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RESUMO

Efeito da modulacéo da Acil-CoA sintetase de cadeia longa no
desenvolvimento, qualidade e criotolerancia de embrides bovinos

produzidos in vitro

A producdo in vitro de embrides (PIVE) tem contribuido expressivamente na exploracdo do
potencial de animais geneticamente superiores e no aumento da eficiéncia reprodutiva dos
rebanhos, concedendo ao Brasil posicdo de destaque frente aos demais paises. No entanto,
apesar de consolidada, a técnica ainda apresenta alguns desafios como a reduzida sobrevivéncia
dos embrides PIVE ap0s a criopreservacao. Um dos fatores apontados como cruciais neste
aspecto € o elevado contetdo lipidico destes embrides quando comparado aos seus homologos
in vivo. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento de embrides
bovinos produzidos in vitro apds suplementacao do meio de cultivo com moduladores da Acil-
CoA sintetase de cadeia longa, uma familia de enzimas que participa diretamente na ativacédo
dos &cidos graxos. Os embrides foram cultivados divididos em quatro grupos: suplementacéo
positiva (ACS+) com GW3965 hydrochloride, suplementacdo negativa (ACS-) com Triacsin
C, associacdo de ambos moduladores (ACSz) e controle. N&do houve diferenca (P>0,05) nas
taxas de producéo entre os diferentes grupos. O conteudo lipidico citoplasmatico demostrou-se
aumentado (P<0,05) em ACS+ e reduzido (P<0,05) em ACS- em relagdo ao grupo controle,
enquanto que o perfil de fosfolipideos de membrana ndo foi alterado pelos tratamentos. O
numero total de blastdmeros néo diferiu entre os grupos (P>0,05), no entanto, 0 maior nimero
de células apoptoticas foi encontrado em ACS- quando comparado ao grupo controle. Apds
vitrificacdo, as taxas de re-expansdo ndo diferiram (P>0,05) 12 h apds recultivo. As 24 h,
embrides de grau | de qualidade apresentaram as melhores taxas de eclosdo nos grupos ACS+
e controle, sendo que as 48 h o grupo ACS+ igualou as taxas de eclosdo de seus embrides de
graus I, Il e I1l. A abundancia relativa do nivel de transcritos génicos associados ao metabolismo
lipidico (ACSL3, ACSL6, ACAT1, SCD e AUH), choque térmico (HSP90AA1 e HSF1), estresse
oxidativo (GPX4), angiogénese (VEGF), dentre outros genes importantes para o
desenvolvimento embrionario, foi afetada por pelo menos um dos tratamentos. Deste modo,
identificou-se a efetividade dos tratamentos na modulacdo do nivel de transcritos génicos de
membros da familia da Acil-Coa sintetase de cadeia longa e no contetdo lipidico

citoplasmatico. A modulacdo negativa de ACS- e a consequente reducdo no conteudo lipidico



ndo foram eficazes no aumento da criotolerancia embrionéria enquanto que ACS+ restaurou as
taxas de sobrevivéncia apds a vitrificacdo de embribes com baixa qualidade tornando-as

equivalentes aos embrides de excelente qualidade.



ABSTRACT

Effect of modulation of long chain Acil-CoA synthetase on the development,

guality and cryosurvival of in vitro produced bovine embryos

In vitro embryo production (PIVE) has significantly contributed to the exploitation of the
potential of genetically superior animals and to the increase of the reproductive efficiency of
the herds, giving Brazil a prominent position in comparison to the other countries. However,
despite being consolidated, the technique still presents some challenges such as the reduced
survival of the PIVE embryos after freezing. One of the factors identified as crucial in this
regard is the high lipid content of these embryos when compared to their in vivo counterparts.
In this sense, the objective of this work was to evaluate the development of bovine embryos
produced in vitro after supplementation of the culture medium with long chain Acil-CoA
synthetase modulators, a family of enzymes that participate directly in the activation of fatty
acids. The embryos were cultivated divided into four groups: positive supplementation (ACS
+) with GW3965 hydrochloride, negative supplementation (ACS-) with Triacsin C, association
of both modulators (ACS %) and control. There was no difference (P> 0.05) in production rates
among the different groups. The cytoplasmic lipid content was increased (P <0.05) in ACS +
and reduced (P <0.05) in ACS- in relation to the control group, whereas the membrane
phospholipid profile was not altered by the treatments. The total number of blastomers did not
differ between groups (P> 0.05), however, the highest number of apoptotic cells was found in
ACS- when compared to the control group. After vitrification, re-expansion rates did not differ
(P> 0.05) 12 h after recultivation. At 24 h, quality I embryos showed the best hatched rates in
the ACS + and control groups, and at 48 h the ACS + group equaled the hatched rates of their
embryos of grades I, Il and I11. The relative abundance of the level of gene transcripts associated
with lipid metabolism (ACSL3, ACSL6, ACAT1, SCD and AUH), thermal shock (HSP90AA1
and HSF1), oxidative stress (GPX4), angiogenesis (VEGF), among other genes important for
development embryo was affected by at least one of the treatments. Thus, the effectiveness of
the treatments in modulating the level of gene transcripts of members of the long-chain Acil-
Coa synthetase family and in the cytoplasmic lipid content was identified. The negative
modulation of ACS- and the consequent reduction in lipid content were not effective in
increasing embryonic cryotolerance, whereas ACS + restored survival rates after vitrification

of embryos with low quality, making them equivalent to the embryos of excellent quality.
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1. INTRODUCAO

O setor agropecudrio brasileiro historicamente mantém-se como uma das principais
atividades econdmicas no cendrio nacional e consequentemente destaca-se a nivel mundial,
com expressiva exportacdo de produtos oriundos de producdo agricola e pecuéria, contribuindo
ainda para o abastecimento e ocupacdo de méo de obra da populacdo. A grande extensao de
terras e as condicBes naturais favorecem a expansao das atividades de bovinocultura no pais
que em 2017 alcangou um efetivo de 214,9 milhGes de cabecas (IBGE, 2018).

Com o aumento da competitividade do mercado, tornou-se indispensavel a busca pela
eficiéncia produtiva e reprodutiva da bovinocultura brasileira. Neste contexto, o uso de
biotécnicas aplicadas a reproducdo vem ganhando destaque no ambito comercial, visto que
estas possibilitam uma maximizagdo do potencial reprodutivo de animais selecionados,
diminuindo o intervalo de tempo entre geracdes, além de contribuirem nos programas de
selecdo e melhoramento genético animal.

As técnicas de transferéncia de embrides (TE) e producéo in vitro de embrides (PIVE)
conferem ao Brasil posi¢do de destaque diante dos demais paises. De acordo com Viana (2018)
0 pais foi responsavel pela produgdo de cerca de 375.000 embrides no ano de 2017,
representando cerca de 30% da producdo mundial. A producéo de embrides in vitro segue sendo
a técnica de eleicdo, correspondendo a 92,0% do total de embribes gerados. A maioria dos
embrides produzidos in vitro ainda € transferida a fresco, porém o percentual de congelados
(33.7%) segue tendéncia de crescimento. No caso dos embrifes produzidos in vivo, 0
congelamento é a opcao preferencial (62,1% do total).

Quando comparados a embrides produzidos in vivo, embrides PIVE ainda apresentam
menor qualidade e resisténcia, 0 que pode ser atribuido as condigdes de cultivo embrionario
(Dode et al., 2013). Um dos principais desafios a serem vencidos para uma maior expansao da
PIVE é a maior sensibilidade deste embrides aos procedimentos de congelamento. Desta forma,
0 estudo da fisiologia do desenvolvimento e o iminente aprimoramento das técnicas
laboratoriais empregadas na PIVE tornam-se cruciais para o sucesso desta biotécnica de modo
que melhores resultados sejam alcangados.

No decorrer dos ultimos anos, ficou claramente demonstrada a existéncia de diferencas
morfoldgicas e metabdlicas de embrides PIVE em relacdo aos seus homdélogos produzidos in
vivo. Dentre estas diferencas destaca-se um maior conteudo lipidico citoplasmatico, comumente

associado a menores taxas de sobrevivéncia embrionaria ap6s o congelamento (Abe et al.,
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2002) e desvios na abundancia relativa de transcritos genéticos importantes para o
desenvolvimento embrionario e estabelecimento da gestacdo (Sudano et al., 2014).

O mecanismo pelo qual embriées PIVE acumulam um maior conteudo lipidico ainda
permanece pouco esclarecido, porém comumente associa-se este aumento com a suplementacao
dos meios de desenvolvimento embrionario com soro fetal bovino (SFB), utilizado como fonte
proteica. Neste sentido, diversas alternativas ja foram propostas com o intuito de reduzir o
conteddo lipidico embrionario como remogao e/ou substituicdo do SFB dos meios de cultivo
(Block et al., 2010; Sudano et al., 2011), centrifugacdo e micromanipulacdo dos embrides
(Ushijima et al., 1999) e adi¢éo de delipidantes ao meio de cultivo (Held-Hoelker et al., 2017,
Panyaboriban et al., 2018).

A participacdo dos &cidos graxos na maioria das vias metabdlicas, incluindo a B-
oxidacéo e a biossintese de lipidios complexos (como triacilglicerdis e fosfolipidos), requer sua
ativacdo inicial pela adigdo de um grupo CoA (Weedon-Fekjaer et al., 2010) resultando na
formacéo de acil-CoA, reacdo catalisada pela acil-CoA sintetase (ACS) (Soupene e Kuypers,
2008). A Acil-Coa sintetase de cadeia longa é uma das subfamilias da ACS, a qual possui cinco
genes identificados com base na homologia de suas sequéncias, sendo chamados ACSL1 e
ACSL3 até ACSLS6, diferidos quanto a sua distribuicdo tecidual e intracelular.

Triacsin C é um regulador metabdlico fungico que atua como inibidor seletivo
competitivo das ACLS 1, 3 e 4 (Van Horn et al., 2005) inibindo quase completamente a sintese
de novo de triacilglicerol e fosfolipideo a partir de glicerol em fibroblastos humanos (lgal et al.,
1997). Ja o0 GW3965 hydrochloride é capaz de induzir um aumento na expressdo de ACSL3
hepéatico em hamsters (Dong et al., 2013) e em células do trofoblasto da placenta de humanos
(Weedon-Fekjaer et al., 2010). Aparentemente, até 0 momento ndo ha relatos da agdo destes
compostos sobre o desenvolvimento embrionario.

Diante do contexto supracitado, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da
suplementacdo do meio de cultivo de desenvolvimento de embrides bovinos com GW3965
hydrochloride e Triacsin C, moduladores positivo e negativo da Acil-Coa sintetase de cadeia
longa, respectivamente, analisando-se 0s seguintes parametros: producdo embrionéria,

criotolerancia, acumulo e perfil lipidico, expressdo génica e viabilidade celular.
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2. CAPITULO |

2.1 Reviséo bibliografica

2.1.1 Produc&o in vitro de embrides

A producéo in vitro de embrides € uma importante ferramenta reprodutiva capaz de
formar novos individuos através de técnicas laboratoriais que possibilitam uma interagéo entre
odcitos e espermatozoides fora do trato reprodutivo de uma fémea. A técnica apresenta-se como
uma estratégia para obtencdo de embrides que podem ser destinados a pesquisa basica e estudo
da fisiologia do desenvolvimento embrionario (Rocha-Frigoni et al., 2014), bem como
utilizados em escala comercial como forma de exploracdo do potencial genético de fémeas
selecionadas aumentando a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos.

O primeiro relato de um mamifero oriundo de PIVE foi registrado em 1959 com o
nascimento de um coelho originado de um odcito apés FIV (Chang, 1959). Em relacdo aos
animais de producao, o primeiro registro acerca da possibilidade de maturacéo e fecundacéo in
vitro de oodcitos bovinos foi ao final dos anos de 1970 e ja em 1982 houve 0 nascimento do
primeiro bezerro produzido por fecundacéo in vitro nos Estados Unidos (Brackett et al., 1982).
Com a confirmacéo da viabilidade da técnica poder ser desenvolvida totalmente sob condicdes
laboratoriais, a PIVE recebeu grande impulso. No Brasil a PIVE teve inicio nos anos de 1990
e desde entdo o pais vem se destacando internacionalmente, sendo responséavel por produzir
cerca de 345.000 embrides PIVE no ano de 2017 (Viana, 2018) o0 que representa
aproximadamente 60% do total mundial. Tal sucesso estad diretamente associado ao maior
numero de foliculos ovarianos encontrados através de aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia em fémeas bovinas Bos indicus (zebuinas), as quais representam cerca de 80%
do rebanho brasileiro (Pontes et al., 2010).

Dentre as vantagens da PIVE estdo a possibilidade de obtencdo de embrides viaveis de
fémeas de alto valor genético saudaveis e inclusive de fémeas que ndo estdo mais aptas a
produzirem descendentes de forma natural. Além disso, fémeas até o terceiro més de gestacédo
e a partir dos seis meses de idade podem ser doadoras de odcitos na PIVE (Mello et al., 2016)
sendo dispensada a utilizacdo de horménios. No entanto, apesar de todo o avanco j& obtido e
dos esforgcos para o aprimoramento desta biotecnologia, a PIVE ainda apresenta eficiéncia

relativamente reduzida. De acordo com Sirard et al. (2006) apenas 30-40% dos o00citos que
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passam pelas etapas de maturacdo, fecundacdo e cultivo desenvolvem-se até o estagio de
blastocisto com indices de gestacdo em torno, também, de 40%. Esses resultados provavelmente
se devem as diferencas em varias caracteristicas observadas entre os embries produzidos in
vitro e os produzidos in vivo (Neves et al., 2010). Desta forma, o estudo da fisiologia do
desenvolvimento e o consequente aprimoramento das técnicas laboratoriais empregadas na
PIVE tornam-se cruciais para o sucesso desta biotécnica de modo que melhores resultados
sejam alcancados.

ModificacBes nas diferentes etapas da PIVE ja foram empregadas na tentativa de se
obter melhorias na produtividade e na qualidade embrionéaria. O microambiente onde serdo
mantidos os odcitos e futuros embrides deve ser adequado e oferecer as condi¢cBes minimas
necessarias para dar suporte as necessidades metabdlicas de cada fase de desenvolvimento. A
maturacdo in vitro (MIV) envolve uma série de mudancas no citoplasma e no nucleo do odcito,
para que este possa ser fecundado e, posteriormente, se desenvolver até o estadio de blastocisto
(Mello et al., 2016). O bloqueio temporario da retomada da meiose tem sido testado em alguns
trabalhos (Farghaly et al., 2015; Maziero et al., 2016) como forma de garantir uma melhor
sincronia entre maturacdo nuclear e citoplasmaética de modo a preparar por completo o o6cito
para a fecundacdo. Sabe-se ainda que oocitos de baixa qualidade (com 1-2 camadas de células
do cimulos) geralmente possuem baixa competéncia e desenvolvimento mei6tico. Lin et al.
(2018) testaram o efeito combinado da utilizacdo de um agente antioxidante durante o
prolongamento da MIV e observaram melhora na qualidade e no desenvolvimento de o6citos
de baixa qualidade devido a diminuicdo na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
apoptose e danos no DNA.

A capacitacdo espermatica ocorre pela remocao dos fatores descapacitantes presentes
no plasma seminal, basicamente proteinas e outras substancias que recobrem a membrana do
espermatozoide (Varago et al., 2008). Os diferentes métodos de selecéo espermatica utilizados
na PIVE tem por objetivo a remocéo do plasma seminal e de crioprotetores bem como a selecdo
de espermatozoides viaveis. Dentre os mais utilizados estdo o gradiente descontinuo de Percoll,
a migracao ascendente (Swin up) e a lavagem por centrifugacdo, sendo o gradiente de Percoll o
mais utilizado comercialmente (Goncalves et al., 2008). Em um estudo realizado por Dode et
al. (2002), os trés métodos acima citados foram comparados em relacéo as taxas de fecundacéo
e tempo de co-cultivo dos odcitos e espermatozoides. Os resultados mostraram ndo haver
influéncia do método utilizado para sele¢do espermatica na taxa de clivagem embrionaria, no
entanto, para qualquer um desses o periodo de co-cultivo que apresentou melhores taxas foi

entre 12-18 horas de incubacéo.
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Embora muitos avangos tenham ocorrido, alteragbes na composicdo dos meios de
cultura utilizados para o desenvolvimento embrionario ainda sdo as principais estratégias
empregadas atualmente na tentativa de aumentar a qualidade e a viabilidade embrionaria. Em
grande parte, as modificagOes séo realizadas na etapa de cultivo in vitro (CIV), momento crucial
e decisivo para a formacdo de embrifes de qualidade e além disso, a eficiéncia das etapas de
maturacdo e fecundagdo in vitro néo difere significativamente daquela obtida in vivo (Mello et
al., 2016). Tradicionalmente, a variavel utilizada para a avaliacdo da eficiéncia de um sistema
de PIVE é a taxa de embrides produzidos durante o CIV. Desta forma, é necessario que o meio
onde ocorrera o desenvolvimento embrionério seja capaz de suprir as necessidades metabdlicas
do embrido. O meio de CIV mais comumente utilizado é composto por SOF, suplementado
com aminoacidos, albumina sérica bovina (BSA - meio semidefinido) e/ou soro fetal bovino
(SFB - meio indefinido) (Rocha-Frigoni et al., 2014).

O uso do SFB como fonte proteica no meio de cultivo ja foi considerado responsavel
por causar anormalidades fetais como o gigantismo (sindrome do terneiro grande) causando
distocias (Gongalves et al., 2008). Apesar de a sua utilizacdo proporcionar maiores taxas de
producéo de blastocistos quando comparados a sistemas sem a sua presenca, alternativas como
a remocéo ou reducdo da concentracdo e a sua substituicdo por BSA (Murillo et al., 2017) visam
eliminar variacfes na concentragdo de &cidos graxos, fatores de crescimento, aminoacidos e
vitaminas que estdo presentes nos diferentes lotes de SFB afetando os resultados de producao.
Adicionalmente, o uso do SFB esta relacionado com um maior acimulo lipidico em embrides
PIVE. Neste sentido, diversos estudos indicam o acréscimo de delipidantes ao meio de cultivo
como uma opcao para reducdo de goticulas lipidicas (Held-Hoelker et al., 2017; Knitlova et al.,
2017). Portanto, vale ressaltar que a PIVE tornou-se uma das principais biotécnicas
reprodutivas mundiais com destaque para o Brasil, dentro de um periodo relativamente curto
de tempo, o que foi em grande parte possibilitado pelas inimeras pesquisas desenvolvidas a fim

de melhorar a producéo e a qualidade embrionaria.

2.1.2 Competéncia e qualidade embrionaria

Ao longos das ultimas décadas, muitos esforcos tem sido concentrados na tentativa de
aprimorar os protocolos ja existentes de PIVE, de modo que os embrides produzidos alcancem
taxas satisfatorias de sobrevivéncia quando submetidos a transferéncia para fémeas receptoras

ou a outras biotécnicas laboratoriais. No decorrer dos ultimos anos, ficou claramente
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demonstrada a existéncia de diferencas morfologicas e metabolicas de embriGes PIVE em
relacdo aos seus homologos produzidos in vivo. Por este motivo, a utilizacdo de testes e analises
que predizem a qualidade embrionaria no periodo inicial de desenvolvimento, anteriormente a
sua transferéncia, tornou-se uma ferramenta capaz de avaliar ndo somente a qualidade do
proprio embrido, como também a eficiéncia do sistema de PIVE como um todo.

A avaliagdo morfoldgica dos embrides através de um estereomicroscopio ainda € o
método de eleicdo no momento da classificacdo de embriGes viaveis e ndo viaveis. A
praticidade e a rapidez otimizam a técnica, no entanto, por ser uma avaliacdo individual e
subjetiva € passivel de falhas, além de haver variacdo na avaliacdo de diferentes profissionais.
Tradicionalmente a classificagdo dos embriGes segue a metodologia proposta por Stringfellow
e Seidel (1998), na qual os embri6es sdo divididos em graus de qualidade que variam de um
(embrido excelente e indicado para comércio internacional) a quatro (embrido degenerado,
inviavel).

A avaliac@o da cinética de desenvolvimento embrionario também tem sido utilizada
como uma ferramenta para identificacdo do perfil metabdlico dos embriées. Em um estudo
desenvolvido por Milazzotto et al. (2016) foram comparados os perfis de expressdo génica de
embrides bovinos classificados em trés grupos: embriGes produzidos in vitro apresentando
desenvolvimento rapido (ao menos 4 células as 21h pds cultivo), lento (2-3 células as 21h pos
cultivo) e embribes produzidos in vivo. Os autores encontraram um menor nimero de genes
diferencialmente expressos (GDE) entre os blastocistos do grupo de divisdo lenta e 0s
produzidos in vivo, sugerindo que um perfil de clivagem mais lento pode estar mais proximo
do que ocorre fisiologicamente, sendo estes embrides candidatos a possuir maior qualidade.
Além disso, foram relacionados o perfil de expressdo génica e o metabolismo energético
(piruvato e lactato) dos embrides, sugerindo que diferentes velocidades de clivagem podem
estar relacionadas com diferentes perfis metabolicos.

No entanto, ainda com relacdo a classificagdo morfocinética, considera¢@es diversas
foram encontradas em estudos humanos. Hsieh et al. (2018) compararam os resultados obtidos
apos transferéncia de embrides humanos distribuidos em dois grupos, sendo estes, blastulacédo
precoce (BP - embrides que apresentam formacao da blastocele até 96 horas pos inseminacgéo)
e blastulacdo ndo precoce (BNP - embrides que apresentam formacéo da blastocele apos 96
horas da inseminagéo). Neste caso, a transferéncia de embrides BP resultou em maiores taxas
de gestacdo, implantacdo e menor nimero de abortos. Além disso, houve uma taxa de formacao

de blastocistos mais elevada nos embrides que apresentaram blastulacéo precoce.
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A competéncia para sobreviver apos a transferéncia pode ser um problema especial para
embriBes produzidos in vitro. As taxas de gestacao apds a transferéncia de embrides frescos sdo
frequentemente mais baixas para vacas que recebem embrides produzidos in vitro do que para
vacas que recebem embrides oriundos de protocolos de superovulacdo (Hansen et al., 2009).
Adicionalmente, é amplamente conhecido que embriGes PIVE possuem menor capacidade de
sobrevivéncia e desenvolvimento de gestacdo quando submetidos a técnicas de congelamento
em comparacdo a embrides produzidos in vivo (Sudano et al., 2014; Dos Santos-Neto et al.,
2017). A capacidade de re-expansdo da blastocele e eclosdo da zona pelucida sdo os parametros
que indicam a viabilidade embrionéria e a capacidade de retomada do metabolismo apos a
criopreservagao.

A contagem do numero total de células tem sido utilizada como um importante
parametro na avaliacdo da qualidade de embrides (Costa et al., 2010). O desenvolvimento fetal
normal é dependente do nimero de células totais do embrido, e o estabelecimento de uma
propor¢do adequada entre massa celular interna (MCI) e trofoblasto é considerado essencial
para assegurar a viabilidade embrionaria (Lane e Gardner, 1997). Em um estudo de De La
Fuente e King (1997), foi demonstrado que blastocistos bovinos derivados de PIVE possuem
um menor namero de blastdmeros quando comparados ao seus homdlogos in vivo, no entanto,
uma proporcao similar de células é alocada para a MCI mesmo entre blastocistos de espécies
geneticamente divergentes. Um rapido procedimento de coloracdo de ndcleos de células
embrionarias foi descrito por Pursel et al. (1985), tal técnica envolve a coloracdo com Hoechst
33342, corante DNA especifico, onde os nucleos dos embrides fluorescem brilhantemente
quando examinados por microscopia de fluorescéncia imediatamente ap6s a coloragdo ou apos
armazenamento prolongado.

Quando expostas a situacdes de estresse metabodlico, as células desenvolvem
mecanismos de autodefesa. A apoptose € um processo ativo cuja marca registrada € a
autodigestdo controlada dos constituintes celulares, devido a ativacéo de proteases endégenas
e pode ser comparada metaforicamente a um "suicidio celular" (Beatriz e Reason, 2001). A
apoptose é considerada um componente vital de varios processos, incluindo renovacao celular
normal, desenvolvimento e funcionamento adequados do sistema imunoldgico,
desenvolvimento embrionario e morte celular induzida por produtos quimicos (Elmore, 2007).
Apesar de ser um mecanismo de defesa, um desequilibrio no nimero de células apoptéticas nos
blastocistos pode levar & morte embrionéria precoce ou a formacdo de anomalias fetais que
acarretam em perda gestacional (Brill et al., 1999). A reacdo de TUNEL, descrita originalmente

por Gavrieli et al. (1992) permite a deteccao in situ de células apoptéticas pela marcacao de
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extensa fragmentacdo de DNA oligonucleossémico gerada pela atividade de DNAase endogena
durante o processo apoptotico (Gjarret et al., 2003).

O sistema de PIVE apesar de bem estabelecido, ainda ndo é capaz de produzir embrides
com a mesma qualidade e competéncia daqueles produzidos fisiologicamente. Em contraste,
blastocistos produzidos in vitro exibem uma série de caracteristicas associadas a criotolerancia
reduzida, como vactolos nas células trofoblasticas, uma populacdo esparsa de
microvilosidades, uma rede muito reduzida de conexdes intercelulares e um grande aumento no
contetdo lipidico (Lonergan et al., 2001). De fato, diversos estudos associam a reducdo da
criotolerancia com o excesso de lipideos embrionarios. A técnica de coloragdo com o corante
lipofilico Sudan Black B permite a avaliacdo do conteudo lipidico celular, de modo que ja foi
utilizado com objetivo de avaliar a efetividade de modificacGes nos meios de desenvolvimento
embrionarios (Sudano et al., 2011), flutuacdes no contetdo lipidico oocitario ao longo do
crescimento folicular (Annes et al., 2018) e eficiéncia da suplementacdo de meios de cultivo
com delipididantes (Meneghel et al., 2017).

Durante a primeira semana de desenvolvimento embrionario além das divisdes
celulares, ocorrem demais eventos importantes para a formacdo de um embrido viavel como a
ativacdo do genoma (transicdo materno-zigotica) na fase de 8-16 células (Gongalves et al.,
2008). Diversos estudos ja propuseram que o0s niveis de expressdo de mRNA de uma ampla
variedade de genes podem ser usados como marcadores da qualidade do embrido, eficacia do
meio de cultura e capacidade de sustentar uma gestacdo bem sucedida. Sudano et al. (2014)
desenvolveram um estudo no qual foram avaliadas as expressdes génicas de blastocistos
bovinos de fémeas Bos indicus e Bos taurus, produzidos in vivo e vitro. Os resultados
demonstraram que os niveis de transcritos génicos foram afetados por subespécies (158 GDE)
e origem (532 GDE) o que indica que o ambiente in vitro é capaz de acarretar em modificacdes
no perfil transcricional embrionéario. Adicionalmente, outras biotécnicas comumente utilizadas,
como o congelamento de embrides através do método de vitrificacdo, também podem ser
capazes de induzir o aparecimento de GDE quando comparados os perfis de embrides
submetidos ou ndo a técnica (De Oliveira Leme et al., 2016). A reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) é uma ferramenta poderosa para analise e
quantificacdo da expressdo génica. E vantajosa em compara¢do com o método tradicional de
PCR baseado em gel, de modo que a expressdo génica pode ser visualizada em " tempo real "
usando um computador durante a amplificacdo das sequéncias génicas de interesse, com
capacidade ainda de gerar resultados quantitativos com maior precisao (Thornton e Basu, 2015).

A técnica representa uma ferramenta que pode ser utilizada para deteccdo dos niveis
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transcricionais de genes de interesse que séo sabidamente superexpressos em condi¢des de

maior qualidade embrionaria e capacidade de estabelecimento e manutencédo de gestacao.

2.1.3 Lipideos embrionarios

Ao longo dos ultimos anos, diversos estudos demonstraram a existéncia de diferencas
morfologicas e metabolicas de embrides PIVE em relacdo aos embribes produzidos
fisiologicamente. Dentre estas diferencas destacam-se desvios na abundancia relativa de
transcritos génicos importantes para o desenvolvimento embrionario e estabelecimento da
gestacdo (Sudano et al., 2014) e um maior contetdo lipidico citoplasmatico, comumente
associado a menores taxas de sobrevivéncia embrionaria ap6s o congelamento (Abe et al.,
2002).

Os lipideos estdo presentes em todos os tecidos, sdo componentes estruturais e
funcionais de membranas celulares mantendo sua fluidez além de atuarem como combustivel
metabolico no fornecimento de energia. Existem evidéncias de que ao menos quarto classes de
lipideos poderiam ser responsaveis por afetar a sobrevivéncia embrionaria apdés a
criopreservacdo: triglicerideos  (principalmente armazenado nas gotas lipidicas
citoplasmaticas), acidos graxos livres, colesterol e fosfolipidios (Sudano et al., 2013), sendo os
triglicerideos os lipideos predominantes no citoplasma de células de mamiferos (Mckeegan e
Sturmey, 2011).

A participacdo dos acidos graxos na maioria das vias metabolicas, incluindo a f-
oxidacéo e a biossintese de lipidios complexos (como triacilglicerdis e fosfolipidos), requer sua
ativacéo inicial pela adigdo de um grupo CoA (Weedon-Fekjaer et al., 2010) resultando na
formacéo de acil-CoA, reacdo catalisada pela acil-CoA sintetase (ACS) (Soupene e Kuypers,
2008). A Acil-Coa sintetase de cadeia longa é uma das subfamilias da ACS, a qual possui cinco
genes identificados com base na homologia de suas sequéncias, sendo chamados ACSL1 e
ACSL3 até ACSL6, diferidos quanto a sua distribuicéo tecidual e intracelular.

O mecanismo pelo qual embrides PIVE acumulam um maior contetdo lipidico ainda
permanece pouco esclarecido, porém comumente associa-se este aumento com a suplementacao
dos meios de desenvolvimento embrionario com soro fetal bovino (SFB), utilizado como fonte
proteica. Espera-se que o SFB fornega energia, aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento
e quelantes de metais pesados, entretanto, a presenca ou concentragdo destes componentes
podem variar entre os diferentes lotes de producdo (Mucci et al., 2006) o que inviabiliza a
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repetibilidade dos resultados de producdo e qualidade embrionaria. Acredita-se que as
lipoproteinas presentes no soro possam ser absorvidas pelas células embrionarias (Sata et al.,
1999), que o SFB altera o funcionamento da p—oxidacdo mitocondrial (Abe et al., 2002) ou
ainda que uso de soro poderia promover a incorporacao de acidos graxos saturados e colesterol
nas membranas celulares, tornando-as menos permeaveis, o que poderia explicar a maior
suscetibilidade dos embrides a criopreservacdo (Barcel6-Fimbres e Seidel Jr, 2007). Além
disso, estudos demonstraram que a presenca do SFB altera a cinética de desenvolvimento do
embriGes com um efeito bifasico onde inicialmente haveria um atraso nas primeiras divisdes
celulares (clivagens) e posteriormente uma aceleragdo do desenvolvimento até a formacgéo da
blastocele (Rizos et al., 2002).

O SFB e albumina sérica bovina (BSA) sdo os suplementos proteicos mais utilizados
durante a PIVE, contendo alto e baixo teor lipidico, respectivamente. Deste modo, diversos
estudos ja propuseram alternativas de alteracGes da presenca e/ou quantidade destes compostos
nos meios de producéo a fim de se obter embrides de maior viabilidade. A qualidade dos o6citos
influencia diretamente na qualidade do embrido que sera produzido futuramente. Em um estudo
desenvolvido por Del Collado et al. (2016) foi realizada uma comparacdo entre o contetido
lipidico de odcitos maturados in vivo, in vitro na presenca de SFB e in vitro na presenca de
BSA. Os resultados demonstraram que o0citos maturados na presenca de SFB tiveram o
conteddo lipidico aumentado em 18 vezes quando comparados ao grupo com BSA, no entanto,
a MIV provocou aumento de contetido lipidico mesmo na auséncia de SFB. Os autores relatam
ainda, que somente o6citos maturados in vivo mantiveram uma correlacdo entre o contetdo
lipidico e mitocondrias ativas e sugerem a possibilidade de que durante a maturacdo fisioldgica
(in vivo), a sintese lipidica ocorre concomitantemente com o seu metabolismo por oxidacéo,
impedindo o acumulo excessivo de lipidios.

Durante a fase de cultivo embrionario, j& foi demonstrado que a producéo de embrides
em meio definido (livre de SFB) pode resultar em taxas de produgéo equivalentes as obtidas na
presenca do SFB, obtendo-se indices satisfatorios de prenhez (Block et al., 2010).
Adicionalmente, Sudano et al. (2011) demonstraram que apenas a redugdo da concentracao do
SFB no meios de desenvolvimento j& é capaz de acarretar na redugdo do contetdo lipidico e
aumento da sobrevivéncia embrionaria apds congelamento. O desenvolvimento de meios de
cultivo livres de SFB tem se apresentado como uma das principais linhas de pesquisas
investigadas a fim de se alcancar resultados consistes de produtividade e qualidade embrionaria
na PIVE.
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Outra metodologia que vem sendo comumente adotada na tentativa de redugdo do
conteido lipidico embrionario é a suplementacdo dos meios de cultivo com substancias
guimicas que atuam como reguladores metabolicos. Panyaboriban et al. (2018) suplementaram
0 meio de producdo de embriGes com Forskolin, um delipidante quimico, e obtiveram reducéo
do contetdo lipidico e aumento das taxas de criotolerancia. J& Held-Hoelker et al. (2017)
utilizaram L-carnitina durante a producéo de embrides obtendo taxas de produgéo similares ao
grupo controle, porém com reducdo do conteudo lipidico citoplasmatico. Demais metodologias
incluindo a centrifugacédo e posterior micromanipulacdo (Ushijima et al., 1999) de embrides ja
foram propostas como formas de redugéo de goticulas lipidicas, no entanto, por serem técnicas
altamente invasivas e demandarem o manuseio de apenas um embrido por vez, acabam

tornando-se inviaveis para aplicacdo em larga escala, limitando-se apenas ao meio cientifico.

2.1.4 Criopreservacao de embrides

A criopreservacdo de embrides é uma biotécnica de conservacdo em N2 que tem como
objetivo manter as células em estado de quiescéncia, prolongando a viabilidade embrionaria
durante longos periodos de tempo, sendo reversivel apos descongelamento. E considerada uma
estratégia para superar problemas logisticos associados a transferéncia de um grande nimero
de embrides frescos e principalmente para a expansdo da comercializagcdo de embrides entre
paises (Sudano et al., 2013). Dentre as suas vantagens estdo a otimizacdo das biotecnologias
reprodutivas como PIVE e transferéncia de embrides de modo a preservar embrides excedentes,
conservacao do material genético de espécies em extingdo, prevencao de problemas decorrentes
do transporte de animais vivos e adequacgdo da época de paricdo (Gongalves et al., 2008).

O primeiro relato de sucesso na sobrevivéncia de embrides (camundongos) submetidos
a congelamento/descongelamento foi registrado por Whittingham et al. (1972). Nos anos
seguintes, a técnica foi aplicada também com éxito em diferentes espécies, como bovina
(Wilmut e Rowson, 1973), ovina (Willadsen et al., 1974), equina (Yamamoto et al., 1982) e
humana (Trounson e Mohr, 1983). Desde entdo, o congelamento de embrides vem sendo
amplamente empregado a nivel comercial e de acordo com Viana (2018), no Brasil a maioria
dos embrides produzidos in vitro ainda é transferida a fresco, porém o percentual de congelados
(33.7%) segue tendéncia de crescimento visto que no caso dos embrifes produzidos in vivo, 0

congelamento € a opgdo preferencial (62,1% do total).
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O principio da criopreservacao consiste na necessidade de remoc¢do maxima da agua do
interior das células antes do congelamento, evitando a formacéo de grandes cristais de gelo que
ocasionem danos celulares, de modo que seja possivel a retomada do metabolismo celular apds
seu armazenamento em baixas temperaturas. Assim sendo, quase todas as estratégias de
criopreservacao sdo baseadas em dois fatores principais: taxas de aquecimento/resfriamento e

crioprotetores (Vajta e Kuwayama, 2006).

De acordo com Mazur (1980) h& uma correlacéo entre a velocidade de congelamento e
o surgimento de lesdes celulares. Segundo o autor, a medida que a velocidade de congelacéo
aumenta, a sobrevivéncia apés descongelacdo também aumenta, até que se alcance um indice
maximo ideal a partir do qual a maior velocidade de congelamento também acarreta em maiores
danos e menor sobrevivéncia embrionéria. Além da curva de velocidade de congelamento, o
uso de crioprotetores é indispensavel para conferir protecdo celular contra a queda de
temperatura. Embora os crioprotetores sejam absolutamente necessarios e amplamente
utilizados nos protocolos de criopreservacdo, 0s mecanismos que conferem protecdo ao
material biolégico, bem como a toxicidade e a metabolizacdo celular destes agentes ndo sdo
completamente esclarecidos e abordados na literatura (Castro et al., 2011). Sabe-se que pelo
menos parcialmente, seu efeito de protecdo advém da reducdo do ponto de solidificacdo das
solugbes. De acordo com a sua capacidade de penetracdo nas membranas celulares os
crioprotetores sdo divididos em dois grupos: permeaveis (como glicerol, etilenoglicol e
propilenoglicol) e impermeaveis (como sacarose, polietilenoglicol e polivinilpirrolidona).
Basicamente dois métodos de criopreservacdo de embrides sdo utilizados atualmente, o
congelamento lento e a vitrificacao.

O congelamento lento ou classico é um dos mais difundidos e tem por base o uso do
glicerol como crioprotetor, tem como principal vantagem o uso de baixas concentragdes de
crioprotetores, porem permite a formagdo de cristais de gelo que poderdo acarretar em danos
celulares. Apds periodo de prévia exposicdo, o envase dos embriGes é feito em palhetas
juntamente com a solucéo crioprotetora, as quais serdo alocadas em congeladores programaveis
para resfriamento. A queda da temperatura € controlada mantendo-se uma curva constante até
atingir a temperatura de -32°C, quando as palhetas contendo os embrides séo mergulhadas no
nitrogénio liquido (Dode et al., 2013). Ap6s o reaquecimento, os embrides precisam ser
alocados em placas de Petri onde ocorrera a diluicdo da solucdo crioprotetora por lavagens
sucessivas em solugdes de diluicdo. Alternativamente, Leibo (1983) desenvolveu o método

One-Step onde a diluicdo do crioprotetor ocorre ainda na palheta apds descongelamento,
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possibilitando a transferéncia para receptoras sem avaliagdo microscépica prévia. Ainda, o
método de Transferéncia Direta (DT) utiliza o crioprotetor etilenogliecol e imediatamente apds
descongelacdo os embrides sao transferidos, ndo ocorrendo avaliacdo prévia.

Apesar de o congelamento lento ser o método mais utilizado para embrides produzidos
in vivo, a vitrificagdo surgiu como uma alternativa para embrides PIVE. Quando s&o
comparados o0s resultados de criotolerancia e prenhez de ambos 0s procedimentos
considerando-se 0 método de producdo, embribes in vivo apresentam resultados similares, tanto
para congelamento lento quanto vitrificacdo (Van Wagtendonk-De Leeuw et al., 1997),
enquanto que embrides PIVE apresentam resultados mais satisfatorios com a vitrificacéo
(Mucci et al., 2006).

Na vitrificagdo os meios de criopreservacdo sofrem uma passagem direta do estado
liquido para um estado vitrificado e amorfo, sem a ocorréncia da cristalizacdo dos meios, o que
é possivel devido a alta viscosidade dos meios de criopreservacdo e da grande velocidade de
congelagdo (> 20.000° C/min) por imersdo direta em Ny a partir da temperatura ambiente
(Goncalves et al., 2008). A técnica é extremamente rapida e dispensa o uso de aparelhos de
congelamento, no entanto, exige maior treinamento do profissional que a desenvolve. Dentre
as desvantagens estdo a impossibilidade de transferéncia direta e a necessidade da utilizacdo de
altas concentragdes de crioprotetores que podem causar toxicidade celular. Em fungédo disso,
diversas combinacGes com diferentes crioprotetores, concentragdes e tempo de exposicao ja
foram propostas. Para garantir uma rapida taxa de resfriamento, adota-se o0 emprego do volume
minimo de solucdo por amostra, de modo a propiciar contato imediato com o N2. Com esta
finalidade, foram desenvolvidas ferramentas especificas para acondicionamento dos embribes
em microgotas, como Open Pulled Straw (OPS) (Vajta et al., 1998), Cryoloop (Lane et al.,
1999) e Cryotop (Kuwayama, 2007).

O efeito da criopreservacdo em embriGes mamiferos reduz as taxas de sobrevivéncia,
levando a consideraveis danos morfoldgicos e funcionais. Contudo, a extenséo da crioinjuria é
altamente varidvel e dependente da espécie, estadio de desenvolvimento e origem do embrido
(produzido in vivo ou in vitro) no momento da criopreservacao (Dalcin e Lucci, 2010). Deste
modo, algumas estratégias podem ser empregadas para aumentar a criotolerancia de embrifes
PIVE, tais como a modificacdo nas condi¢Ges de cultivo para reduzir o acimulo lipidico,
suplementagdo com agentes lipoliticos, cultivo sob sistema de baixa pressdo de oxigénio para
minimizacao do estresse oxidativo e adicdo de antioxidantes ao meio de cultivo (Dode et al.,
2013).
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito das modulacOes positiva e negativa da Acil-CoA sintetase de cadeia

longa sobre o desenvolvimento, qualidade e criotolerancia de embrides bovinos produzidos in

vitro.

2.2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da suplementacdo do meio de cultivo de embrides bovinos produzidos

in vitro com moduladores positivo e negativo da Acil-CoA sintetase de cadeia longa sobre as

seguintes variaveis:

Taxas de clivagem e producao de embrides;
Conteudo e perfil lipidico embrionario;
Criotolerancia;

Expressdo génica;

Viabilidade celular (numero total de células e percentual apopt6tico).

2.3 Hipotese

A modulacéo negativa da Acil-Coa sintetase de cadeia longa reduz o contetdo lipidico
embrionario e aumenta a criotolerancia de embrides bovinos produzidos in vitro.



26

3. CAPITULOII

3.1 Artigo cientifico

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a forma de artigo
cientifico o qual ainda estd em fase de envio para publicacdo e por este motivo ndo sera incluso

neste documento.
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4. CONCLUSAO

Neste estudo avaliou-se uma possivel alternativa para reducdo do acumulo lipidico
durante o desenvolvimento de embrifes bovinos PIVE através da suplementacdo do meio de
cultivo com moduladores positivo e negativo da Acil-CoA sintetase de cadeia longa (ACS).
Ficou claramente demonstrada a efetividade dos tratamentos na modulacdo do nivel de
transcritos génicos associados ao metabolismo lipidico e ainda o impacto desta modulagéo
sobre 0 acumulo de gotas lipidicas citoplasmaticas. Apesar da modulacdo negativa da ACS ter
sido efetiva sobre o conteudo lipidico, este efeito ndo foi refletido sobre a criotolerancia, um
indicativo de que outras variaveis, que nao apenas o acumulo lipidico, interferem na capacidade
de sobrevivéncia embrionaria apds a criopreservacdo. Por fim, a modulacéo positiva de ACS
elevou a capacidade de eclosdo de embriGes de menor qualidade quando submetidos a
vitrificacdo, de modo que pode vir a ser considerada uma alternativa para criopreservacdo do

maior nimero possivel dos embrides produzidos in vitro.
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