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MII - Metéfase 11

MIV - Maturacdo in vitro do complexo cumulus-oophorus

MIVEC - grupo experimental no qual os odcitos foram expostos a choque térmico (cultivados por
12 horas a 41°C em estufa incubadora de CO) durante as 12 horas iniciais da maturaco in vitro

OPU - Ovum Pick Up

OPS - Open pulled straw

P4 - Progesterona

PES - Ethosulfato de fenazina

PGF., - Prostaglandina F,

Pl — Profase |

PIVE - Producéo in vitro de embrides

PBS - Salina fosfatada tamponada

PVA- Polivinilpirrolidona ou alcool polivinilico

QVG - Quebra da vesicula germinativa

ROSCOQV - Roscovitina

SFB - Soro fetal bovino

SOF - Synthetic Oviduct Fluid Medium

TALP - Tyrode/albumin/sodium lactate/sodium pyruvate
TCM - Tissue Culture Medium

TE - Transferéncia de embrido

TETF — Transferéncia de embrido em tempo fixo
TUNEL - Terminal deoxinucleotil transferase mediated uracil nick end labeling

VG - grupo experimental no qual os obcitos foram mantidos imaturos em estadio de vesicula
germinativa durante 12 horas pela adi¢do do bloqueador da meiose Butirolactona |

VGEC - grupo experimental no qual os o6citos foram mantidos imaturos em estadio de vesicula
germinativa durante 12 horas pela adicdo do bloqueador da meiose Butirolactona | e expostos a
choque térmico (cultivados por 12 horas a 41°C em estufa incubadora de COy)
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RESUMO

O estresse térmico por calor (EC) provoca reducdo da fertilidade nas fémeas bovinas, especialmente
nas vacas leiteiras. Sabe-se que a exposicdo a temperaturas ambientais elevadas afeta adversamente
a qualidade e competéncia de desenvolvimento de odcitos e embrides. Substancias citoprotetoras,
quando adicionadas a alimentacdo animal ou a meios de producdo de embrido, podem incrementar a
qualidade e a resisténcia embrionaria a injurias causadas por estresse térmico. A suplementagdo do
meio de cultivo de embrides bovinos com &cido linoleico trans-10, cis-12 (CLA) exdgeno pode
alterar o perfil lipidico das células embrionarias interferindo na competéncia de desenvolvimento
dos mesmos quando expostos a temperaturas adversas. O presente trabalho visa explorar fatores
determinantes de respostas a exposic¢ao de odcitos e embrides bovinos a temperatura de incubagéo
elevada, bem como estabelecer estratégias para diminuir danos do estresse térmico ao
desenvolvimento embrionario. No experimento 1 foi testado a concentracdo mais adequada de
Butirolactona | (BUT-I) para manter os odcitos em estadio de imaturidade, sem comprometer a
retomada da meiose posteriormente. Foram testadas quatro concentragdes de BUT-I (10puM, 25uM,
50uM e 100uM), comparando-se com odcitos imaturos (tratamento Imaturo) e com o00citos
maturados (Controle). A concentracdo de 50uM de BUT-I mostrou-se mais adequada em promover
a inibicdo reversivel da meiose, apresentando taxas de clivagem (92,5%) e de producdo de embrido
(50,5%) superior a encontrada para as demais concentracdes de BUT-I (P<0,05; Taxa de clivagem
60,6%, 31,3% e 64,2% respectivamente para BUT10uM, BUT25uM e BUT100uM; Taxa de
Producdo de embrido de 32,1% para BUT10uM, 17,6% para BUT25uM e 34,4% para BUT100uM)
e semelhelhante ao controle nos odcitos submetidos a producdo de embrido ap6s o fim do bloqueio.
Nos experimentos 2 e 3 odcitos e embrides bovinos, divididos em cinco tratamentos, foram
submetidos a estresse térmico por calor (EC) por elevacdo da temperatura de incubacgdo, em
diferentes estadios de desenvolvimento. No Controle, odcitos e embrides foram cultivados a 38,5°C
durante todas as etapas da producdo in vitro de embrides (PIVE). No tratamento vesicula
germinativa (VG), odcitos foram mantidos por 12 horas em estadio de vesicula germinativa, por
inducdo farmacologica com Butirolactona-1 (BUT-I) e, em seguida, foram submetidos a PIVE em
condi¢bes convencionais de temperatura (38,5°C). No tratamento VGEC, o6citos mantidos em
vesicula germimativa foram expostos a choque téermico (41°C por 12h) durante a pré-maturacéo e,
em seguida, submetidos a PIVE convencional. No tratamento MIVEC os o0citos foram submetidos
a choque térmico durante as primeiras 12 horas de maturacdo (41°C por 12h seguido de 38,5°C por
12h) e, em seguida, submetidos a fecundacéo e cultivo em condic¢Ges de termoneutralidade (38,5°C).

No tratamento D7EC foram submetidos as 12h de choque térmico embriGes de 144 horas de
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desenvolvimento pds-inseminagdo, em seguida foram submetidos & 12h de cultivo em condi¢es
convencionais de temperatura. Embrifes produzidos a partir de o6citos imaturos expostos a calor
excessivo (VGEC) apresentaram menor atividade mitocondrial em relacdo a embrides submetidos a
EC no estadio de blastocisto (P<0,05), entretanto se mostrou semelhante ao Controle e demais
tratamentos no parametro avaliado. Houve reducgdo dos estoques citoplasméticos de lipideos em
embrides provenientes de odcitos ou embrides submetidos @ EC (n° de goticulas lipidicas 964,6;
1.484,2; 788,1 para os tratamentos VGEC, MIVEC e D7EC, respectivamente) em relacdo aos
tratamentos Controle e VG (P<0,05). Em relacdo ao percentual da area embrionaria ocupada por
goticulas lipidicas o tratamento VGEC apresentou 0 menor teor de lipideos entre os tratamentos
avaliados (P<0,05; % éarea do embrido ocupada por lipideos de 19,0% para Controle, 15,4% para
VG, 8,1% para VGEC,16,5% para MIVEC e 17,1% para D7EC). Foram encontradas diversas
alteracdes morfofuncionais relacionadas com qualidade, metabolismo e implantacdo embrionaria,
como alteragOes ultraestruturais de mitocondrias e microvilosidades e aumento de vacuolizagdes
citoplasmaticas. O tratamento VGEC foi o mais afetado pelo choque térmico de acordo com o0s
parametros relacionados com o desenvolvimento embrionario, apresentando reducdo das taxa de
clivagem, producdo de embrido e eclosdo em relacdo ao Controle (P<0,05). Os resultados
encontrados evidenciam que os odcitos de foliculos ovarianos em estagios iniciais de crescimento
sdo especialmente sensiveis aos danos causados pelo calor excessivo. No experimento 4 foi
adicionado ao meio de cultivo in vitro o CLA com o objetivo de modular a deposicdo lipidica
intracitoplasmatica e aumentar a resisténcia embrionaria ao choque térmico. Os embrides cultivados
na presenca do CLA apresentaram menor acimulo de lipideos (P<0,05; area média ocupada por
lipideos de 272.554,5; 301.960,7 e 413.124,9 para os grupos CLA, CLA+SFB e Contole,
respectivamente). Entretanto, o incremento na qualidade embrionaria ndo foi suficiente para
aumentar a sobrevivéncia dos mesmos, demonstrado pela taxa de reexpansdo embrionaria superior
para o Controle (70,4%) em relagdo aos tratamentos SFB+CLA (43,3%) e CLA (47,1%). Odcitos e
embrides submetidos a choque térmico vivenciam alteracbes importantes na dindmica
citoplasmatica e na morfofuncionalidade de organelas como mitocondrias e microvilosidades
embrionarias que podem estar diretamente relacionadas com a diminuicdo da sobrevivéncia

embrionaria pds-exposicao ao calor excessivo.

Palavras-chave: estresse térmico por calor, sobrevivéncia embrionaria, metabolismo embrionario,

acido linoleico conjugado trans-10, cis-12.
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ABSTRACT

Heat stress (HS) causes reduced fertility in bovine females, especially in dairy cows. Exposure to
high environmental temperatures is known to adversely affect the quality and developmental
competence of oocytes and embryos. Cytoprotective substances, when added to animal feed or
embryo production media, can increase embryonic quality and resistance to injuries caused by heat
stress. Supplementation of the bovine embryo culture medium with exogenous conjugated linoleic
acid trans-10, cis-12 (CLA) can alter the lipid profile of embryonic cells, interfering with their
developmental competence when exposed to adverse temperatures. The present work aims to
explore determining factors of responses to the exposure of bovine oocytes and embryos to elevated
incubation temperature, as well as to establish strategies to reduce heat stress damage to embryonic
development. In experiment 1, the most appropriate concentration of Butyrolactone | (BUT-1) was
tested to keep the oocytes in an immature stage, without compromising the resumption of meiosis
later. Four concentrations of BUT-I (10puM, 25uM, 50uM and 100puM) were tested, comparing with
immature oocytes (Immature Treatment) and matured oocytes (Control). The 50uM concentration
of BUT-I proved to be more adequate in promoting reversible inhibition of meiosis, with rates of
cleavage (92.5%) and embryo production (50.5%) higher than that found for the other
concentrations of BUT-I (P <0.05; Cleavage rate 60.6%, 31.3% and 64.2% respectively for
BUT10uM, BUT25uM and BUT100uM; Embryo production rate of 32.1% for BUT10uM, 17.6%
for BUT25uM and 34.4% for BUT100uM) and similar to the control in oocytes submitted to
embryo production after the end of the meiosis block. In experiments 2 and 3 oocytes and bovine
embryos, divided into five treatments, were subjected to heat stress by elevation of the incubation
temperature, at different stages of development. In Control, oocytes and embryos were cultured at
38.5°C during all stages of in vitro embryo production (IVEP). In the germinal vesicle treatment
(VG), oocytes were maintained for 12 hours in the germinal vesicle stage, by pharmacological
induction with Butyrolactone-I (BUT-I) and, then, they were submitted to IVEP under conventional
temperature conditions (38.5°C). In the VGEC treatment, oocytes maintained in a germinal vesicle
were exposed to thermal shock (41°C for 12h) during pre-maturation and then subjected to
conventional IVEP. In the MIVEC treatment, the oocytes were subjected to thermal shock during
the first 12 hours of maturation (41°C for 12h followed by 38.5°C for 12h) and then subjected to
fertilization and cultivation under thermoneutral conditions (38.5°C). In the D7EC treatment,
embryos with 144 hours post-insemination were subjected to 12 hours of thermal shock, followed
by 12 hours of culture under conventional temperature conditions. Embryos produced from

immature oocytes exposed to excessive heat (VGEC) showed less mitochondrial activity compared
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to embryos submitted to HS at the blastocyst stage (P <0.05), however it was shown to be similar to
the Control and other treatments in the evaluated parameter. There was a reduction in the
cytoplasmic lipids stocks in embryos from oocytes or embryos submitted to HS (humber of lipid
droplets 964.6; 1,484.2; 788.1 for treatments VGEC, MIVEC and D7EC, respectively) compared to
treatments Control and VG (P <0.05). Regarding the percentage of the embryonic area occupied by
lipid droplets, the VGEC treatment presented the lowest lipid content among the evaluated
treatments (P <0.05;% embryo area occupied by lipids of 19.0% for Control, 15.4% for VG, 8.1%
for VGEC, 16.5% for MIVEC and 17.1% for D7EC). Several morphofunctional changes related to
quality, metabolism and embryonic implantation were found, such as ultrastructural changes in
mitochondria and microvilli and an increase in cytoplasmic vacuolations. The VGEC treatment was
the most affected by the thermal shock according to the parameters related to the embryonic
development, presenting a reduction in the rate of cleavage, embryo production and hatching in
relation to the Control (P <0.05). The results found show that oocytes from ovarian follicles in the
early stages of growth are especially sensitive to damage caused by heat stress. In experiment 4,
CLA was added to the in vitro culture medium in order to modulate the intracytoplasmic lipid
deposition and increase the embryonic resistance to thermal shock. Embryos cultured in the
presence of CLA showed lower lipids accumulation (P <0.05; average area occupied by lipids of
272,554.5; 301,960.7 and 413,124.9 for the CLA, CLA + SFB and Contole groups, respectively).
However, the increase in embryonic quality was not enough to increase their survival, demonstrated
by the superior embryonic reexpansion rate for the Control (70.4%) in relation to the SFB + CLA
(43.3%) and CLA (47,1%). Oocytes and embryos subjected to heat shock experience important
changes in the cytoplasmic dynamics and morphofunctionality of organelles such as embryonic
mitochondria and microvilli that can be directly related to decreased embryonic survival after

exposure to heat stress.

Keywords: heat stress, embryonic survival, embryo metabolism, conjugated linoleic acid trans-10,
cis-12.
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1. INTRODUCAO

Tem crescido a preocupacdo com a intensificacdo do aquecimento global e suas
consequéncias para o equilibrio ambiental e para a biodiversidade. O calor tem sido um dos
principais estressores avaliados pela ciéncia, principalmente em estudos que relacionam o efeito de
altas temperaturas ambientais a salde, atividade produtiva e fertilidade de vacas leiteiras, pois a alta
demanda metabdlica, associada a producdo de calor enddgeno, torna vacas leiteiras de alta produgédo
particularmente sensiveis a exposicdo ao calor (Kadzere, et al., 2002; Hansen, 2009; Polsky et al.,
2017). Os efeitos da alta temperatura podem ainda ser intensificados pela umidade do ar, se
tornando muito dificil para o animal dissipar o calor e, com isso, 0 animal € submetido a um quadro
de estresse térmico por calor. O trato reprodutivo é especialmente sensivel a exposic¢éo cronica ao
calor excessivo, devido a sua complexidade e a dos 6rgdos envolvidos no controle deste sistema
(Jordan, 2003; Collier et al., 2017; Wolferson e Roth, 2019). O comprometimento de qualquer um
destes componentes afeta diretamente a eficiéncia reprodutiva de rebanhos bovinos.

Fémeas bovinas apresentam reducdo da taxa de prenhez em periodos de temperatura
ambiental elevada quando comparado a épocas de temperaturas mais amenas (Ulberg e Burfenning,
1967; Berman et al., 1985; Zeron et al., 2001; Al-Katanani et al., 2002a; Al-Katanani et al., 2002c;
Sartori et al., 2002; West et al., 2003; Stewart et al., 2011; Pereira et al., 2013, 2017). A reducdo da
taxa de prenhez observada em fémeas submetidas ao estresse térmico por calor é de origem
multifatorial. Perereira et al. (2017) encontraram que 2,8% das perdas de gestacdo estdo
relacionadas com falhas de ovulagdo, 5,1% ocorrem devido a alteracbes hormonais decorrentes do
estresse térmico por calor, sendo que o restante das perdas esta relacionado com a reducdo da
qualidade de od6citos e embriGes. Ainda existe uma lacuna de conhecimento sobre quais sdo as
principais alteragBes de odcitos e embrides bovinos submetidos a hipertermia que justificam o

insucesso da gestacéo.

Tendo em vista 0 impacto da pecuaria para a economia brasileira, é importante conhecer
cada vez mais os fatores limitantes para a producéo e sobrevivéncia do concepto bovino, visando
incrementar os indices reprodutivos dos rebanhos, bem como desenvolver estratégias para melhorar
a sobrevivéncia embrionaria. Com essa pesquisa propde-se ampliar o conhecimento em relacéo a
exposicdo de odcitos imaturos, maturados e blastocistos a elevadas temperaturas ambientais pode

interferir no crescimento, desenvolvimento e na qualidade de oocitos e embrides bovinos.

Objetivou-se com a abordagem utilizada, fornecer mais informacdes sobre alteracfes

celulares ocultas causadas pelo choque térmico em odcitos e blastocistos bovinos.
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2. HIPOTESES

O odcito em estadio de vesicula germinativa € mais sensivel a efeitos deletérios de estresse

térmico por calor do que odcitos apds a ativagdo da retomada da meiose;

O blastocisto de sete dias de desenvolvimento (D7) exposto & hipertermia materna,
independentemente de heranca oocitaria, sofre danos de estresse térmico por calor;

A exposicdo de odcitos no estadio de vesicula germinativa, o0citos em maturacdo e de
blastocistos de sete dias de desenvolvimento a choque térmico interfere em parametros de

qualidade do embrido;

A adicdo de &cido linoleico conjugado trans-10, cis-12 no meio de cultivo in vitro promove a
reducdo de goticulas intracelulares de lipideos, incrementando a qualidade embrionéria e a

resisténcia de embrides bovinos a choque térmico.

3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivos gerais

Avaliar alteracdes celulares causadas pelo estresse térmico por calor em odcitos e embrides

bovinos;

Avaliar se a exposicao de oocitos imaturos, de odcitos em maturacdo e de blastocistos a choque
térmico interfere em parametros de qualidade, avaliados por atividade mitocondrial, percentual
lipidico, fragmentacdo de DNA e eclodibilidade do embrido;

Avaliar estratégias para incrementar a producdo, qualidade e resisténcia a choque térmico em

embrides bovinos.

3.2 - Experimento 1: Objetivos especificos

Avaliar concentragédo de Butirolactona-I para manter oocitos em estadio de imaturidade, sem

comprometer a retomada da meiose.

3.3 - Experimento 2: Objetivos especificos

Avaliar o efeito da inducdo de estresse téermico por calor em 00citos bovinos imaturos mantidos

em estddio de vesicula germinativa (VG) e durante maturagdo, sobre maturacdo nuclear e
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citoplasmatica, atividade mitocondrial de células embrionéarias, acimulo de lipideos e
ultraestrutura de mitocondrias embrionéarias, bem como no niimero de embrides clivados e total

de blastocistos produzidos in vitro;

Avaliar o efeito da inducdo de estresse térmico por calor em blastocistos de sete dias de
desenvolvimento sobre morfofuncionalidade mitocondrial de células embrionarias, aciimulo de

lipideos, bem como no numero de embrides clivados e total de blastocistos produzidos in vitro;

Avaliar em qual momento do desenvolvimento de odcitos e embriGes a inducdo de estresse
térmico por calor in vitro prejudica mais intensamente a producdo in vitro e a qualidade dos

embrides bovinos.

3.4 - Experimento 3: Objetivos especificos

Avaliar o efeito da inducéo de estresse térmico por calor em o00citos bovinos imaturos mantidos
em estadio de vesicula germinativa (VG) e durante maturacdo, sobre nimero total de células

embrionarias, taxa de apoptose e ultraestrutura embrionéria;

Avaliar o efeito da inducdo de estresse térmico por calor em blastocistos de sete dias de
desenvolvimento, sobre nimero total de células embrionarias, taxa de apoptose, ultraestrutura

embrionaria e eclodibilidade;

Avaliar em qual momento do desenvolvimento de odcitos e embrides a inducdo de estresse
térmico por calor in vitro prejudica mais intensamente a producdo in vitro, a integridade de

DNA dos blastdbmeros e ultraestrutura de embrides bovinos.

3.5 - Experimento 4: Objetivos especificos

Avaliar se a adicdo de acido linoleico conjugado trans-10, cis-12 (CLA) no meio de cultivo in
vitro seria uma estratégia para diminuir a quantidade de goticulas intracelulares de gordura
depositadas no embrido, de modo a incrementar a qualidade embrionaria e resisténcia ao choque

térmico.
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5. CAPITULO I -
REVISAO DE LITERATURA

Os efeitos de estresse térmico por calor na performance produtiva, reprodutiva e na satde
dos rebanhos bovinos vem sendo discutidos e se tornado alvo de pesquisas. Estudos estdo sendo
desenvolvidos com o intuito de explorar efeitos diretos da temperatura ambiental elevada, sobretudo
quando associada & umidade e radiacdo solar, na fertilidade das fémeas bovinas. A partir do
conhecimento de determinantes da reducdo do desempenho reprodutivo nos sistemas de criacdo de
bovinos sera possivel tracar estratégias mais especificas e eficientes para mitigar efeitos deletérios

do estresse térmico por calor.

Efeito do estresse térmico por calor na reducao da fertilidade de fémeas bovinas

O clima é um dos componentes ambientais que mais interfere no bem-estar animal,
representando fator determinante da producéo e produtividade de rebanhos bovinos (Pereira, 2005).
A percepcéo do calor externo é resultado da combinagdo da temperatura ambiental com a umidade
relativa do ar, algumas vezes associada a intensidade de radiacdo solar e da velocidade do vento,
que determina a sensacdo de desconforto ou conforto térmico. Ambientes quentes e Umidos, que sdo
os predominantes no Brasil, podem afetar de maneira adversa a producdo animal, em resposta aos
efeitos da alta temperatura do ar, diminuindo a ingestéo de alimentos, o ganho de peso (Allen et al.,
1963; Rhoads et al., 2009; Wheelok et al., 2010; Baumgard e Rhoads, 2012), a resisténcia a
doencas (Baumgard et al., 2015) e a fertilidade dos animais (Berman et al., 1985; Zeron et al.,
2001; Al-Katanani et al., 2002a; Al-Katanani et al., 2002c; Sartori et al., 2002; West et al., 2003;
Stewart et al., 2011). A reducédo da producédo e das taxas de concep¢do durante a época do ano de
temperatura mais elevada é um problema de extensdo mundial ja que, até mesmo em regides de
clima temperado, no verdo as temperaturas se elevam acima da zona de termoneutralidade para

vacas leiteiras (Veissier et al., 2018).

A sobrevivéncia e atividade produtiva dos mamiferos dependem da sua capacidade de
manter a temperatura corporal constante ou pouco variavel, independente das alteracbes na
temperatura ambiental, processo esse conhecido como homeotermia (Azevedo e Alves, 2009).
Quando a temperatura externa aproxima-se da temperatura corporal interna do animal, os
mecanismos fisiologicos de termorregulacdo ficam comprometidos (Hansen et al., 2009; Baumgard

et al., 2015). O estresse pelo calor ocorre quando a temperatura do ar eleva-se de tal maneira que
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ultrapassa a capacidade termorreguladora do animal, a ponto de comprometer fungdes celulares
(Hansen et al., 2009).

Diante de um estimulo estressor, que pode ser de origem interna ou externa, o organismo do
animal € estimulado a desencadear processos fisiologicos de reajustamento neuroenddcrino e
metabdlico que visam a estabilidade, como por exemplo, aumento da frequéncia cardiaca,
respiratoria e da sudorese. O calor ou o frio desencadeiam estresse do tipo térmico, por isso podem
ser denominados como estresse térmico pelo calor ou simplesmente estresse calorico (EC) e
estresse térmico pelo frio (Pereira, 2005). Hansen (2009) adota a nomenclatura de estresse térmico
por calor para 0 processo que ocorre in vivo, e choque térmico as situacfes agressivas causadas pela

elevada temperatura de incubag&o in vitro.

Uma das formas de avaliar a adaptacdo do bovino a temperatura ambiental elevada é
realizando-se a mensuracdo da alteracdo de pardmetros vitais como a frequéncia cardio-respiratoria
e a temperatura corporal (Cardoso et al., 2015). Embora a elevagdo na temperatura retal seja um
sinal clinico importante de estresse térmico por calor em bovinos, esses dados nem sempre estéo

disponiveis (Jordan, 2003).

A exposi¢do a intenso calor ambiental, durante algumas horas ou até poucos dias, resulta em
quadro de estresse térmico por calor agudo. Essa informacéo é transmitida por neurdnios aferentes
ao sistema nervoso central, que desencadeia resposta de adaptacdo ao calor ou aclimatacdo. Ja em
casos de exposicOes prolongadas a temperatura ambiente adversa tem-se o quadro de estresse
térmico por calor crénico, que € impulsionado pelo sistema enddcrino, alterando a sensibilidade dos

tecidos aos sinais homeostaticos, resultando em novo estado fisiol6gico (Bauman e Currie, 1980).

O ciclo estral é controlado pela flutuacdo na liberacdo dos horménios sexuais que, por sua
vez, controlam as ondas de crescimento folicular. Durante estresse térmico por calor crénico,
horménios relacionados com a fisiologia reprodutiva como LH, FSH, inibina, estr6geno e
progesterona estdo alterados (Abilay et al., 1975; Badinga et al., 1993; Wolferson et al., 1997,
Wilson et al., 1998a, b; Collier et al.,, 2017). Isso leva, entre outros fatores, a reducdo da
manifestacdo de estro, falha no desenvolvimento do foliculo ovariano e reducdo da competéncia de
desenvolvimento de odcitos em embrides (West et al., 2003; Beltran e Vasconcelos, 2008).
Conforme esquematizado na Figura 1, a reducdo da fertilidade de fémeas bovinas submetidas a
estresse térmico por calor ocorre por influéncia direta e indireta do calor excessivo sobre o trato

reprodutivo.
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Figura 1. Influéncia do estresse térmico por calor sobre a fertilidade de fémeas bovinas. IMS — ingestéo de
matéria seca; GnRH — horménio liberador de gonadotropinas; LH — horménio luteinizante. Fonte: Adaptado

de Vasconcelos, 2015.

Vacas leiteiras de alta producdo tém metabolismo e producdo de calor aumentados pela
ingestdo de alimentos com alto teor energético. O aumento da atividade metabolica, associado com
elevada temperatura ambiente, pode resultar em estresse térmico por calor que prejudica a produgéo
de leite e 0 desempenho reprodutivo (Pires et al., 2002; West et al., 2003; Beltran e Vasconcelos,
2008). O embrido bovino recém-formado tem futuro incerto e seu destino € ditado, até certo ponto,
por eventos que ocorrem antes da fecundagdo (Hansen, 2011; Geary, et al., 2013). Em vacas
leiteiras em lactacdo, menos de 40% dos zigotos sobrevivem ao periodo embrionério (Sartori et al.,
2010; Hansen, 2011). A baixa sobrevivéncia embrionaria em ragas especializadas para a producéao
de leite pode ser resultante de heranca do o0cito ou dos espermatozoides de seus progenitores, de
erros intrinsecos no desenvolvimento ou por alteracdes da fisiologia materna, como ocorre na

exposicédo prolongada ao calor (Geary et al., 2013; Hansen, et al., 2013).

Durante os meses quentes do ano é observada queda acentuada na taxa de concepc¢do de
vacas e novilhas da raca Holandesa. Foi demonstrado que vacas com pari¢cdo durante 0s meses mais

quentes apresentam periodo de servi¢co mais longo, quando comparadas aquelas que pariram nos
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meses mais frios. Isto ocorre devido a reducdo na competéncia do odcito em se desenvolver em
embrido, assim como o aumento das taxas de morte embrionaria quando a vaca é submetida a
estresse térmico por calor. Zeron et al. (2001), avaliando 70.885 concepg¢des em primiparas e
143.490 concepgdes em multiparas da raca Holandesa, observaram que a taxa de concepcdo media
de primiparas no veréo foi de 15,6% e de 12,8% em multiparas. Contudo, no inverno as taxas foram
comparativamente superiores (P<0,05) em ambos os grupos, encontrando-se taxas de concepcéao de
44,1% e 39,2%, para primiparas e multiparas, respectivamente. Adicionalmente, foi encontrado que
0 namero de foliculos antrais de 3 a 8mm, presentes em cada ovario, foi maior no inverno (19,6
foliculos) do que no verdo (12,0 foliculos). Os autores observaram ainda que o numero de 00citos
com citoplasma escuro e homogéneo, o nimero de embrides clivados, e a producéo total de morulas

e blastocistos foi superior no inverno em comparagao com o Vverao.

A reducdo do desempenho reprodutivo nas épocas mais quentes do ano ndo € um problema
recente. Essa observacdo vem sendo relatada h& anos nas regides que vivenciam a estacdo de verdo,
caracterizada pelo calor intenso. Ulberg e Burfening (1967) foram um dos pioneiros em associar a
reducdo da fertilidade com a exposicdo ao calor ambiental excessivo. Foi encontrado que quando a
temperatura externa aumentava em 1°C ap0s a inseminacao artificial (1A), a taxa de concepcdo
apresentava reducdo de 61% para 45%. Além disso, vacas que apresentaram temperatura retal de
40°C, como resultado da exposicdo a temperatura ambiente de 32,2°C por 72 h apés a IA tiveram
taxas de concepcdo de 0% em comparacdo com taxa de concepcdo de 48% em vacas com

temperatura retal de 38,5°C, expostas a temperatura de 21,1°C.

O estresse térmico por calor atualmente é um dos fatores de maior impacto econémico nos
sistemas de producdo de leite. St-Pierre e colaboradores (2003) fizeram estudo visando estimar
quanto o desconforto ambiental custa ao produtor de leite e o resultado foi que, nos Estados Unidos,
as perdas com diminuicdo da producdo de leite e eficiéncia reprodutiva geram prejuizo estimado de
900 milhdes de doblares por ano. Nesse estudo foi encontrado que vacas submetidas ao calor
excessivo apresentavam diminuicdo na ingestdo de matéria seca de 6 a 30%, decréscimo de 15 a
20% na producdo de leite, reducdo de 40 a 50% da eficiéncia reprodutiva, além de aumento da
mortalidade e na incidéncia e severidade das mastites. Transpondo essas estimativas para nossa
realidade, utilizando-se das mesmas formulas matematicas propostas por St-Pierre et al. (2003), e
considerando o preco medio pago por litro de leite no Brasil, bem como o0s custos com
medicamentos quando o célculo foi realizado, o estresse térmico por calor resultaria em prejuizo
estimado de R$ 1.527,00 por vaca/ano (considerando o valor do dolar em relacéo ao real na época
de 1 dolar = 2,90 reais).
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Sobrevivéncia embrionaria apds exposicao a temperaturas ambientais elevadas

Altas temperaturas ambientais prejudicam a producdo de embrides, pois alteram o
crescimento dos odcitos, a formacéo de transcritos e sintese proteica (Al-Katanani et al., 2002c). O
estresse termico por calor provavelmente compromete a qualidade dos odcitos por alterar padrbes
de desenvolvimento folicular, producdo de hormdnios esteroides e expressdao génica (Hansen,
2007). A diminuicdo da capacidade de desenvolvimento de odcitos submetidos a estresse térmico
por calor durante a maturacdo também pode estar associada com a alteracdo da composicao

fosfolipidica da membrana odcitaria (Zeron et al., 2001).

O choque térmico (41°C) durante as primeiras 12 horas de maturacdo reduziu a taxa de
clivagem, o numero de o6citos que se desenvolveram até o estadio de blastocisto e a porcentagem
de embrides clivados que se desenvolveram a blastocistos (Roth e Hansen, 2004a; Roth e Hansen,
2004b; Paes et al., 2016). Por outro lado, Edwards e Hansen (1997) ndo encontraram efeitos
deletérios em odcitos incubados in vitro e a sua competéncia para fecundacdo apds a exposicao de
complexos cumulus oophorus (CCOs) a 41°C, nas primeiras 12 horas de maturagédo. Provavelmente,
as celulas do cumulus conferem protecdo ao odcito contra danos causados por altas temperaturas,
pois a remo¢do das mesmas, durante a fertilizacdo ou nas primeiras clivagens, aumentou a

sensibilidade embrionaria as variagdes térmicas (Edwards e Hansen, 1997).

Durante o desenvolvimento embrionério inicial, previamente a ativacdo do genoma, 0
embrido é sensivel a diversas formas de estresse, incluindo exposicdo a calor excessivo (Paula-
Lopes e Hansen, 2002). Entretanto, 0 mecanismo pelo qual o estresse térmico por calor blogueia o
desenvolvimento do embrido ainda ndo foi totalmente esclarecido (De Castro e Paula e Hansen,
2008). A exposicdo de embrides nos estadios de duas, quatro e oito células a 41°C por 12 horas
reduz o nimero de embrifes que se desenvolvem até blastocisto. O estresse térmico por calor reduz
a producdo embrionaria 24 horas apo6s o final da exposicdo de embrides de duas células a alta
temperatura de incubacdo. Por outro lado, o desenvolvimento de mdrulas compactas permanece
inalterado. Também foi encontrado que embrides no estadio de duas células sdo mais sensiveis a
estresse térmico por calor do que os odcitos (Edwards e Hansen, 1997). Stewart et al. (2011)
expuseram zigotos, embrides de duas células, e morulas a incubagdo a 40°C por 24 horas e
observaram decréscimo no desenvolvimento até o estadio de blastocisto nos zigotos e embrides de

duas células estressados, porém, 0 mesmo ndo ocorreu com as morulas (P<0,05).

Inicialmente foi proposto que a sensibilidade de embrides em estadios precoces de
desenvolvimento, a temperatura ambiental elevada, ocorria devido a sua inabilidade de responder e

se adaptar a estresse téermico por calor, ja que antes da ativacdo embrionéria o individuo possui
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baixa atividade transcricional (Barnes e First, 1991). Foi encontrado que os efeitos de estresse
térmico por calor diminuem & medida que os embrifes se desenvolvem, ou seja, 0 embrido adquire
resisténcia a efeitos negativos de altas temperaturas com o passar do tempo (Ealy et al., 1993). A
habilidade de embrides em estadios avancados de desenvolvimento sobreviverem a elevacdo da
temperatura pode estar relacionada com o maior nimero de suas celulas, em comparagdo com o0s
embrides iniciais. Caso 0 numero de células remanescentes pos-estresse, que ndo sofreram
apoptose, for compativel com a continuidade de desenvolvimento, o embrido serda capaz de
prosseguir seu crescimento e sobreviver. Portanto, quanto maior o numero total de células

embriondrias, maior sera a expectativa de sobrevivéncia (Edwards e Hansen, 1997).

Diversas pesquisas indicam que apds a ativacdo do genoma embrionério o concepto torna-se
progressivamente mais resistente a hipertemia. Em contraste, foi encontrado que a transferéncia de
embrides sete dias apds a fecundacdo in vitro resultou em taxa de gestacdo de 26,7% (n=20) para
receptoras expostas a altas temperaturas ambientais, enquanto que a taxa de gestacdo em trabalhos
semelhantes, realizados em condi¢des ambientais mais amenas, variou entre 42% (n=89; Agca et
al., 1998) e 53% (n=1884; Hasler et al., 1995), mostrando que o estresse térmico por calor também
interfere na sobrevivéncia embrionaria em estadios mais tardios de desenvolvimento (Al-Katanani
et al., 2002a). O estresse térmico por calor afeta ndo apenas o desenvolvimento do embrido inicial,
mas também pode reduzir o crescimento embrionario até o dia 17, que é um periodo de maior
producdo de interferon-tau (IFN-tau) e do reconhecimento da gestacdo. Concentragdes adequadas
de IFN-tau sdo fundamentais para reduzir a secrecdo pulsatil de prostaglandina F»,, bloquear a
regressao do corpo luteo e manter a prenhez. Foi encontrado que o estresse térmico por calor entre
os dias 8 a 16 reduziu o tamanho e o peso de embrides recuperados no dia 17 de vacas de corte.
Essa reducdo do tamanho do embrido foi associada a producgéo de quantidades inferiores de IFN-tau
(Biggers et al., 1987).

Putney et al. (1988) incubaram embribes e explantes endometriais obtidos no dia 17 de
gestacdo em temperaturas de termoneutralidade (39°C durante 24 horas) ou estresse térmico por
calor (39°C durante 6 horas e 43°C durante 18 horas). As condi¢Oes de estresse térmico por calor
resultaram em reducdo da sintese de proteinas e de IFN-tau em 71% dos embriBes; entretanto, a
secrecdo endometrial de prostaglandina F», e a secre¢cdo embrionaria de prostaglandina E:
aumentaram 72% em resposta ao estresse. Estes estudos comprovam que tanto o embrido quanto o
ambiente uterino podem ser intensamente afetados pelo calor, apds o periodo de ativacdo do

genoma embrionario.
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Respostas fisioldgicas de fémeas bovinas Bos taurus e Bos indicus ao calor

O estabelecimento e a manutencdo da gestagdo em bovinos dependem da comunicacao
eficiente entre a mée e o feto, durante toda a gestacdo. Sabe-se que a maioria das perdas de gestacédo
ocorre durante o periodo embrionario, e as razdes bioldgicas incluem fatores embrionarios,
maternos e ambientais, como a qualidade de ovoécitos e embrides, funcdo endometrial alterada,
falhas na comunicacdo materno-embrionaria e fatores ambientais estressantes como o estresse

térmico por calor e as deficiéncias nutricionais (Pedersen et al., 2017).

Em regides tropicais, as condi¢cdes ambientais sdo desafiadoras para que zebuinos e taurinos
expressem todo seu potencial genético produtivo (Pereira, 2005). Bovinos de ragas zebuinas sdo
mais adaptados a estresse térmico por calor que bovinos das ragas taurinas, e a adaptabilidade dos
zebuinos ao calor esta relacionada a pele e pelagem escuras, maior superficie corporal (Pereira,
2005), e glandulas sudoriparas mais longas, largas e volumosas que conferem melhor capacidade de
sudacédo (Pan, 1963). O animal zebuino sofre reducdo menos severa na ingestao alimentar (Allen et
al., 1963), na taxa de crescimento (O’Bannon et al., 1955), na producdo de leite (Johnson, 1965) e
nas fungdes reprodutivas (Rocha et al., 1998) em resposta a estresse térmico por calor, quando
comparado com animais taurinos. Para avaliar a resisténcia aos efeitos da temperatura ambiental
elevada foi realizado estudo na india, cuja temperatura no pico do verdo variou de 37 a 45°C. Foi
comparada a resisténcia ao calor entre dois padrBes raciais, a raca zebuina Sahiwal e animais
mesticos Frieswal. Observou-se que quando a temperatura ambiente foi superior a 37°C, 0s animais
mesticos apresentaram maior elevacdo da temperatura retal do que os zebuinos. Adicionalmente, 0s
zebuinos apresentaram maior expressdao da proteina de choque térmico HSP90 do que os animais

mesticos, mostrando a importancia dessa proteina na termoprotecao (Deb et al., 2014).

A faixa de temperatura que ira proporcionar o bem-estar para 0s animais varia de acordo
com a raga, peso, idade, estado fisiologico, condigdo nutricional e atividade produtiva. Para bovinos
de origem europeia (Bos taurus taurus) a zona de conforto térmico situa-se entre 0 e 16°C. O
consumo e producdo de leite sdo afetados quando a temperatura ambiental é superior a 26°C, em
média. As ragas zebuinas (Bos taurus indicus) originaram-se de ambiente tropical e, por isso, vivem
confortavelmente em temperaturas entre 10 e 27°C, com temperatura critica maxima de 35°C. Os
animais mesticos sdo capazes de produzir e reproduzir em ambientes com temperaturas variando
entre 5 e 31°C (Pereira, 2005).

As racas taurinas foram intensamente selecionadas para a producdo de carne e leite em
comparagdo com zebuinos, no entanto, apesar de apresentarem alta eficiéncia produtiva eles ndo

estdo bem adaptados aos ambientes tropicais, sofrendo uma reducdo mais acentuada no seu

34



473
474
475
476

477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491

492
493
494
495
496
497
498
499
500

501

502

503

potencial de producdo nos trépicos em relacdo aos zebuinos. A reduzida fertilidade de vacas
leiteiras esta relacionada com a pouca viabilidade dos embriGes produzidos e com alteracfes no
trato genital materno durante o desenvolvimento embrionario inicial, traduzindo-se em morte

embrionaria precoce e tardia (Al-Katanani et al., 2002a; Hansen, 2011).

Os bovinos da subespécie zebuina sdo reconhecidos por sua rusticidade que, entre outros
aspectos, é caracterizada pela adaptabilidade a temperaturas ambientais elevadas. 1sso € resultante
da producéo reduzida de calor metabdlico e maior capacidade de perda de calor para o ambiente
(Hansen, 2004). Considerando que a termorresisténcia € uma caracteristica inerente a raca, a selecéo
para resisténcia ao calor notavelmente foi ignorada nos Gltimos anos. Com isso, trabalhos recentes
tém demonstrado a reducdo da resisténcia dos animais da raca Gir ao calor ambiental excessivo
(Cardoso et al., 2015; Santana Junior et al., 2015). Cardoso e colaboradores (2015) compararam a
resisténcia a estresse térmico por calor entre quatro ragas zebuinas, Gir, Nelore, Sindhi e Indubrasil
e em mesticos Girolando. A raca Gir se mostrou a menos adaptada as condi¢des climéaticas em
todos os parametros avaliados (temperatura retal, frequéncia cardiaca e respiratéria) e, em contraste,
os animais Girolando e Sindhi apresentaram resposta fisiologicas mais adequadas a estresse térmico
por calor. Existe correlacdo genética inversa entre a producdo de leite e a resisténcia ao calor. Foi
demonstrado que o periodo de maior producdo de leite em vacas Gir (entre 60 e 120 dias em
lactagdo) coincide com o momento no qual esses animais sdo mais sensiveis a altas temperaturas
(Santana Janior et al., 2015).

Embrides zebuinos e taurinos produzidos in vivo apresentam diferencas nos mecanismos de
cavitacdo e acumulo de liquidos que estdo relacionados com a formacao e expansdo da blastocele.
Essas caracteristicas podem estar relacionadas com as diferencas de viabilidade embrionaria entre
as subespécies, apds a exposicdo a condicdes estressantes como 0 choque osmotico de
criopreservacao (Wohlres-Viana et al., 2011). Em condigdes de estresse, como 0 estresse oxidativo,
por exemplo, embrides zebuinos da raca Gir respondem mais prontamente ao estresse produzindo
enzimas da familia peroxiredoxina, quando comparados aos seus homologos da raca Holandés,
reduzindo os possiveis efeitos prejudiciais quando estdo em seu ambiente natural (Wohlres-Viana et
al., 2011).
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Utilizagéo da producéo in vitro de embrides (PIVE) como modelo para estudar os efeitos

do estresse pelo calor em odcitos e embrides

Nem sempre a utilizacdo de animais vivos, em seu ambiente natural ou em ambientes
controlados, representa o melhor modelo de estudo. No caso do estudo do estresse térmico por calor
existem diversos fatores ambientais, fatores internos inerentes aos animais avaliados, e questdes
técnicas ligadas ao desenho experimental que potencialmente causam viés nos resultados. O
desenvolvimento dos sistemas in vitro de producdo de embrides bovinos representa uma ferramenta
importantissima para estudar e melhor compreender os processos de maturacdo e fecundacédo
oocitaria, desenvolvimento embrionério inicial e qualidade embrionéria (Nagano, 2019). Diante
disso, os modelos in vitro sdo utilizados extensivamente para examinar efeitos deletérios das

temperaturas ambientais adversas sobre o desenvolvimento de odcitos e embrides bovinos.

De acordo com Roth e Hansen (2004b), danos causados a o6citos pelo choque térmico sdo
relevantes para compreender a reducdo da fertilidade causada pelo estresse térmico por calor in
vivo. Para testar a confiabilidade dos modelos de exposicdo de odcitos ao choque térmico,
Gendelman e Roth (2012) aspiraram o6citos de fémeas bovinas nas estacdes de inverno e verao, e
compararam com a exposicdo de odcitos obtidos de matadouro, mantidos em estagio de vesicula
germinativa e submetidos a altas temperaturas in vitro. Os autores observaram que ambos modelos,
in vivo e in vitro, foram igualmente eficientes para estudar os efeitos do estresse térmico por calor,
pois tanto o nimero de embrides clivados quanto os demais parametros analisados foi semelhante
(P>0,05) nos dois modelos. O numero de embrides de duas a quatro células, encontrado no inverno
no in vivo, e no cultivo a 38,5°C, no modelo in vitro, foi de 90,2 + 0,87% e 85,0 = 3,1%,
respectivamente. Ja no verdo ou na incubacdo in vitro em temperaturas elevadas (41,2°C), o nimero
de embrides clivados foi de 78,2 + 2,2% e 75,0 = 1,2%. Da mesma forma, em ambos modelos, in
Vvivo e in vitro, a exposicdo dos o0citos a temperaturas elevadas reduziu em 15% a porcentagem de
embrides clivados que se desenvolveram até o estadio de blastocisto. Foi encontrado ainda que a
abundancia de transcritos de genes envolvidos na maturacdo oocitaria e desenvolvimento
embrionario inicial (C-MOS, GDF-9, POU5F1 e GAPDH) foi superior em od6citos obtidos no
inverno ou submetidos & temperaturas convencionais de producdo in vitro de embrides, quando

comparados a o0citos submetidos a estresse térmico por calor in vivo e in vitro.

A elevacgéo da temperatura de cultivo in vitro de o6citos e embriGes pode simular o estresse
térmico por calor moderado ou agudo, utilizando-se 0 bindmio tempo X temperatura de 40°C por
uma hora, 41 ou 42°C por 80 minutos (Al-Katanani e Hansen, 2002b). O objetivo desse estudo foi

fazer exposicdo previa ao calor, sem afetar o desenvolvimento embrionério, para induzir a
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termotolorancia a estresse térmico por calor severo posteriormente (De Castro e Paula e Hansen,
2008). E possivel simular estresse térmico por calor severo pela incubagio de odcitos e embrides in
vitro a 41°C por 4, 5 e 6 horas (Al-Katanani e Hansen, 2002b), 9 horas (Paula-Lopes e Hansen,
2002; De castro e Paula e Hansen, 2008), 12 horas (Al-Katanani e Hansen, 2002b; Roth e Hansen,
2004a) e 16 horas (Gendelman e Roth, 2012), ou 43°C por 18 horas (Putney et al., 1988).

Comparando-se a eficacia dos modelos in vivo e in vitro para avaliar os efeitos do estresse
térmico por calor sobre a producdo e o desenvolvimento de embrides bovinos, Deb et al. (2014)
observaram que nos sistemas in vivo os efeitos deletérios da alta temperatura ambiental, sobre os
oocitos e embriGes, foram observados a partir da temperatura ambiente de 37°C. Foi avaliado
temperatura retal de animais submetidos a temperaturas ambientais de 37, 39, 41 e 45°C,
encontrando-se temperatura retal média de 38,08 + 0,34°C; 38,33 + 0,34°C; 38,83 + 0,31°C; 39,00 +
0,29°C, para as respectivas temperaturas ambientais analisadas. In vitro as alteracfes puderam ser
observadas em temperaturas de incubagdo maiores ou iguais a 41°C, a partir desta temperatura
houve aumento significativo da expressdo de RNAm para HSP90, e diminuigdo da viabilidade das

células expostas a alta temperatura de incubacéo (P<0,05).

Foi sugerido que o pré-cultivo in vitro dos CCOs com inibidores capazes de bloquear a
retomada da meiose pode ser utilizado para examinar os efeitos de varios estressores ambientais,
sobre odcitos em estadio de vesicula germinativa (Payton et al., 2004), além de melhorar a
maturacdo nuclear e citoplasmatica dos odcitos, aumentando sua capacidade de desenvolvimento
(Eppig e Schroeder, 1989).

Maturacéo celular, citoplasmatica e nuclear

A maturacdo oocitaria € um processo longo e complexo no qual ocorrem transformacdes no
gameta feminino, que s@o0 essenciais para a diferenciagdo do od0cito, a fecundagdo e o
desenvolvimento embrionario inicial (Gilchrist et al., 2008). Nas fémeas bovinas a meiose tem
inicio na fase fetal, periodo no qual ocorre sintese de DNA e formacdo de pares de cromossomaos
homodlogos. Em seguida, os odcitos imaturos permanecem estacionados no estadio dictiato da
préfase | da meiose. O nulcleo destes odcitos imaturos é denominado vesicula germinativa (VG),
estadio no qual o ndcleo é mantido até pouco antes da ovulacdo, quando os gametas femininos sdo
estimulados a retomarem a divisdo meiotica pelo pico de gonadotropinas (Bilodeau-Goeseels,
2012). Quando foliculos pequenos, contendo odcitos imaturos, sdo estimulados a crescer, a

retomada da meiose até o estadio de metafase Il tem a duracdo de aproximadamente quatro dias
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(Pavlok et al., 1993).

A progressdo da meiose é caracterizada por trés eventos principais: 1) maturacdo nuclear no
qual os oocitos em vesicula germinativa sdo estimulados a retomarem a divisdo meiética, passando
de Profase | para a Metéfase I1; 2) maturacdo citoplasmatica que é caracterizada pela redistribuicéo
das organelas citoplasmaticas, incluindo as mitocondrias, e estocagem de RNAm que serd utilizado
po6s-fecundacdo e no inicio do desenvolvimento embrionério; e 3) maturacdo celular que esta
associada ao desacoplamento das juncdes tipo gap entre o oocito e as células do cumulus,
resultando em maior espalhamento dessas células que é conhecido como expansdo das células do
cumulus (Gottardi e Mingoti, 2009).

Quando o odcito é fisicamente retirado do foliculo ovariano, a retomada da meiose ocorre
espontaneamente, independentemente de gonadotropinas, devido a auséncia de fatores foliculares
inibidores deste processo. Em condi¢Ges convencionais de maturacdo in vitro, a resolucdo da
meiose ocorre em um periodo mais curto do que o fisiol6gico durando, em média, 24 horas. Sabe-se
que altas concentragcOes intra-odcitarias de AMPc, que sdo acumuladas durante o crescimento e
desenvolvimento natural do foliculo, estdo associadas a odcitos com alta competéncia de
fecundacéo e sobrevivéncia embrionaria subsequente (Luciano et al., 1999). Por outro lado, apds o
pico pré-ovulatorio de LH ou a remogdo mecénica do odcito do foliculo ovariano, as concentracdes
de AMPc séo reduzidas gradativamente resultando na retirada do blogueio da meiose (Richard e
Sirard, 1996). Além disso, de forma geral, a perda de interacdo do odcito com as células foliculares
resulta em prejuizos para a competéncia do oocito e para o desenvolvimento embrionério inicial,
decorrente da diminuicdo das trocas hormonais e moleculares realizadas entre as células foliculares

e 0 gameta.

Inibicdo da retomada da meiose em odcitos bovinos

Estabelecer modelos in vitro para estudar os efeitos diretos da hipertermia materna sobre
oocitos em estadio de vesicula germinativa é um desafio, porque a remocéo do odcito do foliculo
antral induz a retomada espontanea da meiose (Pincus e Enzmann, 1935). A manutencdo dos
ovarios obtidos de matadouro em solugédo salina aquecida por 4 a 5 horas, antes da aspiracdo dos
CCOs, impede a retomada da meiose e melhora as taxas de blastocisto quando comparado a
obtencdo dos oocitos imediatamente apos a morte. Foi encontrado que deixar os CCOs nos ovarios
por 4 a 5 horas resultou em taxa de producdo de blastocistos de 51% e 41%, respectivamente,

enquanto que a aspiragdo apds uma ou duas horas, decorridas do abate, produziu 29 e 18% de
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blastocistos. Adicionalmente, o nimero de células embrionéarias totais foi superior para 0s ovarios
que permaneceram incubados em banho-maria por 4 horas. Porém, os ovarios poderdo ser mantidos
em temperatura de até 35°C, em solucdo salina, previamente a aspiracéo, e temperaturas superiores

afetam a qualidade e competéncia dos odcitos e a producdo de embribes (Blondin et al., 1997).

Foi hipotetizado que o impedimento da retomada da meiose, antes da maturagdo in vitro,
possibilitaria incremento na competéncia de desenvolvimento posterior. Por conseguinte, para
impedir o reinicio voluntario da divisdo meidtica € preciso manter altas concentracGes intra-
oocitarias de AMPc (Conti et al., 2012). Algumas estratégias farmacoldgicas podem ser utilizadas

para manter altas concentracdes oocitarias de AMPc, impedindo a retomada da meiose.

Foi sugerido que o pré-cultivo in vitro dos CCOs com inibidores capazes de bloquear a
retomada da meiose pode melhorar a maturacdo nuclear e citoplasmatica dos odcitos, aumentando
sua capacidade de desenvolvimento (Eppig e Schroeder, 1989). O bloqueio da retomada espontanea
da meiose também pode ser utilizado para examinar os efeitos de varios estressores ambientais

sobre odcitos em estadio de VG (Payton et al., 2004).

Uma das possiveis abordagens farmacoldgicas para inibir o reinicio da meiose ap0s
aspiracdo dos foliculos ovarianos é o cultivo prévio com 3-isobutil-1-methilxantina (IBMX). O
IBMX mantém os odcitos na profase | da meiose devido ao aumento da concentracdo de AMPc,
resultante da inibicao da atividade da fosfodiesterase (Gendelman e Roth, 2012).

Dentre todas as drogas que podem ser utilizadas para o bloqueio da meiose, a Butirolactona |
(BUT-1) demonstrou ser a mais segura e eficiente (Gottardi e Mingoti, 2009). A BUT-1 é um
inibidor seletivo de quinases dependentes de ciclina que promove o blogueio da meiose por inibir
tanto a CDK1 quanto a CDC2 quinase. Este composto inibe a quebra da VG, porém, os oécitos
continuam sintetizando rRNA. A sintese de rRNA diminui apenas quando ha compactacdo da
cromatina (Marques et al., 2011). A Roscovitiva (ROSCOV) é um derivado da purina, um inibidor
especifico da quinase que forma o fator promotor da maturacédo (MPF), sendo utilizado para manter

oocitos bovinos em estadio de VG, quando em cultura por 24 horas. (Marques et al., 2011).

Gendelman e Roth (2012) testaram quatro diferentes farmacos inibidores da meiose BL-I, R-
e S-Roscovitina e o 3-isobutil-1-methilxantina (IBMX), encontrando que o cultivo dos odcitos com
75uM de IBMX, por 16 horas, foi mais eficiente em manter os odcitos imaturos, de forma

reversivel, e sem comprometer a clivagem e producao de embrides.

Visando melhorar a competéncia de oocitos nos programas de PIVE, foi realizada a pre-

maturacdo durante 24 horas com os inibidores da meiose ROSCOV (100uM) e ciclohexamida
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(1pg/mL) e, em seguida, os CCOs foram submetidos a maturacgdo in vitro por 22 horas. Nos CCOs
tratados com ROSCOV houve degeneragdo das células do cumulus, edema de mitocondrias,
presenca de poucos granulos corticais e muitas vesiculas contendo material eletro-denso.
Entretanto, no tratamento com ciclohexamida ndo ficaram evidentes sinais de degeneracdo ou
senescéncia celular. Apesar da ciclohexamida ndo ter afetado a maturagéo celular, neste trabalho
ndo foi avaliada a producdo de embrides para verificar se a adigdo desta substancia interfere na

qualidade e desenvolvimento dos embrides (Crocomo et al., 2013).

Marques et al. (2011) avaliaram a maturacdo e o desenvolvimento embrionario de o0citos
bovinos que tiveram a maturacdo bloqueada com BL-1 e ROSCOV. Os autores observaram que a
BL-1, na concentragdo de 150uM, foi eficiente em manter os odcitos em estaddio de VG durante as
24 horas de cultivo pré-maturacdo e, ap6s a maturacdo, o numero de odcitos que chegaram a
metéfase Il foi semelhante ao grupo controle. Além disso, 0 numero de embrides produzidos
também foi semelhante ao grupo controle. Porém, o mesmo ndo ocorreu com a ROSCOV que

apresentou menores indices de maturacdo oocitaria e de desenvolvimento embrionério.

Maziero (2019) adicionou a BUT-I e roscovitina (ROSCOV) ao meio de maturacdo de
odcitos bovinos para bloquear temporariamente a retomada da meiose. Foi observado que o
bloqueio da meiose por 6 horas, seguido de 18 horas de maturagéo, utilizando-se para o bloqueio a
BUT-I na concentracdo de 50uM ou com a associacdo de BUT-1 (25uM) e ROSCOV (6,25 puM),
foi eficiente em promover o bloqueio reversivel da meiose nos odcitos e incrementou a producéo
embrionaria. Também, promoveu a diminuicdo do nimero de células apoptoticas. O blogqueio da
meiose pela BUT-I na concentracdo de 50uM, por 12 horas, nao alterou a qualidade dos embrifes
produzidos em relacdo ao controle e produziu taxas satisfatorias de blastocistos. Gendelman e Roth
(2012) também encontraram que a pré-maturacdo com 50uM e 75uM ndo alterou a qualidade e a

quantidade de embrides produzidos.

Apesar de muitos trabalhos utilizarem a BL-1 na concentracdo de 100uM no meio de
maturacao, foi observado que quando o meio de maturacdo e suplementado com soro fetal bovino
(SFB), ao invés de albumina serica bovina (BSA), a concentragdo de 150uM se mostrou mais
adequada para a inibicdo por 24 horas. 1sso porque em meios contendo SFB ocorre perda parcial da
BL-1 por ligacdo a alguns componentes do soro (Marques et al., 2011). Dentre todas as drogas que
podem ser utilizadas para o bloqueio da meiose, a BL-1 demonstrou ser a mais segura e eficiente
(Gottardi e Mingoti, 2009).

A oogénese é um processo longo levando, em média, 16 semanas para que os foliculos

primordiais crescam e se desenvolvam até se tornarem foliculos antrais pré-ovulatorios. J& foi
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observado que as altas temperaturas ambientais alteram a competéncia de odcitos imaturos, inclusos
nos foliculos ovarianos, porém, ainda ndo estd bem estabelecido a partir de qual momento o EC

pode interferir no crescimento e na qualidade dos odcitos (Hansen, 2013).

A exposicao de oocitos em estadio de vesicula germinativa a 41,2°C por 16 horas reduziu a
clivagem e o desenvolvimento de odcitos até o estadio de blastocisto, em relagdo ao grupo controle,
cultivado a 38,5°C. Para 0s o6citos coletados no inverno, ou para aqueles mantidos em estado de
vesicula germinativa pela adicdo de farmacos inibidores da meiose ao meio de maturacdo e
submetidos ao estresse térmico por calor, houve reducdo da abundancia de transcritos dos genes C-
MOS, GDF9, GAPDH, e POUS5F1, que sdo genes envolvidos na maturacdo oocitaria e no
desenvolvimento embrionario inicial (Gendelman e Roth, 2012).

Torres-Junior et al. (2008) mantiveram cinco fémeas bovinas da raca Gir em camara
climatizada a 38°C e 80% de umidade relativa durante o dia, e 30°C durante a noite por 28 dias. Os
autores ndo verificaram efeitos imediatos do estresse térmico por calor sobre as funcgdes
reprodutivas, porém, tardiamente (entre 1 e 21 dias ap6s o estresse induzido), foram observados
efeitos deletérios no crescimento folicular ovariano, nas concentragdes hormonais de progesterona,
na competéncia dos oocitos, e na producdo de embribes. Houve, ainda, aumento no diametro do

primeiro e segundo maiores foliculos, aumento de incidéncia de anestro e de ciclos estrais curtos.

Para estudar os efeitos das altas temperaturas ambientais em odcitos imaturos, vacas
Holandesas néo lactantes foram mantidas em ambiente aberto com sombrite (n=14) durante 42 dias
no verdao, em ambiente fechado com ventiladores e nebulizadores (n=14) ou em ambiente aberto
com sombrite durante o inverno (n=12). O tempo de 42 dias foi escolhido, pois representa o tempo
decorrido entre o crescimento do foliculo antral inicial até o foliculo dominante pré-ovulatorio.
Entretanto, foi encontrado que nenhuma das estratégias de resfriamento, antes da aspiracdo dos
CCOs, durante os 42 dias de verdo incrementaram a producdo de embrides no verdo, mostrando que
ou o EC prejudica o crescimento de foliculos pré-antrais, ou que a diminuicéo sazonal da fertilidade

esta ligada a outros fatores além do estresse térmico por calor (Al-Katanani et al., 2002c).

O efeito da temperatura ambiental elevada em foliculos pré-antrais ainda € menos conhecido
do que em foliculos antrais em estadio de vesicula germinativa, porém, recentemente foi
demonstrado que os foliculos pré-antrais sdo menos sensiveis ao estresse térmico por calor do que
os foliculos antrais. Paes et al. (2016) incubaram fragmentos ovarianos, foliculos pre-antrais
isolados, e CCOs a 41°C durante 12 horas para avaliar o efeito do EC sobre odcitos imaturos e

durante a maturacdo. N&o foi observado nenhum efeito das altas temperaturas sobre os foliculos
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pré-antrais, entretanto houve alteracdo da oogénese e diminuicdo da producdo de estrogeno em
CCOs estressados (P<0,05).

Alteracdo da expressao génica de o0citos e embrides expostos a estresse térmico por calor

Os bovinos, assim como outros animais homeotérmicos, sdo capazes de controlar sua
temperatura corporal interna pela troca de calor com o ambiente. Para auxiliar nas trocas de calor,
varios mecanismos celulares sdo ativados, e um destes mecanismos € a alteracdo da expressdo de

genes relacionados com o estresse (Deb et al., 2014).

Atualmente, estdo sendo identificados alguns genes relacionados com o aumento da
sobrevivéncia ap0s a transferéncia dos embrides produzidos in vitro. Os alelos FGF2 e STAT5A de
origem paterna foram relacionados com o aumento da qualidade embrionaria (Khatib et al., 2010).
Também foi encontrado que a expressdo dos genes de origem materna GHR, PGR, PRLR e
SERPINA14 estdo relacionados com aumento da capacidade de desenvolvimento de embrides
(Khatib et al., 2008).

A resposta a estresse térmico por calor e a aquisicdo de termotolerancia pelas células
submetidas a algum tipo de estresse envolve a sintese de moléculas citoprotetoras, como as
proteinas de choque térmico (HSPs). Nos mamiferos, a resposta ao estresse inclui alteracdo de
expressdo génica regulada pelo fator de transcricdo de choque térmico (HSF), com uma répida
inducdo de transcricdo de HSPs, em uma grande variedade de células e tecidos. O gene HSF1 é
essencial para a resposta ao choque térmico, além de ser necessario para o desenvolvimento
adequado de embrides (Akerfelt et al., 2007). Adicionalmente, o gene HSF1 também é fundamental
para a manutencao da integridade celular durante o estresse, 0 que pdde ser comprovado em ratos
com células knock-out para o gene HSF1, que perderam a habilidade de produzir HSPs (Zhang et
al., 2002).

As HSPs sédo proteinas moleculares auxiliares que, quando sdo submetidas a varios tipos de
estresse, como 0 calor excessivo, por exemplo, sdo sintetizadas em quantidade maior do que o
normal. As HSPs estdo envolvidas na remodelagem de proteinas desnaturadas e manutencdo da
estrutura da proteina submetida ao estresse. As proteinas do chogue térmico podem ser divididas em
trés grupos, com funcdes ligeiramente diferentes: HSP60, HSP70 e HSP90. As HSP60 agem sobre
proteinas prontas que apresentem erros na estrutura terciaria e, portanto, a funcdo desse grupo de
HSP é o controle de qualidade. A HSP70 ajuda no enovelamento de proteinas celulares para

impedir que proteinas malformadas causem danos as células (Aggarwal e Upadhyay, 2013). A
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HSP70 pode ser produzida em maior quantidade em células submetidas a estresse téermico por calor
induzido e, nesse caso, denomina-se HSP70i (Edwards e Hansen, 1997). As HSP90 atuam na
transducdo de sinais, na manutencdo da estrutura das proteinas, e na degradacdo de proteinas
alteradas. Este ultimo grupo de proteinas também apresenta duas isoformas, uma constitutiva e a
outra induzivel (Deb et al., 2014).

Os principais genes envolvidos na ativacdo das HSPs em embrides sdo HSPA1A para a
HSP70, e HSP90AAL para a HSP90 classe Al (Stewart et al., 2011). A expressdo da proteina
HSP70 também pode ser regulada pelo gene HSPALL (Ortega et al., 2016). Durante a inducdo do
choque térmico pela incubacdo de zigotos, embrides de duas células, e morulas a 40°C por 24 horas
houve aumento da expressdo do gene HSPA1A, mas ndo de HSP90AAL (Stewart et al., 2011).

El-Sayed et al. (2006) identificaram grupos de genes relacionados com a sobrevivéncia
embrionaria utilizando embrides produzidos in vitro que, quando transferidos para receptoras, ndo
produziram gestacdo ou levaram a gestacdo mas foram reabsorvidos em comparacdo com aqueles
relacionados a gestacGes bem sucedidas. Seis genes apresentaram maior expressao nos embrides
que resultaram em gestacdo, quando comparados aos embrides reabsorvidos, sugerindo que estes
genes podem ter papel fundamental no desenvolvimento inicial e na implantacdo dos embrides.
Dentre estes genes, pode-se citar o IFN-tau, CDX-2, PLAC8 e COX-2. O INF-tau é uma proteina
sinalizadora produzida pelo embrido para bloquear a regressdo do corpo luteo, por meio da reducéao
da secrecdo pulsétil de prostaglandina F2,. O CDX-2 e 0 PLAC-8 sdo genes fundamentais para
implantacdo embrionaria, estabelecimento da interacdo mae-feto, e desenvolvimento da placenta.
Com funcdo semelhante, o gene COX-2, produzido apenas pelas células do trofoblasto, esta
relacionado com o alongamento embrionario e implantacdo. Avaliar a alteragdo na quantidade de
transcritos para genes relacionados com manutencdo de altas taxas de concepcdo e sobrevivéncia
embrionaria em odcitos e embries expostos a estresse térmico por calor pode auxiliar na predigdo

da resisténcia destes a hipertermia materna.

Sakatani et al. (2012) mensuraram alteracGes na expressao de genes envolvidos no choque
térmico e no estresse oxidativo para determinar se 0s zigotos sdo mais suscetiveis ao choque
térmico devido & capacidade reduzida de transcricdo. Foi encontrado que o choque térmico
aumentou as quantidades de RNAm para HSPA1A, mas ndo para HSP90OAA, SOD1 ou CAT, estes
ultimos dois genes estdo relacionados com o estresse oxidativo. O aumento da expressao do gene
HSPA1L em zigotos expostos ao choque térmico foi associado a embriGes mais sensiveis a estresse
térmico por calor, enquanto que a mutacéo de delecdo no promotor de HSPA1L confere protecéo ao
zigoto contra choque térmico (Ortega et al., 2016). Camargo et al. (2019) também encontraram
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aumento da expressdo de HSPALA em embriGes produzidos a partir de o6citos submetidos ao
choque térmico. Embrides bovinos expostos ao choque térmico também apresentam alteracdo na

expressdo do gene IFNT que regula a producdo de interferon-tau (Hikman et al., 2013).

A identificacdo de genes em individuos ou racas termotolorantes possibilita que,
futuramente, por meio de engenharia genética, esses genes sejam introduzidos em popula¢des mais
sensiveis a altas temperaturas ambientais. Foi encontrado que o haplo6tipo SLICK encontrado com
alta frequéncia em bovinos da raca Senepol confere maior habilidade de regular a temperatura

corporal durante o estresse térmico por calor (Dikmen et al., 2014).

Fragmentacéo de DNA no embrido

As duas primeiras semanas poOs-inseminacdo representam o periodo mais critico para a
manutencdo da gestacdo em bovinos, pois é o periodo no qual a porcentagem de perdas
embrionarias é mais elevada (Diskin et al., 1980; Hansen, 2011; Spencer, 2013). O periodo pré-
implantagdo embrionaria parece ser o mais sensivel aos danos celulares, uma vez que ap6s o fim do
estadio embrionario, ocorre reducdo significativa das perdas gestacionais (King, 1991; Hansen,
2011).

A avaliacdo do numero de blastdmeros, em morte celular programada, € um critério
amplamente utilizado para avaliar a qualidade embrionaria (Gutierréz et al., 2012). A morte celular
pode ser total (necrose), que resulta na eliminagdo do embrido inteiro em casos de exposi¢cdo a
estresse severo, ou parcial, caracterizada pela eliminacdo seletiva de blastbmeros danificados,
possibilitando que as células remanescentes continuem seu desenvolvimento, sendo esse evento
conhecido como apoptose (Betts e King, 2001). Destaca-se que a apoptose € um importante
mecanismo de defesa celular, visto que a inibicdo do processo de remocdo de células danificadas

reduz o desenvolvimento embrionario (Antunes et al., 2009).

A apoptose, ou morte celular programada é um processo fisiologico ativo que pode ser
natural ou induzido por estressores ambientais, caracterizada pela condensacdo da cromatina,
reducdo do volume celular, formacdo de vesiculas ou fragmentos conhecidos como corpos
apoptdticos, o que resulta na eliminagdo das células ou de todo tecido danificado (Betts e King,
2001). O estudo da fragmentacdo do DNA nuclear ¢ um marcador bioquimico de apoptose em
varios tipos celulares e é amplamente utilizado para quantificacdo de morte celular em blastdmeros

de embrides bovinos. O ensaio de Terminal deoxinucleotil transferase mediated uracil nick end
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labeling (TUNEL) possibilita a confirmagdo in situ da fragmentacdo do DNA nuclear em

blastocistos bovinos (Neuber et al., 2002).

Acredita-se que os blastocistos com maior numero de células sdo mais propensos a
implantacéo, evoluindo para gestacdo bem sucedida e que culmina no nascimento de maior nimero
de descendentes vivos (Van Soom et al., 1997). Por outro lado, blastocistos com numero reduzido
de células tém incidéncia variavel de fragmentacdo do DNA que, quando excede determinado
limiar, é prejudicial para o desenvolvimento embrionario (Hardy, 1999), resultando na eliminacéo
do concepto ndo-viavel (Byrne et al., 1999). Em embrides no estadio de blastocisto, as células que
sofrem apoptose sdo extrusadas na blastocele (Betts e King, 2001) ou no espago perivitelinico
(Hardy, 1999), entre o trofoblasto e a zona pellcida. Portanto, na avaliagdo microscépica, a
presenca de células extrusas no espaco perivitelinico, indica que o embrido possui um niumero
elevado de células mortas e esta relacionada com embrides de qualidade moderada a baixa
(Stringfellow e Givens, 2010).

A incidéncia de morte celular pode ser modulada por fatores ambientais, tal como o calor
excessivo (Betts e King, 2001). O estresse térmico por calor induz a apoptose e necrose celular,
mediado pela via mitocondrial de morte celular, na qual se observa diminui¢do da propor¢do Bcl-
2/Bax, diminuicdo do potencial de membrana e edema mitocondrial, aumento acentuado da
atividade de caspase-3 e danos ao DNA (Du et al., 2008).

Avaliacdo morfologica de embrides

Algumas caracteristicas morfométricas de oocitos e embrides sdo utilizadas para avaliar a
qualidade e predizer a capacidade de desenvolvimento dos mesmos. No manual da Sociedade
Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS) estdo algumas recomendacdes para classificagcéo
de odcitos e embrides, baseado em caracteristicas do ooplasma, no nimero de camadas de células
do cumulus que envolvem os odcitos, na presenca de granulages ou vacuolos citoplasmaticos, na
morfologia dos blastdmeros embrionarios, na compatibilidade com a fase de desenvolvimento,
presenca de céelulas extrusas no espaco perivitelinico, entre outras caracteristicas, sendo considerado

um método ndo invasivo de avaliagdo da qualidade embrionaria (Stringfellow e Givens, 2010).

Alteraces morfolégicas e cromossémicas, que ocasionam anormalidades no
desenvolvimento embrionario ou disfungdes placentarias, sdo as principais causas de perdas
embrionarias (Tveden-Nyborg et al., 2005; Alexopoulus et al., 2008; Zhou et al., 2008). Alguns

autores realizaram avaliacGes da ultraestrutura de odcitos e embrides bovinos visando explorar,
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minunciosamente, a estrutura e algumas organelas celulares, na tentativa de explicar falhas para
atingir o estadio de blastocisto ou completar a fase embrionaria (Fair et al., 2002; Oliveira et al.,
2012, 2015; Cavusoglu et al., 2016).

Comparando-se embrides bovinos produzidos por diferentes técnicas (in vivo, in vitro,
transferéncia nuclear de células somaticas e partenogénese), Oliveira e colaboradores (2015)
encontraram que embrides de transferéncia nuclear ou partenogénese séo menores, apresentam
morfologia anormal da massa celular interna, e suas organelas responsaveis pelos processos de
absorcdo, comunicacdo, crescimento e metabolismo celular, além de serem mais escassas,
apresentavam formato alterado, indicando que esses embries ndo deverdo apresentar
desenvolvimento normal. Ja, os embrides produzidos in vitro ndo apresentaram alteragdes
morfoldgicas significativas, exibindo caracteristicas microscopicas semelhantes aos embrides

produzidos naturalmente no trato reprodutivo da fémea bovina.

A exposicdo de embrides a alguma fonte de estresse pode afetar de forma adversa a
qualidade embrionaria, interferindo com a viabilidade dos mesmos. Os embriGes bovinos
produzidos in vivo apresentam caracteristicas estruturais que conferem a eles maior resisténcia a
crioprotetores e a criopreservacdo, em comparacdo com embrides produzidos in vitro. Apos 0
descongelamento, embrides produzidos in vitro apresentaram aumento do espaco perivitelinico,
com inUmeras vesiculas presentes nesse espaco, diminuicdo de microvilosidades e de juncdes
intercelulares, aumento de vaclolos nas células do trofoblasto, e de gotas lipicicas intracelulares e
extrusas no espaco perivitelinico. Essas anormalidades justificam a maior sensibilidade desses
embrides a criopreservacao (Fair et al., 2001). Comparando-se ainda as técnicas de criopreservacao
embrionaria de vitrificacdo ou congelamento lento, na avaliagdo por microscopia eletrdnica de
transmissdo o congelamento lento resultou em aumento de degeneracdo mitocondrial, diminuigédo
da integridade das membranas nuclear e citoplasmatica, reducdo da espessura e integridade da zona

pellcida e danos ao citoesqueleto (Cavusoglu et al., 2016).

As mitocondrias sdo organelas dindmicas que variam em quantidade e morfologia em
condicdes naturais de acordo com seu grau de maturidade ou nas diferentes fases do ciclo celular.
Condicdes anormais também ocasionam alteragfes mitocondriais, afetando ndo sé a estrutura como

também a funcionalidade destas organelas (Youle e Karbowski, 2003).

O calor excessivo também é uma fonte de estresse que potencialmente gera danos a estrutura
de gametas e embrides. Dentre as alteracfes ultraestruturais resultantes da hipertermia que podem

ser encontradas nas células destaca-se cromatina condensada na periferia da borda nuclear, presenca
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de corpos apoptéticos, mitocondrias edemaciadas e com vacuolos, presenca de lisossomos proximos
as mitocondrias e diminuicdo de reticulo endoplasmatico rugoso (Du et al., 2008).

Alteracdes no metabolismo lipidico de odcitos e embrides expostos a estresse térmico por

calor

Os oo6citos e embrides bovinos possuem a particularidade de apresentarem reservas
enddgenas de substratos para producdo de ATP, caracteristica que garante vantagens na capacidade
de se desenvolverem em sistemas in vitro, em meios de cultivo relativamente simples. Em tese, o
gameta feminino e o concepto bovino possuem dois tipos de estoques energéticos, o glicogénio e os
lipideos, porém, a concentracdo de glicogénio parece ser quase insignificante e € pouco descrita na
literatura (Thompson et al., 1995; Sturmey et al., 2009). Os triglicerideos representam a fonte mais
abundante de precursores energéticos para o desenvolvimento de embrides bovinos (Sturmey et al.,
2009).

A densidade lipidica nos odcitos varia de acordo com a espécie. Em o6citos bovinos a
densidade é alta, comparado com outras espécies (Ferguson e Leese, 1999). A concentracdo de
acidos graxos diminui gradativamente durante o crescimento e amadurecimento do odcito, bem
como no desenvolvimento embrionario inicial. A presenca de estoques citoplasmaticos de lipideos
em odcitos e embribes, pré-ativacdo do genoma embrionario, € uma importante fonte de energia,
visto que a adicdo do cofator de B-oxidagdo L-carnitina aumenta a producdo de ATP e o
desenvolvimento embrionario (Sutton-McDowall et al., 2012), ao passo que o bloqueio da enzima
mitocondrial palmitoiltransferase A reduz a capacidade de formacdo de blastocistos (Ferguson e
Leese, 2006). Em bovinos, a diminuicdo do estoque de lipideos ao longo do desenvolvimento pode
ser explicada pelo aumento da concentracdo de lipase com a progressdo da maturagdo (Ferguson e
Leese, 1999).

A qualidade do odcito determina o sucesso do desenvolvimento embrionario subsequente
(Eppig et al., 1989; Hansen, 2002). Oocitos com citoplasma escuro (marrom) indica acumulo de
estoque de lipideos, que estd associado a um bom potencial de desenvolvimento, enquanto
ooplasma palido esta associado a baixa densidade de organelas e potencial de desenvolvimento
reduzido (Nagano, 2019). J& em embrides, o aumento da concentragdo intracitoplasmética de
lipideos é inversamente proporcional a qualidade dos mesmos. Na auséncia do soro fetal bovino
(SFB), o conteddo de triglicerideos € semelhante entre embrides produzidos in vivo e in vitro, sendo

relativamente constante do estadio de duas células até blastocisto eclodido (Ferguson e Leese,
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1999). Em embrifes produzidos in vitro, a presenca de SFB nos meios de cultivo foi associada ao
aumento da deposicao lipidica no citoplasma embrionério (Ferguson e Leese, 1999; Abe et al.,
2002). Anormalidades no metabolismo energético embrionario também podem afetar a densidade
citoplasmatica de lipideos (Ferguson e Leese, 2006). Portanto, a quantificacdo dos estoques de
triglicerideos intracitoplasmaticos pode predizer tanto a qualidade quanto a taxa metabdlica de

embrides bovinos.

Comparando-se 0 metabolismo de embrides produzidos in vivo e in vitro, embrides
produzidos in vivo apresentam taxa metabdlica mais baixa e alta capacidade de defesa antioxidante,
evidenciada pela menor producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). No caso de embrides
produzidos em sistemas in vitro contendo SFB, além do maior acumulo de triglicerideos, ocorre
desequilibrio nos processos de oxi-reducdo prejudicando a fun¢do mitocondrial durante a [-
oxidacdo de complexos lipidicos (Abe et al., 2002). H& também maior producdo de lactato pelo
aumento do metabolismo glicolitico, em detrimento da B-oxidagdo, e maior produgdo de ERO
(Leese, 2002).

O estresse oxidativo é um termo utilizado para caracterizar a situacdo na qual a producdo de
ERO, popularmente conhecidos como radicais livres, supera a capacidade das substancias
antioxidantes de neutralizar e eliminar o excesso dos mesmos (Crocomo et al., 2012; Agarwal et al.,
2014). As EROs sdo moléculas derivadas do oxigénio que aparecem como metabodlitos da
respiracao celular e, portanto, estdo presentes em todos os tipos de células. As moléculas de ERO
possuem um ou mais elétrons desemparelhados na sua érbita mais externa e, por isso, sdo altamente
instaveis e reativos. Dessa forma, quando entram em contato com outras moléculas, elas tendem a
remover elétrons da mesma para estabilizar sua carga. Consequentemente, quando uma ERO é
neutralizada, a molécula que perdeu um elétron torna-se um radical livre, gerando uma reacdo em
cadeia de auto-propagacdo de ERO. Em condigOes fisiologicas, as ERO e os antioxidantes
encontram-se em situacdo de equilibrio e sdo importantes para diversas fun¢es do organismo como
maturacao oocitaria, esteroidogénese, na manutencdo da motilidade espermatica, nas funcdes do
corpo luteo, no funcionamento do sistema imune, e em alguns mecanismos de sinalizacao celular.
Entretanto, niveis excessivos de ERO, causados pelo aumento da producdo de ERO e/ou pela
reducdo da disponibilidade de antioxidantes, impactam negativamente a fungdo reprodutiva
(Agarwal et al., 2005). A medida que as ERO continuam a reagir com outras moléculas, essas
moléculas sofrem modificacbes funcionais e estruturais que incluem peroxidacdo lipidica,
alteracbes mitocondriais, desnaturagdo proteica, blogueio no desenvolvimento embrionario,

diminuigcdo da motilidade espermatica, danos ao fuso meiotico, esgotamento de ATP e apoptose
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celular (Agarwal et al., 2005; Agarwal et al., 2014). Existem alguns fatores que predispdem a
ocorréncia do estresse oxidativo, tal como a nutri¢do inadequada e a exposi¢do dos animais a fatores
estressantes (Andrade et al., 2010).

A avaliacdo da atividade mitocondrial possibilita a mensuracdo do metabolismo de odcitos e
embrides, pois as mitocondrias sdo as organelas responsaveis pela metaboliza¢do da maior parte do
oxigénio demandado pelas células (Chance et al., 1979). A atividade mitocondrial sofre alteracdo
sob efeito do choque térmico, devido a sensibilidade da cadeia respiratdria a temperaturas elevadas,
resultando em diminuicdo do fluxo de elétrons, reducdo da respiracdo e, consequentemente, da
producdo de ATP (Pobezhimova et al., 1996). Além disso, 0 estresse térmico por calor desencadeia
aumento descontrolado na producdo de ERO, resultando em alteracdo na estrutura de proteinas
(Stadtman et al., 2000), lipideos (Rubbo et al., 1994), DNA (Richter et al., 1988 retirado de Slimen

et al., 2014) e ativacdo da via intrinseca da apoptose (Slimen et al., 2014).

Em células submetidas a estresse térmico por calor, 0 aumento da producdo de ERO causa
modificacBes inespecificas na estrutura de lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos,
resultando em disfuncdo no metabolismo energético celular (Slimen et al., 2014). O estresse
térmico por calor também induz ao aumento da peroxidacdo de acidos graxos poli-insaturados,
aumentando a concentracdo de malonaldeido, produto do metabolismo lipidico, tanto no citosol
quanto no plasma sanguineo (Mujahid et al., 2007). Existem poucos trabalhos que avaliaram o
efeito do estresse térmico por calor no metabolismo intracitoplasmatico de &cidos graxos em odcitos
e embrides pré-implantacdo. Faylon et al. (2015) demonstraram que o estresse térmico por calor

tem efeito direto na alteracdo da regulacdo tanto da lipdlise quanto da lipogénese em adipdcitos.

Estratégias para mitigacao do efeito do estresse térmico por calor:
1- Resfriamento de instalacOes

Para amenizar os efeitos adversos oriundos da exposi¢do a temperatura ambiente excessiva,
a modificacdo do ambiente fisico onde as vacas vivem ou permanecem durante a maior parte do dia
é considerada a principal estratégia de mitigacao do estresse téermico por calor. Existem dois tipos
bésicos de estratégias para melhorar o conforto ambiental nos sistemas de criacdo de bovinos: (1)
modificacbes no ambiente para reduzir a intensidade de calor incidente; ou (2) métodos que
aumentem a taxa de resfriamento evaporativo ou a troca de calor por convecgdo (Fournel et al.,
2017).
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A reducdo da radiacdo solar direta sobre os animais, pela disponibilizacdo de éarea de
sombreamento natural ou artificial, é a alteracdo mais simples e barata de protecdo contra a
hipertermia (Veissier et al., 2018). Entretanto, a efetividade desse método € limitada j& que ndo

interfere com a temperatura e umidade relativa do ar (West, 2003; Renaudeau et al., 2012).

Em galpdes de confinamento é possivel promover a diminuicdo das temperaturas ambiental
e corporal com a associagdo de sombra, ventiladores e nebulizadores. Quando combinada com a
movimentacdo do ar, a agua pode aumentar a capacidade de resfriamento da vaca (Fournel et al.,
2017).

No entanto, as estratégias de resfriamento de instalacbes ainda apresentam eficiéncia
limitada e, apesar de reduzirem os valores do indice de temperatura e umidade (ITU) e da
temperatura retal (Chen, et al., 2016), nota-se que a fertilidade animal ainda diminui nos meses
mais quentes do ano, e as falhas na concepcdo se estendem por varios meses ap6s as condicdes
ambientais ficarem mais amenas (Rodrigues et al., 2010; Baumgard e Rhoads, 2012). Além disso, a
adocdo dessa modalidade de resfriamento demanda investimento financeiro mais elevado, estando

associado ainda com maior ou menor grau de desperdicio de agua (Fournel et al., 2017).

Flamenbaum e Galon (2010) compararam taxa de concepc¢do e a producdo de leite no
inverno e verdo, em grupos com diferentes estratégias de resfriamento: intensivo (7,5 horas de
resfriamento/dia), moderado (4,5 horas/dia) e ndo resfriado (0O hora/dia). Vacas submetidas ao
manejo de resfriamento intensivo obtiveram producéo de leite semelhantes no verdo e no inverno; ja
em relacdo a taxa de concepcao foi encontrado 56% de concepg¢édo no inverno e 33,8% no verdo, sob
0 mesmo sistema de resfriamento; vacas com resfriamento moderado tiveram producéo de leite
verdo/inverno de 96%, e taxa de concepgdo no inverno de 53% e no verdo 34,5%; vacas que nao
foram resfriadas tiveram producdo de leite verdo/inverno 90%, e taxa de concepcao no inverno de

54% e no verdo de 15%.

Al-Katanani et al. (2002c) utilizaram estratégias de resfriamento para aumentar o conforto das
vacas durante 42 dias, previamente a coleta de od6citos para producdo de embrides. Apds esse
periodo, aspiraram odcitos desses animais e compararam a competéncia dos mesmos com 00citos
de animais submetidos a estresse térmico por calor. Os autores observaram que apesar da redugéo
da temperatura retal nos animais resfriados, ndo houve beneficio do resfriamento na producgdo de

embrido, quando comparado com o grupo de animais estressados.
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2- Antioxidantes

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo neutralizadas por um eficiente sistema de defesa
que é constituido por antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos. Esse sistema devera neutralizar
e eliminar o excesso de ERO, para evitar que esses causem efeitos nocivos ao organismo, mas, ao
mesmo tempo, deve manter quantidade fisiol6gica dos mesmos e reparar as lesdes provocadas pelos
metabolitos oxidativos (Andrade et al., 2010; Crocomo et al., 2012; Agarwal, et al., 2014). Os
antioxidantes enzimaticos sdo os antioxidantes naturais que, aléem de neutralizar as ERO, previnem
0os danos causados por eles. O sistema antioxidante enzimatico € composto pelas enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxirredoxinas (Prx), glutationa (GSH) e glutationa
peroxidase (GPx) (Andrade et al., 2010). J& o sistema ndo enzimatico é constituido por
antioxidantes sintéticos ou aqueles consumidos na dieta (Agarwal et al., 2005). Esse sistema
enzimatico atua tanto na eliminacdo do agente oxidante, quanto na reparacdo das lesdes causadas
por eles. Fazem parte desse grupo varios compostos como vitamina C, vitamina E, selénio,
coenzima Q10, acido lipdico e muitos outros antioxidantes naturais (Andrade et al., 2010; Crocomo
et al., 2012; Hansen, 2013; Agarwal, et al., 2014).

A elevacdo da temperatura pelo calor aumenta o metabolismo celular, intensificando a
producdo de ERO ou radicais livres (Hansen, 2013). In vivo, 0s 04citos e embrides estdo protegidos
do estresse oxidativo pela presencga de antioxidantes naturais no fluido folicular e na tuba uterina.
Entretanto, nos sistemas de producéo in vitro de embrides (PIVE) a ocorréncia do estresse oxidativo
é favorecida pela alta tensdo de oxigénio, associada a exposi¢do prolongada a ambientes muito
iluminados, a presenca de espermatozoides e a auséncia de protecdo antioxidante materna
(Crocomo et al., 2012). Portanto, cuidados especiais, como a adi¢cdo de antioxidantes ao meio de
cultivo, devem ser tomados para evitar que o estresse oxidativo ocorra e reduza a eficiéncia da

producdo de embrides (Wang et al., 2002).

Algumas moléculas podem funcionar como antioxidantes em determinadas condigdes, e
como pro-oxidantes em outras condigdes (Gutteridge e Halliwell, 2010). Além disso, alguns
antioxidantes adicionados aos meios de PIVE sdo instaveis, exigindo, portanto, administracdes
periddicas a0 meio de cultivo para conferir protecdo continua dos odcitos e embrifes as ERO
(Hansen, 2013). A avaliacdo de novas substancias existentes na natureza com caracteristicas
antioxidantes, como moléculas extraidas de vegetais, por exemplo, pode contribuir para melhorar
fertilidade animal. Entretanto, estas novas substancias geralmente apresentam propriedades
complexas e, portanto, sdo necessarios mais estudos para estabelecer a concentracdo ideal e o
melhor momento de adi¢do (Hansen, 2013).
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O ditiotreitol (DTT) extraido da batata-doce roxa € uma antocianina com a¢édo antioxidante e
forte acdo redutora. Ele possui dois grupos tiol para realizar reacdes de permuta sequenciais de tiol-
dissulfeto para eliminacdo das ERO, bem como regenerar a glutationa oxidada (GSSG) em
glutationa reduzida (GSH). O DTT, na concentracdo de 500uM, incrementou a resisténcia de
embrides de duas células cultivados em altas temperaturas e elevada concentracdo de oxigénio, mas
ndo foi capaz de conferir a mesma protecdo para embrides com mais de 16 células (De Castro e
Paula e Hansen, 2008).

A astaxantina € um carotenoide lipossoluvel derivado do 6leo de peixe. A acdo antioxidante
da astaxantina em bloquear a peroxidacgdo lipidica e eliminar os radicais peroxil é cerca de duas
vezes maior que o [3-caroteno e a vitamina E. A adicdo da astaxantina aos meios de PIVE melhorou
o desenvolvimento embrionario, em resposta a estresse térmico por calor, por alterar a expressdo

dos genes SHC1 e SOD2, relacionados com o estresse (Namekawa et al., 2010).

Alguns polifendis extraidos do cha verde (GTP) também apresentam forte atividade
antioxidante (Lian et al., 2013; Wang et al., 2013). A adicdo dos GTPs aos meios de PIVE bovinos
aumenta a concentracdo intracelular de GSH, aumenta a expressdo de genes envolvidos na ativacao
de antioxidantes enddgenos (SOD1, CAT e GPX), e aumentam a taxa de gestacdo apoOs a

transferéncia embrionéria (Wang et al., 2013).

Visando incrementar o desenvolvimento de embrides bovinos PIVE, Sun et al. (2015)
adicionaram a GSH exdgena ao meio de cultivo. Foi observado que a adicdo de 3mM de GSH
aumentou a producdo de blastocistos, a qualidade embrionaria e diminuiu a producdo de ERO,
provavelmente ocasionados pela habilidade do GSH em manter o balango no redox. Porém, o0s
resultados foram favoraveis apenas na adicdo de GSH durante o desenvolvimento de embrides de
duas a quatro células, sendo que a suplementacdo no estadio de oito células ou de blastocistos ndo

apresentou impacto significativo.

A melatonina é um derivado do triptofano secretado pela glandula pineal e de ampla
atividade antioxidante. A melatonina reduz os danos oxidativos nas células pela eliminacdo dos
EROS e seus derivados, estimulacdo de enzimas antioxidantes, aumenta a concentracdo de GSH e
inibe a acdo de enzimas pré-oxidativas (Galano et al., 2011). Celebrian-Serrano et al. (2013)
avaliaram o efeito da adi¢do da melatonina durante a maturagdo de odcitos submetidos ao EC. Foi
encontrado que a adicdo de 10* M de melatonina no meio de maturacdo de odcitos incubados a
41,5°C foi capaz de aliviar os efeitos do estresse sobre a producdo de blastocisto. A adigdo de
melatonina a0 meio de maturacdo de odcitos ndo expostos a estresse térmico por calor ndo

incrementou a producdo de embrides. Além disso, foi encontrado que elevadas concentragdes de
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melatonina (10M) prejudicam o desenvolvimento embrionario. De maneira semelhante, Ascari et
al. (2017) também encontrou que apesar da melatonina favorecer a maturacdo nuclear e reduzir a
producdo de ERO, a suplementacdo do meio de maturacdo com melatonina nao incrementou a
producdo in vitro de embrides, quando os odcitos foram expostos a elevada temperatura de

incubacéo.

Nicolau (2012) suplementou com 50 ng/mL de melatonina os meios de maturagéo e cultivo
in vitro de embriBes submetidos a criopreservacao, e nao foi observado efeito desta substancia sobre
a tolerancia dos embribes a vitrificacdo. Ao contrario do verificado anteriormente, Wang et al.
(2014a) encontraram que a suplementacdo do meio de cultivo embriondrio com 107 M de
melatonina incrementou a taxa de clivagem e producao de blastocistos, acelerou o desenvolvimento
embrionario, e melhorou a taxa de eclosdo dos embrides apos a criopreservacao. Foi encontrado
ainda que a melatonina aumentou a expressdo de genes que favorecem o desenvolvimento
embrionario (DNMT3A, OCC, CDH1), que diminuem a ocorréncia de apoptose (APQ3), que
conferem protecdo a estresse térmico por calor (HSPALA) e relacionados com a sobrevivéncia apds

a transferéncia de embrides (INF-tau).

A quercetina é um antioxidante presente em altas concentracdes no vinho tinto, mas também
pode ser encontrada em frutas, vegetais, grdos e flores. A adicdo desta substancia em meios de
maturacdo oocitaria aumenta a taxa de producdo de blastocistos, a eclosdo e o total de blastdmeros.
Entretanto, quando a acdo antioxidante da quercetina foi comparada com a cisteamina, a cisteamina

foi superior em aumentar os niveis de GSH intracelular (Gemra et al., 2013).

O resveratrol é composto de polifendis que estdo presentes principalmente em uvas e no
vinho tinto, mas também pode ser encontrado em outros vegetais como na ameixa, amora, cacau,
amendoim e em algumas raizes (Wang et al., 2014b; Li et al., 2016). O resveratrol é um potente
antioxidante natural que apresenta comprovada eficiéncia em melhorar o desempenho de animais
expostos a altas temperaturas ambientais (Sahian et al., 2012; Liu et al., 2014), e melhorar o
desenvolvimento e qualidade dos embrides produzidos in vitro de suinos (Lee et al., 2010; Li et al.,
2016) e bovinos (Wang et al., 2014b). Entretanto, o efeito da suplementacdo do resveratrol em meio

de PIVE da espécie bovina, expostos a estresse térmico por calor, ainda ndo foi avaliado.

Galinhas Black-boned expostas a altas temperaturas ambientais foram suplementadas com
resveratrol na dieta para avaliar o efeito da suplementacdo na performance dos animais, resisténcia
imunoldgica e na expressdo de proteinas do choque térmico. Os animais alimentados com o
resveratrol apresentaram aumento da ingestdo de alimentos, melhoraram o ganho de peso,

aumentaram a concentracdo da glutationa sérica, do horménio do crescimento e do fator de
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crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), além de aumentarem a atividade de antioxidantes
enzimaticos naturais (GSH-Px, SOD e CAT). O resveratrol ainda atenuou a expressdo de proteinas
que tiveram sua expressao aumentada pelo EC, incluindo HSP27, HSP70 e HSP90, sugerindo que o
aditivo foi capaz de modular a expressao dos genes envolvidos no choque térmico (Liu et al., 2014).
De maneira semelhante, Sahian et al. (2012) encontraram que a suplementacdo com resveratrol na
dieta de codornas Japonesas, submetidas ao EC, foi eficiente em reduzir os efeitos do estresse

oxidativo e em modular a transcri¢do de proteinas do choque térmico.

Em relacdo aos efeitos do resveratrol na PIVE, Lee et al. (2010) foram pioneiros na
demonstragdo dos efeitos positivos da suplementacdo com 0,5 uM de resveratrol no aumento da
producdo e da qualidade de embriGes de suinos, com consequente diminuicdo da apoptose. Wang et
al. (2014b) encontraram que a suplementacdo do meio de maturacdo de odcitos bovinos com 1,0uM
de resveratrol aumentou a secrecdo de progesterona pelas células do cumulus, ativou a cascata
MAPK em o6citos, incrementou a expansao do CCOs, aumentou a taxa de eclosdao dos blastocistos
e aumentou o numero de células embrionarias totais. Além disso, foi observado aumento do GSH e

diminuicao de EROS no meio de cultivo.

O resveratrol tem sido amplamente testado também na criopreservacdo de embrides bovinos
produzidos in vitro. Salzano et al. (2014) testaram se a adi¢do de 0,5uM de resveratrol no meio de
cultivo seria capaz de incrementar o desenvolvimento embrionario, a criotolerancia e o niumero de
blastbmeros. Os autores observaram aumento da sobrevivéncia embrionéria e eclosdo ap6s o
aquecimento de embrides tratados com resveratrol. Adicionalmente, foi testada a adicdo do
resveratrol no meio de aquecimento, apés a vitrificagcdo ou no meio de transferéncia de embriGes.
Neste caso, 0 resveratrol incrementou a taxa de eclosdo e diminuiu a producdo de ERO (Silva,
2015).

3- Suplementacdo dos meios de cultivo in vitro de embriGes com substancia

citoprotetoras ou termoprotetoras

Algumas moléculas regulatorias presentes no trato reprodutivo feminino, tais como
horménios, fatores de crescimento, citocinas e inibidores da apoptose possuem potencial de
proteger e/ou reverter 0s danos celulares causados pelo estresse térmico por calor em odcitos e
embrides (Block et al., 2011; Paula-Lopes et al., 2013).

O estresse térmico por calor (EC) pode induzir a apoptose em varios tipos celulares,

inclusive em embrides pré-implantagdo. A apoptose desempenha papel de controle de qualidade
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muito importante para o desenvolvimento embrionario, eliminando as células danificadas, néo-
funcionais, anormais e ectopicas. Para testar essa hipétese foi adicionado inibidor de caspases do
grupo |1, o z-DEVD-fmk, no meio de cultivo de embrides estressados pelo calor pela incubacéo a
41°C por 9 horas, no quarto dia de desenvolvimento (>16 células). Foi encontrado que o z-DEVD-
fmk intensificou os efeitos do EC na redugdo do desenvolvimento embrionério, confirmando a
teoria de que a apoptose desempenha papel adaptativo na resisténcia embrionéria ao estresse (Paula-
Lopes e Hansen, 2002). Em contrapartida, Roth e Hansen (2004b) encontraram que a adicdo do z-
DEVD-fmk ao meio de maturacdo oocitaria blogueou completamente os efeitos deletérios do
choque térmico na clivagem e desenvolvimento de blastocistos. Possivelmente, neste caso a
apoptose representa processo de selecdo no qual apenas os odcitos mais saudaveis e viadveis

sobrevivem ao estresse causado pela exposicdo a altas temperaturas.

A esfingosina-1-fosfato (S1P) € um metabdlito resultante da hidrélise de esfingolipideos das
membranas celulares que pode blogquear a apoptose pela neutralizagdo da ceramida, um segundo
mensageiro da cascata de apoptose. A adi¢do de 50nM de S1P ao meio de maturacdo ndo teve efeito
sobre o6citos maturados a 38,5°C, mas houve aumento da clivagem e desenvolvimento embrionario
de odcitos submetidos ao EC. Além disso, a adicdo N1N-Dimetilesfingosina, um inibidor da S1P,
ao meio de maturacdo de odcitos incubados em temperaturas elevadas ou a 38,5°C reduziu o
numero de clivados e de embrides produzidos, sugerindo que a S1P estd envolvida no processo de
maturacdo. Foi sugerido também que o efeito termoprotetivo da S1P esta associado a sua acdo anti-

apoptotica (Roth e Hansen, 2004a).

Acredita-se que a maior produtividade e resisténcia a EC de embrides zebuinos PIVE possa
estar associada com a maior concentragdo do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
(IGF-1; Satrapa, 2011). Os IGFs foram identificados no liquido folicular, em secre¢Bes uterinas, no
trato reprodutivo feminino (Geisert et al., 1991), assim como em odcitos e embrides bovinos
(Lonergan et al., 2000), sugerindo a importancia deste fator de crescimento na fungdo oocitéria e

embrionaria.

Spanos et al. (2000) sugeriram que o IGF-1 presente nas células do cumulus estimulam a
ativacdo de termoprotetores extracelulares ou a producdo moléculas regulatérias que causam a
ativacdo de mecanismos de protecdo térmica do odcito. Satrapa (2011) demonstrou que o emprego
de IGF-1, no meio de cultivo de embrides bovinos, melhorou a producédo embrionaria e diminuiu a
incidéncia de morte celular por apoptose. Além de minimizar a apoptose espontanea, o IGF-I

alterou a expressao génica embrionaria e previniu que as células expostas ao estresse entrem em
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apoptose, reduzindo os efeitos deletérios do EC (Spanos et al., 2000; Bonilla et al., 2011; Lima et
al., 2012).

A suplementacdo do meio de cultivo in vitro (CIV) com 100ng/mL de IGF-I tornou os
blastocistos mais resistentes ao EC, aumentado a taxa de gestacdo apos a transferéncia de embrides
produzidos in vitro para vacas Holandesas em lactagdo, submetidas & temperatura ambiental
elevada. Porém, foi demonstrado que a adicdo de IGF-1 ao meio de CIV somente incrementou a

sobrevivéncia apds a transferéncia em receptoras submetidas a EC (Block e Hansen, 2007).

Bonilla et al. (2011) encontraram que o tratamento de embrides bovinos com 100ng/mL de
IGF-1 minimizou os efeitos do EC em embriGes com mais de 16 células, porém, o mesmo néo foi
observado em embrifes de duas células. Foi sugerindo que a termoprotecdo conferida pelo IGF-1
pode ser dependente do estado de desenvolvimento embrionario, ou que o IGF-1 ndo é capaz de

interferir na resisténcia de estruturas com baixa atividade de transcricéo.

Ascari et al. (2017) testou o efeito da adi¢do de IGF-1 no meio de maturacdo de odcitos
submetidos a EC. Foi encontrado que o IGF-1 melhorou a qualidade dos embrides produzidos,
avaliado pela atividade mitocondrial, producdo de ERO, e taxa de células apoptoticas, porém, nédo
foi observado aumento da resisténcia a EC. Entretanto, no trabalho foi encontrado que ndo houve
diminuicdo na producdo de embrides, quando a concentracdo de IGF-1 utilizada foi de 25ng/mL. A
maioria dos trabalhos que buscam avaliar os efeitos do IGF-1 na mitigacdo dos danos causados pelo
estresse térmico por calor utilizaram a concentracdo de 100ng/mL, porém, foi encontrado que a
concentracdo fisioldgica de IGF-1 nos foliculos ovarianos é de aproximadamente 17ng/mL.
Portanto, foi sugerido que a utilizacdo de concentracGes de IGF-1 mais semelhante ao fisiologico
(25ng/mL) pode apresentar efeitos de termoprotecdo mais promissores na qualidade de odcitos,

embrides e na sobrevivéncia.

O fator estimulador de colbnias tipo 2 (CSF-2) é um importante regulador do
desenvolvimento embrionario (Block et al., 2011; Loureiro et al., 2009; 2011a; 2011b). Foi
observado que o CSF-2 aumenta a producdo de blastocistos, aumenta o numero de celulas
embrionarias, melhora a proporcéo de células na massa celular interna em relagéo ao trofoblasto
(Loureiro et al., 2009), e diminui a expressdo de genes relacionados com a apoptose (Loureiro et
al., 2011a). Adicionalmente, a adi¢cdo do CSF-2 entre os dias 5 e 7 do cultivo in vitro melhorou a
sobrevivéncia apos a transferéncia de embrides (Loureiro et al., 2011b). A adigdo de CSF-2 ao meio
de cultivo ndo incrementou a sobrevivéncia embrionaria quando os embrides foram transferidos

para vacas em lactacdo durante o verdo, porém, ndo foi o objetivo do estudo avaliar o efeito da
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adicdo do CSF-2 em vacas submetidas a altas temperaturas e, por isso, mais estudos sdo necessarios
para avaliar esta interacdo (Block et al., 2011; Loureiro et al., 2011b).

O éacido hialurénico (HA) é outra molécula com potencial de melhorar a viabilidade de
embrides bovinos produzidos in vitro. O HA esta presente nos fluidos da tuba uterina e do Utero, e
os embribes pré-implatacdo apresentam receptores de HA. Esta substancia participa da proliferacdo
celular, migracdo, adeséo e sinalizacdo entre células (Block et al., 2011; Marei et al., 2016). Block
et al. (2009) encontraram que a adicdo do HA nos meios de CIV incrementa a sobrevivéncia
embrionaria pos-transferéncia, a taxa de gestacdo e a sobrevivéncia pos-criopresenvacdo. Alguns
trabalhos encontraram resultados controversos sobre a utilizagdo do HA na producdo in vitro de
embrides. Isso porque a expressao da hialuronidase, enzima que degrada o HA, s é expressa a
partir dos estadios de mérula e blastocisto. Diante disso, Marei e colaboradores (2016) cultivaram
embrides na presenca de HA, ou da associacdo de HA com Hyal2, uma hialurorinase que quebra a
HA em fragmentos de 20kDa, ou apenas com Hyal2. Os embrides cultivados apenas com Hyal?2
apresentaram maior desenvolvimento até o estadio de blastocisto, maior taxa de eclosdo, aumento
do numero de células embrionarias, bem como aumento na expressao dos genes HSP70, IGF2 e
IGFBP2. Portanto, neste trabalho foi observado que a adicdo hialuronidase ao meio de CIV é
melhor do que o HA para o desenvolvimento de embrides PIVE. O efeito da HA ou da
hialuronidase em embriGes submetidos a estresse térmico por calor ainda ndo foi testado, porém, ja
existem evidéncias que a HA favorece o desenvolvimento de embrides submetidos ao estresse

térmico pelo frio (Block et al., 2009).

O écido linoleico é um composto natural proveniente de alimentos origem animal e seus
derivados. O composto possui diversos isdmeros, sendo que 0s mais abundantes sdo as formas cis-
9, trans-11 e o trans-10, cis-12. A concentracdo dos isdmeros nos lacteos ou produtos carneos
normalmente sofre influéncia da dieta fornecida na alimentacdo animal, mas geralmente o ismero
cis-9, trans-11 é encontrado em maior abundéncia nos alimentos de origem animal (Pariza et al.,
2001). Ambos isdmeros do &cido linoleico supracitados sdo substancia biologicamente ativas, cada
um dos quais participa de diferentes processos fisioldgicos. O isdmero cis-9, trans-10 possui um
papel importante no controle da eficiéncia alimentar e crescimento. J& o trans-10, cis-12 atua
principalmente no controle da composicao corporal, regulando o metabolismo lipidico (Pariza et al.,
2001).

O trans-10, cis-12 (CLA) também apresenta outras funcbes como: atividade anti-

carcinogénica (Bocca et al., 2010), anti-arterosclerdtica, anti-obesidade e inibidora da expressao de
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genes codificadores da producdo de enzimas que estimulam a sintese de lipideos nos adipocitos
(Mitchell e McLeod, 2008).

Conforme relatado anteriormente, sabe-se que o acimulo de lipidios nos embrides esta
relacionado ao baixo desenvolvimento embrionario. Foi demonstrado que embrides bovinos que
estocam grande quantidade de lipideos apresentam baixa resisténcia a criopreservacao (Abe et al.,
2002; Pereira et al., 2008; Sudano et al., 2011). Adicionalmente, o acimulo excessivo de lipidios
citoplasmaticos em embrides bovinos tem sido associado a mitocondrias anormais ou imaturas,
microvilosidades mais curtas e menos numerosas, complexos juncionais pouco desenvolvidos,
interrupcdo de genes responsivos ao estresse que prejudicam a qualidade do embrido (Abe et al.,
2002).

Diante disso, substancias que promovam a reducéo, ou modulem a deposicéo de lipideos sdo
considerados importantes citoprotetores, pelo potencial de aumentar a resisténcia embrionaria a
choque térmico. Foi sugerido que a suplementacdo de meios de cultivo in vitro com este composto
promova modificagbes na membrana celular dos blastdmeros e altere a expressdo de genes
relacionados com a adipogénese, diminuindo a deposicdo de gordura intracelular nos embrides
(Batista et al., 2014). Leite e colaboradores (2017) encontraram que a adi¢do do CLA nos meios de
cultivo embriondrio induz a diminuicdo dos estoques de lipideos intracitoplasmaticos,

incrementando a qualidade dos embrides.

Adicionalmente, foi demonstrado que o CLA apresenta atividade antioxidante e de
eliminacdo de EROs (Yu, et al., 2002), propriedades que também podem justificar os efeitos
benéficos do CLA, embora 0s mecanismos responsaveis por esses efeitos benéficos do CLA ainda
ndo foram esclarecidos. Abazakiria et al. (2020) suplementaram 0 meio de maturacdo in vitro de
odcitos submetidos ao choque térmico por calor com o isémero trans 10, cis 12 de CLA, foi
encontrado que o CLA protege 0s odcitos do estresse oxidtivo por reduzir as concentraces de ERO
e aumentar o GSH intracelular. No entanto, o CLA né&o interferiu na intensidade de expressao de
BAX e BCL2 e, portanto, ndo conseguiu impedir a apoptose dos blastocistos produzidos a partir de

o0citos expostos ao calor.
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6. CAPITULOII -

ATIVIDADE MITOCONDRIAL DE OOCITOS BOVINOS SUBMETIDOS A INIBICAO
MEIOTICA COM BUTIROLACTONA |

Mitochondrial activity of bovine oocytes submitted to meiotic inhibition with Butyrolactone I

Ana Carolina Leite, Eliane Beatriz da Silva Magalhées, Teresa Rodrigues Passos, Luiz Sérgio de
Almeida Camargo, Alan Maia Borges

RESUMO

A qualidade do odcito bovino e a capacidade de sistemas de maturacdo in vitro de mimetizarem
eventos fisiologicos sdo fatores determinantes da eficiéncia de producdo de embrides ex-vivo e da
sobrevivéncia pos-transferéncia. A pré-maturacdo in vitro com bloqueadores da meiose pode
oferecer mais tempo para 0s odcitos acumularem moléculas importantes para o desenvolvimento
embrionario inicial, melhorando potencialmente a eficiéncia de producdo in vitro de embriGes.
Entretanto, a utilizacdo de farmacos blogueadores de meiose pode resultar em danos estruturais aos
odcitos. No presente estudo, objetivou-se avaliar a concentracdo mais adequada de Butirolactona-I
(BUT-I), inibidor da maturagdo espontanea in vitro, em promover o blogueio reversivel da meiose
na pré-maturacdo e avaliar o efeito da distribui¢do e atividade de mitocondrias em odcitos que
tiveram a meiose bloqueada sobre 0s parametros relacionados com o desenvolvimento embrionario.
Odcitos bovinos imaturos foram mantidos em estadio de vesicula germinativa (VG) por 12 horas,
pela adicdo de BUT-I nas concentracdes de 10uM, 25uM, 50uM e 100uM, respectivamente. Em
seguida os oocitos foram submetidos a maturacdo in vitro por 24 horas em condic¢es convencionais
(38,5°C e 5% de CO2). Na avaliacdo da maturacdo nuclear todas as concentragdes de BUT-I
avaliadas foram eficientes em manter os odcitos em préfase | durante as 12 horas de pré-maturagéo.
Na maturacdo citoplasmatica, apenas os tratamentos BUT 10uM e BUT 50uM conseguiram manter
baixo percentual de odcitos com distribuicdo heterogénea de mitocondrias, conforme esperado para
oocitos imaturos. Quanto a avaliacdo da atividade mitocondrial de odcitos, os tratamentos BUT
50uM e BUT 100uM apresentaram padrdo esperado para o0citos imaturos enquanto os tratamentos
Controle no qual ndo houve bloqueio da maturacdo, BUT 10uM e BUT 25uM evidenciaram
mitocéndrias mais ativas (18.094+6.611 px., 19.813+£8.397 px., 36.809+15.682 px., 27.910+9.145
px. e 31.052+11.873 px. para os tratamentos BUT 50uM, BUT 100uM, Controle, BUT 10uM e
BUT 25uM, respectivamente). A clivagem embrionaria no tratamento BUT 50uM (92,5%) foi
superior (P<0,05) as demais concentracGes de BUT-I (60,6% para BUT 10uM; 31,29% para BUT
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25uM e 64,15% para BUT 100uM) e semelhante ao grupo Controle (P>0,05; 92,39%). Na
producdo de embrides em relacdo ao total de odcitos, o grupo Controle apresentou o maior
desempenho (P<0,05; 62,6%), seguido pelo tratamento BUT 50uM que produziu mais embrides do
que os outros tratamentos avaliados (P<0,05; 32,1% para BUT10uM, 17,6% para BUT25uM,
50,5% para BUT50uM e 34,4% para BUT100uM). Apesar do encurtamento da maturagcdo, como
ocorre nos sistemas de producéo in vitro, potencialmente derivar em danos estruturais aos o0citos, a
inibicdo da maturacdo pela BUT-I na concentracdo de 50uM ndo incrementou a producdo de
embrides, resultando em taxas de blastocistos ligeiramente inferiores aos odcitos ndo submetidos a
pré-maturacdo. As demais concentracdes de BUT-I, apesar de terem sido eficientes em promover o
blogqueio da maturagdo nuclear, resultram em menores taxas de producdo de embrido. Destaca-se a
mensuracdo da atividade mitocondrial como parametro para avaliacdo de inibicdo da meiose em

o0citos bovinos.

Palavras-chave: blogueio da meiose, Butirolactona I, desenvolvimento embrionario, maturagdo in

vitro, oécito bovino.
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ABSTRACT

The quality of the bovine oocyte and the ability of in vitro maturation systems to mimic
physiological events are determining factors in the efficiency of production of ex-vivo embryos and
post-transfer survival. In vitro pre-maturation with meiosis blockers may offer more time for
oocytes to accumulate important molecules for early embryonic development, potentially improving
the efficiency of in vitro embryo production. However, the use of meiosis blocking drugs can result
in structural damage to oocytes. In the present study, the objective was to evaluate the most
appropriate concentration of Butyrolactone-1 (BUT-1), an inhibitor of spontaneous in vitro
maturation, in promoting reversible blocking of meiosis in pre-maturation and evaluating the effect
of the distribution and activity of mitochondria in oocytes that had meiosis blocked on parameters
related to embryonic development. Immature bovine oocytes were maintained in a germinal vesicle
stage (GV) for 12 hours, by the addition of BUT-I in concentrations of 10uM, 25uM, 50uM and
100uM, respectively. Then the oocytes were subjected to in vitro maturation for 24 hours under
conventional conditions (38.5°C and 5% CO2). In the rating of nuclear maturation, all
concentrations of BUT-I evaluated were efficient in maintaining oocytes in prophase | during the 12
hours of pre-maturation. In cytoplasmic maturation, only the BUT 10uM and BUT 50uM
treatments managed to maintain a low percentage of oocytes with heterogeneous distribution of
mitochondria, as expected for immature oocytes. Regarding the assessment of mitochondrial
activity of oocytes, the BUT 50uM and BUT 100uM treatments showed an expected pattern for
immature oocytes while the Control treatments in which there was no maturation block, BUT 10uM
and BUT 25uM showed more active mitochondria (18,094 + 6,611 px., 19,813 + 8,397 px., 36,809
+ 15,682 px., 27,910 + 9,145 px. And 31,052 + 11,873 px. For treatments BUT 50uM, BUT
100pM, Control, BUT 10puM and BUT 25uM, respectively). Embryonic cleavage in the 50uM
BUT treatment (92.5%) was higher (P <0.05) than the other BUT-I concentrations (60.6% for
10uM BUT; 31.29% for 25uM BUT and 64.15% for 100uM BUT) and similar to Control group
(P> 0.05; 92.39%). In the production of embryos in relation to the total oocytes, the Control group
had the highest performance (P <0.05; 62.6%), followed by the BUT 50uM treatment that produced
more embryos than the other treatments evaluated (P <0.05; 32.1% for BUT10uM, 17.6% for
BUT25uM, 50.5% for BUTS50uM and 34.4% for BUT100uM). Despite the shortening of
maturation, as occurs in in vitro production systems, potentially resulting in structural damage to
oocytes, the inhibition of maturation by BUT-I at a concentration of 50uM did not increase embryo
production, resulting in blastocyst rates slightly lower than oocytes not subjected to pre-maturation.

The other concentrations of BUT-I, despite being efficient in promoting the blocking of nuclear
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maturation, result in lower rates of embryo production. The measurement of mitochondrial activity

stands out as a parameter for the evaluation of meiosis inhibition in bovine oocytes.

Keywords: bovine oocyte, Butyrolactone I, embryo development, inhibition of meiosis, in vitro

maturation.
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INTRODUCAO

A maturacdo oocitaria € um processo longo e complexo no qual ocorrem transformacdes no
gameta feminino que sdo essenciais para diferenciagdo do odcito, fecundagdo e desenvolvimento
embrionario inicial (Gilchrist et al., 2008). Nas fémeas bovinas a meiose tem inicio na fase fetal,
periodo no qual ocorre sintese de DNA e formacdo de pares de cromossomos homologos. Em
seguida, odcitos imaturos permanecem estacionados no estadio dictiato da préfase | da meiose. O
nucleo desses odcitos imaturos € denominado vesicula germinativa (VG), estadio no qual o ndcleo é
mantido até pouco antes da ovulagdo, quando os gametas femininos sdo estimulados a retomarem a
divisdo meidtica pelo pico de gonadotropinas (Bilodeau-Goeseels, 2012). Quando foliculos
pequenos, contendo o6citos imaturos, sdo estimulados a crescer, a retomada da meiose até o estadio

de metéafase Il tem a duracdo de aproximadamente quatro dias (Pavlok et al., 1992).

A progressdo da meiose é caracterizada por trés eventos principais: 1) maturacéo nuclear, no
qual odcitos em vesicula germinativa sdo estimulados a retomarem a divisdo meiotica, passando de
Profase | para a Metéfase Il; 2) maturacdo citoplasmaética, que é caracterizada pela redistribuicdo de
organelas citoplasmaticas, incluindo mitocéndrias e estocagem de RNAm, que serdo utilizados pos-
fecundacéo e no inicio do desenvolvimento embrionario; e 3) maturacdo celular, que esta associada
ao desacoplamento das juncdes tipo gap entre o odcito e as células do cumulus, resultando em
maior espalhamento dessas células, que & conhecido como expansdo das células do cumulus
(Gottardi e Mingoti, 2009).

Quando o odcito € fisicamente retirado do foliculo, a retomada da meiose ocorre
espontaneamente, independentemente de gonadotropinas, devido a auséncia de fatores foliculares
inibidores deste processo. Em condi¢Ges convencionais de maturacdo in vitro, a resolucdo da
meiose ocorre em um periodo mais curto do que o fisiol6gico durando, em média, 24 horas. Sabe-se
que altas concentracOes intra-odcitarias de AMPc, que sdo acumuladas durante o crescimento e
desenvolvimento natural do foliculo, estdo associadas a odcitos com alta competéncia de
fecundacéo e sobrevivéncia embrionaria subsequente (Luciano et al., 1999). Por outro lado, apés o
pico pre-ovulatério de LH ou a remogéo mecénica do oocito do foliculo, concentragbes de AMPc
sdo reduzidas gradativamente resultando no fim do bloqueio da meiose (Richard e Sirard, 1996).
Além disso, a perda de interacdo do odcito com as celulas foliculares resulta em prejuizos para a
competéncia do oocito e para o desenvolvimento embrionario inicial, decorrente da diminuic¢éo das

trocas hormonais e moleculares realizadas entre as células foliculares e o gameta.

Foi hipotetizado que o impedimento da retomada da meiose, antes da maturacgdo in vitro,

possibilitaria incremento na competéncia de desenvolvimento posterior. Por conseguinte, para
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impedir o reinicio voluntério da divisdo meidtica é preciso manter altas concentragfes intra-
oocitérias de AMPc (Conti et al., 2012). Algumas estratégias farmacoldgicas podem ser utilizadas
para manter altas concentracdes oocitarias de AMPc, impedindo a retomada da meiose. Dentre as
drogas que podem ser utilizadas para o bloqueio da meiose, a Butirolactona | (BUT-I) demonstrou
ser a mais segura e eficiente (Gottardi e Mingoti, 2009). A BUT-1 é um metabdlito secundério
produzido pelo fungo Aspergillus terreus (Schimmel et al., 1998) e, em mamiferos, ela atua como
inibidor seletivo de quinases dependentes de ciclina, que promove o bloqueio da meiose por inibir
tanto a CDK1 quanto a CDC2 quinase. Este composto inibe a quebra da vesicula germinativa,
porém, os odcitos continuam sintetizando RNAr, e a sintese diminui apenas quando ha compactacao
da cromatina (Marques et al., 2011).

Muitos trabalhos demonstraram a eficiéncia da BUT-1 em promover o blogueio reversivel da
meiose, porém nao houve incremento significativo da producdo ou qualidade embrionéria (Kubelka
et al., 2000; Ponderato et al., 2001; Adona et al., 2008; Maziero et al., 2019). Loonergan et al.
(2003) demonstraram que o bloqueio da meiose com farmacos inibidores de quinases dependentes
de ciclina (CDK) podem causar danos ultraestruturais em od0citos. Diante disso, visando
incrementar a producdo de embrides a partir de odcitos submetidos a pré-maturacdo com BUT-I,
torna-se necessario determinar uma concentracdo de BUT-I que seja eficiente no bloqueio da
meiose sem danificar a distribuicdo, estrutura e funcionalidade de organelas citoplasmaticas.

Os objetivos desse trabalho foram determinar a concentragcdo de BUT-I mais adequada para
promover o blogueio reversivel da meiose, possibilitando mais tempo para 0s o6citos acumularem
moléculas importantes para o desenvolvimento embrionério inicial, melhorando potencialmente a
eficiéncia de producéo in vitro de embrides bovinos. Especificamente o presente estudo visa avaliar
o0 efeito da distribuicdo e atividade de mitocondrias de odcitos que tiveram a meiose bloqueada
sobre os parametros relacionados com a reversdo do bloqueio e o desenvolvimento embrionario

subsequente.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratdrio de Produgdo in vitro de Embrides da Escola de
Veterinaria da UFMG, durante o periodo de junho de 2017 a fevereiro de 2018. Todos 0s
procedimentos adotados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG
(Protocolo n® 129/2017). Todos os reagentes utilizados no trabalho foram adquiridos da Sigma®

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), exceto quando explicitado.
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Foram utilizados o6citos bovinos obtidos de ovarios provenientes de fémeas mesticas
leiteiras, coletados em abatedouro da regido metropolitana de Belo Horizonte, com habilitacdo do
Servico de Inspecdo Federal. Os ovarios coletados foram transportados até o laboratorio em solucéo
fisiolégica (0,9% de NaCl) aquecida entre 30 e 35°C, em tempo nédo superior a quatro horas apos o
término do abate. Os foliculos com didmetro entre 3 e 8mm foram puncionados com o auxilio de
seringa e agulha descartaveis. O liquido folicular, recuperado da aspiracédo, foi colocado em tubo
conico de 50mL e mantido em banho-maria a 37°C para sedimentacdo dos complexos cumulus-
oophorus (CCOs) por dez minutos. Em seguida, os CCOs foram rastreados e classificados em
relacdo a qualidade do citoplasma (homogeneidade, coloracdo e presenca de granulages) e nimero

de camadas de células do cumulus, com auxilio de um microscopio estereoscopico.

CCOs graus | e Il selecionados para a maturacao foram lavados em meio TCM-199 Hepes
(Gibco® Life Techonologies, Grand Island, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB - Gibco® Life Techonologies, Grand Island, USA), 83,4 ug/mL de amicacina, e 22pug/mL de
piruvato, e sequencialmente foram distribuidos em seis grupos: Grupo Controle, no qual os odcitos
foram submetidos a maturacéo in vitro (MIV) por 24 horas em estufa incubadora a 38,5°C, com 5%
de CO, em ar atmosférico e umidade saturada, em meio base de TCM-199 bicarbonato (Gibco®
Life Technologies, Grand Island, USA) acrescido de 10% de SFB, 0,5ug/mL de FSH (Folltropin-
V®, Bioniche Inc., Canada), 5g/mL de LH (Lutropin-V®, Bioniche Inc., Canada), 10ug/mL de
estradiol, 22ug/mL de piruvato e 83,4pg/mL de amicacina; grupo Imaturo no qual os odcitos foram
fixados em formaldeido 3,7% imediatamente apds a aspiracdo, ndo sendo submetidos a maturagéo e
producdo de embrido; e os grupos BUT 10uM; BUT 25uM; BUT 50uM e BUT 100uM que foram
compostos por odcitos imaturos mantidos por 12 horas em meio de maturacdo (Maziero, et al.,
2019) adicionado de 10uM, 25uM, 50uM e 100uM de Butirolactona | (BUT-I; Enzo® Life
Sciences, PA, USA - ML-CC210-1000), respectivamente, para inibicdo da maturacdo nuclear. Em
seguida os odcitos foram submetidos & maturacdo por 24 horas em condi¢cBes convencionais,
conforme descrito anteriormente para o tratamento Controle. Os tratamentos experimentais foram

representados na Figura 1.
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Figura 1. Delineamento esquematico dos grupos experimentais.

Para a fecundacéo in vitro (FIV) utilizou-se sémen de touro da raca Holandesa, previamente
avaliado quanto a fertilidade em sistemas de producdo in vitro. Foi utilizado apenas um touro e uma
partida de sémen durante todo o experimento. A selecdo de espermatozoides viaveis para a FIV foi
realizada utilizando-se o método do gradiente descontinuo de Percoll e o pellet resultante da
centrifugacdo foi lavado em meio de capacitacdo espermatica (TALP), e a concentracdo foi ajustada
para 1 x 10° espermatozoides/mL para a fecundacdo de grupos de 20 a 25 odcitos. O meio de FIV
utilizado foi constituido por FERT-TALP (Parrish et al., 1995) suplementado com amicacina
(83,4ug/mL), penicilamina (27ug/mL), hipotaurina (1pg/mL), epinefrina (0,3pug/mL), albumina
sérica bovina (5ug/mL), piruvato (22ug/mL) e heparina (10pg/mL). Os CCOs foram fecundados e
incubados nas mesmas condi¢bes da MIV, por um periodo de 10 a 12 horas, sendo o dia da

fecundacdo considerado o DO.

Apos a FIV, os provaveis zigotos foram debridados das células do cumulus, utilizando-se
micropipeta automatica e, posteriormente, estes foram submetidos ao cultivo in vitro (CIV), em
meio Synthetic Oviduct Fluid Medium (SOF) suplementado com 0,5% de albumina sérica bovina
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(BSA) e 2,5% de soro fetal bovino (SFB). No D3 foi avaliada a taxa de clivagem e no D7 foi
avaliada a producdo de blastocistos de cada tratamento.

Para avaliacdo da taxa de maturacdo oocitaria foi realizada a verificacdo da expansdo das
células do cumulus, da configuracdo cromossdmica e do padrdo de distribuicdo mitocondrial,
seguindo os parametros adotados pela Internatinal Embryo Tecnology Society (IETS — Stringfellow
e Givens, 2010).

Para a verificacdo da eficiéncia das diferentes concentracdes de Butirolactona | em
bloquearem a retomada da meiose, foi realizada a coloracdo dos oOcitos para determinar a
maturacdo nuclear e citoplasmatica, de acordo com a metodologia proposta por Jeseta et al. (2014).
Para tal, os odcitos foram incubados por 30 minutos a 38,5°C a 5% CO2 com Dulbecco Phosphate
Buffered Saline (DPBS) suplementado com 4mg/mL de BSA e 280nM de Mitotracker Orange
(Life® Technologies, Carlsbad, CA, USA). Na técnica de avaliagdo utilizada no trabalho, apenas
mitocdndrias fisiologicamente ativas sdo coradas. Apds a lavagem, os odcitos passaram pelo
processo de remocdo das células do cumulus por agitacdo mecéanica. Em seguida os odcitos foram
fixados em formaldeido 3,7%, por 60 minutos, a temperatura ambiente. Apos a fixacdo, 0s o06citos
foram lavados novamente e colocados sobre lamina e, em seguida, foram cobertos com gota de
meio de montagem de lamina contendo 10ug/mL de Hoechst 33342 em glicerol, objetivando

marcar a configuracdo cromossdmica para determinacéo da maturacéo nuclear.

A configuragdo da cromatina foi avaliada em microscépio de epifluorescéncia Leica
DM4000 B (Leica® Microsystems versdo 4.8.0, Suica), com filtro de excitacdo de 365nm e de
emissao de 420nm. Os odcitos foram classificados em Profase | (Pl), Metafase | (MI), Metéafase 11
(M11), conforme demonstrado na figura 1. Para determinagéo da atividade mitocondrial, os odcitos
foram avaliados em microscopio confocal Zeiss LSM 5 Live (Carl Zeiss®, Jena, Thuringia,
Germany - onda emisséo de 543nm e onda de excitacdo de 585 a 649nm). O padrdo de distribui¢ao
mitocondrial foi definido como: distribuicio homogénea das mitocondrias por todo odcito,
distribuicdo heterogénea das mitocondrias pelo citoplasma e distribuicdo periférica das
mitocéndrias, seguindo o padrdo adotado por Katska-Ksiazkiewicz et al. (2011).
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Figura 2. Odcitos bovinos. Fotomicrografias obtidas em microscopio de epifluorescéncia das diversas fases
da maturacdo nuclear de odcitos bovinos corados com Hoechst 33342. (a) Odcitos em vesicula germinativa
(VG - Profase | da meiose): cromossomos descondensados; (b) Quebra da vesicula germinativa (QVG); (c)
Odcitos em metafase |: cromossomos altamente condensados; (d) Odcitos em metafase Il: cromossomos

condensados na placa metafasica e extrusdo do primeiro corpusculo polar.

Os odcitos foram considerados unidades experimentais e cada bateria de maturacdo ou
producdo de embrido foi considerada uma repeticdo. As fontes de variagdo no modelo, incluindo
tratamento e réplicas, foi considerado efeito fixo e aleatorio, respectivamente. Os resultados de
taxas de clivagem e de producdo de embrido, segundo rotina laboratorial, foram considerados
réplicas, enquanto as avaliagbes de maturacdo oocitéria (configuracdo cromossdémica e distribuigdo
mitocondrial) foram analisadas para cada oocito separadamente. Os dados foram submetidos aos
testes Kolmogorov-Smirnov e Cochran e Barttlet para verificagdo de normalidade e
homocedasticidade, respectivamente, antes de serem submetidos a analise de variancia, utilizando-

se o0 nivel de significancia de 5%. O programa de estatistica utilizado para comparacdo dos
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resultados obtidos no presente trabalho foi 0 GraphPad Instat® 3.0. Para os resultados de embrides
clivados, producgéo de embrides em relacéo ao total de clivados, e produgdo de embrides em relagéo
ao total de odcitos inseminados foi utilizado o teste Qui-quadrado. Para as avaliacGes de maturacao

oocitaria foi utilizado o teste Exato de Fisher.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 contém os resultados de maturacdo nuclear, avaliada por meio da configuracao
cromossémica dos odcitos, e da maturacao citoplasmatica obtida pela distribuicdo de mitocondrias
ativas no gameta feminino. Todas as concentracbes de BUT-I testadas foram eficientes em
manterem os odcitos em Profase | da meiose, assim como observado no controle negativo (grupo
imaturo). Adicionalmente, foi encontrado que o tratamento BUT 50uM ndo apresentou nenhum
oocito maduro ao fim do periodo de blogueio da meiose, assim como o grupo de imaturo (P>0,05),

refletindo a eficiéncia desta concentracdo da BUT-1 em promover o blogqueio da divisdo meidtica.

Tabela 1. Configuracdo cromossémica (maturacdo nuclear) e padrdo de distribuicdo mitocondrial
(maturacdo citoplasmatica) de od6citos bovinos imaturos cultivados em diferentes concentragBes de
Butirolactona | (BUT 10uM; BUT 25uM; BUT 50uM e BUT 100uM), e em odcitos submetidos a maturagdo

in vitro em condic6es convencionais (Controle).

Maturacdo Nuclear Maturacéo Citoplasmatica

Tratamento Pl MI MII Homogénea Heterogénea Periférica
Controle (n=24) 0,0% b 12,5% 87,5%c 0,0% b 94,4% c 5,6% a
Imaturo (n=15) 80,0%a 20,0% 0,0% a 0,0% b 28,6% a,b 71,4%c
BUT 10uM (n=14) 428%a  28,6% 28,6% b 41,7% a 16,6% a 41,7% b,c
BUT 25uM (n=16) 56,3%a 31,2% 12,5%ab 13,3% a,b 46,7% b,c 40,0% b,c
BUT 50uM (n=15) 80,0%a 20,0% 0,0% a 41,7% a 16,6% a 41,7% b,c
BUT 100pM (n=13)  46,1%a 38,5% 15,4%ab 25,0% a,b 66,7% b,c 8,3% a

Dados foram expressos em porcentagem (nimero odcitos classificados/total analisados).

Pl (Profase 1); MI (Metéafase 1); MII (Metafase 11); Homogénea (Distribuicdo homogénea das mitocondrias);
Heterogénea (Distribuicdo heterogénea das mitocondrias); Periférica (Distribuicdo periférica das
mitocondrias); FEF (Fraca emissao de fluorescéncia).

Distribuicdo de mitocéndrias homogénea ou periférica = o6cito imaturo; Distribuicdo heterogénea de

mitocondrias= o06cito maturado;

84



2001
2002
2003
2004
2005
2006

2007
2008
2009

2010

2011
2012

2013
2014
2015
2016

2017
2018
2019

BUT 10uM, BUT 25uM, BUT 50uM e BUT 100uM: odbcitos cultivados durante 12 horas em meio de
maturacdo acrescido respectivamente de 10uM, 25uM, 50uM e 100uM de Butirolactona | (Enzo® Life
Sciences, PA, USA).

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas entre si (P<0,05), de acordo com o teste Exato de

Fisher.

A figura 3 demonstra a eficiéncia da inibicdo da retomada da meiose dos odcitos e a Figura
4 representa a eficiéncia de manutencdo dos oocitos com distribui¢do de mitocdndrias caracteristica

de imaturidade, por meio de meios contendo diferentes concentracdes de BUT-I.

M Eficiéncia bloqueio meiose sim (PI)

M Eficiéncia bloqueio meiose ndo (Ml e MlI)

120,0% -

100,0% -

80,0% -

60,0% -

40,0% -

20,0% -

Percentual de retomada da meiose

0,0%
Controle Imaturo  BUT 10uM BUT 25uM BUT 50uM BUT 100puM
(n=24) (n=15) (n=14) (n=16) (n=15) (n=13)

Concentragdo de Butirolactona |

Figura 3. Taxas de blogueio da retomada da meiose em o6citos bovinos cultivados em diferentes
concentraces de Butirolactona | (BUT 10uM; BUT 25uM; BUT 50uM e BUT 100uM). Imaturo (Profase
1); Falha no blogueio da maturacdo: odcitos em MI (Metafase 1) ou MII (Metafase I1). O asterisco indica que

0 resultado diferiu dos demais (P<0,05), de acordo com o teste Exato de Fisher.

Em relacdo a maturacdo nuclear, todas as concentracdes de BUT-I avaliadas apresentaram
desempenho semelhente na manutencdo dos odcitos em Profase | da meiose (P>0,05). Foi

considerado como falha no bloqueio da maturacdo quando os odcitos avaliados foram encontrados

85



2020
2021
2022

2023

2024
2025

2026
2027
2028
2029

2030
2031
2032
2033
2034

2035
2036
2037
2038

no estadio de Metéfase | ou Metéfase Il. Também ndo houve diferenca entre os tratamentos
(Imaturo, BUT 10uM, BUT 25uM, BUT 50uM e BUT 100uM) em relacdo a falha no bloqueio da

maturacéo.

B Falha no bloqueio da maturagdo citoplasmatica B Imaturo
100,00% -

90,00% - a

C
a

80,00% - ab )
70,00% - , a
60,00% - a,b
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00%

Controle (n=24) Imaturo (n=15) BUT 10uM BUT 25uM BUT 50uM BUT 100puM
(n=14) (n=16) (n=15) (n=13)

Percentual de maturagao citoplasmatica

Concentragao de Butirolactona |

Figura 4. Taxas de maturacdo citoplasmatica em odcitos bovinos cultivados em diferentes concentragdes de
Butirolactona | (BUT 10uM; BUT 25uM; BUT 50uM e BUT 100uM). Imaturo (Distribuicdo homogénea ou
periférica de mitocondrias); Falha no blogueio da maturacdo (Distribuicdo heterogénea de mitocdndrias).
Letras diferentes indicam diferengas entre si (P<0,05), de acordo com o teste Exato de Fisher.

Na maturacdo citoplasmatica os tratamentos BUT 10uM e BUT 50uM foram mais eficientes
em manter distribuicdo de mitocéndrias esperada para odcitos imaturos, apresentando um elevado
numero de odcitos com distribuicdo homogénea ou periférica de mitocondrias, associado a reduzido
nimero de odcitos com mitocéndrias dispersas no citoplasma. O padrdo de distribuicdo de

mitocdndrias, caracteristico de odcitos imaturos e maturados, pode ser visualizado nas figuras 4 e 5.

Foi sugerido que para promover o bloqueio reversivel da meiose em odcitos bovinos €é
necessario adicionar doses elevadas (100puM) de BUT-1 ao meio de cultivo (Lonergan et al., 2003).
No entanto, assim como o encontrado no presente estudo, Kubelka et al. (2000) encontraram que o

bloqueio da meiose com 100uM de BUT-I ndo preveniu a condensagdo cromossomica. Ponderato et
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2039 al. (2002) e Maziero (2019) encontraram efeito inibitdrio eficiente utilizando-se 50uM de BUT-I,
2040  semelhante ao observado no presente estudo.

2041

2042  Figura 4. Odcitos bovinos. Imagens de microscopia confocal do plano equatorial dos o6citos bovinos
2043  mostrando o padrdo de distribuicdo citoplasmética das mitocondrias marcadas com o MitoTracker Orange.
2044  (a) Padrdo homogéneo em odcitos imaturos; (b) Padrdo heterogéneo em o6citos maturados; (c) Distribuicdo
2045  periférica em odcitos maturados. (Aumento de 400x).

2046
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Figura 5. Odcitos bovinos. Fotomicrografia representativa da microscopia de fluorescéncia demonstrando
oocitos na fase de Metafase Il. (a) Marcacdo da cromatina com Hoechst 33342, diferenciando os
cromossomos condensados e a extrusdo do corpusculo polar; (b) Padréo de distribui¢cdo das mitocéndrias no

interior do ooplasma; (c) Sobreposigdo das imagens (Aumento de 400x).

A localizacdo das organelas no citoplasma esta relacionada com as necessidades do odcito
em cada estadio de desenvolvimento. Durante a maturagdo, a movimentagdo das mitocondrias para
regibes de maior demanda por substratos energéticos é essencial para o sucesso do ciclo celular
(Jeseta et al., 2014; Landim-Alvarenga e Maziero, 2014). Odcitos de baixa qualidade apresentam
falhas na translocacdo de mitocondrias da periferia para o centro do o0cito, durante a maturagéo in
vitro (Stojkovic et al., 2001). Por outro lado, a distribui¢do heterogénea ou a formacgédo de agregados
de mitocdndrias em o0citos maturados in vitro € uma caracteristica de oocitos saudaveis e de boa
competéncia de desenvolvimento (Katska-Ksiazkiewicz et al., 2011; Jeseta et al., 2014). Jeseta et
al. (2014) tambem encontraram que a capacidade de completar a maturagdo nuclear foi reduzida em

00citos menos competentes em comparagdo com as outras categorias de odcitos, e esse achado
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esteve associado a perda precoce da comunicacdo entre o odcito e as células do cumulus em
gametas atrésicos.

A avaliacdo da sincronia entre a segregacdo cromossdmica e a reorganizacao das organelas
no citoplasma € importante porque a retomada espontanea da meiose, induzida pela remoc¢édo do
oocito do foliculo ovariano, pode ocasionar assincronia entre 0s processos de amadurecimento
nuclear e citoplasmatico do gameta, resultando em prejuizos a producdo de embrides (Huang et al.,
2013).

Odcitos bovinos submetidos ao bloqueio farmacolégico da meiose por diferentes
concentracdes de BUT | apresentaram reducéo progressiva de atividade mitocondrial a medida que
se aumentou as concentracbes do bloqueador (P<0,05) conforme representado na Figura 6. Os
tratamentos BUT 50uM e BUT 100uM apresentaram menor atividade mitocondrial (BUT 50uM
18.094+6.611 px. e BUT 100uM 19.813+8.397 px.) comparativamente ao Controle (36.809+15.682
pX.) e a concentracdes mais baixas de Butirolactona (27.910+9.145 px. para BUT 10uM e
31.052+11.873 px. para BUT 25uM).

z Atividade mitocondrial
xX
s 40.000
© a
g 35.000 -
9
4 30.000 ab
g
2 25.000 " "
Q
b 20.000
®
3 15.000
(7]
c
g 10.000
S
5.000
0
Controle BUT10uM | BUT25uM | BUTS50uM | BUT 100puM
(n=17) (n=14) (n=15) (n=15) (n=15)
- . —
'”tens'dad‘?;:eﬁ;’mescenc'a 36.809 27.910 31.052 18.094 19.813

Figura 6. Atividade mitocondrial em od6citos bovinos cultivados em diferentes concentragbes de
Butirolactona 1 (BUT 10uM; BUT 25uM; BUT 50uM e BUT 100uM). Controle: odcitos submetidos a
maturacdo sem pré-maturagdo prévia. Letras diferentes indicam diferencas entre si (P<0,05), de acordo com
0 teste Newman Keuls.
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A quantidade e a atividade de mitocdndrias no citoplasma do o6cito bovino esta diretamente
relacionado a qualidade do odcito devido ao papel fundamental das mitocdndrias na maturacéo. A
suplementacdo de oocitos humanos e bovinos de baixa qualidade com citosol ou com mitocéndrias
isoladas parece aumentar a competéncia oocitaria (Huang et al., 1999; Lanzendorf et al., 1999; Hua
et al., 2007; Chiaratti et al., 2011).

Odcitos imaturos, presentes em foliculos pré-antrais ou em pequenos foliculos antrais
apresentam grande quantidade de mitocondrias, que se apresentam com morfologia esférica e baixa
atividade metabdlica. Durante a maturagdo, hd diminuicdo do nimero de mitocondrias, essas
tornam-se mais alongadas e associam-se com goticulas lipidicas, formando unidades metabdlicas
gue sdo as principais responsaveis por suprir a demanda energética do gameta (Fair et al., 1997).
Portanto, a diminuicdo da atividade mitocondrial dos grupos BUT 50uM e BUT 100uM em relacéo
ao Controle e aos tratamentos expostos a baixas concentracdes de BUT | esté relacionado ao estado
de imaturidade dos od0citos tratados com concentracfes mais elevadas do bloqueador, nédo

necessariamente com a reducéo da qualidade destas estruturas.

Os resultados da eficiéncia dos odcitos pré-maturados em meio contendo diferentes
concentragdes de BUT-1 de adquirirem plena competéncia, reassumirem a meiose e produzirem

embriBes com caracteristicas normais de desenvolvimento estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Efeito da adicdo de diferentes concentracfes de Butirolactona 1 ao meio de maturacdo, sobre os

parametros relacionados a producdo in vitro de embries bovinos.

Total Taxa de Producéo de Producéo de embrides/total
o6citos Clivados embrides/clivados o6citos
Tratamento (n) (%) (%) (%)

Controle 214 92,4% a 70,6% a 62,6% a

BUT 10uM 190 60,6% b 58,8% b,c 32,1%c

BUT 25uM 193 31,3%c 471% c 17,6%d

BUT 50uM 190 92,5% a 58,1% b,c 50,5% b

BUT 100puM 189 64,2% b 63,7% a,b 34,4% c

Total 976 68,8% 62,0% 40,0%

Dados foram expressos em porcentagem (nimero odcitos classificados/total analisados).
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BUT 10uM, BUT 25uM, BUT 50uM e BUT 100uM: odbcitos cultivados durante 12 horas em meio de
maturacdo acrescido respectivamente de 10uM, 25uM, 50uM e 100uM de Butirolactona | (Enzo® Life
Sciences, PA, USA).

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas entre si (P<0,05), de acordo com o teste Qui-
Quadrado.

Conforme observado na tabela 2, a clivagem embrionaria no tratamento BUT 50uM foi
superior (P<0,05) as demais concentracGes de BUT-I, e semelhante ao grupo Controle (P>0,05),
indicando que 50uM de BUT-I otimizou a capacitacdo dos od6citos, resultando em boa taxa de
fecundacdo. A producdo de embribes/clivados foi superior (P<0,05) nos tratamentos BUT 10uM e
BUT 50uM em relacdo as demais concentracfes de BUT-I, e inferiores (P<0,05) ao grupo Controle.
Na producdo de embrides em relacdo ao total de odcitos, o grupo Controle apresentou a maior
(P<0,05) taxa de producdo de embrides, seguido pelo tratamento BUT 50uM que produziu mais

embrides (P<0,05), quando comparado com os demais tratamentos avaliados.

Nos Ultimos anos foram desenvolvidos diversos estudos com o objetivo de estabelecer
métodos de bloqueio transitorio da retomada da meiose in vitro. Um dos estudos pioneiros que
trabalharam com BUT-I encontrou que concentraces de 100uM e 150uM foram capazes que
bloquear a meiose por 24 horas, sem comprometer a producdo de embrides. No entanto, as
estruturas tratadas com BUT-I foram menos resistentes a vitrificagdo (Lonergan et al., 2000).
Outros autores trabalharam com bloqueio da meiose por periodos tdo longos quanto 24 horas
(Kubelka et al., 2000; Ponderato et al., 2001), encontrando producGes de embrides semelhantes a de
o6citos ndo submetidos a pré-maturacdo. Nesses trabalhos foi avaliada apenas a produgéo, porém, a
qualidade dos embrides ndo foi avaliada. Lonergan e colaboradores (2003) encontraram que 0
tratamento de odcitos com 100uM de BUT-I por 24 horas interferiu com a integridade das células
do cumulus o que afetou a expansdo, causou degeneracdo dos granulos corticais, e interferiu na
morfologia da membrana nuclear. Ao contrario do encontrado no passado, os trabalhos atuais
mostram baixas taxas de producdo de embribes utilizando binémio de tempo e concentracdo de
BUT-I, tdo longos quanto os trabalhos citados anteriormente (Maziero, 2019) e, provavelmente,
estes resultados estejam relacionados as alteracfes nos meios de produgdo de embribes que ocorreu

ao longo dos anos.

Maziero (2019) adicionou a BUT-I e Roscovitina (ROSCOV), ambos farmacos inibidores de
CDKs, ao meio de maturacdo de oocitos bovinos para bloquear temporariamente a retomada da

meiose. Foi observado que o blogueio da meiose por 6 horas, seguidas de 18 horas de maturacéo
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utilizando-se para o bloqueio 50uM de BUT-I, ou a associacdo de BUT-I (25uM) e ROSCOV
(6,25uM), foi eficiente em promover o blogueio reversivel da meiose nos odcitos. Também,
incrementou a producdo embrionaria e promoveu a diminuicdo do nimero de células apoptéticas. O
bloqueio da meiose pela BUT-I na concentracdo de 50pM por 12 horas ndo alterou a qualidade dos
embrides produzidos em relagdo ao controle, e produziu taxas satisfatorias de blastocistos.
Gendelman e Roth (2012) também encontraram que a pré-maturacdo com 50uM e 75uM de

Butirolactona | ndo alterou a qualidade e a quantidade de embrides produzidos.

A pré-maturacdo de o6citos bovinos com BUT-1 tem o potencial de favorecer a maturacao in
vitro, ndo apenas por promover o blogueio a meiose, mas também por permitir maior acimulo de
transcritos (Marques et al., 2011). Adicionalmente, foi encontrado que a BUT-I tem o potencial de
incrementar a producdo e o desenvolvimento embrionario por reduzir o nimero de células
apoptoticas (Maziero et al., 2016). Também, sua acdo, por meio da inibicdo farmacoldgica da

meiose, € dose-dependente e varia de acordo com o tempo de cultivo (Maziero et al., 2016).

No presente estudo foi verificado que apesar do encurtamento do tempo de maturacgéo, que
comumente ocorre nos sistemas de producdo in vitro, potencialmente derivar em danos estruturais
aos odcitos, a inibicdo da maturacdo pela BUT-I na concentracdo de 50uM ndo incrementou a
producdo de embrides, resultando em taxas de blastocistos (50,53%), ligeiramente inferiores a de
odcitos do grupo controle (62,62%). Porém, é importante destacar que a producdo de embribes pré-
maturados com 50uM de BUT-I foi superior a producdo média de embrides de 35%, que é
comumente obtida pelos laboratérios comerciais de producéo in vitro de embrides (Luciano et al.,
2018).

A composicao dos meios de producgdo de embrides tem sofrido alteragdes ao longo dos anos.
Assim, a melhoria da competéncia de desenvolvimento embrionério devera ser buscada pelo
incremento da qualidade dos meios de maturagéo in vitro, promovida pela adi¢do de antioxidantes e
fatores de crescimento (Farghaly et al., 2011; Richani et al., 2014; Wang et al., 2014a; Wang et al.,
2014b; Guimaraes et al., 2015; Dunning e Robker, 2017). Futuras pesquisas envolvendo modulagéo
da maturacéo in vitro deverao estabelecer qual seria o tempo de bloqueio e a concentracdo de BUT-
I mais adequadas, associado a suplementacdo do meio de maturagdo in vitro com aditivos que
possam incrementar o desenvolvimento embrionério visando, ndo somente melhorar a producdo em
laboratdrio, mas também, em proporcionar embrides com capacidade de se desenvolverem pos-

transferéncia, reduzindo as perdas de gestacionais.
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CONCLUSOES

A pré-maturacdo de odcitos bovinos com 50uM de Butirolactona | promove o bloqueio da meiose,
matendo baixa atividade mitocondrial, inibindo simultaneamente a divisdo cromossomica e a
redistribuicdo de mitocdndrias citoplasmaticas. A sincronia desses eventos, durante o crescimento e
amadurecimento de odcitos bovinos, favorece o desenvolvimento embrionario subsequente. A
inibicdo da meiose por 12 horas com 50uM de BUT-I ndo interferiu com a clivagem embrionaria e
resultou em taxas de blastocistos ligeiramente inferiores aos o0citos ndo controlados. Destaca-se a
mensuracdo da atividade mitocondrial como parametro para avaliacdo de inibicdo da meiose em

o6citos bovinos.
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7. CAPITULO Il -
ATIVACAO MITOCONDRIAL, DEPOSICAO LIPIDICA E ULTRAESTRUTURA
EMBRIONARIA APOS EXPOSICAO A CHOQUE TERMICO

Ana Carolina Leite, Luciano de Rezende Carvalheira, Victor Mutti Drummond Ribeiro Prata,

Eliane Beatriz da Silva Magalhdes, Luiz Sérgio de Almeida Camargo, Alan Maia Borges

RESUMO

O estresse térmico por calor (EC) provoca reducao da fertilidade nas fémeas bovinas, especialmente
nas vacas leiteiras. A exposi¢do a temperaturas ambientais elevadas afeta adversamente a qualidade
e competéncia de desenvolvimento de odcitos e embrides. O presente trabalho teve como objetivo
estudar alteracGes relacionadas com metabolismo de odcitos e embrides bovinos expostos a choque
térmico. Odcitos e embrides bovinos, divididos em cinco tratamentos, foram submetidos a estresse
térmico por calor por elevacdo da temperatura de incubacdo, em diferentes estadios de
desenvolvimento. No Controle, odcitos e embriGes foram cultivados a 38,5°C durante todas as
etapas da producédo in vitro de embrides (PIVE). No tratamento vesicula germinativa (VG), o0citos
foram mantidos por 12 horas em estadio de vesicula germinativa, por inducdo farmacologica com
Butirolactona-1 (BUT-I) e, em seguida, foram submetidos a PIVE em condigdes convencionais de
temperatura (38,5°C). No tratamento VGEC, o6citos mantidos em vesicula germimativa foram
expostos a choque térmico (41°C por 12h) durante a pré-maturacdo e, em seguida, submetidos a
PIVE convencional. No tratamento MIVEC os odcitos foram submetidos a choque térmico durante
as primeiras 12 horas de maturacdo (41°C por 12h seguido de 38,5°C por 12h) e, em seguida,
submetidos a fecundacdo e cultivo em condi¢Bes de termoneutralidade (38,5°C). No tratamento
D7EC foram submetidos as 12h de choque térmico embribes de 144 horas de pds-inseminacao, em
seguida foram submetidos a 12h de cultivo em condig¢des convencionais de temperatura. Embrides
produzidos a partir de odcitos imaturos expostos a calor excessivo (VGEC) apresentaram menor
atividade mitocondrial em relagdo a embrides submetidos a EC no estadio de blastocisto (P<0,05; n°
mitocondrias ativas 599,4 para VGEC e 948,7 para D7EC), entretanto se mostrou semelhante ao
Controle e demais tratamentos no parametro avaliado. Houve reducdo dos estoques citoplasmaticos
de lipideos em embrides provenientes de odcitos ou embrides submetidos a EC (n° goticulas
lipidicas 964,6; 1.484,2; 788,1 para os tratamentos VGEC, MIVEC e D7EC, respectivamente) em
relacdo aos tratamentos Controle e VG (P<0,05). Em relacdo ao percentual da area embrionaria
ocupada por goticulas lipidicas o tratamento VGEC apresentou o menor teor de lipideos entre os
tratamentos avaliados (P<0,05; % area do embrido ocupada por lipideos de 19,0% para Controle,
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15,4% para VG, 8,1% para VGEC,16,5% para MIVEC e 17,1% para D7EC). O tratamento VGEC
foi o mais afetado pelo choque térmico de acordo com os pardmetros relacionados com o
desenvolvimento embrionario, apresentando reducao das taxa de clivagem, producdo de embrido e
eclosdo em relacdo ao Controle (P<0,05). O ovocito imaturo é o estadio mais sensivel aos efeitos
deletérios do choque térmico, apresentando ndo so alteragfes morfologicas e metabdlicas, mas, em
associacdo aos demais achados, apresentou reducdo significativa na producéo e da eclodibilidade

embrionaria.

Palavras-chave: atividade mitocondrial, estresse térmico por calor, perda embrionéria,

metabolismo embrionario.

99



2361

2362
2363
2364
2365
2366
2367
2368
2369
2370
2371
2372
2373
2374
2375
2376
2377
2378
2379
2380
2381
2382
2383
2384
2385
2386
2387
2388
2389
2390
2391
2392

2393

ABSTRACT

Heat stress (HS) causes reduced fertility in bovine females, especially in dairy cows. Exposure to
elevated environmental temperatures adversely affects the quality and developmental competence
of oocytes and embryos. This research aimed to study the metabolic alterations of bovine oocytes
and embryos previously exposed to thermal shock. Bovine oocytes and embryos, divided into five
treatments, were submitted to heat stress by increasing incubation temperature at different
developmental stages. In Control, oocytes and embryos were cultured at 38.5°C during all stages of
IVEP. In the germinative vesicle (VG) treatment, oocytes were maintained for 12 hours in
germinative vesicle stage by pharmacological induction with Butyrolactone-I (BUT-1) and then
underwent in vitro embryo production (IVEP) under conventional temperature conditions (38.5°C).
In VGEC treatment, oocytes kept in germinative vesicle stage were exposed to heat shock (41°C for
12h) during pre-maturation and then submitted to IVEP under conventional temperature conditions
(38.5°C). In the MIVEC treatment, the oocytes were subjected to heat shock during the first 12
hours of maturation (41°C for 12h followed by 38.5°C for 12h) and then subjected to fertilization
and cultivation under conditions of thermoneutrality (38.5°C). In the D7EC treatment embryos were
subjected to 12 h of heat shock after 144 hours post-insemination, then they were subjected to 12 h
of culture under conventional temperature conditions. Embryos produced from immature oocytes
exposed to excessive heat (VGEC) showed less mitochondrial activity compared to embryos
submitted to HS at the blastocyst stage (P <0.05; number of active mitochondria 599.4 for VGEC
and 948.7 for D7EC), however it was shown to be similar to the Control and other treatments in the
evaluated parameter. There was a reduction in the cytoplasmic stocks of lipids in embryos from
oocytes or embryos submitted to HS (hnumber of lipid droplets 964.6; 1,484.2; 788.1 for treatments
VGEC, MIVEC and D7EC, respectively) compared to treatments Control and VG (P<0.05).
Regarding the percentage of the embryonic area occupied by lipid droplets, the VGEC treatment
had the lowest lipid content among the evaluated treatments (P &It;0.05;% embryo area occupied
by lipids of 19.0% for Control, 15.4% for VG, 8.1% for VGEC, 16.5% for MIVEC and 17.1% for
D7EC). The VGEC treatment was the most affected by the heat shock according to the parameters
related to the embryonic development, presenting a reduction in the cleavage rate, embryo
production and hatching in relation to the Control (P <0.05). The immature oocyte is the stage most
sensitive to the deleterious effects of thermal shock, presenting not only morphological and
metabolic changes, but, in association with the other findings, presented a significant reduction in

embryonic production and hatchability.

Keywords: mitochondrial activity, heat stress, embryo loss, embryo metabolism.
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INTRODUCAO

Odcitos e embrides bovinos possuem a particularidade de apresentarem reservas enddgenas
de substratos para producdo de ATP, caracteristica que garante vantagens na capacidade de se
desenvolverem em sistemas in vitro, em meios de cultivo relativamente simples. Em tese, 0 gameta
feminino e o concepto bovino possuem dois tipos de estoques energéticos, o glicogénio e os
lipideos, porém, a concentracdo de glicogénio parece ser quase insignificante e € pouco descrita na
literatura (Thompson et al., 1995; Sturmey et al., 2009). Os triglicerideos representam a fonte mais
abundante de precursores energéticos para o desenvolvimento de embrides bovinos (Sturmey et al.,
2009).

O estabelecimento da gestacdo bem-sucedida em bovinos depende da interagdo harmoniosa
de fatores internos (horménios, fatores de crescimento, nutrientes, antioxidantes, etc) e externos,
como os fatores ambientais. Nos Gltimos anos tem crescido a preocupacdo com a intensificacdo do
aquecimento global e suas consequéncias para o equilibrio ambiental e para a biodiversidade. O
calor tem sido um dos principais estressores avaliados pela ciéncia, principalmente nos estudos que
relacionam o efeito das altas temperaturas ambientais a salde, atividade produtiva e fertilidade das
fémeas bovinas (Kadzere, et al., 2002; Hansen, 2009; Polsky et al., 2017).

Nas épocas do ano de maior temperatura ambiental, normalmente durante os periodos de
primavera e verdo, observa-se reducéo de fertilidade de fémeas bovinas, evindenciada pela reducao
na concepcao e pelo aumento de perdas embrionarias (Ulberg e Burfening, 1967; Zeron et al., 2001;
Al-Katanani et al., 2002a; Stewart et al., 2011). Apesar de diversos trabalhos terem demonstrado
associacdo direta de calor excessivo com reducdo do desempenho reprodutivo, ainda ndo se sabe ao
certo quais sdo os principais fatores celulares que determinam o estabelecimento de uma gestagéo
bem-sucedida.

Considerando o volume e a demanda embrionaria pelos estoques de lipideos, durante o
desenvolvimento inicial, acredita-se que as anormalidades no metabolismo energético do concepto
também podem afetar o desenvolvimento do embrido bovino (Ferguson e Leese, 2006). O efeito da
exposicdo a altas temperaturas ambientais na alteracdo de metabolismo de odcitos e embrides é
pouco explorada na literatura. Portanto, a quantificacdo de estoques de triglicerideos
intracitoplasmaticos e a avaliacdo de atividade metabdlica podem predizer tanto a qualidade quanto

a capacidade de embrides bovinos sobreviverem a estresse de origem ambiental.

Os objetivos do estudo foram: 1) Avaliar o efeito da exposic¢éo de oocitos bovinos a estresse

térmico por calor (EC) durante a maturacéo nuclear e citoplasmatica; 2) Avaliar o efeito de estresse
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térmico por calor sobre pardmetros relacionados com a atividade de mitocéndrias embrionérias; 3)
Avaliar o efeito de estresse térmico por calor sobre modulacdo de estoques citoplasmaticos de
lipideos; 4) Avaliar o efeito de estresse térmico por calor sobre a estrutura de organelas relacionadas
com metabolizacdo de lipideos e atividade mitocondrial utilizando microscopia eletrénica de
transmissao e; 5) Comparar desenvolvimento embrionario em odcitos e embriGes expostos a choque
térmico em diferentes estadios; 6) Avaliar em qual fase de desenvolvimento de odcitos e embribes a
exposicdo a estresse térmico por calor interfere mais intensamente com parametros relacionados a

metabolismo e qualidade embrionaria.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Producéo in vitro de Embrides da Escola de
Veterinaria da UFMG, durante o periodo de fevereiro de 2018 a marco de 2019. Todos 0s
procedimentos adotados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG
(Protocolo n® 129/2017). Todos os reagentes utilizados nesse experimento foram adquiridos da

Sigma® Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), a ndo ser que seja especificado.

Foram utilizados odcitos obtidos de ovarios provenientes de fémeas bovinas abatidas em
matadouro-frigorifico da regido metropolitana de Belo Horizonte, com habilitacdo de inspecdo
federal. Nao foi realizada coleta de ovarios nos meses mais quentes do ano (de novembro a

fevereiro), para eliminar qualquer efeito sazonal nos o6citos.

Os ovarios coletados foram transportados até o laboratorio em solucéo fisioldgica (0,9% de
NaCl) aquecida entre 30 e 35°C, em tempo ndo superior a quatro horas apds o término do abate. Os
foliculos com diametro entre 3 e 8mm foram puncionados com o auxilio de seringa e agulha
descartaveis. Os complexos cumulus oophorus (CCOs) obtidos da aspiracdo dos ovarios foram
rastreados e classificados quanto a qualidade do citoplasma (homogeneidade, coloracdo e presenca
de granulagGes) e numero de camadas de células do cumulus, com auxilio de um microscopio

estereoscopico.

Os CCOs selecionados para a maturacgdo in vitro (MIV) foram lavados em meio TCM-199
Hepes (Gibco® Life Techonologies, Grand Island, USA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB - Gibco® Life Techonologies, Grand Island, USA), 83,4 pg/mL de amicacina, e
22pg/mL de piruvato, e sequencialmente foram distribuidos em cinco grupos: Controle, no qual
oocitos e embrides foram cultivados a 38,5°C durante todas as etapas da producdo in vitro de

embrides (PIVE); vesicula germinativa (VG), no qual os odcitos foram mantidos por 12 horas em
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estadio de vesicula germinativa, por inducdo farmacoldgica com Butirolactona-1 (BUT-1; Enzo®
Life Sciences, PA, USA - ML-CC210-1000) e, em seguida, foram submetidos a PIVE em condicbes
convencionais de temperatura (38,5°C); VGEC, no qual os o0citos mantidos em vesicula
germinativa foram expostos a choque térmico (41°C por 12h) durante a pré-maturacdo e, em
seguida, submetidos a PIVE em condig¢des convencionais de temperatura (38,5°C); em MIVEC, os
oocitos foram submetidos a choque térmico durante a maturagdo (41°C por 12h seguido de
incubacdo a 38,5°C por 12h) e, em seguida, submetidos a fecundacdo e cultivo em condicdes
convencionais de temperatura; e D7EC, no qual foram submetidos a choque térmico blastocistos as
144 horas de desenvolvimento pos-inseminacao (D7), sendo que o restante do cultivo realizado em

condicdes convencionais de temperatura.

Para a fecundacdo in vitro (FIV) utilizou-se sémen de touro da raca Holandesa, previamente
avaliado quanto a fertilidade em sistemas de producdo in vitro. A selecdo de espermatozoides
viaveis para a FIV foi realizada utilizando-se o método do gradiente descontinuo de Percoll e o
pellet resultante da centrifugacdo foi lavado em meio de capacitacdo espermatica (TALP), e a
concentracio foi ajustada para 1 x 10° espermatozoides/mL. O meio de FIV utilizado foi constituido
por FERT-TALP (Parrish et al., 1995) suplementado com amicacina (83,4pg/mL), penicilamina
(27pug/mL), hipotaurina (1pg/mL), epinefrina (0,3ug/mL), albumina sérica bovina (BSA; 5ug/mL),
piruvato (22ug/mL) e heparina (10pg/mL). Os CCOs foram fecundados e incubados nas mesmas

condicdes da MIV, por um periodo de 10 horas, sendo o dia da fecundacéo considerado o DO.

Apos a FIV, os zigotos foram debridados das células do CCOs, utilizando-se micropipeta
automaética e, posteriormente, estes foram submetidos ao cultivo in vitro (CIV), em meio Synthetic
Oviduct Fluid Medium (SOF) suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% de SFB. Nos dias D3, D7 e
D8 foram avaliadas as taxas de clivagem, de producdo de blastocistos e nimero de blastocistos
eclodidos da zona pelucida de cada tratamento, respectivamente. Para as analises de atividade
mitocondrial, estoque intracitoplasmatico de lipideos e microscopia eletrénica de transmissao foram

utilizados blastocistos expandidos de sete dias de desenvolvimento.

Avaliacdo da maturacao nuclear e citoplasmatica dos o6citos

A parcela de odcitos destinados para essa avaliagdo foi submetida ao processo de coloragdo
para determinar a maturacdo nuclear e citoplasmatica, de acordo com a metodologia proposta por
Jeseta et al. (2014). Para tal, os o6citos foram incubados por 30 minutos a 38,5°C a 5% CO> com
Dulbecco Phosphate Buffered Saline (DPBS), suplementado com 4mg/mL de BSA e 280nM de
Mitotracker Orange (Life Technologies®, Carlsbad, CA, USA). Desta forma, apenas mitocondrias
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fisiologicamente ativas foram coradas. Os odcitos foram fixados em formaldeido 3,7%, por 60
minutos, a temperatura ambiente. Apds a fixacdo, os oocitos foram corados novamente com
10pg/mL de Hoechst 33342 em glicerol, objetivando marcar os cromossomos para determinagéo da

maturagdo nuclear.

A configuragdo da cromatina foi avaliada em microscopio de epifluorescéncia Leica
DM4000 B (Leica® Microsystems versdo 4.8.0, Suica), com filtro de excitacdo de 365nm e de
emissao de 420nm. Os odcitos foram classificados em Profase | (Pl), Metafase |1 (MI), Metafase 11
(MI1). Para determinacdo da atividade mitocondrial, os odcitos foram avaliados em microscopio
confocal Zeiss LSM 5 Live (Carl Zeiss®, Jena, Thuringia, Germany - onda emissdo de 543nm e
onda de excitacdo de 585 a 649nm). O padrdo de distribuicdo mitocondrial foi definido como:
distribuicdo homogénea das mitocondrias por todo odcito, distribuicdo heterogénea das
mitocéndrias pelo citoplasma, e distribuicao periférica das mitocéndrias, seguindo o padrdo adotado

por Katska-Ksiazkiewicz et al. (2011).

Avaliacdo de mitocondrias ativas e intensidade de fluorescéncia mitocondrial em células

embriondrias

Quinze a vinte e cinco blastocistos expandidos de cada tratamento experimental foram
utilizados para avaliacdo do ndmero de mitocondrias ativas e intensidade de fluorescéncia
mitocondrial dos blastdmeros. As estruturas avaliadas foram coradas com Mitotracker Orange
(Life® Technologies, Carlsbad, CA, USA), seguindo o mesmo protocolo descrito acima para

oocitos.

As mitocdndrias embrionarias coradas foram avaliadas em microscopio de epifluorescéncia
Leica DM4000 B e a quantificagdo do numero de mitocondrias coradas, intensidade de
fluorescéncia média por mitocdndria corada, e intensidade de fluorescéncia mitocondrial
embrionaria total foi realizada com auxilio do software IMAGE J 1.41 (Wayne Rasband, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Analise do contetido lipidico das células embrionarias

O protocolo de coloracdo utilizado foi descrito por Sudano (2012). Quinze a trinta
blastocistos expandidos de cada tratamento foram aleatoriamente escolhidos para coloragdo, para
serem fixados em solucdo de formaldeido 10%. Os blastocistos foram entéo desidratados em etanol
50% e, em seguida, corados em Sudan Black B 1%. Para a quantificacdo do estoque de acidos
graxos no citoplasma embrionario, as goticulas lipidicas coradas foram visualizadas em

microscopio Optico utilizando-se objetiva de 40X. Visando a estimativa da quantidade de gotas de
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Figura 1. Quantificacdo do estoque intracitoplasmatico de lipideos por coloracdo com Sudan Black B em
embrides bovinos provenientes da exposigio ou ndo ao calor ambiental excessivo (41°C por 12 horas). A
esquerda encontram-se os embrides de cada tratamento experimental apresentando goticulas lipidicas
coradas por Sudan Black B e a direita a marcacdo do limiar de marcacgdo padréo para todos os tratamentos. A
e A’- Controle; B ¢ B’- VG; C e C’- VGEC; D ¢ D’- MIVEC; E e E’- D7EC. Imagem obtida por

microscopio dptico com aumento de 400x.

Microscopia eletronica de transmissao - MET

Para a microscopia eletrobnica de transmissdo, cinco embrides de sete dias de
desenvolvimento, de cada tratamento experimental, foram fixados em solucdo de glutaraldeido
2,5% por 48 horas, em temperatura de 4°C. Apds a fixacdo foi realizada a fixacdo secundaria em
tetroxido de 6smio (OsO4) 1% e KFeCN 1,5%. Em seguida, os embrides foram contrastados em
acetato de uranila 0,5% e desidratados em concentragdes crescentes de alcool etilico a 70%, 80%,

90%, 95% e 100% e, posteriormente, em acetona.

Apos a desidratacdo, foi realizada a primeira infiltracdo pela substituicdo da acetona por
solucdo de Araldite e acetona na proporc¢édo de 1:1, onde as estruturas foram mantidas por 24 horas
e, na sequéncia, essa mistura foi substituida por resina pura. Se¢des semifinas foram coradas com

azul de toluidina e examinadas em microscopio Optico. Os embrides selecionados nas se¢des

106



2547
2548
2549
2550
2551

2552

2553
2554
2555
2556
2557
2558
2559
2560

2561
2562
2563
2564
2565
2566
2567
2568
2569
2570
2571

2572

2573

2574
2575
2576
2577
2578

ultrafinas foram contrastados com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo 1% para a preparagao
das telas de microscopia eletronica. As observacdes ultraestuturas dos embrides foram feitas com o
Microscopio Eletronico de Transmissdo Tecnai G2-12 — SpiriBiotwin FEI -120kV. A preparacgéo e
imageamento das amostras foram realizadas em parceria com o Centro de Microscopia Eletrénica
da UFMG.

Analise estatistica dos resultados

O experimento seguiu delineamento inteiramente casualizado. Os grupos de odcitos foram
considerados unidades experimentais. Os resultados de taxas de clivagem e de producdo de
embrido, segundo rotina laboratorial, foram considerados réplicas, enquanto as avaliacBes de
maturacdo oocitaria (configuracdo cromossémica e distribuicdo mitocondrial), distribuicdo
mitocondrial em embrides, quantificacdo de fluorescéncia das mitocdndrias embrionarias,
quantificacdo de goticulas lipidicas enddgenas em embrides, e ultramicroscopia embrionaria foram
analisadas para cada odcito ou embrido separadamente. Para ultramicroscopia embrionaria foi

realizada andlise descritiva dos principais achados.

As variaveis quantitativas foram inicialmente submetidas aos testes Kolmogorov-Smirnov e
Cochran e Berttlet para verificagdo da normalidade e homogeneidade das variancias. As variaveis
submetidas a analise de variancia foram posteriormente avaliadas por teste de comparacOes
multiplas de médias, utilizando-se nivel de significancia de 5%. O programa de estatistica utilizado
para comparagao dos resultados obtidos no presente trabalho foi o GraphPad Instat® 3.0. Para os
resultados de embrides clivados, producdo de embrides em relacdo ao total de clivados, producédo de
embrides em relacdo ao total de odcitos inseminados, e nimero de embrides eclodidos foi utilizado
o teste Qui-quadrado. Para as avaliacdes de maturacdo oocitaria foi utilizado o teste Exato de
Fisher. Para avaliacdo da area ocupada por goticulas lipidicas no citoplasma embrionario, nimero
de mitocdndrias ativas, e intensidade de fluorescéncia mitocondrial em células embrionarias foi

utilizado o teste Newman-Keuls.

RESULTADOS

Estudar a funcionalidade mitocondrial é essencial visto que essas organelas sdo os alvos
principais de varios fatores estressantes, e alteracfes mitocondriais induzidas por estresse reduzem a
competéncia de desenvolvimento de odcitos e embrides (Roth, 2018). A tabela 1 apresenta os
resultados de maturacdo nuclear, avaliada por meio de configuragdo cromossémica dos odcitos e de

maturacdo citoplasmatica, obtida pela distribuicdo de mitocondrias ativas no gameta feminino
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imaturo, submetido a condi¢Ges convencionais de maturagdo in vitro (Controle), mantidos em
vesicula germinativa por 12 horas, seguido de maturacdo convencional (VG), e expostos a estresse
térmico por calor (EC) por elevacdo da temperatura de incubacgéo in vitro durante a pré-maturagéo
(VGEC) ou maturacdo (MIVEC). Os od0citos imaturos submetidos ao choque térmico (VGEC)
tiveram reducdo significativa da maturacdo nuclear (P<0,05), conforme observado na tabela 2. Em
relacdo & maturacdo citoplasmatica, os tratamentos MIVEC, CONTROLE e VG apresentaram
maior numero de oocitos com distribuicdo mitocondrial esperada para gametas maduros e aptos a
fecundacéo, enquanto que o tratamento VGEC se mostrou semelhante ao controle negativo (grupo

Imaturo).

Tabela 1. Configuracdo cromossémica (maturacdo nuclear) e padrdo de distribuicdo mitocondrial
(maturacdo citoplasmatica) de odcitos bovinos imaturos, odcitos submetidos a maturacdo in vitro em
condigdes convencionais (Controle), mantidos em vesicula germinativa por 12 horas, seguido de maturacdo
convencional (VG) e expostos a estresse térmico por calor durante a pré-maturacdo (VGEC) ou maturacéo
(MIVEC).

Maturacéo Nuclear Maturacéo Citoplasmatica

Tratamento Pl Ml M| Homogénea Heterogénea Periférica FEF

Imaturo 80,00% ¢ 20,00%  0,00% c 0,00% a 26,67% C 66,67%a  6,67%a,b
Controle 0,00%a 12,50% 87,50% a 0,00% a 70,83% a,b 417%c  25,00% b,c

VG 417%a 20,83% 75,00%ab 20,83%c 75,00% a,b 4,17% c 0,00% a
VGEC 30,00% b 25,00% 45,00%b 15,00% ab,c 60,000 b,c  20,00% b,c 5,00% a,b
MIVEC 455%a 27,27% 68,18%ab  0,00% a 90,91% a 9,09% ¢ 0,00% a

Dados foram expressos em porcentagem (nimero odcitos classificados/total analisados).

Maturacdo nuclear: Pl (Préfase 1); M1 (Metafase 1); MII (Metéafase I1);

Maturacdo citoplasmatica: Homogénea (Distribuicdo homogénea das mitocdndrias); Heterogénea
(Distribuicdo heterogénea das mitocondrias); Periférica (Distribuicdo periférica das mitocondrias); FEF
(Fraca emisséo de fluorescéncia).

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas entre si (P<0,05), de acordo com o teste Exato de
Fisher.
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Tabela 2. Configuracdo cromossdmica (maturacdo nuclear) e maturacdo citoplasmaética de odcitos bovinos
imaturos, o6citos submetidos a maturacdo in vitro em condi¢des convencionais (Controle), mantidos em
vesicula germinativa por 12 horas, seguido de maturacdo convencional (VG) e expostos a estresse térmico

por calor durante a pré-maturacdo (VGEC) ou maturagdo (MIVEC).

Maturacéo Nuclear Maturacédo Citoplasmatica
Tratamento n Maturado  N&o Maturado Maturado  N&o Maturado FEF
Imaturo 15 0,0% c 100,0% c 26,7%c 66,7% c 6,7% a,b
Controle 24 87,5% a 12,5% a 70,8% a,b 4.2% a 25,0% b,c
VG 24 75,0% a,b 25,0% a,b 75,0% a,b 25,0% a,b 0,0% a
VGEC 20 45,0% b 55,0% b 60,0% b,c 35,0% b,c 5,0% a,b
MIVEC 22 68,2% a,b 31,8% a,b 90,9% a 9,1% ab 0,0% a

Dados foram expressos em porcentagem (nimero oécitos classificados/total analisados).

Maturacao nuclear: Maturado (Metéfase 11); Ndo maturado (Préfase | ou Metéafase I);

Maturacdo citoplasmatica: Maturado (Distribuicdo heterogénea de mitocondrias); N&o maturado
(Distribuicdo homogénea ou periférica das mitocondrias); FEF (Fraca emissao de fluorescéncia).

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas entre si (P<0,05), de acordo com o teste Exato de
Fisher.

Com o objetivo de avaliar se a exposicdo de odcitos a temperaturas elevadas altera
metabolismo celular somente logo apds o choque térmico ou se esse estresse apresenta reflexo em
outros estadios de desenvolvimento do concepto, foi realizada a mensuracdo de atividade
metabdlica mitocondrial em embrides produzidos a partir de o6citos ou embrides submetidos ou

ndo a hipertermia. Para isso, avaliou-se o nimero de mitocOndrias ativas e intensidade de

fluorescéncia mitocondrial em células embrionarias (Figura 2).
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Figura 2. Mitoc6ndrias ativas em embrifes bovinos pré-expostos a altas temperaturas de incubacéo na fase
de crescimento folicular (VGEC), de maturacédo oocitaria (MIVEC) ou pré-transferéncia de embrido (D7EC)

em relagdo a odcitos cultivados em condigdes convencionais de temperatura (VG e Controle).

Embrides submetidos a choque térmico no sétimo dia de desenvolvimento apresentaram
aumento de atividade metabdlica mitocondrial em comparacdo com o Controle (P<0,05),
evidenciado pelo aumento do numero de mitocondrias ativas e da intensidade de fluorescéncia
mitocondrial (Tabela 3). Contudo, os tratamentos VG, VGEC e MIVEC apresentaram taxas

metabdlicas semelhantes ao grupo Controle (P>0,05).
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Tabela 3. Quantificacdo de metabolismo embrionario por meio da avaliacdo de mitocéndrias ativas e
intensidade de fluorescéncia mitocondrial em células embrionarias de o6citos e embriGes expostos a estresse

térmico por calor in vitro.

Tratamento N2 de mitocondrias Intensidade de Fluorescéncia
n ativas (n) fluorescéncia (pixels) média/mitocéndria (pixels)
Controle 19 533,1b 15.583,7 b 28,1b
VG 15 810,14a,b 24.058,8 a,b 28,7b
VGEC 19 599,4 b 15.444,6 b 26,1b
MIVEC 17 827,34a,b 29.5755a 31,8a,b
D7EC 23 948,7 a 34.864,3 a 356a

Controle - o6citos submetidos a maturagdo in vitro em condi¢cdes convencionais; vesicula germinativa -
odcitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas, seguido de maturacdo convencional; VGEC -
odcitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas e expostos a estresse térmico por calor (EC) durante
a pré-maturacdo; MIVEC — odcitos submetidos a estresse térmico por calor por 12 horas durante a
maturacdo; D7EC - embrides produzidos em condi¢es convencionais e submetidos & altas temperaturas por
12 horas as 144 horas de desenvolvimento pds-inseminacéo.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas entre si (P<0,05), de acordo com o teste Newman

Keuls.

Os tratamentos VGEC e D7EC que sofreram hipertermia, respectivamente durante a fase de
crescimento odcitario ou durante a fase de desenvolvimento embrionério pré-implantacional, foram
0s tratamentos que apresentaram aumento mais acentuado de metabolizacdo de lipideos, visto que
foi observada reducdo mais acentuada do estoque de acidos graxos, conforme observado na tabela
4,
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Tabela 4. Morfometria embrionaria e quantificacdo de estoque de lipideos intracitoplasméaticos em embrides

bovinos produzidos in vitro a partir de od6citos e embrides cultivados a 38,5 ou 41°C.

Area Total

Ne de goticulas L Tamanho médio % Area ocupada
Tratamento n o lipideos » .
de lipideos ] dos embrides (um) por gotas lipidicas
(pixels)
Controle 27 2.034,0a 264.738,9 a 177,3b 19,0% a
VG 19 1.875,6 a 213.965,0 a 1616 b 15,4% a
VGEC 18 964,6 b,c 113.171,1b 162,9b 8,1%b
MIVEC 20 1.484,2 a,b 229.3019 a 182,8b 16,5% a
D7EC 27 788,1c 238.330,5a 367,5a 17,1%a

Controle - o6citos submetidos a maturagdo in vitro em condi¢cdes convencionais; vesicula germinativa -
odcitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas, seguido de maturacdo convencional; VGEC -
odcitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas e expostos a estresse térmico por calor (EC — 41°C)
durante a pré-maturacdo; MIVEC — odcitos submetidos a estresse térmico por calor por 12 horas durante a
maturacdo; D7EC - embrides produzidos em condi¢Bes convencionais e submetidos & altas temperaturas por
12 horas as 144 horas de desenvolvimento pds-inseminagao.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas entre si (P<0,05), de acordo com o teste Newman

Keuls.

Foi avaliado também o padrdo de distribuicdo de mitocéndrias nos blastdbmeros de embrides
submetidos aos mesmos tratamentos supracitados, porém, ndo houve diferenca entre os tratamentos
(Tabela 5; P>0,05).

Tabela 5. Distribui¢cdo mitocondrial em blastocistos bovinos produzidos provenientes de o6citos e embrides

expostos a estresse térmico por calor, em diferentes fases do desenvolvimento in vitro.

Distribuicdo de mitocondrias

Tratamento n Periférica Heterogénea Central FEF
Controle 19 63,2% 36,8% 0,0% 0,0%
VG 15 66,7% 33,3% 0,0% 0,0%
VGEC 19 47,4% 31,6% 10,5% 10,5%
MIVEC 17 47,1% 41,2% 11,8% 0,0%
D7EC 23 69,6% 30,4% 0,0% 0,0%

Controle - o6citos submetidos a maturagdo in vitro em condi¢des convencionais; vesicula germinativa -

odcitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas, seguido de matura¢do convencional; VGEC -
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odcitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas e expostos a estresse térmico por calor (EC) durante
a pré-maturagcdo; MIVEC — oo6citos submetidos a estresse térmico por calor por 12 horas durante a
maturacdo; D7EC - embrifes produzidos em condi¢des convencionais e submetidos & altas temperaturas por

12 horas as 144 horas de desenvolvimento pds-inseminacao.

Na avaliagdo de alteragdes celulares que interferem com metabolismo embrionario, realizada
por microscopia eletrénica de transmissao (Figura 3), foi observado que os embrides do tratamento
Controle apresentavam mitocéndrias distribuidas principalmente ao redor do nucleo das células
embrionarias. As mitocdndrias apresentavam formato alongado e com indmeras cristas
mitocondriais, caracterizando células com atividade metabdlica normal. Os embriGes do tratamento
VG também apresentavam mitocondrias predominantemente ao redor do ndcleo, porém, de formato
arredondado e, algumas delas, com perda de cristas principalmente na regido central. Os
tratamentos VGEC, MIVEC e D7EC apresentaram aumento do numero de vacuolos
intracitoplasmaticos, grande parte das mitocéndrias estavam distribuidas ao redor destes vacuolos, e

as mitocondrias apresentavam-se dismorficas, com perda de cristas e edemaciadas. As mitocondrias

dos embrides do tratamento D7EC também apresentam inimeros vacuolos.
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Figura 3. Eletromicrografia de blastocistos bovinos. A e A’: Controle - o6citos submetidos a maturacédo in
vitro em condicdes convencionais; B e B’: vesicula germinativa - oécitos mantidos em vesicula germinativa
por 12 horas, seguido de maturacdo convencional; C e C’: VGEC - odcitos mantidos em vesicula
germinativa por 12 horas e expostos a estresse térmico por calor (EC) durante a pré-maturacdo; D e D’:
MIVEC — odcitos submetidos a estresse térmico por calor por 12 horas durante a maturacgdo; E e E’: D7EC -
embrides produzidos em condigdes convencionais e submetidos & altas temperaturas por 12 horas as 144

horas de desenvolvimento pds-inseminacéo.

A- Mitocondrias localizadas ao redor do nucleo. A’- Mitocondrias alongadas, com maioria das cristas

mitocondriais preservadas. B- Mitocondrias localizadas ao redor do ndcleo. B”- Mitocondrias ao redor de
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grande vactolo. C, D- Mitocbndrias distribuidas ao redor de grandes vacuolos. C’, D’- MitocOndrias
edemaciadas e com perda de cristas. E- Presenca de numerosas vesiculas na periferia celular. E’- Alteracdo

de conformacdo, edema e vacuolizacdo mitocondrial.

Para mensurar o efeito de estresse térmico por calor na producdo e na sobrevivéncia
embrionaria de o6citos e embrides expostos ao calor excessivo avaliou-se a taxa de clivagem, taxa
de producdo de embrido e taxa de eclosdo embrionaria (Tabela 6). O grupo VGEC foi o tratamento
mais afetado pelo estresse térmico por calor, apresentando reducéo tanto da producdo embrionaria
quanto da sobrevivéncia, avaliada por meio da taxa de eclosdo (P<0,05), em relacdo aos demais

tratamentos.

Tabela 6. Efeito da exposicdo a estresse térmico por calor de gametas e embrifes bovinos, em diferentes

estadios de desenvolvimento, sobre os parametros relacionados com o desenvolvimento in vitro.

Total de Taxa de Taxa produgdo  Taxa produgdo Taxa de eclosédo
odcitos (n)  Clivados (%) embrido/ clivados embrido / total (%)

CONTROLE 741 93,9% a 45,3% a 42,5% a 62,4% a
VG 629 88,6% b, c 30,7% b 27,2% ¢ 56,2% a
VGEC 666 84,1% c 19,1%¢c 16,1% d 442% b
MIVEC 697 88,7% b 43,5% a 38,6%a, b 62,2% a
D7EC 621 94,5% a 46,7% a 44,1% a 61,5% a
Total 3354 90,0% 37,6% 40,1% 57,3%

Dados foram expressos em porcentagem (nimero odcitos ou embrides classificados/total analisados).

Controle - o6citos submetidos a maturagdo in vitro em condi¢cdes convencionais; vesicula germinativa -
o6citos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas, seguido de maturacdo convencional; VGEC -
odcitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas e expostos a estresse térmico por calor (EC) durante
a pré-maturacdo; MIVEC — o6citos submetidos a estresse térmico por calor por 12 horas durante a
maturacdo; D7EC - embribes produzidos em condi¢des convencionais e submetidos & altas temperaturas por
12 horas as 144 horas de desenvolvimento pds-inseminacdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam

diferencas entre si (P<0,05), de acordo com o teste Qui-Quadrado.

DISCUSSAO

O embrido bovino recém-formado tem um futuro incerto e seu destino é ditado, até certo
ponto, por eventos que ocorrem antes da fecundacdo (Hansen, 2011; Geary, et al., 2013). J& foi

observado que altas temperaturas ambientais alteram a competéncia de desenvolvimento de odcitos,
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até mesmo de odcitos imaturos em crescimento, porém, ainda ndo esta bem estabelecido a partir de
qual momento o estresse térmico por calor pode interferir no crescimento e na qualidade de odcitos
(Hansen, 2013). Além disso, também ndo esta bem estabelecido quais sdo o0s principais
componentes celulares que, se danificados pelo estresse térmico por calor, determinam falhas de

fecundacéo, concepcdo ou manutencgéo da gestagéo.

O posicionamento de organelas no citoplasma esta relacionado com as necessidades do
oocito em cada estadio de desenvolvimento. Durante a maturagdo, a movimentacdo de mitocondrias
para regides de maior demanda por substratos energéticos é essencial para o sucesso do ciclo celular
(Jeseta et al., 2014; Landim-Alvarenga e Maziero, 2014). As mitocondrias podem sofrer alteracdes,
tanto na quantidade quanto na sua morfologia, quando expostas a condi¢des adversas (Karbowski e
Youli, 2003). Odcitos de baixa qualidade apresentam falhas na translocacdo de mitocdndrias da
periferia para o centro do odcito, durante a maturacdo in vitro (Stojkovic et al., 2001). Por outro
lado, a distribuicdo heterogénea ou a formacao de agregados de mitocéndrias em odcitos maturados
in vitro é uma caracteristica de o6citos saudaveis e de boa competéncia de desenvolvimento
(Katska-Ksiazkiewicz et al., 2011; Jeseta et al., 2014). No presente estudo foi encontrado que o
choque térmico interferiu negativamente com a capacidade dos odcitos de completarem a maturacao
nuclear e citoplasmatica, visto que a exposi¢do de odcitos imaturos (VGEC) e em fase final de
crescimento (MIVEC) reduziu o numero de estruturas aptas a fecundacdo, ao final da etapa de
maturacdo in vitro. Jeseta et al. (2014) também encontraram que a capacidade de completar a
maturacdo nuclear foi reduzida em odcitos menos competentes, em compara¢do com as outras
categorias de odcitos, e esse achado esteve associado a perda precoce da comunicagao entre 006citos

e células do cumulus em gametas atrésicos.

A avaliacdo da sincronia entre a segregacdo cromossdmica e a reorganizacgao das organelas
no citoplasma ap6s a exposicdo de odcitos a uma fonte de estresse € importante porque a
assincronia entre 0s processos de amadurecimento nuclear e citoplasmatico do gameta pode resultar

em prejuizos a producéo de embrides (Huang et al., 2013).

A hipertermia reduz a habilidade de o0citos completarem a meiose até o estadio de metafase
Il (Roth e Hansen, 2005; Andreu-Vazquez et al., 2010). Além de interferir com a distribuicéo
citoplasmatica de mitocdndrias, odcitos expostos a temperatura ambiental adversa apresentam
alteracdo do padrdo de distribuicdo de granulos corticais que se posicionam de maneira semelhante
a odcitos velhos (Andreu-Vazquez et al., 2010).

Na avaliacdo ultraestrutural de embrides bovinos, que foram submetidos ou ndo a choque

térmico em algum momento do seu desenvolvimento, foi encontrado que o calor excessivo altera a
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distribuicdo de organelas no citoplasma. Embribes produzidos em condi¢fes de conforto térmico
apresentaram a maioria das mitocondrias ao redor do nucleo, enquanto que os embrides que
passaram por condi¢des de hipertermia apresentaram numero reduzido de mitocondrias ao redor do
nucleo, e grande parte das mitocéndrias avaliadas apresentavam intima interagdo com vaculos
citoplasmaticos. Mitocondrias dismorficas, arredondadas e com cristas periféricas, conforme
encontradas no presente estudo em embrides submetidos ao calor, caracteriza mitocondrias imaturas
e com baixa atividade metabolica (Crosier et al., 2001). Adicionalmente, Karbowski e Youle (2003)
encontraram que 0 aumento no nimero de mitocondrias esta correlacionado com fragmentacgéo das

mesmas e com aumento do nimero de corpos apoptdticos, o que justifica os achados desse estudo.

Durante a caracterizagdo da atividade mitocondrial de embriGes provenientes de o6citos ou
embrides submetidos a choque térmico, foi observado aumento de atividade mitocondrial nos
embrides que se desenvolveram apds exposicdo a altas temperaturas, em relagdo aos conceptos
produzidos em condicdes de termoneutralidade. Em contraste ao encontrado no presente estudo, a
maioria dos autores relata que a exposicdo de odcitos imaturos e em maturacdo ao choque térmico
tiveram reducéo na atividade mitocondrial (Soto e Smith, 2009; Paula-Lopes et al., 2012). Por outro
lado, Koyama e colaboradores (2014) encontraram que embrides derivados de odcitos velhos
apresentaram aumento de atividade mitocondrial e altas concentragcdes de ATP, indicando que o

estresse térmico por calor pode induzir alteracfes semelhantes as que ocorrem em odcitos velhos.

Odcitos de menor potencial de producdo de blastocistos também produzem embriGes com
menor ndmero de blastbmeros, bem como com menor nimero de mitocondrias ativas (Nagano,
2019). Esse achado condiz com o encontrado no presente estudo, no qual o tratamento VGEC, em
que os odcitos foram expostos a altas temperaturas durante a fase de crescimento, apresentou menor
producdo de embrido, embrides menores e menor atividade mitocondrial, quando comparado aos

demais tratamentos, reiterando que nessa fase os odcitos sao extremamente sensiveis ao calor.

Sabe-se que qualidade do odcito determina o sucesso do desenvolvimento embrionario
subsequente (Eppig et al., 1989; Hansen, 2002). Um parametro bastante utilizado para estimar a
qualidade de gametas e embrides € a mensuracdo dos estoques de triglicerideos citoplasmaticos.
Odcitos com citoplasma escuro (marrom), que corresponde ao armazenamento de maiores
quantidades de lipideos, apresentam elevado potencial de desenvolvimento, enquanto ooplasma
palido estd associado a baixa densidade de organelas e precursores energéticos, resultando em
menor competéncia de desenvolvimento (Nagano, 2019). Ja em embrifes, o aumento da
concentragdo intracitoplasmatica de lipideos é inversamente proporcional & qualidade dos mesmos.

A caracterizacdo da qualidade embrionéria, associada aos estoques intracitoplasméaticos de
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triglicerideos, foi realizada com auxilio da técnica de producdo in vitro de embrides (PIVE) na qual
observou-se associagdo do meio ou do ambiente no qual o concepto se desenvolve, com 0 aumento
do acumulo de lipideos. Na auséncia do soro fetal bovino (SFB), o contetudo de triglicerideos
enddgeno é semelhante em embrides produzidos in vivo e in vitro, sendo relativamente constante do
estadio de duas células até blastocisto eclodido (Ferguson e Leese, 1999). Em embrides produzidos
in vitro, a presenca de SFB nos meios de cultivo foi associada ao aumento da deposicao lipidica no
citoplasma embrionario (Ferguson e Leese, 1999; Abe et al., 2002). Esse aumento da deposicéo de
lipideos foi associado a diminuicdo da producdo de embrides, da implantacdo embrionaria, bem
como da sobrevivéncia dos mesmos as adversidades, tais como a criopreservacdo (Abe et al., 2002;
Pereira et al., 2008; Leite et al., 2017).

Anormalidades no metabolismo energético embrionario também podem afetar a densidade
citoplasmatica de lipideos (Ferguson e Leese, 2006). Portanto, a quantificacdo dos estoques de
triglicerideos intracitoplasmaticos pode predizer tanto a qualidade quanto a taxa metabdlica de
embrides bovinos. A Figura 2 apresenta os estoques lipidicos em embrides dos tratamentos

avaliados no trabalho.

Acredita-se que as altas temperaturas ambientais prejudicam a producdo de embrides, pois
alteram o crescimento dos odcitos, a formacao de transcritos e sintese proteica (Al-Katanani et al.,
2002b). O estresse térmico por calor provavelmente compromete a qualidade dos odcitos por alterar
os padrdes de desenvolvimento folicular, a producdo de hormonios esteroides e a expressao génica
(Hansen, 2007). Acredita-se que a diminuicdo da capacidade de desenvolvimento dos o6citos
submetidos ao estresse térmico por calor, durante a maturacdo, também pode estar associado a

alteracdo da composicdo fosfolipidica da membrana odcitaria (Zeron et al., 2001).

Na literatura, poucos trabalhos associam a reducdo da fertilidade das fémeas bovinas com o
aumento das perdas embrionarias apds a exposicdo as temperaturas ambientais adversas, e a
alteracbes metabolicas em gametas e células embrionarias que alteram a competéncia de
desenvolvimento. A proposta principal do trabalho foi evidenciar, pela primeira vez, que o estresse
térmico por calor causa danos que interferem diretamente na funcionalidade e na atividade de
mitocdndrias que, por sua vez, induzem a alteragdes metabolicas que podem ser as principais causas
da reducdo da performance reprodutiva de fémeas bovinas, nos meses de maior temperatura
ambiental. Apos a exposicdo as altas temperaturas ambientais que superam a capacidade fisioldgica
do organismo do animal reestabelecer a homeotermia, inicialmente ocorre alteracdo na distribuicéo
das mitocondrias no citoplasma das células embrionérias (Karbowski e Youle, 2003). O

posicionamento das mitocondrias no citoplasma vai interferir com a eficiéncia de captagéo de
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substratos, interferindo com a funcdo e o metabolismo mitocondrial (Jeseta et al., 2014). Nessas
condi¢Oes, a alteragdo do metabolismo mitocondrial pode resultar em desequilibrio entre a producao
das espécies reativas de oxigénio e a neutralizacdo pelos antioxidantes naturais, resultando em
quadro que estresse oxidativo que constitui um dos principais sinalizadores da morte celular

programada (apoptose; Van Hoeck et al., 2011).

Jé foi descrito anteriormente que a exposicao as altas temperaturas aumenta o metabolismo
celular, intensificando a producdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs) ou radicais livres
(Hansen, 2013). In vivo, os odcitos e embrides estdo protegidos do estresse oxidativo pela presenca
de antioxidantes naturais no fluido folicular e na tuba uterina (Crocomo et al., 2012), porém, o
aumento da producdo de ERO, induzida pelo estresse térmico por calor, sobrepde a capacidade de
neutralizacdo dos dos mecanismos de protecdo antioxidante. Conforme observado nas tabelas 3 e 4,
0s embrides provenientes de oocitos ou embrides submetidos as altas temperaturas de incubacéo
apresentaram aumento de atividade mitocondrial, associada a diminui¢cdo de acimulo de goticulas
lipidicas intracitoplasmaticas, 0 que pode caracterizar aumento da peroxidacao lipidica. Sabe-se que
altas taxas de metabolismo mitocondrial resultam na producdo suprafisioldgica de espécies reativas

de oxigénio, aumentando a susceptibilidade de ocorréncia de estresse oxidativo.

Na literatura sdo descritas algumas estratégias para incrementar a funcdo e competéncia
mitocondrial, dentre elas estd a suplementacdo com antioxidantes. A adicdo da coenzima Q10 ao
meio de maturacdo in vitro alterou a distribuicdo e a polarizacdo das mitocéndrias em odcitos,
alterou a expressao génica, e aumentou o desenvolvimento embrionario (Gendelman e Roth, 2012).
A suplementacdo da dieta de mulheres idosas com a Coenzima Q10 também incrementou a funcéo
mitocondrial oocitaria, melhorando a capacidade de realizar fosforilacdo oxidativa, a producdo de
ATP e a expressdo génica relacionada com a protecdo antioxidante (Bentov et al., 2010).

O ditiotreitol (DTT), antocianina extraida da batata-doce roxa com agdo antioxidante,
incrementou a resisténcia de embrides de duas células cultivados em altas temperaturas e elevada
concentracdo de oxigénio, mas ndo foi capaz de conferir a mesma protecdo aos embrides com mais
de 16 celulas (De Castro e Paula e Hansen, 2008). A adicdo da astaxantina aos meios de PIVE
melhora o desenvolvimento embrionario em resposta a estresse térmico por calor por alterar a
expressdo dos genes SHC1 e SOD?2, relacionados com o estresse (Namekawa et al., 2010).
Celebrian-Serrano et al. (2013) avaliaram o efeito da adi¢do da melatonina durante a maturagédo de
oocitos submetidos ao EC. Foi encontrado que a adigdo de melatonina no meio de maturacdo de
odcitos incubados a 41,5°C foi capaz de aliviar os efeitos do estresse sobre a producdo de
blastocisto.
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CONCLUSOES

O estresse térmico por calor induziu alteragdes morfofuncionais em embrides bovinos
provenientes de o0citos ou embrides expostos ao calor excessivo, resultando em alteragdo nos
estoques intracitoplasmaticos de lipideos, bem como no numero e na atividade mitocondrial. O
estresse térmico por calor induz ainda a alteracdes ultraestruturais em mitocondrias, que justificam a
alteracdo de funcionalidade das mesmas. O ovdcito imaturo € o estddio mais sensivel aos efeitos
deletérios do choque térmico, apresentando ndo so6 alteragdes morfolégicas e metabdlicas, mas, em
associacdo aos demais achados, apresentou reducdo significativa na producdo e da eclodibilidade

embrionéria.
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8. CAPITULO IV -

APOPTOSE E ULTRAESTRUTURA DE EMBRIOES PRODUZIDOS IN VITRO APOS
EXPOSICAO A CHOQUE TERMICO NAS FASES PRE-MATURACAO, MATURACAO
OOCITARIA E DE BLASTOCISTO
Ana Carolina Leite, Luciano de Rezende Carvalheira, Philipe Pimenta Nunes, Eliane Beatriz da
Silva Magalhaes, Luiz Sérgio de Almeida Camargo, Alan Maia Borges

RESUMO

O presente trabalho objetivou estudar os efeitos da exposicdo de odcitos e embrifes bovinos ao
choque térmico, sobre apoptose e ultraestrutura celular. Odcitos e embrides bovinos, divididos em
cinco tratamentos, foram submetidos a estresse térmico por calor (EC) por elevacdo da temperatura
de incubacdo, em diferentes estadios de desenvolvimento. No Controle, o6citos e embrides foram
cultivados a 38,5°C durante todas as etapas da producdo in vitro de embrides (PIVE). No tratamento
vesicula germinativa (VG), odcitos foram mantidos por 12 horas em estadio de vesicula
germinativa, por inducdo farmacolégica com Butirolactona-1 (BUT-I) e, em seguida, foram
submetidos a PIVE em condices convencionais de temperatura (38,5°C). No tratamento VGEC,
o6citos mantidos em vesicula germimativa foram expostos a choque térmico (41°C por 12h) durante
a pré-maturacdo e, em seguida, submetidos a PIVE convencional. No tratamento MIVEC os 00citos
foram submetidos a choque térmico durante as primeiras 12 horas de maturacdo (41°C por 12h
seguido de 38,5°C por 12h) e, em seguida, submetidos a fecundacéo e cultivo em condicdes de
termoneutralidade (38,5°C). No tratamento D7EC foram submetidos as 12h de choque térmico
embrides de 144 horas de pds-inseminagdo, em seguida foram submetidos a 12h de cultivo em
condicBes convencionais de temperatura. VGEC apresentou reducdo de células do embrioblasto,
sendo que os demais tratamentos foram semelhantes ao Controle (P>0,05; n° de células do
embrioblasto em VGEC foi de 47,0 enquanto o Controle apresentou 65,4, VG 59,1, MIVEC 62,7 e
D7EC 73,9). A incidéncia de apoptose das células embrionarias também nédo diferiu entre os
tratamentos. Blastocistos provenientes de oo0citos ou embrides estressados pelo calor apresentaram
alteragdes ultraestruturais importantes em mitocondrias, microvilosidades, apresentando aumento de
vacuolizacgBes citoplasmaticas e do numero de corpos apoptoticos. Nos parametros relacionados
com producdo e sobrevivéncia embrionaria, oocitos submetidos ao estresse térmico por calor
apresentaram reducdo de clivagem (84,1% em VGEC, 88,7% em MIVEC, enquanto Controle
apresentou clivagem de 93,9% e D7EC de 94,5%) e de producdo de embrido (taxa de producgéo de
embrido em relacdo ao total de odcitos de 16,1% para o tratamento VGEC e 42,5% para Controle,
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44,1% para D7EC e 38,6% para MIVEC), em relagédo ao Controle (P<0,05). Adicionalmente, o
tratamento VGEC apresentou reducdo da taxa de eclosdo embrionaria, em relacdo aos demais
tratamentos (P<0,05; VGEC 44,2%, Controle 62,4%, VG 56,2%, MIVEC 62,2% e D7EC 61,5%).
Conclui-se gque odcitos imaturos sdo altamente susceptiveis aos efeitos deletérios da exposicdo a
temperaturas elevadas, apresentando ndo somente alteracdes estruturais como também alteracdo de
desenvolvimento. J& embrifes bovinos, apesar de ndo apresentarem alteracdes de desenvolvimento
no periodo avaliado, foi identificado importantes alteracGes em organelas essenciais para o

crescimento e implantacdo embrionaria.

Palavras-Chave: estresse térmico por calor, apoptose embriondria, ultraestrutura embrionéria,

perda embrionaria.
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ABSTRACT

The present work aimed to study the effects of exposure of bovine oocytes and embryos to thermal
shock on cell apoptosis and cell ultrastructure. Bovine oocytes and embryos, divided into five
treatments, were submitted to heat stress (HS) by increasing incubation temperature at different
developmental stages. In Control, oocytes and embryos were cultured at 38.5°C during all stages of
IVEP. In the germinative vesicle (VG) treatment, oocytes were maintained for 12 hours in
germinative vesicle stage by pharmacological induction with Butyrolactone-1 (BUT-1) and then
underwent in vitro embryo production (IVEP) under conventional temperature conditions (38.5°C).
In VGEC treatment, oocytes kept in germinative vesicle stage were exposed to heat shock (41°C for
12h) during pre-maturation and then submitted to IVEP under conventional temperature conditions
(38.5°C). In the MIVEC treatment, the oocytes were subjected to heat shock during the first 12
hours of maturation (41°C for 12h followed by 38.5°C for 12h) and then subjected to fertilization
and cultivation under conditions of thermoneutrality (38.5°C). In the D7EC treatment embryos were
subjected to 12 h of heat shock after 144 hours post-insemination, then they were subjected to 12 h
of culture under conventional temperature conditions. VGEC showed reduction of embryoblast
cells, unlike the other treatments were similar to the Control (P> 0.05; number of embryoblast cells
in VGEC was 47.0 while the Control presented 65.4, VG 59.1, MIVEC 62.7 and D7EC 73.9). The
incidence of apoptosis of embryonic cells did not differ between treatments. Blastocysts from
oocytes or embryos stressed by heat showed significant ultrastructural changes in mitochondria and
microvilli, with an increase in cytoplasmic vacuolations and the number of apoptotic bodies. In the
parameters related to embryonic production and survival, oocytes subjected to heat stress showed a
reduction in cleavage (84.1% in VGEC, 88.7% in MIVEC, while Control showed a cleavage index
of 93.9% and D7EC of 94.5 %) and embryo production (embryo production rate in relation to total
oocytes was 16.1% for VGEC treatment and 42.5% for Control, 44.1% for D7EC and 38.6% for
MIVEC) , in relation to the Control (P &It;0.05). Additionally, the VGEC treatment showed a
reduction in the embryonic hatching rate, in relation to the other treatments (P &It;0.05; VGEC
44.2%, Control 62.4%, VG 56.2%, MIVEC 62.2% and D7EC 61.5%). It follows that immature
oocytes are highly susceptible to the deleterious effects of exposure to elevated temperatures,
presenting not only structural changes, but also developmental changes. In contrast, bovine
embryos, despite not showing developmental changes in the evaluated period, there was identified

important changes in organelles essential for embryonic growth and implantation.

Keywords: heat stress, embryonic apoptosis, embryonic ultrastructure, embryonic loss.
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INTRODUCAO

O clima é um dos componentes ambientais que mais interfere no bem-estar animal,
representando fator determinante da producdo e produtividade dos rebanhos bovinos (Pereira,
2005). A percepcao do calor externo é resultado da combinacdo de temperatura ambiental com a
umidade relativa do ar, algumas vezes associada a radiacdo solar e velocidade do vento, que
determina a sensacdo de desconforto ou conforto térmico. Ambientes quentes e umidos podem
afetar de maneira adversa a producdo animal, em resposta a efeitos da alta temperatura do ar,
diminuindo a ingestdo de alimentos, o ganho de peso (Allen et al., 1963; Rhoads et al., 2009;
Wheelok et al., 2010; Baumgard e Rhoads, 2012), a resisténcia a doencas (Baumgard et al., 2015) e
a fertilidade dos animais (Berman et al., 1985; Zeron et al., 2001; Al-Katanani et al., 2002a; Al-
Katanani et al., 2002b; Sartori et al., 2002; West et al., 2003; Stewart et al., 2011). A reducdo de
producdo e das taxas de concepcao, durante a época do ano de temperatura mais elevada, é um
problema de extensdo mundial ja que, até mesmo em regides de clima temperado, durante o verao,
as temperaturas se elevam acima da zona de termoneutralidade para vacas leiteiras (Veissier et al.,
2018).

Durante os meses quentes do ano é observada queda acentuada na taxa de concepgdo de
vacas e novilhas. Foi demonstrado que vacas com paricdo em meses mais quentes apresentam
periodos de servico mais longos, quando comparadas aquelas que pariram em meses mais frios. Isto
ocorre devido a reducdo na competéncia do odcito em se desenvolver em embrido, assim como o
aumento das taxas de morte embrionaria quando a vaca é submetida ao estresse térmico (Zeron et
al., 2001).

Acredita—se que a morte embrionaria ocorra em resposta aos efeitos adversos da elevacao da
temperatura corporal materna, interferindo tanto na fungcdo ovariana quanto uterina (Sakatani et al.,
2012). Entretanto, ainda ndo se sabe ao certo qual o fator ou quais os fatores que determinam o

sucesso do estabelecimento da gestagdo em fémeas submetidas a estresse térmico por calor.

Tendo em vista 0 impacto da pecuaria para a economia brasileira, € importante conhecer
melhor quais sdo os fatores limitantes para a producdo e sobrevivéncia do concepto bovinos,
visando incrementar os indices reprodutivos dos rebanhos, bem como desenvolver estratégias para
melhorar a sobrevivéncia embrionaria. O presente trabalho propde estudar efeitos da exposicdo de
odcitos imaturos, de oocitos durante a maturacdo e de blastocistos as elevadas temperaturas in vitro

sobre a taxa de fragmentacdo de DNA e ultraestrutura das células embrionarias.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratdrio de Produgdo in vitro de Embrides da Escola de
Veterinaria da UFMG, durante o periodo de fevereiro de 2018 a outubro de 2019. Todos os
procedimentos adotados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG
(Protocolo n® 129/2017). Todos os reagentes que serdo utilizados nesse experimento serdo
adquiridos da Sigma® Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), a ndo ser que seja especificado.

Foram utilizados o0citos obtidos de ovarios provenientes de fémeas bovinas, coletados em
abatedouro da regido metropolitana de Belo Horizonte, com habilitacdo de inspecéo federal. Nao foi
realizada coleta de ovarios nos meses mais quentes do ano (de novembro a fevereiro), para eliminar

qualquer efeito sazonal nos odcitos.

Os ovarios coletados foram transportados até o laboratorio em solucdo fisiologica (0,9% de
NaCl) aquecida entre 30 e 35°C, em tempo ndo superior a quatro horas apds o término do abate. Os
foliculos com didmetro entre 3 e 8mm foram puncionados com o auxilio de seringa e agulha
descartaveis e, em seguida, os complexos cumulus oophorus (CCOs) presentes no liquido folicular
foram rastreados e classificados em relacdo a qualidade do citoplasma (homogeneidade, coloragéo e
presenca de granulacGes) e numero de camadas de células do cumulus, com auxilio de um

microscépio estereoscépico.

Os CCOs selecionados para a maturagdo foram lavados em meio TCM-199 Hepes (Gibco®
Life Techonologies, Grand Island, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB -
Gibco® Life Techonologies, Grand Island, USA), 83,4ug/mL de amicacina, e 22ug/mL de piruvato,
e sequencialmente foram distribuidos em cinco grupos: Controle, no qual o6citos e embriGes foram
cultivados a 38,5°C durante todas as etapas da producdo in vitro de embrides (PIVE); Vesicula
germinativa (VG), no qual os odcitos foram mantidos por 12 horas em estadio de vesicula
germinativa, por inducdo farmacoldgica com Butirolactona-1 (BUT-I; Enzo® Life Sciences, PA,
USA - ML-CC210-1000) e, em seguida, foram submetidos a PIVE em condigdes convencionais de
temperatura (38,5°C); VGEC, no qual os o06citos mantidos em vesicula germinativa foram expostos
a choque térmico (41°C por 12h) durante a pré-maturacdo e, em seguida, submetidos a PIVE em
condi¢Bes convencionais de temperatura (38,5°C); no MIVEC, os odcitos foram submetidos a
choque térmico durante a maturacdo (41°C por 12h seguido de incubacdo a 38,5°C por 12h) e, em
seguida, submetidos a fecundacdo e cultivo em condi¢des convencionais de temperatura; e D7EC,
no qual foram submetidos a choque térmico blastocistos de 144 horas de desenvolvimento pos-

inseminacao, sendo que o restante do cultivo realizado em condi¢fes convencionais de temperatura.
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Para a fecundacdo in vitro (FIV) utilizou-se sémen de touro da raga Holandesa, previamente
avaliado quanto a fertilidade em sistemas de producdo in vitro. A selecdo de espermatozoides
viaveis para a FIV foi realizada utilizando-se o método do gradiente descontinuo de Percoll e o
pellet resultante da centrifugacédo foi lavado em meio de capacitacdo espermatica (TALP), tendo a
concentraco ajustada para 1 x 108 espermatozoides/mL. O meio de FIV utilizado foi constituido
por FERT-TALP (Parrish et al., 1995) suplementado com amicacina (83,4pg/mL), penicilamina
(27ug/mL), hipotaurina (1pg/mL), epinefrina (0,3pg/mL), albumina sérica bovina (5ug/mL),
piruvato (22ug/mL) e heparina (10pug/mL). Os CCOs foram fecundados e incubados nas mesmas

condicbes da M1V, por um periodo de 10 horas, sendo o dia da fecundacao considerado o DO.

Apo6s a FIV, os zigotos foram debridados das células do CCOs e, em seguida, foram
submetidos ao cultivo in vitro (CIV), em meio Synthetic Oviduct Fluid Medium (SOFaa)
suplementado com 0,5% de albumina sérica bovina (BSA) e 2,5% de soro fetal bovino (SFB). No
D3 foi avaliada a taxa de clivagem, no D7 foi avaliada a producdo de blastocistos de cada
tratamento, e no D8 foi avaliado a sobrevivéncia embrionaria mensurada pelo niamero de embrides

eclodidos da zona pelucida.

Avaliacdo do nimero total de células embrionarias e da taxa de apoptose celular

Para determinacdo do nimero de células embrionarias que apresentavam fragmentacdo do
DNA foi realizado o teste TUNEL (Terminal Deoxinucleotil Transferase Uracil Nick End
Labeling). A fragmentacdo do DNA foi avaliada como indicador de apoptose em células
embrionarias, utilizando o Kit comercial Dead End Fluorimetric TUNEL System (Promega®,
Madison, WI, USA). No D7 do cultivo, para cada rotina de producdo de embribes, quinze
blastocistos bovinos provenientes dos cinco tratamentos foram fixados em formaldeido 4%. O teste
para avaliacdo da apoptose foi realizado de acordo com as recomendacdo descritas no Kit.
Primeiramente, os embrides sdo permeabilizados em solugdo DPBS acrescida de 0,2% de Triton X-
100, e incubados em gotas de tampdo de equilibrio, mix de nucleotideos, enzima rTdT e corante de
fluoresceina—12-dUTP, que cora 0 DNA fragmentado. Na etapa subsequente, os embriGes foram
transferidos para lamina, corados com Hoechst 33342 em glicerol e recobertos com cover slip.
Todos os blastbmeros embrionarios marcados pelo Hoechst sdo corados em azul, sendo
visualizados em filtro de 460nm em microscopio de fluorescéncia. As células embrionarias em
apoptose foram identificadas no filtro de 520 + 20nm, corando-se de cor verde pela fluoresceina. As
laminas foram observadas em microscopio de epifluorescéncia Leica DM4000 B (Leica®

Microsystems versdo 4.8.0, Suica). A quantificacdo das células embrionérias totais, niumero de
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celulas do trofoblasto, do embrioblasto e de células apoptdticas foi realizado no software IMAGE J
1.41.

Microscopia eletronica de transmissao - MET

Para avaliacdo das alteracfes ultraestruturais em embrides bovinos submetidos a estresse
térmico por calor, cinco embriGes de sete dias de desenvolvimento de cada tratamento experimental
foram fixados em glutaraldeido 2,5% para serem preparados para a microscopia eletrdnica de
transmissdo. Apos a fixacdo primaria, foi realizada a fixacdo secundaria em tetroxido de 6smio
(Os0s4) 1% e KFeCN 1,5%. Em seguida, os embrides foram contrastados em acetato de uranila
0,5% e desidratados em concentracGes crescentes de alcool etilico a 70%, 80%, 90%, 95% e 100%

e, posteriormente, em acetona.

Apbs a desidratacdo, foi realizada a primeira infiltracdo pela substituicdo da acetona por
solucdo de Araldite e acetona na proporc¢édo de 1:1, onde as estruturas foram mantidas por 24 horas.
Na sequéncia, essa mistura foi substituida por resina pura. Se¢6es semifinas foram coradas com azul
de toluidina e examinadas em microscdpio Optico para selecionar as areas destinadas a preparagdo
das telas de microscopia eletronica (Figura 1). Se¢6es ultrafinas foram contrastadas com acetato de
uranila 3% e citrato de chumbo 1% para a preparacdo das telas de microscopia eletronica. As
observacdes ultraestuturais dos embrides foram feitas com o Microscopio Eletrdnico de
Transmissdo Tecnai G2-12 — SpiriBiotwin FEI -120kV. A preparagdo e imageamento das amostras
foram realizadas em parceria com o Centro de Microscopia Eletronica da UFMG.

Figura 1. Cortes semi-finos de embrides bovinos corados em azul de toluidina para preparacdo do material

destinado a microscopia eletrénica de transmissao.
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Analises estatisticas

O experimento seguiu delineamento inteiramente ao acaso. Os grupos de odcitos foram
considerados unidades experimentais. Os resultados de taxas de clivagem e de producdo de
embrido, segundo rotina laboratorial, foram considerados réplicas, enquanto as avaliacbes do
numero de células embrionédrias totais e numero de ceélulas apoptoticas e ultramicroscopia
embrionaria foram analisadas para embrido separadamente. Para ultramicroscopia embrionaria foi
realizada analise descritiva dos principais achados. As varidveis quantitativas foram inicialmente
submetidas aos testes Kolmogorov-Smirnov e Cochran e Berttlet para verificacdo da normalidade e
homogeneidade das variancias. As variaveis submetidas a analise de variancia foram posteriormente
avaliadas por teste de comparacfes multiplas de médias, utilizando-se nivel de significancia de 5%.
O programa de estatistica utilizado para comparacdo dos resultados obtidos no presente trabalho foi
o GraphPad Instat® 3.0. Para os resultados de embrides clivados, producio de embrides em relagio
ao total de clivados, e producdo de embribes em relacdo ao total de odcitos inseminados foi
utilizado o teste Qui-quadrado. Para comparacdo do numero células do trofoblasto e da massa
celular interna de embribes dos diferentes tratamentos experimentais foi utilizado o teste Scott-
Knott.

RESULTADOS

A contagem do nimero de células positivas no teste de TUNEL foi utilizada para mensurar a
fragmentacdo de DNA nuclear, que é correlacionada com a taxa de morte celular programada

(apoptose), parametro utilizado como critério para definir a qualidade embrionaria (Figura 2).
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Figura 2. Blastocistos bovinos produzidos in vitro. Fotomicrografias representativas de microscopia de
fluorescéncia de embrifes bovinos corados com Hoechst 33342 e TUNEL. (A) Contagem dos nucleos
celulares marcados com Hoechst (azul); (B) Marcacdo de células com fragmentagdo do DNA nuclear com o
TUNEL (verde).

No presente estudo foi encontrado que ovécitos imaturos submetidos a estresse térmico por
calor (VGEC) produziram embrides com ndmero total de células embrionarias reduzidas.
Adicionalmente, foi observado reducdo das células do trofoblasto e do embrioblasto em relagdo ao
Controle (P<0,05). Os tratamentos que foram induzidos ao choque térmico, durante a maturacdo
(MIVEC) e na fase embrionaria (D7EC), apresentaram numero total de células embrionarias e
nimero de células do embrioblasto semelhantes ao Controle (P>0,05), porém, foi encontrado

aumento de células do trofoblasto nos embriGes dos tratamentos supracitados (P<0,05; Tabela 1).
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Tabela 1. NUmero total de células embrionarias, nimero de células do trofoblasto, nimero de células do
embrioblasto e porcentagem de blastdmeros positivos para o teste de TUNEL (células apoptéticas) em
blastocistos expandidos produzidos in vitro a partir de oécitos maturados ou embrides mantidos a 38,5 ou
41°C.

Células Células Células
Total células trofoblasto - n embrioblasto - n apoptaticas - n

Tratamento n  embrionérias (n) (%) (%) (%)

Controle 21 109,7a, b 44,3 (40,4%) a 65,4 (59,6%) a 5,7 (5,2%)
VG 17 91,44a,b 32,4 (35,4%) b 59,1 (64,6%) a 7,5 (8,2%)
VGEC 20 79,3b 32,3 (40,8%) b 47,0 (59,2%) b 9,7 (12,2%)
MIVEC 19 106,54, b 43,8 (41,1%) a 62,7 (58,9%) a 7,5 (7,1%)
D7EC 18 1215a 47,6 (39,2%) a 73,9 (60,8%) a 10,3 (8,5%)

Dados foram expressos em porcentagem (nimero embrides classificados/total analisados).

Controle - o6citos submetidos a maturacdo in vitro em condicGes convencionais; vesicula germinativa -
oocitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas, seguido de matura¢do convencional; VGEC -
odcitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas e expostos a estresse térmico por calor (EC) durante
a pré-maturacdo; MIVEC — odcitos submetidos a estresse térmico por calor por 12 horas durante a
maturacdo; D7EC - embribes produzidos em condi¢des convencionais e submetidos a altas temperaturas por
12 horas as 144 horas de desenvolvimento pds-inseminacao.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas entre si (P<0,05), de acordo com o teste Newman
Keuls para nimero total de células embrionérias, e teste Scott-Knott para nimero de células do trofoblasto e

ndmero de células do embrioblasto.

Em relacdo a fragmentacdo de DNA, o numero de células embrionarias marcadas pelo
TUNEL foi semelhante nos conceptos pré-expostos ou ndo ao calor excessivo (P>0,05), conforme

pode ser observado na tabela 1.

A microscopia eletrbnica de transmissdo foi realizada para detalhar as alteragdes das
estruturas celulares que interferem com o desenvolvimento embrionario. A figura 6 apresenta
eletromicrografias de embrides bovinos produzidos em condi¢Ges convencionais de temperatura
(38,5°), a partir de oocitos submetidos a producéo in vitro de embrides (PIVE) imediatamente ap0s
a aspiracao dos ovarios (Controle), ou a partir de odcitos que foram mantidos imaturos por 12 horas,
por meio da inibicdo farmacoldgica da maturacdo pela Butirolactona-1 (VG) e, em seguida, foram
submetidos a PIVE. Os blastdmeros embrionarios, conforme mostra a figura 6A, apresentam

nucleos com dupla membrana nuclear. Foram encontradas numerosas estruturas mitocondriais
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3305 maduras na regido perinuclear, além de algumas mitocondrias imaturas ou em desenvolvimento,
3306 adotando-se a classificagdo de maturidade mitocondrial proposta por Crosier et al. (2001). Na figura
3307 6A’ observa-se mitocondrias alongadas, apresentando inUmeras cristas internamente. Observa-se
3308 também mitocondria imatura, grande, com formato arredondado e com cristas restritas a regido
3309 periférica. O citoplasma das células embrionérias, produzidas em condi¢des de termoneutralidade, é
3310 rico em organelas como complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, ribossomos, mitocéndrias e
3311  vesiculas de secrecdo, enquanto que nos demais tratamentos, o citoplasma das células embrionérias

3312  apresentava basicamente nucleo e mitocondrias (Figuras 4, 5 e 6).

3313 Figura 3. Eletromicrografia de blastocistos bovinos produzidos in vitro em condigfes
3314  convencionais de temperatura (38,5°C) — tratamentos Controle e VG. (N) Nucleo; (*) Membrana
3315  nuclear; (M) Mitocondria madura; (m) Mitocondria imatura; (R) Ribossomos; (CG) Complexo de
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Golgi; (RER) Reticulo endoplasmatico rugoso; (VS) vesicula de secrecdo; (MI) Microvilosidades;
(EP) Espaco perivitelinico; (ZP) Zona pelucida. A: mitocdndrias arredondadas perinucleares; A’:

citoplasma rico em organelas; A’’: microvilosidades e espaco perivitelinico.

Na regido do trofoblasto, as células embrionérias do grupo Controle (Figura 3) apresentavam
alta densidade de microvilosidades que encontravam justapostas com a zona pellcida,

caracterizando reduzido espaco perivitelinico.

No tratamento VGEC no qual os ovdcitos imaturos foram expostos ao calor excessivo, 0s
embrides produzidos a partir destes ovocitos apresentaram condensacdo da cromatina na regido
central, mitocondrias perinucleares esparsas, sendo essas predominantemente imaturas, pequenas,
arredondadas e com degeneracdo das cristas mitocondriais (Figura 4B). O citoplasma dos
blastbmeros apresentava grande quantidade de vesiculas, grandes e pequenas. Também, foram
encontradas goticulas de lipideos intracitoplasméticas. Muitas mitocéndrias apresentavam-se com
degeneracdo das cristas, edemaciadas e envoltas por grandes vacutolos.

Em relacdo as microvilosidades, os embrides apresentavam reducdo da densidade de

microvilosidades e aumento do espaco perivitelinico.

Na Figura 4, além dos achados descritos para a figura 3, observou-se presenca de corpos
apoptoticos no citoplasma e internamente as mitocondrias, na matriz mitocontrial (figura 4C’), além
de células e corpos apoptéticos extrusos no espaco perivitelinico (figura 4C”’”). No trofoblasto

observou-se intensa reducdo de microvilos, associado ao aumento do espaco perivitelinico.
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Figura 4. Eletromicrografia de blastocistos bovinos produzidos in vitro ap6s exposi¢do de odcitos imaturos
ao calor ambiental excessivo (41°C por 12 horas) — tratamento VGEC. (N) Nucleo; (Bc) Blastocele; (m)
Mitocondria imatura; (me) Mitocondria edemaciada; (V) Vacutolo; (L) Goticula lipidica; (R) Ribossomos;
(CG) Complexo de Golgi; (RER) Reticulo endoplasméatico rugoso; (VS) vesicula de secrecdo; (Mi)

Microvilosidades; (EP) Espaco perivitelinico; (REL) Reticulo endoplasmatico liso.

No tratamento MIVEC (Figura 5), debris celulares apresentados na forma eletron-densa
residiam no espaco intercelular. Vesiculas pequenas e revestidas para endocitose e exocitose foram
observadas proximas a membrana do blastbmero. Quando comparadas com o grupo Controle, foram
encontradas numerosas mitocondrias degeneradas apresentando matriz eletron-densa na periferia e,
no centro, cristas e matriz degeneradas. A distribuicdo das microvilosides e de seus microfilamentos
na membrana dos blastdmeros mostrou-se relativamente diminuida, quando comparada ao grupo
Controle.
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3355  Figura 5. Eletromicrografia de blastocistos bovinos produzidos in vitro apos exposi¢do de odcitos ao calor
3356  ambiental excessivo (41°C por 12 horas) durante as 12 horas iniciais da maturacdo — tratamento MIVEC. (N)
3357  Nucleo; (Bc) Blastocele; (m) Mitocéndria imatura; (me) Mitocondria edemaciada; (mca) Mitocéndria com
3358  corpo apoptético; (CA) Corpos apoptoticos; (V) Vacuolo; (L) Goticula lipidica; (R) Ribossomos; (CG)
3359 Complexo de Golgi; (RER) Reticulo endoplasméatico rugoso; (VS) vesicula de secrecdo; (Mi)
3360  Microvilosidades; (EP) Espago perivitelinico; (REL) Reticulo endoplasmatico liso.

3361

3362

3363 Nos embriBes estressados no sétimo dia de desenvolvimento também foram encontradas
3364  inUmeras vesiculas e corpos apoptéticos no citoplasma das células (Figura 6). As vesiculas menores
3365  concentravam-se na periferia do blastdmero, sendo essa evidéncia mais comum de encontrar nas
3366  células do trofoblasto (Figura 6D’).
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Figura 6. Eletromicrografia de blastocistos bovinos expostos ao calor ambiental excessivo (41°C por 12
horas) as 144 horas de desenvolvimento pés-inseminacdo — tratamento D7EC. (N) Nucleo; (Bc) Blastocele; (m)
Mitocondria imatura; (me) Mitocéndria edemaciada; (mca) Mitocdndria com corpo apoptético; (mV)
Mitocdndrias com vacuolos; (CA) Corpos apoptoticos; (V) Vacuolo; (L) Goticula lipidica; (R) Ribossomos;
(CG) Complexo de Golgi; (RER) Reticulo endoplasméatico rugoso; (VS) vesicula de secrecdo; (Mi)

Microvilosidades; (EP) Espaco perivitelinico; (REL) Reticulo endoplasmatico liso.

Para mensurar o efeito de estresse térmico por calor na producdo e sobrevivéncia
embrionaria ap0s exposicdo de odcitos ou embrifes ao calor excessivo, avaliou-se a taxa de
clivagem, taxa de produgdo de embrido e taxa de eclosdo embrionéria (Tabela 2). O grupo VGEC
foi o tratamento mais afetado pelo estresse térmico por calor, apresentando reducdo tanto da
producdo embrionaria quanto da sobrevivéncia, avaliada por meio da taxa de eclosdo (P<0,05), em

relacdo aos demais tratamentos.
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Tabela 2. Efeito da exposicdo de gametas e embrifes bovinos, em diferentes estadios de desenvolvimento, a

estresse térmico por calor in vitro, sobre os parametros relacionados com o desenvolvimento embrionario.

Total de Taxa de Taxa producdo Taxa producdo Taxa de eclosdo
odcitos (n)  clivados (%) embrido/clivados embrido/total (%)

CONTROLE 741 93,9% a 45,3% a 42,5% a 62,4% a
VG 629 88,6% b,c 30,7% b 27,2% c 56,2% a
VGEC 666 84,1%c 19,1%¢c 16,1% d 44.2% b
MIVEC 697 88,7% b 43,5% a 38,6% a,b 62,2% a
D7EC 621 94,5% a 46,7% a 44,1% a 61,5% a
Total 3354 90,0% 37,6% 40,1% 57,3%

Dados foram expressos em porcentagem (nimero odcitos ou embrides classificados/total analisados).
Controle - o6citos submetidos a maturacdo in vitro em condicGes convencionais; vesicula germinativa -
oocitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas, seguido de matura¢do convencional; VGEC -
odcitos mantidos em vesicula germinativa por 12 horas e expostos a estresse térmico por calor (EC) durante
a pré-maturacdo; MIVEC — odcitos submetidos a estresse térmico por calor por 12 horas durante a
maturacdo; D7EC - embrides produzidos em condi¢es convencionais e submetidos & altas temperaturas por
12 horas as 144 horas de desenvolvimento pds-inseminacao.

Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas entre si (P<0,05), de acordo com o teste
Qui-Quadrado.

DISCUSSAO

As duas primeiras semanas pds-inseminacdo representam o periodo mais critico para a
manutencdo da gestacdo em bovinos, pois € o periodo no qual a porcentagem de perdas
embrionarias é mais elevada (Diskin et al., 1980; Hansen, 2011; Spencer, 2013). O periodo pré-
implantacdo embrionaria particularmente parece ser o mais sensivel a danos celulares, pois apds a
fase embrionaria ocorre reducgdo significativa das perdas (King, 1991). A hipdtese mais aceita e
testada na literatura € de que o aumento das perdas embrionarias, observada nas épocas mais
quentes do ano, ocorre em decorréncia do aumento de apoptose celular e de falhas no
reconhecimento materno da gestagéo e na implantagdo, causada pela alteracdo na expressdo de

genes relacionados com a sobrevivéncia embrionéria e placentacao.

Conforme proposto no presente estudo, para mensurar 0 potencial de sobrevivéncia
embrionaria, € importante contabilizar o numero total de blastdmeros integros e fragmentados.
Blastocistos com maior nimero de células sdo mais propensos a implantacdo, evoluindo para

gestacdo bem-sucedida que culmina no nascimento de maior nimero de descendentes vivos (Van
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Soom et al., 1997). Por outro lado, blastocistos com nimero reduzido de células tém incidéncia
variavel de fragmentacdo do DNA que, quando excede determinado limiar, € prejudicial para o
desenvolvimento embrionario (Hardy, 1999), resultando na eliminacdo do concepto nao-viavel
(Byrne et al., 1999). A avaliacdo do numero de blastbmeros em morte celular programada é um

critério amplamente utilizado para avaliar a qualidade embrionéria (Gutierréz et al., 2012).

Foi relatado que a incidéncia de morte celular pode ser modulada por fatores ambientais
como o calor excessivo (Betts e King, 2001). O estresse térmico por calor induz a apoptose e
necrose celular mediadas pela via mitocondrial de morte celular, verificando-se diminuicdo da
propor¢do Bcl-2/Bax, diminuicdo do potencial de membrana e edema mitocondrial, aumento
acentuado da atividade de caspase-3 e danos ao DNA (Du et al., 2008). Diferentemente do
esperado, no trabalho ndo foi encontrada diferenca na taxa de fragmentacdo de DNA nos diferentes

tratamentos analisados (P>0,05).

Iwasaki e colaboradores (1990) propuseram uma forma objetiva de avaliar a qualidade
embriondria a partir da propor¢do do numero de células do embrioblasto, em relagdo ao total de
células embrionéarias. Segundo os autores, embrides de boa qualidade sdo aqueles que apresentam
essa proporcdo entre 40 e 60. No presente estudo apenas os tratamentos vesicula germinativa e

D7EC apresentaram a proporcao proposta ligeiramente superior a 60.

Alteracbes morfolégicas e cromossdmicas que ocasionam anormalidades no
desenvolvimento embrionario ou disfuncdes placentarias também sdo causas importantes de perdas
embrionarias (Tveden-Nyborg et al., 2005; Alexopoulus et al., 2008; Zhou et al., 2008). Alguns
autores realizaram avaliacBes da ultraestrutura de odcitos e embriGes bovinos visando explorar,
minunciosamente, a estrutura de algumas organelas celulares, na tentativa de explicar falhas para
atingir o estadio de blastocisto ou completar a fase embrionaria (Fair et al., 2002; Oliveira et al.,
2012, 2015; Cavusoglu et al., 2016).

A exposicdo de embribes a alguma fonte de estresse pode afetar de forma adversa a
qualidade embrionéria, interferindo com a viabilidade dos mesmos. Cavusoglu et al. (2016)
associaram alguns achados de alteragdes ultraestruturais com a reducdo do potencial de
sobrevivéncia embrionaria, apos a exposicao a fonte de estresse térmico. Nos embrides com menor
capacidade de desenvolvimento foi encontrado aumento de degeneragdo mitocondrial, diminuicao
da integridade das membranas nuclear e citoplasmatica, reducdo da espessura e integridade da zona

pellcida e danos ao citoesqueleto (Cavusoglu et al., 2016).
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O presente trabalho foi o primeiro a apresentar uma avaliacdo detalhada das alteracdes da
ultraestrutura embriondria em embriGes bovinos pré-implantacdo (estddio de blastocisto),
produzidos a partir oocitos e embrides submetidos a estresse térmico por calor in vitro. Dentre as
alteracBes ultraestruturais, resultantes da hipertermia, que podem ser encontradas nas celulas
embrionarias, destaca-se cromatina condensada na periferia da borda nuclear, presenca de corpos
apoptdticos, mitocéndrias edemaciadas e com vacuolos, presenca de lisossomos proximos as
mitocéndrias, e diminuicdo de reticulo endoplasmatico rugoso (Du et al., 2008). Nesse trabalho
foram encontrados achados semelhantes em blastocistos pré-expostos ao calor. Conceptos
submetidos a hipertermia apresentaram acentuadas alteracdes mitocondriais, dentre elas
mitocondrias imaturas ou subdesenvolvidas, degeneracdo de cristas, edema e vacuolizacdo.
Também foram encontrados aumento de vesiculagdes, aumento do espaco perivitelinico e reducéo

de microvilosidades.

O mais intrigante desse trabalho foi 0 achado que o tratamento no qual embrides de sete dias
de desenvolvimento, no estadio de blastocisto, foram submetidos & altas temperaturas in vitro foi o
tratamento que apresentou o maior numero de alteracdes ultraestruturais. Esse achado contrapde
diversos trabalhos que afirmam que, ap6s a transicdo materno-zigética, o embrido torna-se
progressivamente mais resistente ao calor (Ealy et al., 1993; Edwards e Hansen, 1997; Stewart et
al., 2011).

As alteracGes de microvilosidades do trofoblasto, semelhante as encontradas nessa pesquisa,
estdo diretamente relacionadas a reducdo da sobrevivéncia embriondria, visto que sdo essenciais
para aumentar a area absortiva das células epiteliais. Quanto maior a densidade de microvilos,
maior é a capacidade de transporte celular (Fair et al., 2001). Portanto, conforme os achados desse
estudo conclui-se que o choque térmico ocasiona reducdo de densidade de microvilosidades
embrionarias, podendo resultar redugdo do transporte e absor¢do de substancias importantes para o

desenvolvimento embrionério.

CONCLUSOES

Choque térmico na fase de odcito diminui clivagem, produgdo de embribes e eclodibilidade de
blastocistos. O calor excessivo também interfere com a integridade de organelas essenciais para o
crescimento e implantacdo embrionaria, como as mitocondrias e microvilosidades. Embrides
aparentemente resistentes a choque térmico apresentaram alteragcbes ultraestruturais, sem

modificacdo nos indices apoptaticos.
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Efeito da adicéo do acido linoleico conjugado no cultivo in vitrode embrides F1

Holandés x Zebu na sobrevivéncia pés-vitrificacédo

[Effect of conjugated linoleic acid addition in in vitro culture medium in F1 Holstein X
Zebu embryo survival post vitrification]

A. C. Leite, V. B. Andrade, E. B. M. Silva, A. M. Borges

Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG — Belo Horizonte, MG

RESUMO

Avaliou-se o efeito da adicdo do &cido linoleico conjugado (CLA) ao meio de cultivo in
vitro na viabilidade pés vitrificacdo de embrides F1 Holandés X Zebu. Foram utilizados trés meios
de cultivo: Controle (n=340 od6citos): meio SOF e soro fetal bovino (SFB), sem o CLA; SFB+CLA
(n=359 od6citos): meio SOF, SFB e CLA; CLA (n=339 odcitos): meio SOF e CLA, sem o SFB.
Todos os blastocistos produzidos foram submetidos a vitrificacdo, pelo método de Open Pulled
Straw. Quinze blastocistos de cada tratamento foram fixados para quantificacdo lipidica por
coloragdo com Sudan Black B. Para avaliar a viabilidade embrionéria, foi observada a capacidade
de reexpanséo e eclosdo pos-aquecimento dos embrides (Controle=27; SFB+CLA=30; CLA=17).
Foram realizadas transferéncias um ou dois embrides por receptora para avaliacdo da sobrevivéncia
in vivo: T1 [receptoras que receberam um blastocisto (n=17 embrides, sendo Controle=5,
SFB+CLA=6 e CLA=6)]; T2 [receptoras que receberam dois blastocistos, (n= 54 embrides, sendo
Controle=18, SFB+CLA=14 e CLA=22)]. Nao houve diferenca nas taxas de clivagem (62,1%;
74,0%; 74,0% para Controle; SFB+CLA; CLA, respectivamente), producdo de blastocistos em
relacdo aos clivados (59,7%; 47,7%; 38,3% para Controle; SFB+CLA; CLA, respectivamente) e
producdo de blastocistos em relacdo ao total de odcitos (37,1%; 35,4%; 28,3% para Controle;
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SFB+CLA; CLA, respectivamente) (P>0,05). Houve diminuicdo de goticulas lipidicas nos embries
cultivados em meio suplementado com CLA em relagdo aos embrides cultivados na presenca do
SFB e na auséncia do CLA (P<0,05). A taxa de reexpanséo foi maior no grupo controle (70,4%) em
relacdo ao CLA (47,1%) e menor no grupo SFB+CLA (43,3%) (P<0,05). O CLA foi eficaz em
reduzir da deposicdo de lipideos intracitoplasmaticos nas células embrionarias, porém ndo houve

diferenca de viabilidade apds a desvitrificagdo dos embrides.

Palavras-chave: Acido linoleico conjugado, &cido linoleico conjugado trans-10, cis-12, CLA,

criopreservacao de embrides, vitrificacdo de embrides.
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ABSTRACT

The effect of adding conjugated linoleic acid (CLA) to the culture media on the viability
after cryopreservation of F1 Holstein X Zebu embryos was evaluated. Three different culture media
was tested: control (n = 340 oocytes): SOF medium and fetal bovine serum (FBS) without the CLA;
FBS + CLA (n = 359 oocytes): SOF, FBS and CLA; CLA (n = 339 oocytes): SOF and CLA without
the FBS. The produced blastocysts were subjected to vitrification, by the Open Pulled Straw
method. Fifteen blastocysts per treatment were fixed for lipid quantification by staining with Sudan
Black B. Embryo re-expansion and hatching capability were used to assess viability (control = 27;
FBS + CLA = 30; CLA = 17). Transfers of one or two embryos to recipients were performed to
evaluate in vivo survival: T1 [recipients that received one blastocyst (n=17 embryos, Control=5,
FBS+CLA=6 and CLA=6)]; T2 [recipients that received two blastocysts (n =54 embryos,
Control=18, FBS+CLA=14 and CLA=22)]. There was no difference in cleavage rate (62.1%; 74%;
74% for Control; FBS + CLA, CLA, respectively), blastocyst production in relation to the cleaved
structures (59.7%; 47.7%; 38 3% for Control; FBS + CLA, CLA, respectively) and blastocyst
production relative to the total oocytes (37.1%, 35.4%, 28.3% for Control; FBS + CLA, CLA,
respectively) between treatments (P> 0.05). A reduction of lipid droplets was observed in embryos
cultured in medium supplemented with CLA compared to embryos cultured in the FCS in the
absence and presence of CLA (P <0.05). The reexpansion rate was higher fin the Control group
(70.4%) compared to the CLA (47.1%) and lowest for FBS+CLA (43.3%) (P <0.05). The hatching
rates were similar among treatments, observing 42.1%; 23.1%; 25% for control; SFB + CLA; CLA
respectively (P> 0.05). Only one pregnancy was observed in early and confirmatory diagnosis,
result of a Control group embryo transfer. Although embryos cultured with CLA have shown
smaller intracytoplasmic lipid content, no difference was observed in viability following

vitrification between treatments.

Keywords: Conjugated linoleic acid, conjugated linoleic acid trans-10, cis-12, CLA, embryo

cryopreservation, embryo vitrification.
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INTRODUCAO

Atualmente, o maior obstaculo para disseminacdo da producéo in vitro de embriGes bovinos
(PIVE) é a baixa taxa de sobrevivéncia dos embrides ao descongelamento. O alto teor lipidico
citoplasmatico implica em reducdes na qualidade embrionaria e na resisténcia ao congelamento dos
mesmos (Mezzalira e Vieira, 2006; Pereira et al, 2007). A criopreservacdo de embrides e gametas
possibilita a manutencdo da viabilidade de embriGes excedentes e a utilizacdo do estro natural de
receptoras, que resulta em taxas de gestacdo mais altas do que os animais sincronizados, além de
diminuir o custo com aplicacdo de horménios (Gongalves et al., 2008). Neste contexto, sdo
realizados diversos estudos sobre criopreservagdo para o estabelecimento de protocolos eficientes
em manter a viabilidade celular. Um protocolo de criopreservacéo ideal visa atingir temperaturas

criogénicas sem danos quimicos e sem formacéo de gelo intracelular (Carvalho et al., 2011).

A vitrificacdo é a técnica de criopreservacao cujos resultados sdo 0s mais consistentes em
embrides PIVE, pois as altas velocidades de resfriamento e o tempo reduzido de exposicdo das
células embrionarias a temperaturas criticas e aos efeitos toxicos dos crioprotetores minimizam os
danos a membrana das células embrionarias (Dinnyes et al., 2000; Mezzalira e Vieira, 2006;
Goncalves et al., 2008).

Uma estratégia para se obter embriGes bovinos produzidos in vitro de melhor qualidade e
aumentar a sobrevivéncia dos mesmos pos-descongelamento seria a adicdo do &cido linoleico
conjugado trans-10, cis-12 (CLA) no meio de cultura. O CLA é um &cido graxo poli-insaturado
natural que apresenta atividade anti-arterosclerdtica, anti-obesidade e inibidora da expressdo de
genes codificadores da producdo de enzimas que estimulam a sintese de lipideos nos adipdcitos
(Mitchell e McLeod, 2008). Acredita-se que a suplementacéo de meios de cultivo in vitro com este
composto promova modificagbes na membrana do tecido adiposo e altere a expressdo de genes
relacionados com a adipogénese, diminuindo a deposi¢do de gordura intracelular nos embrides,
podendo apresentar efeitos positivos na criopreservacdo de embrides bovinos (Hochi et al., 1999,
Pereira et al., 2007; Pereira et al., 2008; Rahme, 2012).

Considerando a importancia de fémeas mesticas F1 HZ para a producéo leiteira no Brasil e
as inconsisténcias existentes na técnica de criopreservagdo de embrides bovinos produzidos in vitro,
foi avaliado o efeito da adi¢cdo do CLA no meio de cultivo in vitro como estratégia para diminuir a
quantidade de goticulas intracelulares de gordura depositadas nos embrides, de modo a melhorar
sua congelabilidade pelo processo de vitrificagéo.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Fecundacgdo in vitro de Embrides do EV-
UFMG, durante o periodo de outubro de 2012 a abril de 2014. Todos os procedimentos adotados
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG (Protocolo n® 134/2012).
Todos os reagentes utilizados no trabalho foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA), exceto quando explicitado.

Os embrides foram produzidos a partir de odcitos de ovarios de fémeas Nelore, obtidos em
matadouro, transportados até o laboratério em solucao fisioldgica (0,9% de NaCl) aquecida a 35°C,
em tempo ndo superior a quatro horas ap6s o término do abate. Os foliculos com didmetro entre 2 e
8mm foram puncionados com o auxilio de seringa e agulha descartaveis, em seguida os Complexos
cumulus-oophorus (CCOs) aspirados foram classificados de acordo com a qualidade do citoplasma
e nimero de camadas de células do cumulus (Constantinescu e Schatten, 2007). Os CCOs de graus |
e Il selecionados foram divididos aleatoriamente em trés grupos e sequencialmente foram
submetidos a maturacao in vitro (MIV) por 24 horas em estufa incubadora a 38,5°C, com 5% de
CO2 em ar atmosférico, 95% de umidade em meio base de TCM-199 bicarbonato (Gibco Life
Technologies, Grand Island, USA) acrescido de 10% de SFB, 0,5ug/mL de FSH (Folltropin-V®,
Bioniche Inc, Canadd), 5g/mL de LH (Lutropin-V®, Bioniche Inc., Canada), 10pug/ml de estradiol,
22pg/mL de piruvato e 83,4pug/mL de amicacina. Para a fecundagdo in vitro (FIV) utilizou-se
sémen de touro da raca Holandesa sexado para fémea, previamente avaliado quanto a fertilidade em
sistemas de producéo in vitro. Foi utilizado apenas um touro e uma partida de sémen durante todo o
experimento. A selecdo de espermatozoides viaveis para a FIV foi realizada utilizando-se o método
do gradiente descontinuo de Percoll e o pellet resultante da centrifugacdo foi lavado em meio de
capacitagdo espermética (TALP-SEMEN), e a concentracdo foi ajustada para 0,3 x 108
espermatozoides/mL (Xu et al., 2006). O meio de FIV utilizado foi constituido por FERT-TALP
(Parrish et al.,1995) suplementado com amicacina (83,4ug/mL), penicilamina (27ug/mL),
hipotaurina (1pg/mL), epinefrina (0,3pug/mL), albumina sérica bovina (5ug/mL), piruvato
(22pg/mL) e heparina (10pg/mL). Os CCOs foram fecundados e incubados nas mesmas condi¢des
da M1V, por um periodo de 18 a 22 horas, sendo o dia da fecundacéo considerado o D0. Os meios
de maturacdo e fecundacdo ndo diferiam entre 0s grupos experimentais, somente 0os meios de

cultivo apresentavam diferenca de composicao entre os tratamentos.

Apbs a FIV, os zigotos foram debridados das células do CCOs, utilizando-se micropipeta
automatica e, posteriormente, estes foram submetidos ao cultivo in vitro (CIV), em trés tratamentos:

meio Synthetic Oviduct Fluid Medium (SOF) suplementado com 0,5% de albumina sérica bovina
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(BSA) e 2,5% de Soro Fetal Bovino (SFB; grupo controle) (n = 340); meio SOF suplementado com
0,5% de BSA, 2,5% de SFB e 100uM de &cido linoleico conjugado (CLA; grupo SFB+CLA) (n =
359); meio SOF contendo 0,5% de BSA, 100uM de CLA e sem SFB (grupo CLA) (n = 339). No
D2 foi avaliada a taxa de clivagem. No D7 foi avaliada a producdo de blastocistos de cada
tratamento e, todos os embrides produzidos foram vitrificados, pelo método de Open Pulled Straw
(OPS), e armazenados em nitrogénio liquido a -196°C, por no minimo duas semanas, de acordo com

cada tratamento.

Os embrides selecionados para vitrificacdo foram lavados em solucdo DPBS acrescida de
5% de SFB (Holding Medium - HM) e, entdo, desidratados por um minuto em solucéo de 10% de
etilenoglicol e 10% de DMSO em HM. Posteriormente, os embrides foram desidratados novamente
em uma segunda solucdo contendo 20% de etilenoglicol e 20% de DMSO por 20 segundos e
envasados em OPS (Vajta et al., 1996).

Apos a vitrificacdo, quarenta e cinco blastocistos (quinze blastocistos de cada grupo
experimental) foram fixados para posterior quantificacdo do conteudo lipidico por coloragdo com
Sudan Black B (Merck Ag Darmstadt, Germany) conforme descrito por Sudano (2012) que esta

demonstrado na Fig. 1.

Figura 1: Quantificacdo lipidica de embriGes bovinos por coloragdo com Sudan Black B. Imagem obtida por
microscopio Optico com objetiva de 40X. (A) Embrido corado por Sudan Black B. (B) Converséo color-
threshold para quantificacdo da &rea ocupada pelas goticulas lipidicas através do software Image J (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Setenta e quatro blastocistos (sendo, Controle = 28, SFB+CLA = 29 e CLA = 17) foram
desvitrificados e cultivados em estufa incubadora a 38,5°C, com 5% de CO2 e 95% de umidade,

para avaliacdo do desenvolvimento embrionério in vitro observando-se a reexpansao e eclosdo dos
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embrides 24, 48 e 72 horas apds o inicio do cultivo. Setenta e um blastocistos (sendo, controle = 23,
SFB+CLA = 20 e CLA = 28) foram transferidos para fémeas receptoras de embri&o para avaliacdo
do desenvolvimento embrionario in vitropor meio da taxa de gestacdo. Foram realizadas
transferéncias um ou dois embrides por receptora para avaliacdo da sobrevivéncia in vivo: T1
[receptoras que receberam um blastocisto (n = 17 embrides, sendo Controle = 5, SFB+CLA =6 e
CLA =6)]; T2 [receptoras que receberam dois blastocistos, (n = 54 embrides, sendo Controle = 18,
SFB+CLA =14 e CLA =22)].

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado. Os grupos de od6citos
foram considerados as unidades experimentais. Os resultados de taxas de clivagem e blastocisto,
segundo rotina laboratorial, foram considerados como réplicas, enquanto que o teor de lipideos foi
analisado para cada embrido separadamente. Os dados foram submetidos aos testes de Kolmogorov-
Smirnov e Cochran e Barttlet para verificagdio de normalidade e homocedasticidade
respectivamente, antes de serem submetidos a analise de variancia, utilizando-se o nivel de
significancia de 5%. O programa de estatistica utilizado comparagdo dos resultados obtidos no
presente trabalho foi o GraphPad Instat. Para os resultados de embrides clivados, producdo de
embrides em relacdo ao total de clivados e producdo de embriGes em relacdo ao total de odcitos
inseminados foi utilizado o teste de Tukey. Para avaliacdo da viabilidade embrionaria in vitro, a
reexpansao e eclosdo, foi realizada andlise contingéncia pelos testes Exato de Fisher ou Qui-
quadrado, de acordo com o tamanho dos grupos amostrais (T1 vs T2/ T1 vs T3/ T2 vs T3). Os
resultados da analise lipidica foram analisados pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK) para
verificar se houve diferenca entre a area ocupada pelas goticulas lipidicas coradas pelo Sudan Black

B entre 0s grupos experimentais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca ou auséncia do soro fetal bovino e/ou do &cido linoleico conjugado trans-10, cis-
12 (CLA) no meio de cultivo de embrides ndo interferiu na clivagem embrionéaria (Tab. 1). O
mesmo ocorreu com a taxa de producdo de blastocistos avaliada no sétimo dia de cultivo

embrionario (D7) que ndo diferiu entre 0s grupos experimentais (Tab. 1).
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Tabela 1. Taxa de clivagem embrionaria, taxa de producdo de blastocistos em relacdo ao numero de
embrides clivados e taxa de producdo de blastocistos em rela¢do ao total de odcitos inseminados, de acordo

com cada grupo experimental.

Numero de Taxa de Taxa producéo Taxa producédo
Tratamento odcitos clivagem embrido/clivados embrido/total
inseminados n (%) n (%) n (%)
Controle 340 211 (62,1%) 126 (59,7%) 126 (37,1%)
SFB + CLA 359 266 (74,0%) 127 (47,7%) 127 (35,4%)
CLA 339 251 (74,0%) 96 (38,3%) 96 (28,3%)

Percentual médio de clivagem, produgdo de embrides/clivados e producao de embrido/total (P>0,05).

Pereira (2008) e Marinho (2010) demonstraram que a adicdo do CLA trans-10, cis-12 ao
meio de cultura ndo afetou a taxa de clivagem e a qualidade ou desenvolvimento para o estadio de
blastocisto, assim como foi encontrado no presente estudo. A partir desses resultados pode-se
confirmar que é possivel alcancar boas taxas de producdo in vitrode embrides utilizando-se meios

de cultivo que ndo contenham soro fetal bovino, sem prejuizo a taxa de producéo de blastocistos.

Em relacéo a taxa de clivagem na presenca ou auséncia de SFB e em meios contendo ou ndo
100uM de CLA trans-10, cis-12, Pereira (2008) e Marinho (2010) também encontraram taxas de
clivagem média proxima a 70%, j& Rahme (2012) encontrou taxas de clivagem ligeiramente
inferiores, de 46% e 51,9%, sendo que nestes trabalhos foi utilizado sémen convencional. Marinho
(2010) encontrou taxa de clivagem de 74% para embrides cultivados em meio contendo 100 uM de
CLA e clivagem superior (79%) para embrifes cultivados em 50uM de CLA. Porém em relacédo a
taxa de producdo de blastocistos a concentracdo de 100uM de CLA foi superior. Esse atraso na
clivagem de embrides cultivados na auséncia de SFB ocorre porque o SFB acelera o

desenvolvimento embrionario (Abe e Hoshi, 2003).

Rahme (2012) encontrou 24,2% de taxa de producdo de blastocisto em relagéo aos clivados
para o grupo com SFB e grupo com SFB acrescido de CLA. J& para o grupo sem SFB acrescido de
CLA verificou taxa de 15%, indicando sua menor eficiéncia na produgdo in vitro de embrides
(P<0,05). Pereira (2008) ndo observou prejuizos a producdo de embrifes em meio de cultivo
suplementado com CLA e sem SFB (23,2% = 1,3) em relacédo a producédo de embrides convencional
com SFB (22,9% = 1,5), porém comparando-se as taxas encontradas com as de Pereira (2008), entre
grupos experimentais semelhantes, as taxas de producgéo de blastocistos deste estudo, para todos os
grupos experimentais, foram superiores, pois, no trabalho comparativo, os embrides foram

criopreservados e biopsados.
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O contetdo lipidico intracitoplasméatico nos blastbmeros embrionarios, para os diferentes
grupos experimentais, foi avaliado a partir da area ocupada por gotas lipidicas marcadas pelo
corante Sudan Black B dos blastocistos submetidos a colora¢do. Houve diminui¢do de goticulas
lipidicas nos embrides cultivados em meio suplementado com CLA em relacdo aos embrides
cultivados na presenca do SFB e na auséncia do CLA (P<0,05). O grupo CLA, apresentou menor
area corada, representada por 272.554,5 pixels, referente a 22% da &rea dos embrides submetidos a
coloracdo. O grupo SFB+CLA apresentou area média ocupada pelos lipideos corados de 301.960,7
pixels, referente a 26,7% da area total dos blastocistos deste grupo. Finalmente, o teor lipidico foi
superior no grupo com SBF e sem CLA comparado aos demais grupos experimentais (P<0,05),
apresentando area média de lipideos de 413.124,9 pixels, correspondente a ocupacao de 29,6% da

area média dos blastocistos deste grupo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Batista (2009) e Rahme (2012), que
reportaram reducdo significativa na quantidade de lipideos em embriGes cultivados em meio
acrescido de SFB e CLA. Segundo Pereira et al. (2007), a presenca de CLA no meio de cultivo
embrionario leva a reducdo na expressao de enzimas que participam da sintese de acidos graxos,
como o acilglicerol 3-fosfato aciltransferase responsavel por catalisar a sintese de triglicérides,

resultando, consequentemente, em reducdo da deposic¢do lipidica nas células embrionarias.

As taxas de reexpansdo e de eclosdo foram inferiores nos grupos contendo CLA e
CLA+SFB comparadas as do grupo controle (Tab. 2). Também trabalhando com o CLA, Pereira et
al. (2008) obteve taxa de reexpansdo de 77,5% e Rahme (2012) encontrou taxa de 64,6% para
embrides cultivados com SFB + CLA. Rahme (2012) obteve taxa de reexpansdo de 71,8% em meio
contendo somente o0 CLA. Em relacdo a taxa de eclosdao em meio de cultivo com SFB + CLA,
Pereira et al. (2008) e Rahme (2012) obtiveram, respectivamente 60% e 86%. Rahme (2012) obteve

taxa de eclosdo de 56,2% em meio contendo somente o CLA.

De maneira semelhante ao encontrado no presente estudo, Batista et al. (2014) encontraram
taxas de ecloséo inferiores aos de Pereira et al. (2008) e Rahme (2012), no presente trabalho foi
observado 14% de ecloséo para o grupo controle e 16,5% para o grupo de embrides cultivados com
SFB e CLA. Diante deste resultado foi hipotetizado que a suplementagdo do meio de cultivo com o
CLA pode ter afetado os mecanismos associados com a digestdo enzimatica da zona pelicida pelo

trofoblasto, prejudicando a capacidade de eclosdo do embrido.
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Tabela 2. Taxas de reexpansdo e eclosdo dos embriGes bovinos produzidos in vitro e submetidos a

vitrificacdo no sétimo dia de cultivo, de acordo com o grupo experimental.

N° de embrides Taxas de
Tratamento reaquecidos reexpansao Taxas de eclosdo
n n (%) n (%)
Controle 27 19 (70,4%)? 8 (42,1%)
SFB + CLA 30 13 (43,3%)° 3 (23,1%)
CLA 17 8 (47,1%)° 2 (25,0%)

Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si pelo Teste Qui-Quadrado ou pelo
Teste Exato de Fisher (P<0,05).

Vajta et al. (1996), utilizando o método de Open Pulled Straw (OPS) para vitrificacdo de
embrides, obtiveram taxas de reexpansédo variando entre 81 e 92% e taxa de ecloséo entre 50 e 75%,
demonstrando que o meétodo é eficiente para vitrificar embrides produzidos em condicGes
convencionais e, portanto, os resultados encontrados para sobrevivéncia embrionaria pos

desvitrificacdo ndo estdo ligados a técnica de criopreservacdo utilizada no trabalho.

Uma possivel explicacdo para que a diminuicdo da deposicéo lipidica nos blastdmeros ndo
tenha sido referendada pelas taxas de reexpansdo e eclosdo embrionarias € que o cultivo in vitro
com altas concentracdes de CLA, durante longos periodos, pode ser prejudicial ao desenvolvimento
embrionario (Absalon-Medina et al., 2014). Possivelmente, a concentracdo de 15uM do CLA trans-
10, cis-12 ou a suplementacdo do meio de cultivo com isémeros do acido linoleico conjugado 36

horas antes da vitrificacdo tenha resultados mais promissores (Absalén-Medina et al., 2014).

Pereira et al. (2007) encontraram taxas satisfatorias de reexpansao (84,7% = 4,1) e eclosdo
(63,7% = 4,1) p6s descongelamento de embrides cultivados com CLA. Estes resultados foram
decorrentes da renovacéo diaria do meio de cultivo e da adi¢do do antioxidante glutationa para de
mitigar os danos causados pelo estresse oxidativo resultante da peroxidacdo de lipidios

intracitoplasmaticos.

Diferentemente do esperado, os embrifes do grupo controle evoluiram mais lentamente do
que os embrides dos demais tratamentos. Segundo Abe e Hoshi (2003), a presenca do SFB nos
meios de cultivo in vitroacelera o desenvolvimento embrionario. Reiterando os resultados
anteriores, Marinho (2010) encontrou que a auséncia do SFB nos meios de cultivo in vitroatrasa a

clivagem embrionéria, haja vista que fornecefatores de crescimento, hormonios, nutrientes e

157



3863
3864

3865

3866
3867

3868
3869
3870
3871

3872
3873
3874
3875
3876
3877

3878

3879

3880
3881
3882
3883
3884
3885
3886
3887
3888

3889

componentes antioxidantes, aumentando a producdo de embrides e acelerando a desenvolvimento
embrionario (Abe e Hoshi, 2003).

Tabela 3. Taxa de reexpansdo e eclosdo de embribes bovinos em 24, 48 e 72 horas de cultivo po6s

desvitrificacdo, de acordo com o grupo experimental.

24 horas 48 horas 72 horas
Reexpanséo Ecloséo Reexpanséo Eclosdo  Reexpansdo Ecloséo
Tratamento (n/total) (n/total) (n/total) (n/total) (n/total) (n/total)

Controle  73,7% (14/19)° 37,5% (3/8)° 26,3% (5/19)° 62,5% (5/8)° 0,0% (0/19) 0,0% (0/8)
SFB +CLA 100,0% (13/13)* 100,0% (3/3)* 0,0% (0/13)* 0,0% (0/3)* 0,0% (0/13) 0,0% (0/3)
CLA 100,0% (8/8)* 100,0% (2/2)*  0,0% (0/8)*  0,0% (0/2)* 0,0% (0/8) 0,0% (0/2)

Cultivo pés desvitrificacdo de embrides bovinos produzidos em meio suplementado ou ndo com soro fetal

bovino (SFB) e 4cido linoleico conjugado (CLA). Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna,

diferem entre si pelo Teste Exato de Fisher (P<0,05).

Na avaliacdo da sobrevivéncia embrionaria ap6s a transferéncia para receptoras de embrido,
apenas uma gestacdo foi verificada nos diagnosticos precoce e confirmatério, resultado da
transferéncia de um embrido do grupo Controle. As taxas de gestacdo para 0s grupos Controle,
SFB+CLA e CLA foram, respectivamente, de 4,35% (1/23), 0% (0/20) e 0% (0/28). Novas
transferéncias embrionarias deverao ser realizadas para se avaliar o efeito do CLA na sobrevivéncia

embrionaria in vivo, referendando a taxa de reexpansao e de eclosao in vitro.

CONCLUSOES

A adigdo do &cido linoleico conjugado em meios de cultivo in vitro, na presenca ou ndo do
soro fetal bovino, ndo reduziu a produgdo de blastocistos, sendo possivel conseguir taxas de
clivagem e producdo de embrionarias semelhante a meios que ndo contém esse composto. O
isdmero do acido linoleico conjugado trans-10, cis-12 foi eficaz em reduzir da deposicdo de
lipideos intracitoplasmaticos nas células embrionarias, porém ndo houve diferenca de viabilidade
ap6s a desvitrificagdo dos embrides. Possivelmente, modificacbes na dose e momento de
administracdo do CLA ou a associacdo do CLA com substancias que aumentam a producgédo de
antioxidantes poderdo incrementar os resultados de sobrevivéncia embrionéria obtidos neste

trabalho.
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pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
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29/05/2017.
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