Universidade Federal de Minas Gerais
Escola de Veterinaria
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal

VIABILIDADE POS VITRIFICACAO DE EMBRIOES F1 HOLANDES X
ZEBU PRODUZIDOS IN VITRO E CULTIVADOS EM MEIO CONTENDO
ACIDO LINOLEICO CONJUGADO
Ana Carolina Leite

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria - UFMG
2014






Universidade Federal de Minas Gerais
Escola de Veterinaria
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal

VIABILIDADE POS VITRIFICACAO DE EMBRIOES F1 HOLANDES X
ZEBU PRODUZIDOS IN VITRO E CULTIVADOS EM MEIO CONTENDO

ACIDO LINOLEICO CONJUGADO
Ana Carolina Leite

Dissertacdo apresentada na Universidade
Federal de Minas Gerais, Escola de
Veterinaria, como requisito parcial para a
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia
Animal.

Area de concentracdo: Reproducdo Animal
Orientador: Prof. Alan Maia Borges

Coorientador: Dr. Bruno Campos de
Carvalho

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria - UFMG

2014






DE MINAS GERAIS

— U F m UNIVERSIDADE FEDERAI

FOLHA DE APROVAGAO

Ana Carolina Leite

Dissertagdo submetida a banca examinadora designada pelo Colegiado do
Programa de Pés-Graduagdo em CIENCIA ANIMAL, como requisito para
obtencSo do grau e Mestre em CIENCIA ANIMAL, drea de concentrago
REPRODUCAD ANIMAL.

Aprovada em 2B de maio de 2014, pela banca constituida pelos membros:

1/" _}_.f-"’, -
o S Lt ense Borih
7 Prof. Alan Maia Bordes
Presidente - Orientador

f;_“,» -;" &:4’(;"' e

Dra. Bruna Rios Coelho Alves
EMBRAPA - Juiz de Fora

h = \

Prof. Marc Roger Jean Marie Henry
Escola de veterinaria - UFMG

Unhverwdabe Faderal de Minae Gorale
Fuculs d¢ Yewriubria

Av. Acpbn i Corbim, 6637 -

Cala Wnta] 947 - 1P N 22900
Scho Hereoex - Miow Caevs

Teebons: 137) 3400200700 U )

Arcvrstulaehr
fmall cag@vetalng by

e T T — e —— AR



Dedico esse trabalho aos meus pais, Emilio
e Ana Beatriz, a0 meu irméo, Luiz
Guilherme, a minha familia e amigos pelo
incentivo e apoio em todas as minhas
escolhas e decisoes.



AGRADECIMENTOS

A realizacdo dessa dissertagdo marca o fim de uma etapa muito importante para mim. Gostaria de
agradecer a todos que de alguma forma contribuiram para a concretizacdo desse trabalho.

A Deus, por me conceder sabedoria na escolha dos melhores caminhos, coragem para acreditar e forca
para ndo desistir e comecar de novo quantas vezes fosse preciso.

A Escola de Veterinaria da UFMG por possibilitar a realizacio deste trabalho. A todos os professores e
técnicos da Reproducdo Animal, pelo auxilio técnico e esclarecimento de davidas. Ao Prof. Marc
Henry por ter ajudado na retomada da rotina do laboratério e por estar disponivel sempre que
precisamos.

A FAPEMIG (Projeto CVZ APQ 0912-12), pelo apoio financeiro. A CAPES, pela bolsa de estudos.

Ao Prof. Alan Maia Borges pela orientac3o, pela ajuda e pela oportunidade de trabalhar com producio
in vitro de embrides.

A0s meus pais e meu irmdo, obrigada por compartilharem comigo meus sonhos e acreditarem que eu
fosse capaz de alcanca-los. A minha mae, minha amiga e conselheira, por acreditar em mim e ndo me
deixar desanimar diante de todas as dificuldades, vocé foi essencial nesse processo, ndo teria
conseguido chegar aqui sem a sua forca. Ao meu pai, pelo apoio e incentivo. Ao meu irm&o, que
acompanhou todo o processo de longe, mas sempre presente.

A minha familia, meus avés, minha madrinha, meus tios e primos que sempre me apoiaram e
incentivaram.

Ao Cenatte Embrides, pelo fornecimento dos meios e por todo o suporte técnico, especialmente ao
Antbnio Janior e ao Roberti por terem aceitado essa parceria, por abrir as portas do Cenatte e por todo
0 auxilio e esclarecimentos técnicos, a ajuda de vocés foi essencial na realizacdo deste trabalho.

Ao frigorifico Santa Vitdria, por possibilitar que fizéssemos a coleta dos ovarios com a frequéncia que
0 experimentou demandou, disponibilizando toda a sua estrutura, instrumentos e remanejamento de
funcionarios para que a coleta fosse feita dentro dos padrdes ideais. A Adriana, Médica Veterinaria
responséavel técnica do estabelecimento, por autorizar que as coletas fossem realizadas. A Edvina, por
toda ajuda e pelo carinho e alegria que tinha ao nos receber, mesmo em dias de trabalho pesado.

A EPAMIG, por proporcionar que eu fizesse as transferéncias na fazenda de Felixlandia, fornecer os
animais, acomodamento durante os dias de transferéncia de embrido e disponibilizar toda a estrutura da
fazenda e os funcionarios para o bom andamento do experimento. Gostaria de agradecer especialmente
ao Dr. José Reinaldo, ao Arismar e ao Geraldo, por ter nos recebido tdo bem e pela boa vontade e
disponibilidade de nos ajudar sempre que precisamos.

A Eliane, pelo seu trabalho e dedicacio ao experimento, por ndo me deixar desistir nos momentos
dificeis, por me ajudar e incentivar a recomegar, por estudar junto comigo, nada seria possivel sem
vocé. Muito obrigada pela amizade e pelo trabalho duro para que eu conseguisse terminar o
experimento.

A equipe do Prof. Alan, & Telma e & Clarice, por ndo medir esforcos em me ajudar, e, em especial, ao
Virgilio que teve a oportunidade de acompanhar todo o processo, espero que tenha conseguido passar
um pouco do que ja conhecia e do que eu aprendi com esse trabalho.

Ao Danilo, pelas anélises estatisticas e pela atencéo dispensada.

Ao Juneo, pela ajuda nas coloracdes e quantificacdo lipidica.



Ao Roberto e ao Tido, por todos 0s ensinamentos e esclarecimento de duvidas, obrigada pela
oportunidade de trabalhar com vocés e aprender a importancia da pesquisa aplicada.

Aos meus amigos, pelo apoio e acolhimento nos momentos de aflicdo, por acreditarem em mim e por
torcerem junto comigo para que tudo desse certo, nada seria possivel sem vocés.



“Talvez nao tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito. Nao

sou o que deveria ser, mas Gracas a Deus, ndo sou o que era antes ",
(Martin Luther King)

“There is no chance, no destiny, no fate, that can hinder or control the firm resolve of a

determined soul”
(Wilcox)



LISTA DE ABREVIATURAS

Be - Blastocisto eclodido

BE - Benzoato de estradiol

Bi - Blastocisto inicial

BI - Blastocisto

Bx - Blastocisto expandido

CE - Cipionato de estradiol

CCOs - Complexo cumulus-oophorus

CIV - Cultivo in vitro de embrides

CLA - Isbmero do &cido linoléico conjugado trans-10, cis-12
DMSO - Dimetil sulféxido

DPBS - Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
eCG - Gonadotrofina coridnica equina

EG - Etilenoglicol

F1 HZ - Primeira geragéo de cruzamento Holandés X Zebu (1/2 Holandés X 1/2 Zebu)

FIV - Fecundacdo in vitro do complexo cumulus-oophorus
FSH - Horménio foliculo estimulante

HM - Holding Medium

HZ - Cruzamento Holandés X Zebu

IETS - International Embryo Transfer Society

IGF-1 — Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
MIV - Maturacéo in vitro do complexo cumulus-oophorus
OPU - Ovum Pick Up

P4 - Progesterona

PES - Ethosulfato de Fenasina

PGF2a - Prostaglandina F2a

PIV - Producéo in vitro de embrides

PBS - Salina fosfatada tamponada

PVA- Polivinilpirrolidona

SFB - Soro fetal bovino

SOF - Synthetic Oviduct Fluid Medium

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

10



SUMARIO

2.1
2.2
2.3

24
2.5

2.6
2.7

3.1
3.11
3.1.2
3.1.3
3.14
3.2
3.2.1
3.2.2
3.3
3.3.1
3.4
3.5
3.6

41
4.2
4.3
4.4

RESUMO ... e nn et nrenre s

1NRE2T0] 10T o7 Yo N

REVISAO DE LITERATURA . .....oooiiieveteseeee e vesesse s ssaessssssssanenneans
Panorama da produgéo de leite N0 Brasil..........cccoovoiriiciiiniiinececeee
Producéo in vitro de embrides em gado de leite..........cooevviiiiiiiineiccceee
Utilizacdo do sémen sexado para fémea na produgdo in vitro de embrides
DOVINOS. ... ettt nne s
Criopreservacgédo de embrides produzidos iN VITFO.........cccererericiieiinineneeescsiees
Fatores que influenciam a  sobrevivéncia embrionaria po6s
CriopreservaGao/aqUECIMENTO. .......uiveveieriete et see sttt
O &cido linoléico conjugado trans-10, Cis-12 (CLA).......cccrvirrierrineereeesieeene
Transferéncia de embri&o vitrificado/aquecido............ccoeveirierinincicc e

MATERIAL E METODOS........coiiieieieiseeeesissessesessessesssses s seses s sensssensnns
Producao in VItro de emMDIIBES.........cccviiiiieieiiiseie e
(010] 122 =W [0 1301 V7- U g [0 1SS PSSR
Maturacéo in vitro (MIV) dos complexos cummulus-oophorus (COCS)..................
Fecundago in vitro dos 00CITOS (FIV).......coiriiiiiiiisise e
Cultivo in vitro dos embrifes (CIV)......cccviiieiicieie e
Vitrificagao d0oS MBIIBES. ......ccveveiiiiiitereees e
AQUECIMENTO dOS EMDIIBES. .....c.vevviiieiieeiieee e
Analise do contetdo lipidico das células embrionarias...........c.cccceevvvvevenecneinesienn,
COlOraga0 das AMOSTIAS. ........uuiveriireieiesiiste sttt
QUANtIfiCAGAD lIPIAICA. ... ceveveieeiieie e
Avaliacéo da reexpansao e eclosdo dos embrides pos aquecimento............cc.ceevenee.
Avaliac&o sobrevivéncia embrionaria pos transferéncia...........cc.coevvereiveiesivsnnene
ANALISE EStAtISTICA. .. veveveeciicieciese et

RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coocieieeeeeieeesieses s seseessesssssses s sessaees
Producéo in vitro de embrides de acordo com 0s grupos experimentais.................
Quantificagd@o do teor lipidico embriONArIO.........cccooviiiiiiiiree e
Avaliacdo da reexpansao e eclosdo dos embrides pos aquecimento.......................
Avaliagdo sobrevivéncia embrionaria pos transfer€ncia...........ccoceceeevernenncnniene.

CONGCLUSODES. ..o oottt ettt et ettt et et et e s et e e e et ee et et et es et es et eeeeeeerereresans

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... oot e eee e

14

15

16
16
17

19
19

22
23
25

25
27
27
27
29
30
30
32
32
32
33
33
33
35

35
35
37
41
43
44

45

11



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2
Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Classificacdo de o6citos segundo as caracteristicas dos complexos cummulus-
oophorus (COCs) e do citoplasma do 00CIt0..........ccccererieieienieieneeeeee e

Grupos experimentais para cultivo in vitro de embriBes..........ccceveviiiiiie e,

Classificacdo dos blastocistos de sete dias de desenvolvimento in vitro, de acordo
com a International Embryo Transfer SOCIety.........ccccccvevieiivciviic e

Taxa de clivagem de odcitos, taxa de producdo de blastocistos em relacédo ao
numero de embriBes clivados e taxa de producdo de blastocistos em relacédo ao
total de odcitos inseminados, de acordo com cada grupo experimental..................

Taxas de reexpanséo e de eclosdo dos embrides bovinos produzidos in vitro e
submetidos a vitrificacdo no sétimo dia de cultivo, de acordo com o grupo
EXPEITMENTAL ...t

Reexpansao e eclosdo dos embrides, de acordo com 0s grupos experimentais, em
24,48 € 72 horas de CUMIVO.......cueiii ittt

28

29

30

35

40

42

12



LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9

Estrutura das moléculas de &cido linoléico, acido linoléico conjugado cis-9,
trans-11 (cis-9, trans-11 (CLA)) e acido linoléico conjugado trans-10, cis-12
(trans-10, CiS-12 (CLA)). ..t st sae e re e
Cronograma das atividades laboratoriais ap6s o cultivo embrionério in vitro.......

Esquema com a sequéncia de procedimentos para a vitrificacdo embrionaria em
Open PUHEd StraW (OPS)......ccuoieieieiiieieieeee e

Esquema com a sequéncia de procedimentos para o0 aquecimento de embrides
vitrificados em Open Pulled Straw (OPS)........cccoiiiiiiieiiseeeeseee s

Quantificacao lipidica por coloracéo com Sudan Black B............ccccccocvvveiiiieinenns
Protocolo de sincronizagdo do estro para as receptoras de embrido......................
Composicao lipidica dos diferentes grupos eXperimentais. ..........ccocvververererererennes
Embribes corados pelo Sudan Black B segundo grupo experimental.......................

Viabilidade emBrioNAria iN VItFO.........oee oot eee e e e

13



RESUMO

Considerando a importancia de fémeas mesticas F1 Holandés X Zebu (HZ) para a producdo leiteira no
Brasil e as inconsisténcias existentes na técnica de criopreservagdo de embrides bovinos produzidos in
vitro, foi avaliado o efeito da adicdo de acido linoléico conjugado trans-10, cis-12 (CLA) ao meio de
cultivo in vitro na viabilidade pos vitrificagdo de embrides F1 HZ. O CLA é um &cido graxo que tem a
propriedade de diminuir a lipogénese nas células embrionérias, melhorando a qualidade do embrido
produzido e, possivelmente, diminuindo a sua sensibilidade a criopreservacdo. Foram utilizados trés
meios de cultivo: Controle (n=340 odcitos): meio SOF acrescido de albumina sérica bovina (BSA) e
soro fetal bovino (SFB), sem 0 CLA; SFB+CLA (n=359 06citos): meio SOF acrescido de BSA, SFB e
CLA; CLA (n=339 odcitos): meio SOF acrescido de BSA e CLA, sem o SFB. No sétimo dia de cultivo
(D7) foi avaliada a producdo de blastocistos, de acordo com cada tratamento. Todos os blastocistos
produzidos foram submetidos & vitrificacdo, pelo método de Open Pulled Straw (OPS), para posterior
aquecimento e avaliagdo do contetdo lipidico ou da viabilidade embrionéria. Quinze blastocistos de
cada tratamento foram fixados para a analise da concentracdo de lipideos intracitoplasmaticos por meio
de coloracdo com Sudan Black B. Para avaliar a viabilidade do embrido produzido, embrides
vitrificados foram aquecidos (Controle=27; SFB+CLA=30; CLA=17) e cultivados in vitro para a
observacédo de sua capacidade de reexpanséo e eclosdo. Para avaliar a viabiliadade apos a transferéncia
de embrides, foram utilizados 23 embrides do grupo Controle, 20 embrides do grupo SFB+CLA e 28
embrides do grupo CLA. Foram realizadas transferéncias de um (n=17, sendo Controle=5,
SFB+CLA=6 e CLA=6) ou dois embribes (n=27, sendo Controle=9, SFB + CLA=7 e CLA=11) para o
corno uterino ipsilateral ao corpo lateo. Ndo houve diferenga nas taxas de clivagem (62,1%; 74%; 74%
para Controle; SFB+CLA; CLA, respectivamente), producdo de blastocistos em relagdo aos clivados
(59,7%; 47,7%; 38,3% para Controle; SFB+CLA,; CLA, respectivamente) e producdo de blastocistos
em relacdo ao total de oocitos submetidos & fecundagdo (37,1%; 35,4%; 28,3% para Controle;
SFB+CLA,; CLA, respectivamente) (P>0,05). A presenca do CLA no meio de cultura resultou na
diminuicdo de gotas lipidicas intracitoplasmaticas, ja que os embrides cultivados na presenca do SFB e
na auséncia do CLA (Controle) apresentaram aumento significativo de goticulas lipidicas em relagdo
aos demais tratamentos (P<0,05). Em relacdo a reexpansdo, o tratamento CLA foi inferior ao Controle
e superior ao SFB+CLA (70,4%; 43,3%; 47,1% para Controle; SFB+CLA; CLA, respectivamente)
(P<0,05). Os trés tratamentos apresentaram taxas de eclosdo semelhantes (42,1%; 23,1%; 25% para
Controle; SFB+CLA,; CLA, respectivamente) (P>0,05). Apenas uma gestacdo foi confirmada, sendo
proveniente da transferéncia de apenas um embrido, do grupo Controle, para o corno ipsilateral ao
corpo lateo.

Palavras-chave: Acido linoléico conjugado, &cido linoléico conjugado trans-10, cis-12, CLA,
criopreservacdo de embriGes, vitrificagdo, fémeas F1 Holandés X Zebu, cultivo in vitro de embrides
bovinos.
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1- INTRODUCAO

A pecuéria bovina nacional caracteriza-se
pela predominancia de animais mesticos
para a producdo de leite, o0s quais
representam aproximadamente 74% do total
de vacas ordenhadas (Vilela, 2003). A
busca por animais produtivos e bem
adaptados ao ambiente tropical faz com que
a utilizacdo de fémeas mesticas F1 (Bos
taurus taurus X Bos taurus indicus) torne-
se uma alternativa viavel para ser explorada
nos diversos sistemas de producdo. Além
disso, a utilizacdo de animais mesticos para
a producdo de leite pode representar
reducdo do custo de producdo, ja que sdo
animais rusticos, produtivos, resistentes,
longevos e adaptados as limitacdes
prevalentes na maioria dos sistemas de
producdo que exploram vacas em regime de
pastejo (Ruas et al., 2008).

Se por um lado o genétipo F1 Holandés X
Zebu é uma alternativa viavel para
aumentar a produtividade da maioria dos
rebanhos leiteiros, por outro, ainda existe
um ponto critico que é a producdo de
nimero de fémeas suficientes para atender
as crescentes demandas de aquisicdo e
reposicdo de plantéis. Assim, torna-se
necessaria a busca por tecnologias que
maximizem a producgéo de fémeas. Diversos
sdo 0s métodos de obtengdo de animais de
reposi¢do, dentre eles, monta natural,
inseminagdo  artificial com  sémen
convencional ou sexado, superovulacdo e
transferéncia de embrides obtidos pelo
método tradicional ou por meio de
fecundagdo in vitro. Verifica-se que a
producdo de embrides a partir da
fecundacéo in vitro com sémen sexado € a
de maior potencial para a producdo de
fémeas de reposicdo (Borges et al., 2010).

As principais vantagens da producdo in
vitro de embrides (PIV) em relacdo as
demais biotecnias da reproducgéo assistida,
sdo a alta frequéncia de coleta de odcitos,
otimizacdo do uso da dose de sémen,

principalmente  do  sémen  sexado,
possibilidade de utilizar a genética de
fémeas pré-puberes, gestantes, senis e/ou
com patologias adquiridas que inviabilizem
a reproducdo natural ou inseminagdo
artificial  (Viana e Camargo, 2007;
Gongcalves et al., 2008).

A producgéo in vitro de embrides bovinos
tem sido adotada como alternativa para
aumentar 0 ndmero de  animais
geneticamente superiores nos rebanhos,
maximizando a produtividade e
aumentando o nimero de descendentes em
curto espaco de tempo (Viana e Camargo,
2007). A PIV ainda apresenta algumas
limitagBes em relacdo as taxas de produgdo
de blastocistos, fertilidade do embrido,
perdas perinatais e baixo potencial de
criopreservacdo embrionaria (Mezzalira e
Vieira, 2006; Gongalves et al., 2008).

O objetivo da criopreservacdo ¢ manter o
embrido por longos periodos em estado de
quiescéncia,  possibilitando  assim o
transporte, a exportacdo e a importacdo de
racas de interesse  zootécnico. A
criopreservacdo de embrides e gametas
possibilita ainda a conservacdo de banco
genético de diferentes ragas e espécies, a
manutencdo da viabilidade de embrides
excedentes e a utilizacdo do estro natural de
receptoras, que apresenta taxas de gestacao
melhores do que 0s animais sincronizados,
além de diminuir o custo com a
sincronizacdo dos animais (Gongalves et
al., 2008).

A vitrificagdo €& a técnica de
criopreservacdo que apresenta melhores
resultados em embrides PIV, pois reduz a
formacdo de cristais de gelo que, devido ao
formato irregular, podem danificar as
membranas das celulas embrionérias. Para
evitar a formagdo de cristais de gelo, os
meios de vitrificacdo apresentam altas
concentraces de crioprotetores, que agem
acelerando a desidratacao celular. Porém, as
altas concentracdes de crioprotetores podem
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causar danos as células embrionarias devido
ao estresse osmatico e a toxicidade quimica
dos mesmos. Para evitar que esses
fendbmenos ocorram, altas velocidades de
resfriamento sdo utilizadas no processo de
vitrificagdo, reduzindo o tempo de
exposicdo das células embrionarias a
temperaturas criticas e aos efeitos toxicos
dos crioprotetores (Dinnyes et al., 2006;
Mezzalira e Vieira, 2006; Gongcalves et al.,
2008).

Quando comparado com o embrido
produzido a fresco, a partir da estimulacao
hormonal de mdltiplas ovulacdes e
producéo in vivo de embrides, o embrido
PIV possui maior quantidade de lipideos no
citoplasma das células embrionarias,
possivelmente resultante das condicGes de
cultivo in vitro, que utilizam meios
contendo altas concentracdes de soro fetal
bovino (Abe et al., 2002). O alto teor
lipidico citoplasmatico implica reducdo na
qualidade embrionédria e reducdo da
congelabilidade dos mesmos. Acredita-se
que a utilizacdo de estratégias para reduzir a
producdo e a deposicdo de lipideos,
melhora a qualidade das células
embrionarias, aumentado a resisténcia dos
embriBes a criopreservacao.

Atualmente, o maior obstaculo para
disseminagdo da producdo in vitro de
embriGes  bovinos é sua  baixa
criotolerancia. Uma estratégia para se obter
embrides bovinos produzidos in vitro de
melhor  qualidade e aumentar a
sobrevivéncia dos mesmos pos-
descongelamento seria a adicdo do acido
linoléico conjugado trans-10, cis-12 (CLA)
no meio de cultura. O CLA é um &cido
graxo poli-insaturado natural que apresenta
atividade anti-carcinogénica (Bocca et al.,
2010), anti-arterosclerdtica, anti-obesidade
e inibidora da expressdao de genes que
codificadores da producdo de enzimas que
estimulam a sintese de lipideos nos
adipocitos (Mitchell e McLeod, 2008).
Acredita-se que a suplementacdo de meios

de cultivo in vitro com este composto
promova modificacbes na membrana do
tecido adiposo e altere a expressdo de genes
relacionados com a  adipogénese,
diminuindo a deposicdo de gordura
intracelular nos embrides.

O objetivo deste estudo foi avaliar se a
adicdo do &cido linoléico conjugado trans-
10, cis-12 (CLA) no meio de cultivo in
vitro seria uma estratégia para diminuir a
quantidade de goticulas intracelulares de
gordura depositadas nos embrifes, de modo
a melhorar sua congelabilidade pelo
processo de vitrificag&o.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Panorama da producdo de leite no
Brasil

O efetivo bovino comercial brasileiro é o
segundo maior do mundo, com estimativa
de 211,4 milhdes de cabecas (IBGE,
2013). O Brasil também é o quinto maior
produtor mundial de leite, com producdo
estimada para o ano de 2014 de 33,0
bilhGes de litros de leite fluido, a partir de
um efetivo que ultrapassa 20,9 milhdes de
vacas USDA, 2013). O estado de Minas
Gerais se destaca por possuir o maior
rebanho bovino leiteiro, além de ser o maior
produtor nacional, com 8,9 bilhdes de
litros/ano, o que totaliza aproximadamente
30% do total da producdo do pais (IBGE,
2013). A produtividade brasileira esperada
para 2014 é de 1.600 kg de leite por vaca.
Em comparacdo aos maiores produtores, a
produtividade do rebanho leiteiro nacional é
considerada baixa. Unido Europeia, Estados
Unidos e China tém produtividades de
10.067, 6.073 e 8.900 litros de leite fluido
por vaca, respectivamente (USDA, 2013).

O aumento do poder aquisitivo nos paises
emergentes tem aumentado o consumo per
capita de lacteos e, de modo geral, a
producdo mundial de leite ndo tem
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conseguido acompanhar esse aumento da
demanda, resultando em grandes oscilagdes
de preco do produto no mercado
internacional. Neste cenario, 0s paises
emergentes estdo crescendo rapidamente
em producdo e produtividade de leite,
aproveitando-se do fato de que os
produtores dos paises desenvolvidos
precisam aumentar a margem de lucro para
conseguirem crescer de forma mais
acelerada (Stock e Zoccal, 2013).

Nos paises emergentes, o principal sistema
de producdo de leite utilizado é o extensivo.
Esse modelo apresenta um menor custo de
producdo quando comparado aos demais
(semi-intensivo e intensivo), e pode ser
competitivo, desde que o0s produtores
consigam manter margens suficientes para
renda  minima e ampliagdo  dos
investimentos (Stock e Zoccal, 2013).

O rebanho leiteiro brasileiro é constituido
principalmente por animais mesticos,
originados do cruzamento de racas
europeias e zebuinas, gerando animais bem
adaptados ao clima tropical e de maior
produtividade. No Brasil, 6% das vacas
ordenhadas sdo puras e especializadas para
a producdo de leite, 74% sdo vacas mesticas
Holandés X Zebu, com composi¢do
genética variavel, e 20% sdo animais
zebuinos ndo-especializados (Vilela, 2003).
A utilizacdo de ragas leiteiras mesticas
pelos sistemas de producdo resultaria em
aumento da produtividade do rebanho em
relagio & producdo media nacional,
representando uma oportunidade para a
producdo de leite brasileira crescer e
atender ao mercado em demanda.

Geralmente, o grande problema dos
produtores de leite com gado mestico é
manter 0 grau de sangue desejado
utilizando a monta natural e a inseminacao
artificial (Goulart et al., 2009). Assim,
torna-se necessaria a busca por tecnologias
gue maximizem a obtencdo de fémeas.
Diversos sdo os métodos que podem ser

realizados, verificando-se que a producdo
de embrides a partir da fecundagéo in vitro
com sémen sexado é a de maior potencial
para a producdo de fémeas de reposicao
(Borges et al., 2010).

2.2- Producdo in vitro de embriGes em
gado de leite

A producdo in vitro de embrides (PIV)
surgiu inicialmente como uma alternativa a
técnica de superovulacao e producéo in vivo
de embribes em momento no qual a
demanda do setor privado por embrides
cresceu de forma muito acelerada (Viana et
al., 2012).

Para que a biotécnica apresentasse
utilizacdo comercial, primeiro precisava-se
conhecer melhor a fisiologia reprodutiva
dos zebuinos criados em clima tropical,
padréo racial predominante no Brasil e cuja
fisiologia era pouco conhecida, e melhorar
os protocolos de puncdo folicular guiada
por ultrassom, a ovum pick up (OPU). O
uso da ultrassonografia foi responsavel por
grandes avangos na PIV por permitir a
caracterizacdo da dindmica folicular das
diversas racas zebuinas (Viana et al., 2012),
além do desenvolvimento de protocolos de
sincronizacdo do estro (Baruselli et al,
2007).

A PIV no Brasil comegou a ser
desenvolvida em gado de leite,
especialmente  em vacas Holandesas,
atingindo um nicho de mercado bastante
elitista. Porém esta biotecnologia sé cresceu
em importancia e se tornou comercial
quando comecou a ser utilizada em gado de
corte, com destaque especial para as racas
Nelore e Brahman (Viana et al., 2012).

A melhor resposta ou maior adaptagdo dos
zebuinos a técnica de producéo in vitro de
embrides em relacdo aos taurinos, pode ser
explicada pelo fato dos zebuinos
apresentarem de trés a quatro ondas de
crescimento folicular por ciclo, enquanto os
taurinos apresentam de duas a trés.
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Adicionalmente, 0s zebuinos apresentam
uma média de 33,4 foliculos recrutados por
onda de crescimento contra 25,5 foliculos
recrutados por taurinos. Além disso, o
foliculo dominante dos zebuinos apresenta
menor persisténcia e menor didmetro na
divergéncia, o que resulta em maior nimero
de foliculos recuperados por secdo de
aspiracdo quando comparado com taurinos.
A explicacdo enddcrina para  essas
diferencas na dinamica folicular é que os
zebuinos apresentam maior concentragdo do
fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (IGF-1) circulante e menor
concentracdo  do  horménio  foliculo
estimulante  (FSH), aumentando a
sensibilidade ovariana as gonadotrofinas, o
gue mdifica a taxa de crescimento dos
foliculos e o nimero de foliculos ovarianos
recrutados por onda de crescimento
comparando-se com os taurinos (Baruselli
et al., 2007).

Atualmente, 0 Brasil destaca-se
mundialmente como o pais que produz e
transfere 0 maior nimero de embriGes PIV.
A producdo embrides PIV em ragas
zebuinas de corte foi responsavel pelo
crescimento exponencial da biotécnica no
Brasil até 2005. Porém, entre 2006 e 2010,
a utilizacdo da PIV em gado de corte
apresentou declinio de 24%, enquanto que,
no mesmo periodo, ragas zebuinas leiteiras,
com destaque especial para a raga Gir,
apresentaram crescimento de 764% (Viana
etal., 2012).

A utilizacdo do sémen sexado na PIV foi
responsével pelo avango da utilizagdo desta
tecnologia em gado leiteiro, pois o grande
nimero de machos obtidos pela utilizagdo
de sémen convencional na PIV representava
um impasse econdmico para o0s sistemas de
producdo de leite (Viana et al., 2012).

A boa adaptacao e aplicabilidade do sémen
sexado na producdo in vitro de embrides
abriu um novo mercado na atividade
leiteira: a producdo de fémeas mesticas

Holandés X Zebu (Viana et al., 2012). E
interessante destacar que as tecnologias de
embrides podem ser usadas em racas
leiteiras, ndo sO para a producédo de touros e
fémeas doadoras de odcitos, mas também
para fornecer novilhas de reposicdo para
fazendas comerciais. A producdo de
novilhas de reposicéo gera uma renda extra,
em propriedades cuja principal fonte de
renda € a venda de leite. Além de produzir
animais de alto mérito genético para a
producdo de leite, a PIV possibilita a
producdo de animais mesticos F1 HZ, cuja
producdo por técnicas convencionais de
acasalamento ou inseminagdo artificial é
dificultada, pois exige que se mantenha na
propriedade um rebanho de, pelo menos,
uma raca pura (Borges et al., 2010).

H& uma pressdo permanente para 0 uso de
PIV em larga escala para a produgéo de F1
Holandés X Gir (Pontes et al., 2009), e essa
producdo vem mostrando resultados
promissores. Os cruzamentos de primeira
geracdo resultantes (F1) também podem ser
utilizados como doadores de odcitos para
produzir outros cruzamentos HZ, como 3/4
e 1/4 (cruzamentos mais utilizados para a
producdo de 5/8 HZ). O desempenho da
fémea F1 e da 1/4 como doadoras de
odlcitos em programas de PIV é igual ou
maior que o das doadoras da raca Gir,
considerando 0 numero de o0d6citos
coletados e embrides produzidos (Pontes et
al., 2010). A utilizagdo de biotécnicas da
reproducdo assistida para produzir animais
mesticos especializados para a producdo de
leite resultou no aparecimento de uma
classe de mesticos de “elite”, animais que
apresentam uma produgdo superior a 10.000
kg de leite por lactagdo, semelhante & da
raga Holandesa (Viana et al., 2012).

Considera-se que a PIV ainda tem baixa
eficiéncia, porém a possibilidade de
produzir embriGes em larga escala viabiliza
a adocdo comercial da biotécnica. A taxa de
recuperacgao de oocitos por puncgéo folicular
é, em média, de 70%, a producdo de
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embrides varia de 10 a 40%, a taxa de
gestagdo varia de 30 a 40% e as perdas
embrionarias e fetais sdo relativamente
altas, o que resulta em eficiéncia geral de
aproximadamente  10% de bezerros
nascidos em relacdo ao total de odcitos
aspirados (Viana et al., 2012).

2.3- Utilizagdo do sémen sexado para
fémea na producdo in vitro de embribes

A possibilidade de se escolher previamente
0 sexo da progénie apresenta vantagens
econbmicas e produtivas para 0s criadores,
pois € possivel selecionar o sexo mais
adequado para o sistema de producdo em
guestdo, além de diminuir o intervalo de
geracGes (Xu et al., 2009).

A sexagem de gametas por citometria de
fluxo possui uma acurécia de 85 a 95% de
selecdo de espermatozoides X ou Y,
enquanto que na reproducdo convencional a
proporcdo de cada um dos sexos é de 50%.
Em rebanhos leiteiros, as fémeas sdo
produtivas e os machos geralmente sé&o
abatidos, o0 que representa retorno
financeiro para 0 produtor menor em
relagdo aos animais que efetivamente
entram para o sistema de produgdo. A
limitagdo natural na escolha do sexo custa
bilhdes de dolares em todo 0 mundo e reduz
significativamente a margem de lucro da
agroindustria (Xu et al., 2009).

A PIV viabilizou a utilizacdo de sémen
sexado de touros com alto mérito genético
para a producdo de fémeas para rebanhos
comerciais de leite. Na inseminagéo
artificial, utiliza-se uma palheta de sémen,
com aproximadamente dois milhGes de
espermatozoides sexados, para tentar
fecundar um odcito. Na produgdo in vivo de
embrides, em média, duas doses de sémen
sexado podem ser utilizadas para fecundar
de 6 a 10 embrides. J& na PIV, sdo
necessarios aproximadamente 1000
espermatozoides para fecundar um odcito,
ou seja, dependendo da concentragdo
espermatica, € possivel inseminar 100 ou

mais o0citos por palheta (Yang et al.,
1993).

A utilizagdo do sémen sexado na
fecundacédo in vitro produz, em média, de
20 a 30% de blastocitos, porém essa
producdo é variavel de acordo com o touro,
e estd relacionada, principalmente, com a
propor¢do de espermatozoides que sdo
eficientemente capacitados pela heparina
(Xu et al., 2006). Conforme observado no
trabalho de Xu et al. (2006), analisando-se
0 resultado da fecundacdo oocitaria
realizada por nove diferentes touros, foram
encontradas taxas de producdo de
blastocistos variando de 0,7% (touro G) a
30% (touro E). Alguns touros e partidas de
sémen sexado apresentam resultado de
producdo de embrides tdo baixo na
fecundacéo in vitro que podem inviabilizar
a utilizacdo de determinados touros na PIV.
A concentracdo de heparina capaz de
promover a capacitacdo espermética &
variavel e individual (Lu e Seidel, 2004). A
concentracdo espermatica afeta a eficiéncia
da fecundacdo in vitro, tanto com a
utilizacdo de sémen convencional, quanto
com sémen sexado.

Xu et al. (2006) encontraram taxas de 31 a
33% de produgdo de blastocistos quando
utilizadas doses que possibilitaram manter
proporcdo  maior ou igual 600
espermatozoides por o6cito, contra taxas de
11 a 13%, utilizando sémen de menor
concentracao espermatica.

A taxa de gestacdo de embrides PIV com
sémen sexado é semelhante & de embrides
produzidos com sémen convencional. Xu et
al. (2006) encontraram uma taxa de
gestacdo de 41% para embriGes de sémen
sexado e 42% para sémen convencional.

2.4-  Criopreservagdo de  embrides

produzidos in vitro
Apo6s 0 nascimento do primeiro mamifero

proveniente de um embrido previamente
congelado (Whittingham, et al., 1972), a
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criopreservacdo de embrides vem ocupando
um lugar cada vez mais importante nas
tecnologias de reproducdo assistida. A
aplicacdo das diversas biotécnicas em
programas de reprodugdo de animais de
producdo e de conservacdo de espécies
ameacadas de extincdo tem gerado a
necessidade de manutencdo de bancos de
germoplasma para o aproveitamento dos
embrides excedentes e conservacdo de
espécies ameacadas de extingdo. Neste
contexto, séo realizados diversos estudos
sobre criopreservacdo de material genético
para o0 estabelecimento de protocolos
eficientes em manter a viabilidade celular.
Um protocolo de criopreservacdo ideal visa
atingir temperaturas criogénicas sem danos
guimicos e sem formacdo de gelo
intracelular (Carvalho et al., 2011).

Dentre os diferentes métodos de
criopreservagdo, a congelacdo lenta e a
vitrificacdo se destacam. A congelacédo
lenta ¢ o método convencional de
criopreservagdo, no qual utilizam-se baixas
concentracdes de crioprotetores e a curva de
resfriamento e congelacdo é programavel e
controlada por equipamento especifico para
esta finalidade. As desvantagens deste
método sdo o alto custo, devido a
necessidade de equipamentos sofisticados e
0s danos celulares irreversiveis pela
cristalizacdo da agua intracelular (Carvalho
etal., 2011).

Na criopreservacdo pela técnica de
congelamento convencional, o embrido
perde agua para 0 meio extracelular que
possui  maior concentracdo, ocorrendo
assim uma contracdo osmética do embrido.
Quando os embriGes se contraem, as
membranas tornam-se flacidas e alguns
blastbmeros podem perder componentes
celulares. Essas alteracBes, combinadas a
fase de transicdo dos lipideos, podem
causar danos fisicos a membrana, tais como
a perda da fluidez ou até mesmo ruptura
(Wolfe e Bryant, 1999). Durante a
reidratacdo, caso a membrana tenha sido

danificada durante o congelamento, pode
ocorrer a liberagdo do conteudo das
lisozimas para o citoplasma das células
embrionarias ou danos aos microtubulos
afetando a mobilidade e o transporte de
nutrientes, impedindo o suprimento de
substratos necessarios para a formacdo da
blastocele no embrido, ou, ainda, a ruptura
da membrana plasméatica pode liberar
lipideos vitais ao embrido, causando
deficiéncia lipidica (Dobrinsky, 1996).

A vitrificacdo € um método rapido de
criopreservacdo que reduz os danos a
membrana  celular,  causados  pela
cristalizacdo da agua. O principio basico da
vitrificacdo é que a velocidade da
criopreservacao depende da massa e da area
da amostra. Elas se relacionam da seguinte
forma: quanto menor a massa e maior a area
da solucdo, estrutura, ou tecido a ser
criopreservado, maior devera a velocidade
de abaixamento da temperatura para que
ndo ocorra formacdo de cristais de gelo
(Arav, 2014). Existem trés pontos criticos
gue vao determinar se a amostra em questéo
sera vitrificada ou se haverd formacéo de
cristais de gelo: taxa de
resfriamento/aquecimento, viscosidade do
meio e volume a ser criopreservado.

O ideal é que a taxa de resfriamento/
aquecimento seja a maior possivel, e para
isso, faz-se a imersdo direta no nitrogénio
liquido (-196°C) ou no nitrogénio liquido
super-resfriado (-210°C). Além disso, a taxa
de resfriamento depende do recipiente
utilizado, do volume, da condutividade
térmica e da composicdo da solucdo de
vitrificacdo. A utilizacdo de OPS (Open
Pulled Straw), palhetas de 0,25 mL
alongadas, como recipiente para
criopreservagdo, promove um aumento da
taxa de resfriamento em duas a seis vezes
em relacdo a utilizacdo das palhetas de 0,25
mL (Vajta et al., 1996).

A viscosidade do meio de criopreservagéo
embrionaria estd relacionada com a

20



concentracdo e o comportamento dos varios
crioprotetores e aditivos utilizados neste
processo. Quanto maior a concentragdo dos
crioprotetores, maior sera a temperatura de
transicdo  vitrea, baixando assim a
probabilidade de formagéo de cristais de
gelo. Diferentes crioprotetores e aditivos
também possuem toxicidade e taxa de
penetracdo  intracelular  variavel. A
combinacdo de diferentes crioprotetores é
frequentemente utilizada para aumentar a
viscosidade e a temperatura de transicdo
vitrea, reduzindo assim a toxicidade.
Quanto menor o volume, maior a
probabilidade de vitrificagdo. Volumes
menores  possibilitam  uma  melhor
transferéncia de calor e velocidade de
abaixamento de temperatura, possibilitando
maiores taxas de resfriamento (Arav, 2014).

Quanto ao recipiente de vitrificacdo,
existem duas categorias: técnicas de
superficie e técnicas de tubos. Por meio do
uso de métodos de superficie é possivel
atingir  altissimas  velocidades  de
resfriamento, j& que o sistema é aberto e 0
meio contendo 0s embrides entra em
contato direto com o nitrogénio liquido.
Dentre as técnicas de superficie estdo:
Minimum drop size (Arav et al., 1987),
Cryotop (Kuwayama et al., 2005), Crioloop
(Lane et al., 1999), Crioleaf (Chian et al.,
2005), Hemi-palheta (Vanderzwalmen et
al., 2000), Superficie sélida (Dinnyes et al.,
2000), Malha de nylon (Matsumoto et al.,
2001), Vitrificagdo por cobertura direta
(Chen et al., 2006), Vitrificagdo em
espatula (Tsang et al., 2009), Crio-E
(Petyim et al., 2009), lamina plastica
(Sugyiama et al., 2010) e Vitri-Inga
(Almodin et al., 2010). Os métodos de
vitrificacdo em tubos também tem a
vantagem de proporcionar altas velocidades
de abaixamento da temperatura, geralmente
em sistemas fechados, o que diminui a
possibilidade de contaminacdo, além de
serem mais féceis de manusear. S&o
técnicas de tubos: palhetas pléasticas (Rall et
al., 1985), Open Pulled Straw (Vajta et al,

1998), Closed Pulled Straw (Chen et al.,
2001), Sealed Pulled Straw (Yavin et al.,
2009), OPS superfina (Isachenko et al.,
2003), CrioTip (Kuwayama et al., 2007),
Dispositivo de vitrificagdo de alta
seguranca (Camus et al., 2006), Criopette
(Portmann et al., 2010) e Rapid-i (Larman
et al., 2010).

O método de Open Pulled Straw (OPS) é
muito utilizado para a vitrificacdo de
embrides, pois o0 adelgacamento da parede
das palhetas  possibilita  amplificar
significativamente a  velocidade de
abaixamento da temperatura, diminuindo a
probabilidade de formacdo de cristais de
gelo e possibilitando menor tempo de
contato do embrifo com as altas
concentracbes de crioprotetor.  Nesta
técnica, trabalha-se também com volume
reduzido de meio, o que viabiliza a
diminuicéo da  concentracgdo dos
crioprotetores, reduzindo o0s danos ao
embrido durante a criopreservacdo e 0
aquecimento. Este método apresenta risco
reduzido de fratura da zona pelucida
durante a criopreservagdo ou aquecimento,
gue é comum em outras técnicas (Vajta et
al., 1998).

Os embrides PIV apresentam baixa taxa de
sobrevivéncia apds o descongelamento, e a
explicagéo para isso é o alto teor lipidico no
citoplasma, que determina sua baixa
resisténcia ao resfriamento (Pereira et al,
2007). Além disso, quando comparados aos
embrides produzidos in vivo, 0s embrides
PIV  apresentam menores taxas de
compactacdo em estadio de mdrula, contém
mais vaclolos e complexos juncionais mais
curtos (Dinnyes et al., 2006; Pereira et al.,
2008).

Tanto em embrifes quanto em odcitos, a
medida que estadios de desenvolvimento
mais avancados sdo alcangados, melhor o
resultado do congelamento, porém sabe-se
que a fertilidade de ambos em estadios mais
tardios ndo é satisfatéria. Diante dessas
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caracteristicas, a vitrificacdo parece ser o
método que proporciona resultados mais
consistentes, uma vez que as altas
velocidades de resfriamento reduzem o
tempo de exposicdo de embrides e o0citos
as temperaturas criticas (Dinnyes et al.,
2006; Mezzalira e Vieira, 2006; Goncalves
et al., 2008).

2.5- Fatores que influenciam a
sobrevivéncia embrionaria pos
criopreservagao/agquecimento

A capacidade de sobrevivéncia embrionaria
é um evento multifatorial. Dentre outros, 0s
fatores envolvidos sdo: conteudo lipidico,
composicao lipidica, metabolismo
embrionario, apoptose celular e padrdo de
expressao génica em geral (Sudano et al.,
2013).

Acredita-se que o elevado nimero de
goticulas lipidicas no citoplasma dos
embrides produzidos in vitro esteja
relacionado com a presenca e a
concentracdo do SFB nos meios de cultivo.
Especula-se que o SFB aumenta o teor
lipidico embrionario a partir de trés
mecanismos: a) absor¢dao de lipoproteinas
do soro pelas células embrionarias; b)
inducdo da neossintese embrionaria de
triglicerideos; c) modificagdo  do
funcionamento da  p-oxidacdo  nas
mitocondrias (Abe et al., 2002).

Nos meios de cultivo in vitro, o soro fetal
bovino  contribui  com  fatores de
crescimento, hormonios, nutrientes,
componentes antioxidantes e possibilita
aumento das taxas de blastocistos em
comparagdo com embriGes cultivados no
meio livre de soro (Holm et al., 1999). O
papel do soro no desenvolvimento
embrionario in vitro ainda é indefinido. A
presenca de soro no meio de cultivo acelera
0 desenvolvimento de mérulas e
blastocistos em comparagdo com o0s
produzidos na sua auséncia (Abe e Hoshi,
2003).

O objetivo da producéo in vitro de embrides
é reproduzir as condi¢cBes da tuba uterina
para se produzir um embrido de boa
qgualidade e que possa sobreviver a
criopreservagdo. Existem, basicamente,
duas maneiras de melhorar a sobrevivéncia
embriondria apdés a criopreservacao:
modificagdes na técnica de criopreservagao,
ou, producdo dos embriGes que possuam
qualidade para ser criopreservados (Sudano
et al., 2011). As possiveis alteracfes na
técnica de criopreservagdo envolvem: a
concentracdo e o tipo de crioprotetor, o
tempo e a temperatura do protocolo, a
adicdo de acucares e surfactantes aos meios
(Seidel, 2006).

Uma alternativa para incrementar a
criopreservacdo é melhorar a qualidade das
células embrionarias, utilizando-se meios
de cultivo com baixa concentragdo de soro
fetal bovino ou livre de soro, ou ainda,
estratégias que reduzam o teor lipidico
embrionario. Esta abordagem pode ser feita
adicionando substancias que reduzam o teor
lipidico citoplasmatico a partir de: remogao
ou polarizagdo das goticulas lipidicas por
centrifugacdo; aumento da  pressdo
hidrostética para estimular a expressdo de
proteinas relacionadas com o estresse
oxidativo; enriquecimento dos meios de
cultivo com aditivos que aumentam a
producdo de antioxidantes (Dinnyes et al.,
2006; Mezzalira e Vieira, 2006). O estimulo
da expressdo de proteinas relacionadas com
0 estresse oxidativo e a adicdo de
antioxidantes aos meios de cultivo justifica-
se porque 0s metabdlitos gerados pela
oxidacdo lipidica podem lesionar as células
embrionarias, diminuindo a sobrevivéncia
po6s-descongelamento dos embriGes.

Adicionalmente, pode-se modular a fluidez
da membrana celular embrionaria a partir
da suplementacdo do meio de cultivo com
colesterol ou 4acidos graxos insaturados
(Sudano et al., 2013). Existe ainda a
estratégia de fornecer as fémeas doadoras
de odcitos dietas ricas em acidos graxos
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poli-insaturados, com o objetivo de
melhorar a sobrevivéncia dos embrides
produzidos in vitro pds-criopreservacao
(Leroy et al., 2013).

Visando melhorar a qualidade das células
do embrido produzido in vitro existem
substancias que, adicionadas aos meios de
cultivo, reduzem a sintese de &cidos graxos.
Sudano et al. (2011) testaram a adicdo de
Ethosulfado de Fenazina (PES), associado
com a diminuigéo da concentragéo de SFB,
objetivando a reducdo de lipideos no
citoplasma dos blastémeros. A adi¢do de
PES no periodo pds-compactacdo
embrionédria pode induzir a um maior
balanco na utilizagdo da glicose por
estimularem a via pentose-fosfato e,
consequentemente, aumentar a producéo e a
gualidade dos embrides bovinos PIV (De
La Torre-Sanchez et al., 2006). A redugdo
da concentracdo de SFB de 10% para 2,5%,
associada a adi¢do de PES no dia quatro de
cultivo, diminuiu o contetdo lipidico do
citoplasma e melhorou a sobrevivéncia do
embrido apds a vitrificagdo (Sudano et al.,
2011).

Outro composto quimico utilizado para
reduzir o contetdo lipidico é a foscolina,
que é responsavel pela ativacéo da atividade
da enzima lipase por meio do aumento do
CAMP, promovendo uma delipidacéo
guimica. Este composto aumentou a
sobrevivéncia embrionéria in vitro e in vivo
dos embrides cultivados na sua presenga
(Sanches et al., 2013).

2.6- O &cido linoléico conjugado trans-10,
cis-12 (CLA)

Nas células, os lipideos sdo importantes
como fontes de nutrientes, na regulacéo das
propriedades fisicas e funcionais das
membranas biolégicas, na interacdo entre
células, na proliferacdo celular e no
transporte de substancias através das
membranas (Sata et al., 1999). Ap6s serem
incorporados as células, os lipideos podem
ser oxidados para gerar energia,

armazenados como triacilglicer6is ou
utilizados para a sintese de membrana
(Schmitz e Ecker, 2008).

Os lipideos sdo essenciais para a compor as
membranas bioldgicas, influenciando a
fluidez das mesmas. Os &cidos graxos poli-
insaturados  possuem  cadeias  acil
extremamente flexiveis e sdo capazes de
modificar ~ rapidamente  seu  estado
conformacional, portanto, quanto maior o
conteudo de &cidos graxos poli-insaturados,
maior ser4d a fluidez da membrana
(Lombardo e Chicco, 2006).

Os é&cidos graxos poli-insaturados sao
divididos em dois grupos, 6mega 3 e dmega
6, de acordo com a posicao da Gltima dupla
ligagdo em relaco a localizagéo do radical
metil da molécula. Tanto o 6mega 3 quanto
0 6mega 6 sdo &cidos graxos essenciais, ndo
sdo produzidos pelo organismo, e tém como
funcBes modular os microdominios das
membranas bioldgicas, regular a sinaliza¢&o
de receptores e a expressdo de génica. Os
Omega 6, particularmente, sdo importantes
na formacdo das membranas celulares, no
bom funcionamento do sistema
imunolégico e no processo inflamatdrio.
Lipideos como o &cido linoléico e o &cido
linoléico conjugado sdo acidos graxos do
tipo 6mega 6 bioativos, ou seja, apresentam
mais funcbes além da contribuicdo
nutricional e energética para as células
biolégicas (Schmitz e Ecker, 2008).

O termo &cido linoléico conjugado (CLA)
refere-se a uma classe de isdmeros
posicionais e geométricos do éacido
linoléico, existem mais de vinte isdbmeros
do 4acido linoléico conjugado e todos eles
sdo chamados de CLAs. O &cido linoléico é
um &cido graxo de dezoito carbonos com
duas insaturacdes, convertido em CLA pela
acdo dos microrganismos ruminais, que
deslocam as ligagBes duplas de forma a
alternd-las com ligacBes simples, dai o
termo conjugado. Essas ligacdes duplas
podem estar localizadas em diferentes
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posicBes ao longo da cadeia de dezoito
carbonos, e ambas podem adotar as formas
cis ou trans. A posicdo da dupla ligacédo e
seu tipo de isomeria  geométrica
determinam o papel do composto no
metabolismo. Formas naturais de CLA
podem ser encontradas em produtos lacteos
e em carnes de ruminantes, e a produgéo
artificial pode ser realizada através da
isomerizacdo alcalina do acido linoléico ou
da isomerizacdo do Oleo de cartamo.
Embora existam dezenas de isémeros do
acido linoléico, os mais estudados sdo o cis-
9, trans-11 e o trans-10, cis-12, sendo o
primeiro encontrado em maior quantidade
na dieta humana (Kepler et al., 1966). A
conformacdo das moléculas de 4&cido
linoléico, &cido linoléico conjugado cis-9,
trans-11 e &cido linoléico conjugado trans-
10, cis-12 estdo representadas na Figura 1.

H-.C\/__ S e VAV AVA NN

Acido Linoléico

mC . .
\,'/ ™ /\ / ’ \/ / “CO0H
cis-9, trans-11 (CLA)

HiC - . - COOH

trans-10, cis-12 (CLA)

Figura 1: Estrutura das moléculas de acido
linoléico, &cido linoléico conjugado cis-9, trans-
11 (cis-9, trans-11 (CLA)) e é&cido linoléico
conjugado trans-10, cis-12 (trans-10, cis-12
(CLA)). Fonte: Adaptado de Martin e Valeille,
2002.

Os 4cidos linoléicos conjugados, com
destaque especial para os isdbmeros cis-9,
trans-11 e  trans-10, cis-12, sdo
componentes alimentares e tem sido
amplamente estudados, estimulados por
estudos pioneiros que observaram efeitos de
diminuicdo da massa gordurosa e aumento
da massa magra corporal em murinos (Park

et al., 1999) e reducdo do acumulo lipidico
durante a diferenciacdo de adipdcitos
(Evans et al., 2001). Evans et al. (2001)
encontraram que o isémero trans-10, cis-12
reduziu o acumulo de triglicerideos em
cultura de células de préadipécitos em
murinos enquanto que o isémero cis-9,
trans-11 estimulou o aumento da deposigéo
de triglicerideos dentro dos adipdcitos.

Embora ndo se conhega exatamente como o
CLA atua na reducdo da deposigdo lipidica
citoplasmatica, existem possiveis
explicagcdes: inducdo do aumento do
consumo de energia celular (West et al.,
2000), inibicdo da neossintese de lipideos
(Baumguard et al., 2000), inducdo do
aumento da oxidacdo de acidos graxos
(Evans et al., 2002), indugdo da lipolise
(West et al., 1998), atuagdo especifica nos
adipécitos, diminuindo o  tamanho,
promovendo a diferenciacdo e induzindo a
apoptose dessas células (Evans et al.,
2000).

Marinho (2010) demonstrou que um dos
mecanismos pelos quais o isbmero trans-
10, cis-12 do &cido linoléico exerce o efeito
de diminuir a sintese de acidos graxos €
através da diminuicdo da expressdo de
RNAmM de enzimas responsaveis pela
biossintese de lipideos.

A adicdo do CLA em meios nos meios de
cultivo embrionario pode apresentar efeitos
positivos na criopreservacdo de embribes
bovinos, estes efeitos podem ser resultado
de um aumento na conversdo de &cidos
graxos insaturados na membrana antes do
congelamento, resultando em aumento da
fluidez da membrana, melhorando assim a
sobrevivéncia do embrido pos-
descongelamento (Hochi et al., 1999). O
CLA pode melhorar a taxa de sobrevivéncia
de blastocistos por reduzir o actumulo
intracitoplasmatico de lipideos,
principalmente triacilglicerdis, durante o
cultivo in vitro em presenga de soro fetal
bovino, aumentando a criotolerancia dos
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mesmos (Pereira et al., 2007; Pereira et al,
2008; Rahme, 2012). Além disso, sugere-se
gue especificamente o CLA trans-10, cis-12
melhora a sobrevivéncia do embrido
criopreservado por apresentar efeito de
inibicdo de genes que codificam a producéo
de enzimas envolvidas na sintese de
lipideos (Peterson et al., 2003) além de
interferir na atividade da lipoproteina lipase
(Park et al., 1999).

Pereira et al. (2008) e Rahme (2012)
demonstraram que a adicdo do CLA no
meio de cultivo melhora as taxas de ecloséo
e reexpansdao pos-descongelamento de
embrides bovinos produzidos in vitro, sem
afetar a taxa de clivagem, a qualidade e o
desenvolvimento do embrido no estadio de
blastocisto, possivelmente em decorréncia
da reducdo do acimulo citoplasmatico de
lipideos promovida por esse composto.

2.7- Transferéncia de embrido
vitrificado/aquecido

A ocorréncia de gestacbes apds a
transferéncia do embrido produzido in vitro
é a melhor forma de se avaliar a eficiéncia
das técnicas de producédo e criopreservacao
embrionarias. Sdo varios os fatores que
podem interferir na producdo ou ndo de
prenhezes, e esses fatores estdo ligados
principalmente aos animais  (fémeas
doadoras e receptoras dos embrides) e as
técnicas de producdo de embrido,
sincronizagdo do estro e transferéncia
embrionéria.

O escore de condigdo corporal (ECC) do
animal ~ submetido a  transferéncia
embrionéria influencia diretamente na taxa
de gestacdo. Al-Katanami et al. (2002)
demonstraram que vacas Holandesas de alta
producdo com ECC menor ou igual a 2,5
foram mais eficientes em gestar embrides
PIV vitrificados/aquecidos quando
comparadas as vacas com escore acima
desse valor, sendo que as taxas de gestacdo
obtidas foram de 10,7% + 7,5 e 3,9% = 6,5,
respectivamente. Em relagdo ao nivel de

producdo e condicdo metabllica, as
receptoras em estresse térmico, submetidas
a trés métodos de reproducdo assistida
(inseminacdo artificial em tempo fixo,
transferéncia de embrides PIV frescos ou
vitrificados),  apresentaram  taxas de
gestacdo de 6,2 + 3,2%; 19,0 £ 5,0% e 6,2 +
4,1%, respectivamente.

Quanto a biotécnica utilizada para a
producdo de embrides, a taxa de gestacdo
resultante da transferéncia de embrides PIV
¢ frequentemente inferior a de embrides
produzidos in vivo (Hasler, 2003).

Um método que pode ser Util para aumentar
as taxas de gestacdo de receptoras é a
transferéncia de dois embrides PIV para o
corno uterino ipsilateral ao corpo ldteo. Isto
aumenta a probabilidade de gestacdo em
relacdo as receptoras que recebem apenas
um embrido. Além disso, a presenca de dois
embrides no corno uterino ipsilateral
implica maiores quantidades de interferon-
tau e outras moléculas de sinalizagdo
embrionarias no Utero, necessarias para
prevenir a lutedlise e manter a gestacdo
(Franco et al., 2006). Ja foram relatadas
transferéncias de dois embribes com o
intuito de aumentar os sinais trofoblasticos
e as taxas de gestacdo (Heyman et al.,
1987). Ambos os embrides sdo transferidos
para o corno ipsilateral ao corpo luteo,
devido ao fato do sinal antiluteolitico em
bovinos ocorrer localmente (Del Campo et
al., 1977, 1983).

3- MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério
de Fecundacgdo in vitro de Embries do
Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinarias da Escola de Veterinaria da
UFMG, em Belo Horizonte, durante o
periodo de outubro de 2012 a abril de 2014.
Todos os procedimentos adotados foram
aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade
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Federal de Minas Gerais (Protocolo n°
134/2012).

Todos o0s reagentes utilizados nesse
experimento foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA),
exceto quando explicito.

Todos os meios utilizados no trabalho de
pesquisa foram produzidos e cedidos pela
empresa  Cenatte  Embrides  (Pedro
Leopoldo, Minas Gerais, Brasil).

Para a obtencdo de odcitos, foram utilizados
ovérios provenientes de fémeas da raca
Nelore, coletados no matadouro-frigorifico
Santa Vitoria, localizado no municipio de
Contagem/MG. Os odcitos recuperados
foram fecundados com sémen de touro da
raca Holandesa sexado para fémea,
previamente avaliado quanto a fertilidade
em sistemas de producdo in vitro. Foi
utilizado apenas um touro e uma partida de
sémen durante todo o experimento.

Apos a classificagdo e selecdo, os COCs
foram divididos aleatoriamente em trés
grupos experimentais e em seguida foram
submetidos a maturacdo in vitro. Os meios
de maturacdo e fecundacdo apresentavam a

mesma composicdo, ndo diferiam entre 0s
grupos experimentais, somente 0s meios de
cultivo  apresentavam  diferengca  de
composicao entre os tratamentos. Os COCs
eram divididos desde a maturagdo somente
para evitar o estresse de reorganizacdo dos
possiveis zigotos ho momento do cultivo.
No D2 foi avaliada a taxa de clivagem. No
D7 foi avaliada a producdo de blastocistos
de cada tratamento e, todos os embrides
produzidos foram vitrificados e
armazenados em nitrogénio liquido a -
196°C, por no minimo duas semanas, de
acordo com cada tratamento. Ap6s a
vitrificacdo, 45 blastocistos  (quinze
blastocistos de cada grupo experimental)
foram fixados para posterior gquantificacdo
do contetdo lipidico por coloragcdo com
Sudan Black B (Sudano, 2012), 74
blastocistos (28 controle, 29 SFB+CLA e
17 CLA) foram aquecidos e cultivados para
avaliagdo do desenvolvimento embrionario
in vitro observando-se a reexpansdo e
eclosdo dos embribes e 71 blastocistos (23
controle, 20 SFB+CLA e 28 CLA) foram
transferidos para avaliacdo do
desenvolvimento embriondrio in vitro por
meio da taxa de gestagdo, conforme
demonstrado na Figura 2.
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Figura 2: Cronograma das atividades laboratoriais ap6s o cultivo embrionario in vitro.

3.1- Producéo in vitro de embrides

3.1.1- Obtencdo de complexos cummulus-
oophorus (COCs)

Os ovérios coletados em abatedouro foram
transportados  para 0 laboratorio,
imediatamente apés o fim da coleta, em
solucéo fisioldgica (0,9% NaCl) aquecida a
35°C. No laboratério, os ovarios foram
lavados em solucéo fisioldgica, e foliculos
de 2 a 8 mm foram aspirados com auxilio
de agulhas (40 x 12 mm) acopladas a
seringas de 5 mL. O liquido folicular
aspirado foi depositado em tubos tipo
Falcon de 15 mL (TPP, Suica), mantidos
em banho-maria a temperatura de 35°C,
onde permaneceram por aproximadamente
10 minutos para sedimentacdo do contetido
celular (Gongalves et al., 2008). O pellet foi
colocado em placa de Petri descartavel de
90 x 15 mm (TPP, Suica) contendo meio de

lavagem. Os complexos cummulus-
oophorus (COCs) foram rasteados e
selecionados com o auxilio de
estereomicroscopio  (Goncalves et al.,
2008).

3.1.2- Maturagdo in vitro (MIV) dos
complexos cummulus-oophorus (COCs)

Os COCs foram classificados em relagdo a
qualidade do citoplasma e ndmero de
camadas de células do COCs (Tabela 1)
com auxilio de estereomicroscopio
(Goncalves et al., 2008; Constantinescu e
Schatten, 2007). Os COCs de graus | e Il
selecionados, foram aleatoriamente
divididos em trés grupos e em seguida
submetidos a maturacdo in vitro por 24
horas, em gotas de 70 pL de meio de
maturacdo, cobertas por 6leo mineral, em
placas de Petri de 60 x 16 mm (TPP, Suica),
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em estufa incubadora a 38,5°C, com 5% de

CO, em ar atmosférico e 95% de umidade.

Tabela 1- Classifica¢do de odcitos segundo as caracteristicas dos complexos cummulus-oophorus (COCs)

e do citoplasma do odcito.

Classificacdo

Caracteristicas

Grau 1

COCs compacto, contendo mais de trés camadas de
celulas e citoplasma do o6cito homogéneo.

Grau 2

COCs compacto, parcialmente presente ao redor do
o6cito, com menos de trés camadas celulares. O
citoplasma do odcito possui granulagdes distribuidas
de modo heterogéneo.

Grau 3

COCs presente, mas expandido. O citoplasma
apresenta-se contraido, degenerado, fragmentado ou
apresentando vacuolos.

Desnudos

O citoplasma possui granulag6es homogéneas, mas
as células dos COCs estdo ausentes.

Fonte: Adaptado de Constantinescu e Schatten, 2007.

3.1.3- Fecundacgdo in vitro dos o00citos
(FIV)

Apés 24 horas de maturagdo, os COCs
foram lavados e transferidos para placa de
Petri 60 x 16 mm (TPP, Suica) contendo
gotas de 70uL de meio de fecundacdo,
previamente estabilizada em incubadora a

38,5 °C, com 5% de CO, em ar atmosférico
e 95% de umidade. A selecdo de
espermatozoides viaveis para a FIV foi
realizada utilizando-se o método do
gradiente descontinuo de Percoll, na qual
era constituido de duas colunas: 250 pL de
Percoll 90% e 250 uL de Percoll 45%. O
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sémen de touro da raca Holandesa sexado
para fémea foi descongelado em banho-
maria a 35°C e depositado cuidadosamente
na superficie do gradiente. O pellet
resultante da centrifugacdo do Percoll foi
lavado em meio de capacitacdo e a
concentracdo foi ajustada para 0,3 x 10°
espermatozoides/mL (Xu et al., 2006). Em
seguida os COCs foram inseminados e
incubados nas mesmas condicdes da MIV,
por um periodo de 18 a 22 horas, sendo 0
dia da fecundacdo considerado o DO.

3.1.4- Cultivo in vitro dos embrides (CIV)

Apoés a FIV, os zigotos foram debridados
das células do COCs, utilizando-se

micropipeta automatica e, posteriormente,
estes foram submetidos ao cultivo in vitro
(CIV), em trés tratamentos (Tabela 2):

- Tratamento 1= meio Synthetic Oviduct
Fluid Medium (SOF) com 0,5% de
albumina sérica bovina (BSA) e 2,5% de
Soro Fetal Bovino (SFB; grupo controle)
(n=340);

- Tratamento 2= meio SOF suplementado
com 0,5% de BSA, 2,5% de SFB e 100uM
de acido linoléico conjugado (CLA)
(n=359);

- Tratamento 3= meio SOF contendo 0,5%
de BSA, 100uM de CLA e sem SFB
(n=339);

Tabela 2: Grupos experimentais para cultivo in vitro de embribes bovinos.

2,5% Soro Fetal Bovino

100 pM Acido linoléico
conjugado tran-10, cis-12

Tratamento (SFB)
(CLA)
T1 - Controle + -
T2-SFB + CLA + +
T3-CLA ; +

Tratamento 1 (T1); Tratamento 2 (T2); Tratamento 3 (T3); Soro fetal bovino (SFB); Acido linoléico

conjugado trans-10, cis-12 (CLA).

Os embrides foram cultivados in vitro por
sete dias, em ambiente de incubadora a
38,5°C, com 5% de CO,, 5% de O, e 95%
de umidade. Na tentativa de reproduzir o
microambiente da tuba uterina, foram
utilizados sacos plasticos descartaveis
insuflados com 5% de CO,, 5% de O, e
95% de N,. Ap6s 24 horas (D2) do inicio
do cultivo, a taxa de clivagem foi avaliada.
No D7 foi observada a taxa de produgéo de
blastocistos em relacdo aos embribes
clivados.

3.2- Vitrificagao dos embrides

Os blastocistos de sete dias, de acordo com
0s  respectivos  tratamentos,  foram
classificados como de grau | e 1l segundo a
International Embryo Transfer Society
(IETS; B6 e Mapletoft, 2013), e apenas 0s
embrides de grau | foram submetidos a
vitrificacdo. A classificacdo quanto a
qualidade dos embrides D7 esta apresentada
na Tabela 3.
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Tabela 3: Classificacdo dos blastocistos de sete dias de desenvolvimento in vitro, de acordo com a
International Embryo Transfer Society.

Excelente ou bom. Os embrides tem massa simétrica e esférica com
blastdmeros uniformes quanto ao tamanho, cor e densidade. O embrido
¢ consistente com o estado de desenvolvimento esperado. As
irregularidades devem ser minimas e, no minimo 85% das células
devem estar contidas em uma massa embrionaria viavel e intacta
(porcentagem de células embrionarias extrusas no espago perivitelinico).
A zona pellcida deve ser macia e ndo possuir superficie concava ou
achatada. Que possa levar o embrido aderir na placa ou na palheta. Grau
1 sobrevive bem apds congelagdo/descongelacdo e sdo comumente
denominados “embrides congelaveis”.

Estagio Qualidade Caracteristicas
Blastocisto Grau |
Blastocisto Grau Il

Razoavel. Estes embrides apresentam irregularidades moderadas na
forma geral da massa embrionaria, no tamanho, na cor ou na densidade
de células individuais. Pelo menos 50% da massa embrionéria deve estar
intacta. A sobrevivéncia desses embrifes ao processo de congelamento/
descongelamento é menor do que dos embrides de grau |, mas se 0s
embrides slo transferidos & fresco, em receptoras selecionadas
adequadamente, apresentam taxas de gestacdo adequadas. Portanto,
esses embriGes sdo frequentemente chamados de "transferiveis”, mas
ndo "congelaveis".

Fonte: Adaptado de B6 e Mapletoft, 2013.

Os embrifes selecionados para vitrificagdo
foram entdo lavados em solugdo DPBS
acrescida de 5% de SFB (Holding Medium
- HM) e, entdo, desidratados por um minuto
em solugdo (SV1) de 10% de etilenoglicol e
10% de DMSO em HM. Posteriormente 0s
embriBes foram desidratados novamente em
uma segunda solugdo (SV2) contendo 20%

de etilenoglicol e 20% de DMSO por 20
segundos e envasados em Open Pulled
Straw (OPS) comerciais, que sdo palhetas
de 0,25 mL alongadas (Vajta et al., 1996).
A sequéncia de procedimentos do protocolo
de vitrificacdo utilizado estd representada
na Figura 3.
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Figura 3: Esquema com a sequéncia de
procedimentos para a vitrificagdo embrionéria
em Open Pulled Straw (OPS). SV1: solucéo de
vitrificacdo 1 (10% de etilenoglicol e 10% de
DMSO0). SV2: solucéo de vitrificagdo 2 (20% de
etilenoglicol e 20% de DMSO).

Os embriBes vitrificados foram separados
segundo estadio de desenvolvimento e
tratamento para posteriormente, serem
aquecidos e observados individualmente
segundo seu desenvolvimento in vitro ou,
entdo, para serem transferidos para
receptoras com o estro sincronizado.

Os embrides foram estocados em nitrogénio
liquido (-196°C) por no minimo duas
semanas. De cada tratamento e sessdo de
producdo  embriondria, alguns  dos
blastocistos produzidos foram
descongelados para avaliacdo das taxas de
reexpansdo e eclosdo, como grupo controle
dagueles que foram transferidos para as
receptoras.

3.2.1- Aquecimento dos embrides

Os embrides foram aquecidos por passagem
em solucdo de sacarose 0,3M em HM
(SR1) por cinco minutos e posteriormente,
por mais cinco minutos em solucdo de
sacarose 0,15M em HM (SR2), sendo
finalmente lavados por trés vezes em HM

(Vajta et al.,, 1996). A sequencia de
procedimentos do protocolo de
aquecimento esta representada na Figura 4.
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Figura 4: Esquema da sequéncia de
procedimentos para o aquecimento de embribes
vitrificados em Open Pulled Straw (OPS). SR1:
solucéo de reidratacdo 1 (0,3M sacarose). SR2:
solucéo de reidratacdo 2 (0,15M sacarose).

3.3- Anélise do conteldo lipidico das
células embrionérias

3.3.1- Coloragéo das amostras

O protocolo de coloracdo utilizado foi
descrito por Sudano (2012). Quinze
blastocistos de cada tratamento, vitrificados
e  posteriormente  aquecidos,  foram
aleatoriamente escolhidos para coloragéo,
para serem fixados em 500uL de solucéo de
10 % de formaldeido em salina Dulbecco's
Phosphate-Buffered (DPBS). As amostras
foram estocadas em geladeira por duas
semanas. Apds esse periodo, os blastocistos
foram lavados em &gua destilada com
0,05% de polivinilpirrolidona (PVA) e
posteriormente, transferidos para uma gota
de etanol 50% em &gua. Apoés dois minutos,
0s embrides foram corados em quatro gotas
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de Sudan Black B 1% (p/v) em solugdo de
etanol 70% por um a dois minutos (Merck
Ag Darmstadt, Germany). Posteriormente,
os embrides foram lavados trés vezes em
etanol 50%, permanecendo cinco minutos
em cada uma das trés lavagens, e logo em
seguida foram colocados novamente em
solugdo 0,05% de PVA em &gua destilada
onde também permaneceram por cinco
minutos. Em seguida as laminas foram
montadas com gotas de 10 uL de glicerol
para colocar os embrides e, entdo, as gotas
foram cobertas com laminulas, para
finalmente  serem  observadas  em
microscopio de luz com aumento de 600
vezes.

3.3.2- Quantificacdo de lipideos

As goticulas lipidicas foram visualizadas
em microscopio  dptico utilizando-se
objetiva de 40X. Visando a estimativa da
quantidade de gotas de lipideos os embrides
foram fotografados por uma cémera
Olympus acoplada ao microscopio, e as
imagens foram analisadas com o auxilio do
software IMAGE J 1.41 para a contagem da
area ocupada pelas gotas lipidicas coradas
(Wayne Rasband, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Foi
estabelecido um limiar padrdo de marcacéo
das gotas lipidicas, e 0 mesmo limiar foi
utilizado na analise de todas as fotografias.
A comparacdo foi feita a partir da
demarcacao da area ocupada pelas goticulas
lipidicas, dada em pixels, como
demonstrado na Figura 5.

Figura 5: Quantificacdo lipidica de embriGes bovinos por coloragdo com Sudan Black B. Imagem obtida
por microscépio éptico com objetiva de 40X. (A) Embrido corado por Sudan Black B. (B) Conversédo
color-threshold para quantificacdo da &rea ocupada pelas goticulas lipidicas através do software Image J.

3.4- Avaliagdo da reexpanséo e ecloséo dos
embrides pés aquecimento

Apbs o aguecimento, os embrifes foram
lavados em meio SOF contendo SFB (meio
controle) e colocados em cultivo em gotas
individuais, por 72 horas, em estufa
incubadora a 38,5°C, com 5% de CO2 e
95% de umidade .As taxas de reexpansao e

eclosdo foram avaliadas 24, 48 e 72 horas
apo6s o inicio do cultivo.

3.5- Avaliacdo sobrevivéncia embrionéaria
pos transferéncia

Foram selecionadas para a inovulacdo
novilhas mesticas % HZ, com escore de
condicdo corporal maior ou igual a 3
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(escala de 1 a 5), peso corporal maior que
300 kg e consideradas saudaveis e em
condicBes de se tornarem gestantes por
meio de exame clinico-ginecolégico. Os
animais foram disponibilizados  pela
Empresa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG) e as transferéncias foram
realizadas na fazenda experimental da
EPAMIG em Felixlandia/MG.

O estro das receptoras foi sincronizado
usando  protocolo com  dispositivo
intravaginal de  progesterona  (1,99),
associado a benzoato de estradiol (2,0mg) e
cipionato de estradiol (1mg), gonadotrofina
coribnica equina (250Ul) e anélogo da
prostaglandina  F2a  (0,05mg de
cloprostenol sodico), conforme
representado na Figura 6.

- - Retirada do
- FDID‘EI_‘;W do dispositivo de P4
dispositivo de P4 -CE (1.0mg) - Avaliacdo das
(L9g) -eCG (250UT) receptoras

-PF2o (0,05 mg -TE
- BE (2.0mg) cloprostenol sddico
Ohservacso do est
——
Dispositivo intravaginal de P4
-
Do D8 D10 D17

Figura 6: Protocolo de sincronizagéo do estro para as receptoras de embries produzidos in vitro.

As receptoras foram avaliadas com auxilio
de ultrassonografia no dia sete apds o estro
induzido, para a confirmacdo da presenca e
localizagdo (ovario direito ou esquerdo) do
corpo luteo.

No dia sete apds o estro induzido as
receptoras foram avaliadas com auxilio de
ultrassonografia para a confirmagdo da
presenca do corpo lateo. 58% dos animais
sincronizados  respondeu de  forma
exacerbada ao protocolo de inducdo de
estro, apresentando maltiplas ovulacGes (de
2 a 7 corpos lateos) e crescimento
polifolicular (foliculos de 1 a 1,9cm e
foliculos maiores que 2,0cm). Foi realizada
a transferéncia de embrido apenas para 0s

animais que apresentavam corpo liteo e
foliculos menores que 1,9cm.

Os blastocistos foram aquecidos pela
mesma metodologia citada anteriormente
(Vajta et al, 1996), reenvasados e
inovulados no corno uterino ipsilateral ao
corpo lateo. Foram transferidos 71
embrides, sendo 23 provenientes do grupo
controle (SFB sem CLA), 20 do grupo SFB
+ CLA e 28 do grupo CLA (CLA sem
SFB).

Também foram feitas transferéncias de
apenas um ou dois embrides para o corno
uterino ipsilateral ao corpo lateo. Os grupos
experimentais estdo citados abaixo:
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- Tratamento 1= receptoras que receberam
apenas um blastocisto, no corno ipsilateral
ao corpo luteo (n=17, sendo Controle=5,
SFB + CLA=6 e CLA=6);

- Tratamento 2= receptoras que receberam
dois blastocistos, no corno ipsilateral ao
corpo lateo (n=27, sendo Controle=9, SFB
+ CLA=7 e CLA=11);

O diagnéstico de gestagdo, por palpacao
retal e ultrassonografia (Mindray ScanVet
2200; transdutor linear 7.5MHz), foi
realizado de 25 a 30 dias ap6s a
transferéncia embrionaria. Foram avaliadas
as possiveis taxas de gestagdo simples e
gemelares segundo cada tratamento.

3.6- Analises Estatisticas

O experimento seguiu um delineamento
inteiramente casualizado. Os resultados de
taxas de clivagem, de producdo de
blastocistos e de gestacdo, segundo rotina
laboratorial, foram considerados como
unidades de observagdo. Os dados foram
submetidos aos testes de Kolmogorov-
Smirnov e Cochran e Barttlet para
verificagdo de normalidade e
homocedasticidade respectivamente, antes
de serem submetidos a analise de variancia,
utilizando-se o nivel de significancia de
5%.

Apbés a avaliagdo da normalidade e
homogeneidade dos dados, foram aplicados
0s testes estatisticos para comparagdo dos
resultados entre os tratamentos. O programa
de estatistica utilizado foi o GraphPad
Instat.

Para os resultados de embrides clivados,
producdo de embrido em relacdo ao total de

embrides clivados e producdo de embrides
em relacdo ao total de odcitos inseminados
foi utilizado o teste de Tukey com
significancia p < 0,05.

Para avaliacdo da viabilidade embrionéria
in vitro, a reexpansdo e eclosdo, foi
realizada analise contingéncia pelos testes
Exato de Fisher ou Qui-quadrado, de
acordo com o tamanho dos grupos
amostrais (T1vs T2/ T1vs T3/ T2 vs T3).

Os resultados da analise lipidica foram
analisados pelo teste de Student-Newman-
Keuls (SNK) para verificar se houve
diferenca entre a area ocupada pelas
goticulas lipidicas coradas pelo Sudan
Black B entre 0s grupos experimentais.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- Producéo in vitro de embrides

As taxas de clivagem dos o0citos
inseminados, de produgdo de blastocistos
em relacdo ao numero de embrides clivados
e de produgdo de blastocistos em relagéo ao
total de odcitos inseminados, de acordo
com cada grupo experimental estdo
apresentadas na Tabela 4.

Conforme demonstrado na Tabela 4, a
presenga ou auséncia do soro fetal bovino
e/ou do acido linoléico conjugado trans-10,
cis-12 (CLA) no meio de cultivo de
embrides ndo interferiu na clivagem
embriondria. O mesmo ocorreu com a taxa
de producdo de blastocistos avaliada no
sétimo dia de cultivo embrionario (D7) que
nao diferiu entre os grupos experimentais.
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Tabela 4: Taxa de clivagem embrionéria, taxa de producéo de blastocistos em relagdo ao nimero de
embrides clivados e taxa de producéo de blastocistos em relagdo ao total de odcitos inseminados, de

acordo com cada grupo experimental.

NuUmero de Taxa de Taxa producéo Taxa producao
Tratamento o0citos clivagem embrido/clivados embrido/total
inseminados n (%) n (%) n(%)
Controle 340 211 (62,1%) 126 (59,7%) 126 (37,1%)
SFB + CLA 359 266 (74,0%) 127 (47,7%) 127 (35,4%)
CLA 339 251 (74,0%) 96 (38,3%) 96 (28,3%)

Médias de taxa de clivagem, taxa de producdo de embrides/clivados e taxa de producdo de embrido/total

(P>0,05).

Pereira  (2008) e Marinho (2010)
demonstraram que a adi¢cdo do CLA trans-
10, cis-12 ao meio de cultura ndo afetou a
taxa de clivagem e a qualidade ou
desenvolvimento para o0 estadio de
blastocisto, assim como foi encontrado no
presente estudo.

Também trabalhando com o &cido linoléico
conjugado, Rahme (2012) obteve resultados
semelhantes em relacdo a taxa de clivagem
embrionaria, demonstrando que a presenca
ou auséncia do SFB ndo interfere na taxa de
clivagem. Porém em relagdo a produgéo de
blastocistos, diferentemente do que foi
encontrado no presente estudo, verificou-se
gue a auséncia de SFB no meio de cultivo
embrionério resultou em diminuicdo da
producdo de blastocistos no D7.

A partir dos resultados apresentados na
Tabela 3 pode-se confirmar que é possivel
alcancar boas taxas de producéo in vitro de
embrides utilizando-se meios de cultivo que
ndo contenham soro fetal bovino, sem
prejuizo a taxa de producao de blastocistos.

Em relacdo a taxa de clivagem na presenca
ou auséncia de SFB e em meios contendo
ou néo 100 uM de CLA trans-10, cis-12, do
presente estudo, foram encontradas taxas
variando entre 62,1% e 74% utilizando-se o
sémen sexado para a fecundacdo dos
odcitos. Pereira (2008) e Marinho (2010)

também encontraram taxas de clivagem
proximas a 70%, trabalhando com sémen
convencional. Rahme (2012) encontrou
taxas de clivagem ligeiramente inferiores,
de 46% e 51,9%, também utilizando sémen
convencional na fecundacdo e a mesma
concentragdo de CLA utilizada neste
trabalho.

Marinho (2010) encontrou taxa de clivagem
de 74% para embrides cultivados em meio
contendo 100 puM de CLA e clivagem
superior (79%) para embrides cultivados
em 50 pM de CLA. Porém em relacdo a
taxa de producdo de blastocistos a
concentracdo de 100 pM de CLA foi
superior. Esse atraso na clivagem de
embriGes cultivados na auséncia de SFB
ocorre porque o SFB acelera o
desenvolvimento embrionario (Abe e
Hoshi, 2003).

Rahme (2012) encontrou 24,2% de taxa de
producdo de blastocisto em relagdo aos
clivados para 0 grupo com soro e grupo
com soro acrescido de CLA. Ja para o
grupo sem soro acrescido de CLA verificou
taxa de 15%, mostrando-se menos eficiente
na produgdo in vitro de embrides. A taxa de
producdo de blastocistos de Rahme (2012)
foram inferiores as encontradas no presente
estudo.
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Pereira (2008) também ndo encontrou
diferenca de producdo de blastocistos nos
grupos com SFB (22,9% * 1,5) e sem soro
acrescido de CLA (232% = 1,3).
Comparando-se as taxas encontradas no
presente estudo com as de Pereira (2008),
com grupos experimentais semelhantes,
foram encontradas taxas de producdo de
blastocistos superiores.

Trabalhando com diferentes isémeros do
acido linoléico conjugado, Marinho (2010)
encontrou taxas de producédo de blastocistos
em relacdo ao total de odcitos inseminados
semelhantes para os isdmeros trans-10, cis-
12 (20,9%), e trans-9 cis-11(19,9%) e para
a mistura dos isémeros (23,1%).

4.2- Quantificacdo do teor lipidico
embrionario

O Sudan Black B é uma corante que cora
somente as gotas lipidicas
intracitoplasméatica de negro, podendo
portanto ser utilizado para fazer a
quantificacdo do teor lipidico embrionario
(Sudano et al., 2013).

O conteudo lipidico intracitoplasmatico nos
blastbmeros  embrionarios, para  0S
diferentes  grupos experimentais  foi
avaliado a partir da &rea ocupada por gotas
lipidicas marcadas pelo corante Sudan
Black B dos blastocistos submetidos a
coloracdo.

Na figura 7, o diagrama de caixas foi usado
para representar as &reas ocupadas pelas
gotas de lipidios presentes nos blastocistos
dos diferentes tratamentos e para
quantificar e comparar as médias das areas.
O tratamento controle apresentou area
média de lipideos corados pelo Sudan Black
B (dada em pixels) de 413.124,9 o que se
refere a ocupacdo de 29,6% da area média
dos blastocistos deste grupo. O teor lipidico
do grupo controle foi superior aos demais
(P<0,05). O grupo SFB + CLA apresentou
area média ocupada pelos lipideos corados
de 301.960,7 pixels ou 26,7% da &rea total
dos blastocistos deste grupo. Finalmente o
grupo CLA, apresentou area corada de
2725545 ou 22% da area dos embrides
submetidos a coloracéo.
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Figura 7: Composicéo lipidica dos diferentes grupos experimentais. Area média, em pixels, dos lipideos
corados por Sudan Black B, dos blastocistos (D7) produzidas nos diferentes grupos experimentais.
Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de SNK (P<0,05).

O grupo com SFB e sem CLA apresentou
teor lipidico superior aos demais grupos
experimentais. Resultados  semelhantes
foram encontrados por Rahme (2012) e
Batista (2009), que reportaram que
embriBes cultivados em meio acrescido de
SFB e CLA apresentaram reducgdo
significativa na quantidade de lipideos em
relacdo ao grupo controle.

Segundo Pereira et al. (2007), a presenca de
CLA no meio de cultivo embrionério leva a
reducdo na expressdo de enzimas que
participam da sintese de é&cidos graxos,
como o acilglicerol 3-fosfato aciltransferase
responsavel por catalisar a sintese de
triglicérides, resultando, consequentemente,
em reducdo da deposicdo lipidica nas
células embrionérias.

Sudano (2012) utilizou a coloragdo por
Sudan Black B para avaliar o efeito da
adicdo do composto ethofulfato de fenasina

na redugdo do acumulo de lipideos em
embriGes PIV. Foram individualizadas
gotas lipidicas pequenas médias e grandes
para avaliar o efeito da retirada do SFB e
adicdo do ethosulfato de fenasina na
deposicdo de cada categoria de gota. Foi
observado que a presenca do SFB induz ao
acumulo das trés categorias de gotas e o
aumento da concentragdo do soro no meio
de cultivo aumenta o teor lipidico. O
ethosulfato de fenasina agiu reduzindo
apenas gotas médias e grandes de lipidio.
No presente estudo ndo foi feita a
individualizacdo das gotas lipidicas por
tamanho, portanto, ndo se sabe em qual
categoria de gotas lipidicas o CLA age
reduzindo a sua deposigao.

A marcagdo de lipideos pelo Nile Red é
outra técnica que permite a quantificacdo
dos lipideos presentes em od6citos e
embriGes. O Nile Red é um corante de
fluorescéncia que também cora lipideos,
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guanto maior a intensidade de fluorescéncia
emitida pela estrutura corada, maior é o seu
conteudo lipidico (Leroy et al., 2005). Em
trabalho realizado com odcitos suinos
(Romek et al, 2010), utilizando
metodologia semelhante, demonstraram que
a fluorescéncia esteve restrita as gotas
lipidicas intracelulares. Utilizando a
coloragdo por Nile Red, Rahme (2012) e
Batista (2009) mostraram a eficicia do
CLA em reduzir o acumulo lipidico
intracitoplasmatico.

O mecanismo pelo qual o CLA promove a
delipidagdo das células embrionarias ainda
nao esta esclarecido, portanto nao se sabe se
este aditivo prejudica o desenvolvimento
embrionédrio e fetal, neste caso faz-se
necessario avaliar se ele se mostra ou ndo
superior em produzir gestacGes em relagdo
aos meios de cultivo contendo somente o
soro fetal.

A Figura 8 apresenta  imagens
representativas de embrifes dos trés grupos
experimentais.
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Figura 8: Embrifes corados pelo Sudan Black B segundo grupo experimental. Imagem obtida por
microscépio optico com objetiva de 40X. (A1) Embrido corado por Sudan Black B do grupo experimental
SFB. (A2) Converséo color —threshold do embrido Al. (B1) Embrido corado por Sudan Black B do grupo
experimental SFB + CLA. (B2) Conversdo color —threshold do embrido B1. (C1) Embrido corado por
Sudan Black B do grupo experimental CLA. (C2) Conversdo color —threshold do embrido C1.
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4.3- Avaliagéo da reexpanséo e eclosédo dos
embrides pds aquecimento

A taxa de reexpansdo do grupo
experimental com SFB e sem CLA
(controle) foi superior & reexpansdo
apresentada pelos embrides dos demais
tratamentos (P<0,05). O tratamento CLA
foi inferior ao grupo controle e superior ao
SFB + CLA (P>0,05). As taxas de

reexpansao para 0s tratamentos controle,
SFB + CLA e CLA foram, respectivamente,
70,4%, 43,3% e 47,1%. As taxas de
reexpansdo e de eclosdo estdo apresentadas
na Tabela 5 e a evolugio do
desenvolvimento dos blastocistos (D7) ap6s
72 horas de incubacdo em estufa a 38,5°C,
com 5% de CO, em ar atmosférico e 95%
de umidade pode ser observada na Figura 9.

Figura 9: Viabilidade embrionaria in vitro. Evolugdo do desenvolvimento embrionario apds 72 horas de
incubacdo em estufa a 38,5°C, com 5% de CO, em ar atmosférico e 95% de umidade. (A) Blastocisto
(BI);( B) Blastocisto expandido (Bx); (C) Blastocisto eclodido (Be).

Em relacdo a taxa de eclosdo o0s trés
tratamentos  apresentaram  desempenho
semelhantes (P>0,05), sendo de 42,1 %,

23,1% e 255% para o0s tratamentos
controle, SFB + CLA e CLA,
respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5: Taxas de reexpansao e eclosdo dos embrides bovinos produzidos in vitro e submetidos a
vitrificagdo no sétimo dia de cultivo, de acordo com o grupo experimental.

N° de embrides

Tratamento reaquecidos Taxas de reexpansdo Taxas de ecloséo
n n (%) n (%)
Controle 27 19 (70,4%) A 8 (42,1%)
SFB + CLA 30 13 (43,3%) C 3(23,1%)
CLA 17 8 (47,1%) B 2 (25,0%)

Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si pelo Teste Qui-Quadrado ou pelo

Teste Exato de Fisher (P<0,05).

Rahme (2012) e Pereira et al. (2008),
também trabalhando com o CLA,
obtiveram taxa de reexpansdo de 77,5% e
64,6%, respectivamente, de embrides
cultivados com SFB + CLA. Rahme (2012)

obteve taxa de reexpansdo de 71,8% em
meio contendo somente 0 CLA. Em relagdo
a taxa de eclosdo em meio de cultivo com
SFB + CLA, Rahme (2012) e Pereira et al.
(2008) obtiveram, respectivamente 60% e
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86%. Rahme (2012) obteve taxa de eclosdo
de 56,2% em meio contendo somente o
CLA.

Sanches et al. (2013), adicionando a
foscolina ao meio de cultivo embrionario in
vitro, obtiveram taxas de reexpansdo e
eclosdo, respectivamente, de 87,5% e
70,5%, que ndo diferiu em relagdo a
evolucdo dos embrides produzidos em meio
de a foscolina. Apesar de ndo ter havido
diferenca das taxas de reexpansao e ecloséo
dos meios de cultivo contendo ou ndo a
foscolina, esta substancia se mostrou mais
eficiente em produzir gestagdes. Estes
resultados reforcam que mesmo nao
havendo diferenca em relacdo a taxa de
eclosdo entre 0s grupos experimentais,
situacdo que ocorreu nesse trabalho, ndo é
possivel afirmar que estes embribes
possuem a mesma capacidade de gerarem
prenhez. Isso reforca a importancia da
transferéncia de embriGes para avaliar a
viabilidade embrionéria, ja que o0
desenvolvimento e evolugdo dos embrides
in vitro podem diferir dos resultados in
Vivo.

Vajta et al. (1993), utilizando o método de
Open Pulled Straw (OPS) para vitrificacdo
de embrides, obtiveram taxas de reexpansdo
variando entre 81 e 92% e taxa de eclosdo
entre 50 e 75%. Em outros trabalhos, (Vajta
et al., 1996, Vajta et al., 1998, Vajta et al.,
2000, Vajta et al., 2006, Vajta et al., 2009),
foi demonstrado que a vitrificacdo pelo
método de OPS pode resultar em altas taxas
de  sobrevivéncia  embrionaria  poés-
aquecimento, porém os bons resultados
dependem da habilidade do técnico na
realizacdo desta técnica, da velocidade de

resfriamento e do tempo de exposi¢do dos
embrides aos crioprotetores. A vitrificagdo
é delicada e exige habilidade e, por isso, é
fundamental que o profissional seja
previamente treinado e capacitado para
executar a técnica. A vitrificacdo deve ser
realizada em temperatura ambiente e de
forma répida.

Sabe-se que na vitrificagdo ha grande
concentracdo de crioprotetores no meio e,
guando o embrido permanece em contato
com este meio, por tempo prolongado antes
da imersdo em nitrogénio liquido, o
resultado é a diminuicdo da sobrevivéncia
embrionaria (Carvalho et al., 2011; Inaba et
al. 2011). No presente experimento todo o
processo de vitrificacdo foi realizado a
temperatura ambiente, e 0 tempo de
exposicdo ao meio de vitrificagdo néo
ultrapassou 20 segundos. Outro fator de
extrema importancia durante o processo de
vitrificagdo é o volume de meio que
permanecera junto ao embrido na palheta. E
importante que ndo haja mais que 10pl de
na palheta contendo o embrido para que o
processo de vitrificacdo seja 0 mais rapido
possivel e, consequentemente, possiveis
oscilagbes de temperatura sejam evitadas
durante o processo (Carvalho et al., 2011;
Inaba et al. 2011). Diante disso, para
envasar os embrides na OPS, foram feitas
gotas de 3 pul do meio de vitrificacdo e foi
utilizado somente o volume de meio
necessario para o embrido ser envasado na
OPS por capilaridade.

A Tabela 6 apresenta os resultados de
reexpansdo e eclosdo dos embrides, de
acordo com 0S grupos experimentais, em
24, 48 e 72 horas de cultivo.
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Tabela 6: Reexpansdo e eclosdo dos embribes, de acordo com 0s grupos experimentais, em 24, 48 e 72
horas de cultivo.

24 horas 48 horas 72 horas
Reexpansdo Ecloséo Reexpansdo Ecloséo Reexpanséo Ecloséo
Tratamento (n/total) (n/total) (n/total) (n/total) (n/total) (n/total)
Controle  73,7% (14/19)B  37,5% (3/8)B  26,3% (5/19)B 62,5% (5/8)B  0,0% (0/19)  0,0% (0/8)
SFB + CLA 100,0% (13/13)A 100,0% (3/3)A  0,0% (0/13)A  0,0% (0/3)A  0,0% (0/13)  0,0% (0/3)
CLA 100,0% (8/8)A  100,0% (2/2)A  0,0% (0/8)A  0,0% (0/2)A  0,0% (0/8)  0,0% (0/2)

Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si pelo Teste Exato de Fisher

(P<0,05).

Conforme apresentado na Tabela 6,
diferente do esperado, os embrides do
grupo controle evoluiram mais lentamente
do que os embrides dos demais tratamentos.
Segundo Abe e Hoshi (2003), a presenca do
SFB nos meios de cultivo in vitro acelera o
desenvolvimento embrionario. Marinho
(2010) encontrou que a auséncia do SFB
atrasa a clivagem embrionaria. O SFB nos
meios de cultivo in vitro fornece fatores de
crescimento, hormodnios, nutrientes e
componentes antioxidantes, aumentando a
producdo de embrides e acelerando a
desenvolvimento embriondrio (Abe e
Hoshi, 2003).

4.4- Avaliacdo sobrevivéncia embrionaria
pos transferéncia

A taxa de aproveitamento das receptoras
para a transferéncia de embrido foi de 80%
(44/55), considerando como  resposta
positiva ao protocolo de sincronizagdo do
estro 0s animais que apresentaram corpo
luteo e foliculos de didmetro menor ou
igual a 1,9cm.

Diante do exposto na metodologia, apenas
uma gestacdo foi verificada no diagnostico
precoce e confirmatério. A gestacdo foi
resultante da transferéncia de apenas um
embrido para o corno ipsilateral ao corpo
luiteo e o embrido pertencia ao grupo
controle (SFB sem CLA). Portanto o
resultado da taxa de gestacdo para oS
grupos controle, SFB + CLA e CLA foram,

respectivamente de 4,35% (1/23), 0%
(0/20) e 0% (0/28).

Katanami et al. (2002) encontraram taxa de
gestacdo pos transferéncia de embrides
vitrificados de 3,9% * 6,5 trabalhando com
vacas de alta produgdo com ECC acima de
2,5. Utilizando-se ainda de animais de alta
producdo e acometidos de estresse calorico
foram encontradas taxas de gestacdo de 6,2
+ 3,2%; 19,0 = 50% e 6,2 + 4,1%,
respectivamente para inseminacéo artificial
em tempo fixo, embrides PIV transferidos a
fresco e embrides PIV vitrificados. Os
resultados de Katanami et al. (2002) foram
semelhantes aos obtidos no presente estudo
para o grupo controle.

Stewart et al. (2011), comparando a
eficiéncia da transferéncia de embrides em
vacas em lactacdo encontrou taxas de
gestacdo de 42,1% para embrides PIV
frescos, de 29,3% para embribes PIV
vitrificados e de 18,3% para prenhezes
provenientes de inseminagdo artificial.
Sanches et al. (2013) obtiveram taxa de
gestagdo de 18,5% para embrides
vitrificados em meio contendo o soro fetal
bovino e livre de aditivos que interferem na
lipogénese embrionaria. As taxas de
gestacdo encontradas no presente estudo
foram inferiores as taxas encontradas por
Stewart et al. (2011) e Sanches et al.
(2013).

A eCG equina em altas doses (2000 a 2500
Ul) pode ser utilizada para estimular
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maultiplas ovula¢Ges em protocolos de TE.
Entretanto, por esse hormonio apresentar
meia vida longa, € muito comum que
ocorram falhas na ovulacdo, situacdes nas
quais é frequente encontrar um elevado
numero de foliculos anovulatério (10 a 30
mm) no momento da coleta dos embribes
(Sudano et al., 2007). A aplicacdo da
gonadotrofina coridnica equina também foi
associada a secrecdo anormal de estradiol,
progesterona e LH resultando na producao
de embrides de baixa qualidade e menor
taxa de gestacdo provenientes do embrido
transferido (Callesen et al., 1989).

O efeito mais importante da eCG nos
protocolos de sincronizagdo de receptoras
de embrido é a estimulacdo do crescimento
do foliculo dominante, aumentando a taxa
de ovulagdo (Sa Filho et al., 2010).

Esse hormdnio é utilizado para animais em
anestro pés-parto ou com baixo escore de
condicéo corporal (B6 et al., 2007), com o
objetivo de melhorar a taxa de gestagédo de
fémeas leiteiras de alta producdo (Ferreira
et al., 2013) ou melhorar a taxa de gestacéo
em receptoras de embrido (Pontes et al.,
2010). Pontes e colaboradores (2010),
utilizando a dose de 300 Ul de eCG e 1 mg
de Ciprionato de Estradiol no momento da
retirada do dispositivo de progesterona,
protocolo semelhante a metodologia
utilizada no presente estudo, porém com
uma dose ligeiramente superior dos dois
hormonios que estimulam o crescimento
final do foliculo dominante e a ovulag&o,
afirmam que a eficiéncia de seu protocolo
de sincronizacao de estro é responsavel por
manter as taxas de prenhez acima da média.

Silva Filho (2006) avaliou a eficiéncia de
doses de 200 Ul e 500 Ul de eCG para a
estimulacdo do estro em novilhas mesticas
pré-puberes e puberes. A menor dose da
gonadotrofina foi mais eficiente na inducéo
do estro em novilhas pré-puberes e, nas
novilhas puberes ndo houve diferencga.

Em vacas de leite de alta producdo foram
utilizadas as doses de 400 Ul e 600 Ul de
eCG visando aumentar a taxa de ovulagéo,
produzir corpo luteo de maior area e mais
funcional, porém as doses utilizadas ndo
foram eficientes em aumentar a estimulagéo
ovariana (Ferreira et al., 2013).

Bo et al. (2007) demonstraram que a
aplicacdo de eCG em fémeas de corte em
anestro poOs-parto aumentou a taxa de
crescimento e o tamanho do foliculo
ovulatorio, além de aumentar a taxa de
prenhez, ndo sendo relatado a ocorréncia
co-dominancia folicular ou crescimento
polifolicular, como verificado no presente
experimento.

Conforme foi discutido, foi encontrado nas
receptoras de embrides sinais caracteristicos
de superestimulacéo ovariana por eCG com
falhas na ovulacéo, indicando que pode ter
havido superdosagem na aplicacdo da
gonadotropina nos animais. As
transferéncias de embrido deverdo ser
repetidas na tentativa de rastrear a causa da
desta estimulagdo excessiva dos ovarios das
receptoras.

5- CONCLUSOES

A adicdo do é&cido linoléico conjugado em
meios de cultivo in vitro ndo reduziu a
producdo de blastocistos, sendo possivel
conseguir taxas de clivagem e produgéo de
embrionarias semelhante a meios que nédo
contém esse composto.

A auséncia do soro fetal bovino nos meios
de cultivo embrionario in vitro néo
apresentou prejuizos a producdo de
blastocistos. Meios de cultivo in vitro livres
de soro fetal bovino apresentaram taxas de
producdo embriondria semelhante aos

meios contendo 0 soro.

Embribes cultivados em meio contendo
soro fetal bovino apresentam melhores
taxas de reexpansdo e eclosdo em
comparagdo a associacdo do soro com o
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acido linoléico conjugado ou somente o
acido linoléico conjugado em meios de
cultivo utilizados para avaliar a viabilidade
embrionaria. Porém ndo se sabe se a
evolucdo que os embrifes apresentam in
vitro é semelhante ao que ocorre apo6s a
transferéncia destes embriGes.

O isébmero do &cido linoléico conjugado
trans-10, cis-12 foi eficaz em reduzir da
deposicdo de lipideos intracitoplasmaticos
nas células embrionérias, porém ndo se sabe
se a melhoria da qualidade embrionaria pelo
acido linoléico resultard em aumento no
nimero de gestacdes.

Novas transferéncias embrionarias deverdo
ser realizadas para se avaliar o efeito do
CLA na sobrevivéncia embriondria in vivo,
referendando a taxa de reexpansdo e de
eclosdo in vitro.
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