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Epigrafe

“Existem muitas hipoteses em ciéncia que estdo erradas. I1sso é perfeitamente

aceitavel, eles sdo a abertura para achar as que estdo certas’.

Carl Sagan
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REDUGCAO DE SFB E USO DA L-CARNITINA NA MATURAGCAO PARA
MELHORIA DA PRODUGCAO IN VITRO DE EMBRIOES BUBALINOS

Resumo: O maior rebanho bubalino da América Latina encontra-se no Brasil, fato
que pode fazer do pais um grande exportador de material genético da espécie.
Nesse contexto, o desenvolvimento e o0 uso das biotécnicas da reproducdo animal
surgem como eixo central para aumentar a capacidade de multiplicacdo de
material genético superior e promover o melhoramento animal. Desta forma, este
estudo trem como objetivo validar protocolos que proporcionem a obtencao de
embribes com maior qualidade e menor acumulo lipidico, os quais estédo
apresentados em dois capitulos. O capitulo I, € composto de revisao bibliografica
abordando os estudos relacionados aos principais aspectos na maturacao in vitro
de odcitos bubalinos, importancia dos lipideos nos odcitos e embrides produzidos
in vitro, efeitos da reducéo lipidica no desenvolvimento oocitario e embrionario e o
emprego da L-carnitina na producdo embrionaria. No capitulo Il, esta apresentado
um artigo composto de experimento |, o qual foi a determinado a menor
concentracdo de SFB no meio MIV que promovesse manutencdo das taxas de
desenvolvimento embrionario, No experimento Il, foi avaliado a adicdo de 5 mM
de L-carnitina nos meios de maturacdo e consequentemente forma submetidos a
avaliacao lipidica, por meio de técnicas de coloracdo em microscopia Optica e
confocal. Onde concluimos que ndo houve diferencas em relacdo ao acumulo
lipidico embrionario e que possivel reduzir a concentracdo de SFB até 5% nos
meios de maturagcdo in vitro para producdo de embrides em bubalinos e a
suplementacdo do meio com L-carnitina ndo proporciona aumento na producéo

embrionaria.

Palavras-chave: Bufalos, Reducao lipidica, lipideos neutros, desenvolvimento

embrionario.



REDUCTION OF FBS AND USE OF L-CARNITINE IN MATURATION TO
IMPROVE THE IN VITRO PRODUCTION OF BUFFALOES EMBRYOS

Abstract: The largest buffaloes herd in Latin America is in Brazil, a fact that can
make the country a great exporter of genetic material of the species. In this
context, the development and use of biotechnics of animal reproduction arise as a
central axis to increase the multiplication capacity of higher genetic material and
promote animal improvement. In this way, this study train as objective validate
protocols that provide the obtaining of embryos with higher quality and lower lipid
accumulation, which are presented in two chapters. Chapter I, is composed of a
bibliographical revision addressing the studies related to the main aspects of the in
vitro maturation of oocytes buffaloes, importance of the lipids in the oocytes and in
vitro embryos produced, effects of the reduction lipid in oocitario and embryonic
development and the use of L-carnitine in embryonic production. In chapter II, an
article composed of experiment |, which was determined the smallest
concentration of fetal bovine serum (FBS) in the IVM environment that promoted
the maintenance of the embryo development rates. In the experiment I, was
evaluated the addition of 5 mM of L-carnitine in the means of maturation and
consequently form subjected to the lipid evaluation, by means of coloring
techniques in optical and confocal microscopy. Where we concluded that there
were no differences in relation to embryonic lipid accumulation and that it could
reduce the concentration of FBS up to 5% in the IVM methods for the production
of embryos in buffaloes and the supplementation of the medium with L-carnitine

does not provide increase in embryonic production.

Keywords: Buffaloes, lipid reduction, neutral lipids, embryo development, fetal

bovine serum.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Introducao

A bubalinocultura € uma atividade recente no Brasil. No entanto, tem tido
grande expanséo, fazendo com que o efetivo de rebanho se torne o maior da
Ameérica do Sul, seguido por Venezuela, Argentina e Colémbia (ANDRIGHETTO
et al., 2005). Tem se apresentado uma atividade com grande contribuicdo para o
atendimento da demanda alimentar, especialmente na regido Norte do Brasil,
apresentando vantagens em relagdo a outros ruminantes domeésticos,
principalmente no que diz respeito a rusticidade e adaptacdo as variadas
condicBes climaticas e de manejo. A importancia econbmica na exploracdo
desses animais reside também nas vantagens proporcionadas quanto a
fertilidade, longevidade, eficiéncia de conversdo alimentar e aptiddo para
producao de leite, carne e trabalho (LOURENCO, 2005).

Apesar da espécie apresentar vantagens para sua exploracéo, é de suma
importancia que se procure estabelecer estratégias mais eficientes de exploracao,
dentre elas a implantagéo de alternativas alimentares, principalmente durante o
periodo seco do ano, e uso de biotecnologias visando a reducéo nas idades de
abate e ao primeiro parto (GARCIA, 2006).

O emprego das biotécnicas da reproducéo na espécie bubalina representa
um anseio da cadeia produtiva, a fim de atender as necessidades de multiplicacdo
de material de alto potencial genético e, consequentemente, ganhos produtivos
em curtos intervalos de tempo. No entanto, nesta espécie, ainda sdo encontrados
alguns “entraves” reprodutivos que limitam a alta produtividade (KHAKI et al.,
2014).

Nesse contexto, o desenvolvimento e a utilizacdo das biotécnicas da
reproducdo animal, como a producao in vitro de embrides (PIVE), surgem como
eixo central para aumentar a capacidade de multiplicacdo de material genético
superior e promover o melhoramento animal sendo que a PIVE destaca-se pelo
fato de ser cada vez mais difundida e utilizada comercialmente em varios paises
(OHASHI et al., 2006).

A PIVE é uma biotécnica reprodutiva que vem sendo utilizada em

bubalinos, esta biotécnica tem apresentado algumas limitacbes para sua



produgéo em escala comercial, devidos aos baixos resultados alcangados com as
taxas de blastocistos 16,7 % (GASPARRINI, 2002). Apesar da eficiéncia da PIVE
ter aumentado nos ultimos anos em bufalos, a taxa de clivagem ainda é baixa
quando comparada a de outras espécies domésticas (GASPARRINI, 2008).

Diversos fatores demonstram ser importantes durante a MIV para o
desenvolvimento embrionario. Dentre eles, podemos citar as mudancas nucleares
e citoplasmaticas (GOTTARDI; MINGOTI, 2009), a competéncia oocitaria
(FERREIRA et al., 2009), fonte de obtencao dos odcitos (NEGLIA et al., 2003) e 0
tempo de maturacédo (NEGLIA et al., 2011).

Em bubalinos, a elevada concentracéo de lipideos presentes no citoplasma
dos odcitos e embrides também representa fator limitante ao sucesso da PIVE
(GASPARRINI et al., 2002). Acredita-se que o soro fetal bovino (SFB),
suplemento proteico normalmente utilizado nos meios de cultivo, esteja
intimamente ligado a esse processo (ABE et al.,, 1999 e RIZOS et al.,, 2003).
Diversos estudos tém buscado a reducdo do acumulo lipidico, assim como 0 uso
de reguladores do metabolismo lipidico no decorrer da PIVE, capazes de
influenciar a expressdo de genes reguladores do metabolismo de lipideos e
melhorar a competéncia de desenvolvimento e qualidade embrionaria (GHANEM,
et al., 2014, SPRICIGO et al., 2017).

Nesse contexto, a L-carnitina, vem sendo bastante estudada na PIVE,
pela sua capacidade de transferir &cidos graxos livres de cadeia longa do citosol
para mitocondrias, onde serdo oxidados promovendo geracdo de adenosina
trifosfato (ATP) (KNITLOVA, et al.,, 2017; SPRICIGO et al., 2017; HELD-
HOELKER, et al. 2017).

Assim, objetivo desta revisdo é abordar aspectos importantes durante a
maturacgdo in vitro de odcitos bubalinos, mostrando o papel e a importancia dos
lipideos nos odcitos e embrides e os efeitos d SFB e 0 uso da L-carnitina sobre o

desenvolvimento embrionario da espécie bubalina.



Revisao de Literatura

1. Maturacdo in vitro de o6citos bubalinos durante a PIVE

Durante o procedimento de PIVE, a maturacéo in vitro (MIV) dos odcitos &
considerada uma etapa de grande relevancia, pelo fato de que nesta fase os
oocitos adquirem competéncia para realizar outras subsequentes fases de
desenvolvimento, as quais englobam desde a ativacdo do genoma embrionario
até a formacao dos blastocistos e o estabelecimento da gestacdo (FERREIRA et
al., 2009; SOMFAI et al., 2011).

As mudancas nucleares e citoplasmaticas na MIV, sdo importantes e
devem ser levados em consideracdo para a producdo embrionaria. Nesta etapa
ocorrem diversas, que tornardo o odcito preparado para a etapa seguinte, que € a
fecundacao. Tais mudancas nucleares do odcito estao relacionadas a progressao
do odcito desde o primeiro bloqueio meidtico na profase |, até o estadio de
metéafase Il (MIl), quando ocorre a quebra da vesicula germinativa (vesicle
germinal break down — VGBD), condensacdo dos cromossomos, extrusao do
primeiro corpusculo polar e formag¢do do segundo fuso meidtico (SIRARD et al.,
2001). Para completar esse processo de maturacdo do odcito, € necessaria a
complementaridade de outros eventos, dentre eles, a redistribuicdo das organelas
citoplasmaticas, estocagem de RNAmM (RNA mensageiro), sintese de proteinas e
fatores de transcricdo (FERREIRA et al., 2009; FU et al., 2016).

Durante a maturacao citoplasmética, ocorrem diversos eventos, tais como:
sintese de proteinas intracelulares (EDWARDS et al., 1997), redistribuicdo dos
granulos corticais (PAYTON et al., 2003), reorganizacdo dos microtabulos (KIM,
2000) e migracao e redistribuicdo das organelas dentro do citoplasma (ANGUITA
et al., 2008).

Estudos realizados por Mondadori et al. (2010) relatam que em bubalinos,
durante a maturacdo, ocorre migracdo dos clusters mitocondriais, do reticulo
endoplasmatico liso e rugoso e do complexo de Golgi para a periferia do odcito.
Associado a isto, também é relatada a ocorréncia de multiplicagcdo e migracéo
periférica dos granulos corticais, modificacdo morfoldgica dos granulos de lipideos
no citoplasma, aumento do espaco perivitelino perinuclear e reducéo gradativa do

contato entre as células cumulus (COC) e o odcito.



Um fator importante nesse processo é a competéncia oocitaria, que € a
capacidade do odcito em concluir todas as etapas da maturacdo nuclear e
citoplasmatica, ser fecundado, completar o desenvolvimento embrionario e dar
origem ao feto (FERREIRA et al.,, 2009). Assim, para que o odécito se torne
competente, 0 mesmo devera ter completado toda sua fase de crescimento, que
ocorre quando o odcito alcanga 145 ym em bubalinos (NANDI et al., 2002). A
aguisicdo da competéncia oocitaria em bubalinos pode ser influenciada por
fatores tanto ambientais, como o efeito da estacdo do ano e variagBes térmicas,
quanto inerentes ao proprio oécito (DI FRANCESCO et al., 2011; EL-NABY et al.,
2013). Foliculos maiores que 4 mm sao considerados em bubalinos ideais para
obtencdo de melhores resultados na producéo in vitro de embrides (YOUSAF;
CHOHAN, 2003).

A fonte de obtencdo dos odécitos em bubalinos é outro fator capaz de
influenciar a aquisicdo da competéncia. Este fato foi comprovado quando ovarios
foram coletados de frigorifico e 0s o0citos se apresentaram baixa capacidade de
se tornar blastocistos em comparacdo a quando foram coletados de ovarios
através da OPU (NEGLIA et al., 2003).

Além dos diversos fatores que afetam o desenvolvimento do embrido
bubalino in vitro, vale ressaltar que a duracédo da MIV também é importante, uma
vez que o tempo inadequado de maturacdo pode levar a anormalidades nos
cromossomos (NEGLIA et al., 2011) e reducdo das taxas de clivagem e de
blastocistos (GASPARRINI et al., 2008).

Uma proporcdo do odcitos bubalinos atinge a MIl no periodo de 15-21
horas, sendo que o menor tempo de maturacdo pode ser explicado pelas
diferencas nas condi¢cdes da MIV ou pela qualidade inerente aos proprios odécitos,
gue nesta espécie é também afetada pela sazonalidade (GASPARRINI, 2007).
Além disso, ha resultados que comprovam aumento na extrusdo completa dos
Ccromossomos nos o0citos bubalinos no periodo de 20-24 horas de MIV, o que
leva a concluir que a extenséo do tempo de MIV em bufalos poderia implicar na
redugéo do desenvolvimento embrionario (NEGLIA et al., 2001).

A qualidade dos odcitos esta diretamente ligada ao sucesso do seu
desenvolvimento. Um dos aspectos fundamentais neste contexto € a composi¢ao

dos meios de cultivo empregados nas trés etapas que compdem a PIVE. Algumas



linhas de pesquisa em PIVE de bubalinos buscam o enriquecimento do meio de
cultivo com antioxidantes para melhorar a producdo de blastocistos
(GASPARRINI et al., 2006; SINGHAL et al., 2009).

Gasparrini et al. (2002; 2006) estudaram o0s efeitos da adicdo de
compostos derivados de thiol, e observaram que o acréscimo de cisteamina e/ou
cistina aos meios de cultivo melhorou as taxas de maturacéo e de blastocistos.

Em bubalinos, a elevada concentracéo de lipideos presentes no citoplasma
dos odcitos e embrides também representa um fator limitante (GASPARRINI et
al., 2002).

Neste aspecto, a necessidade do desenvolvimento de meios de maturacéo
associados a suplementacdo com diferentes substancias, como fatores de
crescimento e antioxidantes, tem se tornado objeto de estudo de diversas
pesquisas (NANDI et al., 2002; PUROHIT et al., 2005; ANAND et al., 2008;
SINGHAL et al., 2009; ROCHA-FRIGONI et al., 2016).

Acredita-se que o SFB, suplemento proteico normalmente utilizado nos
meios de cultivo, esteja intimamente ligado a esse processo promova 0 excessivo
acumulo de gotas lipidicas citoplasméticas, fato relacionado a diminuicdo da
criotolerancia dos embrides (ABE et al., 1999; RIZOS et al., 2003).

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

2. Importancia dos lipideos nos odcitos e embrides produzidos in vitro

Com o advento de novas biotecnologias, tem-se tornado claro que a
competéncia embrionaria pode ser severamente comprometida sem alteracfes
morfolégicas perceptiveis, porém, com diferengas metabdlicas encontradas no
inicio do desenvolvimento embrionario. Uma dessas alteracdes esta no grande
acumulo lipidico nos embrides durante a PIVE. Este fato tem sido associado com
baixa capacidade de criopreservacdo e menor potencial de desenvolvimento
embrionario (APARICIO et al., 2013; GONZALEZ-SERRANO et al., 2013;
GHANEM et al., 2014; MILAZZOTTO et al., 2016).



As gotas lipidicas embrionarias podem ser encontradas em associacao
com diversas organelas ligadas ao metabolismo celular, como mitocondrias,
reticulo endoplasmatico, endossomas, peroxissomas e citoesqueleto (THIELE;
SPANDL, 2008; AMBRUOSI et al., 2009; WALTHER; FARESE, 2009). Durante a
maturacdo dos odlcitos, a atividade e organizacdo das gotas lipidicas e das
mitocondrias sdo particularmente relevantes, uma vez que a fosforilagdo oxidativa
€ a principal via para fornecer ATP para atividades celulares (WANG; SUN, 2007).

As mitocondrias e as gotas lipidicas estao intimamente relacionadas e sao
consideradas de grande importancia pelo fato de serem responsaveis pelo
suporte energético de qualquer célula. Quando ocorre demanda de energia na
célula, acidos graxos sdo metabolizados na mitocondria via B-oxidacdo para
obtencdo de ATP. Esses acidos graxos podem ser provenientes da quebra da
gota lipidica por lipoproteinas (lipases) ou biossintese celular. Neste processo, a
lipase extracelular ligada as paredes capilares por proteoglicanos de sulfato de
heparina € ativada pela apolipoproteina ApoC-Il na superficie das lipoproteinas
circulantes, hidrata os acidos graxos livres liberadores de lipoproteina
triacilglicerol, que podem entdo ser absorvidos pelas células (DUNNING et al.,
2014). Assim, as enzimas lipases e a atividade sdo detectadas em células
cumulus e provavelmente serdo reguladas durante o processo de maturacgao.
Com base em seus papéis em outras células, propfBe-se que as lipases
extracelulares possam mediar a transferéncia de &cidos graxos de lipoproteinas
de liquido folicular em células cumulus e que as lipases intracelulares através de
interacBes com proteinas de goticulas lipidicas, como Perilipin-2, que € expressa
em od0citos, liberam acidos graxos das goticulas lipidicas do odcito (figura 1)
(YANG et al., 2010, AARDEMA et al., 2011).

A relagdo negativa existente entre o excesso de lipideos na PIVE e a
criotolerancia embrionaria, juntamente aos problemas causados por
concentracéo de espécies reativas do oxigénio (ROS), sdo os motivos pelos quais
tem se estudado o acumulo lipidico em odcitos e embrides produzidos in vitro,
embora a alta quantidade de lipideos seja um fator Ilimitante para a
criopreservacgéao, existe a necessidade da presenca dessas estruturas devido ao
fornecimento energético (DUNNING et al., 2014)..
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Figura 1. Esquema dos mecanismos propostos de mobilizacdo e catabolismo de
acidos graxos livres no complexo cumulus-oécito. (1) Os &cidos graxos livres
(FFAs) no fluido folicular séo ligados a albumina. (2) A mobilizacdo de
triacilglicerol a partir de lipoproteinas. (3) O triacilglicerol intracelular é
armazenado em células cumulus e odcitos dentro de goticulas lipidicas. (4) Os
acido graxos livres disponiveis para o metabolismo via B-oxidacdo nas
mitocondrias (DUNNING et al., 2014).

Durante a B-oxidacdo, sdo liberadas as espécies reativas de oxigénio
(ROS) que, em alta concentracdo, podem lesionar as mitocondrias,
comprometendo seu funcionamento (DUVNJAK et al., 2007). Porém, o acumulo
excessivo de gotas lipidicas no embrido é prejudicial a sua criotolerancia, pois 0s
acidos graxos livres liberados pela lipolise das gotas lipidicas podem penetrar a
membrana plasmatica, mudando a composicdo e provocando a diminui¢cdo de
fluidez da mesma, resultando em embrides menos resistentes as técnicas de
criopreservacdo (GOMEZ et al.,, 2008). Assim, aparentemente existe um limiar
maximo e um limiar minimo para a quantidade de lipideos presentes em o0d0citos e
embrides.

Os lipideos intracelulares mais abundantes armazenados nos 00citos séo

os triacilglicerois, representando aproximadamente 36 e 46% de acidos graxos



total em bovinos e suinos, respectivamente (MCEVOY et al., 2000). Estes podem
ser utilizados na [(-oxidacdo mitocondrial para produzir energia durante a
maturacdo (STURMEY et al., 2016), assim como desenvolvem acdo crucial na
formacdo de membranas durante as divis6es celulares nos oécitos (MCEVOY et
al., 2000).

Nesse contexto, podemos destacar o papel dos fosfolipideos na sintese dos
segundos mensageiros durante a maturacdo dos odcitos e o desenvolvimento
embrionario. Por exemplo, em odcitos de suinos, o fosfatidilinositol representa 6%
dos fosfolipideos totais. A hidrélise deste fosfolipido de membrana produz dois
segundos mensageiros, inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3
e sua derivada inositol tetrafosfato (IP4) aumentam as concentracdes de Ca*?,
enquanto o DAG estimula a Proteina Quinase C (PKC), sendo particularmente
importantes na maturacdo dos odcitos e na capacidade de fertilizagdo (WU et al.,
2006) .

O teor de lipideos nos odcitos pode ser alterado pelo ambiente de
maturacdo, devido ao uso dos suplementos de soro. Os od6citos bovinos
maturados em 10% de SFB possuem mais triacilglicerol e mais colesterol do que
aqueles maturados em condi¢des isentas de soro (KIM et al., 2001). E importante
ressaltar que o SFB contém uma série de fatores de crescimento, citoquinas e
metabdlitos, que podem aumentar os lipideos intracelulares através da absorcao
de acido graxos mediada pelo transportador e/ou biossintese de triglicerideos.
Também é provavel que as células cumulus influenciem diretamente a deposicéo
de triacilglicerol e/ou acido graxos dos odcitos, semelhante ao seu papel no
controle do contetdo de colesterol (SU et al., 2008).

Ha pouca evidéncia de como o teor de lipideos do odcito pode influenciar a
competéncia. Existem exemplos, como odcitos de ratos com baixa competéncia
de desenvolvimento, com mais goticulas lipidicas em compara¢cdo com od0citos
gue possuem capacidade de desenvolvimento fisiologicamente normal; no
entanto, 0s 00citos menos competentes também apresentam outras diferencas
citoplasmaticas fundamentais (MONTI et al., 2013). Assim, & necessario um
trabalho adicional para entender se o conteudo de lipideos de odcitos (ou células

cumulus) pode ser um biomarcador de competéncia e, 0 que € mais importante,



como as alteraces fisioldgicas ou in vitro ao contetudo de lipideos de COC pode
afetar o desenvolvimento embrionario (DUNNING et al., 2014).

As variacdes no teor de lipideos de odcitos em diferentes espécies sao
indicativas de requisitos fisiologicos distintos durante o desenvolvimento precoce
do embrido. Certamente, os acidos graxos de cadeia longa prevalentes em
oocitos de mamiferos sdo ricos em energia e diferentes niveis de acidos graxos
insaturados, como o acido oleico, podem influenciar a fluidez da membrana
celular. Isto é ilustrado pelo fato de que o conteudo lipidico influencia a viabilidade
dos odcitos apds a criopreservacao, alterando a integridade da membrana
(ZHANG et al., 2012).

Assim, é importante que se mantenha um equilibrio entre a quantidade de
lipideos nos o4citos e nos embrides, visto que seu excesso prejudica 0 processo
de criopreservacao e sua falta leva a um menor aporte de energia as células.
Nesse sentido, é muito importante que novas estratégias envolvendo a otimizacao

do processo de 3-oxidacdo sejam desenvolvidas in vitro (DUNNING et al., 2014).

3. Efeitos da reducéo lipidica no desenvolvimento oocitario e embrionario

Com o objetivo de reduzir a quantidade lipidica nos sistemas de cultivo da
PIVE, diversos estudos tém sido realizados com o intuito de remover o SFB neste
processo, por meio da sua substituicio ou mesmo da reducdo de sua
concentracédo (FEUGANG et al., 2009), visando o uso de meios definidos (LIM et
al., 2008; MINGOTI et al., 2011).

Esse fato se justifica em decorréncia do SFB ser um composto rico em
acidos graxos e, sabendo-se da capacidade destes de serem transportados até o
citoplasma oocitario, seria esperado o aumento de lipideos nos odcitos, podendo
promover acdo prejudicial (DEL COLLADO et al.,, 2014). Tal fato pode ser
prejudicial para embrides bubalinos, uma vez que foi demonstrado num estudo
ultraestrutural a abundancia de gréanulos citoplasmaticos caracterizados por alto
teor lipidico em odcitos desta espécie (BONI et al., 1992; GASPARRINI, 2002). E
provavel que oocitos e embrides de bufalos sejam mais sensiveis ao estresse
oxidativo, devido ao seu alto conteudo lipidico (GASPARRINI et al., 2006).

Por outro lado, a suplementacdo do SFB apresenta efeitos favoraveis

durante maturacdo de oocitos em bubalinos, uma vez que este composto possui
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fatores de crescimento que possuem importante papel na regula a maturacéo
oocito, além de impedir a diminuicdo de fluidez da zona pelucida (MAHMOUD;
NAWITO, 2003).

Apesar de serem desconhecidos exatamente quais s&o os fatores que o
SFB possui e que permitem a obtencdo de melhores taxas de desenvolvimento
embrionario, por ndo ser um componente totalmente definido em termos de
composicdo, sabemos que o SFB € um meio composto por albumina, acidos
graxos, aminodcidos, vitaminas e fatores de crescimento. Tais compostos séo
responsaveis por melhorar a expansao das células cumulus, o que parece ser
necessario para que ocorra a adequada maturacdo, tanto nuclear quanto
citoplasmatica com reflexos diretos no desenvolvimento embrionario (ABE;
HOSHI, 2003).

Um dos mecanismos que explica a importancia dos lipideos nos eventos
durante a maturagao nuclear esta na relagdo entre a B-oxidacéo e a reativacéo da
meiose (DOWNS et al., 2009 e DUNNING et al., 2010). Tal mecanismo ocorre por
meio da ativacdo da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), a qual
promove quebra da vesicula germinativa e reativacdo da meiose (CHEN et al.,
2006). Neste evento, a acetil-CoA carboxilase (ACC) é a principal responsavel
pela ativacdo da MAPK (DOWNS et al., 2009). Apesar de ser a oxidacdo dos
acidos graxos uma das maiores consequéncias da ativacdo da MAPK, pela
diminuicdo dos niveis do malonil-CoA, estudos demostraram que a inibicdo da
oxidacao dos lipideos impede, por sua vez, a reativacdo da meiose (DOWNS et
al., 2009 e DUNNING et al., 2010).

Em estudo realizado em bufalos, com o intuito de avaliar os efeitos do SFB
e do soro de bufalo no estro (SBE) durante a MIV, foi verificado que a taxa de
maturacdo dos odcitos foi maior nos grupos onde se utilizou SFB. Isso pode estar
relacionado ao efeito de fatores de crescimento, nutrientes e antioxidantes
presentes no SFB (PURI et al., 2015).

Del Collado et al. (2014) utilizaram albumina sérica bovina livre de acidos
graxos (BSA-FAF) e um produto comercial denominado fluido embriénico (FE), de
maneira isolada e em diferentes combinac¢des e concentragdes, e concluiram que

€ possivel reduzir a concentracdo de SFB no meio de MIV de bovinos em até
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3,5%, sem prejuizo significativo aos indices de maturagdo nuclear e
citoplasmatica.

Outros estudos demonstraram que a adicéo de diferentes compostos de tiol
(cistina, cisteina, cisteamina, glutationa [GSH], B-mercaeptanol) aos meios MIV
melhoram o0 desenvolvimento embrionario, aumentaram concentracdo
intracitoplasmatica de GSH e protegeram as células do estresse oxidativo da
cultura (PARAMIO, 2010; WANI et al., 2012).

Del Collado et al. (2015) relataram que meios utilizados na MIV, contendo
SFB em alta concentragéo (10%), aumentam o contetudo de lipideos totais em 18
vezes, resultando em maior acumulo de lipideos em oécitos bovinos, quando se
compara ao uso de meios contendo apenas BSA. Pelo fato do SFB possuir
componentes que levam ao acumulo lipidico, meios suplementados com esse
composto podem resultar em embrides sensiveis a criopreservagdo. Além disso, o
SFB pode provocar danos na membrana mitocondrial e alteragdo na expresséo
de genes importantes para o correto desenvolvimento embrionéario (RIZOS et al.,
2003, WRENZYCKI et al., 2007).

Ainda existem controvérsias sobre o comportamento dos lipideos durante a
MIV nas diferentes espécies, estando relatado, por exemplo, diminuicdo do
acumulo na espécie suina (ROMEK et al., 2010) e aumento na murina (YANG et
al., 2010).

Apesar de alguns estudos buscarem substituir o SFB nos meios usados na
PIVE, com o objetivo de se reduzir o acumulo lipidico, recentemente tém surgido
estratégias que envolvem a otimizagdo do processo de (B-oxidacdo, como 0 uso

da L-carnitina, por exemplo, nas etapas de MIV e CIV.

4. L- Carnitina

A L-carnitina  (3-hidroxi-4-N-trimetilamino--butirato) é uma amina
quaternaria, que foi primeiramente isolada de musculo bovino por cientistas
russos em 1905, sendo que apenas o isdmero levogiro (L-carnitina, LC) foi
encontrado como composto bioativo. Este composto, que tem fungéo fundamental
na geracdo de energia pela célula, vem sendo bastante estudado, pois age nas

reagOes transferidoras de acidos graxos livres de cadeia longa do citosol para
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mitocondrias, facilitando sua oxidacdo e geracdo de adenosina trifosfato (ATP)
(KERNER, HOPPEL,1998).

Esta amina constitui fator importante no transporte de acidos graxos, por
meio das membranas mitocondriais. Quando ocorre demanda de energia na
célula, acidos graxos sdo metabolizados na mitocondria via B-oxidacéo, para
obtencdo de ATP. Esses acidos graxos podem ser provenientes da quebra da
gota lipidica por lipases ou de biossintese celular. Os acidos graxos destinados a
oxidacdo mitocondrial estdo transitoriamente ligados ao grupo hidroxil da
carnitina, formando acil-graxo-carnitina. Essa transesterificacdo é catalisada pela
carnitina aciltransferase |, na membrana externa. O éster de acil-graxo-carnitina
entdo entra na matriz por difusdo facilitada através do transportador acil-
carnitina/carnitina da membrana mitocondrial interna. No terceiro e Ultimo passo
do circuito da carnitina, o grupo acil-graxo € enzimaticamente transferido da
carnitina para a coenzima A intramitocondrial pela carnitina-aciltransferase |l
(DUNNING; ROBKER, 2012; SUTTON-MCDOWALL et al., 2012; NELSON; COX,
2014). Essa isoenzima, localizada na face citosélica da membrana mitocondrial
interna, regenera a acil-CoA graxo e a libera, juntamente com a carnitina livre,
dentro da matriz (Figura 2) (NELSON; COX, 2014).

Membrana mitocondrial Membrana mitocondrial
externa interna
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Figura 2. Entrada de &acido graxo na mitocondria pelo transportador acil-
carnitina/carnitina (NELSON; COX, 2014).

De acordo com Downs et al. (2009) o acetil-CoA é convertido em malonil-
CoA pela enzima acetil-CoA carboxilase (ACC) que, por sua vez, sera convertido
em &cido graxo pela enzima acido graxo sintetase (FAC). Em caso de

requerimento energético, o acido graxo € metabolizado em acil-CoA graxo, que
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serd transportado até o interior da mitocéndria mediante carnitina e o receptor
celular denominado carnitina palmitoil tranferase 1 (CPT1). Por outro lado, quando
ha necessidade de lipogénese, o malonil-CoA inibe o CPT1 para que ndo ocorra a
B-oxidacdo dos &cidos graxos (RUDERMAN et al., 2003).

Além da L-carnitina desenvolver importante fungdo na oxidacao dos acidos
graxos, também tem propriedade antioxidante, atribuida a sua capacidade de
melhorar funcbes mitocondriais (MINGORANCE et al., 2011). Em diversas
espécies, a utilizacdo de L-carnitina nos meios de cultivo de foliculos, maturacéo
oocitaria e cultivo de desenvolvimento embrionario in vitro tem apresentado efeito
benéfico, como por exemplo, nas taxas de maturacdo nuclear (meiose Il) dos
oocitos, taxas de fertilizacdo, clivagem dos embribes, taxas de producao
embrionaria e quantidade de células presentes na massa celular interna de
blastocistos, além da reducéo no conteudo lipidico de embrides (DUNNING et al.,
2010; SOMFAI et al., 2011; SUTTON-MCDOWALL et al., 2012).

A L-carnitina tem sido usada em diferentes espécies, tais como bovinos
(YAMADA et al 2006; CHANKITISAKUL et al.,, 2013; PHONGNIMITR et al.,
2013a; KNITLOVA, et al., 2017; SPRICIGO et al., 2017; HELD-HOELKER, et al.
2017), ovinos (READER, et al., 2015; MISHRA et al., 2016), suinos (SOMFAI, et
al.,, 2011), camundongos (MOAWAD, et al., 2014; ZARE, et al., 2015;
KHANMOHAMMADI et al., 2016), camelos (FATHI E EL-SHAHAT, 2017), e
budfalos (PHONGNIMITR et al., 2013b). No entanto, seu papel nos meios de
maturacdo durante o desenvolvimento de embrides ndo estd totalmente
esclarecido.

Sabe-se que a L-carnitina é um co-fator essencial para a entrada de acidos
graxos de cadeia longa na mitocondria. A suplementacdo do meio de maturacéo
com L-carnitina aumenta os niveis de B-oxidacdo em foliculos cultivados in vitro
de camudongo (DUNNING et al., 2010, 2011). Este aumento de B-oxidagdo foi
associado com melhora na qualidade dos o6citos, como demonstrado pela
capacidade dos odcitos fertilizados para alcancar o estagio de desenvolvimento
do blastocisto (DUNNING et al., 2010, 2011). Outros estudos demonstraram efeito
benéfico da L-carnitina na maturacdo e na competéncia dos odcitos durante MIV
em suinos, 0s quais possuem altos teores de lipideos intracelulares
(HASHIMOTO 2009; SOMFAI et al., 2011; WU et al., 2011; YOU et al., 2012).
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Em bubalinos, h4 descricdo do uso de L-carnitina durante a MIV na
concentracdo de 0,3 mg/mL, em que promoveu melhores na taxa de maturacéo
(metéfase IlI) dos oocitos (PHONGMITR et al.,, 2013b). Porém, os autores ndo
avaliaram os efeitos da amina no decorrer do desenvolvimento embrionario.

A suplementagdo com L-carnitina esta associada a redistribuicdo da gota
lipidica intracelular em od6citos bovinos (CHANKITISAKUL et al., 2013), a reducao
nos teores de lipideos intracelulares em odcitos suinos (SOMFAI et al., 2011) e ao
aumento significativo na atividade mitocondrial do o6cito em camudongos (WU et
al., 2012), bovinos (HASHIMOTO, 2009) e suinos (SOMFAI et al., 2011). Além
disso, ha relato de que a L-carnitina, na auséncia de outros substratos
energéticos, melhora o desenvolvimento de embribes pré-implantados em
camundongos (DUNNING et al., 2010) e bovinos (SUTTON-MCDOWALL et al.,
2012), indicando que a L-carnitina estimula o metabolismo das gotas lipidicas
intracelulares. Entretanto, exitem estudos que tém demonstrado baixa influéncia
da L-carnitina nos meios de maturacdo em suinos (YOU et al., 2012) e ovinos
(MISHRA et al., 2016) sobre o potencial de desenvolvimento.

Em bovinos, a adicdo de 2,5 mM de L-carnitina a partir do quarto dia do
desenvolvimento proporcionou maior sobrevivéncia embrionaria a vitrificacao
(LIMA, 2015). Ainda, promoveu melhores taxas desenvolvimento de blastocistos
no cultivo de embrides de duas células em camundongos (KHANMOHAMMADI, et
al., 2016). Acredita-se que o efeito positivo observado no estagio de cultivo
provavelmente se deva ao fato de haver melhoria do metabolismo de lipideos
mitocondriais e, principalmente, pela atuacdo da L-carnitina como antioxidante,
reduzindo o estresse oxidativo (ABDELRAZIK et al, 2009; DUNNING et al., 2011).

Em odcitos bovinos, foram utilizados 0,6 mg/mL (3.03 mM) durante 21
horas e nao houve interferéncia na taxa de maturagcdo (metafase II)
(CHANKITISAKUL et al., 2013). Em ovinos, foram avaliadas diferentes
concentragcbes de L-carnitina (0, 2.5, 5, 7.5 e 10 mM) durante a MIV e se
observou que somente nos grupos tratados com 10 mM houve melhoria nas taxas
de clivagem, morulas e blastocistos (MISHRA et al., 2016).

Em murinos, Dunning et al. (2010) estudaram a B-oxidagéo durante a MIV
em meios suplementados com SFB e BSA. Os autores observaram que apenas

no grupo com SFB ocorria aumento dos niveis de oxidacdo no decorrer da
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maturacdo. Indicaram como provavel causa desse efeito a presenca de L-
carnitina no SFB e auséncia da mesma na BSA. Em ambos os casos, tanto nos
oocitos maturados em BSA como nos maturados em SFB, a adicdo de L-carnitina
aumentou a oxidagdo lipidica e melhorou o desenvolvimento de embrides,
mostrando a importancia da presenca desse composto no metabolismo

embrionario.
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CAPITULO 2 - E POSSIVEL ALTERAR O ACUMULO LIPIDICO EMBRIONARIO
COM REDUCAO DO SFB E USO DE L-CARNITINA NA MATURACAO IN
VITRO DE OOCITOS BUBALINOS?

Trabalho a ser submetido a revista “Zygote”

Resumo

A producéo in vitro de embrides (PIVE) € um procedimento que pode promover
melhoria genética em curto intervalo de tempo. No entanto, as taxas obtidas com
0 uso dessa biotécnica na espécie bubalina ainda sédo inconsistentes, o que pode
estar associado a elevada concentracdo de lipideos presentes no citoplasma dos
odcitos e embrides. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da reducéo da
concentracdo de SFB e/ou uso da L-carnitina na MIV sobre o desenvolvimento
pré-implantacional e acumulo lipidico nos embrifes bubalinos. No experimento I,
foi a determinado a menor concentracdo de SFB no meio MIV (0%, 2,5%, 5% ou
10%) que promovesse manutencdo das taxas de desenvolvimento embrionério,
onde verifico-se que a menor concentracdo efetiva foi de 5% de SFB. No
experimento Il, foi avaliado a adicdo de 5 mM de L-carnitina nos meios de
maturacdo. Os blastocistos produzidos foram submetidos a avaliacao lipidica, por
meio de técnicas de coloracdo em microscopia Optica e confocal. Nao foi
observado diferenca entre os grupos 5% de SFB e 10% SFB, sendo que os
mesmos foram superiores aos grupos 0% e 2,5% de SFB. Ainda, os tratamentos
com 5% e 10% de SFB, foram superiores aos grupos suplementados com L-
carnitina. Nao houve diferencas em relacdo ao acumulo lipidico embrionario. Foi
concluido a partir deste estudo que € possivel reduzir a concentracéo de SFB até
5% nos meios de maturacao in vitro para producao de embrides em bubalinos e a
suplementacdo do meio com L-carnitina ndo proporciona aumento na producgéo

embrionaria.

Palavras chave.
Desenvolvimento embrionario, bufalos, lipidios neutros, soro fetal bovino,

modulador de metabolismo lipidico.
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CHAPTER 2 - IS IT POSSIBLE TO ALTER THE EMBRYO LIPID
ACCUMULATION WITH REDUCTION OF FBS AND USE OF L-CARNITINE
FOR IN VITRO MATURATION OF BUBALINE OOCYTES?

Abstract

In vitro embryo production (IVEP) is a procedure that can promote genetic
improvement in a short time frame. However, the success rates obtained with this
biotechnology in water buffaloes are still inconsistent, which can be associated
with the high concentration of lipids in the cytoplasm of oocytes and embryos. The
objective of this study was to evaluate the effects of reduced concentration of fetal
bovine serum (FBS) and/or use of L-carnitine during in vitro maturation (IVM) on
the pre-implantation development and lipid accumulation in bubaline embryos. In
experiment |, the lowest concentration of FBS in the IVM medium (0%, 2.5%, 5%
or 10%) was determined while still maintaining good embryo development rates,
where it was found that the lowest effective concentration was 5%. In experiment
II, the addition of 5 mM of L-carnitine in the maturation medium was evaluated.
The blastocysts produced were submitted to lipid evaluation by means of staining
and examination by optical and confocal microscopy. No difference was observed
between the 5% and 10% FBS groups, which were superior to the 0% and 2.5%
groups. Furthermore, the performance of the groups treated with 5% and 10%
FBS was better than the groups supplemented with L-carnitine. There was no
difference regarding embryo lipid accumulation. The results indicate that it is
possible to reduce the FBS concentration to 5% in in vitro maturation media for
production of bubaline embryos, and supplementation with L-carnitine does not

increase embryo production.

Keywords.
Embryo development, buffaloes, neutral lipids, fetal bovine serum, lipid

metabolism modulator.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a producéo in vitro de embrides (PIVE) em bubalinos tem
apresentado algumas limitagdes, sendo relatadas taxas de blastocistos entre 9,5
e 30%, resultados inferiores & média normalmente observada em bovinos, que
gira em torno de 30 a 45% (Gasparrini, 2002; Ferraz et al., 2005; Sa Filho et al.,
2009). Apesar da eficiéncia da PIVE ter aumentado nos ultimos anos em bufalos,
a taxa de clivagem ainda é baixa quando comparada a de outras espécies
domésticas (Gasparrini et al., 2008). Estes resultados podem estar ligado a
elevada concentracao de lipideos presentes no citoplasma dos odcitos e embrides
desta espécie (Gasparrini, 2002).

O soro fetal bovino (SFB), suplemento proteico normalmente utilizado na
PIVE, € um composto que possui uma variedade de substancias, componentes na
maior parte indefinidos, incluindo &cidos graxos, fatores de crescimento,
substratos energéticos, aminoacidos e vitaminas, sendo bastante utilizado nos
meios de cultura, por promover o aumento nas taxas de producdo in vitro de
embrides bovinos (Ali & Sirard, 2002). No entanto, este composto pode ocasionar
alteracdes na ultraestrutura, compactacédo e blastulacdo embrionaria, assim como
alteracdo na expressdo de RNAm, aumentando a incidéncia de natimortos e
mortalidade ap6s o nascimento (Abe & Hoshi, 2003). Outros fatores negativos
relacionados ao SFB sdo o acumulo lipidico, aumento da concentracao de acidos
graxos e gotas lipidicas citoplasmaticas nos blastocistos e diminuicdo da
criotolerancia embrionaria (Rizos et al., 2003; Leivas et al., 2011).

Dessa forma, nos ultimos anos foram testados alguns substitutos para o
SFB, como a polivilinilpirrolidona (PVP), o alcool polivinilico (PVA) e o substituto
sintético de soro (SSS), tanto na maturagéo in vitro (MIV) de odcitos quanto no
cultivo in vitro (CIV) de embrides bovinos (Ali & Sirard, 2002; Lim et al., 2008;
Sayirkava et al., 2007). No entanto, em bubalinos os efeitos da redug¢édo do SFB
na PIVE ainda s&o desconhecidos.

Em consonancia a busca pela reducéo do acumulo lipidico, em estudos
recentes com embrides bovinos, foi avaliado o uso de reguladores do
metabolismo lipidico no decorrer da PIVE, sendo que os mesmos concluiram que

a adicdo dessas substancias aos meios de cultura pode influenciar a expressao
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de genes reguladores do metabolismo lipidico e melhorar a competéncia de
desenvolvimento e qualidade embrionaria (Ghanem, et al., 2014; Spricigo et al.,
2017).

Nesse contexto, a L-carnitina (3-hidroxi-4-N-trimetilamino-butirato), uma
amina quaternaria com funcdo fundamental na geracao de energia pela célula,
vem sendo bastante estudada, pois age nas reacgles transferidoras de acidos
graxos livres de cadeia longa do citosol para mitocondrias, facilitando sua
oxidagao e geragao de adenosina trifosfato (ATP). Embora efeitos positivos da L-
carnitina em odcitos e embrides tenham sido descritos em bovinos (Yamada et al.,
2006; Chankitisakul et al., 2013; Phongnimitr et al., 2013a; Knitlova et al., 2017;
Spricigo et al., 2017; Held-Hoelker et al. 2017), ovinos (Reader, et al., 2015;
Mishra et al., 2016), suinos (Somfai et al., 2011), camundongos (Moawad et al.,
2014; Zare et al., 2015; Khanmohammadi et al., 2016), camelos (Fathi e El-
Shahat, 2017), e em bufalos (Phongnimitr et al., 2013b), até o presente momento,
nao ha estudos disponiveis sobre a acdo desse composto associado com a
reducdo do SFB na maturacéo in vitro (MIV) sobre a PIVE de embrides bubalinos.

Considerando os impactos potencialmente positivos de estratégias de
substituicdo/reducdo do SFB no decorrer da PIVE, associados ao uso de
reguladores metabdlicos que propiciem incrementos no metabolismo lipidico de
oocitos e embrides, e a etapa da (MIV) como sendo critica nesse processo, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da reducdo da concentracdo de
soro fetal bovino em associacdo ao uso da L-carnitina na MIV sobre o

desenvolvimento e acumulo lipidico de embriées bubalinos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local dos experimentos e reagentes

Os experimentos propostos foram conduzidos no Laboratério de Analises
de Sistemas Sustentaveis (LASS) da Embrapa Amazonia Oriental, localizado em
Belém — PA.

Reagentes e meios de cultivo foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St.

Louis, MO, USA), a menos que indicado de outra forma.



32

2.2. Delineamento experimental

2.2.1 Experimento |. Efeitos da reducdo do SFB durante MIV na producio

embrionaria

Em um primeiro experimento, buscou-se a menor concentracdo de SFB
no meio MIV efetiva na manutencéo das taxas de desenvolvimento embrionario
obtidas pelo grupo controle (10% SFB). Odcitos bubalinos foram submetidos a
MIV em meio suplementado com: 0% (apenas BSA), 2,5%, 5% ou 10% de SFB.
Foram avaliadas as taxas de clivagem e de produc¢éo de blastocistos.

2.2.2 Experimento Il. Efeitos da adicdo de L-carnitina durante a MIV sobre o

desenvolvimento embrionério e acimulo lipidico

Apo6s definicdo da menor concentragdo efetiva, realizou-se um segundo
experimento, no qual os grupos 0%, 5% e 10% de SFB também foram avaliados
qguanto a adicdo de 5 mM de L-carnitina no meio MIV. Os Blastocistos produzidos
neste experimento foram submetidos a ensaios para avaliacdo da quantificacao
lipidica, por meio de técnicas de coloracdo em microscopia Optica (Ensaio com
OilRed O) e confocal (coloracdo com BODIPY 493/503).

2.3. Obtencao de o6citos e de embrides produzidos in vitro

2.3.1 Selecdo e maturacdo in vitro dos o6citos

Foram utilizados nos experimentos oocitos bubalinos provenientes de
ovarios de animais abatidos. Os ovarios foram colhidos e transportados até o
laboratério em até 3 horas, em recipiente isotérmico contendo solugdo salina
estéril e mantidos a temperatura de 30-35°C. Foliculos ovarianos medindo entre 3
e 8 mm de didmetro foram aspirados, utilizando-se agulha 18-G acoplada a
seringa descartavel de 20 mL, e o fluido aspirado transferido para um tubo de
polipropileno de 50 mL. Depois de 15 min. de decantagdo, o sedimento foi
transferido para uma placa de poliestireno e visualizado em microscopio
estereoscopico para a procura e selecdo dos oocitos. Os o00citos foram

classificados em viaveis (com pelo menos uma camada de células do cumulus ao
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redor do 00cito) e ndo viaveis (atrésicos e desnudos), sendo que apenas o0citos
viaveis foram utilizados.

Os odcitos foram lavados em meio TCM-199 tamponado com 5 mM de
bicarbonato de sédio e 20 mM de Hepes, suplementado com 5 mg/mL de BSA,
0,20 mM de piruvato sodico e 83,4 ug/mL de amicacina (meio Lavagem).

O meio base utilizado para a maturacao in vitro (meio MIV) era composto
de TCM 199 tamponado com 25 mM de bicarbonato de sédio e suplementado, 1,0
pMg/mL de FSH, 50ug/mL de hCG, 1,0 pg/mL de estradiol, 0,20 mM de piruvato
sadico, 83,4 yg/mL de amicacina e antioxidantes (Sigma-Aldrich- A1345), sendo
0s grupos suplementados com 0%, 2,5%, 5,0 ou 10% de SFB, dependendo do
experimento. Os odcitos foram cultivados em gotas de 100 pL, grupos de 15-20,
recobertas em 6leo mineral e mantidos em estufa a 38,5°C e atmosfera de 5% de
CO2 em ar por 22 h. No segundo experimento, as mesmas condi¢cdes foram
utilizadas, porém, houve adicdo de 5 mM de L-carnitina no meio MIV, com base

em relatos da literatura para a espécie bovina.

2.3.2. Producéo in vitro de embrides

Apds a MIV por 22 h, oo6citos foram fecundados in vitro com sémen de um
anico touro em meio TALP-FIV suplementado com 0,6% de BSA, 10 pg/mL de
heparina, 18 uM de penicilamina, 10 uM de hipotaurina e 1,8 uM de epinefrina por
um periodo de até 24 h, o sémen utilizados foi do mesmo touro previamente
testado. Em seguida, os provaveis zigotos foram lavados, sendo o cultivo de
desenvolvimento realizado em meio SOF modificado suplementado com 1,5% de
SFB e 6mg/mL de BSA livre de acidos graxos. Todas as estruturas foram
mantidas em estufa a 38,5°C e atmosfera de 5% de CO2 em ar durante 6 a 7 dias,
para atingirem o estadio de blastocisto (dia O = dia da fecundacéo).

Foram cultivados entre 10 a 20 zigotos por microgota de 100uL, em placas
de poliestireno de 35 mm recobertas com 0leo mineral. As taxas de clivagem e de
producdo de blastocistos foram verificadas apos 48 h do CIV e 6-7 dias da FIV.
Tanto a taxa de clivagem quanto a taxa de blastocistos foram calculadas pelo
namero total de odcitos viaveis (utilizados na MIV). O meio de desenvolvimento

era parcialmente renovado no quarto dia de desenvolvimento embrionario,
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removendo-se 50% do meio pré-existente na gota de desenvolvimento e repondo-

se igual volume de meio recém-preparado.

2.4. Avaliacdo do acamulo lipidico nos embriées produzidos in vitro

2.4.1. Ensaio de acumulo lipidico com microscopia optica

Parte dos blastocistos produzidos (18 embrides advindos dos 5 grupos: 0%
SFB = 3, 5% SFB=6, 10% SFB=3, 5% SFB-LC=3, 10% SFB-LC=3) foram fixados
em paraformaldeido 4% e corada com OilRed O, um corante lipossoluvel que
evidencia lipideos neutros, para visualizacdo das goticulas de lipideos
citoplasmaticas em microscoépio Optico. As estruturas foram fixadas em solucao de
paraformaldeido 4% por 20 min, e em seguida, armazenadas em PBS a 4 °C até
a coloracdo. Para analise das gotas lipidicas, os embrides fixados foram lavados
com isopropanol a 60%, sendo em seguida incubados em solucdo de trabalho
contendo o corante Oil Red, conforme especificacbes do fabricante. Apds a
coloracdo, os embrides foram lavados 4 vezes com agua destilada e montados

em laminas.

Figura 1. Demonstracéo de gotas lipidicas (lipideos neutros) embrionarias apos

coloragdo com OilRed O e visualizagdo em microscopia optica.

As laminas foram avaliadas em microscoépio optico invertido (Leica DMLS),
e as imagens capturadas com uma camera Moticam 5.0 MP e armazenadas
usando o programa Motic Image Plus 2.0. Em seguida, as imagens foram
avaliadas pelo programa ImagelJ, estimando-se a quantidade de lipideos

presentes (Figura 1).
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2.4.2. Avaliacao de acumulo lipidico em microscopia confocal

Oitenta e sete blastocistos, advindos dos 5 grupos avaliados (0% SFB = 18;
5% SFB = 14; 10% SFB = 20; 5% SFB-LC = 22; 10% SFB-LC = 13) foram fixados
em 4% de parafolmaldeido por 30 minutos, permeabilizados com 0,1% de
saponina em PBS por uma hora e corados com 20 ug/mL de BODIPY 493/503 por
30 minutos para quantificacdo lipidica em microscopia confocal, mediante
marcacdo com uma sonda especifica para lipideos neutros, BODIPY 493/503
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA), seguindo as instru¢cdes do fabricante.
Para a visualizacdo das estruturas, foi utilizado excitacdo 330-385nm e emisséo
420-490nm. Para contar o niumero de células, os embriées foram corados com 10

ug/mL Hoechst 33342 por 20 minutos e posteriormente colocados entre lamina

fluoromount.

Figura 2. Processamento da imagem original (A= nucleos corado com Hoechst
33342; B= Coloracéo de lipidios pelo Bodipy 493/503; C= Imagens sobrepostas)

para a quantificacao lipidica, por meio de microscopia confocal.

Os embribes foram analisados usando o microscopio confocal LSM 710
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) com laser Argbnio para visualizacdo das
gotas lipidicas, numa resolucdo de 1024x1024 pixels com 12 bits, em magnitude
de 63X em Oleo, com excitacdo e emissao de 488 e 516 nm, respectivamente. Foi
capturada uma imagem por embrido usando a secdo de maior didametro que,
posteriormente, foi analisada no programa ImageJ (Figura 2) . A razdo da area
das gotas lipidicas/ area total do embrido foi realizada como descrito

anteriormente (Del Collado et al., 2015). Para obter a area das gotas lipidicas, foi
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utilizada a ferramenta “nucleus counter” que permite o calculo total da area
ocupada pelas gotas. Em continuacédo, foi medida a area do embrido para o
calculo da razéo da area das gotas lipidicas pela area do embrido e pelo nimero

de blastbmeros.

2.5. Analise estatistica

Os dados de producdo embrionaria foram avaliados por Analise de
variancia — ANOVA, com o uso de testes pos hoc de Tukey. Ja os dados relativos
a gquantificacdo lipidica, como ndo apresentaram normalidade, foram avaliados
pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis. Foram considerados significativos os
valores de P iguais ou inferiores a 0,05. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas no programa estatistico SPSS versdo 22.0.0.0, com excec¢do dos
dados de avaliacdo lipidica que, por sua vez, foram avaliados no programa
GraphPad Prism 7 verséo 7.03.

3. RESULTADOS

No total, 1394 odcitos foram utilizados para avaliar o efeito de diferentes
concentracdes de SFB e uso da L-carnitina durante a MIV no desenvolvimento in

vitro de embrides bubalinos.

3.1 Experimento |. Efeitos da reducdo do SFB durante MIV na producéo
embrionaria

A Tabela 1 mostra os efeitos da reducdo do SFB durante a MIV na
producdo de blastocistos, comparando-se a variavel SFB nos 4 grupamentos de
forma simultanea:. Verificou-se que o grupo 10% de SFB ndo apresentou
diferenca em comparacdo ao grupo 5% de SFB. No entanto, ambos foram
superiores (p<0,05) em relacdo os grupos 0% de SFB e 2,5% de SFB que, por

sua vez, foram similares entre si.
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Tabela 1. Taxa de producdo de blastocistos apés MIV de odcitos bubalinos em

meios contendo diferentes concentracdes de SFB.

Grupos N° de O6citos N° de Blastocistos Taxa (%)
SFB 0% 104 11 10.58b
SFB 2,5% 83 16 19.28b
SFB 5% 79 27 34.182
SFB 10% 150 52 34.672

Médias com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05, ANOVA e

teste Tukey).

3.2 Experimento Il. Efeitos da adi¢do de L-carnitina durante a MIV sobre o
desenvolvimento embrionario e acumulo lipidico

Houve decréscimo das taxas de clivagem apenas no grupo 0% de SFB,
que diferiu dos demais (Tabela 2).

Quanto as taxas de producdo de blastocistos, houve diminuicdo no grupo
0% de SFB. Os tratamentos com 5% de SFB e 10% de SFB foram similares entre

si, porém, superiores aos grupos suplementados com L- carnitina.

Tabela 2. Desenvolvimento embriondrio (taxas de clivagem e de blastocistos)
sob diferentes concentracdes de SFB, em associa¢do ou ndo a L-carnitina (LC)

durante a MIV de odcitos bubalinos.

N° de N° de Taxa

Grupos Odcitos Blastocistos (%)
0% de SFB 270 34 12.59¢
5% de SFB 184 60 32.612
10% de SFB 227 82 36.122
5% de SFB-LC 144 32 22.22b
10% de SFB-LC 153 38 24.84b

ab letras diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa (P<0,05, ANOVA e Tukey).

Os resultados obtidos por meio de microscopia Optica demonstram a
guantidade de lipideos presentes nas estruturas, expressa pelas médias de area

total (in?). O resultado da quantificacdo lipidica embrionaria pela andlise de
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microscopia confocal foi expresso pela razdo de area das gotas lipidicas pela area

do embrido e pelo numero de blastémeros.
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Figura 3. Area total de lipideos neutros acumulados em embrides bubalinos
oriundos de diferentes tratamentos durante a MIV, apds coloracdo com
“Oil Red O”. Nao houve diferenca entre grupos (Kruskal-Wallis Test
com valor P>0,05). LC — L-carnitina.

A quantificacdo de fosfolipidios com coloracdo com microscopia 6ptica (Oll

Red 0), nédo foi diferente em relacdo aos demais tratamentos (Figura 3), bem
como a quantificacéo de lipidios neutros (Bodipy) (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos do acumulo de lipidios neutros embrionario apos diferentes
tratamentos utilizados na MIV. Nao houve diferenca entre grupos
(Kruskal-Wallis Test, P>0,05).
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4. DISCUSSAO

Até 0 momento, o presente estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos da
reducdo da concentracdo de soro fetal bovino em associacdo ao uso da L-
carnitina na MIV sobre o desenvolvimento e composicdo lipidica de embrides
bubalinos.

Em relacéo a presenca do SFB nas taxa de desenvolvimento embrionario,
diversos autores tém demonstrado seu papel nas diferentes fases da PIVE (Rizos
et al., 2003; Leivas et al.; 2011; Del Collado et al., 2015). Visando a redugéo do
acumulo lipidico na MIV, nossos resultados mostram que a concentracdo de SFB
no meio de MIV pode ser reduzida pela metade (de 10% para 5% de SFB), sem
que as taxas de desenvolvimento embrionario até blastocistos sejam afetadas. No
entanto, concentracgdes inferiores (0% e 2,5% de SFB) levaram a diminui¢cdo nas
taxas de desenvolvimento embrionario.

Varios estudos tém sido realizados com o intuito de remover o SFB nos
sistemas de cultivo, por meio da sua substituicdo, ou mesmo da reducédo de sua
concentracdo (Feugang et al., 2009), visando o uso de meios definidos (Lim et
al., 2007; Mingoti et al., 2011). Del Collado et al. (2014) utilizaram albumina sérica
bovina livre de &cidos graxos (BSA-FAF) e um produto comercial denominado
fluido embriénico (FE), de maneira isolada e em diferentes combinacbes e
concentracdes, e concluiram que € possivel reduzir a concentracdo de SFB no
meio de MIV de bovinos em até 3,5%, sem prejuizo significativo aos indices de
maturacao nuclear e citoplasmatica.

Um dos mecanismos que explica a importancia dos lipideos nos eventos
durante a maturagao nuclear esta na relagao entre a -oxidacao e a reativacao da
meiose (Downs et al., 2009; Dunning et al., 2010). Tal mecanismo ocorre por meio
da ativacdo da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK), a qual promove
quebra da vesicula germinativa e reativacdo da meiose (Chen et al., 2006). Neste
evento, a acetil-CoA carboxilase (ACC) €é a principal responsavel pela ativacao da
MAPK (Downs et al., 2009). Apesar de ser a oxidacao dos acidos graxos uma das
maiores consequéncias da ativacdo da MAPK, pela diminuicdo dos niveis do

malonil-CoA. Estudos demonstraram que a inibicAo da oxidacdo dos lipideos
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impede, por sua vez, a reativacdo da meiose (Downs et al., 2009 e Dunning et al.,
2010).

Del Collado et al. (2015) relataram que meios utilizados na MIV, contendo
SFB em alta concentracédo (10%), aumentam o conteldo de lipideos totais em 18
vezes, resultando em maior acumulo de lipideos em odcitos bovinos, quando se
compara ao uso de meios contendo apenas BSA. Pelo fato do SFB possuir
componentes que levam ao acumulo lipidico, meios suplementados com esse
composto podem resultar em embrides sensiveis a criopreservagdo. Além disso, o
SFB pode provocar danos na membrana mitocondrial e alteragdo na expressao de
genes importantes para o correto desenvolvimento embrionario (Rizos et al.,
2003; Wrenzycki et al., 2007).

No presente estudo, foi avaliado o comportamento em relagdo ao acumulo
lipidico e se verificou que mesmo reduzindo as concentracdes de SFB na MIV,
nao foi constatada diferenca entre o0s grupos estudados. Ainda existem
controvérsias sobre o comportamento dos lipideos durante a MIV nas diferentes
espécies, sendo observado, por exemplo, diminuicdo do acumulo na espécie
suina (Romek et al., 2010) e aumento na murina (Yang et al., 2010). De acordo
com os achados do presente estudo, ndo houve redu¢do no acumulo lipidico em
embrides bubalinos produzidos in vitro independentemente da concentracédo de
SFB no meio MIV e da presenca da L-carnitina.

A possivel acdo prejudicial da alta concentracdo de SFB, verificada em
alguns estudos, pode ser em decorréncia do fato do soro ser um composto rico
em &cidos graxos e, sabendo-se da capacidade destes de serem transportados
até o citoplasma oocitario, seria esperado o aumento de lipideos nos odcitos (Del
Collado et al., 2014). Tal fato pode ser prejudicial para embrides bubalinos, uma
vez que foi demonstrado num estudo ultraestrutural a abundancia de granulos
citoplasmaticos caracterizados por alto teor lipidico em odécitos nesta espécie
(Boni et al., 1992; Gasparrini, 2002). E provavel que odcitos e embrides de
bafalos sejam mais sensiveis ao estresse oxidativo, devido ao seu alto contetdo
lipidico (Gasparrini et al., 2006) e assim, ao estabelecermos uma reducédo de
50% da concentracdo de SFB na MIV, possivelmente contribuiremos para a

diminuicdo desse processo oxidativo na PIVE da espécie.
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Apesar de alguns estudos buscarem substituir o SFB nos meios usados na
PIVE, com o objetivo de se reduzir o acumulo lipidico, é importante que se
mantenha um equilibrio entre a quantidade de lipideos nos o0citos e nos
embrides, visto que seu excesso prejudica o processo de criopreservacao e
qualidade embrionéaria, porém, sua falta leva ao menor aporte de energia as
células. Nesse sentido, recentemente tém surgido estratégias que envolvem a
otimizagcao do processo de [(B-oxidacdo, como o uso da L-carnitina, por exemplo,
nas etapas de MIV e CIV. Dessa maneira, avaliamos em um segundo
experimento o uso de L-carnitina em associacéo a reducao de SFB no meio MIV,
com o proposito de melhorar o desenvolvimento e qualidade de embribes
bubalinos.

Embora a L-carnitina tenha sido usada em diferentes espécies, tais como
bovinos (Yamada et al 2006; Chankitisakul et al., 2013; Phongnimitr et al., 2013a;
Knitlova, et al., 2017; Spricigo et al., 2017; Held-Hoelker, et al. 2017), ovinos
(Reader, et al., 2015; Mishra et al., 2016), suinos (Somfai, et al., 2011),
camundongos (Moawad, et al., 2014; Zare, et al., 2015; Khanmohammadi et al.,
2016), camelos (Fathi e El-Shahat, 2017), e bufalos (Phongnimitr et al., 2013b),
seu papel nos meios de maturacdo durante no desenvolvimento de embrides nao
esta totalmente esclarecido.

Em nossos estudos, ndo verificamos o efeito benéfico durante o
desenvolvimento embrionario e quantidade de lipideos dessas estruturas nos
odcitos bubalinos. Dentre o fatos que podem auxiliar na explicacdo para a falta de
efeito da L-carnitina durante a MIV, pode estar relacionada a dose utilizada.
Ressalta-se que ha relato de incremento na taxa de maturacdo (metafase Il) de
oocitos bubalinos submetidos a L-carnitina durante a MIV na concentracdo de 0,3
mg/mL (Phongnimitr et al., 2013b). Nossos resultados corroboram com outros
autores que tém demonstrado baixa influéncia da L-carnitina nos meios de
maturacdo em suinos, com doses de 10 mM (You et al., 2012). Em ovinos, nas
concentracdes (0, 2.5, 5, 7.5 e 10 mM) e se observou que somente nos grupos
tratados com 10 mM houve melhoria nas taxas de clivagem, morulas e
blastocistos (Mishra et al., 2016). J& em od0citos bovinos, foram utilizados 0,6
mg/mL (3.03 mM) durante 21 horas e ndo houve interferéncia na taxa de

maturacdo (metafase Il) (Chankitisakul et al., 2013).
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Em nossas condi¢cdes de estudo, a concentracdo de 5 mM no meio de
MIV nédo proporcionou melhoria na producdo embrionaria. Essa concentracao foi
estabelecida a partir do estudo realizados em bovinos (Leéo et al., 2016), ja que o
namero amostral para experimentos de dose-resposta em bubalinos se mostrou
bastante limitado. Dessa maneira, acreditamos que mais pesquisas sao
necessarias para esclarecer os reais mecanismos moleculares da L- carnitina no
desenvolvimento embrionario de bubalinos, além do estudo de outras
concentracdes desse agente no decorrer das diferentes etapas da PIVE.

E possivel que os efeitos da L-carnitina sejam melhor evidenciados no
decorrer do cultivo embrionario. Em bovinos, a adicdo de 2,5 mM de L-carnitina a
partir do quarto dia do desenvolvimento proporcionou maior sobrevivéncia
embrionéaria a vitrificagdo (Lima, 2015). Assim como, promoveu melhores taxas
desenvolvimento de blastocistos no cultivo de embrides de duas células em
camundongos (Khanmohammadi, et al., 2016). Acredita-se que o efeito positivo
observado no estagio de cultivo provavelmente seja pelo fato de haver melhoria
do metabolismo de lipideos mitocondriais e, principalmente, pela atuacdo da L-
carnitina como antioxidante, reduzindo o estresse oxidativo (Abdelrazik et al,
2009; Dunning et al., 2011).

No entanto, ressaltamos que nosso protocolo padrdo demonstrou-se
bastante satisfatorio, jA que o grupo controle (10% de SFB) apresentou alta taxa
de producao de blastocistos (36,12%) em comparacao a relatos da literatura, tais
como 18,5% (Manjunatha et al., 2009), 30,1% (Gasparrini et al., 2003) e 26.9 %
(Gasparrini et al., 2006), permitindo inclusive a reducdo de SFB na MIV pela
metade da concentracdo normalmente utilizada de SFB.

Como mantivemos o SFB durante o CIV (1,5%), existe também a
possibilidade dos efeitos durante a MIV terem sido de alguma forma anulados, no
decorrer do desenvolvimento, jA& que as duas técnicas de ensaio lipidico,
coloragdo com "oil red" e andlise confocal, ndo mostraram diferengas quanto a
composicao lipidica das estruturas obtidas ap0s os diferentes tratamentos, nem
mesmo entre 0% SFB e 10% SFB.

Concluimos em nosso estudo que é possivel reduzir a concentracdo de
SFB até 5% nos meios de maturacdo in vitro para producdo de embribes em

bubalinos e a suplementacdo do meio de maturacdo com L-carnitina na
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concentracdo de 5 mM n&o proporciona aumento na produgcdo embrionéria nesta
espécie. Ainda, maiores alteragcbes no acumulo lipidico ao longo da PIVE nao
foram constatadas na presenca ou auséncia de SFB e com a adicdo de L-
carnitina utilizados na MIV, mostrando a necessidade de continuagdo das
pesquisas, principalmente envolvendo a etapa de cultivo in vitro de embriées em

bubalinos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na atualidade, € possivel constatar que ainda ha dificuldade para a
obtencédo de sucesso na producédo in vitro de embrides na espécie bubalina. Os
resultados sdo muitas vezes inconsistentes e inferiores as taxas de PIVE obtidas
em bovinos. Dessa forma, nossos estudos contribuem para a evolucdo de
protocolos para a PIVE na espécie, uma vez que foi constatado que € possivel
reduzir a concentracdo de SFB até 5% nos meios de maturacdo in vitro para
producdo de embrides em bubalinos, o que potencialmente refletira em beneficios
para a qualidade do embrido produzido.

Apesar de varios estudos relatarem efeitos positivos da L-carnitina em
varias espécies e diferentes praticas de laboratdrio, a suplementacdo do meio de
maturagdo com L-carnitina na concentracdo de 5 mM n&o proporcionou aumento
na producdo embrionaria nesta espécie. Com isso, sugere-se estudos futuros
envolvendo diferentes concentracdes de L-carnitina.

Alteracbes no acumulo lipidico ao longo da PIVE néo foram constatadas
apos a MIV na presenca ou auséncia de SFB. Diante disso, ha necessidade de
continuacéo das pesquisas, principalmente envolvendo a etapa de cultivo in vitro,
aperfeicoando-se os métodos para avaliacdo da maturacdo, associados a
metodologias moleculares para melhor determinacdo da competéncia oocitaria.
Acreditamos que com isso, poderdo ser adotados protocolos especificos para a
PIVE em bubalinos, proporcionando melhores resultados e viabilizando a

producdo de embrides em larga escala.
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