a maturacdo , os odcitos foram desnudados, fixados em solucdo contendo 3
partes de Etanol absoluto e uma parte de Acido Glacial Acético por 48 horas em temperatura
ambiente. Apds a fixacdo, os odcitos foram colocados em uma solucéo de Etanol absoluto por 10
minutos e logo ap6s foram corados com Lacmoid a 1% para visualizar os estagios de
desenvolvimento nuclear. Os od6citos que mostraram o fuso de metéfase Il e/ou o primeiro
corpusculo foram classificados como odcitos maturados. A taxa de maturacdo nuclear ndo
mostrou diferenca significativa entre os tratamentos (P>0.05), a porcentagem dos odcitos que
atingiram a MlI foi C, Ty, To, € T3, 74.8%, 74.17%, 78%, e 77.9% respectivamente. Apesar de
ndo ter sido observado diferenca estatistica entre os tratamentos, o Tratamento T2 apresentou
maior taxa de odcitos com maturacao nuclear, por esse motivo foi utilizada na segunda etapa do
experimento para comparacdo com o grupo controle. No segundo experimento foram utilizados
118 e 113 odcitos nos grupos Controles e Tratamento, respectivamente, com o objetivo de
avaliar o efeito da Cantaxantina no desenvolvimento embrionério in vitro. Os dados foram
analisados utilizando o procedimento logistc e software (2002). N&o houver diferenca estatistica
(P>0.05), entre taxas de clivagem 48 horas ap0s a fertilizacdo in vitro (C:72.9%, e T2: 76%), da
mesma forma a taxa de blastocistos (C:44.9%, e T2: 39.8%), ndo apresentou diferenca
significativa (P>0.05). No que concerne os estagio de desenvolvimento embrionario 168 horas
apos a fertilizagdo in vitro, as taxas de blastocisto inicial (C:2.54 %, e T2: 8.84%), e blastocisto
(C:11 %, e T2: 3.53%) mostraram diferenga estatistica (P<0.05), entretanto ndo foi observada

diferenca significativa (P>0.05), entre C, e T, em relacdo a Blastocisto expandido(17,79% e



1355%) Blastocisto eclodido (19,46% e 7.97%); os resultados deste trabalho demonstraram que
a utilizacdo da Cantaxantina no meio de maturacdo ndo incrementar a producdo de embribes

produzidos in vitro.

Palavras Chaves: Antioxidante, Taxa de Maturacdo Nuclear, Blastocisto.



Effect of Canthaxanthin Addition on in vitro Bovine Embryos Production.

Abstract.

In this work three different concentrations of a natural nonenzymatic antioxidant
(Canthaxanthin) were added to in vitro maturation medium, the work consisted of two
experiments, in the first experiment groups of oocyte-cumulus complex were matured, without
Canthaxanthin, (Control Group C, 155 oocytes), with 1 uM (T1 Group, 153 oocytes), with 0.5
uM (T2 Group, 153 oocytes), and with 0.25 uM (T1 Group, 153 oocytes), 24h after in vitro
maturation, the oocytes of each group were denuded, fixed, then stained with Lacmoid 1% to
visualize the oocytes” nuclei, the oocytes that showed the metaphase Il spindle and/or the first
polar body were classified as maturated oocytes, the nuclear maturation rate did not show
significant difference between the experimental groups (P>0.05), the percentage of the oocytes
that reached the M1l was C, Ty, T2, and T3, 74.8%, 74.17%, 78%, and 77.9%, respectively, the
concentration of 0.5 uM (T2) showed the highest nuclear maturation rate among the
experimental groups, so it was utilized in the second experiment. In the second experiment two
groups were utilized (C, and T» 118, and 113, respectively), to verify the effect of Canthaxanthin
on the in vitro embryonic development, neither the cleavage rates (C:72.9%, and T.: 76%), nor
the total blastocyst rates (C:44.9%, and T2: 39.8%) showed significant difference (P>0.05), after
the classification of embryonic development stages (168 hpi), the early blastocyst rate (C:2.54 %,
and T»: 8.84%), and the blastocyst rate (C:11 %, and T»: 3.53%) showed a significant differences
(P<0.05), but the other stages did not show significant differences (P<0.05), (C, and Ta,
expanded blastocyst, and hatched blastocyst, 17.8%, 13.6%, and 19.5%, 8% respectively); the
results of our work showed that the Canthaxanthin did not affect the nuclear maturation of the in

vitro matured oocytes, or the in vitro embryo production.

Keywords: Antioxidant, nuclear maturation rate, Blastocyst.
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1. Introducéo:

A importancia da criacdo de animais mais produtivos esta cada vez mais evidente, e
novas ferramentas que possam acelerar o melhoramento genético torna-se cada vez mais
necessarias, As biotecnologia assistidas fornecem métodos rapidos e eficiente para incrementar
0 melhoramento genético. Entre as tecnologias reprodutivas assistidas utilizadas com maior
frequéncia comercialmente podemos destacar a inseminacdo artificial (1A), a Producédo in vitro
(PIV), e a transferéncia de embrides (TE), que tém contribuido significativamente com a
reproducdo animal. No Brasil, a producdo dos embrifes bovinos aumentou mais do que cinco
vezes utilizando a fertilizagdo in vitro/cultivo que quase substituiu a superovulacdo como uma
técnica para producdo de embribes (Pereira; 2008, Junior et al., 2017, Viana et al., 2017). No
estado do Pernambuco a selecdo rapida de animais superiores geneticamente tem implica desde o
ano 2016 (441000-784000, respectivamente) mostrou uma queda no numero das vacas leiteiras e
a producdo total do leite em comparagdo com ano 2009 (571000- 893000, respectively) (MAPA;
2016).

Nos ultimos anos a producdo in vitro de embrides bovinos tem crescido consideravelmente, pois
proporciona a vantagem de multiplicar a genética da fémea, diferentemente do que ocorre com a
Inseminagdo Artificial onde o a genética do macho é multiplicada de maneira difusa. Além de
apresentar vantagens em relagdo a transferéncia de embrides, pois as sequelas causadas em
fémeas que recebem um elevada concentracdo de hormonios foliculos estimulantes na TE, ndo
acontece na PIV.

A producdo in vitro (PIV) de embribes envolve as etapas de colheita, maturacdo (MIV), e
fecundacdo in vitro (FIV) de o6citos bem como cultivo ou co-cultivo (CIV) de zigotos e
estruturas embrionarias. além disso a PIV também permite o aprofundamento dos conhecimento
relativo aos processos fisioldgicos bioquimicos e biotecnoldgicos da espécie de interesse do
estudo (Goncalves et al., 2016), Outro fato a destacar € que muitas pesquisas tém sido realizadas
na PIV para estudar o efeito paterno, utilizacdo de sémen sexado, (Nascimento et al., 2016), ou
o efeito individual de touros e a eficiéncia da dose inseminante (Shebli et al., 2017).

Entretanto a PIV ainda necessita de muitas pesquisas, pois varios fatores podem afetar as varias
etapas desta biotécnica. Tal com a qualidade dos odcitos, somente 40% dos 00citos bovinos que
sdo aspirados dos ovarios de abatedouros podem atingir o estddio de ET, isso pode ser

relacionado a qualidade inferior de odcitos (Yuana et al., 2005), além disso o ambiente da IVM
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em que a tensdo utilizada de oxigénio é geralmente mais alta do que no trato reprodutivo
feminino (~20% , e 3%-9% 02, respectivamente), entdo na alta tensdo de oxigénio, a geragédo
excessiva de espéecies reativas de oxigénio (ROS) ocorre, e 0 suplemento do horménio
luteinizante (LH), resulta em aumento de atividades glicoliticas, e oxidacdo de glicose e
glutationa, além disso ROS podem participar em bloque da meio no oocytes (Frigoni et al., 2016,
Luberda., 2005, Cetica et al., 2001). Entdo para melhorar a qualidade dos odcitos e embrides
gerados trés concentragbes (1 puM, 0.5 uM, e 0.25 puM) de um antioxidante natural néo-
enzimaético (Cantaxantina) foi adicionado ao meio de MIV, neste trabalho.
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2. Objetivo:

2.1. Objetivo geral: Estudar o efeito da adicdo Cantaxantina no meio da maturacdo em
producdo de embribes bovinos in vitro.

2.2. Objetivo especifico:

2.2.1. Estudar o efeito da adicdo Cantaxantina no meio da maturacdo na
maturacao nuclear de o6citos bovinos.

2.2.2. Estudar o efeito da adicdo Cantaxantina no meio da maturacdo na taxa de
clivagem.

2.2.3. Estudar o efeito da adicdo Cantaxantina no meio da maturacdo no
desenvolvimento embrionario in vitro.
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3. Reviséo de Leitura:

3.1. Complexo Odcitos-Células de Cumulus (COCs).
3.1.1. O6citos Bovinos.

3.1.1.1. Oogénese:

Os odcitos sao produzidos na vida embrionaria a partir das células germinativas primordiais, que
se diferenciam em oogénias, passam por proliferacdo mitética durante o desenvolvimento fetal,
que cessa durante o periodo pré-antral em vacas, ovelhas e cabras. As oogbnias se diferenciam
em odcitos primarios (2n), que comecam a divisdo meidtica e ficam cercados por uma camada de
células da granulosa. Os odcitos sdo recrutados para a primeira profase meiotica, no qual os
cromossomos ficam retidos dentro do nicleo da vesicula germinativa. (Hafez e Hafez., 2003;
Gordon., 2003).

3.1.1.2. Maturacao dos odcitos bovinos.

A maturacdo nuclear principalmente envolve a segregagdo dos cromossomos, enquanto a
maturacdo citoplasmatica envolve a reorganizacdo da organela e armazenamento de mRNAs,
proteinas e fatores de transcricdo que atuam nos processos total da maturacdo, fertilizacdo e

embriogénese inicial, (Ferreira et al., 2009).

3.1.1.2.1. Maturacao citoplasmatica:

O citoplasma é critico para assegurar programacao correta de pronucleo masculino apos a
fertilizacdo, apagar e substituir as marcas epigenéticas no DNA embrionario (Roelen et al.,
2015). Nas 24 horas seguidas 0 odcitos primario passa pela progressao da meiose para a metafase
Il e varias mudancas na organizacdo do seu citoplasma, que incluem rearranjo de mitocéndria,
desenvolvimento continuado de armazenamento de lipidios, a reducdo do compartimento de
Golgi, e alinhamento de granulosas corticais ao longo de oolema(Gordon., 2003;Hyttel et al.,
1986); os granulos corticais sdo derivados de complexo de Golgi, sendo vesiculas secretdrias
produzidas durante a oogénese, e Unicos para oocitos. Os granulos corticais sdo distribuidos ao
longo da superficie interna pertos da membrana plasmatica, um padrdo estrategicamente
organizado para esperar pela entrada de espermatozoide e a ativacdo de odcito (Ferreira et al.
2009.).
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A producdo de ribossomos ocorre na fase de VG, onde hd um nucleo funcional e por isso a
presenca de transcricdo rRNA ou producdo de ribossomo para traducdo de RNAmM podem
favorecer um maior armazenamento desses organelas nos odcitos durante as varias etapas da

maturacdo nuclear, (Ferreira et al., 2009).

Umas fungBes bem conhecidas do reticulo endoplasmatico sdo enovelamento de proteinas e
degradacio, e metabolismo de lipidios, regulacdo do gradiente de ion de Ca*?, e sintese da

membrana, por armazenamento e libertacdo do célcio, (Ferreira et al., 2009).

3.1.1.2.2. Maturacdo nuclear dos odcito bovino.

Nos bovinos umas horas antes da ruptura do foliculo e a ovulacdo, 0 odcito crescido
reassume a meiose progredindo da préfase | da primeira divisdo meiotica para a metafase Il da
segunda divisdo meiotica, culminando em uma extraordinéria divisdo celular, na qual a metade
dos cromossomos vai para uma célula denominada odcito secundario; e 0S Cromossomos
restantes sdo agrupados como uma peguena bolsa de citoplasma chamada de primeiro corpusculo
polar. Essa divisdo desigual do citoplasma assegura que todos 0s materiais essenciais
sintetizados durante as fases iniciais fiquem retidos no odcito secundario. Os cromossomos do
o6cito  secundario entram imediatamente na segunda divisdo meiltica e progridem até a
metafase Il; esses odcitos podem ser reativados pelos espermatozoides ou varios estimulos
quimicos; (Gordon., 2003; Hafez e Hafez., 2003; Hammond et al., 2016).

O rompimento de vesicula germinativa (GVBD) ocorre, 0 que é o comeco da maturacédo
nuclear; ocorre nas primeiras 8 horas de cultivo. O fuso mei6tico junta-se, e 0S cromossomos
homologos replicados separam a anafase | em dois conjuntos, cada um tem uma metade do
namero original dos cromossomos, 0 odcito passa por sua primeira divisdo meidtica com a
expulsdo do primeiro corpo polar em dentro do espaco perivitelino, depois disso 0 0dcito vira um
odcito secundario, comegando a segunda divisdo meidtica e progredir até atingir-se a metéfase Il,
(Gordon., 2003, Alberts., 2003).
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3.1.2. Cumulus Oophorus.

Cumulus oophorus é um grupo de subpopulagdes das células da granulosa que é cercado um
odcito do foliculo ovariano antral, oferecendo nutriente e sinais que regulam seus crescimento e
maturacdo, em resposta ao pico pré-ovulatorio de gonadotrofina o o6cito resume a meiose e as
células de cumulus comecam produzir o &cido hialurbnico que é depdsito nos espacos
intracelulares e estabilizado por proteinas acessorias; este processo € chamado de expansdo de
cumulus. As células de cumulus sdo muitas importantes para 0 odcito para completar-se sua
maturacgdo citoplasmatica, que em sua vez é necessaria para adquirir a capacidade para suportar a
formacdo de pronucleos masculinos, fertilizacdo mono-espermatica, e desenvolvimento
embrionario inicial. (Tanghe et al., 2002; Hafez e Hafez 2003; Gordon., 2003).

foi encontraram que as células de cumulus em bovinos sofrem apoptose espontaneamente
durante M1V, e o grau de apoptose pode ser relacionado a competéncia de o6citos inclusos, essa
apoptose foi detectadas dificilmente nas células de cumulus no come¢co de MIV, mas foram
evidentes ao fim de MIV (24 horas); e qual ndo é um fenémeno fisiol6gico, mas um fenémeno
artificial; apds MIV as células apoptéticas foram distribuidas em todas as células de cumulus, e
principalmente na periferia de COCs mas ndo na corona radiata. (Ikeda et al., 2006. Yuan et al.,
2005).

3.2. O metabolismo de COCs durante a maturacao.

3.2.1. Mitocdndrias das células somaticas:

As mitocondrias sdo organelas herdadas maternalmente que desempenham uma funcéo essencial
no metabolismo celular energético, por geracdo de ATP (Trifosfato de adenosina) que é
necessario para muitos processos biologicos atraves da via de fosforilacdo oxidativa. As
mitocondrias exibem seu proprio material genético que € DNA mitocondrial. A atividade
respiratoria normal requer nimeros adequados de genomas mitocondriais intactos e funcionais.
O DNA mitocondrial é particularmente sensivel ao dano oxidativo devido a sua proximidade
perto de espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidos como produtos de fosforilagcdo
oxidativa; além disso DNA mitocondrial falta de histonas protetores, tendo mecanismos
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limitados de reparacdo de DNA propenso as replicacdes erradas (Hammond et al., 2016; Salido
et al., 2009).

3.2.2. Mitocondrias dos odécitos.

A mitocondria desempenha um papel importante na maturacdo dos o6citos e subsequentemente
desenvolvimento embrionario pela sua fungdo como uma fonte estavel de trifosfato de adenosina
(ATP) através de fosforilacdo oxidativa. Nos odcitos mamiferos a atividade mitocondrial
aumenta com o desenvolvimento folicular, e a mais alta atividade mitocondrial antes do reinicio
de meiose é associada com alta competéncia na maturacdo nuclear. As mitocéndrias sd&o mais
abundante organela no odcito; o numero de mitocdndrias aumenta durante oogénese, mas 0
numero das mitocondrias ndo aumenta apés a fertilizacdo até a fase de blastocisto eclodido, além
disso a mitocondria de odcitos ha somente um genoma de DNA que torna as mitocdndrias mas
sensivel a producdo de ROS. (Hammond et al., 2016; Iwata et al., 2011; Stojkovic et al., 2001;
Lietal., 2009; Yan et al., 2011).

3.2.3. Atividades metabdlicas em COCS durante a maturacao.

O metabolismo de energia € crucial para a maturacdo de odcitos pois 0 progresso através tudos
0s processos dindmicos requer muita energia; essa energia pode ser oferecida de armazenamento
interno dentro de COCs e fontes de energia externas de fluido folicular ou de meio de cultivo in
vitro (Lazo et al., 2014).

Em conceitos bioguimico e fisioldgicos, a maturacdo do odcito pode ser dividida em duas fases
uma fase indutiva e outra fase sintética, a primeira dura por 6-8 horas culmina em GVBD; nessa
fase o odcito passa por reprogramacdo por elementos somaticos dentro do seu foliculo. Na fase
sintética, que dura por 18 horas, hd uma restricdo total dos elementos nucleares e
citoplasmaticos. Ap6s o pico pré-ovulatorio de LH, os eventos da maturacdo comegam, nas 24
horas seguidas o o6cito primario passa pela progressdo da meiose até metafase Il, (Gordon;
2003; Dunning et al., 2014).

Os lipidios como fonte interna dos odcitos s@o metabolizados pela lipase, sendo os &cidos graxos
mais abundantes nos odcitos bovinos imaturos sdo acido palmitico e acido oleico; (Paczkowski

et al., 2013; Dunning et al., 2014). Os &cidos graxos generados por lipélise sdo metabolizados
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por B-oxidacdo na mitocondria. A B-oxidacdo € induzida no COCs pelo pico de LH, causa um
aumento transitorio de AMPc que leva 0 comeco da maturacdo dos odcitos. (Paczkowski et al.,
2013).

Os odcitos bovinos sdo capazes de metabolizar a glicose como fonte externa da energia, derivado
de ambiente ou células de cumulus, através da glicélise, a glicose é considerada como uma fonte
externa mais importante de energia metabolizada por células de cumulus (Lazo et al., 2014).

As primeiras 12 horas da maturacdo sdo um ponto critico para a maturacdo in vitro de odcitos
bovinos, pois sdo relacionadas com a producdo de ROS neste tempo (Morado et al., 2009).

3.2.4. Espécies Reativas de Oxigénio em complexos odcitos-células de cumulus bovinos.

As espécies reativa de oxigénio (ROS) é uma frase usada para descrever uma variedade de
moléculas e radicais livres (espécies quimicas com um elétron desemparelhado) derivadas de
oxigénio molecular, as ROS séo produzidas no citoplasma por oxidases e mitocdndria (como
uma consequéncia de transporte de elétron requerido para fosforilagdo oxidativa). A mudanca em
equilibrio dentro oxidante/antioxidante em favor de oxidantes é denominada “estresse oxidativo”
que resulta quando as espécies reativas de oxigénio (ROS) ndo sdo adequadamente removidas, e
pode acontecer quando os antioxidantes sdo esgotados e/ou se a formacdo de ROS é aumentada
ao nivel mais de que a habilidade de defesa (Combelles et al., 2009, Birben et al., 2012,
Halliwell et al., 1991).

A tensdo de oxigénio usada nos sistemas de MIV (maturacéo in vitro) é geralmente mais alta de
que achada no microambiente de trato reprodutivo da fémea (-20% e 3%-9% O2,
respectivamente), e nessa alta tensdo ocorre a geracdo excessiva de ROS, especificamente

peroxido de hidrogénio (H20-), hidroxila radical, e peroxido radical (Frigoni et al., 2016).

O estresse oxidativo exerce nas condic@es de cultivo in vitro, levando a deplecéo de contetdo da
glutationa intracelular nos odcitos. A deplecdo de glutationa nos odcitos pode ser um dos fatores
importantes contribuidos & maturacdo citoplasmatica e integridade estrutural incompletas de
oocitos maturados in vitro, além disso as concentracfes de glutationa nos oo6citos maturados in
vivo sdo muito mais altas de que nos odcitos maturados in vitro. (Curnow et al., 2008; Luberda.,
2005).
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Foi sugerido que a producédo elevada de ROS pode participar na blogueio da meiose do odcito
Cetica et al., (2001). A maturagdo in vitro de o0citos bovinos com suplemento de LH resultou
em atividade glicolitica aumentada e oxidacdo de glicose e glutamina. (Gordon., 2003;
Hammond et al., 2016).

O sistema bioldgico desenvolve uns mecanismos para controlarem os niveis de ROS, incluindo
agentes enzimaéticos tal como superoxido dismutase, glutationa peroxidase, e catalase e outros
ndo enzimaticas tal como o-tocoferol, acido ascorbico, e glutationa. Os odcitos podem ser
capazes de controlarem o aumento das ROS por causa de presenca de seu proprio sistema

enzimatica antioxidante. (Cetica et al., 2001).

3.3. Fertilizagéo.

A fertilizacdo é um processo complexo resulta em unido de um espermatozoide e um odcito,
sinalizando o comeco de transicdo de odcito ao um embrido; a fertilizagdo nos mamiferos requer
trés eventos criticos: (a) migracdo espermaética entre as células de cumulus; (b) fixacéo
espermatica através da zona pelucida e (c) fusdo do espermatozoide e da membrana plasmatica
de 6vulo, (Hafez e Hafez; 2003; Gordon; 2003).

A preparacdo do sémen para FIV geralmente envolve uns processos para separar 0s
espermatozdides de plasma seminal, e/ou diluente. O nimero de espermatozéides adicionados ao
odcitos durante FIV afeta a taxa dos odcitos penetrados por espermatozdéides e a taxa de
polispermia; mas o sémen congelado contém ambos espermatozdides viaveis ou moveis, além
dos mortos quais ndo podem fertilizar os odcitos; mais métodos usado para a separacéo do sémen
bovino sdo Swim-Up, e Gradiente de Percoll, sendo o ultimo mais utilizada pois a recuperagdo
dos espermatozdides bovinos de sémen descongelado com Gradiente de Percoll é mais do que

com Swim Up (40%-9%) respectivamente, (Parrish; 2014).

Os espermatozoides capacitados passam por modifica¢fes bioquimicas quais levam a racao de
acrossoma apos a exposto as zona pelucida, células de cumulus ou outras substancias associadas
com odcitos maturados in vitro ou in vivo. Na fertilizacdo in vitro a heparina induz a capacitacdo

dos espermatozoides através de sua interacdo com proteinas seminais do plasma (BSPs), que leva
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a perda do colesterol dos espermatozéides e modula a dindmica da membrana plasmatica de
espermatozdides. A adicdo da heparina (0.2 to 5 ug/ml) no meio da fertilizacao leva a penetracédo
das maiorias dos odcitos durante 4-6 h e a formacdo dos pronucleos entre 6-10h apds a
inseminacao, (Parrish; 2014).

Uma fertilizagdo normal depende de distribuicdo adequada de granulo cortical em odcitos
maduros e exocitose seguida a oscilacdo desencadeada de célcio no citosol por entrada de
espermatozdides no oocito. Imediatamente apos a fertilizacdo, a superficie do odcito sofre
modificacfes para impedir a penetracdo de espermatozdides adicionada; o bloqueio da
polispermia ocorre na zona pelicida na maioria dos mamiferos, o inicio do bloqueio ocorre na
penetracdo do espermatozoide no 6vulo, quando granulos corticais séo liberados dentro do
espaco perivitelino. A liberacdo do conteddo desses granulos corticais provoca uma
reorganizacdo extensa da zona pellcida e/ou da superficie vitelina (reacdo cortical). A reacao
cortical resulta em liberacdo de enzimas que provocam endurecimento da zona
pellcida/inativacdo dos receptores espermatica. Na penetracdo da membrana vitelina pelo
espermatozdide; o odcito ativado completa a meiose e expulsa o segundo corpusculo polar
dentro do espaco vitelino que marca o fim de processo da fertilizagdo. Os cromossomos
hapldides maternos remanescentes sdo entdo envolvidos por um pronucleo. Os pronucleos
masculino e feminino migram para o centro do odcito, para rearranjarem-se no estroma

citoesqueléticas do o6cito apos a ativacdo (Hafez e Hafez; 2003; Takeo et al., 2014).

3.4. Desenvolvimento embrionario:

Nos odcitos mamiferos apds a penetracdo de odcito ocorre, o primeiro ciclo celular que é
caracterizado por uma duracdo de guase um dia em que o genoma paterno fica separado dentro
do mesmo ambiente de citoplasma durante a primeira replicacdo de DNA (Fase-S), (Comizzoli et
al., 2000).

Ap0s a ativacdo do genoma embrionario, que ocorre principalmente aos estagios de 8-16 células
em bovinos; os embrides que falham nesse processo nao podem sobreviver apds ao estagio de 8-
células, este fendmeno é conhecido como bloqueio de desenvolvimento. Os maiores dos zigotos

bovinos param de desenvolverem ao estagio de 8 celulas, isso é chamado de bloqueio de
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desenvolvimento sendo provavelmente relacionado com a qualidade de citoplasma do odcito,
(Meirelles et al., 2004).

Os embrides com desenvolvimento mais rapido tém mais alta poténcia de desenvolvimento
quando sdo comparados como embrifes co-cultivos com desenvolvimento mais lento; essa
caracteristica € provavelmente devido a qualidade do citoplasma de odcito, e pode ser
relacionada & mais transicdo funcional materna zigotica (Meirelles et al., 2004, Garcia et al.,
2015).

3.5. Cantaxantina.
3.5.1. O que é a Cantaxantina.

A cantaxantina € um pigmento que é utilizado frequentemente na alimentacdo, foi obtida
primeiramente do fungo de Cantharellus cibarius, sendo um carotendide ndo-pro-vitamina A,
tem sido reportado que estes compostos tém atividade antioxidante tal como expulso de radicais

livres. A forma quimica de cantaxantina é C4oHs202, Chan et al; (2009).
3.5.2. Atividade bioldgica:

A atividade bioldgica de carotendides em mamiferos pode ser uma consequéncia de sua
conversdo aos retindides por enziméatica ou quimica, além disso os carotendides tém atividade
antioxidante por témpera de oxigénio singleto ou interacdo com espécies de radicais peroxidos.
Como os carotenoides sdo soltveis no lipidios, eles sdo transportados por lipoproteinas no
plasma. Os carotendides ligam com ambos tipos de fosfolipidios na cadeia de fosfato nos
fosfolipidios hidrofilicos e nas cadeias de &cidos graxos nos fosfolipidos hidrofébicos Nikawa et
al; (1995); tem sido reportado que a cantaxantina atua como antioxidante, potenciando a resposta
imune, melhorar as jungbes comunicantes, comunicacao entre as células diretamente ou através

de formagdo de 4-oxo0-4cido retindico Huang et al., (1992).

- As atividades bioldgicas da Cantaxantina.
A cantaxantina (0,6 uM) supre o estresse oxidativo induzido por colesterol por uma modulacéo

do sistema de redox e o metabolismo de colesterol Lancrajan et al., (2001).

A cantaxantina foi encontrada ao alterar o estado de a-tocoferol quando foi adicionada as células
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de Bal6/c murinas. As capacidades antioxidantes da cantaxantina em membranas mitocondriais
de figado porcino foram avaliadas ap0s que as membranas foi expostas a cantaxantina por
portadores de liposomal de gema de ovo contidos 0.6 um cantaxantina, ap6s 10 minutos a taxa
de incorporacédo da cantaxantina aos membranas mitocondriais foi 48% Lancrajan et al., (2001).

A cantaxantina (1-10 uM) ndo houve efeito inibitério em crescimento de linha de células de
NIH-3T3 (Linhagem de células de fibroblasto de padrdo) sugerindo que a cantaxantina ndo ha
efeitos toxicos nas outras células animais normais Palozza et al., (1992); a atividade bioldgica de
cantaxantina em comunicacdo de célula-célula (C3H/10T1/2 fibroblasto murino), é pelo menos
parcialmente devido a formacdo de decomposicdo ativas de produtos tal como acido 4-oxo-
retinoico. (Huang et al., 1992).

A cantaxantina (10 e 20 uM) foi neuroprotetora via efeitos antioxidantes, e anti-inflamatorias, e
melhorou a estabilidade de membrana celular e mitocondrial das células PC12 (células de
Feocromocitomas murinas) in vitro. As células de PC12 foram preparadas com cantaxantina 10
ou 20 uM, e seguida por exposicao de peroxido de hidrogénio (H202) ou ion de 1-metil-4-
fenilpiridinia (MPP™) para induzir dano celular. O tratamento pelos H2O2 e MPP* diminuiu a
viabilidade celular, aumentou a liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), aumentou os
fragmentos de DNA, e diminuiu a poténcia de membrana mitocondrial. O pré-tratamento das
celulas com cantaxantina (10 e 20 uM) dependendo da sua dose aliviou a morte celular, a
liberacdo de LDH, os fragmentos de DNA, a reducdo da poténcia da membrana mitocondrial, o
aumento de malondialdeido (MDA, indica o estresse oxidativo), e as formacgdes de espécies
reativa de oxigénio (ROS), causados por H202 e MPP™. O tratamento das células com H20> e
MPP* causaram diminuicdo de contetdo glutationa, diminuicdo de enzima glutationa peroxidase
(GPX que protege as células de danos oxidativos), e diminuicdo de atividades de catalase, o pré-
tratamento com cantaxantina reteve GPX e as atividades de catalase, e diminuiu as formac6es de
MDA e ROS. O tratamento com H202 e MPP* significativamente diminuiu a atividade Na*-K*-
ATPase, e aumentou a atividade de caspase-3 e niveis de interleucina (IL-1, IL-6), e fator de
necrose de tumor TNF-a; e 0 pré-tratamento com cantaxantina recuperou a atividade Na*-K*-
ATPase, supriu a atividade de caspase-3 e a liberacdo de IL-1, IL-6, e TNF-a, entdo a protecdo
pelas atividade antioxidantes e anti-inflamatéria de cantaxantina foi um agente potente contra

desordem neurodegenerativa Chan et al., (2009).
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Scientific Article.

Effect of Canthaxanthin Addition on in vitro bovine embryos production

Introduction:

In the state of Pernambuco-BR, in the year of 2016 the number of dairy cattle has declined to the
lowest level in 7 years (drought years) [441000 (2016) -784000 (2009), respectively], but the
average of dairy production did not, which has implied the importance of the selection of dairy
cattle with high milk production (MAPA; 2016).

The assisted biotechnologies provide a fast and efficient methods to increase the genetic
enhancement; methods such as artificial insemination (Al), in vitro production (IVP), and
embryos transfer (ET), that are most utilized in the animal reproduction. In Brazil, the production
of bovine embryos has increased more than five times using the in vitro fertilization/culture
replacing the superovulation as a technique of embryo production. (Junior et al., 2017, Pereira,
2008, Viana et al., 2017).

Nowadays in vitro production of bovine embryos increases significantly, due to its advantages of
multiplication of female’s genetic characters, which is different from Al which depends on the
male genetic characters; as well as the IVP provides an advantage of avoiding the consequences
of superovulation in the female reproductive system due to elevated concentrations of follicle
stimulating hormone (exogenous application).

The IVP consists of following steps: collection of the oocytes (ovum pick-up, or abattoir-ovaries
aspiration), in vitro maturation (IVM), in vitro fertilization (IVF), and in vitro culture or co-
culture (IVC) of zygotes and embryonic structures.

As well as the IVP can inreach our knowledges about the physiological, and biochemical
phenomenons of the interested species, Goncalves et al., (2016)..

Indeed many researches of IVP have been conducted to study the paternal effect, using sexed
semen, (Nascimento et al., 2016), or individual paternal effect and the efficiency of insemination
dose, (Shebli et al., 2017).

But the IVP has been facing many challenges, because of various factors that affect the steps of
this biotechnology; such as the quality of the oocytes, for instance only 40% of bovine oocytes

that are aspirated from the abattoir ovaries are able to reach the stage of ET, which can be related
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to the inferior quality of the oocytes, (Yuana et al., 2005), moreover the tension of oxygen is
generally higher in IVM system than in female reproductive tract (~20% , e 3%-9% 02,
respectively), so in the high tension of oxygen, the excessive generation of reactive oxygen
species (ROS), occurs, and the supplementation of the IVM medium with luteinizing hormone
(LH), leads to increase the glycolytic activities, and the oxidation of glucose and glutathione; as
well as the ROS may participate in the block of meiosis in the oocytes, (Frigoni et al., 2016,
Luberda., 2005, Cetica et al., 2001). In this work tree concentration (1 uM, 0.5 uM, and 0.25
uM) of a natural nonenzymatic antioxidant Canthaxanthin were added to in vitro maturation

medium, aiming to improve the quality of the oocytes and embryos.

Material e Methods:

The media of washing, IVM, IVF-TALP, TALP-Semen, Percoll 9%, and SOF (Synthetic
Oviductal Fluid), and mineral oil were purchased from the company of Gene Up biotechnology
(Presidente Prudente-SP-Brasil), unless otherwise stated. The cryopreserved semen of a %
girolando bull with a history of high in vitro embryo production, Lacmoid powder (10 g Sigma-
Aldrich), Ethanol (100%), Glacial Acid, and DMBPS (biodux®) were kindly donated by IPA.
The solution of Canthaxanthin (10mg/ml saturated solution of ethanol) was kindly donated by
UFRPE-Recife.

- Location of the experiment.

The experiments were conducted in the Laboratory of Animal Reproduction and Genetic
Enhancement in the experimental station of the Agronomic institute of Pernambuco (IPA), in the
city of Arcoverde (latitude 08°25°08”’south, longitude 37°03’14” west, 663 meter altitude), semi-

arid area.

- Ovaries collection.

The bovine ovaries were collected from a local slaughterhouse in the city of Arcoverde, four
hours after the begin of the slaughtering, the ovaries were transported in thermos containing
solution of 0,9% NaCl and 30 mg of gentamicin sulphate in the temperature of 37°C, to the

laboratory (4 km of distance).
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-Recuperation and Selection of the oocytes.

In the laboratory the ovaries were washed for 2-3 times with the Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DMPBS) and placed in warm bath (37°C). The COCs were aspirated from the antral
follicles of 3-5 mm diameter with 18G needles that were connected to disposable 10 ml syringe,
the follicular fluids were deposited in 15 ml test tube containing 5 ml of DMPBS in a warm bath.
10 minutes after the sedimentation of the COCs the supernatant was removed and 10 ml of
DMBPS were added to the sediment then poured in a Petri dish (90 mm), the COCs were
selected under a stereomicroscope, only the COCs of 1% degree were selected according to the
number of the layers of cumulus cells and the homogeneity and the color of cytoplasm(
Stojkovic et al., 2001, Jeong et al., 2009).

-In vitro maturation.

After the selection, the oocytes were washed three times in droplets of washing medium (TCM-
199, HEPES, Sodium Pyruvate, 10% FCS) (100 pl), then the fourth wash was with droplet of
(100 ul) IVM medium (TCM-199, Sodium Pyruvate 0,2 mM, FCS 10%, Cysteamin 0,1 mM,
EGF 10 ng/mL, FSH/LH 20 pg/mL, E21 pg/mL, L-Glutamin 1 mM); according to the
experimental groups (IVM without or with Canthaxanthin). Each 15-20 oocytes were matured in
(100 pl) of TVM medium with or without Canthaxanthin according to each group, then the
droplets were covered with mineral oil and incubated in CO2 incubator (38.5°C, saturated

humidity, 5% CO2) for 24 hours.

- Staining of the oocytes.

24 hrs after IVM, the oocytes were denuded with peppitting in three droplets of DMBPS (100 ul)
with 5% fetal bovine serum (FBS), each 5 oocytes were placed between a slide and a coverslip
that were connected with vaseline, then were immersed for 36 in the solution of 3/1 volume of
Ethanol (100%) and Glacial Acid for 36 hrs in the room temperature; after then the oocytes were
immersed for 10 m in Ethanol (100%), and each 5 oocytes were stained with 20 pl of Lacmoid
1%, and the nuclear stage (GV, GVBD, MlI, and MII) were observed under a phase-contrast
microscope (*40). (Figurel, Figure 2).
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- In vitro fertilization.

A 0,5 mL straw of cryopreserved semen of a % girolando bull with history of high in vitro
embryo production, was thawed in a warm path (36.5°C) for 30 seconds, then separated
according the the method of discontinuous gradient of percoll 90%, briefly the semen was
deposited slowly over two layers of Percoll 45% [Percoll 90%+ TALP Semen (SPERM-TALP
(base), Pyruvic solution)], and Percoll 90%, (500 pl each layer), in 1,5 ml eppendorf tube. The
first centrifugation was conducted for 7 minutes and 9400 RPM, after the removing of the
supernatant, the sediment was suspended in 1 mL of IVF-TALP medium [IVF-TALP (base),
Pyruvic solution 0,022 mg/mL, Heparin 1 mg/ml] then the second centrifugation was conducted
as the first one. Two aliquots of 5 ul were obtained from the sediment after the second
centrifugation each one was added to 95 pl of IVF (spermatozoa viability, and in vitro
insemination), or distilled water (calculation of insemination dose). The number of spermatozoa
were counted with the chamber of Neubauer and the insemination dose were calculated as
follows: Concentration/pl = (Dilution Factor)(Count in 5 squares)(0.05 X 106)/1000, then each
15-20 matured oocytes that were washed three times in droplets (100 pl) of IVF-TALP medium,
placed in 30 pl of IVF-TALP medium and inseminated with 2*10° spermatozoa, then the
droplets were completed to 100 pl and covered with mineral oil and incubated for 18 hrs in

incubator of CO2.

- In vitro culture.

18 hrs after the co-incubation of oocytes-spermatozoa, the presumptive zygotes were washed
three times in droplets (100 ul) of SOF (Synthetic oviductal Fluid) medium, then each group
were incubated in 100 pl of SOF medium for 168 hpi, 48 hpi the cleavage rate was observed and
168 hpi the blastocyst rate was observed and the blastocysts were classified morphologically

(Early Blastocyst, Blastocyst, Expanded Blastocyst, and Hatched Blastocyst).

- Experimental design.

a- The First Experiment.
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The oocytes were matured in groups as follows: Control (C) without Canthaxanthin (143
oocytes), Treatment 1 (T1) with 1 uM of Canthaxanthin (151 oocytes), Treatment 2 (T2) with 0.5
uM of Canthaxanthin (150 oocytes) and Treatment 3 (T3) with 0.25 uM of Canthaxanthin (145
oocytes). After the staining with Lacmoid 1% the nuclei of the oocytes were observed under the
phase-contrast microscope (40*); the oocytes were classified according to the nuclear
development stage as follows: germinal vesicle (GV), germinal vesicle breakdown (GVBD),
Metaphase | (MI), Metaphase Il (MII) the oocytes that showed the spindle of MII and/or first
polar body were classified as matured oocytes; the oocytes that did show visible nuclei (C, Ty,
To, and T3, 12, 2, 4, and 7 oocytes respectively) were classified as not identified (were not
analysed statistically), the oocytes that showed abnormal formation of nuclei were classified as

abnormal oocytes.

b- The Second Experiment.

The oocytes were matured in two experimental groups C (118 oocytes) and T2 (113 oocytes), the
cleavage rate was observed 48 hpi, and the blastocyst rate was observed 168 hpi, the blastocysts
were classified morphologically as follows: Early Blastocyst, Blastocyst, Expanded Blastocyst,
Hatched Blastocyst (Figure.2).

-Statistical Analysis:

The nuclear maturation rate, the other nuclear stages, cleavage rate, blastocyst rate, and the
stages of blastocysts, were expressed as percentage, the results were compared with the test of
Chi-squared using the software of SAS (2003), and the value of P = 0.05. In the first experiment
155, 153, 154, and 152 oocytes were matured in the groups of C, Ty, T2, and T3z respectively. In
the second experiment 118, and 113 oocytes were matured in the groups of C, and T, then

fertilized and cultured in vitro.
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Figure.1. The nuclei of the oocytes 24 hrs after IVM (inside the squares), Lacmoid 1% staining,
Al, A2: Germinal Vesicle (GV), B. Germinal Vesicle Breakdown (GVBD), C. Metaphase | (Ml)
(40%).
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Figure.2. Matured oocyte, 24 hrs after IVM, Lacmoid 1% staining, The extrusion of the first
polar body, and the spindle of MII (inside the square) (40%).



35

Early Blastocyst Blastocyst Expanded Blastocyst
Expanded Blastocyst Hatching Blastocyst Hatched Blastocyst

Figure.2. Embryos 168 after the insemination, the embryos were classified morphologically
(40%).

- Results.

- The first experiment.

The addition of three concentrations of Canthaxanthin to the IVM medium did not show
significant difference in the nuclear maturation rate (MII) (P>0,05), or other nuclear
development stages (GV, GVBD, and MI) (P>0,05) among the experimental groups (Table 1).



Table 1. Nuclear maturation rate.

Fase Da Maturagéo Nuclear
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Abnormal
Treatment  Total N° N°(%)
C 143 2 (1,4)a

T1 151 1 (0,66)a

T2 150 4 (2,66)a

T3 145 1(0,69)a

VG VGBD M MII
N (%) N° (%) N° (%) N° (%)
2(14a  3(2,09a 29 (20,27)a 107 (74,82)a
3(1,98)a 7(4,63)a 28(18,54)a 112 (74,17)a
5(3,33)a 9 (6)a 15(10)a 117 (78)a
1(0,69a 4(2,75)a 26 (17,93)a 113 (77,93)a

No significant difference in the nuclear development stages among the experimental groups

(P>0,05).

The oocytes in the group of T2 showed the highest nuclear maturation rate (78%) among the

experimental groups, for that reason the concentration of 0.5 pM was used in the second

experiment.

- The second experiment.

There was no significant difference in the cleavage rate, total blastocyst rate, expanded

blastocyst, or hatched blastocyst, between the experimental groups (P>0,05). But the early

blastocyst and blastocyst rates showed a significant difference between the experimental groups

(P<0,05), the early blastocyst rate was higher in the group of T2 than C group, and the blastocyst

rate was vice versa.

Table.2. Cleavage and Blastocyst rates.

Group | Total | Cleavage Early Blastocyst | Expanded Hatched Total

N° rate Blastocyst Blastocyst | Blastocyst | blastocyst

C 118 | 72,88%« | 2.54% ® | 11,01% ® | 17,79%@ 13,55%@ 44,91%
(86) (©) (13) (21) (16) (53)

T. 113 | 76,99%« | 8,84% ® | 3,53% ® [ 19,46% @ 7,96% @ 39,82%@
(87) (10) (4) (22) (9) (45)

(a) No significant difference (P>0,05), (b) Significant difference (P<0,05).
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- Discussion.

- First experiment.

In this work the phases of nuclear development did not show significant difference (P>0.05)
among the experimental groups, but the oocytes in the group of T2 showed the highest
maturation rate among the experimental group, for that reason the concentration of 0.5 uM was
used in the second experiment. In this work it was observed that a percentage of the nuclei was
not observed after the staining with lacmoid 1%, this problem was found in other research of
Sianturi et al., (2002), they observed that only 85% of the nuclei were observed after the staining
with lacmoid 1% and the other 15% were lost and not identified.

In this work the oocytes were matured in IVM medium with base of TCM-199 with three
different concentrations of Canthaxanthin (1, 0.5, and 0.25 pM), which is a natural non-
enzymatic antioxidant, but the addition of Canthaxanthin did not affect the nuclear maturation
rate (P>0.05) of bovine oocytes. The results of this work may agree with Cetica et al., (2001),
they confirmed that the bovine oocytes are able to control the increased concentration of ROS,
due to the presence of their own antioxidant system, so probably the addition of an antioxidant to
the IVM medium is not necessary to improve the nuclear maturation of bovine oocytes; which
can be confirmed by other researches, for instance Takeo et al., (2014) added a natural
antioxidant to the IVM medium ( 20 uM Resveratrol), but there was no significant difference in
the nuclear maturation rate (P>0.05) which was observed after staining with Hoechst 33342
(P>0.05); other natural antioxidant (Quercetin) which was added to IVM medium by Guemra et
al., (2013), there was no significant difference in the nuclear maturation rate after the staining
with Hoechst 33342 (P>0.05).

Our results showed clearly that the addition of 1, 0.5, or 0.25 uM of Canthaxanthin to IVM
medium did not improve the nuclear maturation rate of bovine oocytes, however the used

concentrations of Canthaxanthin did not affect the nuclear maturation rate negatively too.

- The Second Experiment.

In the second experiment there was no significant difference in the cleavage rate, total blastocyst
rate, expanded blastocyst rate, or hatched blastocyst rate (P>0.05), between the experimental
groups, but the significant differences were observed in the early blastocyst and blastocyst rates

between the experimental groups; when the treatment group showed higher early blastocyst rate
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than the control group (P>0.05), this results may have shown that the addition of of 0,5 uM of
Canthaxanthin to in vitro maturation medium delayed the in vitro embryonic development;
however the total blastocyst rate did not show significant difference.

Our results may agree with the results of Blondin et al., (1997), they demonstrated that the
determined production of ROS during IVM of bovine oocytes is required to increase the
blastocyst rate. Our results showed how the addition of Canthaxanthin (0.5uM) to the IVM
medium delayed the embryonic development (early blastocyst, and blastocyst rates), but the total
blastocyst, expanded blastocysts, or hatched blastocysts rates did not show significant difference
(P>0.05); other works that added antioxidants to IVM medium showed various results; such as
the work of Takeo et al., (2014) did not show significant difference in the cleavage rate or total
blastocyst rate after the addition of Resveratrol to IVM medium (P>0.05); and the work of
Sovernigo et al., (2016), showed that the addition of quercetin, vitamin C or resveratrol, did not
show significant difference in the cleavage rate, but they claimed that the treatment groups
showed higher blastocyst rates than the control group (P > 0.05); however in our work the

addition of Canthaxanthin did not improve the in vitro embryonic development.

Final conclusion.
The addition of Canthaxanthin to the in vitro maturation medium did not improve the nuclear

maturation rate of bovine oocytes or the in vitro bovine embryo production.
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