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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da adicdo do CLA em diferentes
momentos do cultivo, avaliando seus efeitos na producgéo, conteudo lipidico e
criorresisténcia de embrides bovinos produzidos in vitro. Para tanto, foram utilizados
complexos cumulus oophorus ovécitos aspirados de ovarios obtidos em matadouros
locais, maturados in vitro por 22h e posteriormente realizada a fecundacéo in vitro
por 18 h. Os possiveis zigotos foram cultivados utilizando diferentes tempos de
suplementacdo com CLA (100mM) conforme os tratamentos a seguir: nas primeiras
72h (CLA-1), nas ultimas 72h (CLA-F), ou durante todo o periodo de cultivo in vitro
(CLA-T). Como controle os embrides foram cultivados nas mesmas condi¢des dos
demais tratamentos, sem adicdo de CLA (CLA-C). Os possiveis zigotos foram
cultivados por mais 7 dias ap6s a FIV. Os embribes foram criopreservados por
vitrificacdo, para posterior analise péds-descongelamento. Todas as solucdes de
vitrificacdo e desuvitrificagdo foram mantidas a 39°C. Para avaliar o efeito dos
tratamentos sobre a criorresisténcia ap06s a desvitrificagdo os embrides foram
cultivados por 48h em meio SOF contendo 5% de SFB. A quantificacdo de lipidios
foi realizada pela técnica de vermelho do Nilo. Os dados foram analisados utilizando
o ambiente R (versdo 2.11.1). Um total de 974 odcitos foi utilizado na producédo de
embrides. Ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos quanto a
taxa de clivagem, taxa de blastocistos/odcitos e taxa de bastocisto/clivados. O
cultivo dos embrides em meio contendo CLA nas ultimas 72 h (CLA-F) reduziu
significativamente (P = 0,0317) a taxa de sobrevivéncia, medida 24 h apls a
desvitrificacdo em relagdo aos tratamentos CLA-1 e CLA-T, porém ndo sendo
estatisticamente diferente do controle. Entretanto, a suplementacdo do meio de
cultivo com CLA durante todo o periodo (CLA-T) melhorou a taxa de eclosdo dos
embrides (P = 0,0005). A presengca do CLA durante o cultivo in vitro alterou o
conteudo lipidico dos embrides bovinos. Embries expostos ao CLA durante as
primeiras 72 h (CLA-I), assim como durante as ultimas 72 h (CLA-F) do cultivo in
vitro aumentaram o conteudo lipidico, quando comparado ao controle. A reducdo do
conteudo lipidico, no entanto, s6 foi observada nos embrides mantidos em meio
suplementado com CLA durante todo o periodo do cultivo (CLA-T). Nos embrides
desse grupo o conteudo lipidico néo diferiu significativamente dos odcitos no estadio



de vesicula germinativa [VG (P > 0,5)]. Assim, conclui-se que o uso de CLA durante
todo o cultivo promoveu uma reducdo do contetdo lipidico e aumento da
criorresisténcia. Desta maneira, poderia ser utilizado como aditivo nos meios de

producéo in vitro de embrides bovinos com o intuito de aumentar a criorresisténcia.



ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the effects of the CLA addition at
different times in in vitro embryo culture, on production, lipid content and
cryoresistence of bovine embryos produced in vitro. For this purpose, oocyte
cumulus oophorus were aspirated from ovaries obtained at local abattoirs, matured in
vitro for 22h and followed by in vitro fertilization for 18 h. The presumptive zygotes
were cultured using CLA supplementation (100mM ) according to the following
treatments: in the first 72 hours (CLA -1) in the last 72h (CLA- F), or during all the
period of in vitro culture (CLA -T) . As a control, embryos were cultured under the
same conditions as other treatments without addition of CLA (CLA - C). Presumptive
zygotes were cultured for seven days after IVF. The embryos were cryopreserved by
vitrification for further post-thaw analysis. All solutions vitrification and devitrification
solutions were maintained at 39 °C. To evaluate the effect of treatments on
cryoresistence after devitrification embryos were cultured for 48 h in SOF medium
containing 5 % FCS. Quantification of lipids was performed by Nile red staining. Data
were analyzed using the R environment (version 2.11.1). A total of 974 oocytes were
used to produce embryos. No significant difference between treatments for the
cleavage, blastocyst/oocyte and rate blastocyst/cleaved rates was observed. The
culture medium containing the embryos in the last 72 h CLA (CLA -F ) significantly
reduced (P = 0.0317 ) the survival rate measured after 24 h compared to
devitrification CLA-I and CLA-T treatments, but not statistically different from control.
However, supplementation of medium with during all the period of in vitro culture
(CLA-T) improved hatching rates (P = 0.0005). The presence of CLA during in vitro
culture altered the lipid content of bovine embryos. Embryos exposed to CLA during
the first 72 h (CLA - 1) as well as during the last 72 h (CLA - F) in vitro culture
increased lipid content when compared to control. The reduction in lipid content,
however, was only observed in embryos maintained in medium supplemented with
CLA during all culture period (CLA -T). In embryos of this group lipid content did not
differ significantly from GV oocytes (P > 0.5). Thus, it is concluded that the use of
CLA during the culture period decreases of lipid content and increased
cryoresistence. Thus, it could be used as an additive in the media for in vitro
production of bovine embryos in order to increase the cryoresistence.
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1. INTRODUCAO

A pecuaria € um dos setores da economia nacional que mais vem
crescendo nas Ultimas décadas. Atualmente o Brasil € possuidor do maior rebanho
comercial do mundo, com pouco mais de 210 milhdes de cabecas (IBGE, 2012),
sendo o maior exportador de carne bovina e o sexto em producgdo leiteira
(EMBRAPA, 2008). Com esse avanco, a busca pelo melhoramento genético do
rebanho bovino se tornou uma necessidade, fazendo com que diferentes
biotecnologias reprodutivas sejam desenvolvidas. Essas biotecnologias, tais como
inseminacao artificial, transferéncia de embrides e producédo in vitro de embrides
(PIVE), permitem multiplicar a progénie de animais com alto valor genético, tornando
possivel a producdo de um rebanho altamente qualificado em um curto periodo de
tempo.

Dentre as biotecnologias utilizadas comercialmente a PIVE tem
conquistado um grande espaco por ser a técnica que permite uma maior producao
de embrides, quando comparado com a técnica de producdo de embrides in vivo por
superovulacdo, também denominada transferéncia de embrides convencional
(VIANA et al., 2010).

Por ser um processo relativamente complexo e com elevado custo de
implantacéo, estimava-se que a producdo de embrifes em laboratério fosse utilizada
de forma restrita, ocupando apenas nichos especificos de mercado. No entanto, nas
Ultimas décadas esta técnica tem sido aplicada comercialmente com sucesso. Um
exemplo disso € 0 aumento marcante do uso da producdo in vitro de embriées no
Brasil. No ano de 2011 o Brasil produziu mais de 318.000 embrides in vitro,
totalizando cerca de 86% da produg¢do mundial de embriées oriundos desta técnica
(HASLER, 2014).

Todavia, apesar dos avancos, os baixos resultados de prenhez obtidos
com embrides produzidos in vitro criopreservados continuam sendo um desafio, o
gue compromete a plena aplicagdo da producé&o in vitro de embrides bovinos.
Diferentemente dos embrides produzidos in vivo os embrides produzidos in vitro sao
muito sensiveis ao congelamento, gerando uma baixa taxa de concepc¢do apés o
descongelamento (SUDANO, 2011).
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O maior conteudo lipidico encontrado nos embrides produzidos in vitro
tem sido relacionado com a menor resisténcia ao congelamento (SEIDEL JR, 2006;
BARCELO-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2011; RIZOS et al., 2003; BARCELO-FIMBRES,
20009).

O motivo pelo qual os embrides PIV acumulam lipidios de forma
excessiva ainda ndo esta totalmente elucidado, porém o soro fetal utilizado nos
meios de producdo in vitro de embrides pode conter fatores que aumentam a
expressao de enzimas lipogénicas (BARCELO-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007), ou
ainda, devido a sua elevada concentracdo de glicose, pode ocasionar um acumulo
de lipidios por aumentar a atividade da via metabdlica responsavel pela lipogénese
(R1IZOS, 2003), ocasionando assim alteragdo no metabolismo embrionario,
fendbmeno denominado crabtree effect (BAVSTER, 1995).

Na tentativa de se reduzir o conteddo lipidico e melhorar a
congelabilidade dos embrides produzidos in vitro, alternativas como a adi¢do de
acidos graxos poli-insaturados aos meios de cultivo tém sido estudadas (PEREIRA
et al., 2007; PEREIRA et al., 2008; Al DARWICH et al. 2010).

Dentre estes, o0 acido linoleico conjugado a BSA (CLA, trans 10, cis 12)
tem tido destaque (STINSHOFF et al., 2013). Entre os efeitos do uso de CLA na PIV
destacam-se a alteracdo na composicdo dos acidos graxos durante a maturagao in
vitro, a inibicdo da expressdo de genes que codificam enzimas lipogénicas, a
reducdo no conteudo lipidico e 0 aumento na criorresisténcia, principalmente quando
se utiliza meios contendo soro fetal bovino (LEE et al., 1998, BAUMGARD et al.,
2002; PEREIRA et al., 2007; Al DARWICH et al., 2010). No entanto, 0s mecanismos
pelos quais o CLA atua na reducdo do conteudo lipidico, e consequentemente na
melhoria pds-criopreservacdo ainda ndo sdo totalmente estabelecidos, mas
possivelmente estariam associados a alteragdo na expressdo de genes ligados ao

metabolismo de lipidios. Mas, ainda sdo escassos estudos especificos nesta linha.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da adicdo do CLA em diferentes momentos do cultivo na
producdo, na criorresisténcia e no conteudo lipidico de embrides bovinos produzidos

in vitro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do CLA sobre a produgéo in vitro e taxa de clivagem de

embrides bovinos;

e Quantificar o conteudo lipidico pelo método vermelho do Nilo em embribes
bovinos cultivados na presenca e na auséncia do CLA;

e Avaliar o efeito do CLA sobre a congelabilidade dos embriGes bovinos

produzidos in vitro.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES

O sistema padréao de producéo in vitro de embrides utilizado pela maioria
dos laboratérios que trabalham com reproducdo assistida utiliza microgotas de
meios sob 6leo mineral (FELTRIN, 2010). Este sistema proporciona ambiente que
visa simular o ambiente in vivo, no qual o embrido seria produzido fisiologicamente.

Neste sistema 0s meios utilizados para maturagao, fertilizagdo e cultivo
possuem papel fundamental, pois precisam fornecer 0s substratos como
aminodacidos e vitaminas para que ocorra o desenvolvimento do embrido de forma
satisfatoria. Porém, nos estudos iniciais para producdo in vitro de embrides
utilizando meios simples, os embrides paravam o desenvolvimento no estadio entre
2 e 16 células, fato este denominado bloqueio do desenvolvimento embrionario
(VARAGO et al.,, 2008). Atualmente cerca de 80% dos odcitos que iniciam o
processo de maturacdo e posteriormente passam pela fertilizagdo chegam pelo
menos ao estadio de 2 células e 30 a 40% chegam ao estadio de blastocisto ao final
do processo de producéo in vitro (LONERGAN e FAIR, 2014)

Existem sistemas em que os embrides s&o produzidos in vitro e cultivados
in vivo, utilizando sistema de cultivo em tuba de ovelhas e tem demonstrado um
aumento significativo na qualidade embrionaria. Tal fato foi citado em diferentes
trabalhos que demonstraram uma melhora na qualidade morfolégica e maior
sobrevivéncia poés-criopreservacdo, chegando a resultados semelhantes aos
embrides produzidos completamente in vivo (LAZARRI et al., 2010; RIZOS et al.,
2002). Tais achados sé&o evidéncias consideraveis de que o cultivo pos-fertilizacao &
uma etapa critica na determinacdo da qualidade embrionaria posterior (LONERGAN
e FAIR, 2014).

Todavia, por ser um procedimento laborioso o cultivo embrionario em tuba
de ovelhas n&o tem sido muito utilizado atualmente e como alternativa de tentar
mimetizar o ambiente in vivo tém sido usados aditivos como o soro fetal bovino. O

objetivo da adicdo de SFB é o fornecimento de substrato energético, aminoacidos,
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vitaminas, fatores de crescimento e quelantes de metais pesados (MUCCI et al.
2006).

Os efeitos benéficos do SFB ja foram demonstrados por diferentes
autores, 0s quais puderam constatar que o SFB promove uma aceleragcdo no
desenvolvimento embrionario e consequentemente chegada ao estadio de moérula
mais rapidamente (Van WAGTENDONK-DE LEEUW, et al. 1997, LAZZARI et al.,
2002; LEQUARRE et al., 2003; RIZOS et al., 2003), aumento no nimero de células
por embrido e numero de embrides produzidos (HOLM et al., 2002; LAZZARI et al.,
2002, GEORGE et al. 2008, SUDANO et al., 2011).

Por outro lado, apesar dos beneficios citados, o uso de SFB tem sido
associado a alguns problemas como a ocorréncia da sindrome do bezerro grande
(LAZZARI et al., 2002), o acumulo excessivo de lipidios (ABE et al., 1999, ABE et al.,
2002; MUCCI et al., 2006; BARCELO-FIMBRES e SEIDEL JR, 2007b; SUDANO et
al.,, 2011), a ocorréncia prematura da blastocele (HOLM et al., 2002), menor
criorresisténcia (RIZOS et al., 2002; ABE et al., 2002; MUCCI et al., 2006, SUDANO
et al., 2011). Adicionalmente existe ainda o problema sanitario, pois 0 soro aumenta
0S potenciais riscos sanitarios devido a possibilidade de contaminacdo por virus,
prions ou micoplasma (GEORGE et al., 2008).

O motivo pelo qual ocorre o acumulo excessivo de lipidios em embrides
produzidos in vitro na presenca de SFB ainda ndo esta totalmente elucidado. No
entanto, existem estudos que demonstram 0s possiveis mecanismos nocivos do
SFB. Um deles seria a internalizacdo de lipidios presentes SFB. Sata e
colaboradores (1999) avaliaram o conteudo lipidico do soro fetal e compararam com
o contetdo de embrides produzidos em meio com SFB e livre de SFB. Os autores
verificaram que o0s acidos graxos que estavam em maior concentragdo no SFB
também apresentaram as maiores concentragfes nos embrides cultivados com SFB,
0 que nao ocorreu nos embrides cultivados sem SFB. Entretanto, no referido
trabalho ndo foi possivel determinar se esse foi um efeito direto ou um efeito
metabdlico secundario devido a presenca do SFB.

Outra consequéncia do uso do SFB no cultivo esta relacionada a
alteracdo da atividade mitocondrial. Embrides bovinos produzidos in vitro
apresentam uma menor densidade de volume total de mitocondrias, que, por

consequéncia, pode gerar o acumulo lipidico devido a uma reducdo na (-oxidacao
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dos acidos graxos, ocorrendo desta maneira um aumento no numero de gotas
lipidicas no citoplasma (CROSIER et al., 2001, ABE et al., 2002).

Na tentativa de se contornar os possiveis efeitos negativos do SFB e se
obter um meio de produgédo in vitro de embrides com a constituicdo mais controlada
e de menor risco de transmissado de patégenos, diversos autores demonstraram ser
possivel a substituicdo deste componente pela albumina sérica bovina (BSA)
(MINGOTI, 2000). Esta é utilizada como fonte de proteina e também promove efeitos
benéficos durante o desenvolvimento embrionario com a sua propriedade de ligagédo
a diferentes componentes do meio, protegendo contra toxinas presentes nos meios
de cultura. Também possui a capacidade de quelar metais pesados e equilibrar o
pH, e ainda pela sua propriedade surfactante, previne a adesao de células as
superficies plasticas e de vidro (TETZNER, 2008).

Meios que contém BSA, ainda que livres de acidos graxos, séo
considerados semidefinidos, pois podem conter outras proteinas ou lipoproteinas,
além de contaminantes (TETZNER, 2008).

Atualmente, diversos trabalhos tém demonstrado ser possivel a producao
in vitro de embriGes utilizando meio semidefinido contendo BSA (De La TORRE-
SANCHEZ et al. 2006a; De La TORRE-SANCHEZ et al. 2006b; BARCELO-
FIMBRES e SEIDEL, Jr., 2007a; BARCELO-FIMBRES e SEIDEL, Jr., 2007b;
GEORGE et al., 2008; BARCELO-FIMBRES et al., 2009; BARCELO-FIMBRES e
SEIDEL, Jr., 2011; SUDANO et al., 2011). No entanto, nas ultimas décadas tem se
buscado a utlizacdo de meios quimicamente definidos, em que todos os
componentes e as suas respectivas concentracdes sdo conhecidos (FEUGANG et
al. 2009). Desta maneira, € possivel controlar, por exemplo, a concentracdo de
glicose no meio, o que poderia reduzir o conteudo lipidico, uma vez que a glicose
seria o0 principal precursor de acetil-CoA, molécula usada na sintese de acidos
graxos (NELSON e COX, 2009). Além disso, outro ponto importante deste sistema é
a eliminacdo de possiveis fontes de contaminacao viral ou de qualquer outro agente
patogénico que poderia ocorrer nos meios em que sao adicionados BSA ou SFB
(THOMPSON, 2000).

O aditivo preferencial utilizado nos meios quimicamente definidos tem

sido o &lcool polivinilico (PVA), uma vez que essa molécula oferece atividade
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surfactante semelhante a BSA (THOMPSON, 2000). Mas, os resultados de
producéo de embrides com meios que utilizam PVA tém sido variados.

Milovanov e Herradon (1996) ndo observaram diferenca na producdo de
embrides bovinos com meios contendo soro, BSA ou PVA. Ao contrario, Jones e
Westhusin (1996) comparando meio contendo BSA, PVA e soro fetal bovino
concluiram que a producdo de embrides foi superior no meio contendo soro, nao
havendo diferenca entre o meio contendo BSA e PVA. Orsi e Leese (2004)
observaram uma maior producdo de embrides e maior niumero de células por
embrido utilizando meio suplementado com BSA, comparando com meio
suplementado com PVA.

Apesar da variacdo dos resultados quanto a producdo de embrides €&
consenso que embrides produzidos em meios livres de SFB apresentam um menor
conteudo lipidico e maior criorresisténcia (ABE e HOSHI, 2003; SUDANO et al.
2011, LEESE, 2012).

3.2. METABOLISMO ENERGETICO DE EMBRIOES BOVINOS

O metabolismo energético de embribes bovinos vem sendo estudado
desde o fim da década de 60 e inicio dos anos 70. ApOs as primeiras investigacoes
ja foi possivel sumarizar alguns pontos fundamentais do metabolismo embrionario,
como por exemplo, o uso do piruvato como principal fonte de energia e a baixa
atividade da via glicolitica nos primeiros dias de desenvolvimento com posterior
aumento de atividade desta via pés-compactacao (LEESE, 2012). Quase 40 anos
depois estas afirmacdes permanecem notavelmente precisas.

Infelizmente o conhecimento do metabolismo embrionario ndo se
desenvolveu tdo rapidamente quanto se esperava. Tal fato se deu pela dificuldade
metodologica de realizar pesquisa com embrides e odcitos, principalmente pelo fato
das metodologias enzimdticas, avaliacdo e quantificacdo de transducdo de sinal e
proteébmica terem sido desenvolvidas para utilizagdo em tecidos sométicos, que
possuem fontes virtualmente ilimitadas de células, diferentemente dos embrides e

oocitos (LEESE, 2012). Apesar destas limitagbes hoje ja é possivel o uso de
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ferramentas que avaliem o metabolismo embriondrio para presumir com maior
eficacia a viabilidade do embrido antes da transferéncia, sendo esta técnica usada
inclusive em embriées humanos (HEO et al., 2012; GARDNER e WALE, 2013).

O desenvolvimento de embrides in vivo ocorre em um microambiente
complexo contendo diferentes substratos, como glicose, piruvato, lactato,
aminoacidos, macromoléculas e ions. Muitas dessas moléculas séo utilizadas para
suprir as necessidades energéticas e metabdlicas dos embribes (HOUGHTON e
LEESE, 2004).

Uma quantidade significativa de energia é necessaria para a realizacdo
dos processos envolvidos no desenvolvimento embrionario, que compreendem
desde a maturacéo, a fertilizacdo, e o desenvolvimento do zigoto a blastocisto. Em
uma semana o0 embrido precisa ativar seu proprio genoma, realizar uma intensa
proliferacdo de blastdbmeros, aumentar a sintese proteica, a compactacdo e a
formacéo da blastocele para seu crescimento. A fim de atender esta demanda, a
geracao de energia e a formacao de moléculas de ribose para biossintese tém que
ser eficientes (STEEVES e GARDNER, 1999, STEEVES et al., 1999).

A producdo de um meio de cultivo in vitro de embrides que ofereca
condi¢cbes semelhantes do ambiente in vivo tem sido tema de inUmeros estudos,
uma vez que as condi¢des atuais ainda ndo permitem uma produg¢do embrionaria
eficiente, devido em parte as alteragcdes do metabolismo energético dos embrides
produzidos nesse sistema. Por esse motivo, estes embrides apresentam diferengas
morfoldgicas, metabdlicas, na expressdo génica e capacidade de desenvolvimento
pos-transferéncia, quando comparados aos embrides produzidos in vivo (HASLER,
2000, KHURANA e NIEMANN, 2000, LAZZARI et al., 2002).

De acordo com Khurana e Niemann (2000), as condi¢cdes dos meios de
producdo de embrides apresentam condi¢cdes subétimas, o que poderia ser uma
possivel causa dessas diferencas entre embrides produzidos in vivo e in vitro. De
acordo com Gardner e Wale (2013), isso ocorre devido a um maior fornecimento de
substrato energético para manutencdo da homeostase e das funcdes celulares,
como piruvato, glicose, lactato e aminoacidos, do que metabdlitos necesséarios para
biossintese de constituintes celulares e moleculares que seriam excretados para o

meio extracelular.
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3.2.1. Vias metabdlicas

A energia celular é produzida sob a forma da ATP a partir de diferentes
vias metabdlicas e utilizando diferentes substratos energéticos. O ATP néo pode ser
armazenado, por isso, o0 mecanismo biossintético de ATP deve estar em perfeita
sincronia para atender as demandas especificas de cada processo (STEEVES e
GARDNER, 1999). Caso haja um excesso de substrato energético a célula ira
realizar a biossintese de lipidios como forma de armazenamento de energia
(NELSON e COX, 2009).

O ATP é produzido por apenas dois mecanismos metabdlicos: a glicdlise
e a oxidagdo fosforilativa. A glicolise ocorre no citoplasma celular e envolve a
conversdo de uma molécula de glicose em duas de piruvato. Nesse processo ha a
formacédo de 4 moléculas de ATP e o consumo de 2, com um saldo, portanto, de 2
moléculas de ATP. Na presenca de oxigénio o piruvato entra na mitocondria e é
metabolizado via ciclo do &cido tricarboxilico, resultando na producdo de 34
moléculas de ATP, H,O e CO,. Para que o ciclo do acido tricarboxilico ocorra séo
necessarias moléculas de NAD" e FAD, que sdo geradas a partir do processo de
oxidacao fosforilativa. NADH e FADH, transferem elétrons para o oxigénio por meio
da cadeia de transporte de elétrons, resultando em ATP, NAD® e FAD. Desta
maneira, a taxa de atividade do ciclo do &cido tricarboxilico e consequentemente a
producéo de ATP é comandada pelo proprio requerimento de ATP da célula (NOJI et
al., 1997; NOJIl e YOSHIDA, 2001; CHEN et al., 2004).

Ao longo do desenvolvimento in vitro os embrides apresentam diferentes
necessidades metabdlicas e por consequéncia, diferentes substratos serdo usados
nos diferentes estaddios de desenvolvimento (KHURANA e NIEMANN, 2000). No
periodo pré-compactacdo os embrides sdo dependentes da fosforilagdo oxidativa
para producdo de ATP. Por outro lado, apdés a compactacdo e blastulacdo, ocorre
uma maior contribuicdo da glicélise na producdo de energia, sendo necesséria uma
maior quantidade de glicose, jA que a demanda por ATP também sera maior
(Figuras 1 e 2).

Embora o consumo de glicose aumente rapidamente durante o periodo de

formacdo do blastocisto, esta via € responséavel por apenas 17% do ATP produzido,
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enquanto a oxidagcédo do piruvato contribui com cerca de 40%. O restante do ATP
produzido € originado pela oxidacdo de outras fontes energéticas, ainda nao
definidas, podendo ser inclusive a B oxidacdo de &cidos graxos (HOUGHTON e
LEESE, 2004), fato este descrito também em outras espécies (LEESE, 1995;
HARVEY, 2007).

Steeves e colaboradores (1999), avaliando o consumo de glicose e
piruvato em embrides bovinos, verificaram uma diferenca significativa desses
substratos entre os estadios iniciais de desenvolvimento e o estadio de blastocisto.
O estadio de blastocisto chega a consumir cerca de 5 e 3 vezes mais de glicose e
piruvato, respectivamente, quando comparado aos estadios anteriores.

Mesmo assim, durante todo o periodo pré-implantacdo a captacdo e
utilizagdo de glicose sdo essenciais para a sobrevivéncia do embrido e o seu
desenvolvimento, ou seja, desde a fertilizacdo até o estadio de blastocisto o
metabolismo energético do embrido depende da glicose e 0 decréscimo na captacao
nesse periodo pode comprometer o desenvolvimento embrionério (RILEY e MOLEY,
2006).

Neste sentido, tem sido proposto que os meios de cultivo embrionario in
vitro sejam produzidos com o intuito de reduzir, mas ndo cessar completamente, a
glicélise durante o periodo pré-compactacdo e em seguida favorecer a retomada da
atividade glicolitica, sugerindo a remocdo da glicose dos meios de cultivo
embrionério, no entanto, a auséncia de glicose poderia ocasionar a redugdo de
substratos como a ribose e NADPH produzidos pela via das pentoses (THOMPSON,
2000).
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Figura 1 - Metabolismo do oécito pro-nuclear e embrido nos estadios iniciais de clivagem. O
oocito pds-ovulacdo ainda possui células do cumulus, que produzem ativamente lactato a
partir da glicose e lactato, elevando as concentragcdes de lactato intracelular e reduzindo as
concentracdes de glicose. O embrido nos estadios iniciais € caracterizado por uma elevada
relacdo ATP/ADP, que por sua vez inibe a fosfofrutoquinase, limitando assim o fluxo de
glicose através da via glicolitica antes da compactacdo. Adaptado de Gardner e Wale, 2013.
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Figura 2 - Metabolismo do blastocisto. Apés a compactacdo o embrido aumenta muito o
consumo de oxigénio e a capacidade de consumir glicose como fonte de energia. O
aumento da utilizacdo de glicose reflete um aumento da demanda por precursores
biossintéticos. Consequentemente ha uma reducdo na relagdo ATP/ADP e um aumento
concomitante de ADP exercendo um efeito positivo sobre a fosfofrutoquinase, facilitando
desta maneira um maior fluxo de glicose via glicolise. Ao invés de oxidar a glicose
consumida o blastocisto exibe altos niveis de glicolise aerébica. Embora isso possa parecer
energeticamente desfavoravel ele garante que a via das pentoses esteja sempre com
substrato disponivel para sua ativacdo, permitindo assim que a biossintese ocorra de forma

satisfatoria.
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O metabolismo da glicose através da via das pentoses € necessario para
a producdo de NADPH, molécula usada na formacdo de nucleotideos como DNA e
RNA. Desta maneira, a via das pentoses € de grande importancia durante o
desenvolvimento embrionario inicial, principalmente em estadios pds-compactacao
onde a biossintese € ainda maior (GARDNER e WALE, 2013).

A mudanca no uso da glicose como substrato primario pode ser
decorrente de modificagbes biossintéticas e de desenvolvimento, relacionadas a
formacdo do fluido da blastocele e a preparagcédo para o processo de implantacéo
(LIMA e SOUZA, 2009), a qual coincide com a maxima expressao de cinco membros
da familia dos facilitadores de transporte de glicose - GLUT. O GLUT-1 é expresso
no odcito e no embrido em todas as fases de desenvolvimento (PANTALEON et al.,
2001). Os GLUT-2, GLUT-3 e GLUT-5 sao ativados no estadio embrionario de oito
células, enquanto o GLUT-8 é observado apenas no estadio de blastocisto (RILEY e
MOLEY, 2006).

Segundo Riley e Moley (2006), altas concentracbes de glicose podem
reduzir a expressao génica de GLUT-1, e por consequéncia gerar uma maior taxa de
apoptose, induzida por uma alteracdo na concentracdo de glicose intracelular.
Adicionalmente, alteracbes nas concentracdes de glicose geradas pela menor
expressdo de GLUT-1 poderiam ocasionar uma alteracdo da via metabdlica
embrionaria, podendo, portanto, aumentar o acumulo de lipidios.

Gardner e colaboradores (2000, citados por Sudano, 2010) verificaram
gue o metabolismo da glicose é anormal em embrides produzidos in vitro. Segundo
Bavister (1995), essa alteracdo é definida como “Crabtree effect”, que seria um
aumento na metabolizagédo da glicose via glicélise, ocorrendo, portanto, uma menor
participagao da via que utiliza a fosforilacdo oxidativa. Este autor cita ainda que esse
efeito ndo é observado em embrides produzidos in vivo, pois, possivelmente, no
ambiente fisiolégico existiria um inibidor natural da glicdélise.

Esse aumento de utilizacdo de glicose via glicélise ocasionado pelo
“crabtree effect” em embrides produzidos in vitro poderia comprometer a capacidade
de desenvolvimento embrionario (KISCHER et al., 1999), pois desta maneira uma
guantidade muito pequena de glicose iria para a via da pentose-fosfato. Esta via é
de grande importancia para a biossintese embrionaria, fornecendo, por exemplo,

nicotinamida-adenina-dinucleotideo reduzida (NADPH), que €é uma molécula



26

importante na sintese de membranas celulares e de enzimas responsaveis pela
sintese de &cidos nucleicos (NELSON e COX, 2005; GARDNER e WALE, 2013).

Além do comprometimento da biossintese embrionéaria o crabtree effect
pode gerar um acumulo de lipidios devido ao aumento na concentragdo de
precursores de acidos graxos, como a Acetil-CoA (RIEGER, et al., 2002).

Na figura 3 € possivel avaliar a evolugdo temporal das mudancas
metabdlicas de acordo com o estadio de desenvolvimento embrionario (CHANSON
et al., 2011).
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Figura 3 - Metabolismo e desenvolvimento de embrides pré-implantacionais. Momentos
especificos baseados em embrides murinos, podendo variar conforme a espécie. Adaptado
de Chanson et al., 2011.

3.3. METABOLISMO DE LIPIDIOS

Nas células de mamiferos os &cidos graxos sdo sintetizados no
citoplasma celular a partir da acetil-CoA. No entanto, sua sintese nado €
simplesmente uma reacao de degradacdo de forma reversa. Trata-se de um novo
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conjunto de reacdes, envolvendo uma seérie de enzimas especificas (NELSON e
COX, 20009).

A Acetil CoA é produzida no interior da mitocéndria através de dois
mecanismos: 1) beta oxidacdo de &cidos graxos e 2) conversdo de piruvato em
Acetil CoA pela a¢ao da piruvato desidrogenase e diidrolipoil transacetilase. Quando
a cadeia de transporte de elétrons e a oxidacdo fosforilativa estdo em baixa
atividade ocorre um acumulo de Acetil CoA no interior da mitocéndria, que € entdo
transportada para o citoplasma celular através de um mecanismo denominado
sistema de transporte dos &cidos tricarboxilicos, sob a forma de citrato, que, no
citoplasma, é convertido em Acetii CoA novamente (WITTERS e KEMP, 1992)
(Figura 4).
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Figura 4 - Transporte da Acetil-CoA através da membrana mitocondrial. Acetil-CoA é
utiizada na sintese de citrato quando combinado com o oxaloacetato no interior da
mitocondria. O citrato é entdo transferido para o citoplasma e convertido novamente a
oxaloacetato e acetil-CoA (usando ATP e CoA). Oxaloacetato pode ser reduzido pela malato
desidrogenase em malato e NADH. Malato € entdo convertido em piruvato, que € permeével
a membrana mitocondrial e volta ao interior da mitocondria, onde pode ser convertido em
oxaloacetato pela piruvato-carboxilase (juntamente com o ion de bicarbonato e ATP),

completando o ciclo.
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A primeira reacdo de formacdo dos &cidos graxos € catalisada pela
enzima acetilCoA carboxilase e, para que esta reagéo ocorra, € necessario um gasto

de energia (Figura 5).
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Figura 5 - Primeira reacdo para a formagdo de &acidos graxos. A primeira etapa da

7

biossintese do &cido graxo € catalisada pela acetil-CoA carboxilase. A enzima contém
biotina, e adiciona uma molécula de CO, (resultando em um grupo carboxilico) para a
extremidade metil da Aacetil-CoA.

A atividade da Acetil CoA carboxilase é regulada por diversos fatores,
inclusive por hormoénios. O glucagon, a epinefrina e a norepinefrina, por exemplo,
desencadeiam um processo de fosforilacdo AMPc dependente, fazendo com que
ocorra uma reagdo que muda sua conformacéo, perdendo sua atividade. Por outro
lado, a insulina estimula a desfosforilagdo, permitindo assim que a enzima fique
ativa. A enzima responséavel por fosforilar a Acetil CoA carboxilase € a proteina-
quinase dependente de adenosina monofosfato (AMPK) (WITTERS e KEMP, 1992).

Apds essa primeira etapa de reagdes inicia-se o chamado complexo acido
graxo sintase, que corresponde as atividades enzimaticas multiplas da enzima acido
graxo sintase. Esta enzima multifuncional catalisa sete rea¢Bes através das quais
duas unidades do carbono da malonil-CoA sé&o ligadas entre si, para ao final, formar
a palmitoil CoA (KIM, 1997) (Figura 6).
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O produto final das reacbes catalisadas pela acido graxo sintase é o
palmitato, que seria o primeiro acido graxo formado de muitos outros presentes no
organismo, que, para que sejam produzidos, sdo necessarias reagbes de

alongamento do palmitato. As enzimas responsaveis por esse alongamento sao
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denominadas elongases e estdo presentes nas mitocondrias e reticulo
endoplasmatico. Em sintese, para a formagdo do palmitato sdo necessarias 8
moléculas de Acetil CoA, 14 de NADPH e 7 moléculas de ATP (NELSON e COX,
20009).

O processo de alongamento dos acidos graxos € idéntico ao que ocorre
na formacdo do palmitato: doagdo de dois carbonos a partir da malonil-CoA,
seguindo-se reducdo, desidratacdo e nova reducdo do produto saturado de 18
carbonos, a estearoil CoA (WITKOWSKI et al., 2004).

Além dos acidos graxos de cadeia longa outros tipos de lipidios séo
importantes para o metabolismo celular, principalmente em embrides pré-
implantacionais. Entre estes se pode destacar o colesterol, que é precursor de
horménios esteroides, fundamentais no periodo embrionario. Entretanto, o colesterol
€ produzido por uma via diferente daquela dos acidos graxos de cadeia longa,
apesar de também usar a Acetil CoA como precursor (ZHANG et al., 2001).

Embora muitas pesquisas tenham sido direcionadas ao metabolismo de
carboidratos em embrides pré-implantacionais pouco se sabe sobre o metabolismo
intracelular de lipidios (SUTTON-McDOWALL et al. 2012).

O citoplasma de embrides e odécitos de algumas espécies, como a suina e
a bovina, é rico em lipidios, enquanto que em outras, como camundongos e
humanos, ndo. Essa diferente quantidade no conteudo lipidico entre espécies pode
estar relacionada com o periodo entre a ovulacdo e a implantacdo, ou seja, as
espécies cujo embrido demora mais para se implantar teriam uma maior quantidade
de lipidio, que poderia ser usado como fonte de energia durante o periodo pré-
implantacional (SUTTON-McDOWALL et al. 2012).

Apesar de existirem poucos dados na literatura, ha relatos de que o
embrido bovino é capaz de usar os lipidios intracelulares como fonte de energia.
Gomez e colaboradores (2001, 2002) mostraram que é possivel a producdo de
blastocistos através do uso de corpos cetdnicos, evidenciando que embrifes podem
utilizar produtos da quebra de lipidios para a geracdo de energia de forma indireta
(STURMEY et al. 2009).

Além da producéo de energia os lipidios e &cidos graxos sao precursores
de esteroides e sdo usados na biossintese de esteroides hormonais e biossintese de

membranas. De acordo com o estadio de desenvolvimento embrionario podem
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ocorrer mudancas na densidade e na utlizacdo dos lipidios pelo embrido. Em
bovinos, por exemplo, ocorre um aumento na atividade de lipases conforme avanca
0 processo de maturacao no odcito (CETICA et al., 2002).

Por ser um processo complexo, que envolve uma série de enzimas e
substratos, a biossintese de lipidios pode ser influenciada por diferentes fatores,
entre eles a expressao génica de enzimas que catalisam as reacdes que participam
do metabolismo de lipidios. Subsequentemente, a expressdo dos genes que
sintetizam essas enzimas também esta sujeita a influéncia de diversos fatores, entre
eles pode destacar o ambiente em que o embrido se desenvolve (KIM, 1997).

Al Darwich e colaboradores (2010) avaliaram o efeito da adicdo de
diferentes acidos graxos no meio de cultivo embrionério de bovinos com o intuito de
avaliar a expressdo génica de enzimas ligadas ao metabolismo de lipidios. Os
autores nao encontraram diferencas na produgdo de embrides entre oS grupos
avaliados. Por outro lado, foi encontrada uma retro-regulagéo das enzimas estearoil
CoA desaturase e acido graxo desaturase 2. Tais diferencas podem contribuir para
um desbalanco na relacdo acido graxo saturado/insaturado. Essa alteracdo pode
explicar, pelo menos em parte, o motivo pelo qual ocorrem as alteragdes no
metabolismo de lipidios em embrides pré-implantacionais produzidos in vitro
(Crabtree effect).

Na tentativa de mitigar esse efeito negativo do crabtree effect e melhorar
a viabilidade de embrides produzidos in vitro criopreservados tem sido proposto a
utilizacdo de acidos graxos poli-insaturados nos meios de cultivo embrionario com
intuito de reduzir o conteudo lipidico.

Dois importantes acidos graxos tém sido alvo de estudos por serem
substancias biologicamente ativas, sdo os isbmeros posicionais do acido linoleico
conjugado (CLA, com 18 carbonos com duas duplas ligagcdes conjugadas). Entre
estes pode destacar o cis-9, trans-11, que exerce seu efeito na carcinogénese
regulando a expressdo das proteinas que controlam o ciclo celular e induzindo
apoptose nessas células (EVANS et al., 2000), e o trans-10, cis-12, que exerce seu
efeito sobre as enzimas que participam da lipogénese e reduzindo a absor¢cao de
acidos graxos (PARIZA et al., 2001).
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3.4. ACIDO GRAXO LINOLEICO CONJUGADO (CLA)

O é&cido graxo linoleico conjugado (CLA) é um &cido graxo de 18 carbonos
com duas duplas ligagbes conjugadas (Figura 7). Os seus isdmeros mais estudados
sdo cis 9, trans 11 CLA e trans 10, cis 12 CLA, sendo que suas atividades bioldgicas
diferem entre si. O efeito na composi¢do corporal e no metabolismo lipidico de
células em cultura é induzido pelo trans 10, cis 12, e o crescimento e a eficiéncia
alimentar parecem estar mais relacionados com o cis 9, trans 11 (Pariza et al.,
2000).

Inicialmente, o interesse cientifico no CLA limitava-se a microbiologistas
que estudavam a bio-hidrogenacéo do &cido linoleico no ramen. Em 1987, porém,
Ha et al. observaram que o CLA era capaz de inibir neoplasia epitelial em
camundongos. Desde entdo, inumeros efeitos benéficos tém sido atribuidos ao CLA,
incluindo a inibicdo da carcinogénese, a modulacdo do sistema imune (MILLER et
al., 1994; YANG e COOK, 2003), a inibicao da aterosclerose (KRITCHEVSKY et al.,
2000; MITCHELL e McLEOD, 2008), da diabetes (HOUSEKNECHT et al., 1998;
RYDER et al., 2001), o aumento do crescimento (CHIN et al., 1994; BEE, 2000) e da
eficiéncia reprodutiva (DE VETH et al., 2009).

“ A 4 4 4 :' CLA trans-10. cis-12
‘ > i > - : -9 & 9 ” v °
/W.M‘ CLA cis-9, trans-11
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Acido Linoléico (¢is-9, cis-12)

Figura 7 - Estrutura dos isbmeros do CLA frans-10, cis-12; cis-9, trans-11 e acido linoleico
(cis-9, cis-12). Adaptado de Pariza et al. (2001).
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O CLA induz modificagbes no perfil de &cidos graxos, seja no contetdo de
triglicerideos, ou diretamente nos niveis de &cidos graxos saturados ou insaturados
provavelmente pela inibicdo da expressdo de genes de proteinas transportadoras
gue carreiam glicose para dentro das células (GLUT-4) (Takahashi et al., 2002); que
codificam a sintese de enzimas lipidicas (acido-graxo sintetase; Acetil-Coa sintetase;
Acetil-Coa carboxilase; glicerol-fosfato-aciltransferase; acilglicerol-fosfato-
aciltransferase) (Piperova et al., 2000; Baumgard et al., 2002; Lin et al., 2004); assim
como inibem a atividade da lipoproteina lipase (PARK et al., 2000).

Em mamiferos a mobilizacdo do depdsito de triglicerideos ocorre por acao
da lipase dos adipdcitos (LHS) que hidrolisa os triglicerideos (TG) a acidos graxos
(AG) e glicerol, processo esse denominado lipdlise. Essa enzima estimula a lipase
lipoproteica (LPL), localizada na parede dos capilares, que hidrolisa os triacilglicerois
extracelulares e libera acidos graxos, possibilitando que estes sejam entédo captados
pelas células. Uma série de estudos sugere que o CLA altera o metabolismo lipidico
induzindo a lipdlise. Park et al. (1997) demonstraram que adipdcitos murinos
tratados com CLA tiveram 22% mais liberacdo de glicerol quando comparados ao
grupo controle. Baumgard et al. (2000) relataram que as taxas de acidos graxos nao
esterificados foram aumentadas no plasma de vacas tratadas com CLA.

Além do possivel efeito do CLA na lipdlise, existem indicios de que esta
substancia estimula também a (-oxida¢do de &cidos graxos. Para sua oxidacdo os
AG sao ativados e transportados para a matriz mitocondrial das células. A ativacéo
ocorre sob a acdo da enzima acil-CoA-sintetase. Os radicais acila atravessam a
membrana mitocondrial ligados a carnitina. Foi demonstrado que o CLA, t-10, c-12
estimula a atividade da carnitina palmitoil transferase (CPT), enzima mitocondrial
gue promove o transporte dos acidos graxos de cadeia longa através da membrana,
para serem entdo oxidados (PARK et al., 1997).

A sintese de gordura pode ocorrer por duas vias bioquimicas diferentes:
1) reesterificacdo de acidos graxos pré-formados; 2) sintese de novo. A primeira
envolve a sintese de trigliceridios realizada através da reesterificagdo do glicerol e
de mono ou digliceridios com acidos graxos pré-formados provenientes da dieta. A
segunda via envolve a sintese de acidos graxos que ocorre em sua maior parte a
partir dos carboidratos da dieta. Nos animais domésticos (exceto em aves), a sintese
de novo de lipidios ocorre no proprio tecido adiposo (Bauman e Davis, 1975) e
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envolve as enzimas lipogénicas principalmente a Acetil-Coa Carboxilase (ACC) e o
Acido Graxo Sintase (FASN).

A ACC catalisa a sintese do malonil-CoA em uma reacéo irreversivel que
da inicio a biossintese de acidos graxos. Estudos mostram que a expressado de
RNAmM da ACC pode ser reduzida em até 72% (TSUBOYAMAKASAOKA et al.,
2000) em células de camundongos (TSUBOYAMA-KASAOKA et al.,, 2000) e de
bovinos (BAUMGARD et al., 2002) pelo t10, c12 CLA.

O complexo FASN é um dimero, composto por dois mondmeros idénticos,
cada um contendo sete atividades enzimaticas. A FASN é imprescindivel na sintese
de novo de &acidos graxos, pois catalisa multiplas rea¢cdes que culminam com a
incorporacdo de uma unidade de dois carbonos na cadeia de &cidos graxos em
formacdo, até que se forme o &cido palmitico (16:0). O CLA mostrou ser capaz de
reduzir a expressdao de RNAm deste complexo em até 88% em diferentes espécies e
tecidos (TSUBOYAMA-KASAOKA et al., 2000; BAUMGARD et al., 2002).

Como a membrana do adipécito € pouco permeavel a glucose, estas
células dependem da difusdo facilitada para a entrada deste nutriente. Portanto,
além da atividade das enzimas como ACC e FASN, outro sistema que pode ser
alterado é o de transportadores de glucose na membrana celular (BAUMAN e
VERNON, 1993). TAKAHASHI et al. (2002) relataram reducdo nos transcritos da
glucose-4 (Glut-4), proteina transportadora da glicose para o interior da célula, no
tecido adiposo marrom e branco de camundongos que receberam suplementacgéo de
CLA na dieta.

3.5. UTILIZACAO DE ACIDO LINOLEICO NA PRODUGCAO IN
VITRO DE EMBRIOES

De acordo com Kim e colaboradores (2001), os lipidios desempenham um
papel importante nos embrides, participando de acbes metabdlicas e funcionais,
além de servirem como reserva de energia. No entanto, o excesso de lipidios
intracelular pode alterar o metabolismo dos embribes, aumentando niveis de

estresse oxidativo, além de diminuir a criorresisténcia (REIS et al., 2003).
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O efeito da adigdo do CLA, t-10, c-12, aos meios de cultivo in vitro de
embrides tem sido avaliado como uma alternativa para o controle do excesso de
lipidios observado nos embrides bovinos produzidos in vitro, LEE et al. (1998) e
BAUMGARD et al. (2002) demonstraram que tal condicdo pode reduzir o acumulo
de lipidios através da reducdo dos niveis de RNA mensageiros (RNAm) das enzimas
lipogénicas, e da abundancia de RNAm da estearoil coenzima A dessaturase, que
atua na catalizacéo de reacdes responséaveis pela introducédo de duplas ligacbes em
acidos graxos (SANT'ANA, 2004).

Pereira e colaboradores (2007) demonstraram pela primeira vez que a
suplementacao do isbmero trans-10 cis-12 no meio de cultivo na presenca de soro
reduz o acumulo de lipidios em embrides bovinos, sem afetar a taxa de clivagem e
producgéo in vitro de blastocistos, demonstrando um aumento na capacidade dos
embribes de manterem a sua integridade e voltarem a expandir apdés a
criopreservagao.

O efeito benéfico do CLA pode ser explicado pelo aumento da fluidez da
membrana plasmética (nivel de insaturagdo) devido a incorporacdo do acido graxo
linoleico conjugado (4cido graxo poli-insaturado) na membrana dos blastémeros
durante o cultivo. O &cido graxo conjugado induz modificacdes no perfil de acidos
graxos, seja no conteudo de triglicerideos, ou diretamente nos niveis de acidos
graxos saturados ou insaturados provavelmente pela inibicdo da expressao de
genes que codificam a sintese de enzimas lipogénicas, assim como inibem a
atividade da lipoproteina lipase (DARWICH et al., 2010), sendo esta caracterizada
como principal enzima mediadora do consumo de triglicerideos pelos tecidos e pelas
células (GUEDES E GUEDES, 1998). Dessa forma, o aditivo poderia contribuir para
0 aumento da resisténcia embrionéria a criopreservacao.

O CLA trans-10, cis-12, exerce seu efeito sobre as enzimas que
participam da lipogénese reduzindo a absorcdo de &cidos graxos, dessaturacao
destes, sintese e secre¢do dos triglicerideos (PARIZA et al., 2000). Adicionalmente,
Takahashi e colaboradores (2002) relataram redugcdo nos transcritos proteina
transportadora da glicose-4 (Glut-4) para o interior da célula, no tecido adiposo
marrom e branco de camundongos que receberam suplementagao de CLA na dieta.

Recentemente, Darwich e colaboradores (2010) verificaram o efeito de
diferentes acidos graxos na expressdo génica de embrides produzidos in vitro. Os
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autores concluiram que a adicdo de CLA trans-10, cis-12, &cido linoleico (C18:3) e
acido decohexaenoico (DHA, C22:6) promoveram down regulation na expressao de
RNAm de proteinas envolvidas no metabolismo de lipidios em embriées com 7e 8
dias pos-fertilizacdo, indicando uma alteracdo no balanco de &cidos graxos
saturados/insaturados, o que pode gerar por consequéncia uma alteracao na fluidez
da membrana. Porém, os mesmos autores ndo observaram uma diferenca
significativa na sobrevivéncia dos embrides criopreservados, cultivados na presenca
dos diferentes acidos graxos citados, o que contraria outros achados da literatura
(PEREIRA et al.; 2007)

Neste sentido, diante dos resultados contraditérios presentes na literatura
sd0 necessarios mais estudos que avaliem a utilizacdo de CLA no cultivo de

embrides in vitro e sua influéncia na criorresisténcia.

3.6. LIPIDIOS, MEMBRANAS E O PROCESSO DE CRIOPRESERVACAO

Os lipidios tém papel crucial no estoque de energia, na estrutura celular e
podem modificar as propriedades fisicas e a funcdo metabdlica das membranas
bioldgicas (Kim et al., 2001).

A membrana plasmatica, devido a sua semipermeabilidade, mantém
gradiente quimico adequado de ions e outros componentes sollveis. Ela € composta
de lipidios, proteinas e carboidratos, sendo os lipidios responsaveis pela integridade
estrutural. A fluidez da membrana depende da temperatura, do conteudo de
colesterol, e de sua composicdo lipidica, sendo o comprimento e o grau de
insaturacéo das cadeias de &cidos graxos de extrema importancia. Quanto mais alta
a temperatura e quanto maior o numero de insaturacdes mais fluida fica a
membrana.

Aparentemente as células regulam a fluidez da membrana ajustando os
tipos de acidos graxos que nela séo incorporados. Os lipidios quando refrigerados,
tornam-se endurecidos e quebradi¢cos, podendo a integridade e a permeabilidade
das membranas serem afetadas nesse processo. Essas modificacfes fisico-



37

quimicas das membranas alteram a dindmica e consequentemente as
concentracgdes intra e extracelulares da agua durante a criopreservacao.

A membrana plasmética € a organela mais sensivel a baixas
temperaturas (ARAV et al., 1996) e entdo, sua constituicao lipoproteica determinara
seu comportamento durante o resfriamento.

A baixas temperaturas a conformacao tridimensional dos canais de
membrana se altera e a membrana fica menos fluida. Uma perturbacao na fluidez,
estrutura e fungdo da membrana plasmética causada pela peroxidacédo de lipidios
pode reduzir a permeabilidade a agua e aos agentes crioprotetores, diminuindo a
tolerancia do embrido ao processo de congelamento. Durante esse processo, as
células passam por um estresse de grande importancia que é o estresse osmatico.
As células e seus compartimentos celulares se tornam maiores e mudam de volume
devido ao movimento da 4gua e dos crioprotetores intracelulares. Em vista disso,
células que apresentam uma estrutura de membranas mais flexivel provavelmente
sofrem menores indices de lesdes do que aquelas que apresentam membranas
mais rigidas. E essas caracteristicas séo reflexos da composicdo dessas
membranas celulares (Seidel Jr, 2006).

O conteudo lipidico de oécitos e embrides é um importante parametro que
relaciona a qualidade com a criorresisténcia. A maioria dos lipidios intracelulares séo
os triacilgliceréis, os quais representam 88% da massa total de lipidios celulares em
embrides in vitro contra apenas 40 — 50% em embrides produzidos in vivo
(CHARPIGNY et al., 2003). Tal excesso lipidico pode causar, além de alteracdo na
fluidez dessas membranas, alteragdo na fungcdo das mesmas, danos no
citoesqueleto e nas jungdes célula-célula, ocorréncia de mitocondrias imaturas,
microvilus pequenos e em menor numero (Abe et al., 2002; Rizos et al., 2003,
Pereira et al., 2008).

A remocdo dos lipidios intracelulares por centrifugacdo aumenta a
tolerancia a criopreservagéao dos embrides bovinos in vitro (Abe et al., 2002), mas a
transferéncia desses embrides resulta em baixas taxas de prenhez (Diez et al.,
2001). A partir desses dados, estudos sobre os mecanismos moleculares da inibigéo
da absorcéo lipidica e do controle da proliferacdo celular identificaram moléculas

capazes de modular esses eventos nas células de mamiferos.
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Essas substancias promissoras e biologicamente ativas sdo os isbmeros
posicionais do &cido linoleico conjugado, o cis-9, trans-11, que exerce seu efeito na
carcinogénese regulando a expressao das proteinas que controlam o ciclo celular e
induzindo apoptose nessas células (EVANS et al., 2000), e o trans-10, cis-12, que
exerce seu efeito sobre as enzimas que participam da lipogénese e reduzindo a
absorcdo de acidos graxos (PARIZA et al.,, 2001). Pereira et al. (2006)
demonstraram pela primeira vez que a suplementacao do isdmero trans-10 cis-12 no
meio de cultivo na presenca de soro reduz o acumulo de lipidios em embrides, sem
afetar a taxa de clivagem e producgdo de blastocisto, além de aumentar a taxa de

sobrevivéncia apds o descongelamento.

3.7. SENSIBILIDADE DOS EMBRIOES PRODUZIDOS IN VITRO A
CRIOPRESERVACAO

Véarias técnicas e procedimentos foram desenvolvidos para a
criopreservagao de embrides produzidos in vivo com bons resultados, os quais, na
maioria dos casos alcangcam taxas de gestacbes em torno de 80 a 90% das obtidas
com embrides transferidos a fresco. Por outro lado, a criopreservacdo de embrides
produzidos in vitro tem sido um desafio, pois mesmo com todo o avanc¢o no sistema
de producéo in vitro os indices obtidos pos-criopreservagdo ainda sdo muito baixos,
com taxas de concepcéo abaixo de 30% (HASLER, 2014; HASLER, 2003, SEIDEL
Jr, 2006).

Os embrides produzidos in vitro apresentam uma elevada sensibilidade
ao resfriamento e congelamento, provavelmente devido ao seu alto conteudo
lipidico. A utilizacdo do soro fetal bovino no meio de cultivo in vitro tem sido
responsabilizada pela grande quantidade de lipidios intracitoplasmaticos e
consequentemente pela menor criorresisténcia (ABE et al., 2002; RIZOS et al.,
2003). Esse conceito foi primeiramente demonstrado por Nagashima e
colaboradores (1995), que demonstraram um aumento da criorresisténcia de
embrides suinos apos a remocao de gotas lipidicas intracitoplasméaticas de embrides

em estadios iniciais de clivagem.
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Embrides produzidos in vitro contém mais triglicerideos e menos lipidios
das outras classes (Mc EVOY et al.,, 2000). Essa diferenca, aliada a baixas
concentracdes de acidos graxos poli-insaturados nos fosfolipidios da membrana dos
embrides, pode ser responsavel pela baixa tolerdncia a criopreservacéo
(NAGASHIMA et al., 1992).

Ja foi demonstrado que embrides fertilizados in vitro e cultivados in vivo
possuem menor conteddo lipidico e apresentam maior criorresisténcia do que
embrides produzidos totalmente in vitro, sugerindo que o acumulo de lipidio poderia
estar associado ao cultivo in vitro (LONERGAN et al., 2003; RIZOS et al., 2002).
Todavia, o mecanismo pelo qual o acumulo de lipidio interfere na criopreservacao e
como ocorre esse maior acumulo de lipidio ainda nédo foi totalmente elucidado
(SUDANO, 2010).

Além do acumulo de lipidios existem outras diferengcas encontradas nos
embrides produzidos in vitro que podem contribuir para uma menor criorresisténcia,
entre elas poderia citar alteragdes no tempo de desenvolvimento (VAN SOOM et al.,
1997), metabolismo embrionario (KHURANA & NIEMANN, 2000), expressao génica
(NIEMANN & WRENZYCKI, 2000; LAZZARI et al., 2002) e alteragbes na morfologia
(GREVE et al., 1995).

Diferencas morfoldgicas entre embrides produzidos in vivo e in vitro tém
sido relacionadas a menor capacidade de sobrevivéncia pés-descongelamento
destes ultimos (FAIR et al., 2001), os quais apresentam citoplasma mais escuro,
blastbmeros mais dilatados e de menor densidade (POLLARD & LEIBO, 1993),
provavelmente devido a alta relag&o lipidio:proteina (LEIBO et al., 1995). Tem sido
descrito ainda que embrides PIV apresentam grande numero de vesiculas no
espaco perivitelino (Epv) e nas células trofoblasticas. Os blastocistos apresentam
debris celulares no Epv e muitos deles mostram debris celulares na blastocele. Uma
dramética diminuicdo das microvilosidades e um reduzido nimero de desmossomos,
comparado aqueles produzidos in vivo também sdo observados. Pequenos espagos
intercelulares sdo vistos circundando as células da massa celular interna e 0 nimero
de gotas lipidicas é quase o dobro do encontrado em blastocistos produzidos in vivo
(FAIR et al., 2001).

Diferengas ndo s6 no contetdo, mas também no perfil lipidico, bem como

no namero de estruturas celulares séo relatadas entre embrides produzidos in vivo
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ou in vitro. Os triacilglicerdis representam 88% da massa total de lipidios celulares
em embrides in vitro, contra apenas 40-50% em embrides produzidos in vivo
(CHARPIGNY et al., 2003; SEIDEL Jr, 2006).

Ferguson e Leese (1999) reportaram que as concentragcfes de
triacilglicerois em embriées produzidos in vivo permanecem estaveis desde o estadio
de duas células até o de blastocisto, enquanto que nos produzidos in vitro as
reservas de triacilgliceréis podem duplicar no estadio de blastocisto em embribes
expostos ao soro fetal (10%v/v), o que poderia influenciar diretamente no resultado
de viabilidade pés-criopreservacao.
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4. MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma, exceto aqueles indicados

no texto.

4.1. PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

Os embrides foram produzidos de acordo com Pontes et al. (2011), com
algumas modificacées. Resumidamente, foram utilizados complexos cumulus
oophorus ovdcitos (CCOs) aspirados de ovarios obtidos em matadouros locais, 0s
quais foram transportados ao laboratério em solucao fisiologica estéril (NaCl 0,9%),
acrescida de antibiéticos (100UIl/ml de penicilina e 100ug/ml de estreptomicina). Os
CCOs foram aspirados de foliculos ovarianos com diametro de 3-8 mm e
posteriormente meio de manipulacdo (TCM 199 com sais de Earle, 25mM de
HEPES, 10% de soro fetal bovino, 100 Ul/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina). Somente COCs de grau | e Il, contendo trés ou mais camadas de
células do cumulus e citoplasma uniforme foram utilizados.

Os CCOs selecionados foram mantidos em gotas de 100 pL de meio de
maturacdo (meio 199 com sais de Earle acrescido de 10% de soro fetal bovino, 20
Hg/mL de FSH, 100 Ul/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina) por 22 h.

Para a fertilizacéo in vitro (FIV) foi utilizado sémen congelado oriundo de
uma mesma partida. A selecdo dos espermatozoides viaveis foi realizada pela
técnica do mini Percoll. Em um tubo de microcentrifuga foram colocados 400 pl de
Percoll 90% e acima desse, formando outra camada, 400 pl de Percoll 45%. O
sémen foi depositado na superficie do gradiente e entdo o tubo foi centrifugado a
600 x g / 10 minutos. Em seguida foi descartado o sobrenadante e o sedimento foi
ressuspendido com 1,0 mL de meio TALP-sp. Foi realizada entdo, uma segunda
centrifugagéo, a 270 x g / 10 minutos. Finalmente o sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido com 100 pl do meio de fertilizagcdo (TALP suplementado
com 6 mg/ml de BSA livre de acidos graxos, 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 2 mM de penicilamina, 1mM de hipotaurina, 25 mM de epinefrina e
0,2mM de piruvato de sodio).
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Os CCOs maturados foram lavados duas vezes em meio Talp (Nutricell
®) e transferidos para gotas de 100 puL de meio de fertilizacdo, cobertas por 6leo
mineral. A inseminacdo (DO) foi realizada pela adicdo de 2 x 10°
espermatozoides/mL em cada gota, por 18 h.

Apds a co-incubacdo com os espermatozoides, 0s possiveis zigotos
foram desnudados parcialmente, lavados e co-cultivados em meio SOF comercial
contendo 5% de SFB (Nutricell ®). Durante o cultivo, foram utilizados diferentes
tempos de suplementacdo com CLA (codigo 92321; 100mM), conforme o0s
tratamentos a seguir: nas primeiras 72h (CLA-1), nas ultimas 72h (CLA-F), ou
durante todo o periodo de cultivo in vitro (CLA-T). Como controle os embrides foram
cultivados in vitro nas mesmas condi¢cées dos demais tratamentos, sem adi¢do de
CLA (CLA-C). No primeiro dia de cultivo também eram preparadas as placas que
receberiam os embrides dos tratamentos nas 72 h finais de cultivo. Nestas placas
era colocada uma pequena quantidade de células do cumulus oophorus em cada
gota para que se formasse uma monocamada de células e as condi¢cdes de cultivo
ndo sofressem alteracdo entre as primeiras e as ultimas 72 h. Os tratamentos foram
dispostos nas placas de maneira que 0 grupo controle nunca estivesse junto com
algum tratamento contendo CLA, para evitar um possivel efeito de contaminacdo do
meio (Figura 8). Os possiveis zigotos foram distribuidos aleatoriamente entre os
diversos tratamentos e cultivados por mais sete dias apos a FIV.

Durante todo o experimento os embrides foram mantidos em gotas de 100
pL de meio, sob 6leo mineral, na incubadora a 38,5 °C, com 5% de CO; em ar
atmosférico e 95% de umidade. Em cada gota foram colocados entre 20 e 25
oocitos. A taxa de clivagem foi avaliada 48 h (D2) pos-fertilizacdo e a taxa de
blastocistos avaliada sete dias (D7) pos-fertilizagéo.
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Figura 8 - Distribuicdo dos tratamentos nas placas de cultivo in vitro (CIV). CLA-C: CIV sem
a adicdo de CLA; CLA-I: CIV com CLA nas primeiras 72h; CLA-F: CIV com CLA nas ultimas
72h; CLA-T: CIV com CLA durante todo o periodo. A: Arranjo das placas de cultivo nas
primeiras 72 h e B: Arranjo das placas de cultivo nas ultimas 72 h.

4.2. CRIOPRESERVACAO

Os embrides foram criopreservados por vitrificacdo (VAJTA, 1997), para
posterior andlise pds-descongelamento.

Inicialmente os embrides foram colocados no meio de manutengéo (TCM
199-HEPES + 20% SFB), por 1 minuto, sendo em seguida transferidos para a
solucédo de equilibrio [SV1 - 10% de etilenoglicol (EG) e 10% de DMSO, em meio de
manutenc¢éo], onde permaneceram por trés minutos. Em seguida os embrides foram
mantidos por 30 segundos na solucao de vitrificagéo (20% de EG + 20% de DMSO,
em meio de manutencao).

Durante os 30 segundos de permanéncia na solugao de vitrificacdo, os
embrides (trés por palheta) foram envasados em palhetas abertas estiradas (OPS),
(VAJTA et al., 1998) e logo em seguida, as palhetas foram imersas em nitrogénio
liquido.

A desvitrificagcéo foi realizada colocando a extremidade fina da OPS na
solucao de desvitrificacdo (0,3 M de sacarose em solucdo de manutencao) e logo
apos a expulsdo dos embrides no meio, estes foram transferidos para outro poco

contendo a mesma solugcéo anterior, permanecendo por 5 min. Posteriormente, 0s
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embrides foram transferidos para um terceiro pogo com a mesma solucao, porém
com a concentracdo de sacarose reduzida pela metade, onde permaneceram por
mais 5 min. Finalmente foram transferidos para a solu¢do de manutencao. Todas as

solucgdes de vitrificacao e desvitrificacdo foram mantidas a 39°C.

4.3.  AVALIACAO DA CRIORRESISTENCIA

Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a criorresisténcia apés a
desvitrificacdo os embrides foram cultivados por 48h em meio SOF contendo 5% de
SFB (Nutricell ®), sob as mesmas condi¢bes de cultivo do grupo controle (CLA-C).
As avaliagbes das taxas de sobrevivéncia embrionaria foram realizadas 24h apés o
inicio do cultivo, sendo considerados viaveis os embrides que apresentaram re-
expansdo da blastocele ou eclosdo nesse periodo. A taxa de eclosao foi avaliada

apos 48 h de cultivo, contabilizando todos os embrides eclodidos neste periodo.

4.4. QUANTIFICACAO DE LIPIDIOS PELA TECNICA DO VERMELHO DO
NILO

A quantificacao de lipidios foi realizada segundo Barcel6-Fimbres e Seidel
Jr (2011) com pequenas modificacbes. Os embrides (n=48, 10 a 14 por tratamento)
foram fixados em solucéo salina tamponada e fosfatada (PBS) contendo 10% de
formol e 0,01% de PVA. Em seguida foram mantidos overnight em gota de 500 pL
de PBS contendo 1 pg/mL de Vermelho do Nilo (Sigma N-3013) e entdo lavados
duas vezes em PBS e montados em lamina e laminula utilizando glicerol entre estas.
Todas as solugdes citadas foram armazenadas em ambiente escuro e as avaliacdes
realizadas ao abrigo da luz. Foi utilizado microscopio de epifluorescéncia (Eclipse TE
300, Nikon) para promover a excitagdo do corante e visualizacdo do conteudo

lipidico. As imagens foram capturadas utilizando-se uma maquina fotogréfica (Nikon
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DS Ril) acoplada ao microscépio e posteriormente analisada individualmente
utilizando o software NIS-AR (versao 3.1-Nikon, Japéo).

Em cada imagem dos embrides dos diferentes grupos foi avaliada a
intensidade de emissdo da fluorescéncia utilizando-se plataforma especifica do
software, na qual quanto maior a intensidade da fluorescéncia, maior seria 0
conteudo lipidico. Dentro da plataforma foi selecionado o modo de avaliagdo que
utiliza duas linhas transversais entre si, indo de uma borda a outra do embrido, onde
em cada ponto de cada uma destas linhas foi quantificada a emissdao de
fluorescéncia em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF), variando de 0 (zero) a
255 em cada pixel analisado. Para reduzir o erro experimental uma segunda
avaliacdo foi realizada da mesma maneira, no entanto, o segundo arranjo das duas
linhas transversais foi disposto na diagonal, formando um angulo de 90 graus com o
primeiro arranjo. Desta maneira, cada embrido foi avaliado em quatro diametros
diferentes quanto a emissao de fluorescéncia. Cada uma das quatro linhas avaliadas
em cada embrido gerou de 195 a 531 pontos mensurados, totalizando 74.349 pontos
em todo o experimento. Os dados foram exportados para o software Excel (Microsoft
®, 2010) para posterior analise estatistica. A mesma técnica foi realizada com
o0citos no estadio de vesicula germinativa [VG (n=10)] e ap0s 22 h de maturacao
[MIl (n=9)] para comparar o conteudo lipidico dos embrides produzidos nos
diferentes grupos com o conteudo lipidico dos oécitos (Figura 1).

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o ambiente R (versdo 2.11.1).
Primeiramente os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste
de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e aqueles que nao apresentaram
distribuicdo normal (conteudo lipidico) foram analisados utilizando o teste né&o
paramétrico de Kruskal-Wallis com comparac¢des mdultiplas das médias. Os dados
referentes a taxa de clivagem, producéo de embrides, taxa de sobrevivéncia, taxa de
eclosdo e expressdo génica foram analisados através de andlise de variancia e as

médias que apresentaram diferenca comparadas pelo teste de Tukey. Para



46

correlacionar os dados de taxa de eclosdo, heterogeneidade, conteudo lipidico e
producdo de blastocisto foi utilizada a correlacdo de Pearson. O nivel de
significancia para o efeito avaliado em todas as analises foi de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a utilizagdo do CLA durante todo o cultivo
(CLA-T) reduziu o conteudo lipidico de embrides produzidos in vitro, sem afetar a
taxa de Dblastocistos. Nado foram observadas diferengas na taxa de clivagem,
producdo de blastocistos/odcitos (Tabela 1). Tais achados estdo de acordo com
outros ja descritos na literatura. Pereira e colaboradores (2007), avaliando a adicao
de CLA durante todo o cultivo in vitro de embrides, ndo observaram efeito na
producéo de blastocisto e taxa de clivagem. Por outro lado, recentemente, foi
demonstrado que o cultivo in vitro de embrides em meio sem soro fetal bovino (SFB)
e suplementado com 50 e 100 pM de CLA reduziu a taxa de blastocistos
(STINSHOFF et al. 2013). No entanto quando o cultivo dos embrides foi feito em
meios suplementados com soro fetal, como no presente trabalho, a adicdo do CLA
nao alterou a taxa de blastocistos.

Tabela 1: Taxa de clivagem e de blastocisto produzidos in vitro em meio suplementado com
CLA em diferentes momentos do cultivo.

Produgdo Embrionéria

Tratamento Odcitos (n) Repeti¢cdes Clivagem (%) Blastocisto (%)
CLA-C 229 7 67,6 +1,7 33,1+5,0
CLA-I 250 7 62,8 + 4,9 25,6 £ 3,5
CLA-F 247 7 60,8 + 4,8 259+4,6
CLA-T 248 7 60,7 + 4,2 32,5+8,3

CLA-C: CIV sem a adicdo de CLA; CLA-I: CIV com CLA nas primeiras 72h; CLA-F: CIV com
CLA nas ultimas 72h; CLA-T: CIV com CLA durante todo o periodo.

O SFB tem sido amplamente utilizado nos meios de produgé&o in vitro de
embrides, por diferentes laboratérios com o objetivo de fornecer substrato
energético, aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento e quelantes de metais
pesados (MUCCI et al. 2006). Seus efeitos benéficos ja foram demonstrados por
diferentes autores, os quais puderam constatar que o SFB promove uma aceleracéo
no desenvolvimento embriondrio e consequentemente a chegada ao estagio de
mérula mais rapidamente (Van WAGTENDONK-DE LEEUW, et al. 1997, LAZZARI et
al., 2002; LEQUARRE et al., 2003; RIZOS et al., 2003), maior numero de células por
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embrido e maior numero de embrides produzidos (HOLM et al., 2002; LAZZARI et
al., 2002, GEORGE et al. 2008, SUDANO et al., 2011).

Por outro lado, apesar dos beneficios citados, o uso de SFB tem sido
associado a alguns problemas como a ocorréncia da sindrome do bezerro grande
(LAZZARI et al., 2002), acumulo excessivo de lipidios (ABE et al., 1999, ABE et al.,
2002; MUCCI et al., 2006; BARCELO-FIMBRES e SEIDEL JR, 2007b; SUDANO et
al., 2011) e menor criorresisténcia (RIZOS et al., 2002; ABE et al., 2002; MUCCI et
al., 2006, SUDANO et al., 2011).

O motivo pelo qual os embrides produzidos in vitro acumulam lipidios
excessivamente quando cultivados na presenca de SFB, ainda ndo esta totalmente
elucidado. SATA (1999) demonstrou que ovécitos maturados em meio contendo
SFB apresentaram um aumento no conteuldo lipidico, o que poderia ser devido a
internalizacdo de lipidios contidos no préprio soro.

A presenca do CLA durante o cultivo in vitro alterou o conteudo lipidico
dos embrides bovinos (Figuras 9 e 10). Embrides expostos ao CLA durante as
primeiras 72 h (CLA-I), assim como durante as ultimas 72 h (CLA-F) do cultivo in
vitro aumentaram o conteudo lipidico, quando comparado ao controle. A reducdo do
conteudo lipidico, no entanto, s6 foi observada nos embrides mantidos em meio
suplementado com CLA durante todo o periodo do cultivo (CLA-T). Nos embrides
desse grupo o conteudo lipidico ndo diferiu significativamente dos odcitos VG (P >
0,5).

Existe um periodo marcante de mudanca no metabolismo, que coincide
com a ativacdo do genoma embrionério. Até o estadio de 8-16 células os embrides
utiizam como fonte energética basicamente piruvato e, ap6s a compactagdo, o
consumo de glicose aumenta acentuadamente (KHURANA e NIEMANN, 2000). Com
intuito de estudar uma possivel influéncia deste momento especifico do
desenvolvimento embrionario no acumulo lipidico e produc¢éo de in vitro de embrides

foi avaliado no presente trabalho o uso do CLA antes e depois da compactagao.
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Figura 9: Conteudo lipidico de odcitos no estadio de vesicula germinativa (VG) e metéfase Il
(MII), e de embrides contendo ou ndo CLA. CLA-C: CIV sem a adicédo de CLA; CLA-I: CIV
com CLA nas primeiras 72h; CLA-F: CIV com CLA nas ultimas 72h; CLA-T: CIV com CLA
durante todo o periodo *Letras diferentes entre grupos indicam diferenca significativa
(p<0,05).

Nossos resultados demonstraram que o momento da adicdo do CLA
durante o cultivo in vitro ndo influenciou as taxas de clivagem e de blastocistos. Por
outro lado, foi observada uma diferenca significativa no contetdo lipidico em relacéo
ao momento de adicdo do CLA. Embrides mantidos em meio com CLA durante
durante todo o periodo de cultivo (CLA-T) apresentaram o menor conteudo lipidico,
sendo semelhante aos dos odcitos no estadio de vesicula germinativa, ou seja,
oocitos que nao sofreram influéncia das condi¢des in vitro de cultivo. Esta reducao
no conteudo lipidico poderia ter ocorrido devido a uma redug¢do na producdo de
transcritos de enzimas lipogénicas promovidos pelo CLA, o que ocasionaria, por
consequéncia, uma menor producao de lipidios (LEE et al.,1998; DARWICH, et al.,
2010). Baumgard et al. (2002) verificaram a ocorréncia de reducao de producéo de
transcritos de enzimas lipogénicas em tecido mamario de vacas lactantes apos a
infusdo intramamaria de solugdo contendo CLA. A consequéncia desta reducdo da
expressdo génica foi um leite com menor conteudo lipidico. Em embrifes bovinos o
CLA também afetou a expressdao de enzimas ligadas ao metabolismo lipidico
(DARWICH, et al., 2010).
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Figura 10 - Odcitos em vesicula germinativa (A), oécitos em MIl (B), embries CLA-C (C), CLA-I (D),
CLA-F (E), CLA-T (F) corados com vermelho do Nilo. Campo claro e fluorescéncia (Aumento 200 x).

Quando os embrides foram cultivados com CLA somente no periodo pré-
compactagcdo (CLA-1) e pés-compactacdo (CLA-F) foi observado um aumento no
conteudo lipidico, sendo este superior ao do grupo controle. Isso demonstra que a
acdo do CLA no sistema de producéo in vitro de embrides é complexo e precisa ser
melhor estudado. Provavelmente para que ocorra seu efeito na down-regularion de
enzimas lipogénicas € necesséria sua presenca durante todo o cultivo. Ou ainda,
seu efeito estaria especificamente entre as 72 h iniciais e finais de cultivo in vitro,
pois existe um aumento do namero de gotas lipidicas citoplasmaticas médias e
grandes nos estadios de dois e de oito células até o estaddio de morula, que é o
estagio onde ocorre o maior acumulo lipidico embrionario em meios suplementados
com soro (ABE et al., 2002).

O motivo da importancia dada pela literatura ao acumulo lipidico
embrionério € a aparente reducdo da criorresisténcia embrionaria (RIZOS et al.,
2002; ABE et al., 2002; MUCCI et al., 2006; BARCELO-FIMBRES & SEIDEL JR,
2007b).

No presente estudo os embrides que permaneceram na presenca de CLA
durante todo o cultivo apresentaram uma maior taxa de eclosdo apdés a
desvitrificacdo, mostrando assim uma maior criorresisténcia. Tais achados podem ter
ocorrido pela reducéo do conteudo lipidico, pelo aumento da fluidez da membrana
plasmatica (nivel de insaturacdo) devido a incorporacéo do &cido linoléico conjugado
(&cido graxo poli-insaturado) na membrana dos blastdmeros, ou ainda pela
associacdo de ambos os efeitos. O CLA induz modificagbes no perfil de acidos
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graxos, seja no conteudo de triglicerideos, ou diretamente nos niveis de acidos
graxos saturados ou insaturados (BAUMGARD et al., 2002). No entanto no presente
trabalho ndo foram realizadas avaliacbes quanto as classes de lipidios presentes
nos embrides.

A taxa de sobrevivéncia apos 24 h da desvitrificacdo e a taxa de eclosao
ap0s 48 h estdo demonstradas na Tabela 2. O cultivo dos embrides em meio
contendo CLA nas ultimas 72 h do cultivo in vitro (CLA-F) reduziu significativamente
(P =0,0317) a taxa de sobrevivéncia avaliada 24 h apds a desvitrificacdo em relagéo
aos tratamentos CLA-I e CLA-T (P<0,05), porém ndo sendo estatisticamente
diferente do controle (P>0,05). Entretanto a suplementacdo do meio de cultivo in
vitro com CLA durante todo o periodo (CLA-T) melhorou a taxa de eclosdo dos
embrides (P = 0,0005).

Nagashima e colaboradores (1995), trabalhando com embri6es suinos,
demonstraram pela primeira vez que a reducdo do conteudo lipidico aumenta a
criorresisténcia. A partir dai uma série de estudos corroboraram tais achados
também em bovinos (SEIDEL JR, 2006; SEIDEL Jr e BARCELO-FIMBRES, 2011;
RIZOS et al., 2003; BARCELO-FIMBRES, 2009, SUDANO, 2011; PEREIRA, 2007;
PEREIRA, 2008). De maneira semelhante foi encontrado no presente trabalho que
os embribes com maior criorresisténcia apresentaram o menor conteudo lipidico,
mostrando que o CLA pode ser um aditivo utilizado com a finalidade de melhorar a
criorresiséncia de embrides bovinos.

O efeito benéfico do CLA na criorresisténcia pode ser explicado pelo
aumento da fluidez da membrana plasmética (nivel de insaturacdo) devido a
incorporacdo do &cido graxo linoléico conjugado (acido graxo polinsaturado) na
membrana dos blastbmeros durante o cultivo. O acido graxo conjugado induz
modificacbes no perfil de acidos graxos, seja no contetdo de triglicerideos, ou
diretamente nos niveis de &cidos graxos saturados ou insaturados provavelmente
pela inibicdo da expressdo de genes que codificam a sintese de enzimas
lipogénicas, assim como inibem a atividade da lipoproteina lipase (Al DARWICH et
al., 2010). Os mesmos autores avaliaram o efeito da utilizacdo de diferentes acidos
graxos polinsaturados no meio de cultivo de embrides bovinos, demonstrando que
estes acidos graxos podem afetar os niveis de transcrito de genes FADS2, mas nao
afetou os niveis de transcritos dos genes ACC, FAS ADPR, DGAT e ACSL1.
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Tabela 2: Taxa de sobrevivéncia (%) e de ecloséo (%) determinadas as 24 e 48 h apds a
desvitrificagdo de embrides bovinos cultivados em meio suplementado com CLA em
diferentes momentos do cultivo.

Tratamento n Sobrevivéncia 24 h Eclosdo 48 h
Controle 65 50,3+35% 26,0+ 8,62
CLA-| 67 60,6 +4,6°" 33,7+4,3°%
CLA-F 46 40,0+8,.2°2 226+3,4°%2
CLA-T 68 61,8+32° 61,8+47°

CLA-C: CIV sem a adicdo de CLA; CLA-I: CIV com CLA nas primeiras 72h; CLA-F: CIV com
CLA nas ultimas 72h; CLA-T: CIV com CLA durante todo o periodo. *Letras sobrescritas
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05)

Além da acgdo na reducdo da expressao de enzimas lipogénicas, o CLA
também poderia estar atuando na expressdo de genes ligados ao transporte de
glicose (GLUTSs). Takahashi et al. (2002) observaram uma reducdo de transcritos de
GLUT 4 em células de tecido adiposo de camundongos cultivadas em meio
suplementado com CLA.

Em estudos com embrides bovinos Wrenzycki e colaboradores (1998 e
1999) observaram que a expressao do GLUT-1 aumentou significativamente no
estadio de 8-16 células. Este aumento na expressao desta proteina coincide com o
momento de ativacdo do genoma embrionério e também a partir deste periodo o
embrido fica dependente do uso da glicose como substrato energético. No presente
trabalho foi observada uma maior criorresisténcia nos embrides cultivados na
presenca de CLA durante todo o cultivo. Tais achados poderiam estar associados a
uma reducdo na expressao de GLUT-1, uma vez que o CLA poderia bloquear ou
reduzir o aumento da expressao dos GLUTs no estadio de 8-16 células A reducéo
na expressao de GLUTs poderia reduzir o conteudo lipidico por promover uma
menor entrada de glicose na célula. Desta maneira, haveria uma menor quebra da
glicose via glicdlise, o que, por consequéncia, ocasionaria uma menor concentracao
de Acetil-CoA, precursor dos acidos graxos.

Pelo exposto, o CLA pode ser uma opc¢ao para reduzir o conteudo lipidico
e consequentemente aumentar a criorresisténcia dos embrides em sistemas de
producdo que utilizam soro nos meios de cultivo, sem afetar a producdo de

embrides. Porém, é importante que pesquisas voltadas para a avaliagdo da
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expressdo génica de enzimas ligadas ao metabolismo de lipidios e metabolismo
energético sejam desenvolvidas com o intuito de elucidar os mecanismos pelos

guais o CLA atuaria no aumento da criorresisténcia dos embrides.
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6. CONCLUSAO

Pelos resultados apresentados conclui-se que o uso de CLA durante todo
o cultivo in vitro promove uma redugdo do conteudo lipidico e um aumento da
criorresisténcia. Desta maneira, poderia ser utilizado como aditivo nos meios de
producéo in vitro de embrides bovinos com o intuito de aumentar a criorresisténcia.
Para que sejam elucidados os mecanismos pelos quais o CLA atua neste aumento
de criorresisténcia propfe-se futuros estudos ligados a expressao de genes que
atuam na lipdlise e lipogénese e também aqueles ligados ao metabolismo energético

embrionario.
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