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RESUMO

A utilizacdo de ovarios provenientes de abatedouro € uma pratica recorrente para a
pesquisa envolvendo o desenvolvimento inicial do animal, entretanto, o tempo de
transporte desses ovarios e de manuseio antes do cultivo podem afetar negativamente
a competéncia dos odcitos. A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatoria
com potencial regulador no ambiente embrionario e no desenvolvimento de
blastocistos. Este trabalho teve como objetivo avaliar se a interleucina IL-10 favorece
a competéncia oocitaria apos a refrigeracdo de ovarios ou de complexos cumulus-
odcitos (CCOs) a 4 °C. O efeito da IL-10 foi avaliado em CCOs oriundos de ovarios
refrigerados a 4 °C ou mantidos a 30 °C durante o transporte até o laboratério e na
refrigeracdo a 4 °C por 3h antes da maturagéo in vitro (MIV). Foram avaliadas a
maturacdo nuclear, através do monitoramento da taxa de extrusdo do primeiro
corpusculo polar, e a expanséo das células do cumulus. Também foram investigadas
a fragmentacdo do DNA dos odcitos e das células do cumulus (CCs), pela técnica de
TUNEL, e a maturacdo citoplasmatica, através da avaliagdo da distribuicdo dos
granulos corticais. Para andlise estatistica, os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey. Adotou-se um nivel de
significancia de 5%. N&ao foi identificado efeito (P>0,05) da IL-10 e da refrigeracéo
sobre a expanséo e fragmentacédo do DNA das CCs. Contudo, a taxa de extrusao do
corpusculo polar do grupo controle de ovarios refrigerados (23,3+3,0%) foi inferior
(P<0,05) aos demais grupos (41,3+6,3; 48,0+3,1 e 39,6+4,4%, respectivamente para
tratamentos controle a 30 °C, IL-10 a 30 °C e IL-10 refrigerado). Nos grupos a 30 °C
com IL-10, em ambos experimentos, foram obtidas menores porcentagens de DNA
fragmentado nos odcitos (8,3%: 2/24 e 20,7%: 6/29). Além disso, 0s o6citos oriundos
dos grupos refrigerados com adicéo da IL-10, tanto com objetivo da prevencdo como
da reversao, apresentaram uma porcentagem de apoptose (32,1%: 9/28 e 31,3%:
10/32) muito semelhante ao grupo controle a 30 °C (32,0%: 8/25). Conclui-se que a
IL-10 foi efetiva no resgate da maturacdo nuclear de odcitos quando submetidos a
refrigeracdo, contudo, sem efeitos perceptiveis sobre as células do cumulus e
granulos citoplasmaticos.

Palavras-chave: Interleucina-10; Maturag&o in vitro; Odcitos; Producao in vitro de
embrides.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o setor pecuério do Brasil sofreu inUmeras modificacdes,
das quais estavam relacionadas ao desenvolvimento e & aplicacdo da biotecnologia
de maneira comercial, visando aumentar a velocidade da reproducao animal, aliada
com o melhoramento genético, que vem sendo constantemente promovido em
animais de producéo (Lustosa et al., 2017). A técnica de producéo in vitro (PIV) é uma
tecnologia que vem sendo utilizada amplamente e esté disponivel para todo o territorio
brasileiro. Essa técnica visa a obtencao de embrides fora do aparelho reprodutivo da
fémea, sendo composta por etapas como a maturacdo in vitro (MIV) de odcitos,

fecundacdo in vitro (FIV), e o cultivo in vitro (CIV) (Lustosa et al., 2017).

De acordo com o levantamento de dados da IETS (International Embryo
Technology Society), o numero de embrides produzidos in vitro (PIV) tem aumentado
de forma continua e intensa nos ultimos 12 anos. Por sua vez, o numero de embrides
derivados in vivo (IVD) tomou uma tendéncia de queda, que estd em andamento
desde 2015 (figura 1). Podemos inferir que o crescimento atual no uso de embrides
PIV tem sido estimulado, nos ultimos anos, por uma expansdo do mercado de
embrides bovinos na adocdo progressiva de tecnologias in vitro, em vez da
superovulacao na utilizacdo de embrides in vivo (Viana, 2024). O crescimento no uso
da producado in vitro de embrides (PIVE) foi impulsionada nos ultimos anos,
principalmente, pela América do Norte e Sul, onde os cinco maiores produtores séo:
EUA, Brasil, Argentina, Canada e México. O Brasil, um protagonista no cenario
mundial, apresenta-se em segundo lugar no nimero de embrides registrados em 2023

e ocupa o primeiro lugar em tamanho do rebanho de gado (Viana, 2024).

Devido ao rapido desenvolvimento de tecnologias de reproducdo assistida,
como a MIV, a FIV e a CIV, temos por consequéncia 0 aumento na demanda por
oocitos de mamiferos para fins reprodutivos. Uma forma mais pratica de obter esses
oocitos a qualquer momento € por meio de sua preservagcdo em temperaturas
extremamente baixas. No entanto, devido ao desenvolvimento embrionario
relativamente limitado a partir de o0citos congelados, esses ainda nao sao

amplamente utilizados (Cetin e Bastan, 2006).
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Figura 1 - Transferéncias de embrides em gado no periodo de 2004-2023, de acordo com a técnica
utilizada (derivada in vivo [IVD do inglés in vivo-derived] ou produzida in vitro [IVP do inglés in vitro-
produced]) e tipo de embrido (fresco ou congelado-descongelado). A) Niumero de embrides
transferidos; B) Percentual da participagéo total das transferéncias de embribes por ano.
Fonte: 2023 Estatistica da producéo e transferéncia de embrides de animais domésticos de producéo.
IETS — Data retrieval committee 2023 (Viana, 2024).

Vem sendo registrado desde 2006 um crescimento médio de 28% na producao
de embrides de mamiferos FIV e uma reducédo de 73% na producdo de embrides in
vivo. Como o Brasil € um dos lideres na producédo de embrides in vitro, acredita-se
gue o pais continuara nessa posi¢cao e passara a fornecer, cada vez mais, genética
animal para paises interessados na producao (Lustosa et al., 2017). Com a melhoria
dos métodos de FIV de odcitos de mamiferos ao longo dos anos e diante da alta
demanda mundial por producao animal, o interesse em desenvolver técnicas eficazes
para a preservacdo de gametas em baixas temperaturas tem incentivado estudos
sobre os efeitos de temperaturas proximas a 0 °C em espermatozoides e odcitos de

mamiferos (Martino, Pollard e Leibo, 1996).

1.1 COMPETENCIA OOCITARIA

Para o desenvolvimento embrionario e a FIV, os o0citos sdo selecionados
majoritariamente de acordo com suas caracteristicas morfologicas. No entanto, a
competéncia do odcito pode ser acometida por diversos fatores e, mesmo com uma
cuidadosa selecdo e manuseio das células, o sucesso da FIV e do desenvolvimento
embrionario subsequente sdo incertos na maioria das vezes (Labrecque e Sirard,
2014).
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A capacidade, por exemplo, de um embrido bovino se desenvolver até o estagio
de blastocisto é um processo extremamente complexo. A célula precisa retomar a
meiose, que antes estava parada em metafase Il, realizar a clivagem apos a
fecundacao para desenvolver o blastocisto e induzir a gesta¢éo de uma prole saudavel
(Sirard et al., 2006). Desta forma, vemos que a capacidade de desenvolvimento do
embrido estd relacionada também ao ambiente em que realizou-se o seu

desenvolvimento (Hoelker et al., 2014).

A maioria dos critérios para avaliar a qualidade dos o6citos sdo morfologicos,
como a qualidade do citoplasma do odcito, a espessura da zona pellcida (ZP), a forma
do corpusculo polar (CP) e a posi¢ao do fuso meiotico (Labrecque e Sirard, 2014). A
qualidade do odcito também pode ser avaliada de acordo com a qualidade do
complexo cumulus-oécito (CCO), o niumero de camadas de células do cumulus, a
coloracdo e diametro do odcito e o tamanho do espaco perivitelineo (Hoelker et al.,
2014). Outros fatores que afetam a foliculogénese também podem resultar em
diferentes graus de competéncia oocitaria (Sirard e Blondin, 1996). Uma peca
importante para determinar a qualidade do odcito é o foliculo de onde ele vem, seu

tamanho folicular e seu nivel de diferenciacao (Blondin et al., 2018).

Apesar de alguns estudos apontarem que a origem dos odécitos € o principal
fator que afeta a producdo e desenvolvimento dos blastocistos (Rizos, 2002), os
embrides apresentam grande plasticidade, ou seja, uma alta capacidade de se

adaptar em condic¢des in vitro de cultivo, mesmo que em situacdes desfavoraveis.

1.2 COMPETENCIA OOCITARIA E ESTRESSORES AMBIENTAIS EM BAIXAS
TEMPERATURAS

Embrides bovinos que estdo em estagio de pré-implantacdo podem exibir
tolerdncia a estressores externos, como temperatura e gases atmosféricos e uma
adaptacdo a ambientes de cultura pos-fecundagdo (Thompson et al., 1990).
Entretanto, por conta da sua sensibilidade ao ambiente e seus possiveis estressores,
€ possivel a ocorréncia de alteracbes em seu desenvolvimento futuro (Gomez e Diez,

2000) que prejudiquem a sua competéncia.



12

O estresse térmico e a variacao de temperatura estdo entre os principais fatores
responsaveis pela reducdo do desempenho reprodutivo em bovinos. Normalmente, o
periodo de maior vulnerabilidade do embrido ocorre entre os estagios de 4 a 8 células,
sendo que o estresse térmico pode comprometer todo o seu desenvolvimento até o
estagio de blastocisto (Alves et al., 2012). Por serem mamiferos endotérmicos, 0s
bovinos apresentam temperaturas corporais elevadas, variando aproximadamente
entre 35 °C e 39 °C. Porém, com aumento da temperatura corporal, a funcédo das
células germinativas do embrido em desenvolvimento inicial, bem como de outras
células envolvidas na reproducéo, sdo diretamente comprometidas (Hansen, 2009).
Em temperaturas acima de 39 °C, pode ocorrer a morte embrionaria devido ao
estresse térmico (Naranjo-Gémez et al., 2021). Nesse sentido, a maioria das praticas
em laboratério de FIV realizam seus cultivos a rigorosos 37 °C - 38,5 °C, a fim de
evitar o estresse térmico e, consequentemente, a diminuicdo da competéncia do

odcito (Cairo Consensus Group et al., 2020).

De maneira geral, a uma fonte consideravel de odcitos para a producéo in vitro
de embrides sdo de ovarios coletados em abatedouros locais. Porém, o tempo de
transporte dos ovarios entre 0 abatedouro e o laboratoério e o tempo de manuseio antes
da cultura podem ser longos, 0 que afeta negativamente a qualidade dos odcitos.
Assim, ha uma grande perda da sua competéncia em termos de maturacao nuclear
dos odcitos, fecundacao, clivagem e formacéo de blastocistos (Wongsrikeao et al.,
2005).

A perda da qualidade dos o6citos de animais abatidos, durante o transporte, se
deve a reducdo do fornecimento de oxigénio para as células, em decorréncia da
ocluséo do fluxo sanguineo. A falta de oxigénio no tecido provoca uma mudanca do
metabolismo aerobico para anaerobico, resultando na fermentacédo lactica para
producdo de energia e acimulo de &cido latico no interior da célula (Wongsrikeao et
al., 2005). Como os ovarios sdo transportados dos abatedouros para os laboratérios
em armazenamento sem suprimento sanguineo, a qualidade dos oo0citos é
influenciada por conta do estresse gerado pelo ambiente extracelular. Nesse contexto,
0 armazenamento de ovarios em baixa temperatura pode retardar o acuamulo de
subprodutos acidos no interior da célula e prolongar a viabilidade dos odcitos, ja que
bovinos sdo animais homeotérmicos, e suas enzimas funcionam de forma mais

eficiente a temperatura corporal. Porém, o metabolismo néo € totalmente interrompido
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em o0citos armazenados em estado descongelado, diferente dos que sao

armazenados em temperaturas criogénicas (Wongsrikeao et al., 2005).

A leséo pelo frio pode se desenvolver muito rapidamente. Em alguns casos, €
dificil classificar os efeitos da taxa de resfriamento, que normalmente séo atribuidos
exclusivamente ao choque térmico ou a lesédo indireta causada por frio (Martino,
Pollard e Leibo, 1996). Estudos apontam que a exposi¢ao do odcito temperatura de 4
°C por 10 minutos é o suficiente para afetar a viabilidade oocitéria e causar uma
subsequente diminuicdo na maturacao nuclear e citoplasmatica, além do aumento de
oocitos degenerados (Wu, Tong e Leibo, 1999). Porém, o tempo de exposi¢cao dos
oocitos ao frio ndo é a principal causa dos danos relacionados, pois 0 aumento do
tempo ndo altera a taxa de oocitos MIl apds a MIV (Spricigo et al., 2012). Outros
estudos também mostram que o armazenamento de 6 horas de ovarios a 4 °C resulta
em um menor numero de odcitos com nudcleos fragmentados de DNA e uma menor
variacdo do pH do liquido folicular. Em contrapartida, o armazenamento em
temperaturas mais quentes reduz o pH e tem efeitos prejudiciais na viabilidade,
maturacédo, fecundacéo e desenvolvimento subsequente do odcito apos a FIV. Porém,
ovarios armazenados a 35 °C por mais de 6 horas apresentam um aumento
significativo na fragmentacdo do DNA em comparacao com ovarios armazenados por

3 h ou sem armazenamento (Wongsrikeao et al., 2005).

A taxa de prenhez obtida com embrides refrigerados é elevada em estudos que
comparam sua eficacia reprodutiva a de embridbes frescos e congelados
convencionalmente. Porém, pouco se sabe sobre a preservacao celular em condicbes
hipotérmicas em mamiferos, especialmente em bovinos, uma vez que a
criopreservacdo em nitrogénio liquido (N2) tem sido amplamente utilizada para o

armazenamento dessas estruturas (ldeta et al., 2013).

1.3 CITOCINAS PRO E ANTI-INFLAMATORIAS NO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO

As citocinas sdo moléculas efetoras e mensageiras no sistema imunologico que
possuem um papel extremamente importante nas respostas imunolégicas, com o

intuito de proteger ou contribuir para o desenvolvimento de doengas como alergia,
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autoimunidade e cancer (Ouyang e O’Garra, 2019). Elas sédo reguladoras das
respostas do hospedeiro a infec¢céo, respostas imunes, inflamacéo e trauma. Algumas
citocinas sao classificadas como pré-inflamatérias, pois agem para agravar a doenca,
enquanto outras séo classificadas como anti-inflamatorias, pois servem para reduzir a
inflamacéo (Dinarello, 2000). A interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF),
por exemplo, sdo citocinas pré-inflamatérias que causam febre, inflamacéo, destruicao
tecidual quando administradas em humanos, podendo, em alguns casos, ocasionar

choque e até mesmo a morte (Dinarello, 2000).

As citocinas pro-inflamatérias presentes, tanto por expressao de mRNA quanto
proteina, em embrides em estagio de pré-implantacdo avancado incluem: IL-1a, IL-
1B, IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, GM-CSF, LIF, TNF-a e IFN-y. Com excecdo de IL-2 e IL-3, a
maioria das citocinas pro-inflamatérias sdo expressas no estagio de oito células,
morula e blastocistos. JA em relacéo as citocinas anti-inflamatérias, temos: IL-1ra, IL-
4,1L-5, IL-10, IL-11 e CSF-1. A expressao de IL-10 e IL-11 em blastocistos expandidos
pré-eclosdo é demonstrada, mas a expressao de outras citocinas anti-inflamatorias
precisa ser mais estudadas e ndo sao relatadas em embrides de nenhuma espécie
(Seshagiri, Vani e Madhulika, 2016).

A familia das citocinas da interleucina-10 (IL-10) sdo conhecidas por serem
citocinas anti-inflamatorias. A presenca de IL-10 no fluido folicular pré-ovulatério, em
humanos, ja foi relatada (Geva et al., 1997). Esta interleucina, conhecida como "fator
inibidor da sintese de citocinas" (CSIF), possui importantes funcdes
imunorreguladoras, atuando na protecdo e regeneracdo tecidual, além de estar
envolvida na regulagdo de processos inflamatorios (Verma et al.,, 2016; Ouyang e
O’Garra, 2019). Além disso, a familia desta citocina atua minimizando os efeitos
inflamatorios de citocinas pro-inflamatorias na manutencdo da homeostase tecidual,
restringindo respostas inflamatérias excessivas por feedback positivo da imunidade
inata (Verma et al., 2016; Ouyang e O’Garra, 2019). Em embrides bovinos produzidos
in vitro, a IL-10 em 50 ng/ml atua como um regulador central da resposta inflamatoria
na competéncia e criosobrevivéncia destes, suprimindo a sintese do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e, consequentemente, atenuando seu impacto negativo no

desenvolvimento celular (Silva et al., 2024).
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Ja é estudado que os embribes humanos pré-implantados secretam IL-10
(Oezoernek et al., 1995). Apesar dos mecanismos de sinalizacao da citocina IL-10 ndo
serem totalmente conhecidos, a IL-10 amortece os efeitos inflamatérios de citocinas
pro-inflamatodrias em infec¢des graves, que podem levar a danos ainda mais intensos
a outros tecidos. Além disso, essa citocina estd associada a sobrevivéncia,
proliferacdo e atividades antiapoptoéticas de varios tipos de canceres, por exemplo
(Verma et al., 2016).

Estudos demostram o aumento na producao de IL-10, logo apés a implantacéo,
sendo significativo em mulheres com gestacfes bem-sucedidas em comparacao as
mulheres que apresentaram aborto (Wu et al., 2001). Também é relatado que a IL-10
desempenha um papel crucial no sucesso da gravidez e a sua deficiéncia contribui
para infertilidade, aborto espontdneo e distarbios hipertensivos da gravidez
(Chatterjee et al., 2014).

Diante do exposto, considerando a hipétese de que a IL-10 favorece a
competéncia oocitaria ap6s a refrigeracdo de ovarios e complexos cumulo-odcitos
bovinos a 4 °C por trés horas, objetivou-se avaliar os efeitos da IL-10 na prevencéo e

reversao da inflamacao em odcitos bovinos submetidos a refrigeracéo in vitro.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da citocina anti-inflamatoria IL-10 sobre a competéncia
oocitéria apods a refrigeracdo a 4° C de ovérios e complexos cumulus-oécitos durante

o periodo de trés horas in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os efeitos oriundos da IL-10 sobre a fragmentacado nuclear de od6citos
e de células do complexo cumulus-odcitos refrigerados ou recuperados de
ovarios refrigerados a 4 °C.

e Avaliar os efeitos da IL-10 na expansao das células do cumulus, e maturacao
nuclear e citoplasmatica de odcitos de complexos cumulus-odcitos refrigerados

ou recuperados de ovarios refrigerados a 4 °C.
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3 METODOLOGIA

Com o objetivo de investigar se a IL-10 favorece a competéncia oocitaria apos
a refrigeracdo de ovarios e complexos cumulus-oécitos bovinos a 4 °C, foram

conduzidos dois experimentos.

3.1 COLETA, PROCESSAMENTO E MATURACAO IN VITRO DOS COMPLEXOS
CUMULUS-00CITO

Para obtencdo dos complexos cumulus-o6citos (CCOs), foram utilizados
ovarios bovinos, majoritariamente compostos da raca Nelore, provenientes de
abatedouro na regido de Sao Carlos - SP, os quais foram coletados e transportados
até o laboratério em solucgdo fisiolégica de NaCl, em temperatura de 4 °C ou 30 °C.
Os foliculos ovarianos com tamanho de 3 a 6 mm foram aspirados com agulha
acopladas a seringa de 10 mL e o fluido folicular foi transferido para um tubo falcon

de 15 mL, mantido a 38 °C durante 20 minutos para que ocorresse a sedimentacao.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e a fragdo sedimentada contendo
0os CCO:s foi transferida para uma placa de petri de 100 mm riscada contendo solucao
de lavagem (PBS suplementado com 10% de soro fetal bovino - SFB) aquecida a 38
°C. O rastreamento foi realizado em estereomicroscépio, os CCOs homogéneos e
com ao menos trés camadas de células do cumulus foram selecionados e transferidos
para 0 meio de manutencéo (TCM 199 Hepes suplementado com 10% de SFB, 50
Mg/mL de sulfato de estreptomicina e 50 pl/mL de penicilina), lavados,
consecutivamente, em trés gotas de 100 yL de meio de maturagao in vitro (MIV),
composto de meio de cultura de tecidos 199 (TCM 199) com sais de Earle (Gibco) e
L-glutamina, suplementado com 10% (v/v) de SFB (Gibco), 0,2 mM piruvato sédico,
1,0 ug/mL de horménio foliculo estimulante (Folltropin; Bioniche Co., Lavaltrie,
Canada), 2 pg/mL de estradiol (Sigma), 50 pg/mL de sulfato de estreptomicina e 50
ul/mL de penicilina, e destinados aos seus tratamentos, conforme Experimento | e

Experimento II, descritos adiante, para serem incubados.

Para o grupo dos CCOs refrigerados do Experimento Il, apds a selecéao e

lavagem, os CCOs foram transferidos para o meio de refrigeracado (TCM 199 Hepes
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suplementado com 50% SFB), suplementado ou ndo com 50 ng/mL de IL-10, e foram
refrigerados a 4 °C em geladeira por 3h. Na sequéncia, os CCOs foram lavados em
outras trés gotas de 100 pL do meio de MIV e foram transferidos para seus respectivos

grupos para serem incubados.

Ao todo, foram executadas 12 rodadas de coleta, processamento e MIV de
1500 a 1600 CCOs, sendo 06 rotinas para cada experimento, para obter um nimero
amostral final de 20 a 30 odcitos por grupo em cada ensaio analitico para os

experimentos | e Il.

3.2 EXPERIMENTO 1| - Efeito da Interleucina-10 (IL-10) nos complexos cumulus-

odcitos recuperados de ovarios refrigerados.

Para execucdo deste experimento (figura 2), foram utilizados complexos
cumulus-o6citos (CCOs) recuperados de foliculos de 3-6 mm de diametro de ovarios
bovino de abatedouro refrigerados a 4 °C ou nado, e foram aleatoriamente distribuidos

nos quatro grupos de tratamento seguintes:

e Gl - Aquecido controle-placebo: Odbcitos recuperados de ovarios nédo
refrigerados mantidos a 30 °C durante 3h e transferidos para o meio de
maturacao in vitro (MIV).

e G2 - Aquecido IL-10: Odbcitos recuperados de ovarios ndo refrigerados
mantidos a 30 °C durante 3h e transferidos para o meio MIV suplementado com
100 ng/mL de IL-10.

e G3 - Refrigerado controle-placebo: Odcitos recuperados de ovarios
refrigerados a 4 °C durante um periodo de 3h e transferidos para o meio MIV.

e G4 - Refrigerado IL-10: Odcitos recuperados de ovarios refrigerados a 4 °C
durante um periodo de 3h e transferidos para o meio MIV suplementado com
100 ng/mL de IL-10.
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Figura 2 - Delineamento do Experimento I: Efeito da IL-10 nos complexos cumulus-00citos
recuperados de ovarios refrigerados.

3.3 EXPERIMENTO Il - Efeito da IL-10 nos complexos cumulus-odécitos durante a

refrigeracao.

Para a realizacdo deste experimento (figura 3), os CCOs utilizados foram

recuperados da mesma forma que o Experimento | e foram aleatoriamente distribuidos

Nos Cinco grupos seguintes:

o G1

transferidos para o meio MIV.

- Aquecido controle-placebo:

CCOs recuperados de ovérios e

e G2-Aguecido IL-10: CCOs recuperados de ovéarios e transferidos para o meio
MIV suplementado com 50 ng/mL de IL-10 (Zhao et al., 2013).

e G3 -

Refrigerado controle-placebo:

CCOs recuperados de ovarios,

transferidos para o meio de refrigeracéo a 4 °C durante um periodo de 3h e,

em seguida, transferidos para o meio MIV.

e G4 - Refrigerado

IL-10 prevencéo:

CCOs recuperados de ovarios,

transferidos para o meio de refrigeracdo suplementado com 50 ng/mL de IL-10

a 4 °C durante um periodo de 3h e, em seguida, transferidos para o meio MIV.

e G5 - Refrigerado IL-10 reversao: CCOs recuperados de ovarios, transferidos

para o meio de refrigeracdo a 4 °C durante um periodo de 3h e, em seguida,

transferidos para o meio MIV suplementado com 50 ng/mL de IL-10.
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Figura 3 - Delineamento do Experimento II: Efeito da IL-10 nos complexos cumulus-odcitos durante a
refrigeracéo.

Para a MIV, nos experimentos | e Il, os CCOs foram distribuidos em grupos de
20 a 25 estruturas por gota de 90 uL de meio MIV, conforme seus tratamentos, em
placas de Petri de 35 mm cobertas com 6leo mineral, e incubados a 38,5 °C em

atmosfera de 5% de CO2 e umidade saturada por 22h a 24h.

3.4 ENSAIOS ANALITICOS
3.4.1 Expansao dos Complexos Cumulus-Odcitos

A avaliacdo da expansdo das células do cumulus foi realizada utilizando-se
grupos formados por oito CCOs em estereomicroscopio com camera. Foram
registradas imagens antes e apds o periodo de maturacdo in vitro (MIV), as quais
foram utilizadas para quantificacdo da area das células do cumulus com o auxilio do
software Image J, a qual foi expressa em unidades arbitrarias. A expansao das células
do cumulus foi determinada pela raz&o entre as areas medidas apés e antes da MIV.

3.4.2 Maturacéo Nuclear - Anélise da Extrusdo do Corpusculo Polar

Apo6s o periodo de MIV, os CCOs foram coletados durante as réplicas do
experimento e foram desnudos com sucessivas pipetagens em um tubo eppendorf
contendo 50 pL hialuronidase (1 mg/mL) para assegurar a plena remocéao das células

do cumulus.

Os oocitos desnudos foram lavados em 3 gotas de 100 pL de solucdo de

bloqueio (0,5% BSA em PBS) durante 3 minutos. As células do cumulus (CC) obtidas
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pelo desnudamento e lavagem foram recuperadas e reservadas para serem,
posteriormente, submetidas a analise da fragmentacdo de DNA pela técnica de
TUNEL (item 3.4.5.). Posteriormente, os odcitos foram fixados em uma gota de 100
uL de paraformaldeido 4% durante 30 minutos em temperatura ambiente

Apos a fixacdo, os odcitos foram lavados em 3 gotas de 100 uL de PBS/PVP
0,2% e submetidos a avaliagdo por meio de visualizagdo em microscopio equipado
com contraste Emboss. Os odécitos que experimentaram a anéafase |, possiveis de
serem identificados através da formacéo e compactagéo do primeiro corpusculo polar
(CP), foram considerados como maturos. A porcentagem de odcitos maturos por

grupo foi considerada como a taxa de maturacao nuclear.

3.4.3 Fragmentacdo DNA dos Odcitos - TUNEL

Os odcitos, depois de desnudos e lavados, foram fixados em paraformaldeido
4% durante 30 minutos em temperatura ambiente. Apds esse processo, 0S mesmos
foram armazenados em 1 mL de solucdo de PBS/PVP 0,2% na geladeira. No dia em
que foi realizada a andlise de TUNEL, os o6citos foram resgatados e lavados em 3
gotas de 100 pl da Solucéo de Lavagem 0,1% PBS/PVP, por 2 minutos em cada gota.
Apods a lavagem, os odcitos foram permeabilizados em soluc¢do 0,5% de triton 100X,
acrescido de 0,1% citrato de sédio em PBS, durante 1 hora em placas de 4 pogcos em

camara escura e Umida em temperatura ambiente.

Depois da permeabilizacao, os oocitos foram lavados em 3 gotas de 100 pl da
solucédo de lavagem 0,1% PBS/PVP. Apés lavagem, as amostras foram incubadas em
microgotas da mistura de reagentes da técnica de TUNEL - Kit in Situ Cell Death
Detection Kit Fluorescein (Roche®, Alemanha), contendo a propor¢do de 10% de
solugdo enzimatica (enzima terminal deoxinucleotideo transferase) com 90% de
solugdo marcadora (conjugado fluorescente de dUTP) por 1 hora a temperatura

ambiente no escuro, em camara Umida.

Em seguida, as amostras foram lavadas em 3 gotas de 100 ul da solucédo de

lavagem 0,1% PBS/PVP e foram submetidas a um contraste para visualizacado do
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DNA com solucédo de Hoechst 33342 (concentracao final 10 pg/pL) em glicerol e em

uma lamina histolégica por 15 minutos.

Apbs a coloracdo com a solucdo de Hoechst 33342, os odcitos foram
analisados em microscopio de fluorescéncia equipado com sistema de captura de
imagem. Desta forma, as células que apresentaram o nucleo com marcacéo verde
(sonda FITC) foram consideradas como as ceélulas TUNEL positivas, ou seja,
apresentaram o DNA fragmentado. As células que apresentaram coloracdo azul
(sonda Hoechst 33342) indicaram a localizacdo do nucleo que possui DNA intacto

(figura 7).

3.4.4 Maturagdo Citoplasmética - Avaliacdo da Distribuicdo dos Granulos
Corticais

A maturacdo citoplasmatica foi avaliada de acordo com a distribuicdo dos
granulos corticais (GCs) (Pang et al., 2017). Os odcitos desnudos e lavados foram
transferidos para solucdo acida de Tyrode para remoc¢do da zona pellcida sob

monitoramento com estereomicroscopio, por aproximadamente 5 minutos.

Os odcitos, com a zona peltcida removida, foram rapidamente lavados em 3
gotas de 100 pl solugéo de bloqueio (0,5% BSA em PBS) durante 3 minutos, e fixados
em paraformaldeido 4% durante 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
0s odcitos foram lavados novamente em mais trés gotas de solugdo de bloqueio
PBS/BSA 0,5% e em seguida permeabilizados em solucdo 0,1% de triton 100X
acrescido de 0,1% citrato de s6dio em PBS, durante 15 minutos, em placas de 4

POGOS.

ApoOs a permeabilizacdo, os odcitos foram lavados em trés gotas de solucéo de
bloqueio PBS/BSA 0,5% por 3 minutos e transferidos para uma gota de 50 ul de FITC
20 ug/mL conjugado com Lens culinaris aglutinina durante 30 minutos em camara
escura e Umida em temperatura ambiente. Por fim, os od6citos foram lavados mais trés
vezes em PBS/BSA e finalmente avaliados em microscopio de fluorescéncia equipado

com sistema de captura de imagem.

O padréo de distribuicdo dos granulos corticais (GCs) foi registrado como:
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I. Periférico: GCs distribuidos adjacentes a membrana plasmatica e definidos
como odcitos apresentando maturacéo citoplasmatica;
[I.  Cortical: A maioria dos GCs localizados na regido cortical e definidos como
odcitos parcialmente maturos;
.  Homogéneo: GCs espalhados por todo o citoplasma e definidos como odcitos
com citoplasma imaturo;
IV. Agrupado: Grandes agregados de GCs distribuidos no citoplasma e definidos

como od0citos degenerados.

Os odcitos que apresentaram o padrao de distribuicdo dos GCs periférico (i) e
cortical (i) foram utilizados para o célculo da proporcdo de odécitos apresentando

citoplasma maturo (figura 8).

3.4.5 Fragmentacdo DNA das Células do Cumulus — TUNEL

As células do cumulus (CCs) reservadas (item 3.4.2.) foram utilizadas para
essa andlise. Apos o desnudamento e isolamento das CCs dos CCOs, essas células
foram centrifugadas, 400 g por 3 minutos, em eppendorf de 0,2 mL contendo a solugéo

de hialuronidase.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as CCs foram ressuspendidas
em 100 uL em solucéo de lavagem PBS/BSA (0,5%) e foram novamente centrifugadas
por 3 minutos em 400 g. Ao final da segunda centrifugacédo, o sobrenadante foi
descartado e as células foram fixadas com 100 puL de paraformaldeido (4%) para

posterior armazenamento a 4-8 °C até o uso.

Desta forma, quando realizou-se a analise, as células foram centrifugadas no
eppendorf de armazenamento contendo paraformaldeido em 400 g por 3 minutos e o
pellet formado foi transferido para outro tubo e ressuspendido em 100 uL da solugao
de lavagem 0,1% PVP/PBS. Apds a lavagem, as células foram novamente
centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, permeabilizou-se as CCs
com a solucéo permeabilizadora (0,5% Triton 100X acrescido de 0,1% citrato de sédio

em PBS) por 1 hora em eppendorf em camara umida a temperatura ambiente.
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Posteriormente, centrifugou-se mais uma vez as células em mesmo tempo e
velocidade, o sobrenadante foi descartado, e as células foram mais uma vez
ressuspendidas em 100 pL da solucéo de lavagem 0,1% PVP/PBS e centrifugadas. A
fragmentacdo do DNA foi avaliada utilizando a técnica de TUNEL - In Situ Cell Death
Detection Kit Fluorescein (Roche®, Alemanha), tal como descrito anteriormente (item
3.4.3), com auxilio do microscopio de fluorescéncia equipado com sistema de captura
de imagem. As CCs que apresentaram o nucleo com marcacédo verde (sonda FITC)
foram consideradas as células TUNEL positivas, ou seja, apresentaram o DNA
fragmentado. A coloracdo apenas azul (sonda Hoechst 33342) indicou a localizacéo

do nucleo das CC que possui DNA intacto.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica, foi realizado o procedimento GLIMMIX (SAS Inst. Inc.,
Cary, NC, USA), para andlise de variancia (ANOVA) pelo método dos quadrados
minimos, e o procedimento LOGISTIC (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA), para andlise
de regressao logistica utilizando o link logit. Quando aplicavel, fontes de variagdo nos
modelos incluindo tratamento, refrigeracdo, e interacdo de primeira ordem foram
considerados efeitos fixos e a réplica foi considerada como efeito aleatério. Os dados
foram expressos em porcentagem ou média * erro padrdo. Foi adotado o valor de

P<0,05 para significancia estatistica.
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4 RESULTADOS
4.1 EXPANSAO DOS COMPLEXOS CUMULUS-OOCITOS

Apds a maturacdo in vitro (figura 4), a expansédo das células do cumulus foi
claramente observada em todos os casos e tratamentos. Os resultados e analises
estatisticas ndo revelaram um efeito significativo da IL-10 e da refrigeracdo na
expansao das células do cumulus. Em ambos os experimentos, as areas das células
do cumulus antes e depois da MIV ndo apresentaram diferengas significativas entre
os grupos. Desta forma, a expanséo das células do cumulus nédo foi influenciada em

funcao da refrigeracéo ou da utilizacdo de IL-10 em ambos os experimentos (figura 5).
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Figura 5 - Efeito da IL-10 e da refrigeracao na expansao das células do cumulus apds 22h de MIV.
*Foram utilizadas em média 432 CCOs nos dois experimentos desse estudo, divididas em 48 CCOs

por grupo analisado em cada experimento.
*Nenhum efeito do tratamento (P > 0,05) foi observado para cada um dos grupos avaliados.
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4.2 MATURACAO NUCLEAR - ANALISE DA EXTRUSAO DO CORPUSCULO
POLAR

No Experimento I, os resultados apontam uma reducgao significativa (P<0,05)
da maturacdo nuclear dos odcitos no tratamento refrigerado controle (G3) em
comparacao com 0s outros tratamentos, conforme indicado na tabela 1. Além do
mais, 0 grupo Refrigerado IL-10 (G4) apresentou 0 mesmo comportamento de
maturacdo, quando comparado, estatisticamente, com os dois grupos aquecidos. A
andlise indica que a IL-10 desempenhou um papel crucial e efetivo no resgate da

maturacdo nuclear dos odécitos submetidos a refrigeracéo.

Experimento I: Extrusdo do corpusculo polar dos odcitos

Tratamentos Extrusdo do Corpusculo Polar (%)
Aquecido Controle 41,3 +6,32
Aquecido IL-10 48,0 + 3,12
Refrigerado Controle 23,3+ 3,0°
Refrigerado IL-10 39,6 + 4,42

ab | etras minUsculas incomuns na mesma coluna diferem estatisticamente.

Tabela 1 - Maturagéo nuclear (%) do Experimento | avaliada por meio da extrus@o do primeiro
corpusculo polar.

Os resultados do Experimento Il apresentaram uma diferenca significativa entre
os tratamentos que foram refrigerados e os tratamentos aquecidos de forma
abrangente, conforme demonstrado na tabela 2. Uma maior taxa de extrusdo do
corpusculo polar (CP) (figura 6) foi observada para os tratamentos dos grupos
aguecidos em comparacao aqueles refrigerados, no entanto, quando comparados 0s
tratamentos pertencentes a diferentes grupos, nenhum efeito foi observado entre eles
(P>0,05) independente se aquecido ou refrigerado, demonstrando uma auséncia de

efeito da IL-10 na extrusao do CP.

primeiro CP; Direita: Odécito ndo maturo apds 22h, em que nao apresenta a presenga do primeiro CP.
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Experimento Il: Extrusdo do corpusculo polar dos odcitos

Tratamentos Extruséo do Corpusculo Polar (%)
Aquecido Controle 33,4 £ 3,52
Aquecido IL-10 33,8 £ 5,52
Refrigerado Controle 14,2 +5,9°
Refrigerado IL-10 Prevencéo 18,5 + 3,8
Refrigerado IL-10 Reversao 14,6 + 3,7°

ab | etras mindsculas incomuns na mesma coluna diferem estatisticamente.

Tabela 2 - Maturacéo nuclear (%) do Experimento Il avaliada por meio da extrusédo do primeiro
corpusculo polar.

4.3 FRAGMENTAGCAO DNA DOS OOCITOS - TUNEL

No Experimento I, os resultados mostraram diferencas significativas na
fragmentacao do DNA entre os diversos tratamentos, conforme ilustrado na tabela 3.
O tratamento aquecido com IL-10 foi similar (P>0,05) ao refrigerado IL-10, ademais,
apresentou numericamente a menor porcentagem de DNA fragmentado em
comparacao aos demais tratamentos, 0 que indica uma protecao efetiva da IL-10
contra danos ao DNA. Em contraste, o tratamento refrigerado controle apresentou
numericamente a maior porcentagem de DNA fragmentado, mas diferiu (P<0,05)

somente do grupo Aquecido IL-10.

Experimento I: DNA fragmentado dos odcitos

Tratamentos DNA fragmentado (%)
Aquecido Controle 13,3 (4/30)2
Aquecido IL-10 8,3 (2/24)°
Refrigerado Controle 34,5 (10/29)2
Refrigerado IL-10 22,2 (6/27)20

ab | etras minusculas incomuns na mesma coluna diferem estatisticamente.

Tabela 3 - Porcentagem de fragmentagédo do DNA dos od6citos (Experimento I).

No Experimento IlI, os resultados revelaram um padrdo semelhante ao
Experimento |, conforme mostrado na tabela 4. O grupo aquecido com IL-10
apresentou numericamente a menor porcentagem de DNA fragmentado entre todos
0s grupos analisados. Por outro lado, o tratamento refrigerado controle exibiu
numericamente a maior porcentagem de DNA fragmentado, contudo, somente os
grupos Aquecido IL-10 e Refrigerado controle diferiram (P<0,05) entre si, confirmando

a expectativa de que a refrigeracdo causa estresse térmico e danos ao DNA. Os
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resultados também mostraram que os grupos refrigerados tratados com IL-10, tanto
para prevencao quanto reversdo, apresentaram porcentagens de DNA fragmentado

muito semelhantes (P>0,05) ao grupo aquecido controle.

Experimento II: DNA fragmentado dos odcitos

Tratamentos DNA fragmentado (%)
Aguecido Controle 32,0 (8/25)2
Aquecido IL-10 20,7 (6/29)2
Refrigerado Controle 50,0 (14/28)P

Refrigerado IL-10 Prevencéao 32,1 (9/28)2°
Refrigerado IL-10 Reversao 31,3 (10/32)%

ab | etras minUsculas incomuns na mesma coluna diferem estatisticamente.

Tabela 4 - Porcentagem de fragmentagdo do DNA dos odécitos (Experimento II).

Figura 7 - Analise TUNEL para avaliacdo da fragmentacao do DNA dos odcitos.
Célula 1 (A e B): TUNEL Negativo; Célula 2 (A e B): TUNEL Positivo.

4.4 MATURACAO CITOPLASMATICA - AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DOS
GRANULOS CORTICAIS

No Experimento I, os dados revelaram que o padréo de distribuicdo homogéneo
dos GCs foi 0 mais predominante em todos os grupos analisados, conforme mostrado

na tabela 5. No entanto, observou-se que o perfil agrupado apareceu com maior
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frequéncia nos grupos refrigerados em comparacao aos aquecidos. Esse padréao de
agrupamento de grandes agregados de GCs distribuidos no citoplasma indica um

estado degenerado dos odcitos.

Experimento I: Distribuicdo morfoespacial dos granulos corticais dos oocitos (%).

Distribuic&o Tratamentos
Granulos  Aguecido Controle Aquecido IL-10 Refrigerado Controle Refrigerado IL-10
Periférico 3,5 (1/29)A 11,1 (4/36)*8 3,5 (1/29)A 4,2 (1/24)%
Cortical 31,0 (9/29)3B¢ 27,8 (10/36)% 13,8 (4/29)*8 33,3 (8/24)*A
Homogéneo 55,2 (16/29)*¢ 55,6 (20/36)% 55,2 (16/29)2¢ 29,2 (7/24)A
Agrupado 10,3 (3/29)3A8 5,6 (2/36)* 27,6 (8/29)PB 33,3 (8/24)0A

ab | etras mindsculas incomuns na mesma linha diferem estatisticamente entre os tratamentos.
AB | etras mailsculas incomuns na mesma coluna diferem estatisticamente entre as distribuigées dos
granulos corticais.

Tabela 5 - Maturagéo citoplasmatica (Experimento 1), distribuicao morfoespacial dos GCs dos odcitos.

Figura 8 - Classificacéo da distribuicdo morfoespacial dos granulos corticais (GCs) dos od6citos.
A) Periférico, B)Cortical; C) Homogéneo; D) Agrupado.

Os resultados do Experimento Il mostraram que os tratamentos refrigerados,
mesmo quando expostos a IL-10, apresentaram uma maturacdo citoplasmatica
limitada, conforme ilustrado na tabela 6. Para estes tratamentos, os padrbes
predominantes na distribuicdo dos granulos corticais foram os perfis homogéneo e,
mais intensamente, o agrupado nesses dois grupos. Conforme ilustrado na tabela 6,
a maioria dos odcitos dos tratamentos aquecidos exibiram citoplasma imaturo, ja os
tratamentos refrigerados, a maior parte séo de perfil agrupado. Enquanto os grupos
homogéneos se diferiram significativamente dos demais, nos odcitos aquecidos, nao
houve diferenca significativa entre os padrbées homogéneo e agrupado nos grupos

refrigerados.
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Experimento Il: Distribuicdo morfoespacial dos granulos corticais dos odcitos (%).

T Tratamentos
Distribuicéo i i _ _ _
Granulos Aquecido Aquecido Refrigerado Refrigerado Refrigerado
Controle IL-10 Controle IL-10 Prevengdo IL-10 Reverséo

Periférico 0,0 (0/27)2A 18,2 (4/122)> 3,6 (1/28) 0,0 (0/27)2A 0,0 (0/23)2A
Cortical 7,4 (2/27)2A 18,2 (4/22)* 14,3 (4/28)A 3,7 (1/27)2A 0,0 (0/23)2A
Homogéneo 92,6 (25/27)28 54,6 (12/22)P8 39,3 (11/28)"8 37,0 (10/27)*8 39,1 (9/23)bB
Agrupado 0,0 (0/27)2A 9,1 (2/22)22 42,9 (12/28)*8 59,3 (16/27)"®2 60,9 (14/23)°8
ab | etras mindsculas incomuns na mesma linha diferem entre os tratamentos.

AB |_etras mailsculas incomuns na mesma coluna diferem entre as distribuicdes dos granulos
corticais.

Tabela 6 - Maturagéo citoplasmatica (Experimento ), distribuicdo morfoespacial dos GCs dos od6citos.

4.5 FRAGMENTACAO DNA DAS CELULAS DO CUMULUS - TUNEL

Em ambos experimentos, um minimo de 500 CCs foram contadas de cada
grupo de tratamento para que fosse realizado os célculos estatisticos em porcentagem
(figura 10). Os resultados dos experimentos néo revelaram efeitos (P>0,05) da IL-10
e da refrigeracdo sobre a fragmentacdo do DNA das células do cumulus, conforme
demonstrado na figura 9. A porcentagem média de DNA fragmentado foi semelhante
(P>0,05) entre todos os grupos experimentais, sem diferencas notaveis entre 0s
tratamentos com IL-10 e os controles, tanto para condi¢cdes refrigeradas quanto
aguecidas.

Experimento| Experimento Il

|
04 poo,05 on 100+ o% P>0,05

40+ 80 -

= 60

Apoptose CC (%)
Apoptose CC (%)

40 -

o
&> <
10- 20
— J‘
0 0
& @ 3 G o5

T T T T
G1 G2 G3 G4

Grupos / Tratamentos Grupos / Tratamentos

Legenda: o Outlier (Valor discrepante); ¢ Média; — Mediana.

Figura 9 - Efeito de IL-10 e da refrigeracdo sobre a apoptose das CCs em porcentagem.

*Em ambos os experimentos, foram utilizadas uma média de 500 a 650 CCs em cada grupo
analisado.
*Nenhum efeito do tratamento (P > 0,05) foi observado para cada grupo avaliado.
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Figura 10 - Analise TUNEL para avaliacdo da fragmentacdo do DNA das CCs.
A) CCs marcadas com a sonda Célula Hoechst 33342 indicando a localizag&o do nicleo; B) CCs
TUNEL positivas em verde indicando fragmentacdo do DNA. — Aumento de 200x.
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5 DISCUSSAO

Embrides produzidos in vitro, normalmente, possuem menor capacidade de
desenvolvimento quando comparados a embrides produzidos in vivo (Van
Wagtendonk-De Leeuw et al., 2000). A média percentual € de que 30% a 40% dos
oocitos bovinos, submetidos ao processo de PIV, conseguem se desenvolver até o

estagio de blastocisto (Chandra e Sharma, 2020).

Em geral, existem duas possiveis explicacbes para justificar a baixa
competéncia dos odcitos in vitro em relacdo aos 004citos in vivo, a primeira diz respeito
as condicBes de cultivo durante as etapas in vitro, a segunda aponta a competéncia
intrinseca inicial do odcito (Sirard e Blondin, 1996). Para obter sucesso no
desenvolvimento, o embrido necessita que 0s processos de maturacdo nuclear,
citoplasmatica e molecular do odcito estejam em excelentes condigbes (Sirard et al.,
2006) sendo estes processos fundamentalmente relacionados ao ambiente ao qual

estes gametas foram inseridos (Hoelker et al., 2014).

No Experimento I, os resultados obtidos demonstraram que a utilizagéo da IL-
10 na dose de 100 ng/ml favoreceu a maturacdo nuclear de odécitos submetidos a
refrigeracdo visto que a extrusdo do corpusculo polar neste tratamento foi similar a
dos tratamentos de odécitos mantidos em temperaturas de cultivo. Sabe-se que o
principal fator da perda de qualidade dos odcitos é a reducao do fornecimento de
oxigénio para as células por causa da ocluséo do fluxo sanguineo, ocasionando uma
mudanca do metabolismo aerdbico para anaerdbico, e resultando na fermentacéo
lactica para producdo de energia e acumulo de acido latico no interior da célula
(Wongsrikeao et al., 2005). Para evitar, entdo, essas perdas na qualidade de odcitos,
0 armazenamento refrigerado dos ovarios diminui o estresse dos odcitos antes da
cultura de maturagéo, retardando assim o acumulo de subprodutos acidos no interior
da célula e prolongando a viabilidade dos odcitos (Luu et al., 2014). Ainda, é sabido
que a IL-10 possui propriedades anti-inflamatorias e que atua na protecéo tecidual e
respectiva regeneracdo (Moore et al., 2021; Hortal et al., 2023). Neste sentido, &
possivel inferir que o emprego da IL-10 no meio MIV, na dose de 100 ng/ml, foi capaz
de atuar na manutencdo da atividade biolégica de odcitos quando os ovarios foram
submetidos ao transporte refrigerado. Em contrapartida, o mesmo efeito nao foi

observado no Experimento Il, no qual é possivel verificar que os tratamentos



33

refrigerados, apesar de serem similares entre si, sdo inferiores aos odcitos dos
tratamentos do grupo aquecido, os quais também s&o similares entre si. E possivel
especular que tal efeito tenha decorrido em funcédo da utilizagdo de uma dose menor,
a qual correspondia a 50 ng/ml, visto que a redugcdo na expressao de fatores anti-
inflamatorios, como a IL-10, pode resultar em resposta inflamatéria, acarretando um
atraso na maturacao folicular decorrente de uma alteracdo na sintese de hormoénios
esteroides (Xie et al., 2023).

No Experimento Il, os resultados demonstraram que os odcitos refrigerados
tratados com 50 ng/ml de IL-10 tiveram uma fragmentacdo do DNA nuclear
semelhante aos odcitos do tratamento controle mantidos em temperatura de cultivo.
Tais resultados demonstram uma protecao da IL-10 contra a fragmentacdo do DNA
para oo0citos refrigerados, proporcionando resultados semelhantes aqueles
observados para o6citos mantidos em temperatura de cultivo. Em humanos, a IL-10 é
secretada por embrifes pré-implantados em altos niveis nos tecidos placentéarios e
atua na inibicdo da producédo de citocinas pro-inflamatorias produzidas pelas células
Thl, como a IL-2 e IFN-y, que auxiliam na imunidade mediada por macréfagos e

células T citotdxica (Oezoernek et al., 1995).

Avaliando a fragmentacdo do DNA dos odcitos, nota-se um mesmo padréao de
comportamento nos experimentos | e Il. Os tratamentos com utilizacdo de IL-10
apresentaram similaridade aos o0citos do tratamento controle mantidos em
temperatura de cultivo e a menor fragmentacdo foi obtida para os tratamentos
aguecidos com adicdo de IL-10, entretanto, esta foi significativa apenas para o
Experimento |, o qual utilizou uma concentracdo de 100 ng/ml. Estudos que avaliaram
a IL-6 mostram que, ao realizar cultivo com concentracéo de 100 ng/mL (Seekford et
al., 2021), é obtido um aumento consistente no numero das células de massa celular
interna (MCI), diferentemente de outros trabalhos que ndo conseguiram detectar
aumentos nos numeros de MCI, utilizando uma suplementacdo de IL-6 nas
concentracbes de 0,5 e 50 ng/mL (Sang et al., 2020). O estresse térmico do calor
causa danos significativos ao DNA e nas modificacdes epigenéticas, estando assim
relacionado a capacidade de desenvolvimento do odcito, reduzindo a taxa de
clivagem, a taxa de blastocisto e o numero de copias de DNA mitocondrial (Feng et
al., 2024). A eficacia da IL-10 em mitigar os danos ao DNA em o6citos sob estresse

térmico, tanto em condi¢cdes de aquecimento quanto de refrigeracdo, sublinha a



34

importancia da investigacdo do papel desta citocina na preservacdo da integridade

celular.

Em ambos os experimentos, a maturacdo citoplasmatica apresentou uma
tendéncia a ndo-maturacdo e a degradacdo celular nos grupos submetidos a
refrigeracdo. Tais resultados demonstram que a intervencdo com IL-10 ndo conseguiu
estabilizar a qualidade citoplasmatica prejudicada dos odcitos expostos ao frio. A
maturagcdo citoplasmatica do odcito é altamente importante para a aquisicdo de
competéncia de desenvolvimento, pois ha um rearranjo substancial de organelas
coordenadas pelo citoesqueleto (Coticchio et al., 2015) e danos nessas estruturas
comprometem os granulos corticais (Payton et al., 2004; Moura e Paula-Lopes, 2020).
Avaliando o agrupamento dos GCs, pode-se sugerir que a refrigeracdo induz um
estresse significativo levando a formacéo de clusters, impedindo a migracdo dos GCs
em direcdo ao oolema durante a maturacao, indicando a degeneracao celular. Esse
comportamento € relatado diferentemente em estudos que investigam o estresse ao
calor (41 °C) em odcitos bovinos, em que a maturacdo apresentou a distribuicéo
completa de granulos corticais, sugerindo que o estresse pelo calor acelerou a
maturacdo citoplasmatica por conta do aumento na translocacdo dos granulos

corticais para o oolema (Edwards et al., 2005; Moura e Paula-Lopes, 2020).

As taxas de expansdo e niveis de fragmentacdo do DNA das células do
cumulus foram similares quando comparados aos grupos controle, apresentando uma
auséncia de efeito da IL-10 e da refrigeracdo. As células do cumulus séo o local onde
as moléculas de crescimento como o TGF-alfa (fator de crescimento transformador
alfa), FSH (hormdnio foliculo-estimulante) e EGF (fator de crescimento epidérmico)
(Downs, Daniel e Eppig, 1988; Brucker et al., 1991) atuam regulando a maturagéao do
oocito (Paula-Lopes et al.,, 1998), e exibem funcbes de defesa e de suporte a
maturagcdo e desenvolvimento do odcito contra pequenas quantidades de espécies
reativas de oxigénio durante o estresse a temperaturas ambientais elevadas
(Abdelnour et al., 2020). Outros estudos em embrides bovinos (Paula-Lopes et al.,
1998) demonstram que a adi¢do de IL-1b durante a maturacédo in vitro também nao
teve efeito sobre a expansao do cumulus ou sobre o desenvolvimento até o estagio

de blastocisto apos a fertilizacao.
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E conhecido o papel termoprotetor das células cumulus durante a maturacéo
do odcito (Edwards e Hansen, 1996). Apesar das expectativas de que a IL-10 poderia
proteger as células do cumulus contra a fragmentacdo do DNA induzida pelo frio, a
ndo-expansao das CCs ja é observada e conhecida quando os complexos cumulus-
o0cito sdo expostos ao choque térmico em temperaturas elevadas (Moura e Paula-
Lopes, 2020). Além disso, estudos indicam que a fragmentacdo do DNA e a proporcéo
de células do cumulus TUNEL positivas estressadas ao calor sédo significativas
(Nabenishi et al., 2012).

Os efeitos negativos da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
decorrentes do estresse a altas temperaturas no crescimento, maturacao de oocitos
de mamiferos e posterior desenvolvimento embrionério j4 foram documentadas (Lang
et al.,, 2024; Amaral et al.,, 2020). Em contrapartida, a temperatura fria de
armazenamento pode manter o pH do fluido folicular e evitar a formacéo de EROs, no
entanto, acarreta um efeito prejudicial na viabilidade pré- e pdés-FIV do odcito
(Wongsrikeao et al., 2005).

Um maior periodo de armazenamento resulta em uma maior porcentagem de
oocitos degenerados, visto que ovarios que sao armazenados por mais de 6 horas
apresentam uma porcentagem de fragmentacdo do DNA significativamente maior

guando comparado com menores tempos de Oh e 3h (Wongsrikeao et al., 2005).

No geral, a via de sinalizagéo da IL-10 envolve outras moléculas e interacdes
proteina-proteina, catalise e ativacao/inibicdo. O homodimero de IL-10, ao se ligar ao
seu receptor (IL-10R), que é formado por duas subunidades IL-10R-alfa e IL-10R-beta,
ativa as cascatas JAK/STAT (Janus quinase/transdutor de sinal e ativador de
transcricdo). O dominio extracelular de IL-10R-alfa leva a fosforilagdo/ativacédo da
JAK1 (Janus Kinase 1) e da TYK2 (tirosina quinase 2), que esta associada a IL-10R-
beta. Essas JAKs ativadas, fosforilam os residuos tirosina na cauda do receptor,
localizados no dominio intracelular de IL-10R-alfa. Os residuos fosforilados atuam
como sitios de ancoragem temporarios para STAT3 (Transdutor de Sinal e Ativador
da Transcricdo-3). O STATS3 se liga ao receptor e é fosforilado ainda mais pela JAK1,
formando assim dimeros de STAT3 que se transloca para o nucleo da célula. No
nacleo, ele regula varios genes de progresséao do ciclo celular, juntamente com outros

genes antiapoptéticos (Verma et al., 2016).
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Em nossos estudos anteriores, o tratamento isolado com IL-10 durante a CIV
nao induz mudancas significativas na capacidade de ecloséo de blastocistos, nUmero
total de células, ou taxa de apoptose em blastocistos nao vitrificados. Nesse caso, 0
namero total de células € maior em blastocistos que eclodiram no D7,5 em
comparacao aqueles que eclodiram no D8,5 no tratamento controle, porém nao sao
significativamente diferentes quando comparados ao seu tratamento com IL-10 (Silva
et al., 2024). Citocinas pro-inflamatérias como a IL-6, LIF e GM-CSF melhoram a taxa
de ecloséo, no entanto, especulam-se que as citocinas anti-inflamatérias como a IL-
10, IL-11 e CSF1 também assumem um papel de lideranca na modulacdo de
proteases associadas a eclosdo, como estripsina, catepsinas e ISP1 e ISP2
(Seshagiri, Vani e Madhulika, 2016).
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6 CONCLUSAO

A IL-10 na concentracdo de 100 ng/ml teve um impacto positivo sobre a
qualidade dos odcitos durante a MIV em condicdes de refrigeracéo, e, em alguns
casos, foi efetiva no resgate da maturagdo nuclear de odcitos quando submetidos a
refrigeracéo antes do processo de maturacao. Desta forma, o protocolo mais eficiente
para a PIVE neste estudo envolve o transporte dos ovarios em menor tempo a 30 °C,
aliado a adicdo de uma alta concentragdo de IL-10 no meio MIV, uma vez que essa
combinacao resultou em melhor maturagéo nuclear dos odcitos, menor fragmentacao
do DNA e reducédo no numero de células em apoptose. Os achados deste trabalho
demonstram o potencial da IL-10 como um aditivo em protocolos de preservacéo de
odcitos, especialmente em condi¢cdes de exposicdo ao frio e sdo pertinentes para
investigagdes futuras sobre o uso de citocinas na melhoria das taxas de maturagao

oocitaria e otimizacdo da qualidade embrionaria.
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