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RESUMO

EFEITO DO ACIDO LINOLEICO E CATALASE SOBRE O
DESENVOLVIMENTO E CRIOTOLERANCIA DE EMBRIOES BOVINOS
PRODUZIDOS IN VITRO NA AUSENCIA DE SORO E BAIXA TENSAO DE
OXIGENIO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementagcdo do meio de
cultivo com acido linoleico e/ou catalase, em meio sem a adicdo de SFB,
cultivados em atmosfera de baixa tensdo de oxigénio sobre o desenvolvimento,
qualidade e criotolerancia de embrides bovinos. Em um grupo foi feita a
suplementagao com 100 uM de acido linoleico (LA); 100Ul de catalase (CAT)
em um segundo, no terceiro grupo foram feitas as 2 suplementagdes (CAT+LA)
e um quarto grupo sem suplementagdo (CONTROLE), durante todo o periodo
de cultivo em atmosfera de 5%CO2, 7%02 e 88%N2 em BAGS. As taxas de
clivagem nao diferiram (P>0,05) entre os grupos. Porém as taxas de produgao
de embrides em D7 e D8 diferiram (P<0,05), sendo que o controle obteve
melhor resultado perante os 3 tratamentos e o grupo CAT+LA gerou a menor
taxa de producédo (30,7; 22,4; 19,8; 12,4%). Observou-se um atraso no
desenvolvimento, sendo os blastocistos expandidos somente encontrados no
D8. Na avaliagédo do conteudo total de lipidios, houve uma redugéao significativa
(P<0,05) nos 3 grupos tratados em relagdo ao controle. A medida dos niveis
intracelulares de ROS néo foi afetada nos 4 grupos (P>0,05). A quantidade de
células totais foi significativamente menor (P<0,05) no grupo CAT+LA, e o
grupo CAT foi o que apresentou maior porcentagem de células apoptéticas. Em
relacdo a taxa de re-expansao as 24 horas (P<0,05), o grupo controle (50%) e
o CAT (67,2%) apresentaram menores taxas que os grupos LA (71,7%) e o
CAT+LA (76,7%). As 48 horas, o grupo controle apresentou a menor taxa
(35,7%), seguido pelo grupo CAT (47,5%). Ja o grupo LA (56,5%) diferiu
estatisticamente do controle mas ndo dos grupos CAT (47,5%) e CAT+LA
(76,7%). O grupo CAT+LA diferiu estatisticamente dos grupos controle e CAT.
Com base nestes resultados, embrides tratados com LA ou CAT+LA no cultivo
in vitro, na auséncia de soro e baixa tensdao de oxigénio, apresentaram
melhores taxas de sobrevivéncia pds reaquecimento. Em conclusdo, a
diminuicdo na quantidade total de lipidios nos embrides pode melhorar o
desempenho destes no processo de criopreservagao.

Palavras-chave: 4&cidos graxos; antioxidantes; criopreservagao;

desenvolvimento embrionario - bovino; embrido bovino.



SUMMARY

EFFECT OF LINOLEIC ACID AND CATALASE IN SERUM-FREE MEDIUM
AND UNDER LOW OXYGEN TENSION DURING IN VITRO CULTURE ON
DEVELOPMENT AND CRYOTOLERANCE OF BOVINE EMBRYOS

The most commonly recommended way to obtain more resistant in vitro
embryos during the cryopreservation process is to change these embryos,
whether through removal of fetal bovine serum (FBS), addition of different
supplements to the culture medium or changes in oxygen tension in the
production process. The objective of this study was to assess the effects of
supplementation of the culture medium with linoleic acid and/or catalase in
medium without the addition of FBS, in low tension oxygen atmosphere on
development, quality and cryotolerance of bovine embryos. In one group, the
medium was supplemented with 100 um of linoleic acid (LA); the second was
supplemented with 100Ul of catalase (CAT), a third group was supplemented
with both, CAT+LA and a fourth group received no supplementation (control),
during the entire culture period in an atmosphere of 5% CO2, 7% O2 and N2
88% in BAGS. Cleavage rates did not differ (P>0.05) between groups (72.7;
74.1; 72.1; and 72.0%, respectively). However, embryo production rates in D7
and D8 were different (P<0.05), where the control had the highest blastocyst
rate of the treatments and the CAT+LA group presented the lowest rate of
production (30.7; 22.4; 19.8; 12.4%). Expanded blastocysts were only foundon
D8, indicating a delay in development. There was a significant reduction
(P<0.05) of total lipids in the 3 treated groups when compared to the control
group. There was no difference in the intracellular levels of ROS between the 4
groups (P>0.05).Total cell number was significantly lower (P<0.05) in the CAT+
LA and the CAT group showed the highest percentage of apoptotic cells.
Considering the re-expansion rates in 24 hours (P<0.05), the control group
(50%) and the CAT group (67.2%) presented lower rates than the LA group
(71.7%) and CAT+LA group (76.7%). At 48 hours, the control group showed the
worst rate (35.7%) followed by the CAT group (47.5%).The LA group (56.5%)
was statistically different from control group but not from CAT (47.5%) and
CAT+LA groups (76.7%). The CAT+LA group was statistically different from
control and CAT groups. According to these results, embryos treated with LA or
CAT+LA in vitro during culture, without fetal serum and low tension oxygen,
showed better survival rates after reheating. In conclusion, decrease in the total
amount of lipids in embryos can improve performance in the process of
cryopreservation.

Keywords: Antioxidants; bovine embryo; criopreservation; development
embrionic- bovine; fatty acids.
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I INTRODUGAO

O Brasil possui 212,85 milhdes de cabecas de gado segundo o IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), que o qualifica como o segundo
rebanho mais numeroso do mundo. O pais tem se destacado como o maior
usuario em larga escala das diversas biotecnologias da reprodugdo animal,
onde foi responsavel por 85% do total de embrides produzidos in vitro e
transferidos no mundo em 2011 (STROUD, 2012).

Todavia, o desenvolvimento de uma metodologia eficaz de producéao in
vitro (P1V) de embrides bovinos para maximizar o ganho genético e a produgéo
a um baixo custo € um desafio ha anos, ja que a eficiéncia da técnica ainda é
pouco satisfatéria. In Vivo aproximadamente 80% do odcitos ovulados
desenvolvem-se até blastocisto, enquanto in vitro apenas 40% atingem esse
estagio (MERTON et al., 2003). Varios fatores podem contribuir para esse
resultado, entre eles: a qualidade do odcito (MERTON et al., 2003), a fertilidade
do sémen (CAMARGO et al., 2006) e as condi¢cdes sub-6timas e composigao
dos meios de cultivoin vitro, desde a maturagcdo até o desenvolvimento
embrionario (THOMPSON; PETERSON, 2000).

Sistemas de produgdo cada vez mais eficientes estdo sendo
desenvolvidos para propiciar condicbes de maturagdo, fecundacdo e
desenvolvimento embrionario in vitro mais adequadas (ASSUMPCAO et al.,
2002), afim de se obter embrides de melhor qualidade e com resultados
superiores de prenhezes tanto de embrides a fresco como criopreservados.

A criopreservagao de embrides € uma tecnologia aplicada a reprodugéo
pois permite que os embrides excedentes do processo possam ser
reaproveitados no momento mais adequado, e n&o sejam descartados
onerando os custos e desperdigando material genético. Porém os resultados de
prenhez de embrides que foram reaquecidos apds serem criopreservados sao
muito variaveis e inconsistentes, o que reflete no numero ainda reduzido da

aplicagdo desta biotecnologia no Brasil (STROUD, 2012). A capacidade de
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sobrevivéncia embrionaria apds este processo é um evento multifatorial.
Segundo Seidel Jr (2006) a melhor abordagem para aumentar o sucesso da
criopreservacgao € alterar os proprios embrides para torna-los mais resistentes.

A participagao dos lipidios embrionarios na baixa criotolerancia esta bem
documentada (ABE et al., 2002; BARCELO-FIMBRES; SEIDEL, 2007;
PEREIRA et al., 2008). Porém, recentemente vem sendo reconhecido que ndo
€ apenas a quantidade de lipidios que afeta a criopreservacéao. Diversos fatores
estdo envolvidos na criotolerancia embrionaria, como: o proprio conteudo e
composic¢ao lipidica, o metabolismo embrionario, a apoptose e o padrédo de
expressdo génica (SUDANO et al., 2011). Um estudo sobre a adi¢gdo de acido
linoleico conjugado (CLA) ao meio de cultivo de embrides bovinos (PEREIRA et
al., 2004; 2007; 2008) demonstrou um efeito positivo no aumento das taxas de
sobrevivéncia embrionaria pos-criopreservacdo com a diminuigdo do conteudo
lipidico dos embrides.

Outro fator que deve ser considerado, € a protegdo contra as avarias
causadas pelo estresse oxidativo. Este parece desarranjar os embrides por
ocasionar a peroxidagdo dos fosfolipidios de membrana e alterar moléculas
como lipidios, proteinas e acidos nucléicos. Os efeitos desses danos incluem
alteragbes mitocondriais, bloqueio do desenvolvimento embrionario e apoptose.
Odcitos e embrides parecem estar protegidos contra o estresse oxidativo pela
presenca de antioxidantes nos fluidos folicular e do oviduto. Porém, quando
removidos de seu ambiente natural para a producgao in vitro eles perdem a sua
defesa natural, e, portanto, cuidados especiais, como a adigdo de antioxidantes
ao meio de cultivo devem ser priorizadas afim de se evitar que o estresse
oxidativo ocorra e reduza a eficiéncia do processo (WANG et al., 2002).

A tensdo de oxigénio empregada no cultivo in vitro também afeta a
producao in vitro. Sabe-se que a reducado da tensdo de oxigénio de 20% para
5% no cultivo aumenta a taxa de desenvolvimento embrionario em varias
espécies (GUERIN et al., 2001; TAKAHASHI et al., 2000; YUAN et al., 2003).
Estudos comprovam que o cultivo in vitro de embrides sob baixas

concentracbes de oxigénio propicia uma menor producado de radicais livres
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(NARS ESFAHANI et al., 1990, 1991) indicando que a alta concentragcédo de
oxigénio afeta o desenvolvimento, provavelmente devido ao acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS).

Desta forma, para produzir embrides in vitro mais aptos ao
desenvolvimento e assim, mais resistentes a vitrificacdo, a proposta deste
estudo foi utilizar meios de cultivo embrionario sem a presenga de soro fetal
bovino que causaria um acumulo de lipideos nos embrides, e, adicionar ou n&o
o0 acido linoleico no cultivo in vitro, que proporciona uma diminuicdo da
quantidade total de lipidios. Partindo do principio que a adicdo de acidos
graxos ao processo poderia propiciar uma maior quantidade de reagdes que
levassem ao estresse oxidativo, foi proposto utilizar um antioxidante
extracelular, a catalase, para controlar a quantidade de espécies reativas de
oxigénio (ROS) presentes no meio de cultura, que € um antioxidante que tem
como fungdo a remocdo do perdxido de hidrogénio do meio, principal
responsavel pela peroxidagao lipidica das membranas. Em conjunto, todo o
sistema de cultivo in vitro foi realizado sob baixa tens&o de oxigénio, a fim de
impedir o aumento da concentracdo de ROS no sistema de producdo. A acgao
conjunta de acidos graxos, antioxidantes, cultivo in vitro sem SFB em baixa
tensdo de O2 parece ser uma alternativa viavel para a produgéo de embrides
de melhor qualidade com um acréscimo na taxa de sucesso da criopreservagao

de embrides.
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Il REVISAO DA LITERATURA

SUPLEMENTAGCAO COM SORO FETAL BOVINO (SFB) NO CULTIVO
IN VITRO

A qualidade do oécito € um fator determinante para que embrides
produzidos in vitro possam chegar ao estadio de blastocisto. Entretanto,
estudos ressaltam que as condigbes de cultivo que envolvem varios fatores,
como o tipo de meio, a atmosfera gasosa, a densidade (quantidade de
embrides/volume de meio), a suplementacao proteica e a presenca ou nao de
co-cultivo influenciam na qualidade dos embrides (LONERGAN et al., 2003;
GOMEZ et al., 2008).

O periodo pés-fecundagcdo é de grande impacto a qualidade do
blastocisto, pois durante os dias de cultivo in vitro varios eventos ocorrem,
como: as primeiras clivagens, que sdao um grande indicador do potencial
desenvolvimento do embrido; a ativagcdo do genoma embrionario; e a
compactagao da morula, que envolve a partir dai o estabelecimento de 2 tipos
celulares, o trofectoderma e a massa celular interna (LONERGAN et al., 1999;
RIZOS et al., 2003). Qualquer modificagdo no meio de cultivo celular pode
afetar a qualidade do embrido. Portanto, o cultivo é fundamental para o éxito da
producao in vitro (PIV), e seu sucesso esta relacionado com o conhecimento
das necessidades nutricionais durante o desenvolvimento do embrido (RIZOS
et al., 2003).

O soro fetal bovino (SFB) e a albumina sérica bovina (BSA) sdo as
fontes proteicas mais utilizadas no cultivo in vitro (MINGOTI et al., 1995). O
soro é uma complexa mistura nao definida de diferentes proteinas que contém
pequenos peptideos, substratos energéticos e fatores de crescimento que

participam do desenvolvimento embrionario, e por isso, € conhecido por
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promover o crescimento de embrides cultivados in vitro (BRUNNER et al.,
2010).

Quando adicionado ao meio, o SFB melhora significativamente as taxas
de desenvolvimento (LEIVAS et al., 2011; PEREIRA et al., 2008; SUDANO et
al., 2011), apesar do potencial efeito prejudicial na qualidade dos mesmos
(BRUNNER et al., 2010; RIZOS et al., 2003). O SFB inibe as primeiras divises
celulares mas acelera a cinética do desenvolvimento embrionario apds as
primeiras divisdes celulares (GUTIERREZ-ADAN et al., 2001; RIZOS et al.,
2003).

Contudo, o soro ndo permite apurar as necessidades nutricionais do
embrido durante o desenvolvimento por apresentarem uma variedade de
componentes indefinidos (acidos graxos, fatores de crescimento, aminoacidos
e vitaminas) que variam de lote para lote (ABE et al., 2002). Apesar das suas
propriedades benéficas, a sua utilizacdo vem sendo associada a diversas
anormalidades, como: modificagdes nas organelas celulares, degeneracgao
mitocondrial, alteracdo do padrao de expressao génica, aumento do numero de
gotas lipidicas, modificagdo no metabolismo celular (ABE et al., 2002;
KHURANA; NIEMANN, 2000; LONERGAN et al., 2003; PEREIRA et al., 2007,
2008; REIS et al., 2005; RIZOS et al., 2003, 2008; STURMEY et al., 2008),
reduzida sobrevivéncia pos criopreservacao (ABE et al., 2002; RIZOS et al.,
2002, 2003; SUDANO et al., 2011, 2012), além de alterar a fluidez e fungao da
membrana plasmatica, causar danos ao citoesqueleto e as jungdes célula-
célula (ABE et al., 2002; REIS et al., 2005; RIZOS et al., 2003).

O SFB pode aumentar a incidéncia de apoptose (KNIJN et al., 2003)
além de ser uma fonte de contaminagédo por patégenos (LONERGAN et al.,
2006).

Embrides cultivados na presenca de soro apresentaram acumulo de
lipidios citoplasmaticos, os quais sao responsaveis por uma maior sensibilidade
desses embrides ao processo de criopreservagao (ABE et al., 2002; RIZOS et
al., 2003). O SFB pode interferir no metabolismo lipidico dos embrides de trés

formas: o soro pode aumentar a neosintese de lipidios (especialmente os
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triacilgliceridios) em embrides (ABD EL RAZEK et al.,, 2000); lipoproteinas
presentes no soro podem ser internalizadas pelas células aumentando seu
conteudo lipidico (FERGUSON; LEESE, 1999; SATA et al.,, 1999); e, a
presenca de soro pode alterar o metabolismo lipidico na mitocondria,
principalmente aumentando os estoques de lipidios intracelulares (ABE;
HOSHI, 2003).

A sintese ou 0 acumulo excessivo de lipidios nos embrides induzido pela
presenca de SFB dao aos embribes uma aparéncia escura quando
comparados com outros embrides produzidos sem SFB ou embrides in vivo
(ABE et al., 1999, 2002; ABE; HOSHI, 2003; FERGUSON; LEESE, 1999;
PEREIRA et al, 2007; REIS et al, 2003; RIZOS et al.,, 2003, 2008;
SHAMSUDDIN; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1994). Embriées produzidos sem a
adicdo de SFB reduzem o acumulo de gotas lipidicas em blastocistos e
melhoraram a resisténcia a criopreservacdo (ABE et al.,1999, 2002; DIEZ et
al.,1996, 2001).

Portanto, a adicdo do SFB tem sido relatada como essencial para
obtencdo de producao satisfatdria de embrides, mas reduzir as concentragdes
de SFB durante algumas etapas da PIV é necessario para sustentar a

qualidade do embrido.

LIPIDIOS, ACIDOS GRAXOS E O ACIDO LINOLEICO (LA)

Os lipidios sao compostos caracterizados por sua insolubilidade em
agua, sendo os mais importantes os triacilglicerois (TAG) e os fosfolipidios
(FL). Os TAG sao a principal forma de estocagem de energia em diversos
organismos, e os FL, sdo o principal componente da estrutura bicamada
lipidica das membranas biolégicas (Figura 1).
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‘ Triacilglicerdis ‘ | Glicerofosfolipidios | | Esfingolipidios |

FIGURA 1 — Composigao dos lipidios (tracilgliceréis, fosfolipidios, esfingolipidios) —

fonte: Principios de Bioquimica - Lehninger.

As membranas celulares (Figura 2) apresentam o modelo mosaico fluido
compostas por uma fluida bicamada lipidica de fosfolipidios (ENGELMAN,
2005).

q - glicoproteinas
glicocdlice

” glicolipideos

bicamada de
fosfolipideos

fibra do
citoesqueleto

FIGURA 2- Esquema da membrana plasmatica (bicamada lipidica) — fonte dominio

publico.

Os fosfolipidios sdo compostos por uma cadeia de 3 carbonos onde um
grupo de cabeca-fosfato € aderido a um carbono posicionado no final do
esqueleto carbbnico e dois acidos graxos sao conectados aos 2 outros
carbonos. Tanto os acidos graxos como seus grupos cabega-fosfato, podem
variar em sua composi¢cado (Figura 3) e essa variagao € que determinara as

propriedades das membranas celulares (EDIDIN, 2003).
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FIGURA 3 — Composigao dos fosfolipidios — fonte dominio publico.

Os fosfolipidios, cujas cadeias de AG sao predominantemente poli-
insaturadas, quando submetidos a uma redugdo de temperatura, assumem
uma forma cdnica, na qual as extremidades hidrofébicas sdo externas e as
hidrofilicas internas. Essa estrutura € denominada de forma hexagonal Il, ou
micela invertida. Quando a membrana esta em transicao de fase fluida para a
fase cristalina, para muitos lipidios, a formagdo desta micela invertida é
transitoria, entretanto, para certos fosfolipidios esta estrutura persiste. Como
consequéncia, tem-se aumento da permeabilidade da membrana com o
estabelecimento de canais que permitem a entrada de ions e pequenas
moléculas, podendo desestabilizar a membrana e, assim, causar danos
irreparaveis (PARKS & GRAHAM, 1992).

Embora existam diferengas consideraveis entre as espécies de
mamiferos, em geral a membrana plasmatica contém aproximadamente 70%
de fosfolipidios, 25% de lipidios neutros e 5% de glicolipidios. As propriedades
fisicas das membranas além de serem influenciadas pela composicao de
lipidios, sdo reguladas em resposta a fatores do ambiente, temperatura ou
dieta (GUR & HARWOOQOD, 1991). Se a membrana apresentar maior niumero de
acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), a fluidez aumenta porque nos PUFAS
as cadeias acil sdo extremamente flexiveis e podem mudar rapidamente seu
estado conformacional (JUCHEM et al., 2010; LOMBARDO; CHICCO, 2006).



27

Os lipidios também atuam na interacdo célula-célula, proliferagao
celular, transporte (SATA et al., 1999) além de serem precursores da
biossintese de prostaglandinas e horménios esteroides.

O citoplasma de alguns mamiferos é rico em lipidios, como em bovinos e
suinos, e outros ndo, como em humanos e camundongos. A composigao
lipidica de odcitos bovinos € de 50% de triacilglicerois, 20% de fosfolipidios,
20% de colesterol e 10% de acidos graxos livres (MC EVOY et al., 2001). O
triacilglicerol (TAG) é o mais abundante em odcitos bovinos e funciona como
uma reserva potencial de energia para o desenvolvimento embrionario inicial
(FERGUSON; LEESE, 1999; KIM et al., 2001; STURMEY et al., 2009; ZERON
et al., 2001). Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) compreendem menos
de 20% do total de acidos graxos, sendo o acido linoleico (LA), da familia n-6 o
mais abundante deles (SANTOS et al., 2008).

Os TAG representam 40-50% da massa de lipidios total em embrides
bovinos in vivo, e, in vitro eles podem atingir 88% da massa. Isso porque a
concentragdo permanece estavel nos embrides in vivo do estagio de 2 células
até o estagio de blastocisto, enquanto os in vitro a reserva de triacilgliceroéis
pode duplicar no estagio de blastocisto em embrides expostos a cultura com
soro fetal bovino (CHARPIGNY et al., 2003).

A delipidagdo mecanica tem sido aplicada nos estagios iniciais do
desenvolvimento de embrides suinos e de embrides clone bovinos (USHIJIMA
et al.,, 1999; DIEZ et al., 2001) através da polarizagdo das gotas lipidicas por
centrifugacado e remocao fisica do excesso de lipidios. Em ambos os casos, a
sensibilidade a criopreservacgao foi reduzida. Entretanto, € um método invasivo
e este mecanismo altera o desenvolvimento potencial de blastocistos
transferidos para para receptoras (DIEZ et al., 2001).

O acido linoleico € um acido graxo poli-insaturado da familia 6mega-6 e
€ denominado essencial por ndo poder ser sintetizado pelos organismos
(SCHMITZ; ECKER, 2008). Sao importantes reguladores das fungdes

celulares, na formagcdo das membranas, expressdo de genes, adesdao e
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proliferagdo celular, transporte intra e intercelular (WAHLE et al., 2003), e no
correto funcionamento do sistema imunoldgico e processo inflamatorio.

O acido linoleico denomina um conjunto de isdbmeros posicionais e
geomeétricos do acido octadecadiendico com duplas ligagdes conjugadas, que
podem ser encontradas nas posi¢des 9 e 11, 10 e 12 ou 11 e 13, entre outras e

podem ser em ambas configuragdes, cis e trans (Figura 4).
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FIGURA 4 — Acido Linoleico; acido linoleico cis-9, trans-11; acido linoleico trans-10, cis-
12.

Estudos demonstraram que a posigao da dupla ligagéo e o seu tipo de
isomeria geométrica determinam o papel no metabolismo. Os isbmeros mais
conhecidos sdo também o que se apresentam em maior abundéancia, o acido
linoleico conjugado (CLA) trans-10, cis-12 e o CLA cis-9, trans-11. O efeito do
CLA na composigao corporal e no metabolismo lipidico em cultura de células é
induzido pelo trans-10, cis-12, e o crescimento e eficiéncia alimentar parece
estar mais relacionado com o cis-9, trans-11 (PARIZA et al., 2001).

Segundo Aardema et al. (2011), 95% dos acidos graxos presentes no
sistema de producgao in vitro sdo metabolizados pelos odécitos/embrides. Isso
justifica a suplementacdo com acido linoleico e que de alguma forma essa
incorporagao melhora a criotolerancia dos embrides PIV e diminui a quantidade
de lipidios.

Pereira e Marques (2008) avaliaram embrides produzidos na presencga

de SFB e de CLA trans-10, cis-12, e este tratamento nao resultou em
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diferengas em comparagao ao grupo controle, na taxa de clivagem, sexagem,
taxa de blastocistos no D7 e D8 e qualidade morfolégica. Porém, os embrides
suplementados com o CLA tiveram um aumento de pequenas gotas de lipidios
€ uma menor quantidade de embrides catalogados como “gordos”. Em geral,
embrides cultivados com CLA se apresentaram mais “magros” que o0s
controles. A taxa de sobrevivéncia pds aquecimento foi maior para os embrides
com CLA. Neste trabalho, houve uma reducdo do conteudo dos triacilglicerois
induzida pelo CLA t10, c12 e isso contribuiu para um aumento da resisténcia do
embrido a criopreservagéo, pois segunda a autora, o CLA tem a fungdo de
bloquear a entrada de acidos graxos nos adipdcitos, podendo interferir deste
modo na deposicado de acidos graxos nos embrides. Em 2007, o mesmo grupo
verificou que em meios suplementados com CLA houve uma melhora na razéo
de sobrevivéncia dos blastocistos depois do congelamento lento e
aquecimento. Outros pesquisadores também demostraram que a adicdo do
acido linoleico melhora a sobrevivéncia pos aquecimento (AL DARWICH et al.,
2010; HOCHI et al., 1999; IMAI et al., 1997; PEREIRA et al., 2007; TOMINAGA
et al., 2000), e este efeito pode ser resultado de um aumento na conversao de
acidos graxos insaturados na membrana antes da criopreservagao, e isto pode
resultar, num aumento da fluidez da membrana, que pode vir a melhorar a
habilidade do embrido ao processo (HOCHI et al., 1999; TOMINAGA et al.,
2000).

ATMOSFERA GASOSA DE 5% 02 VS 20% Oz

Um aspecto de grande relevancia no cultivo embrionario € a atmosfera
gasosa que influencia tanto na produgdo como na qualidade dos embrides. Ja
foi comprovado o efeito negativo ocasionado pelo estresse oxidativo em
diferentes células de mamiferos, inclusive embrides, proporcionado pela alta
tensao de oxigénio (BAVISTER, 1995; GUERIN et al., 2001).
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A atmosfera de 5% CO2 em ar € a mais utilizada para co-cultivo de
embrides bovinos, onde a concentracdo de O2 € maior do que a encontrada no
oviduto de mamiferos (FUJITANI et al., 1997). A concentragcdo de oxigénio
influencia no desenvolvimento embrionario pela prevengcdo na formagao de
radicais livres, que levam a peroxidagao dos lipidios nos embrides, resultando
em danos celulares tanto em embrides murinos (NARS-ESFAHANI et al., 1991)
quanto em bovinos (NAGAO et al.,, 2008). A baixa tensdo de O2 leva a
diminuicdo da producgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) que induzem a
apoptose, permitindo ainda que a atividade metabdlica desses embrides esteja
mais proxima daqueles produzidos in vivo (CORREA et al., 2008). Portanto o
cultivo de embrides in vitro com alta tensdo de oxigénio (20%) produz mais
radicais livres do que os embrides cultivados em baixa tensdao de O:2
(FUJITANI, et al., 1997; TAKAHASHI et al., 2000; THOMPSON et al., 1990).

Desta forma, a formacédo de radicais livres devido ao estresse oxidativo
pela alta concentragcdo de O2 torna a atmosfera gasosa uma importante
variavel no processo de produgao (BAVISTER, 1995; FUJITANI et al., 1997). O
aumento de radicais livres de oxigénio pode estar relacionado com uma
disfungdo mitocondrial devido ao estresse (LIU et al., 2003), podendo resultar
em danos celulares e danos ao DNA (ADLER et al.,, 1999; DIAS, 2003;
GUERIN et al., 2001).

O estresse oxidativo pode atrasar o desenvolvimento de embrides e
aumentar a frequéncia de fragmentagdo no DNA pela formagdo de H20:2
(peroxido de hidrogénio) intracelular. A atmosfera de 5-7% Oz diminui os efeitos
deletérios no DNA durante o desenvolvimento embrionario e apresenta taxa
satisfatoria de produgdo de embrides (FUJITANI et al., 1997; GUERIN et al.,
2001; TAKAHASHI et al., 2000; THOMPSON et al., 1990; YUAN et al., 2003), e
blastocistos com maiores quantidades de células (DUMOULIN et al., 1999),
além dos embrides serem mais proximos ao in vivo quanto ao perfil de
expressao génica (WRENZYCKI et al., 2001).



31

Cultura de embrides em baixa tensdo de oxigénio pode melhorar
desenvolvimento embrionario em diversas espécies, inclusive bovinos (YUAN
et al., 2003).

Contudo, a necessidade da adicdo de antioxidantes ao cultivo in vitro sem
SFB em baixa tensdo de Oz ainda precisa ser melhor avaliada (ALI et al.,
2003).

ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) E ANTIOXIDANTES

Quimicamente os metabdlitos do oxigénio sdo substancias que apresentam
numero impar de elétrons (Figura 5), os quais sao altamente instaveis e
energéticos, podendo ser formados pela acao direta de alguma fonte externa
de energia (luz, calor, radiagdo), interna (proprio metabolismo), de reacgdes
catalisadas por metais (Fe, Cu) ou enzimas. Essa energia, ao atingir o atomo,
induz um elétron a ser removido do orbital, formando um novo atomo contendo
um elétron extra, o qual para se tornar novamente estavel, precisa liberar essa
energia acumulada (KEFER et al.,, 2009; VALKO et al., 2005). Esta nova
particula formada por um elétron livre apresenta instabilidade elétrica muito
grande, e mesmo tendo meia vida muito curta, apresentam grande capacidade
reativa, atingindo uma molécula, célula, ou tecido do organismo para capturar
um elétron para sua estabilizacdo. E onde acontece as reacdes em cadeia de
lesdo celular. Devido a esta caracteristica, € denominado de substancia

oxidante (SHARMA et al.,1999).
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FIGURA 5 — Esquema da perda de um elétron de um atomo normal transformando-o
em radical livre — fonte dominio publico.
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Assim, metabdlitos reativos do oxigénio (ROS, do termo em inglés:
reactive oxygen species), radicais livres e oxidantes sdo termos usados para
identificar os intermediarios quimicos reativos do metabolismo do oxigénio
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG; ARNER, 2001), tanto os
préoprios radicais livres (ions hidroxil, superdxido, oxido nitrico, peroxil), quanto
0s nao radicais (0z6nio, peroxido de hidrogénio, peroxidases lipidicas) como os
derivados do oxigénio (AGARWAL et al., 2005).

O organismo produz naturalmente espécies reativas de oxigénio
decorrentes do préprio metabolismo celular aerébico, como subprodutos no
processo de respiracdo celular que ocorre nas mitocéndrias e da sintese de
estruturas. A producao controlada de ROS apresenta fungdes fisiolégicas em
diferentes tipos celulares, porém altas concentragdes sao prejudiciais e
danificam biomoléculas, como o DNA, proteinas e lipidios. As células possuem
um sistema de defesa antioxidante para proteger-se destes efeitos deletérios
(HALLIWELL et al.,, 1992, 1999). Concentracbes reduzidas de ROS sao
importantes para processos bioquimicos normais como a sinalizagao e controle
do crescimento celular, ataque de patdgenos invasores, sintese enzimatica
(AGARWAL et al., 2004).

O estresse oxidativo ocorre quando a geracdo de ROS é superior a
eficiéncia dos mecanismos endoégenos protetores. O desequilibrio na
concentragdo de ROS pode ser gerado pelo aumento de sua produgéo ou pela
diminuicdo da atividade de substéncias antioxidantes (GUERIN et al., 2001;
FEUGANG et al, 2003). As consequéncias desses danos oxidativos podem ser
evidenciados no desenvolvimento retardado dos embrides, nas disfungdes
metabdlicas e até mesmo no aumento e aceleracdo da apoptose (GUERIN et
al., 2001).

As concentragdes intracelulares de ROS sdo maiores em sistemas in vitro
quando comparadas a producédo in vivo. Quantidades elevadas de Oz e H202
tém sido constatadas em embrides de camundongos produzidos in vitro em
estadio inicial de clivagem quando comparadas a producgao in vivo desses
mesmos animais (GOTO et al., 1993; NASR-ESFAHANI et al., 1990; NASR-



33

ESFAHANI; JOHNSON, 1991). O estresse na produgdo in vitro podem
provocar alteragdes negativas tanto na maturagdo, fecundagdo como no
cultivo. Para que nao ocorra essa situacao de estresse, € necessario reduzir a
producdo de ROS ou aumentar a quantidade de antioxidantes disponiveis
(FUJITANI et al., 1997).

Cada célula é capaz de neutralizar os efeitos deletérios das altas
concentragbes de ROS pelo uso de algumas enzimas. A SOD (superéxido
dismutase) remove o radical superéxido convertendo-o em peroxido de
hidrogénio, a catalase converte o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, a
glutationa peroxidase remove peroxidos das células (Figura 6). Outros
antioxidantes, como a vitamina C e E, bloqueiam a agao da ROS envolvidas na

oxigenagao de acidos graxos poliinsaturados (AGARWAL et al., 2005).

Superdxido dismutase:

2 0y + 2 H* 28 H,0,+ 0,

Catalase:

2 Hzoz ﬂ 2 HED + G]

Glutationa peroxidase:

2GSH + H,0,°25%GSSG + 2 H,O

2GSH + ROOH®=GSSG + H,0 + ROH
Glutationa redutase:

2 GSSG + NADPH + H+ &% 2GSH + NADP+

FIGURA 6 — Equagdes quimicas demonstrando a agao das enzimas que neutralizam

os efeitos ROS (SOD, catalase, Glutationa peroxidase e redutase) — fonte dominio publico.

Diversos fatores exégenos podem alterar a geragcao de ROS nos sistemas
de produgao in vitro de embrides, como a elevada tensao de oxigénio durante o
cultivo in vitro, a presenga de cations metalicos na agua e/ou reagentes
utilizados, exposicao a luz visivel, producao de ROS pelos espermatozoides
durante a FIV, EeXCesso de glicose, 0 processo de
criopreservacédo/descongelagdo (GUERIN et al., 2001) e o excesso de
manipulacdo dos embrides em laboratério (CORREA et al., 2008).
A producao de radicais livres pode ter origem diretamente a partir de

gametas e embrides, os quais sao formados durante os passos intermediarios
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da reducado de oxigénio: radical anion superoxido (Oz™), peréxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxil (OH:). O estresse oxidativo parece danificar os
embrides por levar a peroxidagao dos lipidios e a alteragao de grande parte dos
tipos de moléculas celulares. As consequéncias desses danos incluem
alteracdes mitocondriais, bloqueio do desenvolvimento embrionario (GUERIN
et al.,, 2001), e podem subsequentemente diminuir a viabilidade da PIV de
embrides (ALl et al., 2003; KITAGAWA et al., 2004; WANG et al., 2002).

Odcitos e embrides parecem estar protegidos do estresse oxidativo pela
presenca de antioxidantes nos fluidos folicular e do oviduto. Os oécitos quando
removidos dos foliculos ovarianos para serem utilizados na produgao in vitro,
perdem a sua defesa antioxidante intrinseca, e a adigcdo de antioxidantes ao
meio de cultivo deve ser feita para evitar o estresse oxidativo e
consequentemente, reducdo na eficiéncia da producao in vitro de embrides
(WANG et al., 2002).

As membranas que circudam as células e as organelas celulares contém
grandes quantidades de acidos graxos poli-insaturados, por isso € um dos
componentes celulares mais atingidos pelos ROS. Esse processo acarreta
alteracbes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares. Ha
perda da seletividade idnica, liberagdo do conteudo de organelas e formagao
de produtos citotéxicos, culminando com a morte celular (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

O peréxido de hidrogénio (H202) ndo é um radical livre, mas um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério. Tem vida longa e € capaz de
atravessar membranas Dbiolégicas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
NORDBERG; ARNER, 2001).

A catalase € um antioxidante enzimatico que catalisa a reducdo do
peroxido de hidrogénio & agua e oxigénio. E a principal responsavel pela
remocao imediata de peroxido de hidrogénio (FRIDOVICH, 1998).

Para modulagao das ROS extracelulares pode-se suplementar os meios
de cultivo in vitro com antioxidantes enzimaticos extracelulares, como a

catalase. A suplementagdo com 100 Ul de catalase melhorou o
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desenvolvimento embrionario através da redu¢do do conteudo de H202 (ORSI;
LEESE, 2001).

O estresse oxidativo resultantes das técnicas de reprodugao assistida
nao pode ser evitado. Entretanto pode-se reduzir a formagdo de ROS
adicionando antioxidantes ao meio de cultura ou empregando baixa
concentracado de Oq2. Estas duas acdes parecem ser efetivas na protegcao contra
os efeitos deletérios proporcionando boas condi¢bes de desenvolvimento
embrionario (CAAMANO et al., 1996; DIAS, 2003; LIM et al., 1999;
TAKAHASHI et al., 2002).

CRIOPRESERVAGAO

A criopreservagdao permite o armazenamento de material biolégico por
tempo indeterminado. Todos os métodos de criopreservagao necessitam de
crioprotetores que protegem as células durante o resfriamento e
reaquecimento. Estes s&o divididos em duas categorias, os intracelulares ou
penetrantes (dimetilsulfoxido - DMSO, metanol, etanol, glicerol, etilenoglicol -
EG, 1,2-propanodiol) que sao caracterizados por serem moléculas pequenas
que atravessam as membranas celulares e formam pontes de hidrogénio com
as moléculas de agua no citosol, com isso o ponto de congelamento da agua
diminui e ha menor probabilidade de formagédo de cristais de gelo dentro da
célula. Os extracelulares ou nao penetrantes (lactose, glicose, sacarose,
polivinilpirrolidona - PVP, rafinose, manitol, sorbitol, trealose) que permanecem
no meio extracelular por serem moléculas grandes e atuam atraindo a agua
para fora da célula causando a desidratacdo da mesma (NIEMANN, 1991;
PEREIRA; MARQUES, 2008). Essas duas classes de crioprotetores sao
usadas separadamente ou associadas para diferentes tipos de protocolos de
criopreservacgao (KIM et al., 1997). A técnica convencional de criopreservagao
normalmente utiliza somente um crioprotetor, e a vitrificagao utiliza misturas de
crioprotetores (DOBRINSKY, 2002).
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A principal finalidade de um protocolo de criopreservacdo € obter
temperaturas criogénicas sem danos quimicos e sem formagéo de cristais de
gelo (RUBINSKY, 2003). A técnica de criopreservacdo empregada (vitrificagdo
ou congelamento lento) influenciara no surgimento dos danos nas células ou
embrides.

A vitrificacdo baseia-se no uso de solugcbes aquosas contendo altas
concentragdes de crioprotetores que aumentam a viscosidade do meio. E a
solidificagcdo de um liquido produzida pela extrema elevagado na viscosidade
durante o congelamento, ou seja, um processo quimico pelo qual uma solugéo
concentrada solidifica durante o resfriamento sem formar cristais de gelo, e
formando o vitreo (KIM et al., 2012).

Segundo Saragusty e Arav (2011), quanto maior a concentragao de
crioprotetores, maior sera a temperatura de transi¢cao para o estado vitreo,
diminuindo assim a chance de cristalizagdo da agua e a formagéo do gelo, e,
que pequenos volumes permitem uma melhor transferéncia de calor,
aumentado a taxa de resfriamento. A desvantagem da aplicagdo da técnica de
vitrificagdo € o aumento do risco de injurias osmoticas causada pelas altas
concentracdes de crioprotetores.

No congelamento lento as concentragdes de crioprotetores sdo baixas e a
saida de agua da célula ocorre lentamente (SARAGUSTY; ARAV, 2011).
Segundo Al Darwich (2010) o método de congelamento lento n&o previne o
choque térmico e a formacado de cristais de gelo, ao contrario da vitrificagcéo,
que foi rapidamente adotada frente ao congelamento lento por ser um método
pratico, de facil execugao, rentavel economicamente além de ser realizado num
curto periodo de tempo (VAJTA et al.,, 1999). Desta forma, atualmente a
vitrificacdo tem sido descrita como o método de eleicdo para a criopreservacao
dos embrides produzidos in vitro.

No reaquecimento ocorre a entrada de agua nas ceélulas podendo
provocar uma ruptura da membrana plasmatica e/ou dos compartimentos
membranosos intracelulares com a formagao de cristais de gelo e alteragdes
nas membranas (DROBNIS et al., 1993).
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A sensibilidade a criopreservagado € um fator exclusivo de blastocistos
reaquecidos que foram produzidos in vitro (IMAI et al., 2002; RIZOS et al.,
2001). Uma melhora na sobrevivéncia apds a criopreservagao pode ser
atingida alterando as condigbes de cultivo in vitro e/ou modificando os métodos
tradicionais de criopreservacéo utilizados (GOMEZ et al., 2008; MASSIP et al.,
1995).

O acumulo intraceluar de lipidios pode ser parcialmente responsavel
pela grande sensibilidade ao congelamento (LEIBO et al., 1993; SEIDEL, 2006)
e a adigao de soro fetal bovino (SFB) ao meio de cultivo aumenta o acumulo de
lipidios em embrides bovinos (ABE et al., 2002; ABE; HOSHI, 2003; LEROY et
al., 2005). Além disso, a delipidacao parcial de embrides bovinos PIV melhora a
sobrevivéncia apdés o reaquecimento dos embrides (DIEZ et al., 2001;
USHIJIMA et al., 1999), e a remog¢do do SFB do meio tem mostrado uma maior
resisténcia do embrido ao processo de criopreservacao (RIZOS et al., 2003). A
criopreservagao também é conhecida por induzir o estresse oxidativo (TARIN;
TROUNSON, 1993).

Embora o conteudo lipidico afete a sensibilidade e a sobrevivéncia dos
embrides criopreservados (ABE et al., 2002; STURMEY et al., 2009), ha outros
fatores que devem ser levados em conta, como: a origem do embrido (in vivo
ou in vitro), a razdo congelamento e aquecimento, tamanho e estadio de
desenvolvimento do embrido, propriedades osmoéticas e toxicidade dos
crioprotetores (PALASZ et al., 1996). Nos embrides produzidos in vitro,
influenciam também na sobrevivéncia as condigdes estaticas da maioria dos
protocolos de cultivo, e as substancias que compdem estes meios induzem o
aparecimento de alteragdes morfoldgicas e ultra-estruturais nos embrides, que
sao detectadas somente quando estes sao comparados aqueles desenvolvidos
sob condi¢gdes in vivo (MASSIP et al.,, 1995, 2001). Entre outras, as
divergéncias traduzem-se no numero de células, no grau de compactagao entre
os blastdmeros, no metabolismo lipidico do embrido e/ou na integridade e
permeabilidade das membranas plasmaticas (ABE et al., 1999; MASSIP et al.,
1995; RIZOS et al., 2008). Do ponto de vista morfolégico, a qualidade dos
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embrides produzidos in vitro é inferior a dos produzidos in vivo, aumentando a
susceptibilidade aos danos (KHURAMA; NIEMANN, 2000) decorrentes dos
efeitos toxicos e osmaticos dos crioprotetores, como a formagao de cristais de
gelo (POLLARD; LEIBO, 1994; VAJTA et al.,, 1997). Os embrides in vitro
apresentam uma coloracao do citoplasma mais escura e densidade mais baixa
(ABE et al., 1999; LEIBO et al.,, 1993; POLLARD; LEIBO, 1994) devido ao
acumulo de lipidios (ABB EL RAZEK et al., 2000), um espacgo perivitelinico
maior e com vesiculagdes, uma populagcdo menor de microvilos, reduzidas
conexdes intercelulares e vacuolos nos trofoblastos (KHURANA; NIEMANN
2000a). Estas caracteristicas conferem aos embrides in vitro uma ma tolerancia
a criopreservacao (FAIR et al., 2001; POLLARD; LEIBO, 1993; RIZOS et al.,
2002).

Desta forma, a qualidade do embrido antes da criopreservacao afeta
diretamente a sobrevivéncia pds reaquecimento, portanto, o sistema de cultivo
in vitro e o0 método de congelamento estdo relacionados e ambos afetam a
viabilidade do embrido. A eficiéncia dos embrides produzidos in vitro
congelados provavelmente determinara a aceitacdo da tecnologia in vitro por
outros paises (STROUD; BO, 2011).

LIPIDEOS, MEMBRANAS E O PROCESSO DE CRIOPRESERVAGAO

A constituicdo lipoprotéica das membranas determinara o seu
comportamento durante o resfriamento ou as baixas temperaturas. Quanto
mais alta a temperatura e quanto maior o numero de insaturagdes mais fluida
fica a membrana. Em baixas temperaturas a conformacéao tridimensional dos
canais se altera e a membrana fica menos fluida. Aparentemente as células
controlam a fluidez ajustando os tipos de acidos graxos que sao incorporados
na membrana. Os lipidios, quando refrigerados, tornam-se endurecidos e

quebradicos, podendo afetar a integridade e a permeabilidade da membrana
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durante o resfriamento. Essas alteragdes fisico-quimicas causam alteracdes na
dindmica da agua e nas concentragbes intra e extracelulares durante a
criopreservacgao (ZERON et al., 2001).

O conteudo lipidico de odcitos e embrides € um importante parametro
que liga a qualidade a criotolerancia. O acumulo de gotas lipidicas e o
conteudo lipidico de odcitos e embrides podem ser influenciados pelo meio de
cultura onde sao desenvolvidos (ABE et al., 2002; LONERGAN et al., 2003;
PEREIRA et al., 2007, 2008; REIS et al., 2005; RIZOS et al., 2008).

As vesiculas de lipidios dentro do citoplasma tém um estreito arranjo
espacial com o reticulo endoplasmatico do embrido, e eles ajudam a promover
a nutricdo das células, assim como induzir modificagdes nas propriedades
fisicas e fungao da membrana plasmatica da célula (STUBBS; SMITH, 1984).

Estudos constataram que a remocgao de lipidios intracelulares por
centrifugacédo aumenta a tolerancia a criopreservagao dos embrides de suinos
in vitro (NAGASHIMA et al., 1994,1995) e bovinos (USHIJIMA et al., 1999),
mas a transferéncia destes embrides resulta em baixas taxas de prenhez,
sugerindo que o estoque de lipidios herdado maternalmente interfere na
sobrevivéncia pés- transferéncia (DIEZ et al., 1996, 2001).

Pereira e colaboradores (2008) mostraram que a integridade pos-
descongelacdo e a taxa re-expansdao em embrides cultivados com SFB
contendo CLA t-10,c-12 foram melhores que os obtidos a partir de meios
definidos sem SFB, embora os embrides destes ultimos apresentem menor
acumulo de lipidios. A direta incorporacdo do CLA poliinsaturado dentro da
membrana do embrido durante a cultura pode contribuir para um aumento da
fluidez da membrana (nivel de insaturagdo). A redugdo do conteudo dos
triacilglicerdis induzida por ele durante a cultura pode contribuir para o aumento

da resisténcia do embrido a criopreservagao.
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Il HIPOTESE

A adigéo de acido graxo (LA) e antioxidante (catalase) no cultivo in vitro
de embrides bovinos, na auséncia de SFB e em atmosfera de 5%COz2, 7%0:2 e
88% N2z, gera embrides com menor conteudo lipidico e mais criotolerantes ao

processo de vitrificagcao.

IV OBJETIVOS

GERAL

Produzir embrides com menor conteudo lipidico e menos sensiveis a

criopreservagao.

ESPECIFICOS

- Avaliar qual suplementacdo proteica sera utilizada no experimento
principal tanto na maturagdo (SFB ou BSA) como no cultivo in vitro (SFB+BSA
ou BSA) e qual atmosfera gasosa utilizada no cultivo in vitro (baixa ou alta

tensdo de oxigénio — 20% O2 vs 7%02);

- Avaliar os efeitos da adicdo tanto do acido linoleico (LA) como da
catalase isolados ou em conjunto, no cultivo in vitro (CIV) de embrides bovinos

e a competéncia em gerar embrides;

- Avaliar o conteudo lipidico total dos embrides, a quantidade de DNA
fragmentado, a quantidade de espécies reativas de oxigénio encontradas nos

diferentes grupos, e a taxa de re-expansao pos criopreservagado dos embrides.
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V MATERIAL E METODOS

PRODUGAO IN VITRO DE EMBRIOES

Ovarios de vacas abatidas em frigorificos foram transportados até o
laboratorio em solugdo fisiolégica a uma temperatura entre 30-35°C. As
puncdes foliculares foram realizadas com seringa acoplada a uma agulha 18-G.
O material aspirado foi transferido para tubos de 50 mL e decantado por 15
minutos para posterior selecdo dos oocitos. Somente complexos cumulus-
oocitos (COCs) com cumulus compacto e citoplasma homogéneo (grau 1)
seguiram para os experimentos.

Os odcitos selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem
H-199 (TCM-199 suplementado com 0,2mM de piruvato, 20mM de HEPES,
5mM de Bicarbonato de sodio e 75ug/mL de amicacina) e uma vez em meio de
maturacdo B-199 (TCM199 suplementado com 0,2mM de piruvato, 25mM de
Bicarbonato de sddio, 75 ug/mL de amicacina, 0,5 pg/mL de FSH, 100UI/mL de
hCG) com 10% SFB ou 0,008g/mL BSA. O cultivo de maturacéo foi realizado
em atmosfera de 5% CO2 em ar e com maxima umidade, durante 22-24horas.

Ao término da MIV, os odcitos seguiram para a fecundagéo in vitro. Foi
utilizado apenas um touro de uma mesma partida para todas as rotinas. Para a
obtencdo do sémen, as palhetas foram descongeladas em banho-maria a
35°C, durante 30 segundos e seu conteudo centrifugado em gradiente Percoll
(45 e 90%) durante 5 minutos a 900G. O sedimento recuperado foi avaliado
quanto ao volume, concentracdo e motilidade espermatica. A concentracéo
espermatica ajustada para 25x10° espermatozoides/mL de meio de fecundagao
(TALP-FIV) suplementado com 4 pl/mL solugdo PHE (1 mM hipotaurina, 2 mM
penicilamina e 250 uM epinefrina) e 10 pg/ml heparina. Aproximadamente
100x103 espermatozdides foram adicionados a cada gota de 100 pl de meio de
fecundagao. Os COCs foram lavados em meio TALP-FIV. Foram adicionados
25 odcitos/gota, permanecendo em atmosfera de 5% de CO2 em ar a 38,5°C

durante 22 horas.
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Apo6s a fecundagao, os provaveis zigotos foram cultivados por 7 dias em
placas de 4 pogcos NUNC ou placas de 35mm em microgotas. O CIV foi
conduzido em atmosfera controlada com mistura de gases (7% de O2, 5% de
COze 88% de N2) em “BAGS” (polietileno de baixa densidade) em temperatura
de 38,5°C ou atmosfera de 5%CO2 em ar (Figura 7).

FIGURA 7 — Etapas da produgdo in vitro. A- ovario; B- Odcitos selecionados Grau I; C-
Meios de maturacdo e placa de 4 pocgos utilizada na maturagédo; D- Odécitos maturados apos
22-24 horas de MIV; E- Palheta de sémen descongelada e percoll; F- Odbcitos +
espermatozoides na gota de FIV; G- Mistura gasosa de 5%CO2, 7%02, 88%N2 aplicada nos
“BAGS”; H- “BAGS” dentro da incubadora; I- Embrides D7.

ANALISE DO CONTEUDO TOTAL DE LIPIDEOS NOS EMBRIOES -
COLORAGAO NILE RED

A quantificagdo do conteudo lipidico foi avaliada com a utilizagédo da
coloracdo com Nile Red. Nesta técnica altamente sensivel, a quantidade de
lipidios intracelulares €& correlacionada com a emissdo de fluorescéncia
(GENICOT et al., 2005).

No dia sete de cultivo, os blastocistos foram classificados e
posteriormente separados em grupos. Estes foram fixados por uma hora em 1
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mL de paraformoldeido 3,7% acrescido de 10% de TRITON 100X. Em seguida,
foram incubados durante 3 horas em 1 mL de PBS acrescido de 10ug/mL de
Nile Red e 0,1% PVP, em temperatura ambiente e protegidos da luz.
Terminado esse passo, os embrides foram lavados em 3 banhos de solugéo
salina 0,9% com 0,1% PVP, e seguiram direto para microscépio equipado com
epifluorescéncia para captar a imagem em gotas de meio de lavagem.

Os embrides foram avaliados em microscopio com epifluorescéncia,
com objetiva de 40X para quantificagdo da intensidade do sinal de
fluorescéncia (em pixels), segundo protocolo de Genicot e equipe (2005). As
imagens foram fotografadas e, posteriormente, a intensidade de fluorescéncia
avaliada com o auxilio do programa Q-Capture Pro Image (Media Cybernetics,
Inc., Version 5.0.1.26). O sinal médio de intensidade de fluorescéncia de
embrides controle negativo (embrides fixados com paraformoaldeido, antes da
coloragcdo com Nile Red) foi subtraido do valor quantificado em cada
microfotografia dos embrides dos diferentes grupos experimentais, para
eliminar o sinal de background. Os resultados estdo apresentados como

valores ajustados de intensidade relativa de fluorescéncia.

MENSURAGAO DO CONTEUDO INTRACELULAR DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) PELO ENSAIO COM
DICLOROFLUORESCEINA

Os niveis intracelulares de ROS (H202, HO-:, ROO-) foram
quantificados através da utilizacdo da sonda fluorescente diacetato de 6-
carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina  (H2DCFDA; Molecular  Probes,
Invitrogen; BAIN et al., 2011). Os embrides foram lavados duas vezes em PBS
e incubados em 5 yM de H2DCFDA durante 30 minutos no escuro, a 38,5°C e
5% CO2 em ar. Terminado este primeiro passo, os embrides foram novamente

lavados duas vezes em PBS e analisados imediatamente em microscopio
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invertido equipado com epifluorescéncia, com exposicdo de 508ms, excitacao
de 495 nm e emissdo de 520 nm em objetiva de 40X. As imagens foram
fotografadas e, posteriormente, a intensidade de fluorescéncia foi avaliada com
auxilio do Software Q-Capture Pro Image (Media Cybernetics, Inc., Version
5.0.1.26). O sinal médio de intensidade de fluorescéncia de embrides controle
negativo (embrides fixados com paraformoaldeido, antes da coloracdo com
H2DCFDA) foi subtraido do valor quantificado em cada microfotografia dos
embrides dos diferentes grupos experimentais, para eliminar o sinal de
background. Os resultados estdo apresentados como valores ajustados de

intensidade relativa de fluorescéncia.

COLORAGAO “TERMINAL TRANSFERASE ASSAY” - TUNEL

As células em apoptose dos embrides foram marcadas pela coloragao
“in situ terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP, Nick and labeling
assay” (TUNEL), descrita por Paula Lopes e Hansen (2002). Blastocistos
obtidos no D7 foram lavados por quatro vezes em 100 pL de PBS 1% PVP
(PBS-PVP) e posteriormente fixados, com a zona pelucida intacta, em 100 pulL
de solugéo de paraformoldeido (4%), a temperatura ambiente por 1 hora. Os
embrides foram permeabilizados em solugdo de Triton X-100 (0,5%, v/v) em
citrato de sédio (0,1%), por 30 minutos em temperatura ambiente.

Os embrides reservados para o controle positivo foram incubados com
DNAse | (50 Ul/ml de agua Milli-Q) (RNAse free) a 37°C por 1 hora, enquanto
que os embrides dos tratamentos permaneceram, pelo mesmo periodo, em
gotas de 100 ul de PBS-PVP. Posteriormente, todos os embrides foram
lavados em PBS-PVP e incubados, em camara umida, com 15 pyL da mistura
(1:9, da enzima — tubo 1 e do tampao da enzima — tubo 2, respectivamente)
para a coloracdo de TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein,
Roche Diagnostics, Germany), por 1 hora a 37°C no escuro. Os embrides

reservados para o controle negativo foram incubados na auséncia da enzima
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“terminal deoxynucleotidyl transferase” (TdT) (tubo 1, contida no Kit).
Posteriormente, os embrides foram incubados em solu¢cdo Hoechst 33342 (1
Mg/mL de PBS-PVP) por 30 minutos, em temperatura ambiente.

Por fim, os embrides foram lavados em PBS-PVP e colocados entre
ldmina e laminula com glicerina tamponada (9:1). Estes foram avaliados em
microscopio equipado com epifluorescéncia (excitacdo de 510-550 nm e
emissao de 590 nm) quanto ao numero de células com fragmentagdo de DNA
(TUNEL positivas = fluorescéncia verde ou amarelada pontual dentro no
nucleo) em relagdo ao numero total de células (determinado pelos nucleos

corados em azul pelo corante Hoechst).

VITRIFICAGAO E ANALISE DA RE-EXPANSAO EMBRIONARIA POS
AQUECIMENTO

Os procedimentos utilizados para vitrificagdo e desvitrificagcao
(reaquecimento) foram realizados de acordo com o protocolo Vitri-Inga®

(Ingamed, Parana, Brasil) (Figura 8).

FIGURA 8 - Equipamentos e haste usada no processo de vitrificagéo Vitri-inga.

Os embrides selecionados para vitrificagao foram retirados dos pogos no
dia 7 de cultivo (D7) e transferidos para uma placa contendo microgotas de 20
ML de solugdo de manutengédo. Em seguida, foram transferidos para solugao de
equilibrio (VI-1) por 5 minutos, e, posteriormente para microgotas (3) de 20 uL

da solugao de vitrificacdo (VI-2) por um periodo de 60 segundos. No decorrer
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dos ultimos 20 segundos, todos os embrides foram retirados com o minimo de
volume da ultima gota, e depositados na porgdo final de uma haste de
polipropileno (até 8 embrides/haste) de 0,7 mm de espessura, e foram
diretamente mergulhadas no nitrogénio liquido. As hastes foram introduzidas
no protetor dentro do nitrogénio, sendo entdo armazenadas em botijées
criogénicos.

Para desvitrificacdo dos embrides (reaquecimento), as hastes foram
retiradas dos botijdbes de N2 e imediatamente imersas na solugédo de
desvitrificagcédo 1 (DV-1) por 1 minuto a 37°C. Posteriormente, os embrides
foram transferidos para a solugéao 2 (DV-2) por 3 minutos e por fim na solugéo 3
(DV-3) por 5 minutos.

ApoOs esse procedimento, os embrides seguiram novamente ao CIV
(agora em meio SOF suplementado com 20% SFB em placas de 4 pogos com
500uL por pogo, e sem Oleo mineral) e destinados a avaliagdo da taxa de re-
expansao embrionaria (sobrevivéncia in vitro). Essa taxa foi expressa pela taxa
de re-expansao imediata, as 3 e 24 horas pds reaquecimento, assim como a

taxa de ecloséo (48 horas).

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

DELINEAMENTO DO PRE-EXPERIMENTO - EFEITO DA
SUPLEMENTAGAO COM SFB OU BSA NA MIV E/OU CIV NAS 2
ATMOSFERAS PROPOSTAS (5%CO2 EM AR OU 5%CO2, 7%0: E 88%N2)

No pré-experimento, foram testadas as suplementagées com SFB ou
BSA na MIV e/ou CIV nas atmosferas de alta e baixa tensao de oxigénio.

Na maturagéo, o grupo com SFB o meio de maturagéo foi composto por
TCM199 suplementado com 0,2mM de piruvato, 256mM de Bicarbonato de
sédio, 75 pug/mL de amicacina, 0,5 pg/mL de FSH, 100UI/mL de hCG e 10%
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SFB. O grupo BSA foi composto pelos mesmos componentes porém sem a
adicdo de SFB e suplementado com 0,008g/mL de BSA. Pelo menos vinte e
cinco estruturas foram transferidas para microgotas de 100uL de meio de
maturagao. O cultivo de maturacao foi realizado em atmosfera de 5% CO2 em
ar e com maxima umidade, durante 22-24horas.

Apos fecundacgao, os provaveis zigotos foram cultivados por 7 dias em
microgotas de 100uL cobertas com 6leo mineral (atmosfera de 5%CO2) ou em
placas NUNC de 4 pogos com 500 uL (atmosfera de 5%CO2, 7%0O2 e 88%N2).
O meio de cultivo foi o SOF suplementado ou com 0,004g/mL de BSA e 2,5%
SFB ou suplementado apenas com 0,008g/mL BSA. O cultivo foi realizado
tanto na atmosfera de 5%CO2 em ar e em atmosfera de 5%CO2, 7%0:2 e
88%N2 em temperatura de 38,5°C e maxima umidade.

Foram avaliados o desenvolvimento embrionario até a fase de

blastocisto apos 144 e 168 hpi (Figura 9).

MIV MIV

10% SFB BSA

FIV

ATM- 5% {:O2 ATM- 5%C0,, 7%02, 88%N2 ATM- 5% COz ATM- 5%C0, 7%02, 88%N2
Civ CIV Clv Clv
SFB + BSA SFE|+ BSA SFB + BSA SFB + BSA

FIGURA 9 — Delineamento Experimental — Pré-experimento
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DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO PRINCIPAL - EFEITO DA
SUPLEMENTAGAO COM LA E/OU CAT NO CIV EM ATMOSFERA DE
5%CO0z2, 7%0: E 88%N:

A Maturagao foi realizada com a suplementacdo de 10% SFB. Apods
fecundagao, os provaveis zigotos foram cultivados por 7 dias em placas de 4
pocos NUNC por 7 a 8 dias (168 a 192 hpi) em meio: 1) SOF suplementado
com 0,008g/mL BSA (controle); 2) SOF suplementado com 0,008g/mL BSA e
100 uM de LA (LA) (PEREIRA et al., 2007); 3) SOF suplementado com
0,008g/mL BSA e 100 Ul de catalase (CAT) (ORSI; LEESE, 2001); e 4) SOF
suplementado com 0,008g/mL BSA e 100 uM de LA e 100 Ul de catalase (LA +
CAT). A maioria dos protocolos de producéo in vitro de embrides postulam que
na auséncia de SFB as concentracbes de BSA devem variar entre 0,006 e
0,008g/mL. O CIV foi conduzido em atmosfera controlada com mistura de
gases (7% de O2, 5% de CO2 e 88% de N2) em “BAGS” (polietileno de baixa
densidade) em temperatura de 38,5°C (figura 8- delineamento experimental). A
umidade é feita com a adi¢do de agua ultra pura nos espagos entre 0s pogos
da placa de 4 pogos, e 0 gas € injetado dentro do “BAG” com o auxilio de uma
agulha, onde depois a abertura foi fechada com fita adesiva.

Foi avaliado o desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto
apos 144 e 168 hpi, quando os mesmos foram corados para avaliacdo de ROS,
do teor lipidico e fragmentagdo do DNA ou foram vitrificados. Posteriormente a
vitrificagdo, os embrides foram reaquecidos para avaliagcdo da taxa de re-

expansao e ecloséo apos o cultivo in vitro por até 48 horas (Figura 10).
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VI ANALISE ESTATISTICA

No pré-experimento, foram feitas pelos menos 5 repeti¢des, onde o dia
foi considerado a unidade experimental. Em cada replicata, foi utilizado pelo
menos um pogo ou uma gota de cultivo com 40-50 odécitos para cada grupo. A
taxa de blastocisto foi calculada sobre o total de oodcitos maturados. As
porcentagens foram transformadas em arco seno da raiz quadrada e foram
analisados por PRO-GLM, considerando o modelo estatistico que inclui o
suplemento do meio de maturagcdo (BSA ou SFB), o suplemento do meio de
cultivo (BSA ou SFB+BSA), a atmosfera gasosa (7% ou 20% O2) e possiveis
interacdes. Os dados sao apresentados como média dos quadrados minimos.
Se ANOVA for significante, os valores de média dos quadrados minimos foram
comparados por Tukey. Na auséncia de interagdes significativas apenas a
meédia dos efeitos principais foram apresentados. Os valores menores que 0,05
(P<0,05) foram considerados significativos, e, valores entre 0,05 e 0,1 foram
considerados como tendéncia.

No experimento principal, cada experimento foi repetido no minimo 20
vezes para cada avaliacao proposta, em replicatas independentes. Em cada
replicata, foi utilizado um pogo da placa de cultivo celular com 40-50 odcitos
para cada grupo experimental, sendo que o dia foi considerado a unidade
experimental. A taxa de blastocistos foi calculada sobre o total de odcitos
maturados. Os dados foram analisados pela fragdo de embrides cultivados
atingindo os estadios determinados, reportada em termos de porcentagem. As
porcentagens foram transformadas utilizando arco seno raiz quadrada e os
dados transformados foram analisados por ANOVA e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. O estudo comparativo entre variaveis
binomiais foi avaliado pelo teste do Qui-quadrado (x?). Os valores menores que
0,05 (P<0,05) foram considerados significativos, e, valores entre 0,05 e 0,1
foram considerados como tendéncia.

As analises foram realizadas pelo programa SAS.
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VIl RESULTADOS

RESULTADOS DO PRE-EXPERIMENTO

Os valores das taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario para
os diferentes tratamentos na MIV e no CIV do pré-experimento estédo

representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Desenvolvimento embrionario em meio de cultivo com SFB ou BSA (na
MIV) e SFB + BSA ou BSA (no CIV) nas atmosferas de 5%CO> em ar = 20%0- e de
7%02, 5%CO0O:2 e 88%N2, até o D8 (192 hpi)

MIv Clv N. oécitos ATM % D7 %D8

BSA BSA 605 20% O2 11,9+1,2 15,6 £1,7
BSA BSA 473 7%0> 6,2+0,6 9,1+1,0
BSA SFB+BSA 34 20% Oz 32,4 32,4

BSA SFB+BSA 85 7%0> 20,8+4,8 23,8+1,8
SFB SFB+BSA 552 20% O2 41655 48,8 +4,9
SFB SFB+BSA 294 7%0> 28,5+3,8 31,335
SFB BSA 232 20% O2 2,7+14 28,1+2,5
SFB BSA 1.504 7%02 264+23 30,8 £2,2

3.779 - - -

Embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado SFB ou BSA na MIV ou CIV até as
192 hpi sob a atmosfera de 5% CO2 em ar ou de 5%COz2, 7%02, 88%No:.

O desenvolvimento embrionario (D7 e D8), o Grupo MIV com SFB e CIV
com SFB+BSA em atmosfera de 20%0O:2 (41,6% e 48,8%) apresentaram
maiores taxas de producdo. O mesmo tratamento em atmosfera de 7%O2,
essas taxas foram menores (28,5% e 31,3%). O Grupo MIV e CIV com BSA
nas duas atmosferas apresentaram os menores resultados (D7: 11,9 e 6,2%

em atmosfera de 20 e 7%, e D8: 15,6 e 9,1% em atmosfera de 20 e 7%
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respectivamente). Como n&o houve interacdo (P>0,05) entre os tratamentos
(SFB elou BSA) e tensdo de oxigénio (7 e 20%0:2), os resultados estdo

apresentados separadamente, como variaveis independentes (Tabela 2).

Tabela 2 - Agrupando os dados (MIV, CIV, atmosfera) para avaliar o efeito no
desenvolvimento embrionario em meio de cultivo com SFB ou BSA (na MIV) e SFB +
BSA ou BSA (no CIV) nas atmosferas de 5%CO2 em ar = 20%0- e de 7%0., 5%CO. e
88%N2, até o D8 (192 hpi)

Efeito N. o6citos % D7 Valor p D8 Valor p
Principal '

MIV BSA 1.078 17.2 + 3.6 <0,0001 5954340  <0,0007
SFB 2.582 315+ 2,37 34,8+ 2,22

CIv BSA 2.814 17.9 + 2.1b <0,004 5994200 <0,002
SFB+BSA 846 30,8 + 3,8° 34,1+ 3,6

Atmosfera  20% O2 1.389 28,6 + 3.5 00545 3154330 0,0738
7%02 2.271 20,1 + 2,62 23,8 + 2,42

Embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado SFB ou BSA na MIV ou CIV até as
192 hpi sob a atmosfera de 5% CO2 em ar ou de 5%COz2, 7%02, 88%No2.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Quando avaliamos o efeito da suplementacdo na MIV e CIV (Tabela 2),
e a atmosfera, observamos que a suplementagcdo com soro (SFB) na MIV e no
CIV apresentou taxas significativamente maiores de produgdo de embrides
(P<0,05). J4 a quando comparamos apenas as 2 atmosferas testadas nao foi
observada diferenga significativa (P>0,05), mas foi observada uma tendéncia

da atmosfera de 20%0:2 apresentar resultados maiores que a de 7%0:.
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RESULTADOS DO EXPERIMENTO PRINCIPAL

Para os experimentos realizados com os tratamentos com LA, CAT ou
ambos, foi escolhido a suplementagdo na maturagdo com SFB, cultivo sem
adicdo de soro e atmosfera de baixa tensdo de oxigénio (5%CO2, 7%0:2 e
88%N2).

Avaliando os experimentos com os tratamentos propostos, os valores
das taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario para os diferentes

tratamentos no cultivo in vitro estao representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Clivagem e desenvolvimento embrionario em meio de cultivo in vitro
suplementado com acido graxo (LA — acido linoleico), antioxidante (CAT — catalase) ou
ambos, até o D8 (192 hpi)

CIv N. oécitos %o ?Ii_vados ,%. b7 ,%Ds
(% média * EPM) (% média £ EPM) (% média * EPM)
Controle 1.504 72,0+ 1,2% 26,4 + 2,3%° 30,8 + 2,2%°
LA 1.596 74,3 £ 1,0% 18,3 £ 1,5%" 23,1+ 1,5%"
CAT 1.551 72,2+ 0,8% 14,2 £ 1,3%"° 19,3 + 1,5%"
CAT+LA 1.958 72,3 +0,8% 9,2 £ 0,9%° 12,7 £ 1,0%°
TOTAL 6.609 72,7% 17,0% 20,7%

Clivagem e embribes cultivados in vitro em meio SOF suplementado ou ndo até as 192 hpi sob
a atmosfera de 5%COz2, 7%0O2, 88%N2. CONTROLE = embrides submetidos ao CIV sem a
adicao de nenhum suplemento; LA = embrides submetidos ao CIV com a adigao de 100 uM de
LA; CATALASE = embrides submetidos ao CIV com a adi¢gao de 100 Ul de catalase; CAT+LA =
embrides submetidos ao CIV com adicdo de 100 uM de LA e 100 Ul de catalase.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Quando foi avaliado o efeito da suplementagcdo nas taxas de clivagem
nao houve diferenga significativa (P>0,05) em relagdo ao controle (Tabela 3).
No entanto, o desenvolvimento embrionario (D8) foi superior no grupo controle
(30,8%), seguido pelos grupos LA (23,1%) e CAT (19,3%) e o pior resultado
encontrado no grupo CAT+LA (12,7%).
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Quando foi avaliada a quantidade de lipidios intracelulares presente nos
embrides (Tabela 4) submetidos a cada tratamento, houve uma diferenga
(P<0,05) significativa, onde o grupo controle apresentou maior quantidade de

lipidios quando comparados aos 3 grupos tratados (Figura 11).

Tabela 4 - Quantidade intracelular de lipidios (unidades arbitrarias de fluorescéncia-
UAF) presentes nos embrides suplementado com acido graxo (LA — acido linoleico),

antioxidante (CAT — catalase) ou ambos, até o D8 (192 hpi)

Nile Red (UAF)

GRUPOS N° Embrides avaliados Média + EPM
CONTROLE 74 27,3+0,7°
LA 58 24,6 £ 0,7°
CAT 35 22,2+0,7°
CAT + LA 32 22,9 +1,0°
TOTAL 199 -

Mensuracdo da quantidade total de lipidios em unidades arbitrarias de fluorescéncia pela
coloragado com Nile Red de embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado ou néo até
as 192 hpi sob a atmosfera de 5%CO2, 7%02, 88%N2. CONTROLE = embrides submetidos ao
CIV sem a adicao de nenhum suplemento; LA = embrides submetidos ao CIV com a adigéo de
100 uM de LA; CATALASE = embrides submetidos ao CIV com a adi¢do de 100 Ul de catalase;
CAT+LA = embrides submetidos ao CIV com adigdo de 100 uM de LA e 100 Ul de catalase.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

CONTROLE CAT + LA

FIGURA 11 — Coloragédo com Nile Red (quantidade total de lipidios).
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Com relacdo a quantificagao intracelular de ROS (espécies reativas de
oxigénio), mensurado em pixels emitida pela coloragdo com H2DCFDA, a
andlise ndo mostrou diferenca (P>0,05) entre os tratamentos (LA, CAT,
CAT+LA) e o Grupo controle (Tabela 5 e Figura 12).

Tabela 5 - Quantificagao intracelular de ROS (em unidades arbitrarias de fluorescéncia
- UAF) presentes nos embrides suplementado com acido graxo (LA — acido linoleico),

antioxidante (CAT — catalase) ou ambos, até o D8 (192 hpi)

ROS (UAF)
GRUPOS N° Embrioes avaliados
Média £ EPM
CONTROLE 58 2,7+0,1
LA 52 3,1+0,2
CAT 60 2,8+0,1
CAT + LA 31 29+0,2
TOTAL 201 -

Mensuracdo de ROS em unidades arbitrarias de fluorescéncia pela coloragdo com H2DCFDA
de embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado ou ndo até as 192 hpi sob a
atmosfera de 5%COz2, 7%0:2, 88%N2. CONTROLE = embrides submetidos ao CIV sem a adigéo
de nenhum suplemento; LA = embrides submetidos ao CIV com a adicdo de 100 uM de LA;
CATALASE = embrides submetidos co CIV com a adigcdo de 100 Ul de catalase; CAT+LA =
embrides submetidos ao CIV com adicdo de 100 uM de LA e 100 Ul de catalase.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

CAT

CONTROLE LA CAT + LA

FIGURA 12 — Coloragcdo com H2DCFDA (mensuracéo de ROS).
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Com relagdo ao numero de células (Tabela 6) onde foi utilizada a
coloragdo com Hoechst, houve uma diferenca significativa (P<0,05) com
controle (114,9) e CAT (116,8) que apresentaram valores superiores ao CAT +
LA (92,7). O Grupo LA (107,5) nao diferiu do controle nem do Grupo CAT + LA.
Com relagdo a porcentagem de células apoptdticas, a analise mostrou
diferenca (P<0,05), onde o grupo CAT (3,3) apresentou uma maior
porcentagem de células apoptéticas quando comparado com controle (1,8), LA
(2,0) e CAT+LA (1,9) (Figura 13).

Tabela 6 - Efeito da suplementagcdo com acido graxo (LA — acido linoleico),
antioxidante (CAT — catalase) ou ambos, até o D8 (192 hpi) sobre o numero total de

células e a taxa (%) de apoptose em blastocistos bovinos

cIv N° Embrides N° Total de células Células apoptoticas
avaliados (Média £ EPM) (% média * EPM)
Controle 66 1149 + 552 1,8+0,2°
LA 58 107,5 + 5,3% 2,0+0,3°
CAT 51 116,8 £ 5,6 3,3+0,6°
CAT+LA 38 92,7 +3,0° 1,9+0,2°
213 - -

Numero de células totais pela coloragdo com Hoechst e porcentagem de células apoptdticas
pela técnica TUNEL de embribes cultivados in vitro em meio SOF suplementado ou nao até as
192 hpi sob a atmosfera de 5%CO2, 7%0O2, 88%N2. CONTROLE = embrides submetidos ao
CIV sem a adi¢gao de nenhum suplemento; LA = embrides submetidos ao CIV com a adi¢cdo de
100 pM de LA; CATALASE = embrides submetidos co CIV com a adi¢ao de 100 Ul de catalase;
CAT+LA = embrides submetidos ao CIV com adigdo de 100 uM de LA e 100 Ul de catalase.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 13 — Coloragdo com Hoechst (A) e TUNEL (B).

Quando avaliamos a taxa de re-expansao imediata dos embrides
(Tabela 7) apds eles terem sido reaquecidos (desvitrificados), ndo houve
diferencga significativa (P>0,05). Porém, na avaliacdo apds 3h, 24h e a taxa de
eclosdo apds 48h, foi observada uma diferenga significativa (P<0,05). As 3
horas, o Grupo CAT+LA foi superior (74,4%) aos Grupos controle (47,6%) e
CAT (49,1%), os quais né&o diferiram do LA (56,5%). J& em 24 horas, tanto o
Grupo LA (71,7%) como o CAT+LA (76,7%) diferiram significativamente do
Grupo controle (50%), sendo que o Grupo CAT (67,2%) nao diferiu nem do
controle como dos Grupos LA e CAT+LA. Ja a taxa de eclosao as 48 horas de
recultivo, o Grupo CAT+LA (76,7%) e o Grupo LA (56,5%) foram superiores aos
resultados obtidos pelo Grupo controle (35,7%) e CAT (47,5%) (Figura 14).

O grafico (Figura 15) apresenta os dados da taxa de eficiéncia, que é a
porcentagem esperada de embrides sobreviventes apdés o aquecimento,
baseada no N total de odcitos iniciais de cada grupo. Foram comparados os
quatro grupos (controle, LA, CAT e CAT+LA), considerando os dados das taxas
de embrides em D8, e as taxas de re-expansado imediata, as 24 e 48 horas
(%D8 x taxa re-expansdo). Na taxa de re-expansao imediata, o Grupo controle
apresentou a maior taxa de eficiéncia (18,3%) seguido pelo LA e CAT (14,1 e
14,2%), e o menor resultado foi obtido pelo Grupo CAT+LA (8,8%). Apos 24
horas de recultivo, o Grupo LA (16%) nao diferiu do controle (15,4%) e este ndo

diferiu do CAT (13,3%), e novamente o Grupo CAT+LA apresentou o menor
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resultado (9,5%). Quando observamos a taxa de ecloséo, o Grupo LA (12,7%)
nao diferiu estatisticamente do controle (11%), e o controle n&o diferiu do CAT
(9,4%) e do CAT+LA (9,5%).

Tabela 7 - Taxa de re-expansao e cultivo in vitro imediatamente pos reaquecimento, 3
e 24 horas, taxa de ecloséo (48 horas) de embrides CIV em meio suplementado com
acido graxo (LA — acido linoleico), antioxidante (CAT — catalase) ou ambos, até o D8
(192 hpi)

GRUPOS N° Embrides Re-exp Re-exp 3h Re-exp 24h Eclosao 48h
reaquecidos imediata N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)

CONTROLE 42 25 (59,5%)* 20 (47,6%)? 21 (50,0%)? 15 (35,7%)?

LA 46 29 (63,0%)% 26 (56,5%)* 33 (71,7%)° 26 (56,5%)>

CAT 61 44 (72,1%)* 30 (49,1%)? 41 (67,2%) 29 (47,5%)*

CAT + LA 43 30 (69,7%)* 32 (74,4%)° 33 (76,7%)P 33 (76,7%)P

TOTAL 192 128 (66,6%) 108 (56,2%) 128 (66,6%) 103 (53,6%)

Taxa de re-expansio de embrides produzidos in vitro e vitrificados/reaquecidos. CONTROLE =
embrides submetidos ao CIV sem a adigdo de nenhum suplemento; LA = embriées submetidos
ao CIV com a adigdo de 100 uM de LA; CATALASE = embrides submetidos co CIV com a
adicao de 100 Ul de catalase; CAT+LA = embrides submetidos ao CIV com adigao de 100 uM
de LA e 100 Ul de catalase.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste Qui-quadrado (x?) (P<0,05).
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20%
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a
16% b ab
b a
12% ab
C b b
C
0%

Imediata 24 horas Eclosdo
m Controle mLA mCAT CAT+LA

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste Qui-quadrado (yx?) (P<0,05).

FIGURA 15 - Taxa de eficiéncia por grupo utilizando os dados de produgido de
embrides no dia 8 (D8) e as taxas de re-expansao imediata, as 24 horas e as 48 horas

(eclosao)
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3h - Controle 24h - Controle 48h - Controle

3h-LA 24h - LA 48h - LA

3h - CAT 24h - CAT 48h - CAT

3h —CAT + LA 24h — CAT + LA 48h — CAT + LA

FIGURA 14 — Embri6es reaquecidos (objetiva de 40x).
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VIII DISCUSSAO

Com o intuito de colaborar na superagdo dos desafios inerentes a
criopreservacao de embrides produzidos in vitro este trabalho testou o uso de
atmosfera de baixa tensdo de oxigénio juntamente com a adicdo de acidos
graxos poli-insaturados (LA) e/ou antioxidante (catalase) em cultivo in vitro sem
a presenca de SFB afim de se obter embribes com caracteristicas mais
préoximas daqueles produzidos in vivo, e assim com perspectivas de melhores
resultados no processo de criopreservacgao.

Os experimentos foram iniciados testando a retirada do SFB da
maturacgao e do cultivo in vitro (Tabela 1) e a utilizagdo das atmosferas de alta
e baixa tensdo de oxigénio. Como € possivel observar, quando foi feita a
retirada total de SFB, usando apenas BSA na MIV e CIV, nas 2 atmosferas
testadas, as taxas de producdo de embrides ficaram muito baixas (15,6% e
9,1%) inviabilizando a possibilidade da retirada total do SFB do processo de
producgao in vitro. O procedimento padrao do laboratério, com suplementacao
com SFB na MIV e uma mistura de BSA e 2,5% SFB no CIV na atmosfera de
5%C0O2 em ar a producao de embrides ficou em 48,8% e na atmosfera de
5%CO02, 7%02 e 88%N2 em 31,3%. Os dados obtidos nestes testes iniciais
corroboram com o de varios autores que também apresentaram resultados de
taxas de desenvolvimento embrionario maiores na presenga de SFB (LEIVAS
et al., 2011; PEREIRA et al., 2007; SOMFAI et al., 2010; SUDANO et al., 2011).

O objetivo era retirar o SFB pelo menos do cultivo in vitro para podermos
avaliar o efeito da suplementagcdo com LA e/ou CAT sem a interferéncia dos
componentes indefinidos (acidos graxos, fatores de crescimento, aminoacidos,
vitaminas) presentes no SFB (BRUNNER et al., 2010). Avaliando os resultados
obtidos retirando o SFB somente do CIV nas 2 atmosferas, e a taxa de
producdo de embrides nao diferiu na comparacdo entre as atmosferas
propostas (28,1% e 30,8%). Portanto, optamos por utilizar a atmosfera de baixa

tensao de oxigénio e sem a suplementagcao de SFB no CIV.
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Quando utilizamos a atmosfera de 5%CO2 em ar houve uma tendéncia
(P>0,05 e P<0,1) de maiores taxas de producdo de embrides. Os trabalhos de
Rocha-Frigoni et al. (2013) também apresentaram melhores taxas com
atmosfera de alta tensdo de oxigénio, e contrariando os resultados de outros
(FUJITANI et al., 2007; KITAGAWA et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2000) que
reportaram resultados superiores na atmosfera de baixa tensdo de oxigénio.
Um fator que pode ter influenciado nestes resultados apresentados, pode ter
sido a utilizagao de “plastic BAGS” para a realizagao do cultivo in vitro em baixa
tensado, o que pode ter gerado menores taxas de produgao de embrides, ja que
a equipe Arias (2011) testou a realizagdo do cultivo em atmosfera de baixa
tensdo tanto em BAGs como em estufa, e em BAGs as taxas foram
significamente menores. Outro ponto a considerar, é que ao utilizar a atmosfera
de baixa tensdo de oxigénio os embrides ndo sao co-cultivados com células do
cumulus, por essa razao, ha um aumento na manipulagao para remogao destas
células apds a FIV, expondo os provaveis zigotos a um estresse que pode
comprometer seu potencial de desenvolvimento (CORREA et al., 2008).

No presente estudo observou-se que a suplementacdo com LA e/ou
CAT no CIV ndo modificou as taxas de clivagem em relagdo ao controle (72,0;
74,3; 72,2 e 72,3% — controle, LA, CAT e CAT+LA, respectivamente),
corroborando em parte com os dados de Pereira et al. (2007, 2008) que
também adicionaram LA no processo de producado in vitro e ndo observaram
diferencas nas taxas de clivagem dos embrides. A suplementagdo com
catalase (CAT) também nao alterou a taxa de clivagem em relagdo ao controle,
igualmente os resultados de Rocha-Frigoni (2012).

Na avaliacdo das taxas de producdo de embrides nos dias 7 e 8
observamos um atraso no desenvolvimento dos embrides (a maioria
apresentavam-se em blastocistos expandidos apenas no dia 8). Uma
justificativa seria a retirada do SFB, que é sabido que inibe as primeiras
divisbes celulares, mas estimula o desenvolvimento embrionario posterior
(RIZOS et al.,, 2003). Os trés tratamentos propostos (LA, CAT e CAT+LA)

apresentaram em D8 menores taxas de desenvolvimento embrionario quando
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comparados ao grupo controle (30,8; 23,1; 19,3; 12,7% — controle, LA, CAT e
CAT+LA respectivamente). Os dados obtidos diferem dos da equipe de Pereira
(2007), onde a adicao de CLA nao interferiu na taxa de produgao de embrides,
porém no experimento desta autora, havia a presengca de SFB no meio de
cultivo juntamente com a adigdo do CLA trans-10, cis-12.

A adicdo de catalase também interferiu negativamente na taxa de
desenvolvimento embrionario. O efeito da catalase pode ter sido mascarado
por sua inabilidade de atravessar a membrana e portanto sua incapacidade de
remover o0s peroxidos de hidrogénio produzidos pelo embrido (NARS-
ESFAHANI, 1990). Segundo Vann Soom et al. (2002), os efeitos dos
antioxidantes sao muito influenciados pelas condi¢des de cultura como a
tensdo de oxigénio e a composicdo dos meios, sendo os efeitos mais
pronunciados em condi¢des desfavoraveis, como em atmosfera de alta tensao
de oxigénio e em meio TCM-199, ja que o meio SOF, utilizado no nosso
trabalho, apresenta diversos fatores que possuem capacidade antioxidante.
Como observado por Guerin et al. (2001), o desequilibrio do estado redox seja
por excesso de ROS ou falta de antioxidante, pode levar ao bloqueio no
desenvolvimento embrionario. E, a aplicagcao de catalase em baixa tensido de
oxigénio pode ser desnecessaria (ORSI; LESSE, 2001). Outro ponto em
relagao a catalase, é que utilizamos a catalase em todo o periodo de cultivo, ou
seja, do D1 ao D8. Segundo Lim et al. (1999), quando o embrido bovino esta
entre estagio de 8-16 células, que é conhecido como o periodo do bloqueio
embrionario, o embrido passa a sintetizar glutationa, e assim, pode-se supor
que a adicao de antioxidantes apos 72 horas pode ter sido prejudicial ou toxica
em decorréncia da reducao excessiva dos niveis intracelulares de ROS.
Rocha-Frigoni e colaboradores (2012) testaram a suplementagdo por todo o
periodo e por apenas 72 horas (D1 a D3), e, os resultados obtidos de produgéo
de embrides nao diferiram dos demais grupos, sugerindo que a suplementacao
por todo o periodo de CIV no nosso trabalho possa ter prejudicado os

resultados obtidos pelos grupos catalase e catalase + acido linoleico.
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Foi utilizada a coloragdo com Nile Red (GENICOT et al., 2005) para
mensurar a quantidade de lipidios intracelulares presentes nos embrides.
Embrides do grupo controle apresentaram maiores quantidades de lipidios que
todos os grupos tratados. O LA é capaz de reduzir a quantidade de lipidios em
diferentes tipos celulares atuando principalmente na reducao da captacao e da
sintese de acidos graxos (BAUMGARD et al., 2000; BROWN et al., 2001;
PARIZA et al., 2001). Acredita—se que os mecanismos moleculares envolvidos
na reducdo da sintese lipidica incluam uma diminuicdo coordenada na
expressdo de RNAm de importantes enzimas lipogénicas associadas as rotas
de sintese de gordura (BAUMGARD et al., 2002; GERVAIS et al., 2009). Os
dados obtidos corroboram com os da equipe de Pereira (2007, 2008) que
observaram que a adigdo de CLA ao meio de cultivo in vitro proporcionou uma
diminuicdo na quantidade de lipidios intracelulares presentes nos embrides. O
grupo CAT também apresentou uma diminuicdo na quantidade de lipidios.
Talvez um desequilibrio no estado redox em um determinado momento do
processo de cultivo in vitro, possa ter interferido em alguma via metabdlica ou
receptores de membrana responsaveis pela captacdo de lipidios e/ou na
biodisponibilidade de lipidios pelos embrides.

Segundo Martin-Romero (2008) o préprio meio de cultivo pode ser a
maior fonte de ROS durante a producdo de embrides. Porém, a adicdo de
antioxidantes para combater os efeitos deletérios do estresse oxidativo tém
apresentado resultados muito contraditérios (IWATA et al., 1998; NARS-
ESFAHANI et al., 1990; VAN SOON et al., 2002), sendo apenas satisfatério
quando o sistema de cultivo adotado por si s6 é inadequado (HARVEY et al.,
2007). Ainda nao esta definido se ha necessidade da adigdo de antioxidantes
em sistemas de cultivo em atmosfera com baixa tensdo de oxigénio (ALl et al.,
2003).

A sonda fluorescente H2DCFDA ¢é oxidada pelo peroxido de hidrogénio e
outros peroxidos e indiretamente pelo anion superéxido, proporcionando uma
ferramenta confiavel para avaliar a producgao intracelular de ROS (DALVIT et

al., 2005). Nos resultados apresentados neste trabalho, ndo houve diferenca



65

significativa na quantidade de ROS apresentada entre o grupo controle e os 3
grupos tratados quando avaliamos os blastocistos expandidos. A adi¢cdo de
catalase nao reduziu as ROS diferente dos resultados obtidos por outros
autores (ALl et al., 2003; ROCHA-FRIGONI, 2012), onde pode ter ocorrido um
excesso de antioxidante no sistema em algum momento do cultivo in vitro (do
D1 ao D8).

Apesar da apoptose ser considerada um mecanismo endégeno benéfico
para melhora da qualidade embrionaria, uma alta incidéncia é associada com a
reducdo da viabilidade embrionaria (BYRNE et al., 1999). Uma forma de
quantificacdo da apoptose é através da reacdo de TUNEL (“in situ terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP, Nick and labeling assay”), que
possibilita a detecgcdo in situ de células apoptoéticas pela marcagao da
fragmentacao oligonucleossomal do DNA geradas pela atividade de DNAases
enddgenas durante o processo de apoptose (PAULA-LOPES; HANSEN, 2002).

Quando foi analisado o numero de células, o grupo suplementado com
catalase nao diferiu do grupo controle e LA, porém a mistura LA + CAT
apresentou um menor numero de células. Talvez a adicdo conjunta de acido
graxo e antioxidante tenha provocado uma possivel alteragdo na quantidade de
radicais livres em um dado momento do cultivo in vitro (que nao foi observado
na coloracdo com a sonda fluorescente, onde utilizamos apenas para a
coloragao blastocistos expandidos), e de acordo com Guérin et al. (2001), o
acumulo de radicais superdxido e H202 em blastocistos parece estar
relacionado com maiores taxas de apoptose. No nosso trabalho, o grupo
catalase apresentou maior porcentagem de células apoptdticas sugerindo que
talvez a diminuigdo de radicais livres pelo excesso de antioxidante em dado
momento do CIV possa ter gerado esse aumento. Lopes et al. (2010)
afirmaram que concentracoes fisioldgicas de ROS, principalmente de H202,
atuam como moléculas sinalizadoras que podem influenciar em algumas
fungdes celulares, como a produgdo de energia e proliferagdo no

desenvolvimento inicial de embrides, diferenciagcao celular e expressao génica,
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sendo importante a manutencdo do equilibrio redox para que nao levem ao
estabelecimento de morte celular.

A criotolerancia de embrides produzidos in vitro € afetada pelas
condigbes estabelecidas durante o cultivo, indicando que o aumento ou a
reducdo na sensibilidade ao congelamento podem estar associados as
mudancas nas condi¢des do cultivo e na quantidade de lipidios presentes nos
embrides (PEREIRA; MARQUES et al., 2008). O mecanismo através do qual o
acumulo de lipidios nos embrides PIV influencia na criotolerancia é
desconhecido, porém a peroxidagdo dos lipidios poderia explicar essa
diminuigao (SEIDEL, 2006).

Quando avaliamos a taxa de re-expansao apos os embrides serem
reaquecidos, o grupo catalase nao diferiu do controle na re-expansao imediata,
as 3, 24 e 48 horas (eclosdo). Porém a mistura catalase e acido linoleico
apresentou resultados superiores de re-expansao as 3, 24 e 48 horas, sendo
que a taxa de eclosdo as 48 horas foi estatisticamente igual ao grupo LA.
Mesmo com a presencga da catalase, a adi¢do do LA resultou numa diminuigao
da quantidade de lipidios e isso pode ter refletido na melhora na taxa de
sobrevivéncia embrionaria. Portanto o grupo LA e o grupo LA + CAT
apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia embrionaria pos reaquecimento.
Nossos dados corroboram com os obtidos pela equipe de Pereira (2007, 2008)
que relataram que a suplementagdo com LA diminuiu significativamente a
quantidade de lipidios acumulados no citoplasma de blastocistos, e isso refletiu
no aumento da sobrevivéncia apds a criopreservacdo. Adicionalmente, a
equipe de Hochi (1999) produziram morulas bovinas mais resistentes a
criopreservacao adicionando acido linoleico conjugado a albumina ao meio de
cultivo in vitro. Os resultados de Accorsi (2008) e Tominaga et al. (2000)
também reforcam os resultados obtidos neste trabalho, que observaram que a
adicdo de LA ao meio de cultivo aumentou a taxa de sobrevivéncia pos
reaquecimento.

Quando avaliamos a quantidade final de embrides viaveis (taxa de

eficiéncia), podemos observar que o Grupo controle mesmo obtendo uma
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maior taxa de desenvolvimento, apresentou 11,0% de eficiéncia (considerando
embrides produzidos em D8 e a taxa de eclosdo). Ja o Grupo LA apesar de
apresentar menor porcentagem de embrides produzidos que o controle, a taxa
de eficiéncia ficou em 12,7%. Os Grupos CAT (9,4%) e CAT+LA (9,5%)
apresentaram resultados menores de eficiéncia, mesmo o Grupo CAT+LA
apresentado maior taxa de sobrevivénvia in vitro (taxa de eclosao). Os Grupos
LA e controle apresentaram somente uma diferenga numérica (12.7% x 11%)
na taxa de eficiéncia. Todavia, quando avaliamos as caracteristicas
morfolégicas dos embrides (tanto antes como depois do processo de
criopreservagao), os embrides presentes no Grupo LA apresentavam melhor
qualidade visual (de acordo com a classificacdo proposta pelo Manual IETS;
WRIGHT,2009). O ideal para avaliar a eficiéncia seria transferir embrides para
receptoras sincronizadas e avaliar a taxa de prenhez de cada grupo, antes e
apods a criopreservagao. Talvez com estes resultados, poderiamos avaliar de
uma forma mais efetiva que a adicdo do acido graxo é uma estratégia favoravel
para o sucesso de embrides que passarao pelo processo de criopreservagao.
Em resumo, embrides tratados com 4&cido linoleico ou com acido
linoleico associado a catalase no cultivo in vitro na auséncia de soro e baixa
tensdo de oxigénio apresentaram melhores taxas de sobrevivéncia pos
reaquecimento. Estes resultados foram provavelmente gerados pela diminuicao
na quantidade de lipidios mas ndo por um aumento no numero de células. A
quantidades de espécies reativas de oxigénio ndo foram diferentes entre os
grupos, e a adicao de catalase n&o alterou essa quantidade. Talvez porque o
sistema (meio SOF sem adicdo de SFB e atmosfera de baixa tensdo de
oxigénio) ja fosse adequado e a adigdo de catalase tenha gerado um
desequilibrio no estado redox que acabou prejudicando o desenvolvimento dos
embrides e, consequentemente, aumentando a taxa de células apoptaticas.
Sendo assim, a hipétese mais provavel é que o LA atue diminuindo a
quantidade de lipidios presentes nos embrides e talvez modificando a

composi¢ao dos lipidios de membranas, influenciando na sua fluidez, que é a
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chave para um melhor desempenho dos embrides produzidos in vitro no

processo de criopreservagao.
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IX CONCLUSAO

A adigédo acido graxo (LA) e acido graxo associado a um antioxidante
(catalase) no cultivo in vitro de embrides bovinos, na auséncia de SFB e em
atmosfera de 5%CO0O2, 7%02 e 88% N2, foi capaz de melhorar as taxas de
sobrevivéncia pos vitrificagao.

Contudo a escolha do antioxidante, o periodo de exposicdo do embrido
ao antioxidante, e concentragdo adequada do antioxidante e do acido graxo
sao imprescidiveis para que encontremos o0s melhores indices de

aproveitamento de embrides produzidos in vitro e criopreservados.
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SUMMARY

This study tested the hypothesis that culturing bovine embryos in vitro with
linoleic acid (LA) in medium free of fetal calf serum (FCS) will reduce lipid
accumulation and improve cryosurvival after vitrification. We first tested the
effects on embryo development resulting from addition of different sources of
macromolecules [undefined: FCS, or semi-defined: bovine serum albumin
(BSA)] to the in vitro maturation (IVM) media [(TCM199 with 10% (v/v) FCS or 8
mg/ml fraction fatty acid-free BSA (FAF-BSA)] or to the embryonic in vitro
culture (IVC) media [SOF with 8 mg/ml FAF-BSA or with 4 mg/ml FAF-BSA +
2.5% FCS (v/v)]. Blastocyst rates at Day-7 of IVC differ among treatments (P <
0.05), being higher when media were supplemented with FCS during both IVM
and IVC (26.7%), intermediate when medium was supplemented with FCS
during MIV and BSA during IVC (16.8%) and lower when media were
supplemented with BSA during IVM and IVC (5.8%). In the second experiment,
the effect of LA (100 uM) during IVC has been tested and we opted to replace
FCS by BSA only during IVC, aiming the maintenance of high levels of embryo
production, which could be consistent with commercial production. We found
that culturing in vitro-produced embryos in semi-defined medium supplemented
with LA leads to a reduction (P < 0.05) in the rate of embryo development to the
blastocyst stage (Control: 25.8% vs LA: 18.5%). On the other hand, the
proposed system was effective in promoting the decrease (P < 0.05) in the
intracellular lipid content (Control: 24.6 £ 0.7 vs LA: 27.3 £ 0.7), consequently
increasing (P < 0.05) the rate of in vitro embryo survival after 24h of culture
post-warming (Control: 50.0% vs LA: 71.7%). The present results question the
commonly used criteria to evaluate the efficiency of an IVP system specifically
with relation to the maximum number of blastocyst produced and suggest that
might be more appropriate to establish a suitable culture system that could
improve the desired characteristics of embryos generated according to the
specific purpose of commercial or scientific utilization.

Keywords: Bovine embryo, Vitrification, In Vitro Production, Linoleic Acid; Lipid.



89

INTRODUCTION

The in vitro culture (IVC) systems used for embryo production still do not
reach the level of effectiveness obtained in vivo (GUTIERREZ-ADAN et al.,
2001). In several studies involving in vitro production (IVP) of cattle embryos,
better results were obtained when undefined or semi-defined macromolecules
of animal origin are used (RIZOS et al., 2003). Among them, the most common
supplements are bovine serum albumin (BSA) and fetal calf serum (FCS).
These supplements supply the medium with growth factors, hormones, amino
acids and proteins, which are beneficial to embryonic development (GOMEZ et
al., 2008). On the other hand, the use of these macromolecules has been
associated with several abnormalities on the oocyte and embryo physiology,
such as changes in cell organelles, altered patterns of gene expression
(LONERGAN et al., 2003), changes in the cellular metabolism (REIS et al.,
2005; RIZOS et al., 2008) and changes in the fluidity and function of the plasma
membrane (ABE et al., 2002; RIZOS et al., 2003). In addition, bovine embryos
cultured in serum-containing medium tend to present an excessive
accumulation of cytoplasmic lipid droplets and fatty acid content when
compared to those cultured in serum-free media (ABE et al., 2002; PEREIRA et
al., 2008; REIS et al., 2003; STURMEY et al.,, 2009). While triacylglycerols
represent 40-50% of the total lipid mass of in vivo produced bovine embryos,
they can reach 88% in in vitro embryos (CHARPIGNY et al., 2003).

The excessive lipid content in in vitro produced embryos has been
associated to their high susceptibility to cryopreservation (ABE et al., 2002;
RIZOS et al., 2002, 2003; SUDANO et al., 2011). Although the mechanisms
that lead to this lipid accumulation remain unclear, it occurs as a result of FCS
supplementation in culture media or abnormalities in energy metabolism. In
order to avoid the detrimental effects of embryonic lipids accumulation, some
strategies have been proposed, such as the full withdrawal of serum from the in
vitro culture media (LIM et al., 2007), the addition of antioxidants (GUPTA et al.,
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2010) or molecules capable of modulating the molecular mechanisms of lipid
uptake, such as the linoleic acid (TOMINAGA et al., 2000), and the use of
inhibitors of fatty acid synthesis (SUDANO et al., 2011). These strategies are an
attempt to change the embryos themselves to make them more cryotolerantes
(SEIDEL JR., 2006), which can be considered the best approach to increase
the success of cryopreservation.

One of the biologically active substances capable of modulating these
molecular mechanisms is the linoleic acid (LA), which is a polyunsaturated fatty
acid (PUFA) of the omega-6 family and is so-called essential because it cannot
be synthesized by organisms (SCHMITZ; ECKER, 2008). PUFAs act as
important regulators of cellular functions in the formation of membranes, gene
expression, cell adhesion and proliferation, intra- and intercellular transport, and
the correct functioning of the immune system and inflammation (WAHLE et al.,
2003).

It was previously reported that ninety-five percent of those fatty acids
present in the culture media of IVP are metabolized by oocytes and embryos
(AARDEMA et al.,, 2011). Inside the cells, fatty acids can be oxidized to
generate energy, can be stored as triglycerides and can be used in the
synthesis of plasma membrane (SCHMITZ; ECKER, 2008). The incorporation
of PUFAs in the phospholipid bilayer of the plasma membrane alters its fluidity
and is one mechanism by which fatty acids may interfere with cellular
metabolism (JUCHEM et al., 2010). Moreover, according to previous reports,
the addition of LA to serum-containing media reduces embryo lipid
accumulation during in vitro culture and improves cryopreservation survival
(PEREIRA et al., 2007, 2008). However, to our knowledge, LA has never been
tested in IVP systems for embryo production without FCS.

Thus, our objective was to test the hypothesis that culturing bovine
embryos in vitro with LA in medium free of FCS will reduce lipid accumulation

and improve cryosurvival after vitrification.
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MATERIAL AND METHODS

REAGENTS AND MEDIA

Chemicals were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO,
USA), unless otherwise stated. The medium for in vitro maturation (IVM)
consisted of tissue culture medium (TCM)-199 (Gibco®, Invitrogen Co., Grand
Island, NY, USA) supplemented with macromolecule [10% (v/v) FCS (Gibco®,
Invitrogen Co.) or 8 mg/ml fraction fatty acid-free BSA], 0.2 mM sodium
pyruvate, 25 mM sodium bicarbonate, 50 pg/ml amikacin, 0.5 pg/ml FSH
(Pluset®; Hertape Calier, Juatuba, MG, Brazil), and 100 IU/ml hCG (Vetecor®,
Hertape Calier, Juatuba, MG, Brasil). IVF medium consisted of Tyrode’s
albumin lactate pyruvate (TALP) previously described by (PARRISH et al.,
1988), containing 0.2 mM Na-pyruvate, 6 mg/ml fatty acid-free bovine serum
albumin (BSA), 25 mM sodium bicarbonate, 13 mM Na-lactate, 50 ug/ml
amikacin, 40 pl/ml PHE solution (1 mM hypotaurine, 2 mM penicillamine and
250 puM epinephrine) and 10 pg/ml heparin. Embryo culture (IVC) medium
consisted of modified synthetic oviductal fluid (SOF) previously described by
(VAJTA et al., 1999), supplemented with 50 pg/ml amikacin and macromolecule
[8 mg/ml fraction fatty acid-free BSA or 4 mg/ml fraction fatty acid-free BSA +
2.5% FCS (v/v)].

OOCYTE COLLECTION AND MATURATION

Bovine oocytes from slaughtered cows were obtained in a local abattoir
and transported to the laboratory. Intact cumulus—oocyte complexes were
aspirated from antral follicles (2—8 mm in diameter). Oocytes with at least four
layers of cumulus cells were selected for the experiments. Oocytes were
washed and cultured in 500 pl of IVM medium (50 oocytes per well) in a 4-well
dish (Nunc®, Nunclon Delta Treated 4-Well IVF Dish, Denmark), without
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mineral oil covering. Culture was carried out during 22 h, at 38.5°C under an

atmosphere of 5% COz in air with maximum humidity.

SPERM SEPARATION AND IN VITRO FERTILIZATION

Motile spermatozoa were obtained by centrifugation of frozen—thawed
semen on a Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Uppsala Country, Sweden)
discontinuous density gradient (250 ul of 45% Percoll over 250 pl of 90%
Percoll, in a 1.5 ml microtube) for 5 min at 2500 g at room temperature. The
supernatant was discarded and the spermatozoa were counted on a
haemocytometer and then resuspended in IVF medium to obtain a final
concentration of 2x10° cells/ml. Finally, 4 ul of the sperm suspension were
added to each 90 ul droplet. Oocytes (25 per droplet) and sperm were co-
incubated for 18 h under the same temperature and atmosphere conditions

used for IVM. The day of fertilization was defined as Day 0.

EMBRYO CULTURE

Following fertilization, the presumptive zygotes were stripped from
cumulus cells via vortex and randomly assigned to the different culture systems.
They were transferred to 500 ul of SOF medium (50 oocytes per well) in a 4-
well dish (Nunc®, Nunclon Delta Treated 4-Well IVF Dish, Denmark), without
mineral oil covering. Embryos were cultured inside a plastic bag (low-density
polyethylene, LDPE) at 38.5°C and gaseous mixture of 5% CO2, 7% O2 and
88% N2, in a humidified atmosphere, without cumulus cells. Humidification in
the plastic bag was achieved by filling a 10-cm plastic plate with 5 ml of sterile
water that was introduced inside the bag. The gazing procedure was performed
by filling the plastic bag with the gas mixture and then by closing the system
with heat sealing. All culture systems were kept inside the water jacketed CO2

incubator during the entire culture period, except for cleavage assessment.
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Zygotes were incubated up to 72 hours post-insemination (hpi) for
assessment of cleavage rates under stereoscopic microscopy (at a
magnification of 40x). Blastocyst development rates were recorded at Day 7
(168 hpi) and at Day 8 of IVC (192 hpi).

QUANTIFICATION OF INTRACELLULAR REACTIVE OXYGEN SPECIES BY
DICHLOROFLUORESCEIN ASSAY

Intracellular reactive oxygen species [ROS: hydrogen peroxide (H202),
hydroxyl radical (HO-), and peroxyl radical (ROO-)] levels in Day 7 blastocysts
were quantified using the  fluorescent probe 6-carboxi-2’,7’-
dichlorodihydrofluoresceine diacetate (H.DCFDA; Molecular Probes, Invitrogen,
Oregon, USA). The H2DCFDA probe is oxidized directly by H202, its derivatives
and other peroxides, and is also oxidized indirectly by the superoxide anion,
thus providing a reliable tool to assess the intracellular ROS production
(GOMES et al.,, 2006). A stock solution of H2DCFDA dissolved in
dimethilsulfoxide (DMSO) was diluted in phosphate-buffered saline (PBS) to a
working concentration of 5 uM (BAIN et al., 2011). Embryos were washed twice
in PBS and placed into a 24-well cell culture cluster (Costar®) containing 500 pl
of 5 yM H2DCFDA. Embryos were incubated at 38.5°C in a dark, humidified 5%
CO2 atmosphere for 30 min. Stained embryos were washed twice with fresh
PBS and imaged immediately using an Olympus, 1X51 inverted microscope
running image Q-Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Version
5.0.1.26), at excitation wavelength of 495 nm and emission wavelength of 520
nm to quantify the fluorescent signal intensities (pixels). The background signal
intensity was subtracted from the measured values of the treatment

micrographs. The results were expressed in arbitrary units of fluorescence.

QUANTIFICATION OF INTRACELLULAR LIPID CONTENT BY NILE RED
STAINING
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The intracellular lipid content of single Day 7 blastocysts was quantified
using the fluorescent probe Nile red. Staining was performed according to
Genicot et al. (2005), with some modifications. Briefly, embryos were fixed
during 1 h in 1 ml of 3.7% paraphormoldehyde and 10% triton X-100 solution.
Then, they were transferred to plates containing 1 ml of a 10 pg/ml Nile red
solution dissolved in physiological saline (0.9% NaCl) with 1 mg/ml
polyvinylpyrrolidone. Embryos were stained during 3 h in the dark and at room
temperature. Stained embryos were washed twice with fresh PBS and imaged
immediately using an Olympus, 1X51 inverted microscope running image Q-
Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26) to
quantify the fluorescent signal intensities (pixels). The background signal
intensity was subtracted from the measured values of the treatment

micrographs. The results were expressed in arbitrary units of fluorescence.

TERMINAL DEOXYNUCLEOTIDYL TRANSFERASE DUTP NICK-END
LABELLING

The terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labelling
(TUNEL) assay was performed using the In Situ Cell Death Detection Kit
(Fluorescein; Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), as described
previously (PAULA-LOPES; HANSEN, 2002). Briefly, Day 7 blastocysts were
washed three times in 100-ml drops of PBS with 1 mg/ml polyvinylpyrrolidone
(PBS-PVP) and fixed in 100-ml drops of 4% (w/v) paraformaldehyde solution for
1 h at room temperature. Afterwards, embryos were incubated in a
permeabilisation solution (0.5% v/v triton X-100 and 0.1% w/v sodium citrate)
for 30 min at room temperature. After washing three times in PBS-PVP, the
positive control was incubated in a 50-ml drop of DNase | (50 IU/ml), whereas
embryos from the experimental groups were incubated in 100-ml drops of PBS-
PVP in the dark in a humidified chamber for 1 h at 37°C. Subsequently,
embryos were washed twice in PBS-PVP and incubated in 15 pl TUNEL

reaction mixture (proportion of 1:9, enzymatic and label solution) for 1 h in a
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humid chamber at 37°C in the dark. The negative control was incubated in 15 pl
containing labeled solution only. Following the TUNEL reaction, embryos were
washed twice in PBS-PVP and stained with Hoechst 33342 (1 ug/ml) for 30 min
at room temperature. After washing with PBS-PVP, embryos were transferred to
glass slides with mounting glycerol and observed under an epifluorescence
inverted microscope (IX51; Olympus) at excitation and emission wavelengths of
510 and 590 nm, respectively. Nuclei with green—yellow fluorescence were
considered TUNEL positive (fragmented DNA), whereas blue florescence
(Hoechst 33342) indicated the total number of cells. To avoid considerable
variability in the number of cells, only early blastocysts and blastocysts were
stained for TUNEL.

VITRIFICATION, WARMING AND SUBSEQUENT CULTURE OF EMBRYOS

All the materials used for vitrification/thawing procedures were supplied
from Ingamed Ltda (Perobal, PR, Brazil), including the vitrification solutions (VI-I
and VI-1l), the thawing solutions (DV-I, DV-II and DV-III), the vitrification strips
(Vitri-Inga) and their plastic sheaths. A two-step technique was used for
vitrification of blastocysts. Briefly, expanded blastocysts (grades 1 and 2) were
washed twice in holding medium (SOF supplemented with 250 mM of HEPES
and 20% of FCS) and transferred to VI-I for 5 min at 37.0°C. Then, embryos
were transferred to a 10 ul drop of VI-Il for 60 s at room temperature.
Afterwards, embryos were placed into the hole in the tip of a Vitri-Inga strip with
a minimum amount of vitrification solution, and then directly immersed in liquid
nitrogen (N2). The plastic sheaths, which had been previously cooled in N2 liquid
vapor for 1 min, were vertically immersed into N2 liquid. The Vitri-Inga strip was
then inserted into plastic sheaths for safe storage.

For thawing procedures, Vitri-Inga strips were withdraw from the liquid N2
and transferred to thawing solution DV-I for 1 min, at 37.0°C. After that,
embryos were transferred to DV-II for 3 min at room temperature and washed

twice in DV-III, for 5 min each. Then, embryos were washed twice and cultured
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in SOF supplemented with 2.5% of FCS and 5 mg/ml of BSA in saturated
humidity and an atmosphere of 5% CO:2 in air, up to 48 h. The re-expansion
rates were assessed immediately after thawing and after 24 h of culture, and

hatching was recorded after 48 h.



97

EXPERIMENTAL DESIGN

In all the experiments, the oocytes were matured in vitro for 22 h, as
described above. The oocytes were then inseminated and the presumptive
zygotes were stripped from their cumulus cells and cultured inside a plastic bag
filled with a gaseous mixture of 5% CO2, 7% O2 and 88% Nz. The experiments

were replicated at least five times.

Experiment | - The effects of macromolecule supplementation during different
moments of the in vitro culture system on the development of IVP bovine
embryos

In this experiment, the effects on embryo development resulting from
addition of different sources of macromolecules to the in vitro maturation media
or to the embryonic culture media during the entire 7-day IVC period were
evaluated. Our objective was to evaluate the effect of replacing FCS by BSA at
different stages of IVP, aiming the maintenance of high levels of embryo
production, consistent with commercial production. Oocytes (n = 803, in 5
replicates) were matured in TCM199 supplemented with 10% (v/v) FCS or 8
mg/ml fraction fatty acid-free BSA. Following IVM and IVF, the presumptive
zygotes were transferred to IVC medium (SOF) supplemented with 8 mg/ml
fraction fatty acid-free BSA or with 4 mg/ml fraction fatty acid-free BSA + 2.5%
FCS (v/v). Three treatements were evaluated: 1) FCS (MIV) / BSA+FCS (CIV);
2) FCS (MIV) / BSA (CIV); 3) BSA (MIV) / BSA (CIV). On day 7 of culture, the

embryo development to the blastocyst stage was evaluated.

Experiment 1l - The effects of linoleic acid supplementation during in vitro
culture on the development, lipid content, intracellular ROS levels and
cryotolerance of IVP bovine embryos cultured in serum-free media during IVC

In this experiment, the effects on embryo development, cryotolerance,
intracellular lipid content and the production of intracellular ROS resulting from

LA addition to the semi-defined culture media during IVC were assessed. The



98

macromolecular supplementation of media was chosen based on the results of
the Experiment |I. Then, oocytes (n = 3100, in 30 replicates) were matured in
TCM199 supplemented with 10% (v/v) FCS. Following IVF, the presumptive
zygotes were transferred to IVC medium (supplemented with 8 mg/ml fraction
fatty acid-free BSA) that lacked LA supplementation (Control group) or that had
been supplemented with 100 uM of LA, whose concentration was previously
established by Pereira et al. (2007). The embryos were then cultured until day
7, when their development to the blastocyst stage was evaluated. The
intracellular ROS levels of the blastocysts and early blastocysts were quantified
using the H2DCFDA assay and the intracellular lipid content was quantified
using the Nile Red fluorescent probe. The TUNEL assay was performed in early
blastocysts to evaluate the rates of apoptosis. The expanded blastocysts were
vitrified and, after warming, the re-expansion rates and hatching were evaluated

following 24 h and 48 h of IVC, respectively.
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STATISTICAL ANALYSIS

Within each replicate, one well of a cell culture plate with 50 oocytes was
considered the experimental unit for each group. Blastocyst production rates
were estimated considering the total number of oocyte in each maturation well.

Data were analysed with ANOVA, using the general linear model (GLM)
procedure with the SAS statistical software package 9.0 (SAS Inst. Inc., Cary,
NC, USA. The arcsine transformation was applied to percentage data. If the
ANOVA was significant, the means were compared by a Tukey’s test. The
comparative study between binomial variables was evaluated by Chi-square.
The level of statistical significance was set at P < 0.05. A P value between

0.051 and 0.1 was considered as tendency.
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RESULTS

EXPERIMENT |

The effects of supplementation with different macromolecules (BSA
and/or FCS) at different times during in vitro production on embryonic
development to the blastocyst stage are shown in Table 1. Blastocyst rates
differ among all treatments (P < 0.05), being higher in the treatment FCS (MIV) /
BSA+FCS (CIV) (26.7% and 30.2%, respectively in Days 7 and 8 of IVC),
intermediate in the treatment FCS (MIV) / BSA (CIV) (16.8% and 21.3%,
respectively in Days 7 and 8) and lower in the treatment BSA (MIV) / BSA (CIV)
(5.8% and 10.0%, respectively in Days 7 and 8).

EXPERIMENT Il

The effects of supplementation with LA on the cleavage and blastocyst
rates are given in Table 2. There was no effect (P > 0.05) of LA
supplementation on cleavage rates (72.7% vs 74.1%, respectively for Control
and LA groups). However, embryonic development to the blastocyst stage was
higher (P < 0.05) in the Control group (25.8% and 30.7%, respectively in Day 7
and Day 8) compared to LA group (18.5% and 22.4%, respectively in Day 7 and
Day 8). Nevertheless, although we have not made a morphological
classification of the embryos, it was noted that bastocysts from the LA group
showed higher morphological quality (according to the IETS Manual; Wright,
2009; data not shown).

Regarding the results of the mean fluorescence intensity of bovine
embryos after Nile red staining (Table 3), we found a significant reduction (P <
0.05) in intracellular lipid content in LA group (27.3 + 0.7) compared to Control
group (24.6 £ 0.7).
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Intracellular ROS levels (Table 4), expressed as arbitrary units of
fluorescence, were unaffected (P > 0.05) in the LA group (3.1 0.2) compared
to Control (2.7 £ 0.2).

The effects of LA supplementation during IVC on the total number of cells
and the percentage of apoptotic cells are given in Table 5. There was no
significant difference (P > 0.05) among groups with respect to the total number
of cells in Day 8 blastocysts (114.9 + 5.5 and 107.5 + 5.3, respectively for
Control and LA groups) or the percentage of apoptotic cells (1.8 £+ 0.2 and 2.0 £
0.3, respectively for Control and LA groups).

The re-expansion rates of blastocysts after warming are shown in Table 6.
There was no difference (P > 0.05) among groups immediately after warming
(59.5% and 63.0%, respectively for Control and LA groups). However,
supplementation with LA during IVC resulted in a higher (P < 0.05) rate of in
vitro embryo survival (71.7%) compared to the Control (50.0%) after 24h of
culture post-warming. The hatching rate after 48h of culture was similar among
groups (35.7% and 56.5%, respectively for Control and LA groups), but there
was a tendendy of obtaining higher hatching rate for LA group (P = 0.0577).

Aiming to evaluate the efficiency of the proposed system of IVP embryo
culture for commercial purposes, we estimated the success rate by calculating
the expected number of surviving (re-expanded) embryos after warming based
on the total number of oocytes matured for each treatment. The estimated data
were analysed by Chi-square and results are presented in Figure 1. Based on
this estimation, the success rate (% of expected viable blastocysts after
warming) immediately after warming was higher (P < 0.05) in Control group
(18.3%) than in LA group (14.1%), but were similar (P > 0.05) between groups
after 24 h of culture post-warming (15.4% and 16.0%, respectively for Control
and LA groups). Similarly, the success rate of hatching expected after 48 h of
culture post-warming was similar (P > 0.05) between groups (11.0% and 12.7%,

respectively for Control and LA groups).
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DISCUSSION

To avoid the excessive accumulation of cytoplasmic lipid droplets and
fatty acid content in in vitro-produced bovine embryos, which has deleterious
effects on their cryotolerance, strategies that have been applied include the full
withdrawal of serum from the in vitro culture media (LIM et al., 2007) or the
supplementation with PUFAs during the in vitro culture, like LA (HOCHI et al.,
1999; TOMINAGA et al, 2000). However, it is unclear whether LA
supplementation during embryo culture in serum-free medium is necessary and
whether LA will affect the embryonic development in this condition.

Some studies have reported positive effects of oocyte and/or embryo
culture in serum-free media (ABE et al., 2002; LIM et al., 2007; PEREIRA et al.,
2007, 2008; REIS et al., 2003; STURMEY et al., 2009) on the reduction of the
cytoplasmic lipids content. However, despite this beneficial effect, culturing
embryos in a chemically-defined medium (supplemented with polyvinyl alcohol
instead of FCS or BSA) leads to a lower rate of embryo production (PEREIRA
et al., 2007), since undefined (FCS) or semi-defined (BSA) supplements carry
beneficial compounds that enhance embryo development (ZUELKE;
BRACKETT, 1990). Although we have used a semi-defined culture medium, we
also found a decrease on embryonic development as an undesirable effect of
withdrawal of serum from the in vitro culture media (both IVM and IVC). On the
other hand, results from this study and others (BAVISTER, 1995; WRENZYCKI
et al.,, 2001) demonstrated that serum supplementation leads to a higher
proportion of blastocysts.

Culture systems that lead to low rates of embryo production restrict its
application in commercial programs of assisted reproduction. However, our
intention was to establish an IVP protocol that could, at the same time, allow
suitable embryo production and decrease the lipid content of cultured embryos.
Due to this purpose, and based on the results of the present study, we chose to

supplement the media with FCS during IVM and replace FCS by BSA during
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embryonic culture, at which time media was supplemented with LA. This
protocol yielded reasonable production rates of embryos while, according to the
literature (ABE et al., 2002; LIM et al., 2007; PEREIRA et al., 2008; REIS et al.,
2003; STURMEY et al., 2009), could reduce lipid accumulation in embryos.

In vitro production of bovine embryos is influenced by several factors
including media supplements and culture conditions. In the present study,
supplementation of IVC medium with LA did not affect cleavage, but embryonic
development until blastocyst stage was decreased. These findings differ from
previous studies (PEREIRA et al., 2007, 2008; TOMINAGA et al., 2000) that
reported no impairment in developmental rates of embryos cultured in the
presence of PUFASs, although these authors have used CLA instead of LA, and
embryos were cultured in medium supplemented with FCS and under high
oxygen tension. Al Darwich et al. (2010) reported no decrease in blastocysts
rates of embryos cultured with LA, however medium was supplemented with
FCS and antioxidants (B-mercaptoethanol). So, the differences between results
from present work and previous studies can be attributed to the different culture
conditions used among different laboratories, and it is reasonable to assume
that the addition of LA in serum-free medium impaired the embryos ability to
reach their full capacity of development.

A possible explanation for the decreased developmental capacity of
embryos cultured with LA in serum-free medium could be an excessive or
unbalanced reduction of its intracellular lipid content. This effect was expected,
since LA can decrease the intracellular lipid content in different cell types by
reducing the uptake and synthesis of fatty acids (BAUMGARD et al., 2000;
BROWN et al., 2001; LOOR; HERBEIN, 1998; PARIZA et al., 2001). Previous
studies suggested that the molecular mechanisms involved in the reduction of
lipid synthesis involve the coordinated reduction in the mRNA expression of
important lipogenic enzymes associated with fat synthesis (BAUMGARD et al.,
2002; GERVAIS et al., 2009). Although previous reports demonstrated that the
addition of CLA to serum-containing media reduces embryo lipid accumulation

during in vitro culture and improves cryopreservation survival (PEREIRA et al.,
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2007, 2008), it is unclear what would be a reasonable decrease in cytoplasmic
lipid content of embryos produced in vitro, and which lipids should be decreased
or incorporated in the cytoplasmic membrane. So, it can be supposed that
supplementation with LA in medium without FCS may have led to a marked or
unbalanced reduction in lipid content or even have modified the embryo
metabolism, which may have affected their developmental capacity.

Although it is well reported that the excessive accumulation of
intracellular lipid droplets during in vitro embryonic development impairs the
quality of IVP embryos by increasing their sensitivity to oxidative stress and
cryopreservation (AL DARWICH et al.,, 2010; PEREIRA et al., 2008), it is
important to mention that the lipids have an important role in cell physiology.
Lipids are known to play key roles in energy metabolism during oocyte
maturation, fertilization and early embryonic development because they provide
energy for early preimplantation development before the activation of the
embryo’s own genome (FERREIRA et al.,, 2012; PAULA-LOPES; HANSEN
2002). Lipids also determine the structure and the fine-tuning of the physical
properties and functions of biological membranes. Additionally, they have potent
signaling effects during cell-cell interactions, cell proliferation and intra- and
inter-cellular transport (KIM et al., 2001). Thus, there appears to be required a
delicate balance between the processes of synthesis, storage and utilization of
intracellular lipids that can maintain the cellular activities in appropriated
physiological levels.

Although decreasing the embryo development, LA supplementation in
serum-free medium did not affect embryo quality, evaluated by the total number
of blastomeres, apoptosis rate and ROS production (determined by the
fluorescent probe H2DFCDA). It was important to assess the ROS production in
the present work because the medium was supplemented with a fatty acid (LA)
which could increase lipid peroxidation in the culture system. As an attempt to
prevent this undesired effect, the embryos were cultured under low oxygen
tension, which prevents the formation of free radicals that lead to lipid

peroxidation in embryos, thus avoiding cell damage (NAGAO et al., 2008).
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ROS are naturally produced by the cells as a result of aerobic cellular
metabolism, as byproducts of the cellular respiration process that occurs in the
mitochondria. Physiological concentrations of ROS, especially H202, are known
to signal various cellular functions, such as energy production, cellular
proliferation during early embryonic development, cellular differentiation and
gene expression correlated with changes in the oxidative response (HARVEY,
2007). However, the oxidative stress occurs when the generation of ROS is
higher than the efficiency of the endogenous protective mechanisms
(FEUGANG et al., 2003; GUERIN et al., 2001). As a consequence, high
amounts of ROS will adversely affect the success of the IVP of mammalian
embryos (CORREA et al., 2008), leading to a decrease in embryo development,
metabolic disorders and increase in the incidence of apoptosis (CORREA et al.,
2008; GUERIN et al., 2001). Additionally, excessive amounts of ROS can
promove lipid peroxidation and spatial modifications of plasma membrane
structures (GUERIN et al., 2001; NEDAMBALE et al., 2006). This process
results in changes in the structure and permeability of cell membranes, leading
to the loss of ion selectivity, release of the contents of organelles and formation
of cytotoxic products, and culminating in cell death (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999; UFER et al., 2010).

Additionally, oxidative stress may delay the development of embryos and
increase the frequency of DNA fragmentation due to formation of intracellular
hydrogen peroxide (GUERIN et al., 2001). However, as no increase in ROS
levels was observed in the present study, the total number of cells did not differ
among the treatment groups, as well as the proportion of TUNEL-positive cells
(cells undergoing apoptosis). Although apoptosis is a physiological
phenomenon that occurs, for example, during embryogenesis, with the purpose
of eliminating damaged and unviable cells that could compromise embryo
development (FEUGANG et al., 2004), excessive production of ROS can lead
to cell death by apoptosis, resulting in embryonic development failure
(MATWEE et al., 2000). Thus, the results of this study demonstrate that the

proposed strategy of LA supplementation in serum-free medium under low
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oxygen tension was effective in preventing the formation of intracellular ROS
and therefore prevent increased rates of cell death by apoptosis.

The strategy used in this study, serum-free semi-defined culture medium
with LA, reduced embryo lipid content and improved cryosurvival. The positive
effect of PUFAs on embryo freezability was first explained by HOCHI et al.
(1999) who reported that supplementation of embryonic cultures with LA bound
to albumin (LAA) resulted in an increase in the membrane fluidity (lipid
unsaturation level) due to the direct incorporation of LA into the lipid bilayer.
More recently, PEREIRA et al. (2007, 2008) demonstrated that addition of CLA
to serum-containing media reduced embryo lipid accumulation during in vitro
embryo culture and significantly improved cryopreservation survival. Authors
suggested that a direct incorporation of CLA into the membrane during culture
might contribute to an increase in the membrane fluidity (unsaturation level) and
so improving embryo cryotolerance. In fact, CLA is responsible for inducing
modifications in fatty acid profile and composition of tissues namely by reducing
triacylglycerols content or interfering in saturated and unsaturated fatty acids
levels (ALASNIER et al., 2002; AL DARWICH et al., 2010; PARK et al., 1999).
However, further studies are needed to fully understand the role of PUFAs-
mediated protection of in vitro-produced bovine embryos cryoinjury. Typification
and monitoring of some lipid changes during the developmental stages and/or
culture conditions should contribute to improve cryopreservation and in vitro
culture conditions of mammalian embryos.

In summary, we demonstrated that culturing in vitro-produced embryos in
serum-free medium supplemented with LA and under low oxygen tension leads
to a reduction in the rate of embryo development to the blastocyst stage. On the
other hand, the proposed system was effective in promoting the decrease in the
intracellular lipid content, consequently increasing the cryopreservation survival.
Thus, aiming to evaluate the efficiency of the proposed system of IVP embryo
culture for commercial purposes, we estimated the success rate by calculating
the expected number of surviving (re-expanded) embryos after warming based

on the total number of oocytes matured for each treatment. Based on this
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estimation, the success rate, i.e., the percentage of expected viable embyos for
transfer after warming was similar between Control and LA groups after 24 h of
culture post-warming, as well as the success rate of hatching expected after 48
h of culture post-warming. Then, it seems obvious that although the proposed
system has provided minor conditions to allow the full embryonic development,
the embryos presented higher qualities that enabled them to withstand the
freezing stress.

In conclusion, the combined use of serum-free semi-defined culture
medium under low oxygen tension and supplementation with LA was found to
adversely affect the rates of embryo development to the blastocyst stage, but
signicantly reduced the intracellular lipid content, and improved survival after
cryopreservation. The present results question the commonly used criteria to
evaluate the efficiency of an IVP system specifically with relation to the
maximum number of blastocyst produced and suggest that might be more
appropriate to establish a suitable culture system that could improve the quality
of embryos generated according to the specific purpose of commercial or

scientific utilization.
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Table 1 - Effects of supplementation with different macromolecules [bovine
serum albumin (BSA) and/or fetal calf serum (FCS)] at different times during in

vitro production on embryonic development to the blastocyst stage

Macromolecule Blastocysts
Oocytes Blastocysts (D7)
supplement (D8)
(n) n (%)

IVM IVC n (%)
FCS BSA+FCS 202 54 (26.7%) @ 61 (30.2%) @
FCS BSA 291 49 (16.8%)° 62 (21.3%) °
BSA BSA 310 18 (5.8%) © 31 (10.0%) ¢©

Data are the mean £ s.e.m. Within columns, values with different superscript letters
differ significantly (P < 0.05) the x? test. Oocytes were in vitro matured in medium
supplemented with BSA (8 mg/ml fraction fatty acid-free BSA) or FCS (10%). Embryos
were in vitro cultured in medium supplemented with BSA (8 mg/ml fraction fatty acid-
free BSA) or with FCS+BSA (4 mg/ml fraction fatty acid-free BSA + 2.5% FCS).
Embryonic development to the blastocyst stage was evaluated at Day 7 (168 h.p.i.) and

Day 8 (192 h.p.i.). Treatments were repeated in five replicates.
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Table 2 - Effects of linoleic acid supplementation during in vitro culture of
bovine embryos on cleavage rates and embryonic development to the

blastocyst stage

Cleavage Blastocysts (D7)  Blastocysts (D8)
Group  Oocytes (n)

n (%) n (%) n (%)
Control 1504 1094 (72.7) @ 388 (25.8) @ 462 (30.7) @
LA 1596 1183 (74.1) @ 296 (18.5) P 357 (22.4)®

Within columns, values with different superscript letters differ significantly (P < 0.05) by
the x? test. Cleavage (72 h post-insemination (h.p.i.)) and embryonic development to
the blastocyst stage at Day 7 (168 h.p.i.) and Day 8 (192 h.p.i.) in bovine embryos
produced in vitro in medium supplemented with linoleic acid (LA; 100 uM) or without

supplementation (Control).

Table 3 - Effects of linoleic acid supplementation during in vitro culture of

bovine embryos on intracellular lipid content in Day 7 blastocysts

Embryos Arbitrary fluorescence
Group
evaluated (n) Units
Control 74 27.3+0.7 2
LA 58 246+0.7°

Data are the mean * s.e.m. Within columns, values with different superscript letters
differ significantly (P < 0.05). Embryos were in vitro cultured in medium supplemented
with linoleic acid (LA; 100 uM) or without supplementation (Control). Treatments were

repeated in five replicates.
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Table 4 - Effects of linoleic acid supplementation during in vitro culture of
bovine embryos on intracellular reactive oxygen species (ROS) levels in Day 7

blastocysts

Embryos Arbitrary fluorescence
Group )
evaluated (n) Units
Control 58 27+0.2
LA 52 3.1+0.2

Data are the mean + s.e.m. There was no significant difference between treatments (P
> 0.05). Embryos were in vitro cultured in medium supplemented with linoleic acid (LA,;
100 uM) or without supplementation (Control). Treatments were repeated in five

replicates.

Table 5 - Effects of linoleic acid supplementation during in vitro culture of
bovine embryos on total number of cells and the percentage of apoptotic cells in

Day 7 blastocysts

Embryos .
Group Total number of cells % Apoptotic cells
evaluated (n)
Control 66 1149+55 1.8+0.2
LA 58 107.5+5.3 20+0.3

Data are the mean + s.e.m. There was no significant difference between treatments (P
> 0.05). Embryos were in vitro cultured in medium supplemented with linoleic acid (LA,
100 uM) or without supplementation (Control). Treatments were repeated in five

replicates.
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Table 6 - Effects of linoleic acid supplementation during in vitro culture of
bovine embryos on the re-expansion rates of vitrified/thawed expanded

blastocysts

Blastocoele re-expansion [n (%)]  Hatching (48h) *

Embryos
Group - luated (n) Immediately 24h n (%)
Control 42 25 (59.5) @ 21(50.0) @ 15 (35.7) 2
LA 46 29 (63.0) 33 (71.7) " 26 (56.5) @

Data are the mean * s.e.m. Within columns, values with different superscript letters
differ significantly (P < 0.05). * Considered as tendency (P = 0.0577). Embryos were in
vitro cultured in medium supplemented with linoleic acid (LA; 100 uM) or without

supplementation (Control). Treatments were repeated in five replicates.
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Figure 1- Estimated success rate (% of expected viable blastocysts after
warming) calculated based on the total number of oocytes matured in vitro for
each treatment. The data represent the means. The total numbers of oocytes
used for each treatment group were as follows: Control: n=1504 [based on
results presented in Tables 2 and 6, blastocyst rate at D8 was 30.7%; re-
expansion rates of vitrified/warmed expanded blastocysts was 59.5%
(immediately) and 50.0% (after 24 h of culture); and hatching rate after 48 h of
culture was 35.7%], and LA: n=1596 [blastocyst rate at D8 was 22.4%; re-
expansion rates of vitrified/warmed expanded blastocysts was 63.0%
(immediately) and 71.5% (after 24 h of culture); and hatching rate after 48 h of
culture was 56.5%]. Thirty replicates were performed. 2PDifferent letters above

the bars indicate significantly different means (P < 0.05).



