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REDUGAO DO CONTEUDO LIPIDICO INTRACITOPLASMATICO DE EMBRIOES
BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO COMO ESTRATEGIA PARA MELHORAR A
CRIORESISTENCIA AO PROCESSO DE VITRIFICACAO

RESUMO - O presente estudo teve como objetivos avaliar os efeitos de
estimuladores da lipolise (Forskolin: Forsk) e inibidores da lipogénese (Acido
Linoléico: LA) durante o cultivo in vitro (CIV) sobre o acumulo de lipidios
intracitoplasmaticos e criotolerancia do embrido bovino, bem como avaliar o efeito do
tratamento dos embrides com Forsk sobre a taxa de concepg¢ao apds transferéncia
para receptoras. Odcitos (n=1242) foram maturados in vitro (MIV) durante 22h a
38,5°C e 5% de CO2 em ar em meio TCM-199 bicarbonato com 10% SFB e
horménios. Apds fecundagéo, os provaveis zigotos foram cultivados em meio SOF
(grupo Controle) suplementado com: 100 yM LA durante todo o periodo do CIV
(grupo LA); ou 5 uM Forsk a partir do dia 6 do CIV (grupo Forsk); ou com associagao
de LA e Forsk, como acima descrito (grupo LA+Forsk). O CIV foi conduzido a 38,5°C
e 5% de CO, em ar, por 7 dias. O desenvolvimento embrionario foi avaliado no dia 7
do CIV (D7), quando os blastocistos foram corados com Sudan Black B 1% para
determinacgdo do conteudo lipidico intracitoplasmatico. Os embrides foram avaliados
em microscopia de luz e as imagens obtidas foram analisadas por Q-Capture Pro
Image Software. O grupo Controle foi escolhido como calibrador e a média de cada
grupo foi dividida pela média do calibrador para calcular a intensidade relativa de
pixels, expressa em unidades arbitrarias. Os blastocistos expandidos foram
vitrificados (Vitri Inga®), aquecidos e cultivados por 24h em SOF para determinagéo
das taxas de re-expansao. Os dados foram analisados por ANOVA seguido por teste
de Tukey, e as taxas de re-expansao por qui-quadrado (P<0,05). N&o foi observada
diferenga entre os grupos (P>0,05) na taxa de produgdo de blastocistos entre os
grupos (variagédo entre 47,2+3,9% e 51,6+5,5%). Observou-se diminuicdo (P<0,05)
da quantidade de lipideos intracitoplasmaticos nos embrides do grupo Forsk
(0,86+0,04) comparado com Controle (0,991£0,02) e LA (1,02+0,02); no entanto, o
grupo LA+Forsk (0,95£0,03) nado diferiu (P>0,05) dos demais. Nao houve diferencga
(P>0,05) entre os grupos na taxa de re-expansao imediata apdés o aquecimento (Oh:
30,8% a 41,9%). Apos cultivo de 24h, a re-expansao foi maior (P<0,05) no grupo
Forsk (71,4%) comparado com Controle (46,2%) e LA+Forsk (45,2%); o grupo LA
(65,1%) néo diferiu dos demais (P>0,05). Baseado nestes resultados, o tratamento
com 5 yM Forsk foi escolhido para o desenvolvimento do préoximo experimento:
oocitos (n=1947) foram aspirados de 22 doadoras Nelore e foram maturados e
fecundados in vitro como acima descrito. Os provaveis zigotos foram cultivados de
acordo com os tratamentos Controle e Forsk acima descritos e, no D7, foram
vitrificados e aquecidos, antes de serem transferidos para receptoras sincronizadas.
Os dados da taxa de concepcgao foram analisados através do modelo linear misto
generalizado com medidas repetidas, do pacote Imea4 do software R v3.2.5. A taxa
de concepgao apds transferéncia dos embrides aquecidos foi semelhante (P>0,05)
entre os grupos Controle (25,00+6,53%) e Forsk (30,77+7,39%). De acordo com os
resultados obtidos, o tratamento com Forsk foi eficiente para promover a reducio da
guantidade de lipideos intracitoplasmaticos e melhorar a criotolerancia de embrides
bovinos produzidos in vitro. Apesar disso, ndo aumentou a taxa de concepcao.
Palavras-chave: acido linoleico, criopreservagao, forskolin, concepcao,
transferéncia de embrides PIVE
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REDUCTION OF INTRACYTOPLASMIC LIPID CONTENT IN /N VITRO-
PRODUCED BOVINE EMBRYOS AS A STRATEGY TO IMPROVE THE
CRYORESISTANCE TO VITRIFICATION

ABSTRACT - The objective of the present study was to evaluate the effects of
supplementation of in vitro culture (IVC) medium with drugs that stimulates the
lipolysis (Forskolin: Forsk) and inhibit the lipogenesis (Linoleic Acid LA) on the
intracytoplasmic lipid content and cryotolerance of bovine embryos, as well as to
evaluate the effect of treatment of embryos with Forsk on the pregnancy rates after
transfer to synchronized recipients. Oocytes (n=1242) were matured in vitro for 22h
at 38.5°C and 5% COz in air in medium TCM199 with 10% FCS and hormones. After
fertilization, presumptive zygotes were cultured in SOF medium (Control group)
supplemented with: 100 uM LA throughout the culture period (LA group); or 5 uM
Forsk from the 6™ day to the end of the culture (Forsk group); or with the association
of LA and Forsk, as described above (LA+Forsk group). The IVC was conducted at
38.5°C and 5% CO; in air, for 7 days. Embryonic development was assessed on day
7 of culture (D7), when blastocysts were stained with 1% Sudan Black B to determine
the intracytoplasmic lipid content. The embryos were evaluated by light microscopy
and the images were analyzed by Q-Capture Pro Image software. The Control group
was chosen as a calibrator and the measured value of each treatment was divided by
the mean of the calibrator to generate the relative expression levels of pixels,
expressed in arbitrary units. The expanded blastocysts were vitrified (Vitri Inga®),
warmed and cultured for 24h in SOF to evaluate the re-expansion rates. The data
were analyzed by ANOVA followed by Tukey's test and rates of re-expansion by qui-
square (P<0.05). No differences were observed between treatments (P>0.05) in
blastocysts production rates (47.2+3.9% to 51.6£5.5%). Intracytoplasmic lipid content
was decrease (P<0.05) in embryos from Forsk group (0.86+0.04) compared to
Control (0.99£0.02) and LA (1.02+£0.02); however, all these treatments were similar
(P>0.05) to LA+Forsk group (0.95+0.03). There were no differences (P>0.05)
between treatments in the rates of re-expansion immediately after warming (Oh:
30.8% to 41.9%); after 24h of culture post-warming the re-expansion rates were
higher (P<0.05) in Forsk group (71.4%) compared with Control (46.2%) and
LA+Forsk (45.2%) groups, but there were no diferences between LA group (65,1%)
and the other groups (P>0.05). Based on these results, treatment with 5 yM Forsk
was chosen for the next experiment: oocytes (n=1947) were aspirated from 22
Nelore donnors and were matured and fertilized in vifro as described above.
Presumptive zygotes were cultured according to the treatments Control and Forsk as
described above, and in D7 the expanded blastocysts were vitrified and warmed,
before being transfered to synchronized recipients. The data of pregnancy rates were
analyzed using a generalized linear mixed model framework with repeated
measurements, in the Ime4 package in R v3.2.5 software. The pregnancy rates after
transfer of vitrified-warmed embryos were similar (P>0.05) between Control
(25,00+6,53%) and Forsk (30,77+7,39%) groups. According to the results, treatment
with Forsk was effective to promote the reduction of intracytoplasmic lipids content in
in vitro-produced bovine embryos and improved their cryotolerance. Nevertheless, it
did not increase the pregnancy rates.

Keywords: linoleic acid, cryopreservation, forskolin, pregnancy, IVP embryos
transfer.



1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, a introdugdo de biotecnologias reprodutivas inovadoras
na pecuaria permitiu crescimento significativo do setor e possibilitou maior eficiéncia
e rentabilidade aos produtores e suas empresas de produgcédo animal (BLONDIN,
2015). O aprimoramento e a difus&o da técnica de inseminacao artificial em bovinos,
dentro dos programas de melhoramento genético animal, bem como a demanda por
sistemas de producdo mais eficientes, intensificaram o estudo e o desenvolvimento
de biotecnologias como transferéncia, producdo in vitro, criopreservacédo e
micromanipulacéo de embrides.

Nas espécies de interesse zootécnico, a aplicagdo dessas biotecnologias,
principalmente a produgao in vitro de embrides (PIVE) e a criopreservagao, possui
mercado potencial atrativo, considerando que, segundo dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil possuia 209 milhées de bovinos em 2014
(http://www.ibge.gov.br).

Atualmente, a producgéo global de embrides produzidos in vitro na espécie
bovina ultrapassou a marca de meio milhdo, com um total de 546.628 embrides FIV
produzidos, sendo 517.587 por “Ovum Pick-Up” (OPU) e 29.041 por ovarios de
matadouros. Deste total, 70,8% dos embrides por OPU foram produzidos pelo Brasil
(PERRY, 2015).

A PIVE esta sendo cada vez mais utilizada na industria de transferéncia de
embrides, devido a uma melhora significativa nos meios de cultivo in vitro
(BLONDIN, 2015), a fim de se obter embrides de melhor qualidade e com resultados
superiores de prenhez, tanto de embrides frescos como criopreservados.

A criopreservagao de embrides tem sido uma ferramenta util a embriologia,
desde o relato da primeira criopreservagdao em camundongos realizada com sucesso
em 1972 (WHITTINGHAM et al.,, 1972). Esta biotecnologia € uma ferramenta
fundamental para o armazenamento e para o intercambio de recursos genéticos de
animais de producéo e de espécies ameagadas de extingdo (ALMINANA; CUELLO,
2015).

O aperfeicoamento dos protocolos de congelamento e desenvolvimento da

técnica de vitrificagdo levaram a grandes avangos na criopreservagao de embrides



nos ultimos 30 anos (ALMINANA; CUELLO, 2015). Atualmente, a criopreservagéo
de embrides é rotineiramente utilizada em programas comerciais de transferéncia de
embrides (TE) bovinos produzidos in vivo; de acordo com a “International Embryo
Transfer Society” (IETS), em 2013 quase 60% das transferéncias de embrides
bovinos foram realizadas utilizando embrides criopreservados (IETS, 2014).

A grande quantidade de lipidios em embrides produzidos in vitro implica em
maior sensibilidade dos embrides a injurias causadas pelo frio (PEREIRA et al.,
2008). A remogao mecanica de lipidios antes da criopreservagao foi proposta por
Nagashima et al. (1995) para superar este problema. No entanto, as manipulagdes
que perturbam a zona pelucida devem ser evitadas e, devido a isso, a delipidacéo
parcial por agentes quimicos tem sido proposta como uma estratégia mais
adequada. Neste sentido, o uso de agentes lipoliticos, tal como o forskolin (MEN et
al., 2006), ou de agentes inibidores da lipogénese, tal como o acido linoleico
(PEREIRA et al., 2004; 2007; 2008), demonstrou efeito positivo no aumento das
taxas de sobrevivéncia embrionaria pds-criopreservacao ao promover a diminuigao
do conteudo lipidico dos embrides bovinos. Contudo, a associagdo destes agentes
ainda nao foi descrita na literatura.

Desta forma, para produzir embrides in vitro mais criotolerantes, a proposta
deste estudo foi utilizar o agente lipolitico forskolin e o agente inibidor da lipogénese
acido linoleico, isoladamente ou em associagao, visando diminuir a quantidade total
de lipidios intracelulares, aumentar a sobrevivéncia pds-aquecimento e aumentar as
taxas de concepcdo apos transferéncia de embrides criopreservados para

receptoras.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Suplementos proteicos e macromoléculas adicionados ao meio de cultivo
in vitro de embrides bovinos e seus efeitos sobre o acumulo lipidico

intracitoplasmatico

O soro fetal bovino (SFB) e a albumina sérica bovina (BSA) sdo as fontes
proteicas mais utilizadas no cultivo in vitro (MINGOTI et al., 1995). Quase todos os
meios desenvolvidos para suportar o crescimento do embrido de bovinos produzido
in vitro contem soro e/ou BSA como proteina complementar e fonte de fatores de
crescimento (MUCCI et al., 2006). Varios autores relatam os efeitos benéficos
destas substancias (CAROLAN et al., 1995) pois, quando adicionado ao meio, o
SFB melhora significativamente as taxas de desenvolvimento embrionario
(PEREIRA et al., 2008; LEIVAS et al., 2011; SUDANO et al., 2011).

Em contrapartida, embrides cultivados na presenga de soro apresentaram
maior acumulo de lipidios citoplasmaticos, os quais sdo responsaveis por maior
sensibilidade desses embrides ao processo de criopreservagao (ABE et al., 2002;
RIZOS et al., 2003). O SFB pode interferir no metabolismo lipidico dos embrides de
trés formas: aumentando a neosintese de lipidios (especialmente os triacilgliceridios)
em embrides (ABD EL RAZEK et al., 2000); aumentando o conteudo lipidico por
internalizagcdo das lipoproteinas presentes no soro (FERGUSON; LEESE, 1999;
SATA et al, 1999); ou alterando o metabolismo lipidico na mitocdndria,
principalmente aumentando os estoques de lipidios intracelulares (ABE; HOSHI,
2003).

A sintese ou o acumulo excessivo de lipidios nos embrides, induzidos pela
presenca de SFB, ddo aos embrides uma aparéncia escura quando comparados
com embrides produzidos sem SFB ou com embrides obtidos in vivo (ABE et al.,
1999b, 2002; ABE; HOSHI, 2003; PEREIRA et al., 2007; RIZOS et al., 2008).
Blastocistos produzidos sem a adigao de SFB apresentam redugcdo no acumulo de
gotas lipidicas e melhoria na resisténcia a criopreservacéo (ABE et al., 2002; DIEZ et
al., 2001), no entanto, as taxas de desenvolvimento de blastocistos em meio

suplementado com soro é superior € tem sido observada por diversos autores



(PINYOPMMINTR; BAVISTER, 1991; ECKERT; NIEMANN, 1995; CHO et al., 2002;
PEREIRA et al., 2007).

2.2 Metabolismo lipidico celular

Nas células, os lipidios servem como fonte de energia e sdo componentes
criticos para sua estrutura fisica e funcional. O conteudo e a composicao de lipidios
em odcitos e embrides podem influenciar sua competéncia e seu impacto pode ser
critico, particularmente durante a criopreservacéo (SANTOS et al., 2008). Todavia,
sabe-se que os acidos graxos sao utilizados como fonte de energia durante a
maturagdo oocitaria e desenvolvimento embrionario inicial (FERGUSON et al.,
2006), até o estagio de 8 a 16 células, que em bovinos corresponde a ativagao do
genoma do préprio embrido e inicio da sintese de novo de transcritos (LIM et al.,
1999).

Os lipidios sdo compostos caracterizados por sua insolubilidade em agua,
sendo os mais importantes os triacilglicerois (TAG) e os fosfolipidios (FL). Os
fosfolipidios sdo compostos por uma cadeia de 3 carbonos, no qual um grupo de
cabeca-fosfato € aderido a um carbono posicionado no final do esqueleto carbbnico
e dois acidos graxos sdo conectados aos 2 outros carbonos (Figura 1). Tanto os
acidos graxos, como seus grupos cabecga-fosfato, podem variar em sua composi¢ao
e essa variagcdo é que determinara as propriedades das membranas celulares
(EDIDIN, 2003).

Os TAG sao a principal forma de estocagem de energia em diversos
organismos, ja os FL s&o o principal componente da estrutura da bicamada lipidica
das membranas bioldgicas (Figura 2). Goticulas lipidicas podem ser encontradas em
quase todos os organismos como parte integrante do armazenamento de energia
nas células e contém principalmente triacilglicerois e ésteres de colesterol
(PEREIRA et al., 2007).
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Figura 1: Estrutura quimica e representagédo de um fosfolipidio (fonte: dominio publico).
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Figura 2: Esquema da bicamada lipidica que constitui as membranas celulares (fonte: dominio
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A maior parte dos lipidios intracelulares em odcitos e embrides bovinos s&o os
TAG (Mc EVOY et al.,, 2001; CHARPIGNY et al., 2003), correspondendo a 50% da
massa lipidica total em embrides produzidos in vivo (CHARPIGNY et al., 2003). No
entanto, essa proporgcado pode alcancar até 88% da massa de lipidios em embribes
produzidos in vitro (PEREIRA et al., 2008). Isso porque a concentragao permanece
estavel nos embrides in vivo do estagio de 2 células até o estagio de blastocisto,

enquanto que a reserva de TAGs em embrides produzidos in vitro pode duplicar no



estagio de blastocisto, especialmente em embrides expostos a cultura com soro fetal
bovino a partir de 4 células (CHARPIGNY et al., 2003).

Os TAGs sédo os componentes majoritarios do nucleo da gota lipidica
citoplasmatica nas células. Sdo formados na membrana microssomal do reticulo
endoplasmatico (RE) de qualquer célula (MARCHESAN et al., 2003) e sao
compostos por um glicerol que tem esterificados seus trés grupos hidroxilas por trés
acidos graxos, saturados ou insaturados. Existem dois percursores do glicerol 3-
fosfato, os acil-CoA graxos, formados a partir de acidos graxos, e a diidroxiacetona
fosfato, que aparece durante a glicolise (LEHNINGER, 2002). A biossintese dos
triacilglicerdis € composta por trés grandes reagdes: primeiro ocorre a acilagdo dos
dois grupos hidroxila livres do 1-glicerol 3-fosfatase por dois acil-Coa que dardo
origem ao diacilglicerol 3-fosfatase, também denominado acido fosfatidico, que em
continuagao sera hidrolisado e convertido em 1,2-diacilglicerol e, por ultimo, sofrera
uma transesterificagdo com um terceiro acido graxo, convertendo o acido fosfatidico,
ao fim, em triacilglicerol (LEHNINGER, 2002). A enzima responsavel por essa ultima
reacao e, portanto, a mais importante na formacgao desses lipidios, € a diacilglicerol
aciltransferase 2 (DGAT2) ,localizada no RE e nas gotas lipidicas, enzima que
também esta relacionada com a entrada de triacilglicerdis nas gotas ja formadas
(KUERSCHNER et al., 2009).

Outra categoria de lipidios que tem recebido crescente atengdo no
metabolismo de odcitos e embrides s&o os acidos graxos poliinsaturados (Figura 3),
0S quais recebem essa denominagao por apresentarem mais de uma saturagao ou
dupla ligagdo em sua molécula. De acordo com a posi¢gao da dupla ligacdo entre
carbonos, podem ainda ser classificados como Omega 6, Omega 3 e Omega 9
(WATHES et al., 2007).
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Figura 3: Estrutura quimica do LA, CLA cis 9 frans 11, CLA trans 10 e cis 12 e ALA (fonte: TRAN et
al., 2010).

Os lipidios s&o essenciais para qualquer célula, pois estes fornecem a energia
necessaria para o metabolismo celular. Porém, durante a B-oxidagao dos lipidios,
sdo produzidas espécies reativas de oxigénio (ROS), que numa alta concentragao
podem lesionar as mitocondrias, comprometendo seu funcionamento (DUVNJAK et
al., 2007).

Adicionalmente, a alta quantidade de lipidios € um fator limitante para o
sucesso da técnica de criopreservacao. Apesar disso, a presenca de lipidios é
essencial, ja que os mesmos sao responsaveis pelo fornecimento energético dentro
de qualquer célula. Assim, o balango entre sintese/acumulo e utilizagao de lipidios
deve ser melhor compreendida para que sejam produzidos embrides com melhor

qualidade e maior criotolerancia.
2.3 Métodos de delipidacao de embrides
2.3.1 Delipidagao mecanica

Para melhorar os indices de criotolerancia embrionaria, uma estratégia

interessante consiste na redugao do conteudo lipidico em embrides. A delipidacao



mecanica tem sido aplicada nos estagios iniciais do desenvolvimento de embrides
suinos e de embrides clone bovinos (USHIJIMA et al., 1999; DIEZ et al., 2001) por
meio da polarizagdo das gotas lipidicas por centrifugacdo e remocéao fisica do
excesso de lipidios. Entretanto, € um método invasivo e este mecanismo altera o
desenvolvimento potencial de blastocistos transferidos para receptoras (DIEZ et al.,
2001). Além disso, a delipidacdo mecéanica aumenta substancialmente a chance de
transmissdo de patégenos por causa da zona pelucida danificada apos
micromanipulacdo (STRINGFELLOW, 1998). Este método € também extremamente

trabalhoso e demorado.

2.3.2 Delipidagao quimica

2.3.2.1 Forskolin

Pode-se induzir a lipolise com auxilio de agentes lipoliticos, tais como
norepinefrina, dibutiril cAMP, isoproterenol, forskolin e teofilina (SEAMON et al.,
1981; HOLM, 2003). O forskolin ja foi utilizado para induzir aumento na lipolise de
oocitos maturos de suinos (FU et al.,, 2011) e de embrides de suinos (MEN et al.,
2006). Esta droga (7B-acetoxi-8, 13-expoxi-1a, 6B, 9a-triidroxi-Labd-14-en-11-one,
C22H3407) é derivada da familia dos dipertenos (SEAMON et al., 1981; SEAMON;
DALY 1981; BILODEAU-GOESEELS, 2006) e € um agente ativador da adenilato
ciclase. Atua em células intactas e esta relacionado aos niveis de adenosina
monofosfato ciclica (cCAMP), importante para as fungdes fisiologicas de varios
sistemas (SEAMON et al., 1981; HO; SHI, 1982; EK et al.,, 1997; ARRESE et al.,
1999).

Em termos bioquimicos, a ligagao da proteina G (molécula de sinalizagao) ao
seu receptor causa a hidrélise na proteina G, liberando a subunidade a que, por sua
vez, ira estimular a adenilato ciclase a ativar também a enzima adenilciclase
(proteina integral da membrana plasmatica) que catalisa ATP para produzir cAMP. O
cAMP consiste no sistema mais importante de regulacédo da lipolise (LAFONTAN;
BERLAN, 1993), pois estimula a proteina quinase (PKA) a catalisar a fosforilagdo de

enzimas-alvo ou de fatores de transcricdo. No caso dos lipidios, a PKA fosforila a



triacilglicerol lipase, que causa lise dos triglicerideos, liberando acidos graxos e
formando glicerol (NELSON; COX, 2002; FAHERTY et al., 2007; CAMPBELL;
FARREL, 2008). Sendo assim, a atividade lipolitica intracelular € normalmente
mensurada pela dosagem do glicerol liberado durante a hidrolise dos triglicerideos
(MEN et al., 2006).

Em células lipidicas, existe uma relagado entre o aumento dos niveis de cAMP
e a lipdlise dos triglicerideos (HONNOR et al., 1985), sendo que as catecolaminas
(norepinefrina e epinefrina) sdo os reguladores mais sofisticados sobre essas células
a partir de seus cinco receptores de membrana (1, B2, B3, a1 e a2). No momento
em que as catecolaminas se ligam aos seus receptores, o receptor controlador da
concentracdo de cAMP aumenta, elevando os niveis de cAMP intracelular (a partir
do ATP) promovendo a ativagado da PKA, a qual fosforila os residuos de serina na
lipase horménio sensivel (HSL). Apds a HSL ser transferida para a gota lipidica, esta
estimulara a lipdlise dos triglicerideos (HONNOR et al, 1985; LAFONTAN; BERLAN,
1993).

A enzima adenilato ciclase é composta por trés proteinas basicas: uma
subunidade catalitica (enzimatica), que converte o substrato ATP em cAMP; um
nucleotideo guanina, ligado a uma proteina que medeia a ativagcdo hormonal; e um
receptor hormonal (RODBELL, 1980; LAFONTAN; BERLAN, 1993). A regulagéo
fisiolégica dessa enzima e dos niveis intracelulares de cAMP, ocorre primeiramente
pela interag&o iniciada por horménios ligados ao receptor, a qual é mediada por uma
guanina (SEAMON; DALY, 1981). O forskolin, sendo um ativador da adenilato
ciclase, atua rapidamente e reversivelmente direto na subunidade catalitica da
adenilato ciclase, sem a necessidade da presenca da guanina (SEAMON et al.,
1981; SEAMON; DALY, 1981).

O mecanismo de agao do forskolin esta representado na Figura 4.
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Figura 4: Esquema representativo da agao do forskolin como agente lipolitico no embrido: ativagcao
da adenilato ciclase, do monofosfato de adenosina ciclica (cAMP) e liberagdo do glicerol (fonte:

SUDANO et al., 2013 adaptado por PASCOAL, 2013).

Os dados relativos ao efeito do forskolin em embrides de PIVE em Bos

indicus e os efeitos nas taxas de prenhez de embrides bovinos PIVE e
criopreservados sédo escassos. A adigdo de forskolin ao meio de cultivo de embrides
bovinos PIVE de Bos indicus antes da vitrificacdo pode melhorar as taxas de

sobrevivéncia, proporcionando taxas de prenhez satisfatérias apds a transferéncia

desses embrides (SANCHES et al., 2013).

2.3.2.2 Acido linoleico

Ha grande evidéncia de que a quantidade de lipidios em odcitos e embrides,

bem como o metabolismo dessas células, podem ser modificados por mudangas na
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composi¢cado dos meios de cultivo, particularmente pela adicdo de SFB (STURMEY et
al., 2009). Sabe-se que durante a maturagao in vitro (MIV) ocorre a absor¢ao de
lipidios provenientes do SFB, por parte de odcitos bovinos (KIM et al., 2001).
Todavia, independente do mecanismo pelo qual isso ocorre, 0 acumulo excessivo de
lipidios intracelulares durante o desenvolvimento embrionario in vitro prejudica a
qualidade dos embrides PIVE, devido ao aumento de sua sensibilidade ao estresse
oxidativo e a criopreservagao (PEREIRA et al., 2008; AL DARWICH et al., 2011).

O acido linoleico (LA) € um acido graxo poliinsaturado (PUFA) da familia
Omega-6 e é denominado essencial por ndo ser sintetizado pelos organismos
(SCHMITZ; ECKER, 2008). Sabe-se que o LA é o acido graxo mais abundante no
fluido folicular e sua concentracdo diminui significativamente de acordo com o
aumento do tamanho do foliculo (HOMA; BROWN, 1992). Isso sugere que o LA tem
um papel importante na regulagdo da maturagao oocitaria e que concentragdes mais
elevadas desse PUFA sido necessarias no inicio desta etapa para que o odcito
permaneca no estadio de vesicula germinativa até a retomada da meiose (MAREI et
al., 2010).

A maioria dos estudos relatou resultados favoraveis apos a utilizacdo de
PUFAs sobre a congelabilidade embrionaria, devido ao aumento da fluidez da
membrana (nivel de insaturagcédo), o que pode ser devido tanto a incorporagdo na
membrana do embrido ou na redugao do teor de triacilglicerol (HOCHI et al., 1999;
TOMINAGA et al., 2000; ZERON et al., 2001; 2002; PEREIRA et al., 2008).

A forma conjugada do LA (CLA), especialmente o isbmero trans-10, cis-12,
regula negativamente a expressdo de RNAm de algumas proteinas relacionadas
com o metabolismo dos lipidios, o que afeta os niveis de acidos graxos saturados e
insaturados, podendo contribuir para alteragdes na fluidez da membrana e
criotolerancia (AL DARWICH et al., 2011).

Shehab-El-Deen et al. (2009) observaram que a adi¢cado de acidos graxos nao
esterificados na etapa de MIV, como o acido palmitico e estearico, pode prejudicar a
criopreservacgao dos blastocistos produzidos. Por outro lado, trabalhos mais recentes
relataram os possiveis efeitos benéficos que outros &acidos graxos podem
proporcionar na MIV, como o acido linolénico, que ajuda na progressdo meiotica ao

aumentar a atividade da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) (MAREI et



12

al., 2010). Os acidos araquiddnico (C:20:4), eicosapentaenoico (C:20:5) (MARQUES
et al., 2007) e o CLA (LAPA et al.,, 2011), quando adicionados ao meio de
maturacao, também promovem efeitos benéficos sobre a qualidade embrionaria e
criopreservacgao.

O CLA exerce efeitos especificos sobre os adipdcitos, por meio da inibicao da
expressdo de varios genes que codificam enzimas de sintese de lipidios
(PETERSON et al., 2003; GRANLUND et al., 2005), bem como a atividade da
lipoproteina lipase (PARK et al., 1999). Consequentemente, o CLA inibe a sintese e
absorgdo de acidos graxos, resultando em perda de triacilglicerois dos embrides
bovinos cultivados em meio contendo SFB (FERGUSON; LEESE, 1999;
CHARPIGNY et al., 2003). Pereira et al (2008) observaram redugao do conteudo dos
triacilglicerdis em embrides PIVE, induzida pelo CLA frans-10, cis-12, e isso
contribuiu para aumento da resisténcia do embrido a criopreservagao, pois segundo
os autores, o CLA tem a fungdo de bloquear a entrada de acidos graxos nos
adipdcitos, podendo interferir, deste modo, na deposicdo de acidos graxos nos
embrides. Em 2007, o mesmo grupo verificou que, em meios suplementados com
CLA, houve melhora na razdo de sobrevivéncia dos blastocistos depois do
congelamento lento e descongelamento (PEREIRA et al., 2008). Outros
pesquisadores também demostraram que a adigdo do acido linoleico melhora a
sobrevivéncia pos-descongelamento (IMAI et al., 1997; HOCHI et al., 1999;
TOMINAGA et al., 2000; PEREIRA et al., 2007; AL DARWICH et al., 2011) e este
efeito pode ser resultado do aumento na conversao de acidos graxos insaturados na
membrana antes do congelamento. Isto pode ocasionar aumento da fluidez da
membrana, que pode vir a melhorar a resisténcia do embrido ao congelamento
(HOCHI et al., 1999; TOMINAGA et al., 2000, ACCORSI et al., 2015).

2.4 Criopreservagao de embriées produzidos in vitro

O processo de criopreservagao visa manter o metabolismo celular em estado
de quiescéncia, tornando possivel a conservacdo de células e tecidos por tempo

indeterminado. O primeiro sucesso desta técnica foi mencionado por Whittingham
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(1971), utilizando embrides de camundongos. Desde entdo, muitas pesquisas tém
sido realizadas voltadas a criopreservagao de embrides bovinos PIVE, ja que os
mesmos S0 mais sensiveis a criopreservagao e resultam em taxas de gestagao
significativamente menores, quando comparados a embrides criopreservados
produzidos in vivo (HASLER, 1995; FAIR et al., 2001; DOBRISNKY, 2002;
MARTINEZ et al., 2006).

A maior parte dos métodos de criopreservacao € baseada em dois fatores, a
utilizacdo de crioprotetores e velocidade de arrefecimento (VAJTA; KUWAYAMA,
2006).

A fungao do crioprotetor € proteger as células e tecidos durante a congelagao
e 0 aquecimento. Sabe-se que uma das principais funcdes dos crioprotetores é
reduzir o ponto de solidificacdo das solugbes durante a congelagdo, aumentando
assim a taxa de sobrevivéncia das células (LEIBO et al., 1973). Para que uma
substancia tenha uma boa acdo crioprotetora, ela deve atuar elevando a
osmolaridade intracelular, controlando a desidratacédo e, ainda, interagindo com a
membrana celular, estabilizando-a (MERYMAN, 1974).

As solugdes de criopreservagao contém um ou mais tipos de crioprotetor,
varios sais € uma ou mais macromoléculas. De acordo com suas propriedades de
difusdo através das membranas bioldgicas, os crioprotetores podem ser divididos
em duas categorias: intracelulares, que sao solutos organicos responsaveis por
proteger as organelas das células durante a criopreservagdao [glicerol,
dimetilsulféxido (DMSO), metanol, etanol, etileno glicol (EG), 1,2 propanodiol, etc]; e
extracelulares, que sdo as macromoléculas e agucares cuja fungdo é reduzir a
formacgéao de gelo, facilitar a desidratagao das células e proteger a membrana celular
durante o aquecimento [glicose, lactose, sacarose, polivinilpirrolidona (PVP), etc]
(NIEMANN, 1991).

Até o momento, diversas técnicas para a criopreservacdo de embrides
provenientes da PIVE foram desenvolvidas ou vem sendo aperfeicoadas, a fim de
buscar seu melhor aproveitamento e facilitar a comercializagdo de embrides
difusores de genética privilegiada ou mesmo de grande expressdo econdmica ou
cientifica. Porém, sabe-se que ha muito a ser melhorado, visto que a taxa de

prenhez pdés-descongelagao varia em torno de 10% (ACCORSI et al., 2008).
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Varios estudos tém demonstrado que os embrides de PIVE sdo menos
resistentes aos procedimentos de criopreservagdao (HOLM; CALLESEN, 1998), o
que esta ligado com as caracteristicas morfologicas e fisiologicas destes embrides
(ABE et al, 1999a; b; ENRIGHT et al., 2000). Muitas das diferengas de qualidade
podem estar relacionadas com as condicbes de cultivo, especialmente pela
presengca de soro, considerado como responsavel pelo aumento no acumulo de
lipidios intracitoplasmaticos nos embrides de PIVE (ABE et al., 2002; RIZOS et al.,
2003; MOORE et al., 2007). Embora o mecanismo para o acumulo de lipidios
induzido pelo soro em embrides ndo seja totalmente compreendido (ABE et al.,
2002), o acumulo de lipidios intracelular pode ser parcialmente responsavel pela
grande sensibilidade ao congelamento (LEIBO et al., 1993; SEIDEL, 2006). Porém,
apesar da alta quantidade de lipidios ser um fator limitante para a criopreservacéo,
existe a necessidade da presenca dessas estruturas pelo fato das mesmas serem
responsaveis pelo fornecimento energético dentro de qualquer célula. Esse aporte
energético é imprescindivel para o adequado desenvolvimento embrionario e sera
dependente dos lipidios oocitarios durante as primeiras clivagens (STURMEY et al.,
2009). Ainda, além do conteudo lipidico afetar a sensibilidade e a sobrevivéncia dos
embrides criopreservados (ABE et al., 2002; STURMEY et al., 2009), ha outros
fatores que devem ser levados em conta, como: a origem do embrido (in vivo ou in
vitro), a razado congelamento e aquecimento, tamanho e estagio de desenvolvimento
do embrido, propriedades osmoticas e toxicidade dos crioprotetores (PALASZ et al.,
1996).

Para melhorar a criotolerancia, o congelamento de embrides foi substituido
por técnicas de arrefecimento mais rapidas, tal como a vitrificagdo (SOMMERFELD;
NIEMANN, 1999). Durante a vitrificagdo, uma maior concentragdo de crioprotetores
é utilizada, induzindo a solidificagdo da solugdo sem a formagao de cristais de gelo,
resultando em altas taxas de sucesso para odcitos e embrides de diferentes
espécies (SHAW et al, 1997; PTAK et al., 1999; CAMPOS-CHILLON et al., 2006).
Segundo Saragusty e Arav (2011), quanto maior a concentragdo de crioprotetores,
maior sera a temperatura de transicido para o estado vitreo, diminuindo assim a
chance de cristalizagado da agua e a formagao do gelo. Ainda, pequenos volumes de

crioprotetor permitem melhor transferéncia de calor, aumentado a taxa de
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resfriamento. A desvantagem da aplicagao da técnica de vitrificagdo € o aumento do
risco de injurias osmoticas causada pelas altas concentragdes de crioprotetores.

A vitrificacdo € o método mais eficiente para a criopreservagao de embrides
produzidos in vitro (VAJTA et al., 1998), os quais s&o mais sensiveis a crioinjurias do
que os seus homodlogos in vivo (POLLARD; LEIBO, 1994), porque eles contém maior
numero de goticulas lipidicas intracelulares (ABE et al., 2002), sendo que os
triacilglicerdis perfazem a maior parte dos lipidos intracelulares dos embrides (DIEZ
et al., 2001). Além disso, a sensibilidade dos embrides PIVE Bos indicus € maior do
que a dos embrides Bos taurus (VISINTIN et al., 2002). A extensdo da criolesdo é
dependente do tamanho e forma das células embrionarias, bem como da
permeabilidade da membrana e da sensibilidade e da qualidade dos embrides
(VAJTA; KUWAYAMA, 2006).

A sensibilidade a criopreservacdo € um fator inerente a blastocistos
produzidos in vitro (IMAI et al., 2002; RIZOS et al., 2001). A melhora na
sobrevivéncia apos a criopreservacédo pode ser atingida ao se alterar as condigbes
de cultivo in vitro e/ou ao modificar os métodos tradicionais de criopreservacao
utilizados (GOMEZ et al., 2008; MASSIP et al., 1995a).

O acumulo de lipidios intracelular pode ser parcialmente responsavel pela
grande sensibilidade ao congelamento (LEIBO et al., 1993; SEIDEL, 2006). Embora
a alta quantidade de lipidios seja um fator limitante para a criopreservagao, existe a
necessidade da presenga dessas estruturas pelo fato das mesmas serem
responsaveis pelo fornecimento energético dentro de qualquer célula. Esse aporte
energético é imprescindivel para o adequado desenvolvimento embrionario e sera
dependente dos lipidios oocitarios durante as primeiras clivagens (STURMEY et al.,
2009).

Para aumentar a sobrevivéncia de embrides PIVE apds a criopreservacao, €
necessario aperfeicoar a técnica de PIVE, bem como melhorar as técnicas de
criopreservagao. Neste sentido, a vitrificagdo vem sendo utilizada para tentar
produzir maiores taxas de sobrevivéncia embrionaria apds a criopreservagao
(SOMMERFELD; NIEMANN, 1999).
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3. HIPOTESE

A suplementagcdo do meio de cultivo in vitro com forskolin e acido linoleico,
seja isoladamente ou em associagao, estimula a diminuicdo da quantidade de
lipidios intracitoplasmaticos nos embrides produzidos, os quais se tornam mais
resistentes ao processo de criopreservagao e, consequentemente, geram maiores

taxas de prenhez apds transferéncia para receptoras.

4. OBJETIVOS

O presente estudo foi conduzido com o intuito de avaliar os efeitos da
suplementacdo do meio de cultivo in vitro com forskolin e/ou acido linoleico sobre o
acumulo de lipidios intracitoplasmaticos e crioresisténcia de embrides bovinos, com

a finalidade de otimizar a criopreservacao para fins comerciais.

4.1 Objetivos especificos

v' Avaliar os efeitos da suplementagdo do meio de cultivo in vitro de embrides
bovinos com diferentes concentragdes de forskolin sobre as taxas de
desenvolvimento embrionario e a quantidade de lipidios intracitoplasmaticos

(Experimento 1).

v Avaliar os efeitos da suplementacdo do meio de maturacéo in vitro com acido

linoleico sobre a progressédo meiotica (Experimento 2A).

v' Avaliar os efeitos da suplementacdo do meio com acido linoleico durante
diferentes etapas da producéo in vitro de embrides bovinos (maturagéo in
vitro, cultivo in vitro ou em ambos) sobre as taxas de desenvolvimento

embrionario e a quantidade de lipidios intracitoplasmaticos (Experimento 2B).
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v' Avaliar os efeitos da suplementagdo do meio de cultivo in vitro de embrides
bovinos com forskolin e acido linoleico, isoladamente ou associados, sobre o
desenvolvimento embrionario, quantidade de lipidios intracitoplasmaticos,
didametro embrionario, numero de células, potencial de membrana
mitocondrial, ocorréncia de apoptose e sobrevivéncia apds vitrificacdo e

aquecimento dos embrides (Experimento 3).

v' Avaliar os efeitos do tratamento com forskolin durante o cultivo in vitro de
embrides zebuinos (Bos taurus indicus) sobre o desenvolvimento
embrionario, crioresisténcia a vitrificagdo, sobrevivéncia apods vitrificagcado e
aquecimento, taxa de prenhez apds transferéncia de embrides frescos ou
vitrificados-aquecidos para receptoras bovinas sincronizadas, taxa de
nascimentos (MEP, abortos e natimortos) e o peso dos bezerros ao

nascimento (Experimento 4).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Condigbes experimentais

Os experimentos em laboratério foram realizados no Departamento de
Produgdo e Saude Animal, da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba,
Universidade Estadual Paulista, Campus de Aracatuba-SP. Os experimentos de
campo foram realizados na Fazenda Unido de Suzanapolis-SP e Cassilandia-MS,
entre os meses de agosto de 2014 a maio de 2016. Todas as manipulagbes
envolvendo os animais foram realizadas de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal da UNESP (Protocolo n° 015587/14).

5.2 Reagentes e solugodes

Os reagentes utilizados nos experimentos foram adquiridos da empresa
Sigma (Chemical Co. St Louis, MO, USA). Caso contrario, encontram-se
especificados no texto. Todos os reagentes sdo testados para cultivo celular ou
embrionario. Materiais plasticos e tubos foram obtidos da empresa Corning Inc.
(Acton, MA, USA).

O meio de lavagem e selegcédo de odcitos foi constituido por TCM-199 (Gibco
BRL, Grand Island, NY, USA) suplementado com 0,2 mM de piruvato, 20 mM de
HEPES, 5 mM de bicarbonato de sodio e 75 pg/mL de amicacina. O meio de MIV
utilizado foi o TCM-199 (Gibco, Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Invitrogen Co.), 0,2
mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de sédio, 50 ug/mL de amicacina, 0,5 pyg/mL
de FSH (Folltropin-V, Bionique Animal Health, Ontario, Canda) e 100 Ul/mL de hCG
(Vetecor, Hertape Calier).

O meio de fertilizagao utilizado foi o Tyrode’s albumin lactate pyruvate (TALP),
previamente descrito (PARRISH et al., 1988), contendo 0,2 mM de piruvato, 13 mM
de lactato de sodio, 50 ug/mL de amicacina e 40 yL/mL de solugdo de PHE (20 uM
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de penicilamina, 10 yM hipotaurina, e 2 uM epinefrina), 10 yg/mL heparina e 6
mg/mL de albumina sérica bovina (BSA) livre de acidos graxos.

O meio de cultivo embrionario utilizado foi o Synthetic Oviduct Fluid (SOF)
modificado, previamente descrito (VAJTA et al., 1999) e suplementado com 0,2 mM
de L-glutamina, 0,34 mM de citrato de sodio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de BME
aminoacidos essenciais, 1% MEM aminoacidos n&o essenciais, 50 pg/mL de
amicacina, 5 mg/mL de BSA e 2,5% (v/v) de SFB.

O meio de envase embrionario utilizado foi o H-SOF, que consiste do meio
SOF modificado suplementado com 20 mM de HEPES, 4 mg/mL de BSA e 5% (v/v)
de SFB.

5.3 Obtencao e selecao de oécitos provenientes de ovarios de abatedouro

Ovarios de vacas abatidas em frigorificos foram transportados em até 3 horas
em solugdo salina até o laboratério a uma temperatura entre 30-35°C. As pungdes
foliculares foram realizadas com seringa de 10 mL acoplada a uma agulha 18-G. O
material aspirado foi transferido para tubos de 50 mL, deixado em decantacéo por 15
minutos para posterior selegcdo dos odcitos. Somente complexos cumulus-oo6citos
(CCOs) com cumulus compacto e citoplasma homogéneo (Grau | e IlI) foram

selecionados para os experimentos.

5.4 Maturacgao in vitro

Os odcitos selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem.
Posteriormente, foram lavados uma vez em meio de maturacdo, antes de serem
transferidos para o cultivo de maturagdo. Os CCOs foram maturados em microgotas
de 90 pL de meio de maturagdo (no maximo, 25 estruturas), cobertas por dleo
mineral, em placas de poliestireno no experimento com forskolin ou em pocos
contendo 500 yL de meio de maturagdo (no maximo, 50 estruturas), sem dleo
mineral, em placas de cultivo celular de 4 pogos nos experimentos com LA. O cultivo
de MIV foi realizado durante 22 horas em incubadora a 38,5°C, 100% de umidade e

atmosfera de 5% de CO, em ar.
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5.5 Avaliagao da maturagao nuclear

Apoés a maturacdo, os odcitos foram desnudados por sucessivas pipetagens
em solucao de hialuronidase 0,2% em PBS, acrescido de 1% PVP. Posteriormente,
foram fixados em paraformaldeido 4% por 10 minutos e foram permeabilizados em
solugéo de Triton X-100 0,5% em citrato de sdédio 0,1% por 5 minutos. Em seguida,
foram corados com 1 pyg/mL de Hoechst 33342 por 15 minutos, no escuro, em
temperatura ambiente. Posteriormente, foram observados em microscoépio invertido
equipado com epifluorescéncia (Olympus, 1X51; excitagdo 404 nm e emissao 526
nm) para determinacdo do estadio da meiose. Os odcitos foram classificados em
imaturos (configuragcéo nuclear em vesicula germinativa - VG), maturos (metafase Il
- MIl) e em estadios intermediarios (Int) da meiose (incluindo as fases de: quebra da

vesicula germinativa - GVBD, metafase | - MI, anafase | — Al ou teléfase | - Tl).
5.6 Fertilizacao in vitro

Nos experimentos 1, 2 e 3 foi utilizado sémen de um unico touro da raga
Nelore; no experimento 4 foi utilizado sémen de um touro diferente, mas também da
raca Nelore. O sémen de ambos os touros utilizados eram pertencentes a uma unica
partida, de fertilidade previamente comprovada. Em cada réplica dos experimentos,
a palheta de sémen foi descongelada a temperatura de 36°C por 40 segundos e o
sedimento foi obtido por centrifugagdo em gradiente de densidade descontinua de
Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) em duas fases (250 yL de Percoll 45%
sobre 250 pL de Percoll 90%, em microtubo de 1,5 mL), durante 7 minutos a 2500xg,
em temperatura ambiente. O sedimento recuperado foi ressuspendido em meio de
fecundacéao e avaliado quanto ao volume, concentragao e motilidade espermatica. A
concentragéo final foi ajustada para 25x10° espermatozoides vivos/mL de meio
TALP-FIV.

Ap0s o cultivo de maturagéo, os CCOs foram lavados duas vezes em meio de
maturacdo e uma vez em meio TALP-FIV, sendo adicionados 25 CCOs por gota de

FIV. Aproximadamente 100x10° espermatozoides foram adicionados a cada gota de
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100 uL de meio TALP-FIV. A fertilizagao foi realizada a 38,5°C, por até 24 horas em

atmosfera de 5% de CO, em ar e 100% de umidade.

5.7 Cultivo de desenvolvimento embrionario in vitro

Apos a fertilizagdo os provaveis zigotos foram lavados e transferidos para o
meio de CIV. O cultivo foi realizado em microgotas de 90 yL de meio CIV (no
maximo, 25 estruturas), cobertas por 6leo mineral, em placas de poliestireno, nos
experimentos com Forskolin ou em pogos contendo 500 pyL de meio CIV (no
maximo, 50 estruturas), sem 6leo mineral, em placas de cultivo celular de 4 pogos,
nos experimentos com LA. O cultivo foi conduzido em incubadora com atmosfera de
5% de CO; em ar e temperatura de 38,5°C por até sete dias. Apds 72 horas de
cultivo, 50% do meio de cultivo foi renovado. A clivagem foi avaliada 72 hpi e o
desenvolvimento embrionario foi avaliado as 168 hpi (D7). O dia da fecundagéo foi

estabelecido como dia zero (DO).

5.8 Quantificacdo de lipidios intracitoplasmaticos e mensuragcao do diametro

embrionario

Para avaliacdo do acumulo lipidico intracitoplasmatico, blastocistos
expandidos em D7 foram fixados em solu¢ao de paraformaldeido 4% por 2 horas em
temperatura ambiente. Apds a fixagdo, os mesmos foram lavados em PBS-PVP e
imersos em solugéo de etanol 50% em agua destilada, durante 2 minutos. Em seguida
foram corados com Sudan Black B 1% diluido em etanol 70%, por 2 minutos.
Posteriormente, foram imersos 3 vezes, por 5 minutos cada, em solug¢ao de etanol 50%
e, em sequéncia, em agua destilada acrescida de 1% de PVP. Entédo, os blastocistos
foram colocados em laminas com glicerol para serem analisados no microscépio de luz
(IX51; Olympus, Tokio, Japdo). As imagens foram fotografadas e analisadas pelo
programa Q-Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26)
apos conversao em escala de cinza e delimitagcdo dos embrides para determinagao
do didmetro, da area e da intensidade média (pixels) pela area. A intensidade do

sinal de “background” foi subtraida dos valores medidos das imagens. O grupo
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Controle foi escolhido como calibrador e o valor de cada imagem foi dividido pela
meédia do calibrador para gerar os niveis de expresséo relativa de intensidade de

pixels (expressos em unidades arbitrarias de intensidade de pixels - UAIP).

5.9 Avaliagdo da taxa de apoptose embrionaria: detecgdao da fragmentagao

nuclear através da coloragcao com “Terminal Transferase Assay” - TUNEL

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

Os embrides foram lavados em PBS-PVP e incubados, em cadmara umida,
com 10 pyL da mistura (1:9 da enzima e do tampao, respectivamente) para a
coloragcdo de TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein, Roche
Diagnostics, Germany), por 1 hora a 37°C no escuro. Posteriormente, os embrides
foram incubados em solugéo Hoechst 33342 (1 ug/mL de PBS-PVP) por 30 minutos,
em temperatura ambiente.

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

total de células (determinado pelos nucleos corados em azul pelo corante Hoechst).
5.10 Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial (Aym) foi avaliado pela coloragao

MitoTracker Red® (CMXROs, Molecular Probes), de acordo com as recomendagdes
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do fabricante. Os embribes foram lavados duas vezes em PBS e incubados em 0,5
UM de MitoTracker Red® durante 30 minutos, no escuro, a 38,5°C e 5% de CO, em
ar. Posteriormente, foram lavados duas vezes em PBS e avaliados imediatamente
em microscopio invertido equipado com epifluorescéncia (Olympus, IX51; 543 nm de
excitacdo e 575 nm de emissdo). As imagens obtidas foram armazenadas e
posteriormente processadas e analisadas pelo software Q-Capture Pro Image
software (Media Cybernetics, Inc., Versdo 5.0.1.26) para quantificagdo da
intensidade de fluorescéncia emitida, mensurada em pixels. A intensidade do sinal
de “background” foi subtraida dos valores medidos das imagens. O grupo Controle
foi escolhido como calibrador e o valor de cada imagem foi dividido pela média do
calibrador para gerar os niveis de expresséo relativa de fluorescéncia (expressos em
UAF). Quanto maior a intensidade de fluorescéncia, maior o potencial de membrana

mitocondrial.
5.11 Vitrificacao e analise da re-expansao pdés-aquecimento

Foi utilizado o protocolo Vitri-Ingd® (INGAMED - Produtos Médicos
Hospitalares, Perobal, PR, Brasil) para vitrificacdo e aquecimento. Todos os meios e
materiais utilizados foram adquiridos da empresa.

Os embrides obtidos no D7 de desenvolvimento foram retirados da placa de
CIV e transferidos para uma placa de poliestireno de 100x20 mm contendo gotas de
meio SOFaa. Foram entdo classificados de acordo com o Manual da IETS
(WRIGHT, 2009) sendo selecionados para vitrificagdo apenas os blastocistos
expandidos de grau 1. Em seguida, foram transferidos para gota de solugdo de
vitrificagdo 1 (VI) por 5 minutos e posteriormente lavados trés vezes em gotas da
solugéo de vitrificagao 2 (VII), por 20 segundos em cada gota. Os embrides foram
retirados com auxilio de uma pipeta, em menos de 2 pL da solugédo VI, e
depositados na porgao final de uma haste de polipropileno de 0,7 mm de espessura,
a porcéao final das hastes foi mergulhada em nitrogénio liquido e seus protetores
acoplados. Finalmente, as hastes foram introduzidas em raques previamente
identificadas com os grupos experimentais e armazenadas em botijées criogénicos

até o momento do uso nas etapas posteriores.
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Para desvitrificagdo dos embrides (aquecimento), as hastes foram retiradas
do botijdo de nitrogénio onde estavam armazenadas e seus protetores foram
desacoplados. A porcéao final das hastes foi imersa na solugado de desvitrificacao 1
(DV 1), até que a microgota fosse desfeita (1 minuto). Em seguida, os embrides
foram transferidos para a solugao 2 (DV Il) por 3 minutos e, por fim, na solugdo 3
(DV 1) por 5 minutos.

Apos esse procedimento, os embrides foram lavados em meio SOFaa e
transferidos para placas de CIV (gotas de 100 pL de meio SOFaa suplementado
com 0,5% de BSA e 2,5% de SFB, cobertas com 6leo mineral). Os embrides foram
cultivados in vitro, a temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% CO, em ar, por até
48 horas. Dessa forma foi avaliada a taxa de sobrevivéncia in vitro, expressa pela

taxa de re-expanséo as 24 e 48 horas apds reaquecimento.

5.12 Aspiragao folicular guiada por ultrassom

Vinte e duas vacas puras de origem (PO) da raga Nelore (Bos taurus indicus)
ciclicas, com idade média de 36 meses, foram utilizadas no experimento (em duas
repeticdes, com um periodo de descanso de 40 dias).

As fémeas foram devidamente preparadas, com esvaziamento do reto e
lavagem da regido perineal, para realizagdo do procedimento anestésico.
Prosseguiu-se com a aplicagdo de 5 mL de lidocaina no espaco intervetrebral, entre
a ultima vértebra sacral e a primeira coccigea, previamente tricotomizado. Em
seguida, foi realizada a avaliagdo da populagao folicular ovariana com o auxilio de
um aparelho de ultrassonografia (Aloka, modelo 500), com transdutor retal 5 MHz.
Todos os foliculos maiores do que 5 mm vizualizados nos ovarios foram
puncionandos para obten¢do dos CCOs. Para tanto, foi utilizada agulha calibre 18 G
acoplada a sonda convexa transvaginal 5 MHz, com bomba de sucgéo a vacuo (70
mm/Hg), produzindo um fluxo de 15 mL/minuto. O conteudo folicular foi recuperado
a partir de um circuito de Teflon, de 2mm de didmetro interno e 80 cm de
comprimento, ligando a agulha diretamente a um tubo plastico de 50 mL, contendo
10 mL de meio de coleta (constituido de DPBS com 5000 Ul de heparina sodica por

litro, com temperatura variando entre 36 e 37°C). Apds o procedimento de aspiragao
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folicular, cada tubo de coleta foi previamente identificado com os dados do animal e
entdo conduzido ao laboratério. O material coletado foi depositado em filtro de coleta
de embrides, com malha de 80 pm (Millipore™, Bedford, MA, USA) e lavado com
DPBS. Os CCOs recuperados no filtro foram transferidos para placas de poliestireno
100X20 mm (Corning Incorporated, NY, USA) e avaliados sob esteriomicroscopio.
Apos a selecdo dos CCOs viaveis (aspecto do citoplasma quanto a cor,
homogeneidade e integridade; presenga, numero de camadas e grau de expansao
das células do cumulus), os mesmos foram lavados 2 vezes em meio de lavagem e
entdo depositados em criotubos com fundo cénico com meio de maturagédo e dleo
mineral, os quais foram gaseificados com CO, e armazenados em estufa de
transporte a 38°C (WTA®, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) até a chegada ao
labotarorio. Apds a chegada ao laboratério, os odcitos foram retirados dos criotubos
e lavados em meio de maturacao até a retirada completa do 6leo mineral, sendo
entdo transferidos para o cultivo de maturagcdo. A MIV, FIV e CIV seguiram da

mesma forma como ja descrito.
5.13 Sincronizagao das receptoras

Receptoras nelore foram submetidas a protocolo de sincronizagédo em tempo
fixo para a transferéncia dos embrides. Apos avaliagdo ginecoldgica completa dos
animais, por palpacdo retal, estes foram submetidos ao seguinte protocolo de
sincronizagao: dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®, Zoetis-Pfizer, Brasil)
e aplicagdo de 2 mg de Benzoato de Estradiol (Bioestrogen®, Biogénesis Bago,
Brasil) no Dia 0; retirada do dispositivo e aplicagdo de 150 ug de D-Cloprostenol
(Croniben®, Biogénesis Bagd, Brasil) e 250 Ul de ECG (Novormon®, Zoetis-Pfizer,
Brasil) no Dia 8; aplicagdo 1 mg de Benzoato de Estradiol no Dia 9; e a
transferéncia dos embrides no Dia 17, sem a observacido de cio, em animais que
apresentaram corpo luteo (CL1, CL2 e CL3, sendo classificados de acordo com o
didmetro em aproximadamente 20mm, 15mm e 10mm, respectivamente, e o lado
que ocorreu a ovulagdo - Direito ou Esquerdo). O esquema do protocolo de

sincronizagao esta representado na Figura 5.
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Figura 5: Representacdo esquematica do protocolo de sincronizagdo das

receptoras. BE - benzoato de estradiol, ECG- gonadotrofina coriénica equina, TE — transferéncia
de embribes.

5.14 Avaliacao da taxa de concepgao

Os animais inovulados foram avaliados apdés 30 dias da transferéncia por
palpacao retal e ultrassonografia (Aloka 500 — probe retal 5 MHz) para diagnostico
de gestagdo, no qual foi avaliada a presencga de vesicula gestacional e batimentos

cardiacos dos fetos.

5.15 Sexagem e viabilidade fetal

Apo6s 60 dias da inovulag&o, os animais com prenhez positiva foram avaliados
por ultrassonografia (Aloka 500 — probe retal 5 MHz) para deteccdo do sexo dos

fetos e morte embrionaria precoce (MEP).

5.16 Delineamento Experimental

5.16.1 Experimento 1: Efeitos da suplementagao do meio de cultivo in vitro
com diferentes concentragoes de forskolin sobre o desenvolvimento

embrionario e teor lipidico intracitoplasmatico de embrides bovinos

Odcitos (n=772) obtidos por puncgao folicular de ovarios de vacas abatidas
foram submetidos a maturagao, fertilizacdo e cultivo in vitro. Foram utilizadas 25

estruturas por microgota contendo 90 yL de meio, cobertas por 6leo mineral, em
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estufa a 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar. No dia 6 do
cultivo (D6; como estabelecido por PASCOAL, 2009), foi feita suplementagdo com
Forskolin (F6886 Sigma) nas seguintes concentragdes: 0 uM (Controle) 2,5 uM
(Forsk 2,5), 5,0 uM (Forsk 5,0) e 10 uM (Forsk 10). O desenvolvimento embrionario
foi avaliado no D7 (168 hpi), quando os blastocistos expandidos foram avaliados
quanto a presenca de lipidios intracitoplasmaticos com auxilio da coloragdo com
Sudan Black B.

5.16.2 Experimento 2: Efeitos da suplementagcao com acido linoleico durante
diferentes etapas da producao in vitro sobre o desenvolvimento embrionario e

teor lipidico intracitoplasmatico de embrides bovinos

5.16.2.1 Experimento 2A: Avaliagao da maturagao nuclear

Odcitos (n=96) obtidos por puncdo folicular de ovarios de vacas abatidas
foram maturados in vitro por 22 horas em incubadora a 38,5°C, 100% de umidade e
atmosfera de 5% de CO, em ar, na presenga ou ndo de acido linoleico (L1376
Sigma), como se segue: grupo Controle (0 uM de acido linoleico) e grupo LA MIV
(100 uM de acido linoleico). Odcitos imaturos e apods a MIV foram corados com

Hoechst 33342 para avaliacdo da maturacao nuclear.

5.16.2.2 Experimento 2B: Avaliagcao do desenvolvimento embrionario e

quantificacao intracelular de lipidios

Odcitos (n=526) de vacas abatidas foram maturados in vitro em meio
suplementado com 100 uyM de &acido linoleico (LA MIV) ou sem suplementagao
(Controle). Apds a maturagao, os oocitos foram submetidos a fertilizagéo in vitro e os
provaveis zigotos dos grupos acima descritos foram subdivididos em 2 grupos cada
um, sendo cultivados em meio suplementado com 100 yM de acido linoleico durante
todo o periodo do CIV ou ndo receberam suplementacdo. Desta maneira, foram
constituidos 4 grupos experimentais: Controle (sem suplementagdo com LA), LA MIV

(suplementacdo com LA apenas durante a MIV), LA CIV (suplementacdo com LA
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apenas durante o CIV) e LA MIV/CIV (suplementagdo com LA durante a MIV e
durante o CIV). Foram utilizadas placas de cultivo celular de 4 pogos, sendo
cultivadas no maximo 50 estruturas por pog¢o, contendo 500 uL de meio, sem adigao
de 6leo mineral. Os CCOs foram cultivados em incubadora a 38,5°C, maxima
umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar. A taxa de clivagem foi avaliada 48 hpi, e
o desenvolvimento embrionario 168 hpi. Os blastocistos expandidos foram corados

com Sudan Black B para avaliagdo do teor de lipidios intracitoplasmaticos.

5.16.3 Experimento 3: Efeitos da suplementacao do meio de cultivo in vitro
com forskolin e/ou acido linoleico sobre o desenvolvimento embrionario, taxa

de apoptose e criotolerdancia do embriao bovino

Com base nos resultados dos experimentos 1 e 2, os grupos que
apresentaram melhores resultados (Forskolin na concentragdo de 5,0 uyM e
suplementagado com LA no CIV) foram selecionados para o experimento 3.

Odcitos (n=1242) foram maturados, fertilizados e cultivados in vitro. Foram
utilizadas placas de cultivo celular de 4 pocgos, sendo cultivadas no maximo 50
estruturas por poco, contendo 500 pL de meio, sem adicdo de 6leo mineral em
incubadora a 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar. Apds a
fecundagédo, os provaveis zigotos foram cultivados em meio SOFaa com as seguinte
suplementacgdes: sem suplementacéo até o D6 (144 hpi) e, a partir deste momento,
suplementado com forskolin na concentracdo de 5,0 uM até o final do cultivo (grupo
Forsk 5,0); suplementado com 100 uM de LA durante todo o periodo de cultivo
(grupo LA CIV); suplementado com 100 uM de LA durante todo o periodo de cultivo,
com inclusdo de forskolin na concentragao de 5,0 uM do D6 até o final do cultivo
(grupo LA CIV + Forsk 5,0); ou sem suplementagcédo (grupo Controle). A taxa de
clivagem foi avaliada 48 hpi, e o desenvolvimento embrionario 168 hpi. Os embrides
produzidos foram avaliados quanto ao desenvolvimento, taxa de apoptose pelo
ensaio TUNEL, potencial de membrana mitocondrial, concentracdo de lipidios

intracitoplasmaticos e taxa de re-expansao apdés desvitrificacao.
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5.16.4 Experimento 4: Efeitos da exposi¢cao de embridoes bovinos ao Forskolin
durante o cultivo in vitro sobre a criotolerancia embrionaria e sobre a taxa de

concepcao apos transferéncia

Com base nos resultados do experimento 3, o grupo que apresentou
melhores resultados (Forskolin na concentragdo de 5,0 uM) foi selecionado para o
experimento 4.

Odécitos (n=1947) de doadoras Nelore registradas foram aspirados e
submetidos a maturacio, fertilizacdo e cultivo in vitro. Foram cultivadas, por
doadora, no maximo 25 estruturas por microgota de 90 yL de meio, cobertas por
oleo mineral, em estufa a 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO, em
ar. Uma parte (50% do total de zigotos obtidos) recebeu suplementagédo de 5 uM de
Forskolin (Forsk 5,0) no dia 6 do cultivo; outra parte dos zigotos foi cultivada em
meio sem suplementagdo (Controle). A taxa de clivagem foi avaliada 48 hpi e o
desenvolvimento embrionario foi avaliado as 168 hpi. Os embrides (n=235)
produzidos no D7 foram transferidos para receptoras previamente sincronizadas
para avaliacdo da taxa de prenhez de embrides frescos. O restante dos embrides
(n=162) foram vitrificados e posteriormente aquecidos e avaliados antes de serem
transferidos para receptoras sincronizadas, para posterior avaliagdo da taxa de
concepgao. Os animais com diagndstico de prenhez positivo aos 30 dias foram
avaliados com US aos 60 dias para sexagem fetal e observagdo de morte
embrionaria precoce (MEP). Os animais nascidos foram pesados e, ao final da

estacao de paricdo, foram avaliadas as taxas de nascimentos, abortos e natimortos.

5.17 Analise estatistica

Os experimentos foram repetidos no minimo 3 vezes para cada avaliagcédo
proposta, em replicatas independentes. Para as analises em porcentagens
(maturagdo nuclear, taxas de clivagem e de produgao de blastocistos) a unidade
experimental para cada replicata foi uma microgota da placa de cultivo celular
contendo 25 odcitos. Para as demais analises (concentragao intracelular de lipidios

e potencial mitocondrial, didmetro do embrido, taxas de apoptose e numero total de
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células embrionarias), a unidade experimental foi um odcito individual. As taxas de
clivagem e de producgdo de blastocistos foi calculada a partir do numero de odécitos
inseminados. Os dados foram analisados pela fragcdo de odcitos ou embrides
cultivados que atingiram os estagios determinados, reportada em termos de
porcentagem.

Os dados dos experimentos 1, 2 e 3 foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e, quando um efeito estatisticamente significativo foi encontrado,
comparag¢des multiplas das médias foram determinadas pelo teste de Tukey. As
porcentagens foram transformadas em arco-seno da raiz quadrada. As variaveis
binomiais (re-expansdo embrionaria pds-aquecimento) foram analisadas pelo teste
do Qui-Quadrado. Probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas
significativas. Os dados foram avaliados pelo programa JMP (versdo 5.0.1, SAS
Institute).

Os dados do Experimento 4 foram analisados através de modelo linear misto
generalizado com medidas repetidas, como implementado no pacote Ime4 do
software R v3.2.5 (disponivel em: https://www.r-project.org/). Foram consideradas
como variaveis dependentes binomiais: taxa de clivagem, produgédo de blastocisto,
aproveitamento dos embrides aquecidos e prenhez, relacdo entre o numero de
produtos do sexo masculino/feminino e ocorréncia de abortos e natimortos. A
heterogeneidade de variancia destas variaveis foi levada em consideracao através
da ponderacgdo dos residuos pelo numero de observagdes de cada registro. O peso
ao nascimento foi considerado como variavel dependente normal. Todos os modelos
incluiram o efeito fixo do tratamento (Controle/Forskolin). Diferencas entre embrides
frescos e vitrificados foram ajustadas como efeito fixo nos modelos para taxa de
prenhez, relagdo entre o numero de produtos do sexo masculino/feminino, peso ao
nascimento e ocorréncia de abortos e natimortos. Adicionalmente, efeitos fixos do
estagio de desenvolvimento e da qualidade embrionaria e do corpo luteo da
receptora foram incluidos nos modelos para prenhez, peso ao nascimento e
ocorréncia de abortos e natimortos. Em todos os modelos, os efeitos aleatérios das
doadoras foram incluidos assumindo-se independéncia e distribuicdo normal. Um
teste de razdo de verossimilhanca foi utilizado para testar a hipdtese de que a

variancia devido a doadora é nula. Testes de hipotese para os efeitos fixos foram
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baseados em um teste F e sumarizados utilizando-se tabela de analise de variancia
(ANalysis Of VAriance — ANOVA). Finalmente, diferengas na produ¢cdo de machos e
fémeas foram testadas por meio de um teste qui-quadrado de aderéncia,

assumindo-se igualdade de proporgdes.
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6. RESULTADOS

6.1 Experimento 1

As taxas de clivagem e de desenvolvimento até o estagio de blastocistos em
embrides tratados com diferentes concentragcdes de forskolin durante o CIV estéo
representadas na Tabela 1. N&do houve diferenga (P>0,05) nas taxas de clivagem
(80,29+5,46% a 83,30+4,36) e de producdo de blastocistos (40,53+4,03% a

55,53+3,16%) entre os diferentes tratamentos.

Tabela 1. Clivagem e desenvolvimento de embrides bovinos cultivados in vitro na
presenca de diferentes concentragcdes de Forskolin

Grupos N° Clivagem Blastocistos
Oocitos (%MédiatEPM) (%MédiatEPM)

Controle 198 80,63 £ 4,26 45,16 £ 0,93

Fosrk 2,5 194 83,06 + 4,55 52,01 + 5,47

Forsk 5,0 192 83,30 + 4,36 55,53 + 3,16

Forsk 10 188 80,29 + 5,46 40,53 + 4,03

Controle: embrides cultivados in vitro em meio SOF; Fosrk 2,5: embrides cultivados in vitro em meio
SOF suplementado com 2,5 yM de forskolin no dia 6 do CIV.Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro
em meio SOF suplementado 5,0 uM de forskolin no dia 6 do CIV; Fosrk 10: embrides cultivados in
vitro em meio SOF suplementado com 10 uM de forskolin no dia 6 do CIV. Médias de 4 replicatas.
N&o houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste de Tukey.

As concentragdes de lipidios intracitoplasmaticos em blastocistos expandidos
estdo demonstradas nas Figuras 6 e 7 e os valores estdo expressos em UAIP. O
tratamento com 5,0 uM de forskolin (0,82+0,04) proporcionou maior redugéo
(P<0,05) no teor lipidico quando comparado com o grupo controle (1,00£0,03) e com
o grupo Fosrk 10 (1,06+0,03), porém n&o diferiu (P>0,05) do grupo Forsk 2,5
(0,92+0,03).
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Figura 6: Quantificacdo de lipidios (em pixels) em blastocistos expandidos

cultivados in vitro na presencga de diferentes concentragcbes de Forskolin. Controle:
embrides cultivados in vitro em meio SOF (n=31); Forsk 2,5: embribes cultivados in vitro em meio
SOF suplementado com 2,5 uM de forskolin no dia 6 do CIV (n=23); Forsk 5,0: embrides cultivados in
vitro em meio SOF suplementado com 5,0 yM de forskolin no dia 6 do CIV (n=22); Forsk 10: embrides
cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 10 yM de forskolin no dia 6 do CIV (n=23).
Valores expressos em unidades arbitrarias de intensidade de pixels (UAIP). Médias de 4 replicatas.
®\/alores seguidos por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 7: Fotomicrografias representativas de embrides bovinos produzidos in vitro

na presencga de diferentes concentracdes de forskolin. Coloragédo com o corante lipofilico
Sudan Black B para determinagdo do acumulo lipidico intracitoplasmatico. A: Controle; B: Forskolin
2,5; C: Forskolin 5,0 e D: Forskolin 10. Aumento: 40x.
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Com base nestes resultados (produgdo de blastocistos e quantidade de
lipidios), a dose de 5,0 pM de forskolin foi escolhida para ser utilizada no

Experimento 3.

6.2 Experimento 2

6.2.1 Experimento 2A

A maturacdo nuclear de odcitos maturados in vitro na presenca de LA esta
representada na Figura 8. N&o houve diferenga (P>0,05) no estadio da meiose entre

o grupo tratado com LA e o grupo controle.
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Figura 8. Efeito da adicdo do acido linoleico no meio de maturagdo sobre a
progressdo da meiose as 22h da MIV. VG: vesicula germinativa; GVBD: quebra de vesicula
germinativa; MIl: metafase | e MIl: metafase Il; Controle: odcitos maturados in vitro em meio MIV
suplementado com 10% SFB (n=45); LA: odécitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com
10% SFB e 100 uM de &cido linoleico (n=51). Médias de 3 replicatas. Ndo houve diferenga entre os
tratamentos (P>0,05) pelo teste de Tukey..

6.2.2 Experimento 2B

Os efeitos do tratamento com LA em diferentes etapas da PIVE sobre as
taxas de clivagem e de desenvolvimento até o estagio de blastocistos estdo

representados na Tabela 2. Ndo houve diferenga (P>0,05) na taxa de clivagem
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(84,45£3,18% a 94,06+£0,78%) e de produgdo de blastocistos (32,9314,27% a

46,84+4,63%) entre os grupos tratados comparados com o controle.

Tabela 2. Efeitos da suplementacdo com &acido linoleico durante diferentes etapas
da producdo in vitro (maturagdo e/ou cultivo embrionario) sobre a clivagem e
desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto

Grupos N° Clivagem Blastocistos
Oocitos (%MédiatEPM) (%MédiatEPM)

Controle 137 94,06 £ 0,78 46,50 £ 2,00

LA MIV 133 88,26 + 3,95 44,67 + 9,09

LA CIV 131 85,88 + 3,53 46,84 + 4,63

LA MIV/CIV 125 84,45+ 3,18 32,93+ 4,27

Controle: embrides produzidos in vitro em meio suplementado com 10% SFB na MIV e em meio SOF
suplementado com 2,5% SFB e 2,5% BSA no CIV (n=137); LA MIV: embribes produzidos in vitro em
meio suplementado com 10% SFB e 100 uM de LA na MIV e em meio SOF suplementado com 2,5%
SFB e 2,5% BSA no CIV (n=133); LA CIV: embrides produzidos in vitfro em meio suplementado com
10% SFB na MIV e em meio suplementado com 2,5% SFB, 2,5% BSA e 100 uM de LA no CIV
(n=131); LA MIV/CIV: embribes produzidos in vitro em meio suplementado com 10% SFB e 100 yM
de LA na MIV e em meio suplementado com 2,5% SFB, 2,5% BSA e 100 uM de LA no CIV (n=125).
Médias de 3 replicatas. Ndo houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste de Tukey.

As concentragdes de lipidios intracitoplasmaticos em embrides, expressas em
UAIP, estao representadas na Figura 9. O grupo LA MIV/CIV (0,71+0,06) apresentou
maior reducdo (P<0,05) no teor de lipidios se comparado com o0s grupos controle
(1,00+£0,04) e LA MIV (0,92+0,05), mas nao diferiu (P>0,05) do grupo LA CIV
(0,84+0,04). Imagens representativas de embrides corados com o corante lipofilico

Sudan Black B podem ser observadas na Figura 10.



36

1,20 -

ab

1,00 ~

0,80 -

0,60 -

0,40

Conteudo Lipidico (UAIP)

0,20 -

0,00 -
CONTROLE LA MIV LACIV LA MIV/CIV

Figura 9. Efeitos da suplementagdo com acido linoleico durante diferentes etapas da
producgao in vitro de embrides sobre a quantificacdo de lipidios intracitoplasmaticos

em blastocistos expandidos. Controle: embrides produzidos in vitro em meio suplementado com
10% SFB na MIV e em meio SOF suplementado com 2,5% SFB e 2,5% BSA no CIV (n=137); LA
MIV: embrides produzidos in vitro em meio suplementado com 10% SFB e 100 yM de LA na MIV e
em meio SOF suplementado com 2,5% SFB e 2,5% BSA no CIV (n=133); LA CIV: embribes
produzidos in vitro em meio suplementado com 10% SFB na MIV e em meio suplementado com 2,5%
SFB, 2,5% BSA e 100 pM de LA no CIV (n=131); LA MIV/CIV: embrides produzidos in vitro em meio
suplementado com 10% SFB e 100 uM de LA na MIV e em meio suplementado com 2,5% SFB, 2,5%
BSA e 100 uM de LA no CIV (n=125). Valores expressos em unidades arbitrarias de intensidade de
pixels (UAIP). Médias de 3 replicatas. ¢ \/alores seguidos por letras distintas, para cada variavel,
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Figura 10: Fotomicrografias representativas de embrides bovinos tratados com

acido linoleico em diferentes etapas da producgao in vitro. Coloragdo com o corante
lipofilico Sudan Black B para determinagdo do acumulo lipidico intracitoplasmatico. A: Controle; B: LA
MIV; C: LA CIV e D: LA MIV/CIV. Aumento: 40x.

Com base nos resultados do presente experimento, o grupo suplementado
com com LA no CIV foi escolhido para o Experimento 3, ja que proporcionou
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diminuicdo no teor de lipidios intracitoplasmaticos em comparagdo com o0 grupo
controle. Embora o grupo LA MIV/CIV tenha proporcionado a maior redugao no teor
de lipidios intracitoplasmaticos observada neste estudo, este tratamento nao foi
escolhido para ser utilizado no experimento 3 devido ao fato da producédo de

blastocistos ter sido numericamente inferior aos demais tratamentos.

6.3 Experimento 3

As taxas de clivagem e de desenvolvimento até a fase de blastocisto em
embrides tratados com forskolin e/ou acido linoleico durante o cultivo in vitro estao
sumarizadas na Tabela 3. N&o houve diferenca (P>0,05) na taxa de clivagem
(84,28+2,21% a 86,39+1,96%) e de produgdo de blastocistos (47,21£3,87% a
51,6415,53%) entre os grupos.

Tabela 3. Efeitos da suplementacdo com forskolin e/ou acido linoleico durante o
cultivo in vitro sobre a clivagem e desenvolvimento embrionario até a fase de
blastocisto

Grupos N° Clivagem Blastocistos
Odcitos (%MédiatEPM) (%MédiatEPM)

Controle 312 85,78 £ 3,07 49,99 + 3,32

Fosrk 5,0 311 86,24 + 3,14 47,21 + 3,87

LA CIV 310 84,28 + 2,21 51,64 £ 5,53

LA CIV + Forsk 5,0 309 86,39 + 1,96 47,87 + 3,95

Controle: embrides cultivados in vitro em meio SOF; Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio
SOF suplementado com 5,0 u M de forskolin no dia 6 do CIV; LA CIV: embrides cultivados in vitro em
meio meio SOF suplementado com 100 uM de LA; LA CIV + Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro
em meio SOF suplementado com 100 uM de LA e com adi¢cdo de 5,0 uM de forskolin no dia 6 do
CIV. Médias de 8 replicatas. Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de
Tukey (P>0,05).

Foi observada diminuicdo no teor de lipidios, expresso em UAIP, em
embrides do grupo Forsk 5,0 (0,86+0,04) quando comparado aos grupos controle
(1,0£0,02) e LA CIV (1,021£0,02; P<0,05). No entanto, o grupo LA CIV + Forsk 5,0
(0,95+0,03) nado diferiu de nenhum dos tratamentos anteriormente mencionados

(P>0,05). Estes resultados estdo sumarizados na Figura 11 e imagens
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representativas de embrides corados com o corante lipofilico Sudan Black B podem

ser observadas na Figura 12.
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Figura 11. Quantificagao de lipidios intracitoplasmaticos em blastocistos expandidos

cultivados in vitro na presenga de forskolin e/ou acido linoleico. Controle: embrides
cultivados in vitro em meio SOF (n=38); Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio SOF
suplementado com 5,0 uM de forskolin no dia 6 do CIV (n=25); LA CIV: embrides cultivados in vitro
em meio meio SOF suplementado com 100 yM de LA durante todo o periodo de cultivo (n=32); LA
CIV + Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 100 uM de LA durante
todo o periodo de cultivo e com adi¢cdo de 5,0 uM de forskolin no dia 6 do CIV (n=29). Valores
expressos em unidades arbitrarias de intensidade de pixels (UAIP).. Médias de 3 replicatas. a
Valores seguidos por letras distintas, para cada variavel, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de
Tukey.
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Figura 12: Fotomicrografias representativas de embrides bovinos tratados com

forskolin e/ou acido linoleico durante o cultivo in vitro. Coloragédo com o corante lipofilico
Sudan Black B para determinagdo do acumulo lipidico intracitoplasmatico. A: Controle; B: Forsk 5,0;
C: LA CIV e D: LA CIV + Fosrk 5,0. Aumento: 40x.

O didmetro de embrides do grupo suplementado com forskolin (180,8+4,6 um)
foi maior (P<0,05) quando comparado com o de embrides do grupo controle
(167,942,5 um) e do grupo LA CIV (164,9+2,5 um), porém néo diferiu (P>0,05) do
grupo LA CIV + Forsk 5,0 (169,9+2,5 um). Os resultados estao representados na
Figura 13.
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Figura 13: Avaliagdo do diametro de blastocistos expandidos cultivados in vitro na

presenca de forskolin e/ou acido linoleico. Controle: embrides cultivados in vitro em meio
SOF (n=38); Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio SOF com 5,0 uM de forskolin no dia 6 do
CIV (n=25); LA CIV: embrides cultivados in vitro em meio meio SOF suplementado 100 yM de LA
durante todo o periodo de cultivo (n=29); LA CIV + Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio
SOF suplementado com 100 uM de LA durante todo o periodo de cultivo e com adi¢do de 5,0 uM de
forskolin no dia 6 do CIV (n=32). Médias de 3 replicatas. %®\/alores seguidos por letras distintas, para
cada variavel, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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O numero total de células de blastocistos bovinos (Figura 14) foi maior
(P<0,05) no grupo suplementado com forskolin (83,5+3,5) se comparado com o
grupo controle (69,1+2,5), mas nao diferiu (P>0,05) dos grupos LA CIV e LA CIV +
Forsk 5,0 (71,8+3,1 e 75,115,6, respectivamente).
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Figura 14: Numero total de células em blastocistos bovinos cultivados in vitro na

presenca de forskolin e/ou acido linoleico. Controle: embries cultivados in vitro em meio
SOF (n=33); Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 5,0 uM de
forskolin no dia 6 do CIV (n=36); LA CIV: embrides cultivados in vifro em meio meio SOF
suplementado com 100 uM de LA durante todo o periodo de cultivo (n=33); LA CIV + Forsk 5,0:
embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 100 uM de LA durante todo o periodo
de cultivo e com adigdo de 5,0 uM de forskolin no dia 6 do CIV (n=33). Médias de 5 replicatas. ab
Valores seguidos por letras distintas, para cada variavel, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de
Tukey.

Nao houve diferenga (P>0,05) quanto ao potencial mitocondrial, expressos
em unidades arbitrarias de fluorescéncia, entre os diferentes tratamentos (1,0+0,1 a
1,11£0,1), como demonstrado na Figura 15.
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Figura 15: Potencial mitocondrial em blastocistos bovinos cultivados in vitro na

presenca de forskolin e/ou acido linoléico. Controle: embrides cultivados in vitro em meio
SOF (n=48); Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 5,0 uM de
forskolin no dia 6 do CIV (n=53); LA CIV: embrides cultivados in vitro em meio meio SOF
suplementado com 100 pyM de LA durante todo o periodo de cultivo (n=49); LA CIV + Forsk 5,0:
embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 100 uM de LA durante todo o periodo
de cultivo e com adicdo de 5,0 uM de forskolin no dia 6 do CIV (n=47). Valores expressos em
unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF). Médias de 5 replicatas. Nao houve diferenga entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (P>0,05).

Da mesma forma, nédo houve diferenga (P>0,05) quanto a taxa de apoptose
entre os tratamentos (8,7+0,9 a 10,4%1,2), conforme demonstrado na Figura 16.
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Figura 16: Proporgdo de blastdbmeros em apoptose (TUNEL-positivo) e de
blastdbmeros normais (TUNEL-negativo) em blastocistos bovinos cultivados in vitro

na presenca de forskolin e/ou acido linoleico. Controle: embrides cultivados in vitro em meio
SOF (n=33); Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 5,0 uM de
forskolin no dia 6 do CIV (n=36); LA CIV: embrides cultivados in vitro em meio meio SOF
suplementado com 100 uM de LA durante todo o periodo de cultivo (n=33); LA CIV + Forsk 5,0:
embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 100 yM de LA durante todo o periodo
de cultivo e com adigao de 5,0 uM de forskolin no dia 6 do CIV (n=33). Médias de 3 replicatas. Nao
houve diferenga entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P>0,05).

As taxas de sobrevivéncia de embrides apds o0 aquecimento estido
demonstradas na Tabela 4. Nao houve diferenga (P>0,05) na taxa de re-expansao
imediata (Oh) entre os tratamentos (30,8% a 41,9%). No entanto, a taxa de re-
expansao apds 24 horas de cultivo e de eclosdao apds 48 horas de cultivo foram
maiores (P<0,05) no grupo tratado com forskolin (71,4%) quando comparado aos
grupos controle (46,2%) e LA CIV + Forsk 5,0 (45,2%); porém, n&o diferiu (P>0,05)
do grupo LA CIV (65,1%).
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Tabela 4. Taxas de sobrevivéncia poés-aquecimento de blastocistos bovinos
cultivados in vitro na presencga de forskolin e/ou acido linoleico

Grupos N° Re-expanséao Re-expanséo e
Embrides imediata (Oh) Eclos&o (24-48h)
N (%) N (%)
Controle 39 12 (30,8) 18 (46,2)"
Forsk 5,0 35 14 (40,0) 25 (71,4)°
LA CIV 43 14 (32,6) 28 (65,1)*
LA CIV+ Forsk 5,0 31 13 (41,9) 14 (45,2)°

Controle: embrides cultivados in vitro em meio; Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio SOF
suplementado com 5,0 uM de forskolin no dia 6 do CIV; LA CIV: embriées cultivados in vitro em meio
meio SOF suplementado com 100 yM de LA durante todo o periodo de cultivo; LA CIV + Forsk 5,0:
embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 100 yM de LA durante todo o periodo
de cultivo e com adigdo de 5,0 uM de forskolin no dia 6 do CIV. Médias de 5 replicatas. ® | etras
diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste do Qui-quadrado (P<0,05).

Com base nos resultados do presente experimento, o tratamento Foskolin 5,0

MM foi escolhido para o Experimento 4.

6.4 Experimento 4

Para todas as variaveis dependentes estudadas, ndo foram encontradas
diferengas entre os grupos controle e Forsk 5,0 (P>0,05; Tabela 5). A transferéncia
de embrides submetidos ao procedimento de vitrificacdo resultou em menores taxas
de prenhez em comparagéao a transferéncia de embrides frescos (P<0,05; Tabela 6).
Observou-se um numero significativamente superior (P<0,05) de fetos machos
(n=88) em comparacdo a fémeas (n=42), porém nenhuma das variaveis
independentes apresentaram associagdo com esta diferengca (P>0,05; dados nao
apresentados). Como esperado, diferengas de peso foram atribuidas apenas ao
efeito de sexo, com animais machos apresentando peso médio 1,8 £ 0,6 kg superior
ao das fémeas (dados ndo apresentados). O efeito aleatorio da doadora foi
significante (P<0,05) apenas para taxa de clivagem e produgdo de blastocisto,

explicando 29,14% e 14,3% da variancia total destas variaveis, respectivamente.
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Tabela 5. Variaveis analisadas de acordo com os tratamentos (Controle X

Forskolin)
Variavel Tratamentos
Controle Forskolin
% Clivagem 82,02+2,19 86,28 + 2,57

(N° clivados / N° total odcitos)

(630/718) (635/714)

% Blastocistos
(N° blastocistos / N° total odcitos)

36,26+3,33  36,10+2,62
(248/718) (262/714)

% Aproveitamento apds aquecimento
(N° blastocistos vitrificados/ N° blastocistos re-
expandidos apos aquecimento)

59,90+7,13  56,77+7,12
(85/45) (78/37)

Taxa de concepgao embrides frescos aos 30 dias
(N° blastocistos transferidos/ N° de vacas prenhes)

39,17+4,89  43,10£5,02
(153/73) (163/75)

Taxa de concepg¢do embrides vitrificados aos 30 dias
(N° blastocistos transferidos/ N° de vacas prenhes)

25,00+ 6,53 30,77 +7,39
(44/11) (39/12)

% Mortalidade
[N° nascidos / N° mortes (MEP, aborto e NM*)]

14,75¢4,54  14,52+4,47
(61/9) (62/9)

Peso ao nascimento (Kg)
(N° bezerros nascidos)

39,79+0,35 39,30+0,46
(52) (53)

Dados apresentados como médias * erro padrdo da média (EPM). Controle: embrides cultivados in
vitro em meio SOF; Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 5,0 yM
de forskolin no dia 6 do CIV; *O calculo da taxa de mortalidade incluiu a mortalidade embrionaria
precoce (MEP; diagnosticada aos 30 dias apds a inovulagéo), abortos e natimortos (NM). Médias de
4 replicatas. Nao houve diferenga entre os tratamentos pelo teste F (P>0,05).



45

Tabela 6. Variaveis analisadas de acordo com o tipo de embrido (Fresco X
Vitrificado)

Variavel Tipo de embrido
Fresco Vitrificado

Taxa de concepcgao aos 30 dias 57,91+3,71%  21,73%5,00°

(N° blastocistos transferidos/ N° de vacas prenhes) (234/125) (82/23)
% Mortalidade 14,00+3,47 17,39+7,90

[N° nascidos/ N° mortes — (MEP, aborto e NM*)] (100/14) (23/4)
Peso ao nascimento (Kg) 39,49+0,35 39,70+0,35

(N° bezerros nascidos) (86) (19)

Dados apresentados como médias * erro padrdo da média (EPM). Controle: embrides cultivados in
vitro em meio SOF; Forsk 5,0: embrides cultivados in vitro em meio SOF suplementado com 5,0 yM
de forskolin no dia 6 do CIV; *O calculo da taxa de mortalidade incluiu a mortalidade embrionaria
precoce (MEP; diagnosticada aos 30 dias apds a inovulagéo), abortos e natimortos (NM). Médias de
4 replicatas. | etras distintas na mesma linha indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste F

(P>0,05).
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7. DISCUSSAO

Como o excessivo acumulo lipidico de embrides bovinos produzidos in vitro
tem sido associado frequentemente a perda de viabilidade e ao aumento das injurias
causadas pela criopreservacao, este experimento foi desenvolvido com o objetivo de
testar a adicdo, ao meio de cultivo in vitro, do agente lipolitico forskolin e do agente
inibidor da lipogénese acido linoleico, isoladamente ou associados, sobre o conteudo
lipidico intracitoplasmatico embrionario e crioresisténcia ao processo de vitrificagéo.

Ha uma quantidade crescente de evidéncias que sugerem que a qualidade
intrinseca do odcito € o fator chave para determinar a proporcéo de oocitos que se
desenvolvem até o estagio de blastocisto, mas o ambiente de cultivo pos-
fecundagédo € o principal fator determinante da qualidade dos mesmos (RIZOS et al,
2003; LONERGAN et al., 2003). Desta forma, como esperado, as taxas de clivagem
e de produgdo de blastocistos ndo foram afetadas no estudo desenvolvido para
testar as diferentes doses de forskolin, visto que os tratamentos foram feitos durante
a etapa de cultivo do embrido, e ndo durante a maturagao oocitaria. Estes resultados
estdo de acordo com o estudo de Paschoal et al. (2012), que relataram n&o haver
diferencas entre as taxas de desenvolvimento de embrides que foram cultivados
com ou sem 10 yM de forskolin durante 24 horas (46,8% com SFB e 33,3% sem
soro). Da mesma forma, Sanches et al. (2013) n&o observaram diferengas nas taxas
de producdo de blastocistos apds tratamento dos embrides com 10 uM de forskolin
durante 48 horas (45,3%) em comparagao com embrides nao tratados (39,9%).

Por outro lado, a qualidade dos embrides produzidos in vitro esta diretamente
relacionada com as condi¢gdes de cultivo (RIZOS et al, 2003; LONERGAN et al.,
2003). A adicdo de SFB no meio de cultura foi identificada como sendo o principal
fator responsavel pelas diferengcas morfologicas (ABE et al., 1999b; PEREIRA et al,
2008) e fisiologicas do embrido, quando em comparagdo com embrides produzidos
na auséncia de SFB (RIZOS et al., 2003) ou em embrides produzidos in vivo
(PASCHOAL et al., 2012). Algumas destas diferencas incluem o aumento do numero
e tamanho das goticulas lipidicas (ABE et al., 1999a; RIZOS et al., 2003) e
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diferengas na qualidade dos embrides (FERGUSON; LEESE, 1999; PASCHOAL et
al., 2012).

Para evitar o indesejavel acumulo de lipidos, varios estudos tentaram
substituir o soro no meio de cultura (MINGOTI et al, 2009). No entanto, apesar de os
seus potenciais efeitos prejudiciais sobre a qualidade embrionaria (RIZOS et al.,
2003), o soro contém substéncias que sdo benéficas para o desenvolvimento
embrionario, tais como fatores de crescimento e agentes quelantes de metais
pesados (STEIN, 2007). Por esta razdo, tem sido dificil evitar ou encontrar um
substituto adequado para o soro em formulacbées de meios de cultivo in vitro,
particularmente para laboratérios que trabalham com finalidade comercial. Como o
acumulo lipidico tem sido associado frequentemente a perda de viabilidade
embrionaria e ao aumento das injurias causadas pela criopreservagao, neste
experimento foi investigado o efeito da lipolise quimica com a utilizagdo do forskolin,
na tentativa de diminuir o acumulo lipidico do citoplasma de embrides produzidos in
vitro, na presenga de SFB. Os resultados demonstraram reducdo significativa nos
lipidios com a dose de 5,0 uM de forskolin.

Com relagéo ao acido linoleico, testou-se sua efetividade na diminuicdo da
concentracdo intracitoplasmatica de embrides quando adicionado a maturagao in
vitro (efeito nos odcitos), quando adicionado ao cultivo in vitro (efeito nos embrides)
ou quando adicionado a MIV e ao CIV (efeito nos odcitos e nos embrides). Devido
ao fato de ter sido incluido na MIV (grupo LA MIV), foi testado seu efeito sobre a
progresséo da meiose, uma vez que resultados inconsistentes foram relatados sobre
os efeitos da suplementagdo com LA em odcitos bovinos; embora Marei et al (2010)
tenham relatado auséncia de efeito sobre a maturagcdo de odcitos incubados na
presenca de LA a 50 yM, Homma e Brown (1992) relataram que esta mesma
concentracdo de LA teve efeito inibidor sobre a quebra da VG. Essa discrepancia
poderia ser explicada, em parte, por causa de diferentes condigdes experimentais e
pela utilizacdo de diferentes fontes de LA, ja que Homa e Brown (1992) utilizaram o
LA conjugado a albumina. Em nosso estudo, ndo foi utilizado LA conjugado a
albumina e, portanto, nossos achados corroboram com os de Marei et al (2010), ja

que o LA em dose maior (100 uM) nao interferiu na progresséo da meiose.



48

Independente do momento da PIVE em que o LA foi adicionado ao meio, ndo
houve alteragdo nas taxas de clivagem e de producédo de blastocistos. Da mesma
forma, o desenvolvimento embrionario ndo foi afetado pela suplementacdo do meio
de cultivo in vitro de embrides bovinos com a associagcdo de forskolin e acido
linoleico. Desta forma, os resultados do presente estudo corroboram com as
evidéncias relatadas por Rizos et al. (2003) e Lonergan et al. (2003), que sugerem
que a qualidade intrinseca do odcito, mas ndo o ambiente de cultivo pos-
fecundacdo, € o fator chave para determinar a proporcdo de odcitos que se
desenvolvem até o estagio de blastocisto. Por outro, como proposto por estes
autores, o ambiente de cultivo pos-fecundacio tem efeito determinante na qualidade
dos embrides, o que foi avaliado no presente estudo pela concentragao de lipidios
intracelulares e criotolerancia dos embrides produzidos, ndo foram diferentes entre
os tratamentos.

Embora alguns estudos ja tenham sido desenvolvidos visando avaliar os
efeitos lipoliticos do forskolin, ainda ndo esta estabelecido o melhor protocolo,
incluindo a dose mais efetiva e a duragao do tratamento. Em estudo de Paschoal et
al. (2012), nao foi observado efeito do tratamento com forskolin na dose de 10,0 uM
durante 24 horas sobre a taxa de sobrevivéncia embrionaria pdés-vitrificagdo em
comparagao com embrides produzidos in vivo. Da mesma forma, Sanches et al.
(2013) ndo observaram diferenga entre as taxas de re-expansdo da blastocele e
eclosdo dos embrides expostos a 10,0 uM de forskolin durante 48 horas (87,5% e
70,5%, respectivamente), em comparagdo com os embrides que ndo foram tratados
com o agente lipolitico antes de vitrificacdo (79,2% e 63,3%, respectivamente).
Desta forma, a condigdo estabelecida no presente estudo (dose de 5,0 uM de
forskolin durante 24 horas antes da vitrificagdo) demonstrou ser mais efetiva do que
aquelas propostas nos estudos anteriores. A diminuicdo da dose efetiva pode ser
benéfica, uma vez que, como anteriormente citado, o forskolin estimula a lipdlise
através da ativacdo da adenilato ciclase, aumentando os niveis de AMPc e a
ativacao de lipases (HONNOR et al., 1985; LAFONTAN; BERLAN, 1993). Uma vez
que os efeitos do AMPc séo inespecificos, ja que regula distintas fungdes fisioldgicas
(SEAMON et al., 1981; HO; SHI, 1982; EK et al., 1997; ARRESE et al., 1999), é

possivel que o forskolin possa induzir efeitos sobre as células embrionarias que sao
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ainda desconhecidos (SANCHES et al.; 2013). Embora os resultados do presente
estudo tenham demonstrado a efetividade de menores concentragbes de forskolin
sobre a lipdlise, mais estudos sdo necessarios visando a avaliacdo dos efeitos desta
droga sobre o metabolismo ou a expressao gendmica e proteémica do embrido. De
toda maneira, como esperado, o uso do forskolin melhorou os resultados de
sobrevivéncia embrionaria apos desvitrificagcdo, como consequéncia da diminuigcéo
do teor de lipidios intracitoplasmaticos. Esses achados confirmam que a utilizagao
de agentes lipoliticos € uma estratégia valiosa para melhorar a qualidade de
embrides bovinos produzidos in vitro, visando a producdo de blastocistos com
maiores taxas de sobrevivéncia pds-criopreservagao.

Da mesma forma, a adicdo de LA em diferentes momentos da PIVE
promoveu a diminuigdo na quantidade de lipidios nos embrides, corroborando com
os resultados obtidos pela equipe de Pereira (2007, 2008), que relatou que a
suplementagdo com LA diminuiu significativamente a quantidade de lipidios
acumulados no citoplasma de blastocistos, o que refletiu no aumento da
sobrevivéncia apdés a criopreservagao. Adicionalmente, Hochi et al. (1999)
produziram morulas bovinas mais resistentes a criopreservagao apos adicionar acido
linoleico conjugado a albumina ao meio de cultivo in vitro. Porém, contrariamente ao
esperado, a diminuicdo na quantidade de lipidios observada nos embrides tratados
com LA durante o CIV nao ocasionou, no presente estudo, melhora na sobrevivéncia
de embrides vitrificados apds o aquecimento. Estes achados sao contrarios aos
resultados de Accorsi (2008), Tominaga et al. (2000) e Accorsi et al. (2015) que
observaram que a adicdo de LA ao meio de cultivo aumentou a taxa de
criotolerancia. Este efeito seria esperado, pois o acido linoleico é capaz de reduzir o
conteudo lipidico total presente nos embrides, como também a quantidade de
lipidios em diferentes tipos celulares atuando, principalmente, na reducdo da
captacédo e da sintese de acidos graxos (LOOR; HERBEIN, 1998; BAUMGARD et
al., 2000; BROWN et al., 2001; PARIZA et al., 2001). Acredita—se que os
mecanismos moleculares envolvidos na redug¢do da sintese lipidica incluam uma
diminuicdo coordenada na expressdao de RNAm de importantes enzimas lipogénicas
associadas as rotas de sintese de gordura (BAUMGARD et al.; 2002; GERVAIS et

al., 2009). As diferengas atribuidas aos achados do presente estudo e do estudo de
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Accorsi et al. (2015) podem ser explicadas pelas diferengas metodoldgicas, pois
estes autores utilizaram meio semi-definido e atmosfera controlada, diferentemente
de nossa proposta.

Ja a suplementacdo do meio com LA associado ao forskolin durante o cultivo
in vitro foi parcialmente eficaz para promover a reducdo do conteudo lipidico
intracitoplasmatico, que foi semelhante ao do grupo tratado com forskolin, porém
nao diferiu do grupo controle. No entanto, ndo foram observadas diferencas na taxa
de sobrevivéncia pos reaquecimento dos embrides deste grupo.

Outros aspectos analisados neste estudo para determinacdo da qualidade
embrionaria foram a ocorréncia de apoptose e a fungcdo mitocondrial, ndo sendo
observada diferenca entre os tratamentos propostos. A apoptose € um fendmeno
fisiologico que ocorre durante a embriogénese e tem o propdsito de eliminar danos e
células ndo viaveis que podem vir a comprometer o desenvolvimento do embrido
(FEUGANG et al.,, 2004). A mitocéndria tem papel crucial no equilibrio entre a
prevencao e indugcdo da apoptose mediante liberagao do citocromo C e fator indutor
de apoptose (AlF), que ativam as pré-caspases 2, 3 e 9 (SHCHEPINA, 2002). A
familia de genes Bcl-2 é uma das vias que atua na regulagdo da resposta
apoptodtica, sendo que suas proteinas podem inibir ou propagar o processo
apoptotico (AFFORD; RANDHAWA, 2000). Resumidamente, a Bcl-2 previne a
apoptose através da manutencdo do potencial de membrana mitocondrial e,
consequentemente, inibe a liberacdo do citocromo C. A BAX por sua vez, altera o
potencial de membrana mitocondrial com consequente liberacdo do citocromo C e
ativacdo das caspases 9 e 3, culminando com a apoptose celular (YANG,;
RAJAMAHENDRAN, 2002). Neste contexto, o potencial de membrana mitocondrial é
utilizado como indicador de atividade mitocondrial e pode auxiliar na compreensao
de processos fisioldégicos e patoldégicos nos quais a fungdo mitocondrial esta
envolvida (VANBLERKOM et al., 2003). Desta forma, os tratamentos propostos
neste estudo mantiveram a qualidade e viabilidade embrionaria, como era o
desejado.

Foi observado, no presente estudo, o aumento no numero de células totais e,
consequentemente, do didametro dos embrides tratados com forskolin na dose de 5,0

MM. Paschoal (2013) também observou aumento no numero de células, porém na
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dose de 2,5 uM, diferente do observado por Barcelo-Fimbres e Seidel Jr. (2007) e
Cuello et al. (2013), que n&o encontraram diferengas no total de células quando
utilizaram o etosulfato de fenazina e o forskolin para reduzir a quantidade lipidica. Ja
com relagdo ao LA, o aumento no numero de células ndo foi observado,
similarmente ao encontrado por outros autores (TOMINAGA et al., 2000).

Resultados do presente estudo mostram que é possivel obter aceitavel indice
de concepcédo (57,9%) ao se transferir embrides bovinos produzidos in vitro.
Contudo, esse percentual reflete o atual estagio de desenvolvimento da técnica de
PIVE e corresponde a um indice bem inferior aos obtidos com embrides oriundos de
TE, cujos resultados giram ao redor de 70-80% para embrides transferidos a fresco
e de 40-50% para os criopreservados (GREVE et al. 1993). A viabilidade de
embrides bovinos produzidos in vitro é inferior aos obtidos através de TE (GREVE,
1992; GREVE et al. 1993) e isso provavelmente acontece devido as alteragdes
morfo-funcionais que ocorrem em decorréncia das condigbes in vitro (AVERY;
GREVE, 1995).

A taxa de concepgao dos embrides transferidos a fresco (57,9%) foi superior
a dos embrides desvitrificados (21,7%), todavia isso era esperado pois este achado
pode ser observado no campo com frequéncia (relato pessoal), ja que a vitrificagao
pode ser considerada uma potente causadora de danos fisicos, quimicos e térmicos
que podem aumentar a apoptose em blastocistos (SUDANO et al., 2011).

Com relacdo a taxa de concepcéao apos transferéncia de embrides, ndo houve
interferéncia da adi¢do do forskolin ao meio de cultivo in vitro (30,77%), concordando
com os dados obtidos por Sanches et al. (2013), que obtiveram 48,8% de concepg¢ao
nos embrides tratados com forskolin.

A interrupcdo da gestacdo, em bovinos, € maior durante o periodo
embrionario, ou seja, da concepg¢ao a organogénese (dia 1 a 42), do que durante os
periodos fetal (término da diferenciacdo dos 6rgaos - dia 42 a 280) ou neonatal, que
se estende do parto até o dia 28 apos o mesmo (HUBBERT, 1974; FARIN et al.,
2006). Em embrides produzidos in vitro, as taxas de perdas embrionaria, fetal e
perinatal sdo maiores do que as observadas em programas de inseminacéo artificial
e transferéncia de embrides produzidos in vivo (LONERGAN et al., 2007). indices de
abortos entre 9 e 47% tém sido relatados (DAVIS et al., 1989; REICHENBACH et al.,
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1992; MASSIP et al., 1995a; REINDERS et al., 1995) no primeiro e segundo
trimestre de prenhez de embrides produzidos in vitro, o que discorda dos resultados
do nosso trabalho onde foi observada a ocorréncia de 3,25% de abortos. Allen
(1997) menciona indices de 26 a 40% de morte embrionaria precoce (MEP),
representando 60 a 80% do total de perdas de gestagdes, o que discorda dos
achados do presente estudo, onde foi observada 3% de MEP nos embrides
produzidos in vitro transferidos a fresco e 17% de MEP nos embrides aquecidos. Em
programas de PIVE, a prevaléncia de natimortos e de morte neonatal varia de 2,4%
a 15,6% em novilhas e 17,9% em vacas (FARIN et al., 2006). Segundo Boyd et al.
(1969); Kastelic (1996) e Vasconcelos et al. (1997), ao redor de 8% de gestacdes
terminam em perda fetal, discordando dos dados obtidos neste presente trabalho,
onde foi observada uma taxa de natimortos de 5,6% em vacas. A morte perinatal &
atribuida, em parte, como consequéncia das distocias associadas ao tamanho
elevado dos fetos. Além disso, o aumento da duracdo da gestagdo, o
desenvolvimento insuficiente e inadequado funcionamento da placenta e as falhas
nos mecanismos metabdlicos necessarios para a vida extra-uterina sao
considerados problemas que diminuem a viabilidade dos neonatos (FARIN et al.,
2006).

A determinagdo do sexo fetal tem diversas implicagées na industria animal
(RIBADU; NAKAO, 1999). Exames mais tardios, ao redor de 90 dias, dificultam a
determinacdo do sexo e aumentam as chances de erro de diagndstico. No presente
trabalho com exame ao redor dos 60 dias, obteve-se 100% de acertos nos
diagndsticos, diferente dos resultados de Stroud (1996), que obteve 3,0% de erros, e
de Barros e Visintin (2001), que relataram erros da ordem de 2,4 e 3,9%.

A distribuicdo de sexos de bezerros produzidos através de inseminacao
artificial tem sido relatada ser ao redor de 1:1, com 52,9% de machos e 47,1% de
fémeas (FOOTE, 1975). Essa tendéncia também prevalece entre embrides e
bezerros produzidos em programas de TE (KING et al.,, 1991; KING et al., 1995).
Contudo, a proporcao de sexos de bezerros resultantes de embrides produzidos in
vitro difere dessa esperada relagdo (VAN SOOM; DE KRUIF, 1992; MASSIP et al.,
1995b; HASLER et al.,, 1995; KOCHHAR et al.,, 2001). Avelino et al. (2002)

realizaram um experimento de aspiragao folicular guiada por ultra-sonografia e PIVE
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em vacas de diversas ragas e, por meio da sexagem fetal, diagnosticou-se uma
incidéncia de 64% de machos; o mesmo foi observado no presente trabalho, onde
foi observada uma diferenca na propor¢do de machos e fémeas de 62% e 38%,
respectivamente. O mecanismo utilizado para explicar a desigual distribuicdo de
machos e fémeas, a partir de embrides bovinos produzidos in vitro, envolve fatores
que possam favorecer o espermatozdide que carrega o cromossomo Y, antes da
fertilizacdo e suporte preferencial, pés-fertilizagdo, ou uma seletiva vantagem de
embrides machos sobre embrides fémeas sob condi¢des in vitro (KOCHHAR et al.,
2001; KOCHHAR et al., 2003). Gutierrez-Adan et al. (2001) também relataram que o
meio SOF com soro fetal ndo somente acelera o desenvolvimento, mas também
incrementa a sobrevivéncia de blastocistos machos.

Desde o inicio da década de 90 foi observado que embrides bovinos
produzidos in vitro resultavam em nascimentos de animais de tamanho incomum
(YOUNG et al., 1998; BERTOLINI; ANDERSON, 2002). Como uma populagao, a
distribuicdo do peso corporal de fetos e neonatos derivados da PIVE possui um
deslocamento para direita na curva normal de peso ao nascer (FARIN et al., 2006),
ou seja, o peso medio desses fetos esta acima do limite maximo do peso
considerado normal (BERTOLINI; ANDERSON, 2002). Considerando que as
alteracbes no desenvolvimento ocorrem em apenas uma parte dos fetos derivados
do sistema in vitro, pode-se concluir que aqueles animais que ndo sao considerados
‘grandes” apresentam-se normais quanto ao seus desenvolvimentos. No presente
experimento, a adigdo de forskolin n&o alterou o peso ao nascimento dos animais,
somente foi observado diferenca de peso nos bezerros machos, que apresentaram,
em meédia, 1,8 kg a mais do que as fémeas.

Desta forma, os resultados encontrados no presente estudo permitem concluir
que o tratamento com forskolin na concentracéo de 5,0 uM durante o cultivo in vitro
de embrides bovinos foi eficiente para proporcionar a reducido da quantidade de
lipideos intracitoplasmaticos e, consequentemente, melhorar a criotolerancia.
Todavia, isto ndo acarretou em melhorias nas taxas de concepg¢ao, bem como nao

afetou o peso dos bezerros nascidos.
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8. CONCLUSAO

Em face dos resultados obtidos, conclui-se que:

* o forskolin, na dose de 5,0 uM, adicionado ao D6 do cultivo, reduziu a
quantidade de lipidios intracitoplasmaticos e ndo interferiu na producédo de
blastocistos (Experimento 1);

* 0 acido linoleico nao interferiu na progressdo da meiose de odcitos bovinos
quando adicionado ao meio de maturacéo in vitro (Experimento 2A);

* 0 acido linoleico adicionado ao meio de cultivo reduziu a quantidade de
lipidios intracitoplasmaticos em embrides bovinos produzidos in vitro e nao
interferiu na producao de blastocistos (Experimento 2B);

* a adicao de forskolin associado ao acido linoleico no cultivo in vitro diminuiu
parcialmente a quantidade de lipidios intracitoplasmaticos e nao interferiu na
producédo de blastocistos (Experimento 3);

* a adicao de forskolin e/ou acido linoleico durante o cultivo in vitro ndo afetou a
qualidade dos embrides produzidos, avaliada pela ocorréncia de apoptose e
pela fungdo mitocondrial (Experimento 3);

* a adicdo de forskolin ao cultivo in vitro estimulou o aumento do numero de
células e do diametro dos embrides produzidos ( Experimento 3);

* ndo houve melhora na taxa de concepcédo apos transferéncia de embrides
criopreservados que foram tratados com o forskolin durante o cultivo in vitro
(Experimento 4);

* ataxa de concepgao apos transferéncia de embrides frescos foi maior do que
a de embrides criopreservados (Experimento 4);

* foi observado um numero maior de fetos machos em comparacado a fémeas
(Experimento 4);

* 0 uso de forskolin ou o tipo do embrido (fresco ou vitrificado) ndo influenciou
na MEP, abortos ou NM (Experimento 4);

* o forskolin ndo afetou o peso ao nascimento dos animais, porém os machos

apresentaram peso superior ao das fémeas (Experimento 4).
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