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EFEITOS DE REGULADORES DO METABOLISMO LIPIDICO NO
DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS E NA SOBREVIVENCIA
A VITRIFICACAO

RESUMO: Embrides produzidos in vitro (PIV) apresentam baixa sobrevivéncia aos
métodos convencionais de criopreservacdo. Na tentativa de melhorar a producéo e
taxa de sobrevivéncia embrionaria apos a vitrificacdo foram utilizados reguladores
metabdlicos L-carnitina (CA), Forskolina (FO), em diferentes doses, a partir do quarto
(D4) ou sexto (D6) dia do cultivo de desenvolvimento embrionario. No experimento 1
o uso de 2,5 mM de CA influenciou positivamente na produgéo (62,0+12,5%, P=0,02),
expansao (60,7%, P=0,009) e ecloséo (41,1%, P=0,04). No experimento 2, a producéo
de embrides néo foi influenciada pela suplementacdo com FO (P=0,2), entretanto, a
dose de 15,0uM afetou positivamente a expanséo (53,2%, P=0,001) e eclosé&o (46,8%,
P0,001). Foi concluido que o uso dos reguladores do metabolismo lipidico CA, FO a
partir do quarto dia do cultivo de desenvolvimento in vitro de embrides aumentou a

criosobrevivéncia embrionaria.

Palavras Chave: embrides, bovinos, reguladores do metabolismo, criopreservacéo
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EFFECTS OF THE LIPID METABOLIC REGULATORS DURING IN VITRO
DEVELOPMENT OF THE BOVINE EMBRYOS AND THE SURVIVAL TO THE
VITRIFICATION.

ABSTRACT: Embryos produced in vitro (IVP) have low survival to conventional
cryopreservation methods. In attempt to improve the production and the rate of embryo
survival to the cryopreservation process, was used the metabolic regulators, L-
carnitine (CA), forskolina (FO) in different doses, starting the fourth (D4) or sixth (D6)
days of the embryo culture development in vitro. In experiment 1, the best results of
production (62,0 + 12,5%, P = 0,02), expansion (60,7%, P = 0,009), and hatching (41,1
% P = 0,04) was obtained using 2,5 mM of CA. In experiment 2, the production of
embryos was not influenced by supplementation with FO (P=0,2), however, the dose
of 15,0uM was the best result of expansion (53,2%) and hatching (46,8%) (P=0,001).
In conclusion, the use of the metabolic regulators CA and FO from the fourth day of

the embryo culture in vitro increase the embryo resistance to the cryopreservation.

Keywords: embryos, bovine, metabolism regulators, cryopreservation.



1. INTRODUCAO

A producdo in vitro (PIV) de embrides é uma ferramenta importante no
aproveitamento do potencial reprodutivo dos rebanhos bovinos, possibilita acelerar a
producdo de animais geneticamente superiores. Além disso, a PIV permite ampliar a
vida reprodutiva das fémeas, sendo possivel a utilizacdo dos oocitos de fémeas pré-
puberes, vacas gestantes, idosas, e até mesmo de animais com infertilidade adquirida
(GONCALVES, et al., 2007; WATANABE et al., 2008).

Nos atuais sistemas comerciais de producdo in vitro de embrides, um dos
maiores entraves € a obtencédo e sincronizacao das receptoras, as quais devem ser
proporcionais ao numero de embrides produzidos. Uma solucdo para este problema
seria a utilizacdo das técnicas de criopreservacdo dos embribes excedentes. A
evolucdo da criopreservacdo de embrides bovinos propicia também uma série de
outros beneficios, tais como: a otimizacdo do uso das receptoras em estro natural,
planejamento do periodo de nascimento dos bezerros de acordo com 0 manejo da
propriedade, a formacdo de bancos de germoplasma e principalmente, facilitar a
comercializacdo dos embrides (importacdo e exportacdo). Assim, a criopreservacao
de embrides tem se tornado parte integrante da reproducdo assistida em animais,
especialmente de espécies domésticas (KULESHOVA; LOPATA, 2002).

No entanto, a caracteristica que persiste no mercado internacional e nacional é
o predominio das transferéncias realizadas a “fresco” dos embrides PIV (STROUD,
2011), em funcgédo dos resultados insatisfatorios obtidos com a criopreservacdo dos
embrides zebuinos e taurinos produzidos in vitro, que apresentam taxas de concepcao
inferiores a 30% (HASLER et al., 2003).

Os embribes PIV apresentam marcantes caracteristicas morfolégicas e
moleculares, que sao diferentes daquelas observadas em embrides produzidos in vivo
(WRIGHT; ELLINGTON, 1995), uma delas € o excessivo acumulo de lipidio
citoplasmatico (SUDANO et al., 2011). Entretanto, os mecanismos de deposicédo
lipidica nestes embrides PIV ainda ndo estdo bem esclarecidos. As duas hipoteses
sugeridas sao de que as lipoproteinas contidas no soro fetal bovino (SFB) utilizado
como fonte proteica durante a producdo in vitro sdo absorvidas pelas células
embrionarias (ABE et al., 2004; DIEZ et al.,, 2001), e de que nos embribes PIV a
eficiéncia mitocondrial em [-oxidar os acidos graxos é reduzida, dessa maneira, 0s

lipidios que deveriam ser utilizados como fonte energética ficam acumulados



(CROSIER et al., 2001). De qualquer forma, a total substituicdo do SFB na PIV de
embrides bovinos ainda € um grande desafio, visto que de maneira geral os meios
suplementados com esta fonte proteica ainda sdo os que apresentam as melhores
taxas de producao embrionaria (DUQUE et al., 2003).

Tendo em vista o desafio de produzir embrides bovinos in vitro que sejam mais
resistentes aos processos de criopreservacdo, mantendo as taxas de producdo
embrionéria. Foi utilizado no meio de cultivo de desenvolvimento embrionario os
reguladores do metabolismo lipidico L-carnitina (DUNNING, et al., 2012; SUTTON-
MCDOWALL et al., 2012), forskolina (PASCHOAL et al., 2010; SANCHES et al., 2013)
e acido linoleico conjugado trans-10; cis-12 (Pereira et al., 2007;2008) isoladamente
e em associacdo, em diferentes doses e momentos do desenvolvimento embrionario

in vitro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producéo in vitro de embrifes bovinos

A producao in vitro de embribes bovinos envolve trés etapas: a maturacao
oocitaria, a fertilizacdo e o cultivo de desenvolvimento embrionario.

A maturacao in vitro de odcitos bovinos tem duracao de aproximadamente 24
horas, durante esse periodo os 004citos passam por varias alteracdes nucleares e
citoplasmaticas. Os eventos nucleares incluem: a quebra da vesicula germinativa, o
desaparecimento do nucléolo, a condensacdo da cromatina, a extrusdo do primeiro
corpusculo polar e a formacdo do segundo fuso meidtico (MEINECKE et al., 2001).
Os eventos citoplasméticos incluem: sintese de proteinas (SIRARD et al., 1998),
modificacdes moleculares (KUBELKA et al., 2000), redistribuicdo das organelas

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

do Ca”" (WANG et al., 2003).

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

Geralmente, na fertilizac&o in vitro, os o6citos bovinos ap6s a maturacéo sao
incubados com os espermatozoéides por um periodo de 18 a 24 horas. A fecundacao
propriamente dita se da quando ocorre a penetracdo do espermatozéide no odcito,
este por sua vez retoma a meiose e completa a extrusdo do segundo corpusculo polar,
em seguida ha a formacdo dos pronucleos masculino e feminino, e a singamia
restabelecendo-se o numero de cromossomos (GORDON, 2003).

A terceira etapa da producao in vitro consta no cultivo de desenvolvimento
embrionério, que ocorre apds a singamia. Formam-se os novos individuos chamados
zigotos que multiplicam suas células (blastdbmeros) por sucessivas divisdes mitoticas.

A partir desse momento ocorre a transicdo materno-zigoética quando hé a ativagédo do



genoma embriondrio (com 8 a 16 células), compactagédo (moérula com 32-64 células),
diferenciacdo do trofoblasto e embrioblasto, e a blastulagdo com a formacao do
blastocisto (GONCALVES, et al., 2008).

Nos sistemas habituais de producdo in vitro, 80% dos o0citos imaturos
completam a metafase Il da meiose Il (DOMINKO; FIRST, 1997), no entanto, so
aproximadamente 40% dos odcitos fertilizados alcangam o estadio de blastocisto
(WARD et al., 2002; SIRARD et al., 2006).

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

O sistema de producéo in vitro dos embrides nao apresenta a mesma eficiéncia
gue in vivo. Na maioria das vezes o0s embrifes in vitro apresentam marcantes
caracteristicas morfolégicas e moleculares diferentes dos embriées produzidos in vivo
(WRIGHT; ELLINGTON, 1995). Os embrides produzidos in vitro apresentam
desenvolvimento mais acelerado, diametro menor a partir da fase de blastocisto e
geralmente anormalidades mitocondriais (CROSIER et al., 2001) como cristas
periféricas e formato circular (FAIR et al., 1997), redu¢cdo na quantidade de
microvilosidades que recobrem a membrana plasmética e das juncdes GAP,
diminuindo o contato entre as células do trofoblasto (BONI et al., 1999; FAIR et al.,
2001), e diferencas metabdlicas (KHURANA et al., 2000; THOMPSON, 2000).

Além destas, ainda relata-se o excessivo acumulo lipidico no citoplasma destes
embrides que esté intimamente relacionado a reduzida criotolerdncia dos mesmos e
consequentemente a baixa sobrevivéncia apés a descongelagédo, principalmente
guando o soro fetal bovino (SFB) € utilizado como fonte proteica durante o cultivo de
desenvolvimento embrionario (ABD EL et al., 2000; ABE et al., 2002; MUCCI et al.,
2006).

Os principais problemas do acumulo lipidico em excesso nos embrides seriam
alteracdes na fluidez e funcdo da membrana plasmatica (KIM et al., 2001; SUDANO
et al., 2012), aspecto escurecido e baixa densidade dos mesmos, influenciando
negativamente na sobrevivéncia embrionaria nos processos de criopreservagao
(MUCCI et al., 2006). Também, sugere-se que em decorréncia da criopreservacao
haja uma acentuada peroxidacdo dos lipidios poli-insaturados contidos nestes

embrides, aumentando a producédo de radicais livres. Dessa forma, o excesso de



lipidios nos embrides aumentaria ainda mais esta producdo de radicais livres e
acentuaria o processo de morte embrionaria (BARCELO-FIMBRES; SEIDEL Jr,
2007b).

Alguns estudos tém relatado eficiéncia na substituicdo do SFB por albumina
sérica bovina (BSA) durante as etapas de maturagéo e/ou cultivo de desenvolvimento,
na producao de embrides mais viaveis a criopreservacdo (ABE et al., 2002; KRISHER
et al., 1999; RIZOS et al., 2003). No entanto, ao utilizar separadamente SFB ou BSA
durante a maturacao in vitro de oocitos bovinos, o grupo do SFB apresentou melhores
resultados na taxa de maturacao nuclear e expanséo das células do cumulus, taxa de
expansao e eclosdo dos blastocistos, maior massa celular interna e numero total de
células nos embrides. Porém, tanto os odécitos apds a maturacdo quanto os embribes
produzidos com SFB apresentaram aspecto escurecido (indicando acumulo lipidico)
em relacdo aos grupos onde foi utilizado o BSA (RUSSELI et al., 2006).

Leivas et al. (2010) também observaram a associacdo de SFB e BSA, no meio
de cultivo de desenvolvimento embrionario como sendo benéfica tanto na taxa de
embribes produzidos quanto na qualidade embrionaria, ao contrario de quando foi
usado somente o BSA como fonte proteica.

Pelo fato de tanto o SFB quanto o BSA nao terem a sua composicao totalmente
definida ndo se sabe exatamente se existem e quais sdo o0s fatores essenciais
presentes nestas fontes proteicas que atendam as necessidades dos embrides PIV.
Vérias foram as tentativas de substituir totalmente o SFB na producédo in vitro de
embrides bovinos por outras fontes de macromoléculas definidas (KATO; NAGAO,
2009; LIM et al., 2007), mas de maneira geral os meios suplementados com SFB ainda
sdo 0s que apresentam as melhores taxas de producdo embrionaria (DUQUE et al.,
2003). Contudo, a reserva lipidica presente nos odécitos e embrides é de suma
importancia na sobrevivéncia e viabilidade dos mesmos, principalmente como reserva
energética (STURMEY et al., 2009).

2.2. Metabolismo energético embrionario

Geralmente, durante o desenvolvimento inicial embrionario o metabolismo

energético é relativamente baixo (THOMPSON et al., 1996). No entanto a partir da

ativacao do genoma embrionario esta demanda aumenta gradativamente e atinge seu



apice durante a blastulacdo, em funcdo da intensificagcdo na sintese proteica e
atividade dos sistemas de transportes de ions (bomba Na+/K+) envolvidos nesta etapa
do desenvolvimento embrionario (THOMPSON et al., 1998, 2000), sendo necessario
maior producédo de adenosina trifosfato (ATP). O principal substrato para producao de
energia nas células é a acetilcoenzima A (acetil-coA), que pode ser produzida a partir
do metabolismo dos carboidratos, aminoacidos e também dos acidos graxos (Figura
1).
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Figura 1: Esquema representativo do metabolismo de carboidratos, aminoacidos e
acidos graxos (NELSON; COX, 2011).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carboidrato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido

2.2.1. Metabolizacao da glicose

A glicose é um dos substratos mais utilizados na producédo de energia durante
a maturacao oocitaria e desenvolvimento embrionario pés-compactacdo (SUTTON-
MCDOWALL et al.,, 2012), ao ser oxidada via glicélise ou via pentose-fosfato
(KHURANA; NIEMANN, 2000). A via de metabolizacao ir4 depender das relagbes
ATP/ADP e NADPH/NADP existentes no citosol celular. Quando a relacdo ATP/ADP
€ baixa e a relacdo NADPH/NADP ¢ alta, a glicose vai ser degradada pela via
glicolitica, produzindo ATP. A via das pentoses € inibida e ndo ha sintese de acidos
graxos. Porém, se a relacdo ATP/ADP é alta, a via glicolitica é inibida. A glicose é
oxidada pela via das pentoses, favorecendo a sintese de acidos graxos.

A oxidacédo da glicose via pentose-fosfato ocorre no citosol celular e tem como
principais produtos a ribose-5-fosfato e 0 NADPH (BARCELO-FIMBRES; SEIDEL Jr,
2007). A ribose-5-fosfato é a pentose constituinte dos nucleotideos que compde os
acidos nucleicos, e de muitas coenzimas, como o ATP, NADH, FADH2 e coenzima
(KHURANA; WALES, 1989). J4 o NADPH+, é necesséario na reducdo das vias
biossintéticas como aceptor de elétrons (recebe elétrons), participa na transformacéo
do malato em piruvato (na sintese de acidos graxos), e também atua contrapondo os
efeitos deletérios de radicais livres (WALES; DU, 1993; HARVEY et al., 2002).

Na via da glicélise, cada molécula de glicose (com seis carbonos) é oxidada em
uma sequéncia de dez reacles, tendo como produtos duas moléculas de piruvato
(com trés carbonos), duas moléculas de ATP e duas moléculas de NADH*. Sob acao
do complexo piruvato desidrogenase, os piruvatos formados sdo novamente oxidados,
perdem um grupamento carboxil na forma de CO2, e 0s outros dois carbonos
remanescentes sdo convertidos a acetil, da acetil-coA. Desta maneira, a partir de cada
piruvato, produz-se uma molécula de acetil-CoA. (NELSON; COX, 2011; MARZZOCO;
TORRES, 2007).

A acetil-coA formada entra em uma via de oxidagéo final comum, seja para a
acetil-coA derivada glicélise e da oxidacdo do piruvato ou dos acidos graxos, quando
séo oxidadas a COz2 no ciclo de Krebs (FERNIE et al., 2004).
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2.2.2. Metabolizagéo dos &cidos graxos

Os triacilglicerois (TAG) sdo os principais lipidios fornecedores de energia as
células, cerca de 95% desta energia provem dos trés acidos graxos que os compde e
somente 5% sé&o fornecidos pelo glicerol. Primeiramente a lipase atua liberando o
grupamento glicerol, este € fosforilado pela glicerol-cinase e origina o glicerol-3-fosfato
que é oxidado a diidroxiacetona-fosfato. Entdo, a triose-fosfato-isomerase age
convertendo-a em gliceraldeido-3-fosfato que é oxidado na glicélise. Ja os acidos
graxos serao oxidados nas mitocondrias (DUNNING et al., 2012; NELSON; COX,
2011).

Para que os acidos graxos sejam oxidados, é necessario que sejam convertidos
em uma forma ativada (acil graxo-coA). Para tal, as enzimas acil-coA-sintases
catalisam a formacao da ligacéo tioéster entre o carboxil do &cido graxo e o tiol (-SH)
da coenzima, produzindo uma acil graxo-coA, AMP e pirofosfato (MARZZOCO;
TORRES, 2007).

A proxima etapa consiste na passagem da acil graxo-coA para dentro da
mitocéndria, que ocorre por intermédio do circuito da carnitina (Figura 2) (KERNER;
HOPPEL, 2000). Dessa maneira, a acil graxo-coA se liga ao grupo hidroxil da carnitina
e por acéo da carnitina-acil-transferase | que passa para o espaco intermembrana da
mitocdndria, logo atravessa a membrana interna por difusédo facilitada através do
transportador acil-carnitina/carnitina. Finalmente, a carnitina-acil-transferase |l faz
com que o acil graxo-coA seja regenerado, liberando a carnitina que retorna ao espaco
intermembrana (DUNNING et al., 2012; SUTTON-MCDOWALL et al., 2012).

A oxidacdo mitocondrial dos &cidos graxos também ocorre em trés etapas
(Figura 3). A primeira delas é a beta-oxidac&o, nesta fase os acidos graxos sofrem
ciclos de remocao oxidativa da sua cadeia carbonada, cada ciclo é formado por uma
sequéncia de quatro reacdes que no final gera uma molécula de acetil-coA. Portanto
a cada ciclo é gerada uma molécula de acetil-coA. A quantidade de acetil-coA gerado
vai depender do tamanho da cadeia de carbonos, pois € isso que determina a
quantidade de ciclos. Em cada ciclo séo retirados dois carbonos da cadeia carbonada
do acido graxo para a formacdo do acetil-coA, no entanto o ultimo ciclo gera 2
moléculas de acetil-coA. Por exemplo, o &cido palmitico de 16 carbonos, sofre 7 ciclos
e ao final os dois ultimos carbonos permanecem como acetil-coA (2 moléculas),

originando 8 acetil-coA. Quando se trata de cadeias impares de acidos graxos, 0



altimo ciclo ir4 gerar uma de acetil-coA (2 carbonos) e uma molécula de 3 carbonos
chamada de propionil-coA, que serd oxidada em succinil-coA a qual é utilizada no ciclo
de Krebs e cadeia respiratoria (NELSON; COX, 2011; MARZZOCO; TORRES, 2007,
SHULZ, 1991).
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Figura 2: O circuito da carnitina (NELSON; COX, 2011).
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Figura 3: Etapas da oxidacao dos acidos graxos (NELSON; COX, 2011).
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2.2.3. Metabolizagdo dos Aminoacidos

As vias do metabolismo dos aminoéacidos, tomadas em conjunto, normalmente
sdo bem menos ativas do que a glicolise e a oxidagcédo dos acidos graxos. O fluxo ao
longo das vias catabdlicas varia muito dependendo do balanco entre as necessidades
para processos biossintéticos e disponibilidade dos aminoacidos (Figura 4) (MIFLIN;
LEA, 1977; NELSON; COX, 2011, WU, 2009). Todas as vias catabdlicas convergem
para a formacdo de conjuntos de aminoacidos que formardo precursores ou
componentes do ciclo de Krebs (Figura 4) (FERNIE et al., 2004).
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Figura 4: Produtos do metabolismo dos aminoacidos (NELSON; COX, 2011).

2.2.4. Ciclo de Krebs e cadeia respiratoria

O ciclo de Krebs ou ciclo do acido citrico ocorre nas mitocondrias, e
compreende uma serie de reagdes. A primeira reacao € a condensacao de acetil-coA
com o oxaloacetato, originando o citrato, que € transformado em isocitrato. O isocitrato
é desidrogenado, libera CO2 e forma o a-cetoglutarato que também perde CO:2 e
origina succinil-coA, entdo, a molécula de coenzima é liberada produzindo o succinato.
O succinato € entdo oxidado a fumarato, este sofre hidratacéo transformando-se em
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malato. Para finalizar, o malato é oxidado formando o oxaloacetato novamente. Para
cada acetil-coA oxidada s&o liberadas duas moléculas de CO2 e produzidas trés
moléculas de NADH, uma de FADH2 e um ATP (Figura 5). Por fim, os transportadores
de elétrons produzidos durante o ciclo de Krebs seguirdo para cadeia respiratoria
mitocondrial onde os elétrons sédo transferidos para o oxigénio e ocorre a fosforilagéo
de ADP formando ATP (FERNIE et al., 2004; NELSON; COX, 2011).
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Figura 5: Reacdes do ciclo de Krebs (NELSON; COX, 2011).



12

2.3. Os lipidios

Os lipidios sdo um grupo de compostos quimicamente diversos, constituidos
por acidos graxos, que por sua vez sado formados de acidos carboxilicos com cadeias
hidrocarbonadas de comprimento variando de 4 a 36 carbonos (MARZZOCO;
TORRES, 2007).

Nos acidos graxos saturados esta cadeia ndo apresenta ligacées duplas em
sua estrutura, sua nomenclatura se baseia na quantidade de carbonos que o0s
compde, como por exemplo, o acido palmitico (acido hexadecanoico) composto por
16 carbonos, abreviadamente representado como 16:0. Os 4cidos graxos insaturados
apresentam ramificacdes na sua cadeia carbonada e/ou ligacdes duplas, podendo em
alguns casos conter anéis de carbonos, grupos hidroxil e ramificacdes de grupos metil.
A nomenclatura leva em conta a quantidade de carbonos, e a posicao das duplas
ligacdes em relagédo ao carbono do carboxil, por exemplo, o &cido oleico (acido cis-9-
octadecenoico) que contem 18 carbonos e uma ligacao dupla entre os carbonos C9 e
C10 é abreviado 18:1(A%). O prefixo cis ou trans indica a configuragdo geométrica da
molécula, em grande parte dos acidos graxos insaturados que ocorrem naturalmente
as ligacdes duplas encontram-se na configuracéo cis (NELSON; COX, 2011; VANCE;
VANCE, 2008).

Os triglicerideos, ou triacilglicerois sdo os lipidios mais abundantes no
citoplasma das células dos mamiferos e estdo armazenados na forma de goticulas
(AARDEMA et al., 2011). Esses lipidios tém como principais funcdes o
armazenamento de energia (STURMEY et al., 2009) e o isolamento térmico contra
baixas temperaturas (principalmente em animais hibernantes). Sdo compostos por
trés acidos graxos (iguais ou nao), unidos a uma molécula de glicerol, sdo moléculas
apolares, hidrofobicas, essencialmente insoluveis em agua.

Ja os fosfolipidios sdo os principais constituintes das membranas celulares
eucariodticas, tendo papel importantissimo na fluidez e permeabilidade das mesmas
(VAN MEER et al., 2008). Nos fosfolipidios ha apenas duas moléculas de acidos
graxos de natureza apolar unida a dois carbonos do glicerol por ligagdes éster. O
terceiro componente € um grupo fosfato que se une ao carbono do glicerol por uma
ligacédo fosfodiéster (polar). Assim, cada fosfolipidio contém uma porcéo hidrofébica
representada pelos acidos graxos e uma porgdo hidrofilica corresponde ao grupo

fosfato e as moléculas a ele associadas. Cada membrana é constituida por uma dupla
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camada fosfolipidica organizada de modo que as cabecas hidrofilicas (fosfatos
polares) fiquem viradas para o exterior da membrana e as caudas hidrofébicas (acidos
graxos apolares) para o interior, permitindo com que a membrana seja seletiva
(ALBERTS et al., 2002).

Outros lipidios também desempenham papeis como cofatores enzimaticos,
transportadores de elétrons, ancoras hidrofébicas para proteinas, chaperonas para
auxiliar no dobramento das proteinas de membrana, horménios e mensageiros
intracelulares (VANCE; VANCE, 2008).

2.3.1. Biossintese dos acidos graxos

Nas células eucaridticas a biossintese dos acidos graxos ocorre no citosol. O
principal precursor para que ocorra a biossintese dos acidos graxos € a acetil-coA
formada na matriz mitocondrial. Para que a acetil-coA seja utilizada é necessario que
passe através da membrana mitocondrial até o citosol. Porém, para que consiga
atravessar esta membrana ela necessita reagir com o oxaloacetato (por acao da
citrato sintase) e liberar uma CoA (coenzima A), produzindo um citrato. O citrato
atravessa a membrana mitocondrial, e no citosol por acao da citrato-liase € clivado,
regenerando a acetil-coA e oxaloacetato (reacdo dependente de ATP). O oxaloacetato
€ convertido em malato e este posteriormente em piruvato que ira retornar a matriz
mitocondrial. Nesta reacdo que transforma o malato em piruvato também ha producéo
de um NADPH + H*, que posteriormente ira fornecer elétrons na sintese dos &cidos
graxos (Figura 6) (MARZZOCO; TORRES, 2007).

A formacao dos acidos graxos se da pelo acréscimo de carbonos (de 2 a 2) ao
acetil-coA até atingir 16 carbonos, formando o acido palmitico. Os dois primeiros
carbonos da cadeia sempre sédo provenientes do acetil —coA e os demais do malonil-
coA. O malonil-coA € originado a partir da adicdo de um CO2 & molécula de acetil-coA,
esta reacdo € catalisada pela acetil-coA carboxilase que é ativada quando os niveis
de citrato no citosol estéo elevados (TONG, 2005).

Esta adicdo de carbonos se da pela acdo do complexo multienzimatico
chamado &acido graxo sintase (AGS), composto por uma cadeia polipeptidica
multifuncional. Nos mamiferos, a AGS apresenta sete diferentes dominios; cetoacil

sintase (KS), malonil/acetiltransferase (MAT), deshidratase (DH), enoil redutase (ER),
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cetoacil redutase (KR), proteina carreadora de acila (ACP) e tioesterase (TE). Estes
dominios atuam como enzimas distintas, porém ligadas. O sitio ativo de cada enzima
€ localizado em dominios separados dentro do mesmo polipeptideo (CHIRALA;
WAKIL, 2004).

Antes de iniciarem as rea¢des para construcdo da cadeia do acido graxo, €
necessario que os dois grupos tiois (-SH) do complexo enzimatico sejam carregados,
ativando os grupamentos acila e malonila. Primeiramente o grupamento acetil da
acetil-coA é transferido para o tiol localizado no dominio ACP, este, em seguida é
transferido para o tiol localizado no dominio KS, liberando o tiol do dominio ACP para
que o grupamento malonila (da malonil-coA) também se ligue. Dessa maneira, 0
complexo acido graxo sintase esta pronto para o inicio das quatro etapas necessarias
para que haja o alongamento da cadeia carbonada (Figura 7). Na etapa de
condensacéo o grupamento malonil perde um CO2, e em seguida o acetil é transferido
do tiol KS para a malonila ligada ao tiol ACP, formando um grupamento acetoacetila.
Este atomo de carbono do CO2 € o mesmo introduzido originalmente na formacgéo da
malonil-coA, dessa forma a ligacdo do CO2, bem como o gasto de ATP sé&o
transitérios. Logo, ocorre a reducdo do grupo carbonil. Nesta etapa a acetoacetila
sofre uma reducado do grupo carbonil, sendo que o doador de elétrons € o NADPH +
H*. A terceira etapa é a de desidratacdo, quando ocorre a saida de uma molécula de
agua da cadeia carbonada, formando a trans-A2-butenoil-ACP. Por fim, na quarta
etapa, reducéo da ligacdo dupla. Quando o NADPH + H* fornece elétrons para que
haja a reducéo da dupla ligacdo existente na trans-A2-butenoil-ACP, transformando
em butiril-ACP (com quatro carbonos). O grupo butirila € transportado para o tiol do
dominio KS, liberando o tiol do dominio ACP para que outra vez um grupamento
malonila (da malonil-coa) se ligue dando origem a um novo ciclo de quatro etapas.
ApoOs sete ciclos de condensacao e reducdo é formada a palmitoila-ACP, com 16
carbonos. Entdo, o palmitato é liberado do dominio ACP pela acdo da tioesterase
(produzida no dominio TE). O palmitato, por sua vez é o principal precursor de outros
acidos graxos de cadeia longa. Para tal sua cadeia carbonada deve sofrer
alongamento pela acdo do sistema de alongamento de &cidos graxos presente no
reticulo endoplasmatico liso. Neste sistema, apesar de ocorrer no RE e estarem
envolvidos diferentes sistemas enzimaticos, 0 mecanismo de alongamento da cadeia
carbonada é semelhante ao da formacao do palmitato (NELSON; COX, 2011; VANCE;
VANVE, 2008).
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Na formacdo do triacilglicerois, as trés hidroxilas do glicerol se unem as
carboxilas dos acidos graxos por liga¢des do tipo ester, liberando uma molécula de
agua. Quando os trés acidos graxos sao iguais o triaciglicerol é simples, do contrario

€ considerado misto (MARZZOCO; TORRES, 2007).
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Figura 6: Transferéncia dos grupamentos acetil, da mitocondria para o citosol celular
(NELSON e COX, 2011).
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Figura 7: Sequéncia de eventos durante a sintese dos &cidos graxos (NELSON e

COX, 2011).
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2.3.2. A importdncia dos lipidios na maturacdo oocitaria e

desenvolvimento embrionério

Embora diversos estudos sobre o metabolismo energético em odcitos e
embrides de mamiferos tém-se centrado sobre o consumo e utilizacdo de nutrientes
exogenos fornecidos no meio de cultivo, como piruvato, glicose e aminoacidos, a
influéncia das reservas intracelulares de energia, particularmente dos acidos graxos
ainda é um complexo e amplo campo de investigacdes a ser explorado (STURMEY et
al., 2009).

Os lipidios sdo de suma importancia na vida celular. Os triglicerideos, ou
triacilglicerois sdo os mais abundantes no citoplasma das células dos mamiferos e
estdo armazenados na forma de goticulas (AARDEMA et al., 2011). Esses lipidios tém
como principal fungdo o armazenamento de energia para oo0citos e embrides
(STURMEY et al., 2009). J& os fosfolipidios participam na formacao das membranas
celulares eucarioticas, tendo papel importantissimo na fluidez e permeabilidade das
mesmas, porém a sua influéncia na criopreservacdo ainda é pouco estudada (VAN
MEER et al., 2008).

Ha uma variacdo muito grande na quantidade e tipo de acidos graxos que
compde os lipidios presentes nos odécitos e embrides das diferentes espécies. Uma
das hipoteses adotadas para explicar a quantidade de lipidios nos odcitos e embribes
€ de que quanto maior for o tempo entre a ovulacéo e a implantacdo embrionaria, mais
energia para sua manutencdo é necessaria, dessa forma a quantidade de lipidio
acumulado seria maior nestas espécies (STURMEY et al., 2009). Odcitos e embrides
murinos contém pouca quantidade de lipidios (LOEWENSTEIN; COHEN, 1964), os
humanos apresentam quantidade intermediaria (MATORRAS et al.,, 1998), e os
felinos, caninos (GURAYA, 1965), suinos, bovinos e ovinos (MCEVOY et al., 2000;
MCKEEGAN; STURMEY, 2012) apresentam grande acumulo lipidico em seus odcitos
e embrides.

Estudos comparando a quantidade e caracteristicas dos lipidios encontrados
nos oocitos relatam que os suinos possuem maior teor de acidos graxos 161+ 18ug
por amostra (1000 odcitos). Destes, 74,25ug de triacilglicerois e 40,9ug de
fosfolipidios. Seguido dos ovinos com o total de 89 + 7ug de acidos graxos, destes

24,959 de triacilglicerois e 24,6ug de fosfolipidios. E em terceiro, pelos bovinos com
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63 * 6ug total, sendo 22,95ug de triacilglicerois e 17,95ug de fosfolipidios (MCEVOY
et al., 2000).

De maneira geral, nos o0citos destas trés espécies ja foram identificados 24
acidos graxos diferentes, no entanto, ha maior proporcao dos acidos graxos palmitico,
oleico, esteérico e linoleico, respectivamente. Porém, ao analisar isoladamente os
fosfolipidios, foi observado que os odécitos suinos sdo mais ricos em &cido oleico e
linoleico do que palmitico e estearico, e que existe proporcédo de aproximadamente
quatro vezes mais acido linoleico nestes odcitos do que nas demais espécies. Ja nos
triglicerideos dos ruminantes foi identificado propor¢do maior de acido oleico do que
palmitico, diferente dos suinos (MCEVOY et al., 2000).

Algumas tentativas utilizando dietas ricas em acidos graxos poli-insaturados
(bmega 3 e bmega 6) foram realizadas com intuito de modificar o padrdo dos acidos
graxos presentes nos odécitos de bovinos e ovinos. Foi observado que ha aumento
destes acidos graxos poli-insaturados no fluido folicular e nas células do cumulus, no
entanto ndo houve quaisquer alteracdes no padrao lipidico dos odcitos (LEROY et al.,
2008; SANTOS et al., 2008).

Esta reserva lipidica devera suprir as necessidades energéticas requeridas
durante os processos de maturacdo, fertilizacdo e desenvolvimento embrionério
inicial, através da oxidacdo dos acidos graxos para producdo de ATP. Durante a
oogénese, desde a progressdo do foliculo primordial até o estadio de metafase Il
ocorrem muitas modificacdes, envolvendo periodos de crescimento e de alteracdes
nucleares e citoplasmaticas, havendo varios momentos em que 0s o0citos podem
acumular lipidios, porém ndo se sabe exatamente quando esta deposicdo ocorre
(STURMEY et al., 2009).

Pode haver grande variagcdo na quantidade de goticulas lipidicas entre os
diferentes oocitos coletados de um mesmo ovario. Este fato reforca a ideia de que os
oocitos tendem a acumular reserva lipidica durante a pré-maturacdo (AARDEMA et
al., 2008).

A producdo de energia via metabolizacdo de carboidratos pelos odcitos e
embribes € bem conhecida (SUTTON et al., 2003). Porém, os embribes pré-
compactacao tém pouca capacidade de utiliza-la (SUTTON-MCDOWALL et al., 2012).
Além disso, a oxidacdo completa de uma molécula de glicose produz cerca de 30
moléculas de ATP (RICH, 2003). Em contrapartida a oxidagdo completa do acido

graxo palmitato, por exemplo, gera 106 moléculas de ATP (DUNNING et al., 2012).
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Durante a maturacdo oocitaria ha diminuicdo na quantidade de triacilglicerois,
simultdnea com a migragdo mitocondrial da periferia para a regiao cortical destes
oocitos. Por este motivo, acredita-se que a partir do momento em que 0s 00citos
perdem a ligacdo com as células foliculares passam a utilizar uma fonte de energia
intracelular para producdo de ATP necessario durante a sintese proteica, retomada
da meiose e maturacao citoplasmatica (KIM et al., 2001; FERGUSON; LEESE, 1999).

Apés a maturacdo, a quantidade de lipidios se mantém estavel durante a
fertilizacdo até a fase embrionaria de oito células. Os triacilglicerois sédo os lipidios
mais sintetizados e estocados tanto em embrides produzidos in vivo quanto in vitro.
Estes representam aproximadamente 40 a 50% do total de lipidios nos embrides
bovinos produzidos in vivo, seus niveis se mantém praticamente constantes até o
estadio de blastocisto, e a maioria das goticulas encontram-se localizadas na massa
celular interna. Nos embrifes produzidos in vitro, dependendo do meio utilizado, a
quantidade de triacilglicerois pode chegar a até 88% do total de lipidios, havendo
aumento na sua proporcao a partir de oito células até o estadio de blastocisto eclodido,
com o conteudo lipidico disperso tanto na massa celular interna quanto no trofoblasto
(FERGUSSON; LEESE, 1999; SUDANO et al., 2012).

A diferenca na quantidade de lipidios acumulados e no perfil dos acidos graxos
de embrides bovinos de distintas subespécies (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus)
influenciando na sua criotolerancia, foi relatado por Sudano et al. (2012). Inicialmente
foi observado que os embrides Bos taurus taurus apresentavam maior acumulo
lipidico, contudo estes tiveram melhor sobrevivéncia aos processos de
criopreservacao do que os embrides Bos taurus indicus. Ao realizar a espectrometria
de massa nestes embrides, foi identificado que o acido graxo mais abundante nos Bos
taurus taurus € o linoleico, diferente dos Bos taurus indicus que sdo mais ricos em
acido palmitico e estearico.

Um dos principais indicativos da capacidade dos embrides produzirem ATP é a
medicdo do consumo de oxigénio. Em embrides murinos o consumo de oxigénio
permanece relativamente constante desde o estadio de zigoto até mérula, aumenta
consideravelmente na fase de blastocisto e apds a implantacdo diminui novamente
(HOUNGHTON et al., 1996). J4 em bovinos foi observado que o consumo de oxigénio
durante a maturacdo dos odcitos € maior do que no estadio de blastocisto,
provavelmente devido a exigéncia maior de energia requerida nesta etapa
(STOJKOVIC et al., 2001).
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Ao utilizar metil palmoxirato, ou etomoxir (inibidores da oxidagéo dos acidos
graxos, por inibicdo do circuito da carnitina que promove a entrada de acil graxo-coA
nas mitocéndrias) durante a maturacao de odcitos, houve diminuicdo no consumo de
oxigénio durante a maturacdo nos grupos tratados (0,45nl/odcito/h) em relagdo ao
controle (1.0+0,05nl/oocito/h). Reducdo em aproximadamente 50% na taxa de
clivagem, na porcentagem de blastocistos formados, bem como na quantidade de
células totais (FERGUSON; LEESE, 2006).

Quando o metil palmoxirato foi usado somente durante o cultivo de
desenvolvimento embrionario, também houve diminuicdo na porcentagem de
blastocistos formados e na quantidade de células totais. O consumo de oxigénio nos
embribes em estadio de 5 a 8 células era menor nos grupos tratados, ja na fase de
blastocisto (sétimo dia de cultivo) ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais
(FERGUSON; LEESE, 2006; DUNNING et al., 2010).

A influéncia das fontes proteicas utilizadas nos meios de producao in vitro de
embrides, principalmente durante o desenvolvimento embrionario na deposicao
lipidica também tem sido alvo de diversos estudos. Todavia os mecanismos do
acumulo lipidico no citoplasma destes embrides ainda ndo estdo bem esclarecidos
(GOMEZ et al., 2008; SUDANO et al., 2011).

Existem hipéteses para o aumento destes teores de lipidios, principalmente em
embrides cultivados com meios contento SFB. Uma delas é que as lipoproteinas do
soro sao absorvidas pelas células embrionarias. Assim como ocorre in vivo, em que
os acidos graxos existentes nos fluidos do oviduto e Utero sdo incorporados pelos
embrides (TSUJII et al.,, 2001), os embrides produzidos in vitro também podem
facilmente incorporar acidos graxos presentes nos meios de cultivo de
desenvolvimento (ABE et al., 2004; DIEZ et al., 2001). SATA et al. (1999) confirmaram
gue em embrides produzidos na presenca de SFB o perfil dos acidos graxos foi mais
préximo ao encontrado no SFB (Palmitico, estearico, oleico, linoleico e linolénico) do
gue nos embrides cultivados sem SFB (miristico, palmitico e esteérico).

Enquanto a concentragao de triacilglicerois contidos nos embrides produzidos
in vivo permanece estavel desde o estagio de duas células até blastocisto, nos
embrides produzidos in vitro, cultivados em meios contendo 10% de SFB as reservas
de triacilglicerois podem dobrar desde o estadio de quatro células até blastocisto
(FERGUSSON; LEESE, 1999).
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Outra hipdtese é de que normalmente os lipidios serviriam como fonte de
energia sendo substrato para a formagao de ATP via B-oxidacdo dos acidos graxos
nas mitocondrias durante o desenvolvimento embrionario. Nos embrides produzidos
in vitro em meios suplementados com SFB cerca de 70% das mitocondrias
apresentam caracteristicas de imaturidade como cristas periféricas e formato circular,
contra aproximadamente 10% em embrides cultivados em meios livres de SFB (FAIR
et al., 1997; ABE et al., 2002). Com apenas 30% da capacidade mitocondrial em
funcionamento, ocorre um desequilibrio na B-oxidacdo dos acidos graxos e
consequentemente, aumento no acumulo lipidico (CROSIER et al., 2001).

SUDANO et al. (2011) relataram a correlagdo entre diferentes concentragdes
de SFB (10%, 5% e 2,5%) utilizadas nos meios de cultivo embrionario com a taxa e
producado de embrides, quantidade de lipidios acumulados, indice de apoptose e crio-
sobrevivéncia de blastocistos bovinos. Foi observado que quanto mais elevada a
concentracdo de SFB, melhores foram as taxas de producdo de blastocistos, maior
acumulo lipidico, niveis de apoptose mais elevados e piores indices de sobrevivéncia
a criopreservacao. Exceto o grupo cultivado com 2,5% SFB que apresentou taxas de
apoptose semelhantes ao grupo cultivado sem SFB. Os embrifes produzidos in vivo
apresentaram menores niveis de apoptose, menos conteudo lipidico e melhores
indices de sobrevivéncia a criopreservacao do que todos os grupos produzidos in vitro
(0%, 2,5%,5% e 10% de SFB).

2.4. O uso de reguladores metabdlicos na producao de embrides

Os embrides bovinos produzidos in vitro sdo mais sensiveis a criopreservacao
em relagdo aos produzidos in vivo (SUDANO et al., 2011). Uma das razdes
relacionada a este fato € o excessivo conteudo lipidico encontrado nestes embribes
PIV (ABE et al., 2002), no entanto, ndo se sabe qual exatamente € 0 mecanismo que
causa este problema. Foi sugerido que os principais motivos sejam as alteracdes na
fluidez e funcdo da membrana plasmatica que acarretam em complicacdes
relacionadas a permeabilidade celular aos crioprotetores (desidratacéo e reidratacao
celular), bem como o isolamento térmico promovido pelos lipidios contra as baixas
temperaturas que acabam interferindo na velocidade de perda do calor durante o

processo de criopreservacao (KIM et al., 2001; SUDANO et al., 2012) e também que
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a peroxidacao dos lipidios produza radicais livres acentuando o processo de morte
embrionaria (BARCELO-FIMBRES; SEIDEL Jr, 2007b).

Buscando reduzir o conteudo lipidico nestes embrides PIV, foram realizadas
diversas tentativas de delipidacdo dos mesmos, por meio de métodos mecanicos e/ou
quimicos. Utilizando os métodos mecéanicos como a centrifugacdo, micromanipulacéo
e aplicacdo de laser na zona pellcida dos embrides foi possivel a retirada das gotas
lipidicas (USHIJIMA et al., 1999; DIEZ et al.,, 2001; PRYOR et al., 2011), porém
guando se trata de producao e criopreservacao de embrides em larga escala essas
técnicas se tornam invidveis e que comercialmente ndo seria permitido por serem
técnicas invasivas, em que se promove les6es na zona pellcida destes embrides.
Uma alternativa que esta demonstrando ser eficaz na diminuicdo do conteudo lipidico
dos embribes PIV sem lesionar a zona pellcida € o uso de reguladores metabdlicos
(SEIDEL Jr, 2006; BARCELO-FIMBRES; SEIDEL Jr, 2007). A suplementac&o do meio
de cultivo com reguladores metabdlicos visa estimular a utilizacdo destes lipidios na
producdo de energia necessaria aos embrides ao longo do seu desenvolvimento.
Dessa forma, seria possivel produzir embrides de melhor qualidade, mais resistentes
aos processos de criopreservacdo e consequentemente melhores taxas de

concepgao.

2.4.1. L-Carnitina (CA)

Estudos ralatam a correlagcdo entre a qualidade dos odcitos e embrides
cultivados in vitro com a capacidade de metabolizacdo dos acidos graxos acumulados.
A importancia desta metabolizacao dos acidos graxos esta na sintese de ATP,
suficiente para suportar as necessidades energéticas durante 0s processos de
crescimento, meiose, fertilizacdo e embriogénese (VAN BLERKOM et al.,, 1995;
STOJKOVIC et al., 2001; COMBELLES; ALBERTINI, 2003; NAGANO et al., 2006).
Os acidos graxos sdo armazenados nas células como goticulas de trigliceridios
cercadas por lipidios. Para que ocorra a producdo de ATP, estes trigliceridios
necessitam ser catabolizados por lipolise, processo em que as enzimas lipase atuam
clivando os acidos graxos em glicerol e acidos graxos, e estes, nas mitocondrias

sofrem metabolizacéo através de B-oxidacéo.
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Quem regula a entrada dos &cidos graxos, na forma de acil graxo-coA na
mitocondria é a L-carnitina. Dessa maneira, a carnitina-acil-transferase | faz a primeira
passagem do acil graxo para o espaco intermembrana da mitocondria, e a carnitina-
acil-transferase Il faz a passagem do acil graxo para a matriz mitocondrial (DUNNING,
et al., 2012; SUTTON-MCDOWALL et al., 2012).

Além da carnitina desempenhar uma funcéo crucial na oxidagdo dos acidos
graxos, também tem propriedade antioxidante, atribuida a sua capacidade de
melhorar fun¢des mitocondriais (MINGORANCE et al., 2011). Em diversas espécies a
utilizacé@o de L-carnitina nos meios de cultivo de foliculos, maturagao oocitaria e cultivo
de desenvolvimento embrionario in vitro tem apresentado efeito benéfico nas taxas de
maturacdo nuclear (meiose 1) dos odcitos, taxas de fertilizacdo, clivagem dos
embrides, taxas de producdo embrionaria e quantidade de células presentes na
massa celular interna de blastocistos, além da reducdo no conteudo lipidico de
embrides (DUNNING et al., 2010; SOMFAI et al., 2011; SUTTON-MCDOWALL et al.,
2012).

A adicdo de L-carnitina durante o cultivo de foliculos pré-antrais de
camundongos, além de incrementar os niveis de 3-oxidagdo também aumentou a
atividade mitocondrial (DUNNING et al.,, 2011). Os odcitos, recuperados destes
foliculos tratados, apresentaram melhores taxas de maturacdo (metafase Il / Mll),
taxas de fertilizacdo e aumento na propor¢ao de blastocistos formados (DUNNING et
al., 2011; HASHIMOTO, 2009).

Odcitos suinos maturados em 1,25 mg / mL de L-carnitina apresentaram mais
mitocéndrias ativas, menor nimero de goticulas de lipidios e diminuicdo de espécies
reativas do oxigénio (ROS) em comparacdo com o0citos maturados na auséncia de
carnitina (SOMFAI et al., 2011). Em outro trabalho, utilizou-se 0,5 mg / mL de L-
carnitina e também houve melhora na maturacdo nuclear e taxa de blastocistos
formados, além de reduzir as concentragdes de radicais livres (WU et al., 2011).

Chankitisakul et al. (2013) utilizaram L-carnitina na dose de 0,6mg/mL durante
as 21 horas do cultivo de maturacao in vitro de odécitos bovinos. Parte destes o0citos
foram vitrificados e desvitrificados, logo, foram fertilizados e cultivados conforme os
protolocos padrdo de producdo in vitro utilizados no laboratério. Nao foi observada
variacao na taxa de maturacdo dos odcitos. Todavia, no grupo tratado com carnitina
houve migracdo das gotas lipidicas da regido periférica em direcdo ao centro dos

oocitos. Foi notado que o processo de criopreservagdo causou decréscimo na



24

viabilidade celular, levando a diminuigdo na taxa de clivagem nos grupos de odcitos
vitrificados em relacdo aos frescos (tratados e controle). Contudo, a taxa de
blastocistos no grupo tratado com carnitina e vitrificado néo diferiu dos grupos nao
vitrificados; ja no controle vitrificado foi inferior.

Com o intuito de testar se somente a B-oxidag&o dos acidos graxos € capaz de
prover a energia necessaria para o desenvolvimento embrionério, Sutton-mcdowall et
al. (2012) testaram no cultivo de embrides produzidos in vitro o uso de meios com L-
Carnitina na presenca ou nao de carboidratos (glicose, piruvato e lactato). No grupo
em que ndo foram utilizados carboidratos e carnitina, houve clivagem mas os
embrides ndo chegaram ao estadio de morula. Quando foi utilizado carboidratos e a
dose de carnitina foi de 1mM, a producao foi muito baixa. Porém, ao aumentar a dose
de carnitihna para 5mM, mesmo sem carboidratos houve acréscimo de
aproximadamente 15% na producdo de mérulas, demonstrando que o ATP produzido
pela B-oxidacdo dos acidos graxos, na presenca de carnitina € capaz de prover o

aporte energético necessario no desenvolvimento embrionario in vitro.

2.4.2. Forskolina (FO)

Os reguladores metabdlicos também podem atuar estimulando a lipolise
intracelular (MORIMOTO et al., 2001). A hidrélise dos lipidios é catalisada pela lipase
enddgena (LONDOS et al., 1999), que por sua vez é estimulada por hormdnios como
glucagon e catecolaminas e atenuada pela melatonina e insulina (HOLM, 2003). Os
horménios se ligam aos seus receptores na membrana celular, ativando a adenilato
ciclase, que por sua vez estimula o segundo mensageiro adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) e a proteina kinase (PK) dependente de AMPc. Esta PK, por
fosforilacdo ativa a lipase (LONDOS et al., 1999). A lipase ativa se desloca do
citoplasma para as goticulas lipidicas e catalisa a hidrélise enzimatica das goticulas
de lipidio intracelulares (KRAEMER et al., 2002; BIRNBAUM, 2003).

A forskolina (7B-acetoxi-8,13-expoxi-1a,68,9a-triidroxi-Labd-14-en-11-one,
C22H3407), deriva da familia dos dipertenos (BILODEAU-GOESEELS, 2006), age
ativando a adenilato ciclase (HO; SHI, 1982), causando a elevacdo do AMPc
(OTMAKHOQV et al., 2004; MCEWAN, et al., 2007; GOMIS et al., 2013). Na PIV de
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embrides, a forskolina tem sido utilizada como modulador da maturacéo oocitaria e
principalmente como agente lipolitico (MEN et al., 2006).

A utilizag&o de forskolina durante a maturacao in vitro de oocitos tem sido uma
ferramenta importante tanto na tentativa de sincronizar a maturacdo nuclear e
citoplasmatica, quanto na diminuicdo do conteudo lipidico dos mesmos (FU et al.,
2011).

MEN et al. (2006), relataram que ao utilizar 10 uM de forskolina durante as 24
horas finais no cultivo de desenvolvimento in vitro em embrides suinos, obtiveram
reducdo no conteddo lipidico e melhora nos indices de sobrevivéncia aos processos
de criopreservacédo. A atividade lipolitica da forskolina foi confirmada nesse estudo
pela identificacdo de aumento nos niveis de glicerol intracelular nos embrides do grupo
tratado em comparacéo ao controle. Usualmente a atividade lipolitica intracelular pode
ser monitorada pela quantificacdo dos niveis de glicerol formado pela hidrolise dos
triacilglicerois (WARNICK, 1986).

Partindo dos resultados obtidos com suinos, surgiram novos estudos utilizando
a forskolina durante o cultivo de desenvolvimento embrionario em bovinos. Diversas
foram as maneiras de utilizacéo de forskolina, doses de 10 uM e 40 pM, e momentos
durante o cultivo embrionario, por 168, 48, 24 ou 12 horas finais do desenvolvimento.
Os resultados confirmam a atividade lipolitica descrita na literatura com a reducéo do
conteudo lipidico nos embrides, sem causar diminuicdo nas taxas de producédo. No
entanto, ndo houve melhora na sobrevivéncia embrionaria a criopreservacao dos
grupos tratados (PASCHOAL et al.,, 2010; PRYOR et al., 2008, SANCHES et al.,
2013). Interessante foi que ao transferir os embrides bovinos reaquecidos, produzidos
na presenca de forskolina (10 uM, por 48horas), houve aumento de aproximadamente
30% na taxa de prenhez (SANCHES et al., 2013).

2.5. Criopreservacgéo de embrides

A criopreservacdo embrionaria tem como principal objetivo possibilitar o
armazenamento de material genético, garantindo a manutencédo da sua viabilidade
por periodo de tempo indeterminado (WHITTINGHAM, 1980; MAZUR, 1984). Este

armazenamento se da em baixas temperaturas (em nitrogénio liquido a -196°C), as
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quais permitem manter o metabolismo celular em estado de quiescéncia até que seja
reaquecido.

A criopreservacdo de embrides comecou a se tornar realidade a partir da
década de 70, mais precisamente em 1971 quando Whittingham e colaboradores
conseguiram os primeiros produtos com a transferéncia de embrides de camundongos
criopreservados. No entanto, em bovinos hé relatos de criopreservacao embrionaria a
partir de 1973 (SARAGUSTY; ARAV, 2011).

Atualmente com o desenvolvimento da producéo in vitro de embrides bovinos
a criopreservacdo se tornou ferramenta indispensavel, proporcionando Varias
vantagens, tais como a armazenagem dos embrides produzidos in vitro excedentes
ao numero de receptoras sincronizadas para a transferéncia, utilizacdo de receptoras
em cio natural, planejamento da transferéncia dos embrides de acordo com o periodo
de nascimento dos bezerros conforme o manejo da propriedade, a formacdo de
bancos de germoplasma (com preservacdo de espécies ou ragcas em extingéo) e,
principalmente, facilitar a comercializacéo (importacéo e exportacédo) dos embrides.

Apesar da criopreservacdo de embrides ser uma técnica estudada ha
aproximadamente quatro décadas e de ter avancado muito, ainda segue sendo um
desafio estabelecer um método eficaz, pratico e de baixo custo para criopreservar 0s
embrides produzidos in vitro (POLLARD; LEIBO, 1994). Estudos relatam alta
sensibilidade e a baixa sobrevivéncia dos embrides PIV em relagéo aos produzidos in
vivo (MARTINEZ et al., 2002). Segundo Viana e Camargo (2007), a baixa taxa de
prenhez pos-descongelacao € a principal justificativa para somente 3,7% do total de
embrides PIV no Brasil serem criopreservados.

As duas metodologias mais utilizadas para criopreservar embrides bovinos sao
a congelacao tradicional e a vitrificacdo. No entanto, ultimamente na criopreservacao
de embrides PIV, a vitrificagdo vem sendo mais estudada na busca de aprimorar 0s
resultados obtidos com a congelacgéo, pois quando se comparam os dois métodos, a
vitrificacdo tem demonstrado melhores resultados nas taxas de sobrevivéncia
embrionaria pos-descongelacdo (DINNYES et al., 1996; GOMES et al., 2008; ARAV,
2014). Provavelmente a principal causa seja em funcdo do excessivo tempo de
exposicdo a faixa térmica (entre 20 e 10°C) correspondente a fase de solidificacdo dos
lipidios (ZENON et al., 1999; GORDON, 2003) durante a congelacao, e na vitrificagdo
a alta velocidade de resfriamento e aquecimento proporcionam passagem muito

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

Assim como os cristais de gelo intra e extracelulares podem lesionar
membranas e organelas celulares durante o resfriamento dos embrides, outras
crioinjurias como a toxicidade quimica pelos crioprotetores e lesdo osmotica pela
desidratacdo inadequada também podem ocorrer ao longo do procedimento de
criopreservacdo (KASAI et al.,, 2002). Deste modo, ha necessidade de buscar o
equilibrio entre a velocidade na curva de congelacdo e o tempo de exposicdo aos
crioprotetores, ocorrendo adequada desidratagcéo prevenindo a formacéo de cristais
de gelo e, ao mesmo tempo, minimizando o efeito toxico pela demasiada exposi¢ao
aos crioprotetores (CAMPOS-CHILLON et al., 2006).

Segundo Vajta e Kuwayama (2006) as crioinjurias, bem como as diferencas na
sobrevivéncia e as taxas de desenvolvimento embrionario pos reaquecimento podem
ser altamente variaveis, dependendo da espécie, estadio de desenvolvimento e da
origem dos embrides criopreservados (obtidos in vivo ou produzidos in vitro).

As diferencas morfolégicas entre embrides taurinos e zebuinos sédo
demonstradas por Visintin et al. (2002) que relataram a existéncia de maior quantidade
de lipidios intracelular nos embribes Bos taurus taurus obtidos in vivo. No entanto,
embrides Bos taurus taurus oriundos de producdo in vitro, apresentaram maiores
taxas de reexpansao e ecloséo quando comparados aos embrides Bos taurus indicus,
criopreservados pelos métodos convencional de congelacao e vitrificacdo (VARAGO,
2006; VIEIRA et al.,, 2006), provavelmente devido a diferenca de perfil lipidico
encontrado nos embrides destas duas subespécies (SUDANO et al., 2012).

uanto ao estadio de desenvolvimento embrionéario, a fase de blastocisto é
preferencial para a criopreservacdo de embrides bovinos. Dois sdo 0s principais
fatores: a maior propor¢cao nucleo-citoplasma e o maior numero de células, neste caso
se houver lesdo em alguma célula ainda assim h& recuperacdo embrionéaria

(MENEZO, 2004). Ao vitrificar blastocistos em diferentes fases de desenvolvimento
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Vajta et al. (1996) verificaram que blastocistos e blastocistos expandidos apresentam
melhores taxas de ecloséo do que blastocistos iniciais.

Liebermann et al. (2003) apontam que as futuras pesquisas na area de
criopreservacao deverao ser direcionadas principalmente ao tempo de exposicéo e
concentracdo dos crioprotetores, velocidade de resfriamento e reaquecimento, e

temperatura de imerséo em nitrogénio liquido.

2.5.1. Crioprotetores

Os crioprotetores sdo de fundamental importancia no processo de
criopreservacao, independente da metodologia adotada (congelacéo ou vitrificacéo),
pois sdo eles os responsaveis pela desidratacdo das células. Estes solutos séo
classificados conforme a sua capacidade de penetrar ou ndo nas células, por isso a
denominacéo de intracelulares e extracelulares.

s crioprotetores intracelulares, sdo moléculas pequenas que penetram
facilmente na membrana das células. Devido as suas propriedades coligativas e
ligantes agem formando pontes de hidrogenio com as moléculas de 4gua intracelular,
diminuindo o ponto crioscépico, previnindo a formacéao de cristais de gelo intracelular
(PEREIRA; MARQUES, 2008). Desta classe, os crioprotetores mais utilizados séo
glicerol (GLI), etilenoglicol (EG), dimetilsulfoxido (DMSO), propilenoglicol (PRO),
metanol e etanol.

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

Ao utilizar concentracbes muito altas de crioprotetores os riscos de ocorrer
injurias téxicas sao muito maiores, porém esses riscos podem ser minimizados
guando os embrides sdo expostos aos crioprotetores durante curtos periodos e em

baixas temperaturas, como é o caso da vitrificacdo. Outra estratégia que também é
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adotada sd@o as associagfes entre crioprotetores com diferentes caracteristicas de
permeabilidade, como foi demonstrado que o etilenoglicol quando usado em
associacdo com dimetilsulfoxido ou propilenoglicol, apresenta melhores taxas de
eclosdo embrionaria pos reaquecimento (MANJUNATHA et al., 2009).

Vieira et al. (2007) ao vitrificarem embrides bovinos relataram que houve maior
taxa de eclosdo embrionaria quando foi utilizado 20% EG + 20% DMSO em
comparacao a 40% EG + 0,1% PVA + 17,1% sacarose. Ao compararem a eficiéncia
da associacdo de EG com DMSO, PRO ou GLI, na vitrificacdo de embriées bovinos
produzidos in vitro, Werlich et al. (2006) também obtiveram melhores resultados de
eclosdo com o grupo EG+DMSO.

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

Os crioprotetores extracelulares sdo de fundamental importancia, e seu
mecanismo de acdo é basicamente através do controle da osmolaridade extracelular.
Durante a criopreservagdo promovem o0 aumento na osmolaridade do meio
extracelular, dessa maneira ha uma potencializacdo dos crioprotetores intracelulares
e consequentemente os embrides sofrem desidratacdo (KASAI; MUKAIDA, 2004).
Apoés o reaquecimento, € necessario realizar a retirada dos crioprotetores que estéo
dentro dos embrides e promover a reidratacdo dos mesmos. Neste caso, 0 meio
extracelular é hipotdnico em relacdo ao meio intracelular, os acucares adicionados ao
meio extracelular funcionam como tamp&o osmético regulando a velocidade na
entrada da agua e saida dos crioprotetores dos embrifes. Dos crioprotetores
extracelulares a sacarose tem apresentado excelentes resultados, principalmente no
reaquecimento onde os embrides passam por solucdes em gradiente de osmolaridade
decrescentes, permitindo um controle ainda maior na reidratacdo (GONCALVES et
al., 2008).

2.5.2. Vitrificagdo de embrides

Embora, que os primeiros trabalhos descritos de utilizacdo da metodologia de

vitrificacdo na criopreservacdo de sémen e embrides sejam de 1938 e 1985,
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respectivamente, ha relatos de que a teoria de vitrificacdo seja investigada desde
meados de 1800, pelos fisicos Gay Lussac e Tammann (ARAV, 2014; GORDON,
2003). A partir do momento em que foi divulgado o nascimento dos embrides de
camundongos, a vitrificacdo passou a ser amplamente estudada, sendo considerada
atualmente a técnica mais apropriada na criopreservacédo de embrides produzidos in
vitro (VAJTA et al., 1998) demonstrando melhores resultados (em relagcdo ao método
tradicional de congelacdo) nas taxas de sobrevivéncia embrionaria poés-
descongelacdo (DINNYES et al., 1996; GOMES et al., 2008).

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

As altas concentracbes dos crioprotetores utilizados podem causar injurias
toxicas e osmaticas aos embrides. Duas sdo as alternativas sugeridas para minimizar
esses efeitos indesejaveis: aumentar ainda mais a velocidade de resfriamento e
reaquecimento (VAJTA et al., 1998), e usar associacdes de crioprotetores menos
toxicos e mais permeaveis com diferentes caracteristicas de permeabilidade (VAJTA,
2000; VAJTA; KUWAYAMA, 2006).

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

Dessa forma surgiram novas tecnologias de vitrificagcdo, chamadas de
metodologias abertas que visam reduzir o volume de solugdo crioprotetora usada
tradicionalmente na palheta de 0,25 mL, aumentando assim a velocidade de

vitrificacdo dos embribes. Essas metodologias diferem principalmente pelo uso de
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diferentes suportes para acondicionamento dos embrides, tais como: a Open Pulled
Straw (OPS) (VAJTA et al., 1997), as grades de microscopia eletronica (MARTINO et
al., 1996), as micropipetas de vidro (KONG et al., 2000), os cryoloops (LANE et al.
1999), cryotops (KUWAYAMA; KATO, 2000) e cryotips (KUWAYAMA et al, 2005).

0 comparar algumas dessas metodologias Kuwayama (2007) relatou que a
velocidade de vitrificagdo em palheta de 0,25mL com 25uL de solucdo de vitrificagcédo
mergulhada em nitrogénio liquido foi de 4.460°C/min., em OPS com 1,5 pL de solucédo
foi de 16.340°C/min. e em cryotop com 0,1 pL de solucéo foi de 22.800°C/min.

Das metodologias mencionadas, atualmente a técnica de vitrificacao utilizando
0 cryotop esta em plena expansédo, principalmente na criopreservacao de odcitos e
embrides humanos onde ja foram demonstrados 6timos resultados. KUWAYAMA et
al. (2005) obtiveram taxas de 100% na sobrevivéncia embrionaria pos-reaquecimento
de zigotos humanos vitrificados (em estagio de pro-nucleo), com clivagem de 93% e
52% de producado de blastocistos, no entanto quando foram utilizados blastocistos
para vitrificacdo a taxa de sobrevivéncia embrionaria foi de 90%, com o diagndstico
clinico de 53% de gravidez e 45% de criancas nascidas.

Iém dos humanos também foi demonstrado o éxito na vitrificacdo com cryotop
em animais domésticos e exéticos, como por exemplo: o6citos de equinos, ovinos,
bovinos, bubalinos e cetaceos, e embribes de leporinos, bovinos, bubalinos e suinos
(KUWAYAMA, 2007).

Descrita pela primeira vez por Kuwayama e Kato (2000) na vitrificacdo de odcitos e
embrides humanos, esta técnica tem como principal vantagem a utilizacdo de volumes
muito pequenos de solucao crioprotetora (0,1 pL).

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

Na vitrificacéo, apos a passagem pelas solucdes de equilibrio e de vitrificacdo
contendo os crioprotetores, os embrides (ou 00citos) séo colocados extremidade do
cryotop com o auxilio de um microcapilar, totalizando o volume de no maximo 0,1 pl.
Logo apds os embrides serem colocados na haste de vitrificacdo o excesso da solucéo

crioprotetora deve ser retirado, ficando assim apenas uma fina camada que os
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recobre, para em seguida a amostra ser rapidamente imersa em nitrogénio liquido
(com velocidade de resfriamento de até 40,000 °C/min). Posteriormente coloca-se a
bainha de protecédo na extremidade da haste, seguido da estocagem dos embrides
em nitrogenio liquido.

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

Os crioprotetores utilizados nessa metodologia de cryotop podem variar de
acordo com o estadio embrionario e espécie a ser trabalhada, no entanto o etileno
glicol combinado ao dimetilsulfoxido sdo os mais comumente usados na solucao de
equilibrio em concentracbes mais baixas e na solucdo de vitrificacdo em altas
concentracfes e associados a sacarose. Esta combinacdo de crioprotetores tem
apresentado os melhores resultados na vitrificagdo de embrides e oocitos (KASAI;
MUKAIDA, 2004), pois o etilenoglicol possui baixo grau de toxicidade e é altamente
permeavel, e o0 DMSO por sua vez age potencializando essa permeabilidade do
etilenoglicol (VICENTE; GARCIA-XIMENEZ, 1994).

A partir do surgimento do cryotop outros modelos semelhantes de hastes de
criopreservacao surgiram e também sdo eficientes, apresentando boas taxas de
sobrevivéncia embrionaria pds reaquecimento dos blastocistos (TSANG; CHOW,
2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos da regulacdo do metabolismo lipidico sobre o

desenvolvimento e criotolerancia de embriées bovinos produzidos in vitro.

3.2 Objetivo especifico

Avaliar a melhor dose e momento de suplementacdo do meio de cultivo com os

reguladores metabdlicos de lipidios, L-carnitina e forscolina e seus efeitos sobre a

producédo e sobrevivéncia a vitrificagdo de embrides bovinos produzidos in vitro.

4. HIPOTESE:

A suplementacdo do meio de cultivo embrionario com os reguladores do

metabolismo lipidico, L-carnitina e forskolina, melhoram a producéo e a sobrevivéncia

embrionéaria apos vitrificacao.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local do experimento

Os experimentos foram realizados no laboratério de producéo in vitro de
embrides do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducédo Animal
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista- UNESP, em Jaboticabal, S&o Paulo, durante o periodo de 2011 a 2014.

5.2. Obtencao dos odcitos

Os ovérios utilizados para coleta dos o6citos foram obtidos no frigorifico Barra
Mansa, localizado no municipio de Sertdozinho, SP. Os mesmos foram
acondicionados em garrafas térmicas, mantidos a temperatura de aproximadamente
35°C. Uma vez no laboratério (a 35 km do frigorifico), a temperatura do material ainda
na garrafa térmica foi aferida novamente, logo, os ovarios foram lavados com solugéo
salina a 35°C, depositados em um recipiente de vidro com solucao salina e mantidos
em banho-maria a mesma temperatura.

As aspiracdes dos foliculos medindo entre 3 a 8 mm foram realizadas com
agulhas 20G (Therumo), linha de aspiracdo (Cook K-OPAL — 1100 L) conectadas a
tubos de polipropileno tipo Falcon de 50 ml (Sarstedt). Para a obtencdo de pressao
negativa foi usada uma bomba de vacuo propria para aspiracao folicular (WTA),
ajustada entre 60 e 80 mm Hg.

A lavagem do sistema de aspiracdo e o meio de recebimento dos odcitos foram
efetuados com PBS (Nutricell) acrescido de 5,0 Ul/ml de Heparina (Liguemine®) e 50
mg/ml de Gentamicina (Gentocin®).

Durante as aspiracoes, os tubos coletores do fluido folicular e odcitos foram
mantidos em sistema de aquecimento a 35°C da préopria bomba de vacuo. Logo apés
as aspiracdes, os tubos foram encaminhados imediatamente para o laboratorio de

producao in vitro para que fosse realizada a busca e sele¢do dos odcitos.
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5.3. Busca e selecdo dos od6citos

O material coletado na aspiracao folicular, ao chegar no laboratério, foi lavado
com PBS em filtro de colheita de embrides e o sedimento remanescente no filtro
depositado em placas de petri de 90 mm para posterior busca e selecao.

A busca, selecao e classificacdo dos oocitos foram realizadas pela visualizagédo
das placas contendo o material sob estereomicroscopia em fluxo laminar.

Os odcitos selecionados foram transferidos para uma placa de poliestireno de
35mm contendo meio TCM199 (Sigma), suplementado com 5 mM de bicarbonato de
sédio (Merck), 20 mM de hepes (Sigma), 10% de SFB (Crypion), 0,2 mM de piruvato
de sddio e 83,4 ug de amicacina (Biochimico) para cada mL de meio. Apds a procura,
0s odcitos foram classificados quanto as caracteristicas morfolégicas do citoplasma e
revestimento com células do cumulus conforme descreve DE LOOS et al., 1991,
lavados por mais duas vezes neste mesmo meio. Foram utilizados somente o0s o6citos

de grau |l e Il

5.4. Maturacdo in vitro dos odcitos (MIV)

Foram utilizadas placas de cultivo celular de 35mm (Sarstedt) e montadas com
gotas de 100uL de meio de maturacao recobertas com 6leo de silicone (Sigma).

O meio utilizado para a maturacédo in vitro dos odcitos (MIV) foi o TCM 199
(Sigma) suplementado com 25 mM de bicarbonato de sédio, 1,0 pg/mL de FSH
(foltropim®, Bioniche), 50 Ul/mL de LH (Folligon®, Intervet), 1,0 pg/mL de estradiol
(Sigma E-2758), 0,2 mM de piruvato de sédio (Sigma), 83,4 ug/mL de amicacina
(Biochimico) e 10% de SFB (Crypion).

Os odcitos selecionados passaram por dois banhos em meio de maturagcao
distribuidos nas microgotas, em grupos de 20 a 25 odcitos. As placas de maturacdo
foram devidamente identificadas e colocadas na incubadora de cultivo celular a 38,5°C

e 5% de CO2 em ar e umidade alta, por 24 horas, até a hora da fecundag&o.
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5.5. Fecundacgao in vitro

Previamente a fecundacéao, os odcitos foram lavados por duas vezes em meio
TL-sémen e uma vez em FIV gotas suplementado com 0,6% de BSA (Sigma), 10
pMg/mL de heparina (Sigma), 18 yM de penicilamina, 10 uM de hipotaurina, 1,8 yM de
epinefrina, 0,2 mM de piruvato (Sigma) e 83,4 ug/mL de amicacina (Biochimico), para
remocado do meio de maturacdo. Apds a lavagem dos odcitos, os mesmos foram
transferidos para as placas de fecundacédo contendo gotas de 100 pL de meio FIV
gotas sob 6leo de silicone (Sigma).

Foi utilizado o sémen de um mesmo touro e de mesma partida em todos o0s
experimentos. O sémen foi descongelado em banho-maria a 36°C por 30 segundos.
Logo apds a descongelacdo o sémen foi depositado em um microtubo de 1,5 mL
contendo gradiente descontinuo de percoll a 45% e 90%. A primeira centrifugagao foi
realizada a uma forca centrifuga de 3620g (4500rpm) por 7 minutos. O sobrenadante
foi removido e o sedimento ressuspenso com 1mL de meio FIV gotas. A segunda
centrifugacdo foi a 80g (500rpm) durante 5 minutos. Logo apds, do sedimento
acumulado foram coletados 30uL e depositados em outro tubo eppendorf contendo
30 pL de meio FIV gotas previamente equilibrado. Duas amostras de 5uL de sémen
foram tomadas e diluidas em 95 yL de meio FIV gotas ou agua para avaliacdo da
motilidade e concentragéo, respectivamente. O volume do sedimento foi ajustado para
uma concentracdo final de 25x10° espermatozéides vivos/uL. A cada gota de
fecundacao, ja contendo os odcitos foram adicionados 8uL da suspenséo de sémen.
O periodo de co-incubacdo foi de 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO2, umidade

relativa de 95% e temperatura de 38,5°C.

5.6. Cultivo de desenvolvimento embrionario in vitro (CIV)

Os provaveis zigotos tiveram suas ceélulas do cumulus removidas por
sucessivas pipetagens ainda nas placas de FIV. Logo apods, passaram por duas
lavagens em meio TL-sémen e duas lavagens em meio SOFaa, sendo transferidos
aproximadamente 50 zigotos para cada po¢o contendo 800uL de meio SOFaa
suplementado com 1,5% de SFB e 6 mg de albumina sérica bovina (BSA), 0,2 mM de

piruvato (Sigma), 0,5 mM de frutose e 83,4 yg/mL de amicacina (Biochimico). O cultivo
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de desenvolvimento foi realizado por 7 dias a temperatura de 38,5°C, umidade relativa
de 95% e atmosfera gasosa de 5% de COzem ar. A taxa de clivagem foi avaliada 48

horas depois da fertilizacéo (hpf).

5.7. Suplementacgao dos embrides com reguladores metabdlicos

Os embrides em cultivo passaram por trocas de meio (suplementacéo),
realizadas no quarto e sexto dia de cultivo, quando foram retirados 400ul de meio de
cada poco de cultivo e acrescentados 400uL de meio SOFaa fresco (pré equilibrado).
Nas trocas parciais de meio, a quantidade de reguladores metabdlicos adicionada era
suficiente para que fossem atingidas as concentracfes desejadas conforme cada
experimento.

A avaliagdo do numero de embrides clivados em cada experimento foi realizada
no segundo dia e serviu de base para a avaliacdo da producdo no sétimo dia de
cultivo. Foi considerado como embrido produzido as estruturas que atingiram aos
estadios de desenvolvimento de blastocisto inicial a blastocisto eclodido. Os embribes
em estadio de blastocisto e blastocisto expandido foram vitrificados. O resumo dos
eventos que foram realizados em todos os experimentos de acordo com a cronologia

estdo demonstrados na Figura 8.

Producéo
+

I MIV | | FIV | | Clv | I Clivagem | Suplementacéo Suplementacéo Vitrificacéo
|
| -24 hpf | [ onpr | [ 24 hpr | [ 48 npf | [ 72 hpf | [ 96 hof | [120npf | [144npt| [ 168 npf |

Figura 8: Esquema representativo da cronologia de producdo e momentos de
avaliacao de clivagem, suplementacédo com os reguladores de metabolismo no meio

de cultivo in vitro, avaliacdo da producéao e vitrificacdo dos embrides bovinos.

-24hpf (horas poOs inseminagdo) Maturagdo in vitro (MIV); Ohpf Fecundacéo in vitro (FIV), 24hpf
passagem para o Cultivo in vitro (CIV);48hpf avaliacdo da Clivagem; 96hpf primeira troca parcial do
meio e inicio da suplementagdo com as drogas reguladoras de metabolismo nos tratamentos que
iniciaram no quarto dia (D4); 144hpf segunda troca parcial do meio e inicio da suplementagéo com as
drogas reguladoras de metabolismo com inicio no sexto dia (D6); 168hpf avaliagdo de producédo
embrionéria e vitrificacdo dos embrides.
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5.8. Criopreservacao e reaquecimento dos embrides

Os embrides foram criopreservados pela técnica de vitrificacdo, seguindo a
metodologia descrita por MEZZALIRA et al., 2004, com algumas modificacdes.

No sétimo dia de cultivo de desenvolvimento os embrides produzidos
(blastocistos e blastocistos expandidos) foram retirados das gotas de cultivo e lavados
trés vezes em meio de manutencao (meio de lavagem, suplementado com 20% de
SFB a 37°C). Posteriormente, os embrides foram levados para a gota (de
aproximadamente 200pL) contendo meio de equilibrio (meio de lavagem
suplementado com 8,25% de EG e 8,25% de DMSO a 37°C) por 3 minutos.
Transcorrido o tempo, estes embrides foram transferidos para a solucéo de vitrificacao
(meio de lavagem suplementado com 16,5% de EG, 16,5% de DMSO e 0,5M de
sacarose a 37°C), e apds 30 segundos foram pipetados, totalizando o volume maximo
de 1 uL (embrides e meio de vitrificagdo), para a extremidade da haste de vitrificacao
(Vitringa®). Ao completar 40 segundos de exposicao, as hastes eram imediatamente
imersas em nitrogénio liquido. Os embrifes foram adequadamente armazenados em
nitrogénio liquido até o momento do reaquecimento.

Para o reaquecimento, as hastes de vitrificagcdo foram retiradas do botijao de
estocagem e colocadas em uma caixa de isopor contendo nitrogénio liquido. A
extremidade das hastes contendo os embrides foram imersas na primeira solucéo de
reaquecimento (meio de lavagem suplementado com 20% de SFB e 0,3 M de
sacarose, a 37°C) durante 3 minutos para iniciar o processo de remocédo dos
crioprotetores. Logo apds, estes embrides eram transferidos para a segunda solugéo
de reaquecimento (meio de lavagem suplementado com 20% de SFB e 0,15 M de
sacarose, a 37°C) quando permaneceram por 3 minutos e para finalizar, na solucédo
final de reaquecimento (meio de lavagem suplementado com 20% de SFB) por 3

minutos.

5.9. Avaliacéo da criotolerancia embrionaria

Ap6s a diluicdo dos crioprotetores, os embrides reaquecidos foram recultivados

por 48 horas nas mesmas condi¢des do cultivo de desenvolvimento, porém sem a

presenca dos reguladores metabdlicos. Transcorrido o tempo de recultivo foi realizada
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a contagem de expansdo e eclosdo embrionéria, considerando sobreviventes aos
processo de criopreservacdo somente os embrides eclodidos apds o reaguecimento

e cultivo por 48 horas.

5.10. Delineamento Experimental

No desenvolvimento do projeto foram realizados quatro experimentos utilizando
a mesma metodologia de producdo e criopreservacao dos embrides, sendo que a
diferenga na composicao dos meios de cultivo foi somente do regulador metabdlico e
dose utilizada de acordo com o delineamento especifico de cada experimento.

Nos trés primeiros experimentos os reguladores metabdlicos foram utilizados
individualmente a partir do quarto (D4) e/ou sexto (D6) dia do cultivo de
desenvolvimento embrionério. No experimento 4 os reguladores de metabolismo

foram utilizados individualmente ou em associacdo a partir do quarto dia do cultivo.

5.10.1. Experimento 1: Efeitos da suplementacdo do meio de cultivo com

L-carnitina sobre a producéo e sobrevivéncia embrionéria a criopreservacéao

Neste experimento foram realizadas 4 repeticdes. No momento da realizacao
da primeira (D4) e da segunda (D6) troca parcial do meio de cultivo foi utilizado a L-
carnitina, como suplemento ao meio em quantidade suficiente para que fossem
atingidas as concentracfes de 0,0 mM (controle); 1,0 mM; 2,5 mM e 5 mM, com base
em Sutton-mcdowall et al., 2012. A producao e as taxas de expansao e eclosédo dos
embrides submetidos a vitrificacdo e reaquecimento foram avaliados para determinar

qgual a melhor dose e o dia para realizar a suplementacdo com L-carnitina.
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5.10.2. Experimento 2: Efeitos da suplementacao do meio de cultivo com

forskolina sobre a producéo e sobrevivéncia embrionéaria a criopreservagcao

Neste experimento foram realizadas 5 repeticdes. No momento da realizacéo
da primeira (D4) e da segunda (D6) troca parcial do meio de cultivo foi utilizado a
Forskolina, como suplemento ao meio em quantidade suficiente para que fossem
atingidas as concentracdes de 0,0 uM (controle); 5,0 uM; 10,0 uM e 15,0 uM, com
base em Sanches et al., 2013. A producéo e as taxas de expansao e eclosao dos
embrides submetidos a vitrificagdo e reaquecimento foram avaliados para determinar

qual a melhor dose e o dia para realizar a suplementacao com forskolina.

5.11. Anélise estatistica

A variavel producéo de embrides foi analisada sob delineamento inteiramente
casualizado no esquema fatorial 4 por 2 (quatro concentracdes e 2 dias) com o nimero
de repeti¢des definidos nos experimentos de 1 a 3. Para o experimento 4 foi realizado
3 repeticdes de cada tratamento de acordo com o delineamento experimental. A

variavel antes da andlise foi transformada em arco seno ,/produgédo. Os resultados

foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Para tanto, foi utilizado o procedimento General Linear Models
(GLM) do programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary. NC, USA).

Para as analises das variaveis categoricas (expansao e ecloséo) foi utilizado o teste
de Qui-quadrado, considerando os efeitos de concentracdo e dia, sendo que para
valores de P iguais ou inferiores a 0,05 (p<0,05), as diferencas entre esses efeitos
foram consideradas significativas. Neste caso, foi utilizado o procedimento Proc Freq,

também do programa computacional SAS.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Experimento 1: Efeitos da suplementacdo do meio de cultivo com L-

carnitina sobre a producao e sobrevivéncia embrionaria a criopreservagao

No presente estudo a L-carnitina utilizada na suplementacdo do meio de cultivo
embrionario na concentracdo de 2,5 mM resultou em maior producdo de embrides
(62,0+0,07%, P=0,02) quando o inicio da suplementacdo ocorreu no quarto ou sexto
dia do desenvolvimento embrionario (Tabela 2).

Quanto a suplementacdo com L-carnitina no quarto ou sexto dia do
desenvolvimento, ndo foi observada diferenca na producédo de blastocistos (P=0,3).
Também néao foi observado interacdo do dia e das concentragfes de suplementacao
na producéo de embrides (P=0,6) (Tabela 1).

O efeito benéfico da L-carnitina pode ser atribuido a sua fungdo em promover
o transporte dos &cidos graxos presentes no citoplasma celular para o interior das
mitocondrias (enzima carnitina-palmitoil-transferase) onde s&o [(-oxidados, desse
modo, hd aumento da atividade mitocondrial e consequentemente na producao de
ATP (DUNNING et al., 2010, 2011).

Sutton-mcdowall et al. (2012) testaram a adi¢cdo de duas concentracdes de L-
carnitina no meio de cultivo de embriées produzidos in vitro (sem aminoacidos, e sem
carboidratos), logo apés a fertilizacdo in vitro, durante quatro dias. Quando o meio nao
foi suplementado com L-carnitina, a producédo de embrides foi nula. Ao utilizar a dose
de 1mM de L-carnitina foi obtida a taxa de aproximadamente 5% de morulas formadas.
Ja ao aumentar a dose de carnitina para 5mM, houve acréscimo de aproximadamente
15% na produgéo de morulas. Alem disso, houve diminui¢cdo do conteudo lipidido nos
embrides cultivados na presenca de L-carnitina em relac&o ao controle.

Mais uma vez, foi observado que ha& dose dependencia na producao
embrionaria. No entanto, em virtude do meio utilizado por Sutton-mcdowall et al.
(2012) nao conter carboidratos e aminoacidos, foi necessario maior concentragéo de
L-carnitina para que o ATP produzido pela B-oxidacdo dos acidos graxos fosse
suficiente em prover aporte energético durante o desenvolvimento embrionario in vitro.

No entanto, os lipidos também s&@o necessérias para outras fungdes celulares,

tais como, biossintese de membranas e producdo hormonal, dessa maneira,
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concentracbes excessivas de L-carnitina podem causar esgotamento prévio das
reservas lipidicas sendo prejudiciais ao desenvolvimento embrionario (VAN MEER et
al., 2008). Entretanto, o uso de L-carnitina tem sido preconizado desde o inicio do
cultivo de desenvolvimento em meios sequenciais (LANE et al. 2003).

Durante a maturacdo oocitaria in vitro ocorre elevacdo da [-oxidacéo,
concomitante ao aumento na expressao do gene cptlb (responséavel pela producéo
da enzima carnitina-palmitoil-transferase) e diminuicdo do conteudo lipidico. Nos
zigotos e embrides até a fase de oito células nao foi detectada expressao do cptlb e
0s niveis de B-oxidacdo foram muito baixos, indicando que esta enzima é herdada
maternalmente e permanece ativa até a que haja a ativacdo do genoma embrionério.
Ja a partir da fase de oito células até o estadio de blastocisto, ocorre aumento em
cinco vezes na B-oxidacdo (DUNNING et al., 2010; HILLMAN; FLYNN, 1980).

O uso de 0,6mg/mL (3.03mM) de L-carnitina por 21 horas na maturacao in vitro
de odcitos bovinos, ndo interferiu na taxa de maturagdo (MI/MIl). Ao vitrificar,
desvitrificar e realizar a producdo dos embribes in vitro com estes odcitos, foi
observado que ndo houve diferenca na taxa de blastocistos formados, oriundos dos
grupos de odcitos tratados com L-carnitina e vitrificados, e os odcitos que néo foram
vitrificados (CHANKITISAKUL et al., 2013).

No presente experimento, a capacidade de sobrevivéncia a vitrificagdo dos
embrides produzidos in vitro, foi influenciada pela concentracdo de L-carnitina, tendo
a concentracao de 2,5 mM suplementada a partir do quarto dia do desenvolvimento
apresentado a melhor taxa de 60,7% expansao (P=0,008) e eclosdo de 41,1%
(P=0,04). Estes dados corroboram com Takahashi et al. (2013), que ao suplementar
0 meio de cultivo de desenvolvimento embrionario com L-carnitina nas doses de
1.518mM e 3.030mM obtiveram (66,2% e 71,6%, respectivamente) de embribes
expandidos apos a criopreservacdo pelo metodo de congelacdo. J4 a dose de
6.072mM, nao diferiu do grupo controle. Este mesmo grupo de pesquisadores,
identificou que nos blastocistos cultivados com 3.030mM de L-carnitina a expressao
dos genes ATP6 e COX1 (envolvidos no metabolismo mitocondrial) e a reducao do
conteudo lipidico, foi maior do que no grupo controle (néao tratado).

Além da L-carnitina estar envolvida no metabolismo lipidico, também atua na
reducao do estresse oxidativo por aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, tais
como, a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (RIZZO et al., 2010).

Considerando os efeitos deletérios das espécies reativas ao oxigénio (ROS), durante
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0 desenvolvimento embrionario e processo de criopreservacdo (WU et al., 2011), os

efeitos benéficos da suplementacdo de L-carnitina no presente estudo, podem

também ter sido influenciados pela reducdo no estresse oxidativo.

A suplementacdo com L-carnitina no meio de cultivo a partir do sexto dia do

cultivo embrionario ndo apresentou melhora na sobrevivéncia ap0s o reaguecimento,

provavelmente pelo curto periodo de tempo de exposi¢éo dos embrides ao tratamento.

Tabela 1: Resultados de producéo, expanséao e ecloséo in vitro de embrides bovinos
produzidos em meio suplementado no quarto ou sexto dia do desenvolvimento, com
diferentes concentracdes de L-carnitina

Dia do Concentrggéo Embrides Embri@es Embriées Embri(jes Embr!c”;es
tratamento de L-carnitina trgtados produzidos reaq,uemdos ex,pandldos eplodldos
em mM nuamero %+SD numero numero(%) nuamero(%)
0,0 166 53,6+0,02 56 11 (19,6)° 8 (14,3)°
. 1,0 176 62,5+0,06 60 12 (20,0)° 10 (16,7)°
2,5 176 61,9+0,08 56 34 (60,7)2 23 (41,1)2
5,0 161 49,7+0,14 37 8 (21,6)° 6 (16,2)°
0,0 166 53,6+0,02 56 11 (19,6) 8 (14,3)
5 1,0 186 53,2+0,07 67 17 (25,4) 10 (14,9)
2,5 153 62,1+0,08 66 12 (18,2) 10 (15,2)
5,0 185 49,2+0,07 35 9 (25,7) 6 (17,1)
4 Todas 679 57,1+0,09 209 65 (31,1)A 47 (22,5)
6 Todas 690 54,2+0,08 224 49 (21,9)8 34 (15,2)

a b sobrescrito na mesma coluna apresentam diferenca P<0,05
A B sobrescrito na mesma coluna apresentam diferenca P<0,05
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Tabela 2: Resultados de producao, expansao e eclosao in vitro de embrides bovinos
produzidos em meio suplementado com diferentes concentra¢cdes de L-carnitina, no
quarto ou sexto dia do desenvolvimento

Concentrggéo Dia do Embrides Embric_ies Embriﬁ_es Embri(?es Embr!c”)es
de L-carnitina tratamento trfiltados produzidos reaq/uemdos exlpandldos eFIodldos
em mM nuamero %+SD numero numero(%) numero(%)
0.0 4 166 53,6+0,02 56 11 (19,6) 8 (14,3)
6 166 53,6+0,02 56 11 (19,6) 8 (14,3)
10 4 176 62,5+0,06 60 12 (20,0) 10 (16,7)
6 186 53,2+0,07 67 17 (25,4) 10 (14,9)
- 4 176 61,9+0,08 56 34 (60,7)2 23 (41,1)2
6 153 62,1+0,08 66 12 (18,2)° 10 (15,2)°
5.0 4 161 49,7+0,14 37 8 (21,6) 6 (16,2)
6 185 49,2+0,07 35 9 (25,7) 6 (17,1)
0,0 4+6 332 53,6+0,0248 112 22 (19,6)8 16 (14,3)8
1,0 4+6 362 57,7+0,0748 127 29 (22,8)B 20 (15,7)8
2,5 4+6 329 62,0+0,074 122 46 (37,7)A 33 (27,0~
5,0 4+6 346 49,4+0,118 72 17 (23,6)8 12 (16,7)%®

a b sobrescrito na mesma coluna apresentam diferenca P<0,05
A B sobrescrito na mesma coluna apresentam diferenca P<0,05

6.2. Experimento 2: Efeitos da suplementacdo do meio de cultivo com

forskolina sobre a producéo e sobrevivéncia embrionaria a criopreservacgao

O mecanismo basico de acao da forskolina € através do aumento nos niveis
de AMPc, ativando a enzima adenilato-ciclase, que ira ativar a lipase e esta por sua
vez, atua na quebra dos triacilglicerois (HONNOR; DHILLON; LONDOS, 1985;
LONDOS et a., 1999).

Os resultados do uso de forskolina como suplemento modulador do
metabolismo embrionario in vitro estdo demonstrados nas tabelas 3 e 4.

A suplementacgdo com forskolina no meio de cultivo embrionario no quarto ou
sexto dia de desenvolvimento dos embrides bovinos produzidos in vitro, nas
concentracdes de 0,0; 5,0; 10,0 ou 15,0 pM, ndo apresentou diferenca na producao
de embrides (P=0,2). O mesmo foi observado ao adicionar 10 uM de forskolina no
quinto (SANCHES et al., 2013) e sexto dia (PASCHOAL et al., 2010, 2012) de cultivo

in vitro de embrides bovinos em meios contendo ou ndo soro fetal bovino.
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Entretanto, no presente trabalho, entre os tratamentos de suplementagédo com
Forskolina a partir do quarto dia do cultivo embrionario, a concentragdo de 15,0 uM
promoveu a melhor taxa de expanséo (53,2%) e de ecloséo (46,8%) dos embrides
apos reaquecimento e cultivo por 48 horas (P=0,001) em relacdo as demais
concentracdes utilizadas e similar ao do controle no qual nao foi suplementado com
forskolina (P=0,8).

O uso de 10 pM de forskolina no sexto dia de cultivo in vitro de embrides
bovinos, néo interferiu nas taxas de sobrevivéncia embrionaria ao processo de
vitrificacdo em relacdo ao grupo controle, apesar de ter ocorrido a redugdo na
porcentagem de células em apoptose quando adicionada a meios contendo soro fetal
bovino (PRYOR; TRANT, 2009; PASCHOAL et al., 2012). Sanches et al. 2013, apesar
de também ndo conseguirem melhores indices na sobrevivéncia embrionaria aos
processos de criopreservacao utilizando 10 uM de forskolina no sexto dia de cultivo in
vitro de embrides bovinos, obtiveram um incremento de aproximadamente 30% na
taxa de gestacdo aos 30 dias.

Ja a adicdo de 10 pM de forskolina por 24 horas durante o cultivo de
desenvolvimento de embrides suinos, causou aumento na atividade lipolitica, reducéo
no conteudo lipidico e melhora na sobrevivéncia embrionéria pés vitrificacdo (GOMIS
et al., 2013; MEN et al., 2006).

Tabela 3: Resultados de producao, expansédo e ecloséo in vitro de embrides bovinos
produzidos em meio suplementado no quarto ou sexto dia do desenvolvimento, com
diferentes concentracdes de Forskolina

Dia do Concentragéo Embrides Embri@es Embrit”)_es Embri@es Embr?()es
tratamento de forskolina tra}tados produzidos reaq,uemdos ex,pandldos ef:lodldos
em UM namero %+SD nimero numero(%) numero(%)
0,0 227 39,6+0,15 31 16(51,6)2 13(41,9)2
4 50 259 45,9+0,08 57 18(31,6)b¢ 9(15,8)°
10,0 221 50,2+0,02 55 14(25,5)° 9(16,4)°
15,0 221 40,7+0,06 47 25(53,2)2 22(46,8)2
0,0 227 39,6+0,15 31 16(51,6)* 13(41,9)%
5 50 179 58,7+0,13 65 6(9,2)? 2(3,1)?
10,0 237 49,4+0,10 67 19(28,4)Y 12(17,9)y
15,0 234 41,5+0,09 67 7(10,4)? 4(6,0)?
4 Todas 928 44,2+0,09 190 73(38,4)A 53(27,9)A
6 Todas 877 46,6+0,11 230 48(20,9)B 31(13,5)B

a b c - sobrescrito na mesma coluna apresentam diferen¢a P<0,05
X'y z - sobrescrito na mesma coluna apresentam diferenca P<0,05
A B C - sobrescrito na mesma coluna apresentam diferenca P<0,05
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Tabela 4: Resultados de producao, expansao e eclosao in vitro de embrides bovinos
produzidos em meio suplementado com diferentes concentragcdes de Forskolina, no
quarto ou sexto dia do desenvolvimento

Concentragéo Dia do Embrides Embric_”)es EmbriQes Embric?es Embr@ées
de forskolina tratamento tra}tados produzidos reaq/uemdos ex’pandldos eleodldos
em uM namero %xSD namero numero(%) numero(%)
0.0 4 227 39,6+0,15 31 16(51,6) 13(41,9)
' 6 227 39,6+0,13 31 16(51,6) 13(41,9)
50 4 259 45,9+0,08 57 18(31,6)2 9(15,8)2
' 6 179 58,7+0,13 65 6(9,2)b 2(3,1)b
10.0 4 221 50,2+0,02 55 14(25,5) 9(16,4)
’ 6 237 49,4+0,10 67 19(28,4) 12(17,9)
150 4 221 40,7+0,06 47 25(53,2)* 22(46,8)*
’ 6 234 41,5+0,09 67 7(10,4)Y 4(6,0)Y
0,0 4+6 454 39,6+0,14 62 32(51,6)A 26(41,9)A
50 4+6 438 51,1+0,10 122 24(19,7)8 11(9,0)¢
10,0 4+6 458 49,8+0,07 122 33(27,0)8 21(17,2)8¢
15,0 4+6 455 41,1+0,07 114 32(28,1)8 26(22,8)B

a, b - sobrescrito na mesma coluna apresentam diferenca P<0,05
X y - sobrescrito na mesma coluna apresentam diferenca P<0,05
A B C - sobrescrito na mesma coluna apresentam diferenca P<0,05
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7. CONCLUSOES

A suplementacdo do meio de cultivo com L-carnitina na concentracéo de 2,5 mM
a partir do quarto dia do desenvolvimento proporcionou maior sobrevivéncia
embrionéria a vitrificacao.

A suplementacdo do meio de cultivo com forskolina na concentracao de 15 pM
a partir do quarto dia do desenvolvimento proporcionou maior sobrevivéncia
embrionaria a vitrificacao.

A suplementacdo do meio de cultivo com acido linoleico conjugado trans-10;
cis-12 na concentracéo de 150 uM a partir do quarto dia do cultivo de desenvolvimento
proporcionou maior sobrevivéncia embrionaria a vitrificacao.

N&o houve influéncia dos reguladores de metabolismo lipidico na taxa de
producéo embrionaria.

A suplementacédo do meio de cultivo com acido linoleico conjugado trans-10; cis-
12 na concentracdo de 150 pM utilizado individualmente a partir do quarto dia do
cultivo de desenvolvimento proporcionou maior sobrevivéncia dos embrides a

vitrificacao.
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