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ESTUDO COMPARATIVO ENTRE FONTES DE MACROMOLECULAS NA
PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS E SEUS REFLEXOS NA
CRIOPRESERVACAO

RESUMO - Dentre as biotecnologias aplicadas a reproducdo animal, atualmente um
dos maiores desafios é a criopreservacdo de embrides PIV. Esses embrides
apresentam alta criosensibilidade, devido principalmente a excessiva deposicao lipidica
no citoplasma, e que por sua vez esta relacionada com a utilizagdo de SFB nos meios.
Neste trabalho foram avaliados os efeitos da suplementacdo protéica com BSA, SFB e
FE e suas associagdes na PIV de embrides bovinos durante as etapas de MIV e CIV,
visando melhorar sua criotolerdncia. Na MIV foram utilizadas sete diferentes
combinagbes (SFB, BSA, FE, BSA+SFB, BSA+FE, SFB+FE e BSA+SFB+FE), e no CIV
quatro tratamentos (BSA, BSA+SFB, BSA+FE e BSA+SFB+FE). Os embrides em
estadios de Bl e Bx foram vitrificados e apds seu reaquecimento foram avaliadas as
taxas de eclosdo embrionaria em 24 e 48 horas. Dos 00citos colocados em maturacao,
obteve-se um total de 85,4% de clivagem e 35,52% de producdo embrionaria. Ao
analisar os efeitos da fonte protéica na MIV notou-se que o grupo tratado com BSA
apresentou as piores taxas de clivagem (80,96%) (p<0,05) em relagcdo aos demais
grupos, o melhor resultado de produ¢do embrionaria foi obtido com BSA+SFB (46,69%)
e o0s melhores indices de eclosdo embriondria pdés reaquecimento foram nos
tratamentos BSA+FE (44,35%), SFB+FE (44,90%) e BSA+SFB+FE (42,48%). Quando
se avaliou os efeitos de fonte protéica na CIV, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos quanto a clivagem, o BSA apresentou o pior desempenho na producéo de
embrides (31,88%) (p<0,05) em relagédo aos demais grupos que nao diferiram entre si, e
os melhores indices de eclosdo embrionaria 24 e 48h pos reaquecimento foram obtidos

com o tratamento BSA+FE (37,64% e 51,34%, respectivamente).

Palavras-Chave:

Macromoléculas, Maturacao, Desenvolvimento, Embrido, Criopreservacao, Bovino
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COMPARATIVE STUDY ON SOURCES OF MACROMOLECULES DURING IN VITRO
PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS AND ITS CONSEQUENCES IN
CRYOPRESERVATION

ABSTRACT — Among the biotechnology applied to animal reproduction, nowadays one
of the biggest challenges is the cryopreservation of embryos produced in vitro. These
embryos have a high cryosensitivity, mainly due to excessive fat deposition in the
cytoplasm, which in turn is related with the FCS used in the mediums for embryo
production in vitro. The aim of this study was to evaluate the effects of protein
supplementation with BSA, FBS and FE, and their associations in IVP bovine embryos
during the stages of IVM and IVC, to improve their cryotolerance. For IVM were used
seven different combinations (FCS, BSA, FE, BSA + FCS, BSA + FE, FE and FBS +
BSA + FCS + FS), and four treatments during IVC (BSA, BSA + FCS, BSA + FE, BSA+
FE+ FCS). Embryos in stage of Bl and Bx were vitrified and after their reheating the
rates of hatched blastocysts at 24 and 48 hours were evaluated. Of the oocytes placed
into maturation, we obtained 85.4% of cleavage and 35.52% of embryo produced. When
were evaluated the effects of protein source in IVM was noted that the BSA-treated
group showed the worst rates of cleavage (80.96%) (p <0.05) compared to other groups,
the best result of embryo production was obtained with FCS + BSA (46.69%) and the
highest rates of hatched blastocysts after rewarming were obtained with FE + BSA
(44.90%), FE + FCS (44.35%) and FS + FCS + BSA ( 42.48%). When we assessed the
effects of protein source in the IVC, there was no significant difference between
treatments for the cleavage, the BSA group had the worst performance in the production
of embryos (31.88%) (p <0.05) compared to other groups that not differ, and the highest
hatched blastocysts in 24 and 48 hours after rewarming were obtained by treating BSA
+ FE (37.64% and 51.34%, respectively).

Keywords:

Macromolecules, Maturation, Development, Embryo, Cryopreservation, Bovine



1. INTRODUCAO

A pecuéria bovina brasileira possui um dos maiores rebanhos comerciais do
mundo, conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
representado por mais de 200 (duzentos) milhdes de cabecas. De acordo com os dados
da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) o Brasil esta
classificado como o primeiro pais em volume de embriées produzidos in vitro (THIBIER,
2006).

A producdo in vitro de embrides (PIV) é uma ferramenta importante no
aproveitamento do potencial reprodutivo destes rebanhos, diminuindo o intervalo entre
as geracbes e acelerando o melhoramento genético animal (PEGORARO, 1997),
possibilitando a ampliacdo da vida reprodutiva de animais de alto valor genético devido
a utilizacdo dos oécitos de fémeas imaturas, idosas, prenhes, ou mesmo com
infertilidade adquirida devido a patologias no trato reprodutivo (GONCALVES, et al.,
2007).

Nos atuais sistemas comerciais de producdo in vitro de embrides, um dos
maiores entraves é a obtencdo e sincronizacdo das receptoras, as quais devem ser
proporcionais ao numero de embrides produzidos. Uma solucdo para este problema
seria a utilizacdo das técnicas de criopreservacdo destes embribes excedentes. A
evolucao da criopreservacao de embrides bovinos propicia também uma série de outros
beneficios, tais como: utilizacdo de receptoras em cio natural, planejamento do periodo
de nascimento dos bezerros de acordo com os interesses de manejo da propriedade, a
formagcdo de bancos de germoplasma (com preservacdo de espécies ou racas em
extingcdo), e principalmente facilitar a comercializacdo de embrides (importacdo e
exportagao).

Assim, a criopreservacao de embrides tem se tornado parte integrante da
reproducédo assistida em animais, especialmente de espécies domésticas (LEIBO et al.,
1996; PALASZ e MAPLETOFT, 1996; KULESHOVA e LOPATA, 2002).



No entanto, sabe-se que embrides produzidos in vitro sdo mais sensiveis a
criopreservacao que os produzidos in vivo (POLLARD e LEIBO, 1994), sendo assim um
desafio a producdao in vitro de embrides bovinos aptos a criopreservagcao, bem como, a
obtencédo de um método eficiente, préatico e de baixo custo para criopreserva-los.

Na maioria das vezes embribes PIV apresentam marcantes caracteristicas
morfolégicas e moleculares diferentes dos embrides produzidos in vivo (WRIGHT e
ELLINGTON, 1995). Um dos principais problemas € o excessivo acumulo lipidico no
citoplasma destes embrides, levando principalmente a alteragdes na fluidez e funcéo da
membrana plasmatica (TARIN e TROUSON, 1993), o que esta intimamente relacionado
a alta criosensibilidade dos mesmos.

O Soro Fetal Bovino (SFB) e Albumina Sérica Bovina (BSA) sao historicamente
as fontes de proteinas mais usadas no cultivo in vitro (CIV) de embrides bovinos (HOLM
et al, 1999; GORDON, 2003).

Embora, o papel do SFB n&o seja ainda completamente conhecido, autores tém
demonstrado seus efeitos benéficos na producédo de embrides (CAROLAN et al., 1995)
como fonte de substratos energéticos, aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento e
guelantes de metais pesados (PINYOPUMMINTR et al., 1994). Porém, inuUmeras
pesquisas relatam que a utilizacao de soro fetal bovino (SFB) nos meios de cultivo na
PIV de embribes, na maturacdo oocitaria e principalmente no desenvolvimento
embrionario esta diretamente relacionada com o aumento na deposicdo lipidica e
consequentemente menor criotolerdncia destes embrides (FERGUSON et al., 1999;
GOMEZ et al., 2008).

Existem tentativas de algumas formulacfes para os meios substituindo o SFB por
outras fontes de macromoléculas como BSA, Polivilinil Pirrolidona (PVP), Alcool
Polivinilico (PVA), Ovalbumina (ABE et al., 2002; GEORGE et al., 2008; TETZNER,
2007) o que permitiia uma composi¢cdo mais definida para estes meios. Entretanto
ainda € um desafio a total substituicdo do SFB quando se leva em consideracao a taxa
de embrides produzidos e a qualidade dos mesmos (DUQUE et al., 2003).

Além destas fontes de macromoléculas, também esta sendo investigado como

alternativa de fonte protéica na PIV de embribes os substitutos do soro. Estes



compostos, tais como o Substituto Sintético de Soro (SSS), o Knockout Serum
Replacement (KSR) e o Fluido Embriénico (FE) sao comercialmente produzidos
(GOLDSBOROUGH et al., 1998).

Uma alternativa que esta demonstrando ser eficaz na diminuicdo do contetdo
lipidico dos embrides PIV sem lesionar a zona pellcida € a utilizacdo dos agentes
delipidantes como a forskolina e os acidos linoléicos conjugados (CLA) (IMAIL et
al.,1997; MEN et al., 2006). Em estudos onde se usou a adicdo de CLA no meio de
cultivo para embrides bovinos, este, demonstrou ter um efeito positivo na reducao da
deposicdo lipidica no citoplasma destes embrides e aumento das taxas de
sobrevivéncia embrionaria pés congelacao (HOCHI et al., 1999; PEREIRA et al., 2008).

Além do melhoramento na qualidade dos embrides PIV destinados a
criopreservacao, também tém se trabalhado no aperfeicoamento dessas técnicas na
busca de melhores resultados. As pesquisas na area de criopreservacdo estao
relacionadas principalmente ao tempo de pré-equilibrio, tipo e concentracdo de
crioprotetores, velocidade de resfriamento, temperatura de imersdo em nitrogénio
liquido, velocidade de reaquecimento e métodos de remocdo dos crioprotetores
(LIEBERMANN et al., 2003).

Atualmente os métodos mais utilizados para criopreservar embriées bovinos PIV
sdo a congelacdo tradicional e a vitrificacdo. Porém, quando se compara os dois
metodos a vitrificagcdo tem demonstrado melhores resultados que a congelacédo lenta
gue apresenta as taxas de sobrevivéncia embrionaria pés-descongelacao inferiores em
comparacao aos produzidos in vivo (DINNYES et al., 1996; VAJTA et al., 1998; GOMES
et al., 2008). Utilizando o método de vitrificacdo para criopreservacdo dos embrides
bovinos produzidos in vitro propde-se no presente trabalho avaliar o uso de trés
diferentes fontes protéicas SFB, BSA e FE isolados ou associados na maturacao
oocitaria e no cultivo de desenvolvimento de embrifes bovinos produzidos in vitro e

seus efeitos na viabilidade dos mesmos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producéo In Vitro de Embrides Bovinos

A producado in vitro de embrides bovinos envolve trés etapas: a maturacao
oocitaria (MIV), a fertilizacao (FIV) e o cultivo embrionario (CIV).

A maturacdo in vitro de odécitos bovinos tem duracdo de aproximadamente 24
horas, durante esse periodo os od6citos passam por varias alteracbes nucleares e
citoplasmaticas. Os eventos nucleares incluem: a quebra da vesicula germinativa,
desaparecimento do nucléolo, condensacdo da cromatina, extrusdo do primeiro
corpusculo polar e formagdo do segundo fuso meiético (MEINECKE et al., 2001). Os
eventos citoplasmaticos incluem: sintese de proteinas (SIRARD et al., 1998),
modificacbes moleculares (KUBELKA et al.,, 2000), redistribuicdo das organelas

intracelulares (STOJKOVIC et al., 2001) e maturacdo dos mecanismos de liberacdo do

Ca’ (WANG et al., 2003).

Considera-se que esta etapa de maturacdo dos odcitos seja de fundamental
importancia para que haja uma adequada aquisicdo da competéncia oocitaria. E neste
periodo em que estes gametas adquirem capacidade para serem fecundados,
expressando o seu potencial maximo durante o desenvolvimento embrionario inicial até
gue ocorra a transicdo materno-zigética quando o genoma embrionario € ativado
(FERREIRA et al., 2009). O processo de maturagdo oocitaria esta diretamente
relacionado com a taxa de blastocistos produzidos (RUSSELI et al., 2006).

Na fertilizacdo, em geral os odcitos bovinos apds a MIV s&o incubados com os
espermatozoéides por um periodo de 18 a 24 horas. A fecundacado propriamente dita se
da quando ocorre a penetracdo do espermatozdide no odcito, este por sua vez retoma a
meiose e completa a maturacdo, em seguida hd a formacdo dos prondcleos masculino
e feminino, e a singamia restabelecendo-se 0 numero de cromossomos (GORDON,
2003).



A terceira etapa da PIV consta no desenvolvimento ou cultivo embrionario, que
ocorre apds a singamia. Formam-se os novos individuos chamados zigotos que
multiplicam suas células (blastbmeros) por sucessivas divisdes mitoticas. A partir desse
momento ocorre a transicdo materno-zigética quando ha a ativacdo do genoma
embrionario (com 8 a 16 células), compactacdo (moérula com 32 células), diferenciagéo
do trofoblasto e embrioblasto, e a blastulagdo com a formacdo do blastocisto
(GONGCALVES, et al., 2008).

Apesar dos muitos esforcos para se melhorar a producéo in vitro (PIV) de
embrides bovinos para fins cientificos e/ou comerciais, a sua eficiéncia ainda é
relativamente baixa.

Nos sistemas habituais de PIV, 80% dos o0citos imaturos completam a metafase
[l da meiose Il (DOMINKO e FIRST, 1997), no entanto, s6 aproximadamente 40% dos
odocitos fertilizados alcangam o estadio de blastocisto (WARD et al., 2002; SIRARD et
al., 2006).

Embora a taxa de producdo de blastocistos seja influenciada pela origem e
gualidade dos odcitos utilizados na PIV, sabe-se que a qualidade dos embrides
produzidos esta diretamente relacionada ao cultivo embrionario (RIZOS et al., 2002a;
LONERGAN 2006).

O sistema de producao in vitro dos embrides ndo apresenta a mesma eficiéncia
gue in vivo. Na maioria das vezes os embrides PIV apresentam marcantes
caracteristicas morfoldgicas e moleculares diferentes dos embrides produzidos in vivo
(WRIGHT e ELLINGTON, 1995).

Os embrides PIV apresentam desenvolvimento mais acelerado, diametro a partir
da fase de blastocisto menor e geralmente anormalidades mitocondriais (CROSIER et
al., 2001) como cristas periféricas e formato circular (FAIR et al., 1997), amplo espaco
perivitelino, reducdo consideravel na quantidade de microvilosidades que recobrem a
membrana plasmatica e reducdo das juncbes GAP, diminuindo o contato entre as
células do trofoblasto (BONI et al.,, 1999; FAIR et al.,, 2001) além das diferencas
metabdlicas (KHURANA et al., 2000; THOMPSON, 2000). As anormalidades

cromossomais em embrides PIV também foram descritas por VIUFF et al. (1999) que



identificaram a existéncia de mixoploidia em 25% de embrides produzidos in vivo e 72%
em blastocistos PIV.

Além destas, ainda relata-se o excessivo acumulo lipidico no citoplasma destes
embrides que esta relacionado a reduzida criotolerancia dos mesmos e
consequentemente a baixa sobrevivéncia apdés a descongelacdo, principalmente
guando é usado o SFB durante o cultivo destes embrides (ABD EL et al., 2000; ABE et

al., 2002; POLLARD e LEIBO, 1994).

2.2. Fontes Protéicas e Macromoléculas Utilizadas na PIV de Embrides

Bovinos

A suplementacdo do meio de cultura com fontes protéicas de origem animal tem
apresentado os melhores resultados na maturacdo oocitaria e no desenvolvimento in
vitro de embrides (VANROOSE et al., 2001).

O Soro Fetal Bovino (SFB) e Albumina Sérica Bovina (BSA) sao historicamente
as fontes de proteinas mais usadas na PIV de embrides bovinos (HOLM et al., 1999;
GORDON, 2003).

Mesmo que nédo se conheca totalmente a composicao do SFB, sabe-se que este
€ rico em substratos energéticos, aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento e
quelantes de metais pesados (PINYOPUMMINTR et al., 1994).

Muitos autores relatam que a utilizacdo do SFB promove o0 aumento nas taxas de
producdo embrionaria (HOLM et al., 1999; GORDON, 2003; THOMPSON, 1998), porém
também leva a uma reducéo na qualidade dos embrides pelo fato de exercer um efeito
bifasico no desenvolvimento embrionario, inibindo as primeiras clivagens e acelerando o
desenvolvimento da blastocele nos estagios finais do desenvolvimento embrionario,
resultando na formacdo de embrides com menor numero de células e
conseqlentemente menos viaveis que o0s produzidos na auséncia de SFB
(PINYOPUMMINTR et al., 1991; LANGENDONCKT et al., 1997; GOMEZ et al., 2008).



Analises realizadas por RIZOS et al. (2002b) compararam a influéncia de
diferentes métodos de producdo embrionaria e os padrdes de expressdo de varios
genes envolvidos em importantes processos de desenvolvimento embrionario, como 0s
relacionados a apoptose, formacdo das juncdes intercelulares e diferenciacéo.
Blastocistos provenientes de odcitos MIV/ FIV e cultivados in vitro em fluido sintético de
oviduto (SOF) suplementado com soro fetal bovino (SFB) apresentaram, dentre outras
diferencas, elevado indice de transcricbes para apoptose e reduzida expressado para
formacdo de juncdes intercelulares; ja quando se utilizou cultivo in vivo, em oviduto
ovino o padrdo de expressdo génica assemelhou-se a embriées produzidos totalmente
in vivo.

Um dos principais problemas da sua utilizagdo na PIV é a deposicao excessiva
de lipidios no citoplasma dos embrides (ABE et al.,, 1999; CROSIER et al., 2001),
levando principalmente a alteracdes na fluidez e funcdo da membrana plasmatica
(TARIN e TROUSON, 1993), o que est4d intimamente relacionado a alta
criosensibilidade, baixa densidade e ao aspecto escurecido dos mesmos (LEIBO et al.,
1993).

Normalmente os lipidios serviriam como fonte de energia sendo substrato para a
formacdo de ATP pelas mitocbndrias durante o desenvolvimento embrionario. O
problema €& que nesse caso ha um desequilibrio entre a quantidade de lipidio
acumulado e mitocéndrias funcionais (CROSIER et al., 2001), que em muitos casos
apresentam caracteristicas de imaturidade como cristas periféricas e formato circular
(FAIR et al., 1997).

Os mecanismos desse acumulo lipidico no citoplasma de embrides PIV em
meios contendo SFB ainda ndo estdo bem esclarecidos. Sabe-se que estes embrides
podem facilmente incorporar acidos graxos, fosfolipidios e triacilglicerois (TAG)
presentes no SFB do meio de cultivo, e que a maior parte dos lipidios encontrados nos
odcitos e embrides sdo realmente os triacilgliceréis derivados de triglicerideos contidos
nas lipoproteinas séricas (ABE et al., 2004, DIEZ et al., 2001). Enquanto os TAG sao o0s
mais sintetizados e estocados, representando 40-50% do total de lipideos em embribes

bovinos produzidos in vivo, nos embriées PIV pode-se chegar até 88% (FERGUSSON e



LEESE, 1999). Os mesmos autores relataram que a concentracdo de TAG nos
embrides produzidos in vivo permanece estavel desde o estagio de duas células até
blastocisto, enquanto que em embrides PIV as reservas de TAG podem dobrar desde o
estagio de quatro células até blastocisto quando expostos ao meio contendo 10% de
SFB.

ABE et al. (2002) demonstraram através de analises ultra-estruturais e técnicas
de histoquimica que embrides cultivados em meio livre de SFB apresentaram gotas
lipidicas menores que 2 pm, enquanto que no meio contendo SFB foram de
aproximadamente 2 a 6 ym de diametro.

Além disso, ainda existem relatos de que o SFB esta correlacionado com outros
fatores indesejaveis como as alteragBes na expressdo génica de odcitos maturados e
embrides pré-implantacdo (RZUCIDLO et al., 2001; WRENZYCKI et al., 1999)
anormalidades morfolégicas nos embrides (ABE et al., 1999), alteracdes fenotipicas
observadas durante a gestacdo e no recém-nascido, como o desenvolvimento da
“sindrome do bezerro grande” (large offspring syndrome) em animais domeésticos
(YOUNG et al., 1998; MCEVOY, 2003), e ainda pode ser uma fonte de componentes
patogénicos nos sistemas de cultivo (HAN e NIWA, 2003).

Contudo, apesar de o SFB demonstrar ser uma boa fonte protéica, apresentando
bons resultados na maturacdo oocitaria e taxa de blastocistos produzidos, existem
evidéncias de que o seu uso cause efeitos prejudiciais sobre o desenvolvimento
embrionario e fetal e por essa razao investiga-se a possibilidade de reduzir ou substituir
totalmente o SFB em algumas fases da PIV.

Alguns estudos tém demonstrado eficiéncia na substituicdo do SFB pelo BSA
durante as etapas de MIV elou CIV, na producdo de embribes mais viaveis a
criopreservacao (ABE et al., 2002; KRISHER et al., 1999; RIZOS et al., 2003).

O BSA por sua vez, além de possuir quelantes de metais pesados também atua
no equilibrio de pH (MEHTA & KIESSLING, 1990) e possui propriedade surfactante que
previne adesdo de células em superficies pléasticas e de vidro (PINYOPUMINTR e
BAVISTER, 1991).
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Sabe- se que uma das principais fungcbes do BSA in vivo é atuar como
transportador de nutrientes (JOHANSON, 1981), porém na PIV este papel ainda néo
estd bem claro, possivelmente seja como fonte de aminoacidos e substratos para o
metabolismo embrionario (ORSI e LEESE, 2004).

Na FIV a presenca do BSA demonstrou ser de fundamental importancia,
auxiliando nos processos de capacitacado espermatica e fecundacédo (VISCONTI et al.,
1995), mas esses mecanismos ainda ndo estdo bem compreendidos.

No entanto, quando se utilizou separadamente SFB ou BSA durante a MIV, o
grupo do SFB apresentou melhores resultados na taxa de maturacdo nuclear e
expansao das células do cumulus nos odcitos, taxa de expansao e eclosdo dos
blastocistos, maior massa celular interna e nimero total de células nos embriées. No
entanto, tanto os oocitos apés a MIV quanto os embrides produzidos com SFB
apresentaram aspecto escurecido (indicando acumulo lipidico) em relagdo aos grupos
onde foi utilizado o BSA (RUSSELI et al., 2006).

LEIVAS e seus colaboradores (2010) também demonstram a associacdo de SFB
e BSA, no SOF durante o CIV como sendo benéfica tanto na taxa de embriGes
produzidos quanto na qualidade embrionaria, ao contrario de quando foi usado somente
0 BSA como fonte protéica.

Uma alternativa para produzir embrides aptos a criopreservacao em meios livres
de SFB que tem demonstrado eficiéncia € a associacdo entre BSA e ITS (GEORGE et
al., 2008). O ITS é um composto comercialmente fabricado que reune insulina,
transferrina e selénio.

A insulina exerce atividades mitogénica e anti-apoptose em embrides bovinos
(AUGUSTIN et al., 2003). Além disso, ja foi demonstrado que pode diminuir o acumulo
de lipidio no citoplasma de embrides de ratos, o que poderia melhorar a sua tolerancia a
criopreservacao (TSUJII et al., 2002). A transferrina atua como uma proteina de ligagéo
do ferro para o transporte até as células e também como uma proteina de
desintoxicacdo através da remocao de metais a partir do meio. Selénio previne o dano
oxidativo ao atuar na regulacdo da atividade da glutationa peroxidase, estimulando sua
sintese (BARNES et al., 1980).
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Todavia, pelo fato de tanto o SFB quanto o BSA néo terem a sua composi¢cao
totalmente definida e de existir uma variagdo significativa entre remessas e
fornecedores (MCKIERNAN et al., 1992), ha uma variabilidade muito grande nos meios
do sistema de cultivo e seus resultados, 0 que torna impossivel saber realmente quais
séo as necessidades nutricionais dos embrides PIV.

Devido a necessidade de se conhecer cada vez mais as exigéncias nutricionais
dos odcitos e embrides durante a PIV e as possiveis contaminagbes por patégenos
carreados pelo SFB e BSA, torna-se indispensavel buscar suas substituicdes por
macromoléculas e/ou fontes protéicas quimicamente definidas (HASLER, 2003;
STRINGFELLOW et al., 2004). GANDI et at. (2000) descreveram que o06citos
maturados, fecundados e cultivados in vitro em meio definido podem atingir o estadio de
blastocisto.

As macromoléculas definidas mais utilizadas em reproducao assistida atualmente
s&o a Polivinil Pirrolidona (PVP) e a Polivinil Alcool (PVA).

O PVA e PVP tém sido aplicados na reproducéo assistida principalmente durante
a técnica de injecao intracitoplasmatica de espermatozdide (ICSI), pois promovem um
aumento na viscosidade da solucdo de espermatozoides, facilitando a manipulacdo e a
imobilizacdo dos mesmos (KATO e NAGAO, 2009).

Foi verificado que espermatozdides ao serem expostos a PVP tém apresentado
alteracdes submicroscopicas na sua estrutura, o nlacleo destes parece estar danificado
tanto na forma como na textura da cromatina, que frequentemente encontra-se
descondensada (STREHLER, et al., 1998). Estes mesmos autores sugeriram que 0
PVP leve a um atraso no inicio das oscilacbes do célcio e na descondensacédo do
espermatozoéide no odcito.

KATO e NAGAO (2009) demonstraram resultados satisfatérios quanto a reacao
de acrossoma e taxa de fertilizacdo ao usarem 10% de PVP no preparo de
espermatozoéides para ICSI, porém relataram a supressdao no desenvolvimento
embrionario desde o estadio de duas células até blastocisto.

Alguns autores relatam que com a utilizacdo do PVA na maturacao oocitéria

pode-se obter taxas de maturacao equivalente a meios suplementados com SFB (UTO



11

e YAMAHAMA, 1996), no entanto durante a FIV ao ser usado como substituto do BSA
retarda a formacao dos pronucleos (ECKERT e NIEMANN, 1995).

LIM et al. (2007) testaram a eficiéncia do PVA ao BSA, e SFB durante o
desenvolvimento embrionario. Ao usar PVA as taxas de formacdo de blastocisto
apresentaram-se nitidamente inferiores em relagéo aos grupos BSA e SFB, no entanto
guando foi acrescido Myo-inositol ao PVA esse indice se elevou. Também foi
demonstrado ser benéfica a associacdo de PVA, Myo-inositol, fosfato (1,2mM) e EGF
(10ng/ml) aumentando a taxa de producdo de blastocisto, e apresentando indices
satisfatérios de prenhes e terneiros nascidos.

Além destas fontes de macromoléculas, também estdo sendo estudados como
alternativa de fonte protéica na PIV de embrides os substitutos do soro, sendo os mais
comumente investigados atualmente o Substituto Sintético de Soro (SSS), o Knockout
Serum Replacement (KSR) e o Fluido Embridnico (FE).

Estes compostos sao comercialmente produzidos (GOLDSBOROUGH et al.,
1998). Seu uso foi primeiramente testado no cultivo de células-tronco embrionéarias
provenientes da massa celular interna de blastocistos, permitindo a proliferacéo destas
células e assim demonstrando capacidade de suprir as necessidades e proporcionar um
adequado desenvolvimento embrionario (MOORE et al., 2007).

Na PIV de embrides, os substitutos ja tém sido extensivamente testados no
cultivo de embrides humanos, alguns demonstraram beneficios sobre soro para
producdo de blastocistos e as taxas de gravidez (WEATHERSBEE, et al., 1995; BEN-
YOSEF, et al., 2001). Entretanto, de uma forma geral a utilizacdo desses suplementos
na PIV de embrides bovinos tém sido menos comum e seus resultados ainda se
mostram variaveis (SAGIRKAYA et al., 2007), havendo assim a necessidade de ampliar
as investigacdes sobre o uso dessas fontes protéicas alternativas ao SFB nas etapas
de maturacao oocitaria e cultivo embrionario.

MOORE e seus colaboradores (2007) demonstram os efeitos da utilizacdo de
KSR versus SFB durante o cultivo de maturacdo e desenvolvimento de embrides
bovinos. Foi verificado que os oocitos maturados no KSR apresentaram reduzida

expansao das células do cumulus oophorus, apesar disso na taxa de fertilizacdo nao
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houve diferenca significativa entre os grupos, no entanto o grupo do SFB apresentou
maior taxa na producao de blastocistos. Ao usar KSR ou SFB a partir do terceiro dia de
cultivo embrionario ndo houve diferenca significativa entre a producao embrionaria, no
entanto apos serem criopreservados e reaquecidos os blastocistos produzidos com
KSR demonstraram maiores indices de reexpansao e eclosdo embrionaria.

O SSS ao ser associado com EGF demonstrou ser eficiente como suplemento
protéico na maturacdo de odcitos bovinos. Contudo, 0 seu uso durante o
desenvolvimento embrionario provocou maiores indices de apoptose (SAGIRKAYA et
al., 2007).

TETZNER et al. (2010) ao testarem os efeitos do KSR ou FE como alternativa ao
SFB durante a maturagé@o oocitaria observaram que o grupo suplementado com FE se
assemelhou ao controle (SFB) na maturacdo nuclear e producdo embrionaria, no
entanto os trés grupos foram equivalentes na maturacao citoplasmatica, clivagem e taxa
de eclosdo embrionaria.

De qualquer forma, a total substituicAo do SFB na PIV de embrides bovinos
ainda é um grande desafio, visto que de uma maneira geral os meios suplementados
com esta fonte protéica ainda sdo os que apresentam as melhores taxas de producao
embrionaria (DUQUE et al., 2003).

2.3. Agentes Delipidantes na PIV de Embrides Bovinos

Além da substituicdo do SFB por fontes de macromoléculas e/ou protéicas de
composicao definida ha outros métodos que ja foram testados na tentativa de diminuir o
conteudo lipidico, visando uma melhora na criotolerancia dos embrides PIV.

Os metodos mecéanicos como a centrifugacdo, micromanipulacéo e aplicacéo de
laser na zona pellcida dos embrides tiveram éxito na retirada das gotas de lipidios
localizados no citoplasma dos embrides (USHIJIMA et al., 1999; DIEZ et al., 2001;
PRYOR et al.,, 2010), porém quando se trata da producdo e criopreservacao de

embrides em larga escala essas técnicas se tornam inviaveis e que comercialmente ndo
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seria permitido por serem técnicas invasivas, onde ocorre lesbes de zona pellcida
destes embrides.

Uma alternativa que esta demonstrando ser eficaz na diminuicdo do conteudo
lipidico dos embrides PIV sem lesionar a zona pellcida é a utilizacdo dos agentes
delipidantes ou lipoliticos como a forskolina e os &cidos linoléicos conjugados (CLA)
(IMAIL et al.,1997; MEN et al., 2006). O mecanismo pelo qual esses agentes lipoliticos
podem influenciar na criotolerancia dos embrides PIV é através da reducdo parcial das
gotas de lipidios intracelulares, pela estimulacao da lipolise (MORIMOTO et al., 2001).

Os CLA também podem ser conhecidos como acidos rumindicos, pois Sdo um
grupo de isbmeros posicionais e geométricos do acido linoléico (octadecadienoico)
produzido a partir da biohidrogenacao bacteriana no ramen (KEPPLER et al., 1966,
HUR et al., 2007). Diversos trabalhos tém salientado os efeitos biolégicos e fisioldgicos
do uso de CLA, suas propriedades antioxidantes (HUR et al., 2004), anticarcinogénicas
(IP et al., 1994), antiteratogénicas (NICOLOSI et al., 1997), imunomoduladora (COOK et
al., 1993) e também sua capacidade de atuar na redugcdo de gordura em modelos
animais (DUGAN et al., 1997; PARK et al., 1997).

Foi relatado que o uso dos isbmeros cis-9; trans-11(c-9; t-11) e trans-10; cis-12
(t-10; ¢-12) em murinos promoveu uma reducdo do acumulo lipidico, diminuindo a
“massa” corporal gordurosa desses animais (PARK et al., 1999; BROWN et al., 2001).
Em vacas leiteiras que ingeriram CLA houve uma reducdo na sintese de gorduras no
leite (BAUNGARD et al., 2002), e em galinhas foi o responséavel pela diminuicdo do
colesterol contido na gema dos ovos (HUR et al., 2003). Mais especificamente, foi
demonstrado que os CLA tem a capacidade de inibir a expressdo de mRNA de genes
envolvidos na lipogénese durante a diferenciagdo dos adipécitos (GRANLUND et al.,
2003).

Na PIV de embrides bovinos ao adicionar CLA no meio de cultivo, houve um
efeito positivo na reducdo da deposicéo lipidica no citoplasma destes embrides e
aumento das taxas de sobrevivéncia embrionaria pds criopreservacdo (IMAIL et
al.,1997; HOCHlI et al., 1999; PEREIRA et al., 2004).
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PEREIRA et al. (2008) relatam que mesmo quando o SFB foi utilizado nos meios
de cultivo embrionério, com a adi¢cdo de CLA se obteve uma reducdo na deposi¢céo de

lipidios intracitoplasméaticos e houve melhora na criotolerancia dos embrides.

2.4. Criopreservacao de Embrifes

A criopreservacdo embrionaria tem como principal objetivo possibilitar o
armazenamento de material genético, garantindo a manutencédo da sua viabilidade por
periodo de tempo indeterminado (WHITTINGHAM, 1980; MAZUR, 1984), este
armazenamento se da em baixas temperaturas (em nitrogénio liquido & -196°C) as
guais permitem manter o metabolismo celular em estado de quiescéncia até que seja
reaquecido.

A criopreservacado de embribes comecgou a se tornar uma realidade a partir da
década de 70, mais precisamente em 1971 quando Whittingham e seus colaboradores
conseguiram os primeiros produtos com a transferéncia de embriées de camundongos
criopreservados. No entanto em bovinos ha relatos de criopreservacdo embrionaria a
partir de 1973 (GORDON, 2003).

Atualmente com o desenvolvimento da producéo in vitro de embrides bovinos a
criopreservacao se tornou uma ferramenta indispensavel, proporcionando uma série de
vantagens, tais como a armazenagem dos embrides produzidos in vitro excedentes ao
namero de receptoras sincronizadas para a transferéncia, utilizacdo de receptoras em
cio natural, planejamento da transferéncia dos embrides de acordo com o periodo de
nascimento dos bezerros conforme o manejo da propriedade, a formagéo de bancos de
germoplasma (com preservacdo de espécies ou racas em extingdo), e principalmente
facilitar a comercializacdo (importacdo e exportagdo) dos embrides.

Apesar da criopreservacdo de embrides ser uma técnica estudada ha
aproximadamente quatro décadas e de ter avancado muito, ainda segue sendo um
desafio estabelecer um método eficaz, pratico e de baixo custo para criopreservar 0s

embrides produzidos in vitro (POLLARD e LEIBO, 1994). Inimeros estudos relatam alta
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sensibilidade e a baixa sobrevivéncia dos embrides PIV em relacdo aos produzidos in
vivo (MARTINEZ et al, 2002). Segundo VIANA e CAMARGO (2007), a baixa taxa de
prenhes pds descongelacdo € a principal justificativa para somente 3,7% do total de
embrides PIV no Brasil serem criopreservados.

As duas metodologias mais utilizadas para criopreservar embrides bovinos sao a
congelacéo tradicional e a vitrificagdo. No entanto, ultimamente na criopreservacao de
embrides PIV a vitrificacdo vem sendo mais estudada na busca de aprimorar 0s
resultados obtidos com a congelacdo, pois quando se compara os dois métodos a
vitrificacdo tem demonstrado melhores resultados nas taxas de sobrevivéncia
embrionaria pos-descongelacdo (DINNYES et al., 1996; GOMES et al., 2008).
Provavelmente a principal causa seja em funcdo do excessivo tempo de exposicao a
faixa térmica (entre 20 e 10°C) correspondente & fase de solidificacdo dos lipidios
(ZENON et al., 1999, GORDON, 2003) durante a congelacao, e na vitrificagdo a alta
velocidade de resfriamento e aguecimento proporcionam uma passagem muito rapida
por essa faixa critica de temperatura.

Um dos mais importantes principios da criobiologia é a remocdo da agua
intracelular antes de iniciar o processo de congelacdo. Se esta desidratacdo nao
ocorrer, grandes cristais de gelo se formam lesando severamente a estrutura celular.
No entanto, a remocao demasiada de agua das células também pode ser deletéria aos
embrides (GONCALVES et al., 2008). Essa remocdo da agua intracelular é realizada
através dos crioprotetores que desidratam as células pela diferenca de osmolaridade
(GORDON, 2003).

Assim como os cristais de gelo intra e extracelulares podem lesionar membranas
e organelas celulares durante o resfriamento dos embrides, outras crioinjarias como a
toxicidade quimica pelos crioprotetores e lesdo osmética pela desidratacao inadequada
também podem ocorrer ao longo do procedimento de criopreservacédo (KASAI et al.,
2002). Havendo assim, a necessidade de buscar o equilibrio entre a velocidade na
curva de congelacédo e o tempo de exposicdo aos crioprotetores, dessa maneira ocorre

uma adequada desidratacdo prevenindo a formacdo de cristais de gelo e ao mesmo
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tempo minimizando o efeito toxico pela demasiada exposicdo aos crioprotetores
(CAMPOS-CHILLON et al., 2006).

Segundo VAJTA e KUWAYAMA, (2006) as crioinjurias, bem como as diferencas
na sobrevivéncia e as taxas de desenvolvimento embrionario pds reaquecimento podem
ser altamente variaveis, dependendo da espécie, estagio de desenvolvimento e da
origem dos embrides criopreservados (in vivo ou derivados produzidos in vitro).

As diferencas morfolégicas entre embrides taurinos e zebuinos sé&o
demonstradas por VISINTIN e seus colaboradores (2002) que relataram a existéncia de
uma maior quantidade de lipidios intracelular nos embrides Bos taurus taurus obtidos in
vivo. No entanto, embribes Bos taurus taurus oriundos de producdo in Vvitro,
apresentaram maiores taxas de reexpansdo e eclosdo quando comparados aos
embrides Bos taurus indicus, criopreservados pelos métodos convencional de
congelacéo e vitrificagdo (VARAGO, 2006; VIEIRA et al., 2006).

Quanto ao estadio de desenvolvimento embrionario, a fase de blastocisto é
preferencial para a criopreservacdo de embrides bovinos. Dois sdo os principais fatores:
a maior propor¢do nucleo-citoplasma e o maior numero de células, neste caso se
houver lesdo em alguma célula ainda assim ha recuperacdo embrionaria (MENEZO,
2004). Ao vitrificar blastocistos em diferentes fases de desenvolvimento VAJTA et al.
(1996) verificaram que blastocistos e blastocistos expandidos apresentam melhores
taxas de ecloséo do que blastocistos iniciais.

LIEBERMANN e seus colaboradores (2003) relataram que as pesquisas mais
recentes na area de criopreservacado estdo relacionadas principalmente ao tempo de
exposicdo e concentragdo dos crioprotetores, velocidade de resfriamento e

reaguecimento, temperatura de imersdo em nitrogénio liquido.

2.4.1 Agentes crioprotetores

Os crioprotetores sdo de fundamental importancia no processo de

criopreservacéo, independente da metodologia adotada (congelagédo ou vitrificac&o),
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pois sdo eles os responsaveis pela desidratacdo das células. Estes solutos séo
classificados conforme a sua capacidade de penetrar ou ndo nas células, por isso a
denominacao de intracelulares e extracelulares.

Os crioprotetores intracelulares, sdo moléculas pequenas que penetram
facilmente na membrana das células. Devido as suas propriedades coligativas e
ligantes agem formando pontes de hidrogenio com as moléculas de &gua intracelular,
diminuindo o ponto crioscopico, previnindo a formacdo de cristais de gelo intracelular
(PEREIRA e MARQUES, 2008). Desta classe, os crioprotetores mais utilizados séo
glicerol (GLI), etilenoglicol (EG), dimetilsulfoxido (DMSO), propilenoglicol (PRO),
metanol e etanol.

Historicamente, no principio o glicerol era o crioprotetor de eleicdo na congelacéo
de embrides (CAMPOS-CHILLON et al., 2006), no entanto com o0 aumento significativo
da producdo in vitro de embrides bovinos e a expanséo da técnica de vitrificacdo onde
sd0 necessarias concentracfes muito elevadas de crioprotetores, o etilenoglicol que
apresenta caracteristicas vantajosas como baixa toxicidade e alto potencial de
permeabilidade, passou a ser mais utilizado nos procedimentos de criopreservacao de
embrides produzidos in vitro (MASSIP, 2001; MOORE e BONILLA, 2006).

Sabe-se que ao utilizar concentragcées muito altas de crioprotetores os riscos de
ocorrer injurias toxicas sao muito maiores, porém esses riscos podem ser minimizados
guando os embrides sdo expostos aos crioprotetores durante curtos periodos e em
baixas temperaturas, como € o caso da vitrificacdo. Outra estratégia que também é
adotada sdo as associacdes entre crioprotetores com diferentes caracteristicas de
permeabilidade, como foi demonstrado que o etilenoglicol quando usado em associacao
com dimetilsulfoxido ou propilenoglicol, apresenta melhores taxas de eclosao
embrionaria pos reaqguecimento (MANJUNATHA et al., 2009).

VIEIRA et al. (2007) ao vitrificarem embrides bovinos relataram que houve uma
maior taxa de eclosdo embrionaria quando utilizou-se 20% EG + 20% DMSO em
comparacdo com 40% EG + 0,1% PVA + 17,1% sacarose. Ao compararem a eficiéncia

da associacdo de EG com DMSO, PRO ou GLI, na vitrificagdo de embrides bovinos
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produzidos in vitro, WERLICH e seus colaboradores (2006) também obtiveram
melhores resultados de eclosdo com o grupo EG+DMSO.

Os crioprotetores ndo permeaveis, também chamados de acgUcares séo divididos
em trés categorias: 0s monossacarideos (glicose, frutose, sorbitol, manitol),
dissacarideos (sacarose, trealose) e os polissacarideos (rafinose) (DATTENA et al.,
2004; CAMPOS-CHILLON et al., 2006).

Os crioprotetores extracelulares sdo de fundamental importancia, e seu
mecanismo de acdo é basicamente através do controle da osmolaridade extracelular.
Durante a criopreservacédo promovem o aumento na osmolaridade do meio extracelular,
dessa maneira h& uma potencializacdo dos crioprotetores intracelulares e
consequentemente os embri6es sofrem desidratacdo (KASAI e MUKAIDA, 2004). Apos
0 reaquecimento, € necessario realizar a retirada dos crioprotetores que estdo dentro
dos embriGes e promover a reidratagdo dos mesmos, neste caso 0 meio extracelular é
hipotbnico em relacdo ao meio intracelular, os acucares adicionados ao meio
extracelular funcionam como tamp&do osmoético regulando a velocidade na entrada da
agua e saida dos crioprotetores dos embrides. Dos crioprotetores extracelulares a
sacarose tem apresentado excelentes resultados, principalmente no reaquecimento
onde os embrides passam por solugbes em gradiente de osmolaridade decrescentes,
permitindo um controle ainda maior na reidratacdo (GONCALVES et al., 2008).

2.4.2 Vitrificacdo de embriGes

Embora que os primeiros relatos de utilizagdo da metodologia de vitrificagdo na
criopreservacao de embrides murinos datem de 1985 pelos pesquisadores Rall e Fahy,
h& relatos de que a teoria de vitrificacdo seja estudada desde 1898, pelo fisico
Tammann (GONCALVES et al., 2008; GORDON, 2003). A partir do momento em que
foi divulgado o nascimento dos embribes de camundongos a vitrificacdo passou a ser
amplamente estudada, sendo considerada atualmente a técnica mais apropriada na

criopreservacdo de embrides produzidos in vitro (VAJTA et al., 1998) demonstrando
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melhores resultados (em relacdo ao método tradicional de congelacdo) nas taxas de
sobrevivéncia embrionaria pos-descongelacdo (DINNYES et al., 1996; GOMES et al.,
2008).

O principio da criopreservacdo através da vitrificacdo tem como principal
caracteristica a solidificacdo de liquidos em estado amorfo (vitreo), mantendo suas
propriedades quimicas e mecanicas, sem que haja a formacdo de cristais de gelo
(MASSIP, 2001). Esse fendmeno se da através de uma breve exposicdo dos embrides
as altas concentracfes de crioprotetores que por sua vez, desidratam os embrides e
causam um aumento na viscosidade intra e extracelular, combinado a uma taxa de
resfriamento muito rapida (aproximadamente de 15.000 & 30.000°C/min.) pela imerséo
em nitrogénio (LIEBERMANN ET AL., 2003; VAJTA, 2000).

Sabe-se que as altas concentracGes dos crioprotetores utilizados podem causar
injurias toxicas e osmoticas aos embrides. Duas sao as alternativas sujeridas para
minimizar esses efeitos indesejaveis: aumentar ainda mais a velocidade de resfriamento
e reaquecimento (VAJTA et al., 1998), e usar associacfes de crioprotetores menos
toxicos e mais permeavel com diferentes caracteristicas de permeabilidade (VAJTA,
2000; VAJTA e KUWAYAMA, 2006).

A constatagdo de que o aumento na velocidade de resfriamento melhora os
resultados da vitrificagéo, levou ao desenvolvimento de algumas alternativas tais como:
a vitrificacdo em superficie sélida que consiste numa superficie metalica superresfriada
em contato com nitrogénio liquido onde sdo depositadas as gotas de solucdo de
vitrificacdo contendo os embrides (DINNYES et al., 2000), e o outro método é através
da eliminacdo do efeito de isolamento térmico produzido pelo vapor do nitrogénio
através do super-resfriamento do nitrogénio através de vacuo (ARAV et al., 2000).
Entretanto, essas técnicas sao de aplicacdo mais trabalhosa, ou honerosa.

Dessa forma surgiram novas tecnologias de Vvitrificacdo, chamadas de
metodologias abertas que visam reduzir o volume de solucédo crioprotetora usada
tradicionalmente na palheta de 0,25 mL, aumentando assim a velocidade de vitrificacdo
dos embribes. Essas metodologias diferem principalmente pelo uso de diferentes

suportes para acondicionamento dos embrides, tais como: a Open Pulled Straw (OPS)
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(VAJTA et al., 1997), as grades de microscopia eletronica (MARTINO et al., 1996), as
micropipetas de vidro (KONG et al., 2000), os cryoloops (LANE et al. 1999), crytops
(KUWAYAMA e KATO, 2000) e cryotips (KUWAYAMA et al, 2005).

Ao comparar algumas dessas metodologias KUWAYAMA (2007) relatou que a
velocidade de vitrificacdo em palheta de 0,25mL com 25uL de solugéo de vitrificagédo
mergulhada em nitrogénio liquido foi de 4.460°C/min., em OPS com 1,5uL de solucéo
foi de 16.340°C/min. e em cryotop com 0,1uL de solucéo foi de 22.800°C/min.

Das metodologias mencionadas, atualmente a técnica de vitrificagéo utilizando o
cryotop estd em plena expansado, principalmente na criopreservacdo de odcitos e
embrides humanos onde ja foram demonstrados 6timos resultados. KUWAYAMA e
seus colaboradores (2005) obtiveram taxas de 100% na sobrevivéncia embrionaria pos
reaquecimento de zigotos humanos vitrificados (em estadgio de pronucleo), com
clivagem de 93% e 52% de produgcdo de blastocistos, no entanto quando foram
utilizados blastocistos para vitrificacdo a taxa de sobrevivéncia embrionaria foi de 90%,
com o diagnastico clinico de 53% de gravidez e 45% de criangas nascidas.

Além dos humanos também foi demonstrado o éxito na vitrificacdo com cryotop
em animais domésticos e exoticos, como por exemplo: odécitos de equinos ovinos,
bovinos, bubalinos e cetaceos, e embrides de leporinos, bovinos, bubalinos e suinos
(KUWAYAMA, 2007).

Descrita pela primeira vez por KUWAYAMA e KATO em 2000 na vitrificacdo de
oocitos e embrides humanos, esta técnica tem como principal vantagem a utilizagdo de
volumes muito pequenos de solucéo crioprotetora (0,1puL).

O cryotop é constituido de polipropileno e consiste em uma haste estreita e fina
(com 0,4 mm de largura, 20 mm de comprimento 0,1 mm de espessura) onde se
deposita os embrides, acoplada a outra porgdo mais robusta que funciona como cabo
desta haste. Para a protecdo de possiveis danos mecéanicos durante a armazenagem,
usa-se recobrir a extremidade onde estéao localizados os embriées com meia palheta de
0,5mL que funciona como uma bainha para o cryotop.

Na vitrificacdo, ap0s a passagem pelas solucdes de equilibrio e de vitrificagéo

contendo os crioprotetores, os embrides (ou 00citos) sdo colocados extremidade do
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cryotop com o auxilio de um microcapilar, totalizando o volume de no maximo 0,1 pl.
Logo apds os embrides serem colocados na haste de vitrificagdo o excesso da solucao
crioprotetora deve ser retirado, ficando assim apenas uma fina camada que os recobre,
para em seguida a amostra ser rapidamente imersa em nitrogénio liquido (com
velocidade de resfriamento de até 40,000 °C/min). Posteriormente coloca-se a bainha
de protecdo na extremidade da haste, seguido da estocagem dos embrides em
nitrogenio liquido.

No reaquecimento, a bainha de protecéo € removida do cryotop enquanto ainda
estd4 submerso no nitrogénio liquido, a extremidade da haste contendo os embrides é
imersa diretamente em solucdo com sacarose (a 37°C), passando por concentracdes
decrescentes para que haja a diluicdo dos crioprotetores. Apds estas etapas serem
concluidas os embrifes ainda passam por um banho em meio de cultivo embrionario e
posteriormente, sdo levados envasados para transferéncia ou recultivados em
incubadora de cultivo celular.

Os crioprotetores utilizados nessa metodologia de cryotop podem variar de
acordo com o estadio embrionario e espécie a ser trabalhada, no entanto o etilenoglicol
combinado ao dimetilsulfoxido sdo os mais comumente usados na solucéo de equilibrio
em concentracdes mais baixas e na solugcdo de vitrificagdo em altas concentracoes e
associados a sacarose. Esta combinacdo de crioprotetores tem apresentado o0s
melhores resultados na vitrificacdo de embrides e odcitos (KASAI e MUKAIDA, 2004),
pois o etileno glicol possui baixo grau de toxicidade e é altamente permeavel, e o
DMSO por sua vez age potencializando essa permeabilidade do etilenoglicol (VICENTE
e GARCIA-XIMENEZ, 1994).

A partir do surgimento do cryotop outros modelos semelhantes de hastes de
criopreservacao surgiram, como o caso das estatulas de vitrificacdo (vitringd) que
também demonstram bons resultados de sobrevivéncia embrionéaria pos reaquecimento
de blastocistos (TSANG e CHOW, 2009).
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3. OBJETIVOS

Avaliar a influéncia de trés fontes protéicas (SFB, BSA e FE) e as suas
associagfes, na maturacdo dos odcitos, sobre a producdo in vitro e viabilidade de

embrides bovinos.

Avaliar a influéncia do BSA e sua associacdo com o SFB e o FE, no cultivo de
desenvolvimento, sobre a producdo de embrides bovinos in vitro.

Avaliar a sobrevivéncia dos embrides produzidos in vitro nos diferentes sistemas
de cultivo apds serem submetidos ao processo de vitrificacdo, reaquecimento e cultivo

de recuperacéo por 48 horas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local dos experimentos

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de producéo in vitro de embrides do
Departamento de Medicina Veterinaria e Reproducdo Animal da Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
durante os anos de 2009 e 2010. Os ovarios destinados a aspiracao folicular para
obtencao dos odcitos foram adquiridos junto ao Frigorifico Barra Mansa, do Municipio

de Sertdozinho, SP.
4.2. Aspiracao folicular

Os ovérios bovinos obtidos no abatedouro, logo apos a coleta, eram mantidos
em solucdo salina a aproximadamente 34°C por no méximo quatro horas. Apds
chegarem no laboratério, esses ovarios eram submetidos a uma lavagem e
permaneciam em solucdo salina aquecida (35°C) até o momento da aspiracao.

As aspiracdes dos foliculos antrais (com diametro entre 2-8mm) foram realizadas
mediante pressdo negativa através de seringa de 20 mL e agulha hipodérmica de
calibre G20 (30mmX0,9mm) da marca BD. O fluido folicular juntamente com os od4citos
aspirados eram transferidos para tubos em polipropileno de 50mL, modelo Falcon
mantidos na temperatura de 35°C. Completado o volume de 40 mL os tubos eram

deixados em repouso por 15 minutos para sedimentacdo do material aspirado.
4.3. Busca, selecdo e classificacdo dos oocitos
O sedimento recuperado em cada tubo era transferido para placa de Petri de

90mm de diametro feita em poliestireno. A procura dos odcitos era realizada com o

auxilio de um microscopioestereoscopio com luz transmitida e aumento de 40 a 80
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vezes. Os oocitos revestidos ou ndo de células do cumulus eram transferidos para uma
placa de poliestireno de 35mm contendo meio TCM199, suplementado com 5mM de
bicarbonato de sédio, 20 mM de hepes, 10% de SFB, 0,2mM de piruvato de sodio e
83,4ug de amicacina/mL de meio. Apds a procura os odcitos eram classificados quanto
ao revestimento com células do cumulus compacto em odcitos totalmente revestidos e
parcialmente revestidos, revestimento com células do cumulus expandido e desprovidos
de células do cumulus. Quanto ao aspecto do ooplasma foi avaliado a granulacéo e a
presenca de manchas claras ou escuras. Os o6citos selecionados foram classificados
segundo LEIBFRIED-RUTLEDGE et al. (1987), onde:

a) Grau [: revestimento com multicamadas de cumulus compacto, ooplasma
homogéneo e complexo cumulus-odcito claro e transparente;

b) Grau Il: revestimento com 3 a 5 camadas de cumulus compacto, ooplasma
homogéneo ou com regides escuras na periferia;

C) Grau lll: pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas) e
ooplasma irregular com picnose;

d) Grau IV ou atrésico: cumulus expandido com células escuras e em
grumos, e complexo cumulus odcito escuro e irregular;

e) Desnudo: sem camadas do cumulus e com ooplasma uniforme ou com
granulacoes.

Foram selecionados para transporte e maturacao, oécitos de cumulus compacto,
com pelo menos, trés a quatro camadas de células do cumulus, e ooplasma de

granulacéo uniforme, classificados com odcitos de grau |, 1l e 11l

4.4. Maturagao in vitro

O meio base utilizado para a maturagéo in vitro dos oocitos (MIV) foi o TCM 199
com sais de Earle (Gibco 31.100; Grand Island, NY, EUA) suplementado com 25mM de
bicarbonato de sodio, 1,0ug/mL de FSH (Pluset®, Calier), 50UI/mL de hCG (Profasi®,
Serono), 1,0ug/mL de estradiol (Sigma E-2758), 0,2mM de piruvato de sddio
(Biochemical 44094), 83,4ug/mL de amicacina (Biochimico), 2ug/mL de ITS (Sigma I-
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1884), 1pg/MI de antioxidante (Sigma A-1345) e 2,5ug/mL de &cido linoleico-BSA
(Sigma L-8384). Como fonte protéica na Maturacao foi utilizado SFB (Crypion®) e/ou
BSA (Sigma A-8806) e/ou Fluido Embriénico FE (Sigma E-1761) de acordo com o
delineamento experimental. A maturagcédo foi completada para 24 horas em microgotas
de 100uL de meio de maturacdo sob 6éleo mineral em incubadora com 5% de CO2 em

ar, temperatura de 38,5° C e umidade relativa de 95%.
4.5. Fecundacéao in vitro

Para a fecundacao os odcitos foram lavados por duas vezes em meio TL- Sémen
e uma vez em FIV gotas para remocédo da fonte protéica utilizada na maturacéo e parte
das células do cumulus. Realizado o procedimento de lavagem dos odcitos de cada
grupo experimental foram transferidos para gotas de 100uL de FIV gotas sob 6leo
mineral. Foi utilizado o sémen de um mesmo touro para a fecundacdo de todos os
oocitos do experimento. O sémen era descongelado em A&gua a 35-37°C por
aproximadamente 20 segundos. As palhetas foram secas em gase estéril, uma das
extremidades vedadas foi cortada e com o auxilio de uma haste de aco inox o lado de
vedacdo com algodéao e alcool polivinilico foi utilizado como émbolo para liberacdo do
sémen em um tubo ependorff de 1,5mL contendo gradiente descontinuo de 45% 90%
de Percoll. O sémen foi submetido a uma forca centrifuga de 3620g (4500rpm) por 7
minutos. O sobrenadante era removido e o0 sedimento resuspenso com 1mL de meio
FIV gotas. Procedia-se nova sedimentacao por centrifugacdo com uma for¢ca 1.110g
(2.500rpm) durante 5 minutos. Eram coletados 30uL do sedimento e colocados em
outro tubo ependorff contendo 30 uL de meio FIV gotas pré equilibrado. Amostras de
5uL de sémen foram tomadas e diluidas em 95uL de meio FIV gotas ou agua para
avaliacdo da motilidade e concentracéo, respectivamente. O volume do sedimento foi
entdo ajustado para uma concentracdo final de 25x10° espermatozéides vivos/uL. A
cada gota de fecundacéo, ja contendo os odécitos eram adicionados 8uL da suspensao
de sémen. Para a fecundacgéo, sémen e odcitos foram co-incubados por 18 a 20 horas

em atmosfera de 5% de CO», umidade relativa de 95% e temperatura de 38,5°C.
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4.6. Cultivo de desenvolvimento embrionario in vitro

Os provaveis zigotos foram removidos das gotas de fecundacédo e lavados em
trés diferentes gotas de meio TL Sémen, onde tiveram parte das células do cumulus
removidas por sucessivas pipetagens. Logo apés, eram lavados em meio de cultivo e
transferidos para microgotas de 100uL de meio SOFaa suplementado de acordo com o
delineamento experimental. A taxa de clivagem foi avaliada 24 horas depois dos
provaveis zigotos serem colocados em cultivo. As trocas de meio (feed) eram realizadas
no terceiro e quinto dia de cultivo, onde eram retirados 50ul de meio de cada gota de
cultivo e acrescentados 50uL de meio SOFaa fresco (pré equilibrado). No sétimo dia de
cultivo eram realizadas as contagens de embrides formados e as classificagcdes quanto
o0 estadio de desenvolvimento (blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e

blastocisto eclodido) para posteriormente vitrifica-los.
4.7. Criopreservacao dos embrides

Os embrides foram criopreservados pela técnica de vitrificacdo, seguindo a
metodologia descrita por VAJTA et al., 1997, com algumas modificacdes.

Primeiramente todos os embrides do mesmo grupo de tratamento eram
separados das demais estruturas, e somente foram vitrificados os blastocistos e
blastocistos expandidos. Utilizou-se, no maximo, cinco embriées por vez (por haste de
criopreservacao). Apoés retirar os embrides das gotas de cultivo, esses eram lavados
trés vezes em meio de manutencédo (SOFaa suplementado com 20% de SFB a 37°C).
Posteriormente, os embrides eram levados para a gota (de aproximadamente 200uL)
contendo meio de equilibrio (meio de lavagem suplementado com 7,5% de EG e 7,5%
de DMSO a 37°C) por 3 minutos. Transcorrido o tempo, os embrides eram transferidos
para a solucédo de vitrificacdo (meio de lavagem suplementado com 16,5% de EG e
16,5% de DMSO a 37°C), apdés 30 segundos eram pipetados, totalizando o volume
maximo de 2uL (embrides e meio de vitrificacdo) para a extremidade da haste de

vitrificacdo da marca Vitringa® e ao se completar 40 segundos de exposicdo esta haste
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era imediatamente imersa em nitrogénio liquido. Logo em seguida uma meia palheta de
0,5mL adaptada era resfriada também em nitrogénio e colocada como bainha protetora
na haste. Os embrides foram mantidos em nitrogénio liquido até o momento do

reaquecimento.

Figura 1: Etapas da vitrificacdo de embrides bovinos.

(A) Selecdo dos embrides a serem criopreservados; (B) Blastocistos e Blastocistos
expandidos selecionados para vitrificacao; (C) Placa contendo as gotas com 0S meios
de lavagem, equilibrio e vitrificacdo; (D) Embrides em meio de lavagem; (E) Embrides
em meio de equilibrio; (F) Embrides em meio de vitrificacdo; (G) Transferéncia dos
embrides para haste de vitrificacdo (vitringd); (H) Gota de meio de criopreservagao
(2uL) contendo os embrides; (I) Imersdo da haste de criopreservacdo contendo 0s
embrides em nitrogénio liquido; (J, K) Colocacdo das bainhas de protecdo nas hastes
de criopreservacao; (L) Armazenamento das hastes em raques identificadas.

4.8. Reaquecimento dos embrides

As hastes de vitrificacdo eram retiradas do botijao de estocagem e colocadas em

uma caixa de isopor contendo nitrogénio liquido. As bainhas eram removidas e a

Vitringa® - fabricante: Inga Med Ltda.
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extremidade da vitringa contendo os embrides imersa na primeira solucdo de
reaquecimento (meio SOFaa suplementado com 20% de SFB e 1,0 M de sacarose, a
37°C) durante 1 minuto para iniciar o processo de remocdo dos crioprotetores. Logo
apos, estes embrides eram transferidos para a segunda solugdo de reaquecimento
(meio SOFaa suplementado com 20% de SFB e 0,5 M de sacarose, a 37°C) onde
permaneciam por 5 minutos. Depois eram transferidos para solucdo final de
reaquecimento (meio SOFaa suplementado com 20% de SFB) por 10 minutos. Apos a
diluicdo dos crioprotetores os embrides reaquecidos eram recultivados (nas mesmas
condi¢cbes do cultivo de desenvolvimento), quando entdo se realizavam as avaliacdes

de reexpansao e eclosao com 24 e 48 horas de cultivo.

Figura 2: Etapas do reaquecimento e retirada de crioprotetores dos embriées bovinos
vitrificados.

(A) Retirada das bainhas de protecdo das hastes de criopreservacao; (B, C e D)
Passagem dos embrides pelos meios de reaquecimento em gradiente decrescente de
sacarose, seguidos de solucdo de lavagem com 20% de SFB; (E) Re-cultivo
embrionario por até 48 horas em meio SOF; (F) Embrides eclodidos, ou ndo apos 48
horas de re-cultivo.
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4.9. Delineamento experimental

No experimento avaliou-se os efeitos da suplementacao protéica com BSA, SFB
e FE e as associagdes, na maturacdo dos oocitos e no cultivo de desenvolvimento
sobre a producdo embrionaria e a capacidade de eclosdo dos embrides apods
vitrificacdo e cultivo por 24 e 48 horas apds o0 reaquecimento. Foi delineado um
experimento com sete tratamentos na maturacdo dos odcitos (SFB, BSA, FE,
BSA+SFB, BSA+FE, SFB+FE e BSA+SFB+FE), e quatro tratamentos no cultivo de
desenvolvimento embrionario (BSA, BSA+SFB, BSA+FE e BSA+SFB+FE), conforme
figura 3.

TRATAMENTOS TRATAMENTOS
FONTE PROTEICA NA MATURACAO FONTE PROTEICA NO
DESENVOLVIMENTO

SFB (10%)
BSA (8mg/mL)

FE (10%)

BSA (6 mg/mL) + SFB (2,5%)
BSA (6mg/mL) + FE (2,5%)
SFB (5,0%) + FE (5,0%)

BSA (6mg/mL) + SFB (2,5%) + FE (2,5%) | BSA (6mg/mL) + SFB + (2,5%) + FE (2,5%)

BSA (8 mg/mL)

BSA (6mg/mL) + SFB (2,5%)

BSA (6mg/mL) + FE (2,5%)

Figura 3: Representacdo esquematica dos tratamentos utilizados na maturacdo dos
od0citos e no cultivo de desenvolvimento embrionario.

4.10. Analise estatistica

Os resultados obtidos de producdo de embrides foram avaliados quanto aos
efeitos da suplementacédo protéica na maturacao in vitro, no cultivo de desenvolvimento,
na interacdo destes tratamentos e a taxa de eclosdo com 24 e 48 horas de cultivo apos
vitrificacdo/ reaquecimento destes embrides produzidos in vitro foram avaliados pelo

teste de y?
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeitos da fonte protéica da maturacdo sobre as taxas de clivagem,
producdo e sobrevivéncia embrionaria pos vitrificagao.

Neste experimento 8.629 oocitos foram submetidos a maturagdo in vitro
utilizando trés diferentes fontes protéicas SFB, BSA e FE isolados ou em suas
associacOes, totalizando sete tratamentos. Submetidos a um Unico método de
fecundacgédo pelo sémen de um Unico touro e de mesma partida de congelacdo. Nas trés
repeticdes foram obtidos 7.369 (85,4%) estruturas clivadas (com duas ou mais células).
Entre as diferentes fontes protéicas utilizadas na maturacéo, o BSA apresentou a menor
taxa de clivagem (80,96%) (p<0,05) diferindo de todas as demais fontes protéicas SFB
e FE, e associacfes do BSA com FE e SFB. A maturacdo com as trés fontes protéicas
(BSA+SFB+FE) proporcionou a melhor taxa de clivagem (87,84%). A taxa de clivagem
reflete a qualidade da maturacdo e a capacidade de fecundacdo do sémen utilizado.
Dessa forma a associacdo das trés fontes protéicas na maturacdo nos sugere que as
mesmas possuem propriedades complementares que melhoram a maturagéo oocitaria
e a primeira divisdo celular embrionaria. O SFB e o0 BSA sdo as fontes protéicas
tradicionalmente mais utilizadas, e que promovem o0s melhores resultados na
maturacdo (HOLM et al., 1999; GORDON, 2003). O FE, por sua vez, é uma fonte de
macromoléculas de composicdo nio totalmente definida. E recomendada pelo
fabricante para uso em cultivo celular, no entanto € ainda pouco utilizada na producéo
in vitro de embrides. Sua capacidade em promover a maturagdo nuclear e
citoplasmética € equivalente ao SFB e foi demonstrada por TETZNER et al., 2010,
mesmo quando utilizada como fonte protéica na maturacdo. Nossos resultados
demonstraram que o FE como fonte protéica Unica na maturacdo promove taxa de
clivagem melhor do que a verificada com o BSA e similar a observada no SFB e nas
associacbes BSA+SFB, BSA+FE e SFB+FE, sendo inferior apenas a associacao do

BSA+SFB+FE (p<0,05), onde os efeitos benéficos das trés fontes utilizadas se
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sobressaem e proporcionam melhor maturacdo e consequentemente maior taxa de
clivagem (tabela 1).

A qualidade da maturacdo oocitaria tem reflexos na producdo de embrides
(RUSSELI et al., 2006), sempre respeitando as condi¢cdes do cultivo embrionario que é
o fator mais importante para o desenvolvimento embrionéario (RIZOS et al., 2002). Neste
experimento foram utilizadas quatro diferentes combinacdes de fonte protéica no
desenvolvimento embrionario e todas elas foram utilizadas para os sete diferentes
tratamentos utilizados na maturagédo. Com isto procurou-se diminuir a variabilidade no
desenvolvimento embrionario, o que permitiu a avaliagdo do comportamento de cada
associacdo de maturacdo com o desenvolvimento sobre a capacidade de producgéo e
gualidade dos embrides para a criopreservacdo. Foram produzidos 3.065 (35,52%)
embrides entre os estadios de blastocisto inicial a blastocisto expandido até o sétimo
dia de cultivo in vitro. Observou-se que a producdo embrionaria foi influenciada pela
maturacdo oocitaria (p<0,05) e teve o SFB como a fonte protéica na maturacao de
melhor reflexo na producdo embrionaria. Produzindo embribes em percentuais muito
préximos quando utilizado como fonte protéica Unica ou combinado com BSA, FE ou
ambos. Resultados melhores do que quando se utilizou BSA e BSA+FE e pouco acima
guando se utilizou FE, demonstrando que o SFB contém importantes fatores
promotores de maturacdo oocitaria nuclear e ou citoplasmatica com reflexos no
desenvolvimento embrionario. O FE também mostrou possuir fatores que podem
melhorar a producdo embrionaria quando utilizado como Unica fonte protéica ou de
macromoléculas na maturacdo (FE a 10%) (tabela 1 e figura 4).

A qualidade do odcito e da maturagéo reflete no desenvolvimento embrionério
principalmente no desenvolvimento inicial até que ocorra a transicdo materno-zigética,
momento em que € ativado o genoma embrionario (FERREIRA et al., 2009). Os oécitos
maturados em meio com fonte protéica de BSA, mesmo suplementado com ITS
(insulina, transferrina e selénio) teve menor taxa de producdo de embrides, sugerindo
gue o mesmo seja carente de alguns fatores que podem melhorar a qualidade da

maturacao in vitro dos odcitos bovinos.



32

Dos 3.065 embrides produzidos, 2.711 foram submetidos a vitrificacdo e 2.352
embrides vitrificados foram reaquecidos para avaliacdo de sobrevivéncia embrionaria.
Os resultados das taxas de eclosdo dos embrides ap0s 24 e 48 horas de cultivo de
recuperacdo mostraram que os embrides provenientes dos odécitos maturados em SFB
(35,73%) ou associado com o BSA (BSA+SFB) (33,98%) apresentaram menor (p<0,05)
resisténcia a vitrificacéo (tabela 2 e figura 5). Por outro lado, os melhores resultados dos
efeitos da maturacdo sobre a criotolerancia foram obtidos nos tratamentos onde se
utilizou o FE em associagcbes com o SFB (SFB+FE) (44,90%) ou o BSA (BSA+FE)
(44,35%) ou os trés associados (BSA+SFB+FE) (42,48%). Esta menor criotolerancia
guando se utiliza do SFB como fonte protéica durante a maturacdo foi verificada por
diversos autores (ABE et al., 2002; MOORE et al., 2007) e tem sido atribuida ao menor
namero de células na formacéo dos embrides (PINYOPUMMINTR et al., 1991; GOMEZ
et al. 2008), alteracdes no padréo de expressao de genes como os relacionados com a
apoptose, formacado das juncdes intercelulares e diferenciagcéo (RIZOS et al., 2002b),
deposicdo excessiva de lipideos no citoplasma dos embrides (ABE et al., 1999;
CROSIER et al.,, 2001) levando a alteracbes na fluidez e funcdo da membrana
plasmética (TARIN e TROUSON, 1993). Os lipideos servem como fonte de energia,
sendo substrato para a formacgéo de ATP pelas mitocondrias durante o desenvolvimento
embrionario. No caso dos embrides produzidos in vitro, a utilizagdo do SFB causa um
desequilibrio entre a quantidade de lipideo acumulado e mitocéndrias funcionais
(CROSIER et al., 2001; ABE et al., 2002).
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Tabela 1: Producdo de embrides bovinos in vitro utilizando SFB, BSA, FE e
associacdes no meio de maturagcao independentemente do cultivo de desenvolvimento.

Maturacéao Odcitos  Clivagem (%) Embrides Embrives/
Total Odcitos (%) Clivados (%)

SFB 1383 1202 (86,91)™ 536 38,76™ 44 59"
BSA 1308 1059 (80,96)* 365 27,91° 34,47°
FE 1345 1139 (84,68)" 477 35,46° 41,88°
BSA+SFB 1173 1011 (86,19)" 472 40,24° 46,69°
BSA+FE 1120 951 (84,91)" 316 28,21° 33,23°
SFB+FE 1128 981 (86,91)™ 427 37,85 43,53
BSA+SFB+FE 1172 1026 (87,84)° 472 40,27° 46,00™
TOTAL 8629 7369 (85,40) 3065 35,52 41,59

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, pelo teste de Xz_

ETAXADE CLIVAGEM 4EMBRIGES/OOCITOS &EMBRIGES/CLIVADOS

100.0 -
90.0 -
80.0 -
70,0 -
60.0 -
50.0 -
40,0 -
30.0 -
20,0 -
10,0 -

0.0 -

EMO@PrP-—HA2Z2mMmOo00T0

SFB BSA FE BSA+SFB BSA+FE SFB+FE BSA+SFB+E
FONTES PROTEICASNA MATURACAO

Figura 4: Taxas de clivagem e producao de embrides bovinos in vitro utilizando BSA,
SFB, FE e associacdes no cultivo de maturacao.
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Tabela 2: Porcentagem de embrides bovinos eclodidos ap6s 24 e 48 horas de
reaquecimento, produzidos in vitro utilizando SFB, BSA, FE e associacdes no meio de
maturacao.

Maturacao EMBRIOES
Vitrificados Reaquecidos  Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h

SFB 486 431 98 (22,74) 154 (35,73)°
BSA 318 271 58 (21,40) 101 (37,27)®
FE 430 376 107 (28,46)™ 149 (39,63)*
BSA+SFB 401 362 84 (23,20)* 123 (33,98)*
BSA+FE 273 230 61 (26,52)*° 102 (44,35)"
SFB+FE 384 343 91 (26,53)*° 154(44,90)°
BSA+SFB+FE 419 339 107 (31,56)° 144 (42,48)"
TOTAL 2711 2352 606 (25,77) 927 (39,41)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, pelo teste de y°..
MECLODIDOS 24h MECLODIDOS48h

] 4.3 44.9
P 45,0 - ‘1’ T 424
40,0 302 3T6
r 10 T

SFB BSA FE BSA+SFB BSA+FE SFB+FE BSA+SFB+HE
FONTES PROTEICASNA MATURACAO

Figura 5: Taxas de eclosao apés vitrificacdo e reaquecimento por 24 e 48 horas, dos
embrides bovinos produzidos in vitro utilizando BSA, SFB, FE e associa¢des no cultivo
de maturacao.
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5.2. Efeitos da fonte protéica no cultivo de desenvolvimento sobre a taxa de

clivagem, producéo e sobrevivéncia embrionaria pés vitrificacao.

Embora que a o desenvolvimento embrionario inicial esteja mais vinculado com a
origem e qualidade dos odcitos utilizados na PIV, sabe-se que o cultivo de
desenvolvimento embrionario esta diretamente relacionado a qualidade dos embrides
produzidos, isto €, com as caracteristicas morfologicas, de expressao génica,
capacidade em desenvolver gestacdo e tolerancia frente as adversidades do meio
ambiente, e principalmente a criotolerancia destes embrides (LONERGAN, et al., 2006;
RIZOS, et al., 2002a).

Neste experimento foi utilizado o BSA associado, ou ndo, com o SFB e FE. Os
resultados de clivagem néo diferiram (p>0,05) entre os tratamentos (BSA; BSA+SFB;
BSA+FE e BSA+SFB+FE), dessa maneira acredita-se que as primeiras divisbes
celulares estdo mais vinculadas com a qualidade da maturac&o oocitaria do que com o
cultivo de desenvolvimento embrionario, onde a menor taxa de clivagem foi 84,09%
(BSA+SFB) e a maior taxa de 86,06% (BSA).

Por outro lado, a producdo de embrides in vitro foi influenciada pela fonte
protéica do cultivo (p<0,05). O BSA como fonte protéica no cultivo de desenvolvimento
proporcionou menor taxa de embrides (31,88%), e suas associacdes com outras fontes,
como o SFB (44,83%), FE (43,46%) e as trés associadas (45,55%) proporcionaram
maior percentual de producdo de embrides (tabela 3 e figura 6). Apesar do BSA ser a
fonte protéica que apresentou o menor desempenho em suprir as necessidades de todo
0 desenvolvimento embrionario, ainda assim os resultados obtidos nesse experimento
estdo de acordo com a média de producao in vitro de embrides descrita na literatura,
onde € estimada uma producdo de blastocistos entre 30 e 40% a partir da taxa de
clivagem (SIRARD et al., 2006).

A maior taxa de desenvolvimento embrionario nos meios de cultivo onde se
utilizou de SFB e ou FE associado ao BSA, pode estar relacionado a fatores de
crescimento ou estimuladores de multiplicagédo celular que estdo presentes no SFB e

FE. O SFB ¢é a fonte de proteinas e fatores de crescimento celular mais utilizada em
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cultivo celular, apesar da indefinicdo na composicao, foi observado que a sua utilizacédo
promove uma elevacdo nas taxas de embrides produzidos conforme descrito por
LEIVAS et al. 2010. A sua parcial ou completa substituicdo vem sendo objeto de estudo
em pesquisas de cultivo celular ou embrionario como o Knockout SR® (MOORE et al.;
2007), o substituto sintético do soro (SSS) (SAGIRKAYA et al., 2007). Neste
experimento a utilizacdo da associacdo entre as trés fontes protéicas (BSA+SFB+FE)
apresentou os melhores resultados de desenvolvimento embrionario, provavelmente em
virtude da combinacéo de fatores (ndo definidos) que fazem parte da sua composicao e
melhoram a producéo dos embrides até o estadio de blastocisto expandido.

A sobrevivéncia embrionaria nos processos de criopreservagdo vem sendo cada
vez mais utilizada como indicador de qualidade embrionaria, tendo em vista que os
embrides produzidos in vitro apresentam uma série de caracteristicas que diferem dos
produzidos in vivo, e que conseqientemente tornando-os mais sensiveis. Dessa forma
os embrides mais resistentes aos eventos de desidratacéo, resfriamento, reidratacao e
reaquecimento seriam os de melhor qualidade (FAIR et al., 2001).

Para ser observada a influéncia das fontes protéicas na sobrevivéncia
embrionaria ap0s a criopreservacdo, os embrides produzidos neste experimento
(conforme os diferentes grupos de desenvolvimento, ja descritos anteriormente) foram
vitrificados no sétimo dia de desenvolvimento, reaquecidos e cultivados novamente por
até 48 horas. As taxas de eclosdo embrionaria (tabela 4 e figura 6) foram tomadas apos
24 e 48 horas de cultivo dos embrides. As menores taxas de eclosao (p<0,05) em 24 e
48 horas de cultivo foram observadas nos meios onde se utilizou BSA+SFB+FE
(17,13% e 31,34%, respectivamente) e BSA+SFB (23,19% e 33,27%, respectivamente).
As melhores taxas de eclosdo nos meios com BSA puro (26,04% e 43,32%,
respectivamente) ou associado ao FE (BSA+FE) (37,64% e 51,34%, respectivamente).

O cultivo de desenvolvimento embrionario em meio livre de SFB tem
proporcionado maior criotolerancia aos embriées produzidos in vitro (ABE et al., 2002 e
GOMEZ et al., 2008). Neste experimento foi possivel observar que a presenca do SFB
no meio de cultivo aumentou a producao embrionaria, porém diminuiu a criotolerancia.

O BSA, como unica fonte protéica, diminuiu a producdo embrionaria, mas melhorou a
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criotolerancia. Entretanto, quando se utilizou do 2,5% de FE associado ao BSA
(6,0mg/mL) (BSA+FE) foi possivel manter alta produgdo embrionaria e com melhor
criotolerancia (51,34% de eclosdo apds 48 horas de cultivo). A producédo de embrides
com alta criotolerancia quando se utilizou BSA+FE, pode estar associado aos fatores de
crescimento celular presentes no FE e a menor capacidade em incorporar lipideo ao

embrido na presenca do BSA e auséncia do SFB (ABE et al., 2002).

Tabela 3: Produgéo de embrides bovinos in vitro utilizando BSA e associa¢gdes com
SFB e FE no meio de desenvolvimento.

. i . Embrides Embrides/
Desenvolvimento  Odbcitos Clivagem (%) — :
Total Odcitos (%)  Clivados (%)
BSA 2023 1741 (86,06)? 555 27,43° 31,88°
BSA+SFB 2106 1771 (84,09)% 794 37,70° 44.83°
BSA+FE 2286 1958 (85,65)? 851 37,23° 43,46°
BSA+SFB+FE 2214 1899 (85.77)% 865 39,07° 45,55°
TOTAL 8629 7369 (85,40) 3065 35,52 41,59

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, pelo teste de Xz.
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Figura 6: Taxas de clivagem e producdo de embrides bovinos in vitro utilizando BSA e
associacdo com SFB e FE no cultivo de desenvolvimento embrionario.

Tabela 4: Porcentagem de embrides bovinos eclodidos ap6s 24 e 48 horas de
reaquecidos, produzidos in vitro utilizando BSA e associa¢cdes com SFB e FE no meio
de desenvolvimento.

_ Embrides
Desenvolvimento

Vitrificados = Reaquecidos Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h

BSA 499 434 113 (26,04) 188 (43,32)°
BSA+SFB 690 565 131 (23,19) 188 (33,27)"
BSA+FE 719 635 239 (37,64)° 326 (51,34)°
BSA+SFB+FE 803 718 123 (17,13)° 225 (31,34)"
TOTAL 2711 2352 606 (25,77) 927 (39,41)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, pelo teste de XZ.
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Figura 7: Taxas de eclosédo apos vitrificacdo e reaquecimento por 24 e 48 horas, de
embrides bovinos produzidos in vitro utilizando BSA e associacdo com SFB e FE no
cultivo de desenvolvimento embrionério.
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5.3. Efeitos das fontes protéicas utilizadas na maturacdo sobre o0s
diferentes grupos de cultivo embrionario

As fontes protéicas utilizadas no cultivo de maturacdo (SFB, BSA e FE) foram as
mesmas utilizadas no cultivo de desenvolvimento embrionario. Na maturacao foram
utilizados como fonte Unica (SFB a 10% ou BSA a 8,0mg/mL ou FE a 10%) ou
associadas entre si (BSA 6,0mg/mL+2,5% de SFB ou BSA 6,0mg/mL+2,5% de FE ou
5,0% de SFB+5,0% de FE ou BSA 6,0mg/mL+2,5% de SFB+2,5% de FE). Estes sete
tratamentos na maturacdo foram utilizados para os quatro diferentes tratamentos de
fontes protéicas utilizados no cultivo de desenvolvimento (BSA 8,0mg/mL ou BSA
6,0mg/mL+2,5% de SFB ou BSA 6,0mg/mL+2,5% de FE ou BSA 6,0mg/mL+2,5% de

SFB+2,5% de FE) os resultados estdo nas tabelas de 5a 12 e figuras 8 e 9.

5.3.1. Efeitos das fontes protéicas na maturacdo com cultivo de
desenvolvimento suplementado com BSA.

As taxas de clivagem, producdo embrionaria e criotolerancia dentro do grupo de
cultivo com BSA foram influenciadas pela fonte protéica na maturacao (p<0,05), tabelas
5e6.

O BSA quando utilizado como fonte protéica Unica, tanto na maturagcdo como no
desenvolvimento apresentou as menores taxas de clivagem (81,91%) e de producéo de
embrides, 19,41% e 23,69%, sobre o total de o0citos e odcitos clivados,
respectivamente (p<0,05). Por outro lado o SFB quando associado ao BSA (BSA+SFB)
e ao FE (SFB+FE) proporcionou as melhores taxas de clivagem (90,21% e 92,41%,
respectivamente) e de producdo embrionaria (37,98% e 36,33%, respectivamente sobre
0s odcitos clivados) dentro do cultivo de desenvolvimento com BSA.

Os tratamentos na maturagéo utilizando como fonte protéica o FE, SFB+FE e
BSA+SFB+FE proporcionaram os melhores resultados (p<0,05) de eclosdo embrionéria
apos reaquecimento e cultivo por 48 horas em embrides vitrificados (54,55%, 55,26% e

56,06%, respectivamente).
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Tabela 5: Taxa de clivagem e producdo de embribes apds Maturacdo dos odcitos em
meio suplementado com SFB, BSA, FE e associa¢gdes, com o cultivo dos embrides em
meio suplementado com BSA.

Maturacao Odcitos  Clivagem (%) Embrides Total Embrides/
Odcitos (%)  Clivados (%)

SFB 301 247 (82,06)° 75 24,92% 30,36
BSA 304 249 (81,91) 59 19,412 23,69°

FE 298 248 (83,22)° 79 26,51 31,85™
BSA+SFB 286 258 (90,21)™ 98 34,27° 37,98°
BSA+FE 266 224 (84,21)® 63 23,68% 28,13%
SFB+FE 277 256 (92,42)° 93 33,57 36,33
BSA+SFB+FE 291 259 (89,00)™ 88 30,24 33,98™
TOTAL 2023 1741 (86,06) 555 27,43 31,88

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de »°.

Tabela 6: Resultado de eclosdo apoOs reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com od6citos Maturados em SFB, BSA, FE e
associagdes, com o cultivo de desenvolvimento em BSA.

EMBRIOES
Maturacao
Vitrificados Reaquecidos Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h

SFB 73 57 8 (14,04)® 16 (28,07)?
BSA 48 45 7 (15,56)® 19 (42,22)*
FE 65 55 21 (38,18)° 30 (54,55)"
BSA+SFB 93 90 17 (18,89)® 30 (33,33)®
BSA+FE 54 45 9 (20,00)* 14 (31,11)?
SFB+FE 85 76 24 (31,58)™ 42 (55,26)"
BSA+SFB+FE 81 66 27 (40,91)° 37 (56,06)"
TOTAL 499 434 113 (26,04) 188 (43,32)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de »°.
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5.3.2. Efeitos das fontes protéicas na maturacdo dentro do cultivo de
desenvolvimento com BSA+SFB.

As taxas de clivagem, producdo embrionaria e criotolerancia dentro do grupo de
cultivo com BSA+SFB foram influenciadas pela fonte protéica na maturacdo (p<0,05),
tabelas 7 e 8.

Entre os tratamentos utilizados como fonte protéica na maturacdo, o BSA
proporcionou a menor (69,90%) e o SFB a maior (89,27%) taxa de clivagem dentro do
grupo com BSA+SFB no desenvolvimento. A producdo embrionaria foi mais elevada
guando se utilizou o SFB (58,30%) como fonte protéica Unica ha maturacdo em relacéao
ao BSA e FE como Unicas fontes protéicas e nas suas associacdes com 0 BSA e ou
FE.

A presenca do SFB (BSA+SFB), no cultivo de desenvolvimento, sobre a
criotolerancia embrionaria so foi atenuado quando se utilizou o FE (40,48%) como Unica
fonte protéica ou associada ao BSA (BSA+FE) (42,31%) ou ao SFB (SFB+FE) (38,04%)

no cultivo de maturacao.

Tabela 7: Taxa de clivagem e producdo de embrides apds Maturacdo dos odcitos em
meio suplementado com SFB, BSA, FE e associacdes, com o cultivo dos embrides em
meio suplementado com BSA+SFB.

Maturacao Odcitos  Clivagem (%) Embrides Fmbrioes/
Total Odcitos (%) Clivados (%)

SFB 317 283 (89,27)° 165 52,05° 58,30°
BSA 309 216 (69,90) 88 28,48° 40,74°
FE 290 253 (87,24)™ 120 41,38° 47.43°
BSA+SFB 306 261 (85,29)™ 112 36,60" 42,91°
BSA+FE 291 254 (87,29)" 80 27,49° 31,50°
SFB+FE 297 249 (83,84)" 110 37,04° 44.,18°
BSA+SFB+FE 296 255 (86,15)™ 119 40,20° 46,67°

TOTAL 2106 1771 (84,09) 794 37,70 44,83
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Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°.

Tabela 8: Resultado de eclosdao ap6s reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com od0citos Maturados em SFB, BSA, FE e
associagoes, com o cultivo de desenvolvimento em BSA+SFB.

EMBRIOES
Maturacgéao
Vitrificados Reaquecidos Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h

SFB 151 124 25 (20,16)? 39 (31,45)?
BSA 69 52 10 (19,23)? 16 (30,77)%
FE 110 84 28 (33,33)° 34 (40,48)*
BSA+SFB 85 77 16 (20,78)? 23 (29,87)*
BSA+FE 70 52 13 (25,00)? 22 (42,31)?
SFB+FE 100 92 23 (25,00) 35 (38,04)*
BSA+SFB+FE 105 84 16 (19,05) 19 (22,62)?
TOTAL 690 565 131 (23,19) 188 (33,27)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°.

5.3.3. Efeitos das fontes protéicas na maturacdo dentro do cultivo de
desenvolvimento com BSA+FE.

As taxas de clivagem, producdo embrionaria e criotolerancia dentro do grupo de
cultivo com BSA+FE foram influenciadas pela fonte protéica na maturacdo (p<0,05),
tabelas 9 e 10.

Entre os tratamentos utilizados como fonte protéica na maturacdo, o FE
proporcionou a menor (80,86%) e o BSA a maior (89,52%) taxa de clivagem dentro do
grupo com BSA+FE no desenvolvimento. Dentro do cultivo de desenvolvimento
embrionario com BSA+FE, as duas menores taxas de producédo embrionaria foram nos
tratamentos utilizando BSA como fonte Unica (33,44%) ou BSA+FE como fonte
associada (34,43%) e as duas maiores taxas de producao foram utilizando BSA+SFB
(55,56%) e BSA+SFB+FE (52,35%) como fontes protéicas associadas na maturacgao.

Producdes intermediarias foram observadas nos tratamentos com SFB (42,44%) e FE
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(43,61%) como fontes protéicas Unicas e SFB+FE (43,44%) como fonte protéica
associada.

A criotolerancia neste grupo de cultivo de desenvolvimento (BSA+FE) foi elevada
em relacdo aos demais tratamentos utilizados (média de 51,34%), estando aumentada
gquando a maturacdo foi em BSA+FE com 62,69% de eclosdo dos embrides apos

reaquecimento e cultivo por 48 horas.

Tabela 9: Taxa de clivagem e producdo de embrides apds Maturacdo dos odcitos em
meio suplementado com SFB, BSA, FE e associacdes, com o cultivo dos embrides em
meio suplementado com BSA+FE.

Maturacéao Odcitos  Clivagem (%) Embrioes Embrioes/
Total Odcitos (%) Clivados (%)

SFB 400 344 (86,00)*° 146 36,50° 42 44°
BSA 334 299 (89,52)° 100 29,94 33,44°
FE 397 321 (80,86)? 140 35,26 43,61°
BSA+SFB 288 252 (87,50)* 140 48,61° 55,56°
BSA+FE 296 244 (82,43)® 84 28,38° 34,432
SFB+FE 259 221 (85,33)*° 96 37,07° 43,44°
BSA+SFB+FE 312 277 (88,78)™ 145 46,47° 52,35°
TOTAL 2286 1958 (85,65) 851 37,23 43,46

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°
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Tabela 10: Resultado de eclosao apés reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com od6citos Maturados em SFB, BSA, FE e
associagoes, com o cultivo de desenvolvimento em BSA+FE.

Maturac&o EMBRIOES
Vitrificados Reaquecidos Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h

SFB 118 110 42 (38,18)% 64 (58,18)
BSA 92 75 24 (32,00) 39 (52,00)?
FE 127 111 42 (37,84)* 53 (47,75)?
BSA+SFB 109 104 37 (35,58)% 47 (45,19)
BSA+FE 75 67 28 (41,79)? 42 (62,69)?
SFB+FE 77 71 22 (30,99)° 32 (45,07)
BSA+SFB+FE 121 97 44 (45,36)? 49 (50,52)°
TOTAL 719 635 239 (37,64) 326 (51,34)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°.

5.3.4. Efeitos das fontes protéicas na maturacdo dentro do cultivo de
desenvolvimento com BSA+SFB+FE.

As taxas de clivagem, produgédo embrionaria e criotolerancia dentro do grupo de
cultivo com BSA+SFB+FE foram influenciadas pela fonte protéica na maturagédo
(p<0,05), tabelas 11 e 12.

Entre os tratamentos utilizados como fonte protéica na maturacdo, o BSA
proporcionou a menor (81,72%) e o SFB a maior (89,86%) taxa de clivagem dentro do
grupo com BSA+SFB+FE como fonte protéica no cultivo de desenvolvimento
embrionario.

Dentro do cultivo de desenvolvimento embrionario com BSA+SFB+FE, a menor
taxa de producdo embrionaria foi no tratamento utilizando BSA como fonte Unica
(40,00%) ou BSA+FE como fonte associada (38,86%) e as trés maiores taxas de
producdo foram utilizando BSA+SFB (50,83%), SFB+FE (50,20%) e BSA+SFB+FE

(51,06%) como fontes protéicas associadas na maturagdo. Producdo intermediéria foi
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observada nos tratamentos com SFB (45,73%) e FE (43,53%) como fontes protéicas
Unicas na maturagéao.

Este tratamento (BSA+SFB+FE), no cultivo de desenvolvimento proporcionou
alta taxa de producdo embrionaria, entretanto foi o grupo de desenvolvimento que
apresentou a pior taxa de criotolerancia de todos os tratamentos utilizados (média de
31,34%). A melhor taxa de sobrevivéncia embrionaria a criopreservacdo utilizando a
combinacdo das trés fontes protéicas no cultivo de desenvolvimento foi quando se
realizou a maturacdo em BSA+FE com 43,27% de eclosdo dos embrides apos

reaquecimento e cultivo por 48 horas.

Tabela 11: Taxa de clivagem e producdo de embrides apos Maturacdo dos od6citos em
meio suplementado com SFB, BSA, FE e associacdes, com o cultivo dos embrides em
meio suplementado com BSA+SFB+FE.

Maturacéo Odcitos  Clivagem (%) Embrioes Embrives/
Total Odcitos (%) Clivados (%)

SFB 365 328 (89,86)" 150 41,10° 45,73%
BSA 361 295 (81,72)* 118 32,692 40,00°
FE 360 317 (88,06)" 138 38,33% 43,53
BSA+SFB 293 240 (81,91) 122 41,64° 50,83
BSA+FE 267 229 (85,77)® 89 33,33° 38,867
SFB+FE 295 255 (86,44)® 128 43,39" 50,20°
BSA+SFB+FE 273 235 (86,08)* 120 43,96° 51,06°
TOTAL 2214 1899 (85,77) 865 39,07 45,55

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°
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Tabela 12: Resultado de eclosdao apés reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com od6citos Maturados em SFB, BSA, FE e
associagoes, com o cultivo de desenvolvimento em BSA+SFB+FE.

EMBRIOES
Maturacéao
Vitrificados Reaquecidos Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h

SFB 144 140 23 (16,43)* 35 (25,00)?
BSA 109 99 17 (17,17)2 27 (27,27)°
FE 128 126 16 (12,70)% 32 (25,40)°
BSA+SFB 114 91 14 (15,38)% 23 (25,27)°
BSA+FE 74 66 11 (16,67)? 24 (36,36)®
SFB+FE 122 104 22 (21,15)* 45 (43,27)°
BSA+SFB+FE 112 92 20 (21,74)? 39 (42,39)°
TOTAL 803 718 123 (17,13) 225 (31,34)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°

Os efeitos benéficos da utilizacdo do SFB durante a maturacdo foram
previamente reportados por RUSSELI et al. 2006, assim como o aumento na taxa de
embrides produzidos quando foi usada a associacdo de SFB com BSA no SOF durante
o cultivo de desenvolvimento (LEIVAS et al., 2010).

Embora, o SFB tenha a capacidade em aumentar a producdo embrionaria
durante o cultivo in vitro, principalmente pelos fatores de crescimento nele presentes,
estes embrides apresentam uma baixa criotolerancia. Esse fato pode ser atribuido a
uma série de modificacbes que ocorre nos embrides produzidos in vitro e que estédo
ligadas a utilizacdo do SFB (ABE et al., 1999; RZUCIDLO et al., 2001), dentre estas a
deposicdo excessiva de lipidios no citoplasma destes embrides (ABE et al., 2002).

Se por um lado a presenca do SFB estimula a producdo embrionéria o FE
demonstrou que tem efeito na qualidade embrionaria e consequentemente de produzir
embriGes com maior criotolerancia quando o cultivo de desenvolvimento tem como fonte
protéica o BSA. Conforme descrito na literatura, o BSA quando utilizado no

BN

desenvolvimento embriondrio eleva a sobrevivéncia embrionaria a criopreservacao
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(PUGH et al., 1998), isto esta relacionado a producdo de embrides de boa qualidade
morfolégica (GOMEZ et al.,2008) e também ao menor acumulo de contetdo lipidico no
citoplasma desses embrides (ABE et al., 1999).

Ao analisarmos em conjunto producdo embrionaria e sobrevivéncia e ecloséo
ap0s reaquecimento e cultivo por 48 horas dos embrides vitrificados, o tratamento
BSA+FE como fonte protéica no cultivo de desenvolvimento apresentou os melhores
resultados de producdo e sobrevivéncia embrionaria. Ao compararmos com os demais
grupos de cultivo de desenvolvimento verificamos que o BSA como fonte protéica Unica
tem baixa producédo de embrides com boas caracteristicas para criopreservacao. Ao ser
associado BSA+SFB e BSA+SFB+FE como fontes protéicas no desenvolvimento
apresentam alta capacidade em producdo embrionaria, mas de embriGes com baixa
resisténcia a criopreservacdo. A partir desses dados, fica claro que o BSA quando
utilizado como fonte Unica de macromoléculas provavelmente ndo tenha sido capaz de
suprir as exigéncias durante todo o desenvolvimento embrionario, o que se refletiu em
uma baixa produc¢éo de blastocistos. No entanto o fato dos embrides apresentarem uma
boa criotolerancia pode estar vinculado a menor deposicao lipidica destes embrides
(cultivados em BSA) em comparacao aos produzidos na presenca de SFB (ABE, et al.,
2002), como nos grupos cultivados em BSA+SFB e BSA+SFB+FE.

Apesar da utilizacdo dos substitutos do SFB ser menos comum na produgéo in
vitro de embrides bovinos (SAGIRKAYA et al., 2007) o fluido embribnico tem
demonstrado bons resultados (TETZNER et al., 2010), como no caso deste
experimento onde foi possivel aliar simultaneamente boa capacidade de producao
embrionaria e alta resisténcia a criopreservacao quando se utilizou a associagéo entre o
BSA e FE no cultivo de desenvolvimento.
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5.4. Efeitos das fontes protéicas utilizadas no cultivo de desenvolvimento
embrionéario sobre a maturagao oocitaria

As fontes protéicas utilizadas no cultivo de maturacdo (SFB, BSA e FE) foram as
mesmas utilizadas no cultivo de desenvolvimento embrionario. Na maturacdo foram
utilizados como fonte Unica (SFB a 10% ou BSA a 8,0mg/mL ou FE a 10%) ou
associadas entre si (BSA 6,0mg/mL+2,5% de SFB ou BSA 6,0mg/mL+2,5% de FE ou
5,0% de SFB+5,0% de FE ou BSA 6,0mg/mL+2,5% de SFB+2,5% de FE). Estes sete
tratamentos na maturacdo foram utilizados para os quatro diferentes tratamentos de
fontes protéicas utilizados no cultivo de desenvolvimento (BSA 8,0mg/mL ou BSA
6,0mg/mL+2,5% de SFB ou BSA 6,0mg/mL+2,5% de FE ou BSA 6,0mg/mL+2,5% de
SFB+2,5% de FE), os resultados estéo nas tabelas de 13 a 26 e figuras 10 e 11.

Os tratamentos no cultivo de desenvolvimento BSA, BSA+SFB, BSA+FE e
BSA+SFB+FE néo influenciaram na taxa de clivagem (p>0,05) (tabela 3) por esta razéao
ndo foram avaliadas dentro da maturacdo. Ja a producdo embrionaria s6 nao foi
influenciada pelo cultivo de desenvolvimento quando a maturacdo foi com BSA+FE
(p>0,05) (tabela 21).

Os embrides submetidos a vitrificacdo, reaquecidos e cultivados por até 48 horas
s6 ndo demonstraram ser influenciados pelo meio de desenvolvimento quando a
maturacéo foi em SFB+FE (p>0,05) (tabela 24).

5.4.1. Efeitos das fontes protéicas no cultivo de desenvolvimento dentro do
cultivo de maturagéo com SFB.

A producdo de embribes no tratamento com SFB como fonte protéica na
maturacdo foi influenciada pelas fontes protéicas do cultivo do desenvolvimento
(p<0,05). A menor taxa de producéao foi observada no cultivo de desenvolvimento onde
se utilizou o BSA (30,36%) e a maior taxa quando se utilizou o BSA+SFB (58,30%), e
valores intermediarios foram observados para o BSA+FE (42,44%) e BSA+SFB+FE
(45,73%) (tabela 13). A taxa de eclosdo dos embrides vitrificados, reaquecidos e
cultivados por 48 horas produzidos no meio de desenvolvimento com fonte protéica de
BSA+FE (58,18%) foi a maior taxa dentro da maturacdo com SFB (p<0,05) (tabela 14).
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Tabela 13: Taxa de clivagem e producao de embrides apos Maturacao dos odcitos em
meio suplementado com SFB e cultivo dos embrides em meio suplementado com BSA
e associacdes com SFB e FE.

_ o _ Embrides Embrides/
Desenvolvimento  Odcitos  Clivagem (%) : :
Total Odcitos (%) Clivados (%)
BSA 301 247 (82,06) 75 24,922 30,36°
BSA+SFB 317 283 (89,27) 165 52,05° 58,30°
BSA+FE 400 344 (86,00) 146 36,50° 42,44°
BSA+SFB+FE 365 328 (89,86) 150 41,10° 45,73°
TOTAL 1383 1202 (86,91) 536 38,76 44,59

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de xz._

Tabela 14: Resultado de eclosao apés reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com oécitos Maturados em SFB e cultivo de
desenvolvimento em BSA e associacdes com SFB e FE.

_ EMBRIOES
Desenvolvimento — : i i
Vitrificados Reaquecidos Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h
BSA 73 57 8 (14,04)% 16 (28,07)*
BSA+SFB 151 124 25 (20,16)? 39 (31,45)%
BSA+FE 118 110 42 (38,18)° 64 (58,18)"
BSA+SFB+FE 144 140 23 (16,43)% 35 (25,00)*
TOTAL 486 431 98 (22,74) 154 (35,73)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de »°.

5.4.2. Efeitos das fontes protéicas no cultivo de desenvolvimento dentro do
cultivo de maturagdo com BSA.

A producdo de embriBes no tratamento com BSA como fonte protéica na
maturacao foi uma das menores médias (34,47%) e influenciada pelas fontes protéicas
do cultivo do desenvolvimento (p<0,05). A menor taxa de producéo foi observada no
cultivo de desenvolvimento onde se utilizou o BSA (23,69%) e as maiores taxas de
producdo quando se utilizou o BSA+SFB (40,74%) e BSA+SFB+FE (40,00%) e valor
intermediarios foi observado para o BSA+FE (33,44%) (tabela 15).
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A taxa de eclosdo dos embrides vitrificados, reaquecidos e cultivados por 48
horas produzidos no meio de desenvolvimento com fonte protéica de BSA+FE (52,00%)

foi a melhor taxa dentro da maturagdo com BSA (p<0,05) (tabela 16).

Tabela 15: Taxa de clivagem e producgédo de embrides apos Maturacdo dos odcitos em
meio suplementado com BSA e cultivo dos embrides em meio suplementado com BSA
e associagcbes com SFB e FE.

. ) , Embribes Embrides/
Desenvolvimento  Odcitos Clivagem (%) i i
Total Odcitos (%) Clivados (%)
BSA 304 249 (81,91) 59 19,412 23,69°
BSA+SFB 309 216 (69,90) 88 28,48° 40,74°
BSA+FE 334 299 (89,52) 100 29,94° 33,44°
BSA+SFB+FE 361 295 (81,72) 118 32,69° 40,00°
TOTAL 1308 1059 (80,96) 365 27,91 34,47

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°..

Tabela 16: Resultado de eclosdo apés reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com oé6citos Maturados em BSA e cultivo de
desenvolvimento em BSA e associagdes com SFB e FE.

EMBRIOES
Desenvolvimento — : : i
Vitrificados Reaquecidos  Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h
BSA 48 45 7 (15,56)% 19 (42,22)%
BSA+SFB 69 52 10 (19,23)° 16 (30,77)%
BSA+FE 92 75 24 (32,00)? 39 (52,00)°
BSA+SFB+FE 109 99 17 (17,17)° 27 (27,27)
TOTAL 318 271 58 (21,40) 101 (37,27)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de xz.,
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5.4.3. Efeitos das fontes protéicas no cultivo de desenvolvimento dentro do
cultivo de maturagcdo com FE.

A producdo de embribes no tratamento com FE como fonte protéica na
maturacgdo foi intermediaria (41,88%) e influenciada pelas fontes protéicas do cultivo do
desenvolvimento (p<0,05). A menor taxa de producéo foi observada no cultivo de
desenvolvimento onde se utilizou o BSA (31,85%) e as maiores taxas de producdo
quando se utilizou 0 BSA+SFB (47,43%), BSA+FE (43,61%) e BSA+SFB+FE (43,53%)
(tabela 17).

A taxa de eclosdo dos embrides vitrificados, reaquecidos e cultivados por 48
horas produzidos no meio de desenvolvimento com fonte protéica de BSA (54,55%) foi

a melhor taxa dentro da maturacdo com FE (p<0,05) (tabela 18).

Tabela 17: Taxa de clivagem e producédo de embrides apos Maturacdo dos odcitos em
meio suplementado com FE e cultivo dos embrides em meio suplementado com BSA e
associacdes com SFB e FE.

. i . Embrides Embrides/
Desenvolvimento  Odcitos  Clivagem (%) i i
Total Odcitos (%) Clivados (%)
BSA 298 248 (83,22) 79 26,51° 31,85°
BSA+SFB 290 253 (87,24) 120 41,38° 47,43°
BSA+FE 397 321 (80,86) 140 35,26" 43,61°
BSA+SFB+FE 360 317 (88,06) 138 38,33° 43,53°
TOTAL 1345 1139 (84,68) AT77 35,46 41,88

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°..
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Tabela 18: Resultado de eclosdo apés reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com oécitos Maturados em FE e cultivo de

desenvolvimento em BSA e associacdes com SFB e FE.

. EMBRIOES
Desenvolvimento — i : i
Vitrificados Reaquecidos Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h
BSA 65 55 21 (38,18)% 30 (54,55)%
BSA+SFB 110 84 28 (33,33)" 34 (40,48)%
BSA+FE 127 111 42 (37,84)% 53 (47,75)%
BSA+SFB+FE 128 126 16 (12,70)° 32 (25,40)°
TOTAL 430 376 107 (28,46) 149 (39,63)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de »°.

5.4.4. Efeitos das fontes protéicas no cultivo de desenvolvimento dentro do
cultivo de maturagcdo com BSA+SFB.

A producdo de embrides no tratamento com BSA+SFB como fonte protéica na
maturacdo foi a melhor de todas (46,69%) e influenciada pelas fontes protéicas do
cultivo do desenvolvimento (p<0,05). As menores taxas de producao foram observadas
no cultivo de desenvolvimento onde se utilizou o BSA (37,98%) e BSA+SFB (42,91%) e
as maiores taxas de producdo quando se utilizou o BSA+FE (55,56%) e BSA+SFB+FE
(50,83%) (tabela 19).

A taxa de eclosdo dos embrides vitrificados, reaquecidos e cultivados por 48
horas dentro do cultivo de maturacdo com BSA+SFB foi a menor de todas (33,98%),
tendo se destacado a producdo no meio de desenvolvimento com fonte protéica de
BSA+FE (45,19%) (p<0,05) (tabela 20).
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Tabela 19: Taxa de clivagem e producéo de embrides apés Maturacdo dos odcitos em
meio suplementado com BSA+SFB e cultivo dos embrides em meio suplementado com

BSA e associacdes com SFB e FE.

. i . Embrides Embrides/
Desenvolvimento  Odcitos  Clivagem (%) i i
Total Odcitos (%)  Clivados (%)
BSA 286 258 (90,21 98 34,27° 37,98°
BSA+SFB 306 261 (85,29) 112 36,602 42,912
BSA+FE 288 252 (87,50) 140 48,61° 55,56"
BSA+SFB+FE 293 240 (81,91) 122 41,64% 50,83%
TOTAL 1173 1011 (86,19) 472 40,24 46,69

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de %°..

Tabela 20: Resultado de eclosdo apés reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com odcitos Maturados em BSA+SFB e cultivo de
desenvolvimento em BSA e associa¢fes com SFB e FE.

. EMBRIOES
Desenvolvimento — i : i
Vitrificados Reaquecidos  Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h
BSA 93 90 17 (18,89)° 30 (33,33)®
BSA+SFB 85 77 16 (20,78)? 23 (29,87)%
BSA+FE 109 104 37 (35,58)° 47 (45,19)°
BSA+SFB+FE 114 91 14 (15,38)? 23 (25,27)%
TOTAL 401 362 84 (23,20) 123 (33,98)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°.

5.4.5. Efeitos das fontes protéicas no cultivo de desenvolvimento dentro do
cultivo de maturagcdo com BSA+FE.

A producdo de embrides no tratamento com BSA+FE como fonte protéica na
maturacdo foi a pior de todas (33,23%) e néo foi influenciada pelas fontes protéicas do
cultivo do desenvolvimento. As menores taxas de producdo foram observadas no cultivo
de desenvolvimento onde se utilizou o BSA (28,13%) e BSA+SFB (31,50%) e as
maiores taxas de producdo quando se utilizou o BSA+SFB+FE (38,86%) e BSA+FE

(34,43%) e (tabela 21). A taxa de eclosdo dos embrides vitrificados, reaquecidos e
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cultivados por 48 horas dentro do cultivo de maturacdo com BSA+FE foi uma das
melhores (média de 44,35%), tendo se destacado a producdo no meio de
desenvolvimento com fonte protéica de BSA+FE (62,69%) (p<0,05) (tabela 22).

Tabela 21: Taxa de clivagem e producgéo de embrides apos Maturacdo dos odécitos em
meio suplementado com BSA+FE e cultivo dos embrides em meio suplementado com
BSA e associagbes com SFB e FE.

_ . _ EmbriGes Embrices/
Desenvolvimento  Od6citos  Clivagem (%) _ i
Total Odcitos (%)  Clivados (%)
BSA 266 224 (84,21) 63 23,68% 28,13%
BSA+SFB 291 254 (87,29) 80 27,492 31,50%
BSA+FE 296 244 (82,43) 84 28,38° 34,432
BSA+SFB+FE 267 229 (85,77) 89 EEiSEs 38,86
TOTAL 1120 951 (84,91) 316 28,21 33,23

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de xz._

Tabela 22: Resultado de eclosdo apés reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com odécitos Maturados em BSA+FE e cultivo de
desenvolvimento em BSA e associacdes com SFB e FE.

EMBRIOES
Desenvolvimento — i : _
Vitrificados Reaquecidos Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h
BSA 54 45 9 (20,00)? 14 (31,11)%
BSA+SFB 70 52 13 (25,00)* 22 (42,31)%
BSA+FE 75 67 28 (41,79)° 42 (62,69)°
BSA+SFB+FE 74 66 11 (16,67)? 24 (36,36)°
TOTAL 293 230 61 (26,52) 102 (44,35)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°.

5.4.6. Efeitos das fontes protéicas no cultivo de desenvolvimento dentro do
cultivo de maturacéo com SFB+FE.

A producdo de embrides no tratamento com SFB+FE como fonte protéica na
maturacdo foi uma das melhores (43,53%) e influenciada pelas fontes protéicas do

cultivo do desenvolvimento (p<0,05). A menor taxa de producao foi observada no cultivo
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de desenvolvimento onde se utilizou 0 BSA (36,33%), a maior taxa de producdo quando
se utilizou o BSA+SFB+FE (50,20%) e taxas intermediarias quando se utilizou
BSA+SFB (44,18%) e BSA+FE (43,44%) e (tabela 23).

A taxa de eclosdo dos embrides vitrificados, reaquecidos e cultivados por 48
horas dentro do cultivo de maturagdo com SFB+FE foi a mais elevada (média de
44,90%) e néo foi influenciada pelas fontes protéicas do cultivo de desenvolvimento.
Assim mesmo apresentou a menor taxa de eclosdo quando o desenvolvimento
embrionario foi em BSA+SFB (38,04%) e a maior em BSA (55,26%) (tabela 24).

Tabela 23: Taxa de clivagem e producéo de embrides apos Maturacdo dos odcitos em
meio suplementado com SFB+FE e cultivo dos embrides em meio suplementado com
BSA e associa¢gbes com SFB e FE.

. _ . Embrides Embrides/
Desenvolvimento  Odcitos  Clivagem (%) i i
Total Odcitos (%)  Clivados (%)
BSA 277 256 (92,42) 93 33,57 36,33
BSA+SFB 297 249 (83,84) 110 37,042 44,18%
BSA+FE 259 221 (85,33) 96 37,072 43,44%
BSA+SFB+FE 295 255 (86,44) 128 43,39° 50,20"
TOTAL 1128 981 (86,97) 427 37,85 43,53

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°..

Tabela 24: Resultado de eclosdo apés reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com oécitos Maturados em SFB+FE e cultivo de
desenvolvimento em BSA e associa¢des com SFB e FE.

EMBRIOES
Desenvolvimento
Vitrificados Reaquecidos  Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h
BSA 85 76 24 (31,58)% 42 (55,26)%
BSA+SFB 100 92 23 (25,00)* 35 (38,04)%
BSA+FE 77 71 22 (30,99)% 32 (45,07)%
BSA+SFB+FE 122 104 22 (21,15)% 45 (43,27)%
TOTAL 384 343 91 (26,53) 154 (44,90)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de y°.
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5.4.7. Efeitos das fontes protéicas no cultivo de desenvolvimento dentro do
cultivo de maturacdo com BSA+SFB+FE.

A producédo de embrides no tratamento com BSA+SFB+FE como fonte protéica
na maturacdo foi uma das melhores (46,00%) e influenciada pelas fontes protéicas do
cultivo do desenvolvimento (p<0,05). A menor taxa de producédo foi observada no cultivo
de desenvolvimento onde se utilizou 0 BSA (33,98%) e as maiores taxas de producao
quando se utilizou o BSA+FE (52,35%) e BSA+SFB+FE (51,06%) e producéao
intermediaria quando se utilizou o BSA+SFB (46,67%) (tabela 25).

A taxa de eclosdo dos embrides vitrificados, reaquecidos e cultivados por 48
horas dentro do cultivo de maturagdo com BSA+SFB+FE foi de 42,48%, tendo se
destacado, com melhores taxas, quando a producéo foi nos meios de desenvolvimento
com fonte protéica BSA (56,06%) e BSA+FE (50,52%) e a pior taxa, quando a producdo
foi no meio de desenvolvimento com fonte protéica BSA+SFB (22,62%) (p<0,05) (tabela
26).

Tabela 25: Taxa de clivagem e producéo de embrides apos Maturacdo dos odécitos em
meio suplementado com BSA+SFB+FE e cultivo dos embrides em meio suplementado
com BSA e associa¢cdes com SFB e FE.

. _ . Embrides Embrides/
Desenvolvimento  Odécitos  Clivagem (%) i i
Total Odcitos (%)  Clivados (%)
BSA 291 259 (89,00) 88 30,242 33,98°
BSA+SFB 296 255 (86,15) 119 40,20° 46,67°
BSA+FE 312 277 (88,78) 145 46,47° 52,35"
BSA+SFB+FE 273 235 (86,08) 120 43,96" 51,06"
TOTAL 1172 1026 (87,54) 472 40,27 46,00

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de ..



60

Tabela 26: Resultado de eclosdo apds reaquecidos por 24 e 48 horas, de embrides
bovinos vitrificados, produzidos com oécitos Maturados em BSA+SFB+FE e cultivo de
desenvolvimento em BSA e associagbes com SFB e FE.

. EMBRIOES
Desenvolvimento — i : i
Vitrificados Reaquecidos  Eclodidos 24 h Eclodidos 48 h
BSA 81 66 27 (40,91)% 37 (56,06)%
BSA+SFB 105 84 16 (19,05)° 19 (22,62)°
BSA+FE 121 97 44 (45,36)% 49 (50,52)%
BSA+SFB+FE 112 92 20 (21,74)° 39 (42,39)2
TOTAL 419 339 107 (31,56) 144 (42,48)

Colunas com letras diferentes diferem entre si p<0,05, teste de »°
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6. CONCLUSOES

Conforme a metodologia utilizada neste estudo e os resultados obtidos, pode-se

concluir que:

A presenca do SFB como fonte protéica Unica ou associado ao BSA e ou FE

durante a maturagao oocitaria aumenta a taxa de producdo embrionaria.

O SFB e FE associados ao BSA como fontes protéicas no cultivo de

desenvolvimento embrionario melhoram a taxa de producdo embrionaria.

O SFB associado ao BSA e ou FE como fonte protéica no desenvolvimento
embrionario aumenta a taxa de producdo embriondria, entretanto prejudica a

sobrevivéncia embrionaria a criopreservacao.

O FE como fonte protéica Unica ou associada durante a maturacdo oocitaria

melhora a sobrevivéncia embrionéria a criopreservagao.

O FE como fonte protéica associado ao BSA no desenvolvimento melhora a taxa

de sobrevivéncia embrionaria a criopreservacao.
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