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RESUMO
A bovinocultura é uma das atividades de maior destaque no agronegocio do Brasil. Em 2020,
0 pais liderou a exportador de carne bovina do mundo. Essa realidade s6 foi alcancada pela
multiplicacdo do numero de descendentes de animais de maior valor genético, proporcionado
pelo uso intensivo das biotecnologias na &rea da reproducdo animal. No que se refere as
biotecnologias, o Brasil tornou-se uma referéncia na producdo in vitro de embrides bovinos
(PIVE). Ainda que a PIVE na espécie bovina seja uma técnica estabelecida e ja utilizada
comercialmente, diversos esforcos sao realizados para melhorar seus indicadores quantitativos
e qualitativos. Umas das alternativas que tem sido investigada, é o aperfeicoamento dos meios
de cultivo, seja pelo ajuste das propriedades fisico-quimicas, pela adicdo de agentes com
potencial antioxidantes ou pela suplementacdo com nutrientes ou fontes de fatores
embriotréficos. A suplementacdo com SFB possui efeitos benéficos no desenvolvimento
embrionario in vitro, porém sua composicao ¢ indefinida e pode variar entre os lotes. O uso do
SFB tem sido associado a alteragcbes metabdlicas nos embrides, com potencial impacto nos
resultados da criopreservacdo. Além disso, como é um produto de origem animal, ha um risco
intrinseco de veiculacdo de patogenos, e existem questdes éticas relacionadas ao seu processo
de fabricagdo. Desse modo, torna-se necessario buscar alternativas ao uso do SFB nos sistemas
de cultivo. O presente trabalho traz uma revisdo sobre a suplementacdo proteica durante o
cultivo in vitro de embrides, e apresenta os resultados experimentais do uso do Extrato de
Levedura (Yeast Extract — YE), como uma nova fonte proteica alternativa para substituir o SFB
durante o CIV. O YE é conhecido por melhorar sistemas de cultivos celulares de outros de
mamiferos, pois em sua composicdo ha& presenca de componentes importantes para o
metabolismo celular, além de apresentar maior padronizacdo dos lotes e risco sanitario
reduzido, quando comparado ao SFB. Para avaliar seu uso no cultivo in vitro de embrides,
foram avaliadas diferentes estratégias de substituicdo do SFB. Complexos cumulus-oécito
(CCO) imaturos de grau | obtidos em abatedouro de ovéarios de fémeas da raca Nelore foram
maturados in vitro (MIV) e fertilizados in vitro (FIV) e os presumiveis zigotos (n=5.875) foram
distribuidos aleatoriamente em cinco grupos, submetidos ao cultivo in vitro (CIV) em meio
SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e suplementados com: G1, 3% SFB (controle positivo); G2,
sem suplemento (controle negativo); G3, YE 1% durante todo o CIV; G4, YE 1% até dia 3 e
3% SFB dos dias 3 a9 de CIV; G5, YE 1% somente até o dia 3 de CIV. Os resultados obtidos
demonstram que, 0 uso do YE 1% (0,1mg/mL), como suplemento, ndo compromete o
desenvolvimento embrionério ou as taxas de gestacdo pos-transferéncia a fresco, associado a

BSA (3mg/mL) em sistemas sequenciais e com baixa tensdo de oxigénio (5,5%), porém o YE
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causa maior acumulo de lipidios no citoplasma e reduz a criotolerancia. Portanto, conclui-se
que YE 1% é uma alternativa para a substituicdo do SFB durante o CIV, porém ndo atenua o

acumulo de lipideos e seus efeitos negativos na criopreservacao dos embrides.

Palavras-chave: Bovinos, meios de cultivo in vitro, suplementacdo proteica, qualidade

embrionéria.
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ABSTRACT
Cattle farming is one of the most prominent activities in agribusiness in Brazil. In 2020, the
country led world’s beef exports. The intensive use of animal reproduction biotechnologies was
key to increase of the number of offspring from sires and dams with greater genetic value, and
thus to improve production and productivity. Brazil has become a reference in the use of in
vitro embryos production in cattle (IVEP). Although IVEP is a well-established technique and
has long been used commercially in cattle, several efforts have been made to improve its
outcomes. One of the alternatives that has been investigated is to improve culture media, either
by adjusting the physicochemical properties, such as by adding antioxidants, or by the
supplementation with nutrients or embryotrophic factors. The supplementation with fetal calf
serum (FCS) has beneficial effects on in vitro embryo development, but its composition is
undefined and may vary between batches. Moreover, the use of FSC has been associated with
metabolic changes in embryos, with a potential impact on cryopreservation results.
Furthermore, as it is a product of animal origin, there is an intrinsic risk of pathogen
transmission, and there are ethical issues related to its manufacturing process. Therefore, it is
necessary to search alternatives to its use in in vitro culture (IVC) systems. The present study
provides a review of protein supplementation during 1IVC of embryos, and presents the
experimental results of the use of Yeast Extract (YE), as a new alternative protein source to
replace FCS during IVC. YE is known for improving outcomes in other mammal cell culture
systems, as its composition contains important molecules for cell metabolism. Moreover, has
greater batch to batch standardization, and lower sanitary risks, when compared with FCS. To
evaluate its use in embryo I\VVC, different FCS replacement strategies were evaluated. Grade |
immature cumulus-oocyte complexes (COC) recovered at slaughterhouse from Nelore ovaries
were in vitro matured (IVM) and fertilized (IVF) and the presumptive zygotes (n=5,875) were
randomly distributed into five groups, subjected to IVC in SOF medium plus BSA (3mg/mL)
added with: G1, 3% FCS (positive control); G2, without supplement (negative control); G3, YE
1% throughout the IVC; G4, 1% YE until day 3 and 3% FCS from days 3 to 9 of IVC; G5, YE
1% only until day 3 of IVC. The results obtained show that the use of YE 1% (0.1mg/mL) as a
supplement does not affect embryo development or post-fresh transfer pregnancy rates, when
associated with BSA (3mg/mL) and under low oxygen tension (5.5%). However, YE causes
greater accumulation of lipids in the cytoplasm and reduces cryotolerance. Therefore, it is
concluded that YE 1% is an alternative for replacing SFB during CIV, but it does not attenuate

lipid accumulation and its negative effects on embryo cryopreservation.
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Keywords: Cattle, in vitro culture media, proteic supplementation, embryonic quality.
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1. INTRODUCAO GERAL

A bovinocultura é uma das atividades de maior destaque no agronegécio do Brasil. Em
2020, o pais possuia 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, representando 14,3% do
total mundial, com 217 milhdes de cabecas. O pais, no mesmo ano, foi 0 maior exportador de
carne bovina, com 2,2 milhdes de toneladas e 14,4% do mercado internacional (EMBRAPA,
2021).

Essa realidade em 2020 foi alcangada em decorréncia dos ganhos expressivos de
produtividade obtidos nas ultimas décadas, consequéncia do aumento no nimero de descentes
de animais de alto valor e consequente aumento no ganho genético proporcionado pelo uso
intensivo das biotecnologias na area da reproducdo animal (QUEIROZ, 2012). Dentre estas
biotecnologias, o Brasil tornou-se uma referéncia e um dos principais produtores de embrifes
bovinos gerados in vitro. O ano de 2019 marcou os 20 anos dos primeiros registros da técnica
por empresas comerciais no pais (VIANA et al., 2020). No ano anterior, em 2018, foram
produzidos mais de 400 mil embrides transferiveis (VIANA, 2020), sendo o pais o segundo
maior produtor de embrides bovinos do mundo. Isso foi resultado de muitos avancos na
producdo in vitro de embrides (PIVE) nas Ultimas décadas.

A PIVE é uma biotécnica da reproducdo animal de terceira geracdo, conforme
categorizacao proposta por THIBIER (2005), na qual a inseminacao artificial (I1A) constituiria
a primeira geracdo e a indugdo de ovulagdo multipla e a transferéncia de embriées (MOET) a
segunda geracdo. A PIVE envolve as etapas de recuperacdo de odcitos imaturos, maturacao in
vitro (MIV) e fecundacdo in vitro (FIV) dos od6citos e o cultivo in vitro (CIV) dos embrides
gerados (GONCALVES et al., 2008).

No entanto, a eficiéncia da PIVE em espécies pecuarias, como a espécie bovina, por
exemplo, medida como a conversao de complexos cumulus-odcito (CCQO) imaturos gue atingem
0 estagio de blastocisto, raramente excede o limite de 30 a 40% (RIZOS et al., 2008), ainda na
atualidade. Contudo, embrides produzidos in vitro possuem qualidade inferior aos embrides
produzidos in vivo (HANSEN et al., 2010), por essa razéo, a propor¢do dos CCO que néo se
desenvolvem apds a MIV, FIV e CIV ¢ consideravelmente grande.

Portanto, as estratégias mais estudadas para otimizar os resultados da PIVE esta a busca
por melhores meios de cultivo, seja pelo ajuste das propriedades fisico-quimicas (pH,
osmolaridade, tensdo de O2), pela adi¢do de agentes com potencial antioxidante (TAKAHASHI
et al., 2016), ou pelo enriquecimento com nutrientes ou fatores embriotréficos (TRIBULO et
al., 2018).

Essas estratégias buscam por maiores taxas de producdo, também por blastocistos com
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melhor qualidade (LONERGAN & FAIR, 2008) que, consequentemente, possua maior
resisténcia a criopreservacdo (ZULLO et al., 2016), assim como a maior sobrevivéncia perinatal
dos bezerros gerados (RIVERA, 2019). Desse modo, com o passar dos anos, novos sistemas de
cultivo foram sendo criados, testados e aperfeicoados para permitirem otimizacdo do
desenvolvimento embrionério in vitro (GONCALVES et al., 2007; BUENO E BELTRAN,
2008).

Entretanto, o soro fetal bovino (SFB), suplemento comumente utilizado na PIVE, possui
componentes essenciais necessarios para a proliferacdo e manutencdo celular
(CHELLADURAI et al., 2021), e contém baixos niveis de y-globulinas, que inibem o
crescimento celular (YAO & ASAYAMA, 2017), também apresenta algumas limitacdes, seu
uso tem sido associado a sindrome da prole grande (Large Offspring Syndrome — LOS) (CHEN
et al.,, 2015), a danos mitocondriais que, causam acumulo lipidico e diminuicdo da
criotolerancia dos embrides produzidos através da PIVE (CROCCO et al., 2013).

O SFB também apresenta composicao desconhecida, falta de padronizacdo entre os
lotes, potencial de transmitir patdgenos e restricdes relacionadas a ética animal (LEE et al.,
2022). Contaminac0es relativamente generalizadas de diferentes virus foram encontradas no
SFB por Zhang et al. (2022). Portanto, cientistas em todo o mundo estéo realizando pesquisas
para reduzir ou substituir o uso do SFB em culturas celulares.

De forma similiar, buscando por uma nova fonte proteica, baseada em vidéncias de
componentes e efeitos benéficos no sistema de cultivo de células de ovario de hamster chinés
(CHO) (BUTLER, 2005) e observactes do grupo de trabalho do laboratéro Comercial Norte
Embryo, no minicipio de Alta Floresta, no Mato Grosso, no qual pequenas contaminagdes
acometidas por leveduras nos primeiros dias de CIV ndo causam prejuizos ao desenvolvimento
embrionario, ao contrario do que é observado com a maioria dos demais microrganismos
(BIELANSK et. al., 2000).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral deste estudo é avaliar os efeitos da substiticdo parcial e total de soro
fetal bovino por extrato de levedura como potencial fonte alternativa de macromoléculas durante

o cultivo in vitro de embrides bovinos.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito nas taxas de clivagem, producdo de blastocistos no sexto e sétimo dia,
ecloséo e prenhez aos 30 dias dos embrides transferidos a fresco;

e Avaliar o efeito sobre a criotolerancia, estimada com base nas taxas de eclosdo dos embrides
reidratados, apds vitrificacao;

e Auvaliar a atividade mitocondrial, quantificar o nimero de gotas lipidicas e 0 numero total de

células dos embrides produzidos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Producéo in vitro de embrides (PIVE) em bovinos

Dentre as biotecnologias da reproducao animal, a producéo in vitro de embrides (PIVE)
possui um grande potencial para acelerar o melhoramento genético, além de ser uma grande
ferramenta de pesquisa na &rea da embriologia (CAMARGO, 2006). A década de 80 marcou 0
inicio da aplicacdo prética da PIVE em bovinos, pois em 1981 nasceu o primeiro bezerro
produzido in vitro (BRACKET et al., 1982).

A PIVE envolve um complexo sistema em etapas. Inicialmente, atraves da técnica de
aspiracdo folicular (Ovum pick-up, OPU), ocorre a recuperacdo dos CCO imaturos (gameta
feminino), seguido pela maturacdo in vitro (MIV), fecundacdo in vitro (FIV) dos CCO
maturados e, por fim, o cultivo in vitro (CIV) dos embrides.

A OPU em bovinos pode ser realizada em doadoras vivas ou apds a sua morte. A
metodologia mais utilizada em doadoras vivas é a manipulagdo e posicionamento dos ovarios
via palpacdo retal para que a imagem ultrassonografica dos foliculos possa ser obtida;
simultaneamente, uma probe ultrassonografica microconvexa transvaginal, acoplada a um
suporte juntamente com a agulha de aspiracéo, é utilizada para identificar e aspirar os foliculos
(CARNEVALE et al., 2004). Ap6s a morte da doadora, geralmente quando sdo abatidas em
frigorificos, a aspiracdo dos foliculos pode ser feita de forma manual, com o auxilio de agulha
hipodérmica e seringa (TRIBULO et al., 2009).

Os foliculos ovarianos que séo aspirados possuem de 3 a 8mm, pois de acordo com
Blondin & Sirard (1995), o didmetro dos foliculos é preditivo da qualidade oocitéria, que por
sua vez determina o potencial de desenvolvimento embrionario in vitro. As condicdes de
cultivo, por outro lado, possibilitam a expressdo deste potencial (RIZOS et al., 2002). Apds a
recuperacdo dos CCO imaturos, € realizada a classificacdo morfol6gica com o auxilio de um
estereoscopio (conhecido também como lupa binocular).

Uma das formas de classificacdo é a descrita por Viana (2004), de acordo com 0 nimero
das camadas de células do cumulus e o aspecto do citoplasma, como segue:

e Grau I: CCO compacto, com trés ou mais camadas de células do cumulus e citoplasma
homogéneo;

e Grau Il: CCO compacto, com uma ou duas camadas de células do cumulus e citoplasma
homogéneo;

e Grau lll: CCO parcialmente desnudo, mostrando auséncia de células do cumulus de menos
de 1/3 da superficie da zona pelucida (ZP) e citoplasma homogéneo ou heterogéneo;

e Grau IV: CCO desnudo (sem células do cumulus na maior parte da superficie da ZP) ou
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degenerado (com vacuolizagdo e encolhimento do citoplasma).

Em seguida, os CCO podem ser armazenados em tubos ou em placas de Petri contendo
meio de MIV e permanecerdo incubados ao longo de 22 a 24 horas em atmosfera gasosa
controlada (5,5% de CO.), em temperatura (38,5°C) e umidade (95%) adequadas. Neste
periodo, os CCO sofrerdo modificacbes citoplasmaticas e moleculares, em sincronia,
contribuindo para a completa maturacdo oocitaria, tornando-o competente para ser fecundado
(ROELEN, 2020).

Os protocolos para a producédo dos meios de MIV variam conforme o laboratorio, mas
de acordo com Gongalves et al. (2007), o meio de maturacdo mais utilizado contém TCM 199
(Tissue Culture Medium 199), suplementado com soro fetal bovino (SFB), horménio foliculo
estimulante (FSH), hormonio luteinizante (LH), estrogénio, piruvato e antibioticos. Apds a
maturacdo dos CCO, os mesmos sao realocados para gotas de meio de FIV em placas de Petri,
recobertas por 6leo mineral, que serdo co-incubados na presenca de espermatozoides (gameta
masculino) vidveis e capacitados, por 18 a 22 horas, nas mesmas condi¢des atmosféricas da
MIV. As condicbes adequadas sdo importantes para a manutencdo da qualidade oocitaria e da
atividade espermatica, que contribui na fecundacdo dos CCO maturados (GONCALVES et al.,
2008).

Na FIV, é mais frequente o uso de sémen congelado, fornecido por centrais
especializadas. Ao descongelar uma dose de sémen, € necessario separar 0s espermatozoides
viaveis dos demais componentes indesejaveis, como plasma seminal, crioprotetores e
espermatozoides mortos ou imdveis. Para selecionar essa fracdo espermatica viavel utiliza-se o
método de “Swim Up” ou 0 método de gradiente de densidade, geralmente, construidos com
Percoll ou Pure Sperm (GONCALVES et al., 2008).

O meio de FIV mais utilizado por vérios laboratorios é o Fert-TALP (com solucao
tyrode’s-albumina-lactato-piruvato), acrescido por heparina e PHE (penicilamina, hipotaurina,
epinefrina) (GONCALVES et al., 2014). Como citados, a heparina é considerada um
importante capacitador de espermatozoides (PARRISH, 2014), essa substancia é um
glicosaminoglicano (polissacarideos), presente em elevadas concentragBes principalmente
durante o estro no trato reprodutivo de fémeas bovinas (GORDON, 1994), local onde ocorre a
passagem do espermatozoide antes da FIV. Acredita-se que a heparina promova a capacitacao
do espermatozoide ao se ligar e induzir alteragGes nas proteinas da membrana plasmatica, dando
origem a alteragbes bioquimicas, ativando canais i6nicos, aumentando o célcio
intracitoplasmatico, consequentemente o pH (BAVISTER, 2002), elevando a fluidez da
membrana espermatica (LANGLAIS et al., 1988). O PHE mantem a motilidade e a longevidade
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dos espermatoides bovinos, aumentando a producdo de blastocistos in vitro (KANG et al.,
2015).

Para completar o processo, 0s espermatozoides capacitados se ligam por meio de
receptores da membrana plasmatica a proteinas especificas na ZP do CCO maturado, de
maneira a induzir a reacdo acrossomica (FLORMAN & FIRST, 1988). A reacdo acrossdomica
envolve um processo de exocitose que libera enzimas hidroliticas que facilitam a penetracao do
espermatozoide na ZP e modificam as membranas da regido pos-acrossomal, sitio da interacédo
entre CCO e espermatozoide (SIDHU & GURAYA, 1989).

Apos a fusdo dos pro-nucleos feminino e masculino (singamia) durante a FIV, originam-
se 0s presumiveis zigotos (OLIVEIRA et al., 2014). A partir desse momento, 0s zigotos sdo
geralmente realocados em gotas de meio de CIV em placas de petri, recobertas por 6leo mineral.
O CIV tem duracdo aproximada de sete dias, sendo realizado em atmosfera gasosa controlada
(5,5% de CO2), sob baixa (5,5% de O:) ou alta (21% de O2) tensdo de oxigénio, em
temperatura (38°C) e umidade (95%) adequadas (WRENZYCKI, 2016).

Ao longo do desenvolvimento embrionario, na maior parte dos protocolos disponiveis
atualmente, € realizada a troca parcial do meio de cultivo (feeding), com objetivo de renovar o
fornecimento dos componentes, de forma similiar ao descrito por Brackett et al. (1989). A
escolha de realizar o feeding ou ndo, a formulacdo do meio, o dia e as demais avaliacfes do
desenvolvimento embrionario podem variar e isso dependera do protocolo de cada laboratério.

Nesse ambiente terdo inicio as primeiras divisdes mitoticas, originando os blastbmeros
(YANAGIMACHI, 1994), processo conhecido como clivagem. Ateé o estagio de oito células, 0s
blastdmeros ainda se encontram arranjados frouxamente, em divisdes bem nitidas. A partir
desse momento, conforme as divisdes avancam, ha uma aglomeracdo de células de forma
compacta, pela formacdo de junc6es de adesdo e de oclusdo entre as células (STRINGFELLOW
& SEIDEL, 1998) e 0 embrido alcanca o estadgio denominado de moérula (ALVES & CRUZ,
2002).

Apos atingir o estagio de morula, os blastdmeros criam um gradiente osmotico que atrai
agua para o espaco intercelular, criando uma cavidade denominada blastocele. Essa cavidade
possui a funcdo de proteger e nutrir o blastocisto, e o inicio da blastocele caracteriza o estagio
de blastocisto inicial (BI). Paralelamente, ocorre o processo de diferenciacao celular, quando
hé& a formacgdo do embrioblasto (ou massa celular interna — MCI) e trofoblasto (ROSSANT,
2007; 2016). O embrioblasto € formado por células pluripotentes, que possuem capacidade de
formar os tecidos que dardo origem ao feto, enquanto o trofoblasto é multipotente e formara os
tipos celulares da placenta (COCKBURN & ROSSANT 2010; MOURA, 2012).
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Conforme a blastocele aumenta de tamanho, ocupando gradualmente o0 espago
perivitelinico, caracteriza-se o estagio de blastocisto (BL) (GONCALVES et al., 2008). Por
fim, o desenvolvimento do trofoblasto e do embrioblasto levam a expansdo progressiva da
blastocele e reducdo na espessura da ZP, caracterizando o estagio de blastocisto expandido
(BX). Com o rompimento da ZP o embrido atinge o estagio classificado como blastocisto
eclodido (BE) (GONCALVES et al., 2008).

No sétimo dia de desenvolvimento embrionario (D7), os blastocistos sdo classificados
de acordo com seu estagio de desenvolvimento e sua qualidade morfolégica, conforme descrito
no manual da International Embryo Technology Society (IETS, STRINGFELLOW & SEIDEL,
1998):

Estagio de desenvolvimento:
e Morula— MO;

e Blastocisto Inicial — Bl;

e Blastocisto — BL;

e Bastocisto Expandido — BX;
¢ Blastocisto Eclodido — BE.

Qualidade morfoldgica:

e Excelente: Sem defeitos morfoldgicos ou extrusdes celulares;

e Bom: Com uma ou poucas células de extrusao;

e Regular: Maior nimero de alteracbes morfoldgicas ou extrusdes celulares;

e Pobre: Extrusdes ou fragmentacGes comprometendo mais de 50% da massa celular interna
(MCI), dificultando a classifica¢do das células viaveis;

e Degenerado: Comprometimento definido da MCI, com blastdomeros de tamanhos variados,
apresentando sinais de degeneracdo, picnose, fragmentacéo e alteracdo de cor.

Essas classificacbes foram propostas para embrides produzidos in vivo e foram
normatizadas como forma de auxiliar os profissionais, oferecendo uma referéncia (IETS,
STRINGFELLOW & SEIDEL, 1998). Apos a classificagdo morfologica embrionaria, de
preferéncia, blastocistos expandidos e de excelente qualidade s&o selecionados, criopreservados
(por vitrificacdo ou congelamento lento) e armazenados em botijdes de nitrogénio liquido,
enquanto aguardam uma futura desvitrificacdo (reidratacdo ou descongelamento); ou sdo

envasados, transportados e transferidos a fresco para as receptoras, previamente sincronizadas
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através de tratamentos hormonais (DODE; RUMPF, 2002; THOMPSON, 2000; HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

Para o sucesso da transferéncia dos embrides a fresco ou reidratados apoOs a
criopreservacao, as receptoras devem passar por uma avaliacdo da presenca de corpo luteo
(CL). Essa estrutura € uma glandula enddcrina responsédvel pelo suporte embrionério e
manutencdo inicial da gestacdo, formado no ovério da receptora no ciclo natural ou em resposta
ao tratamento hormonal utilizado para sincroniza¢do. Os animais que ndo possuirem um CL
funcional séo descartados como receptoras (DANTAS; NUNES; DANTAS, 2018).

Apos a transferéncia dos blastocistos, é necessario que haja o rompimento da ZP
(eclosdo), resultando no alongamento do embrido e resposta as secrecOes endometriais
(CLEMENTE et al., 2009); esse mecanismo em embrides bovinos produzidos in vivo ocorre
entre os dias 9-12 do desenvolvimento (VEJLSTED, 2006). A producdo de interferon tau
(IFNT) pelo embrido nesta fase é responsavel pelo reconhecimento materno da gestacéo
(MANN & LAMMING, 2001). O IFNT atua no endometrio, prevenindo a lutedlise, mantendo
o CL e, consequentemente, a producdo de progesterona, principal horménio da gestacdo
(ROBERTS, 1989).

3.2 Suplementacao proteica no cultivo in vitro (CIV) de embrides bovinos

O meio base de CIV mais utilizado é o SOF (Synthetic Oviduct Fluid), inicialmente
baseado no fluido do oviduto ovino (TERVIT et al., 1972), suplementado com fontes
proteicas, antibidticos e aminoacidos. As fontes proteicas mais utilizadas ainda na atualidade,
que auxiliam no crescimento embrionario, sdo o SFB e a albumina sérica bovina (BSA), de
origem animal (GORDON et al., 2003), porém, as diferentes partidas destas proteinas podem
variar amplamente os efeitos durante o periodo do CIV (ALI & SIRARD, 2002), além do uso
de diferentes concentragdes.

A suplementacdo proteica de SFB (indefinida) possui componentes (LEE et al., 2022) e
efeitos benéficos para o crescimento celular na PIVE, durante o desenvolvimento embrionario
em bovinos no CIV, resultando em maiores taxas e expansdo dos blastocistos no D7,
comparados ao cultivo apenas com BSA. (SENA-NETTO et al., 2020) no entanto, 0 Sseu uso é
controverso (LEE et al., 2022). Duas sociedades cientificas publicaram um apelo em 2013 para
gue o SFB fosse substituido; o pedido foi renovado em 2018 (PILETZ et al., 2018), contudo,
ele ainda é utilizado como rotina na maioria dos laboratorios de PIVE.

A suplementacéo proteica de BSA (semi-definida) mesmo resultando em menores taxas

de blastocistos em relacdo ao SFB, preservou a expressdo do gene PLACS8 nos embrides a
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fresco. O gene PLACS8 é um marcador importante da viabilidade embrionéria e geralmente é
usado para prever a qualidade dos embriBes produzidos in vitro, sua expressao esta relacionada
ao desenvolvimento placentario (SENA-NETTO et al., 2020).

No entanto, blastocistos e blastocistos expandidos em D7,5 que foram suplementados
apenas com BSA possuem menor criotolerancia (LEME, 2008); além disso, 0 BSA néo pode
ser produzido de forma absolutamente livre de patdgenos, pois a irradiacdo gama ocasiona a
sua degradacdo (GABER, 2005).

Na PIVE, especificamente, para evitar o uso do SFB e BSA no meio de CIV,
macromoléculas sintéticas (definidas) foram desenvolvidas, como a polivinilpirrolidona (PVP),
o alcool polivinilico (PVA) (WRENZYCHI et al., 2001; SERAPIAO, 2006) e o0 substituto
sintético do soro (SSS) (SAGIRKAYA et al., 2007) para promover o crescimento celular.
Porém, também existem limitacdes para 0 uso desses compostos, visando a obtencao de boas
taxas de embrides na PIVE quando utilizados isoladamente (ALI et al., 2002; LIM et al., 2007
e SAYIRKAVA et al., 2007).

Portanto, fontes alternativas de macromoléculas de origem animal, segume sendo
testadas, como por exemplo, Hosoe et al. (2016) mostrou que, ao substituir o SFB por sericina
(proteina obtida através da hidrdlise de fibras puras de seda) a 0,05%, produziu-se embrides
com numero significativamente menor de gotas lipidicas médias e grandes, quando comparados
aos desenvolvidos com 5% de SFB, sugerindo que esses embriGes apresentem caracteristicas
semelhantes as dos blastocistos desenvolvidos in vivo. Contudo, ndo houve aumento nas taxas
de reexpansao e eclosdo apos a vitrificacdo-reidratacdo (HOSOE et al., 2016).

Dessa forma, o conhecimento sobre novas substancias que exercam a mesma fungdo na
suplementacéo protéica no CIV faz-se necessario, pois 0 objetivo é diminuir ou extinguir 0s 0s

riscos e efeitos.

3.3 Soro fetal bovino (SFB)

3.3.1 Processo de fabricagéo
O SFB é um subproduto do sangue retirado de feto bovino em abatedouro. O processo
de fabricacdo do SFB é dividido nas seis seguintes etapas, descritas por Lee et al. (2022):
1. A fonte é o feto de uma fémea bovina abatida (em abatedouros para o0 processamento de
carne bovina), sem o conhecimento da gestacao;
2: A coleta do sangue so pode ser realizado em instalacdes aprovadas pelo Orgéo do Governo,
responsavel pela superviséo das atividades;

3: O sangue coletado é armazenado em embalagem estéril, refrigerado para promover a
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coagulacdo e obtencéo de soro de alta pureza;

4: O soro € congelado e armazenado até que as etapas subsequentes sejam realizadas;

5: O soro é filtrado através de uma cadeia de filtracdo a ser usado para cultura de células
(geralmente filtragdo tripla de 0,1 um). Um processo semelhante para remover a potencial
contaminagdo bacteriana é essencial, mas pode ndo eliminar completamente os virus. O soro
pode ser posteriormente esterilizado por irradiacdo (raios gama), se necessario;

6: Em seguida, o soro € embalado e rotulado, e as amostras sdo congeladas até o uso no
laboratdrio. Esse processo reduz a degradacdo de ingredientes biologicamente ativos que

ajudam no crescimento celular e podem afetar significativamente a qualidade final do SFB.

3.3.2 Componentes

Na década de 1950, quando o SFB foi introduzido nos meios de cultivo celular, pensava-
se que apenas estimularia o crescimento celular (PUCK et al., 1958), posteriormente,
identificou-se que o SFB é rico em vitaminas, fatores de crescimento (CHELLADURAI et al.,
2021), componentes proteicos complexos, nutrientes residuais, hormonios e entre outros, que
sdo essenciais para a adesdo, crescimento e proliferacdo de varias células (HONN et al.,
1975; VAN DER VALK et al., 2010). Além dos componentes citados, Lee et al. (2022) fizeram
um compilado detalhado dos componentes presentes no SFB identificados ao longo dos anos,
baseado em pesquisas dos grupos de Brunner et al. (2010), Chelladurai et al. (2021), Honn et
al. (1975) e Zheng et al. (2006), que estéo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes do soro fetal bovino (FBS) em produtos comerciais.

Categorias Componentes
Componentes | Proteinas Albumina
de proteinas séricas Antitrombina-I11

Fibronectina
Globulinas (por exemplo, imunoglobulinas como IgG)
Cadeia fetal da hemoglobina beta
Cininogénio
Laminina
Plasminogénio (precursor da plasmina)
Fator de crescimento sérico
al-Antitripsina (inibidor de protease)
a-2-HS-Glicoproteina (fetal)

a2-Macroglobulina (inibidor de protease)
B-2-Glicoproteina |

Transporte Apolipoproteina
de proteinas Transcortina

Transferrina (por exemplo, Hemiferrina)
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al-Lipoproteina
B1-Lipoproteina

Enzimas

Alanina aminotransferase (ALT/GPT)
Fosfatase alcalina
Aspartato aminotransferase/transaminase glutamica oxaloacética (AST/GOT)
Fosfodiesterase ciclica 3',5' especifica de cGMP (bovina)
Lactato desidrogenase
Lactoperoxidase

Fosfoquinase
Protrombinase
Transaminase

y-Glutamil transferase

Hormoénios

Hormdnio Adrenocorticotrépico
Corticosteroides
Hormonio foliculo-estimulante
Glucagon
Horménio do crescimento (bovino)
Insulina
Hormonio luteinizante
Hormonio da paratiredide
Prostaglandina
Fatores glandotropicos hipofisarios
Prolactina
Testoterona
Hormonios da tiredide
Tiroxina
Vasopressina

Fatores de crescimento e
citocinas

Fator bésico de crescimento de fibroblastos (bFGF)
Fator de crescimento de células endoteliais (ECGF)
Fator de crescimento epidérmico (EGF)
Fator de crescimento de fibroblastos (FGF)

Fator de crescimento glial

Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) (por exemplo, proteina 2 de
ligacdo a IGF, proteina 4 de ligacéo a IGF, IGF-I11)

Interferons
Interleucinas
Fator de crescimento nervoso (NGF)
Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
Fator de crescimento tipo pré-insulina |
Fator de crescimento transformador (TGF) (por exemplo, TGFf1)

Acidos graxos e lipideos

Colesterol
Etanolamina
Acidos graxos livres e ligados a proteinas
Fosfatidil
Fosfolipidios

Triglicerideos

Carboidratos

Frutose
Galactose
Glicose
Metabolitos glicoliticos
Manose
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Ribose

Nao proteico/Nitrogénios

Aminoécidos
Creatinina
Poliaminas
Purinas/Pirimidinas
Ureia
Acido Urico

Vitaminas

Retinol/acido retindico (vitamina A)
Acido ascorbico (vitamina C)
Vitamina B-Grupo:

Biotina
Cobalamina
Acido félico
Niacinamida/acido nicotinico
Acido pantoténico
Piridoxina/Piridoxalfosfato
Riboflavina
Tiamina
a-Tocoferol (vitamina E)

Minerais

Ca, Cl, Cr, Cu, F, Fe, I, K, Mn, Mo, Na, Ni, Se, Sn, Zn

Compostos inorganicos

Fosfato alcalino
Fosfato

Outros

Bilirrubina, CO e CO>

3.3.3 Efeitos negativos na PIVE

A utilizagdo do SFB, embora bastante disseminada na PIVE em bovinos (DEL

COLLADO et al., 2014), apresenta limitac@es, por causar efeitos que prejudicam a qualidade

desses embrides e por existir questdes éticas relacionadas ao seu processo de fabricacdo, que

estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2. Efeitos negativos do soro fetal bovino (FBS) na producdo in vitro de embrides (PIVE) em bovinos.

Efeitos negativos

Fonte

Actmulo anormal de gotas lipidicas e altos niveis de mitocondrias imaturas em
embribes produzidos in vitro que, consequentemente, trardo problemas apds a
criopreservagéo.

CROCCO et al. (2013)

Associacao a sindrome da prole grande (Large Offspring Syndrome — LOS), uma
condicdo de crescimento excessivo observada em fetos e neonatos de ruminantes.

CHEN et al. (2015)

Existem questdes éticas associadas ao seu uso, pois € extraido de sangue de fetos
bovinos, abatidos ainda durante a gestacé&o.

LEE et al. (2022)

Seus componentes ainda ndo foram totalmente definidos e sua composicdo exata
pode variar, dependendo da origem do individuo.

LEE et al. (2022)

Presenca de diferentes virus (sequéncias virais pertencentes a Parvoviridae,
Flaviviridae, Herpesviridae e Caliciviridae), com implicacfes para a salde
animal e humana.

ZHANG et al. (2022)
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3.4 Aplicacéo do extrato de levedura (Yeast Extract — YE)

Sabe-se que, em outros sistemas in vitro, células de mamiferos também séo cultivadas
em meios suplementados com SFB. Contudo, devido as limitagcdes deste, aumentou a demanda
pelo desenvolvimento de substitutos como proteinas purificadas, proteinas recombinantes
(FROUD, 1999) ou hidrolisados de proteinas animais (SCHLAEGER, 1996).

A busca por aditivos para meios de cultura que melhor replicassem os beneficios dos
produtos de origem animal provocou um interesse crescente no uso de peptonas (proteina
semi-digerida que serve como fonte de nitrogénio e carbono vegetais) (HEIDEMANN et al.,
2000; BURTEAU et al., 2003; FARGES et al., 2008) ou extratos de levedura (SUNG et al.,
2004; KIM & LEE, 2009). O hidrolisado de levedura é usado como um nome genérico,
incluindo extratos de levedura (Yeast Extract — YE) e peptonas de levedura (Yeast Peptones —
YP). Mais precisamente, YE corresponde a fracdo solivel em agua da levedura autolisada,
enquanto YP representa a fracdo soltvel de proteinas hidrolisadas por enzimas exdgenas.

O YE é conhecido por melhorar muito o desempenho da cultura de células em
mamiferos, os beneficios do YE verificados por Mosser et al. (2015) revelou que, 0 YE
aumentou as concentracdes maximas de células viaveis de ovario de hamster chinés (CHO)
recombinantes e a producdo de 1gG em até 73 e 60%, respectivamente, em compara¢do com
um meio de cultivo de referéncia. Atualmente, células de mamiferos, como as CHO, séo
sistemas de expressdo mais comuns para produzir anticorpos monoclonais recombinantes
(BUTLER, 2005), utilizados para tratar muitas doencas, incluindo alguns tipos de canceres.

Embora ndo haja relatos na literatura do uso do YE na PIVE, essa possibilidade ndo €
descartada, pois analises da composicao do YE realizadas por Mosser et al. (2015), destacaram
a presenca de moléculas como aminoécidos, vitaminas, sais, nucleobase e glicose, que séo
componentes importantes para o0 metabolismo embrionario, além de apresentar maior
padronizacdo de composic¢do e risco sanitario reduzido, quando comparado ao SFB.

A partitr dessas informacdes e observacgdes feitas por nosso grupo de trabalho, onde
nota-se que pequenas contaminacdes acometidas por leveduras até o terceiro dia de
desenvolvimento (D3) ndo causam comprometimento ao sistema de cultivo in vitro
embrionario, ao contrario do que é observado com a maioria dos demais microrganismos
(BIELANSK et. al., 2000), formulou-se a hipotese de que o YE pode ser usado como fonte

alternativa de macromoléculas durante o desenvolvimento embrionario em bovinos no CIV.
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RESUMO
O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar se a substituicdo do SFB (utilizado a 3%) pelo
extrato de levedura (Yeast Extract - YE) a 0,1mg/mL (1%) durante o cultivo in vitro (CIV)
influenciaria a producdo in vitro de embriGes bovinos ou as taxas de gestacdo subsequentes.
Ovérios coletados de fémeas da raca Nelore (Bos taurus indicus), abatedouro local, foram
transportados para o laboratério. Complexos cumulus-od6cito (CCO) imaturos, grau |, foram
utilizados em ensaio preliminar e no experimento, nos quais a maturacdo in vitro (MIV) e
fertilizacdo in vitro (FIV) foram realizadas por 22h e 20h, respectivamente. Para a FIV, utilizou-
se doses de sémen de touros da raga Aberdeen Angus. Foi realizado inicialmente um pré-
experimento para a defini¢do da concentracdo de YE a ser utilizada (1%). Apoés esta etapa, 0s
presumiveis zigotos (n=5.875) foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos distintos,
todos submetidos ao cultivo in vitro (CIV) em meio SOF acrescido de BSA (3mg/mL) dos dias
1 a9, e suplementados com: G1, 3% SFB (controle positivo); G2, sem suplemento (controle
negativo); G3, YE 1% durante todo o CIV; G4, YE 1% até dia 3 e 3% SFB dos dias 3 a 9 de
CIV; G5, YE 1% somente até o dia 3 de CIV. As varidveis foram analisadas utilizando o Proc
GLIMMIX (SAS Institute), considerando os efeitos do tratamento, réplica e interacdo; os
resultados foram apresentados em médiaterro padrdo. Ndo houve diferenga entre 0s grupos nas
taxas de clivagem (P=0,6424). A taxa de blastocisto do G4 foi semelhante (P>0,05) a do G1, e
maiores (P=0,0016) que as obtidas nos grupos G2, G3 e G5, sem suplementagdo com SFB
(47,4%=0,8a vs. 43,6%+0,9ab; 29,8%0,7b; 32,8%=0,6b e 30,0%=0,9b, respectivamente). As
taxas de eclosdo a fresco de G1 (74,0%=0,8a), G4 (76,0% +0,8a) e G5 (70,0%z=0,8a) foram
similares entre si e superiores (P=0,0001) em relacéo ao obtido no G2 (48,2%=0,5b), enquanto
0 G3 (61,8%=0,7ab) nédo diferiu dos demais tratamentos. N&o houve diferenca entre 0s grupos
na intensidade do sinal de fluorescéncia, utilizado como indicador de atividade mitocondrial
(P=0,1907). O acumulo de goticulas lipidicas no grupo sem suplementacdo (G2, 7,6%z1,1a)
foi semelhante (P>0,05) ao observado com YE 1% apenas até o D3 (G5, 9,6%z1,2ab) porém
menor (P=0,0001) do que nos grupos suplementados com SFB durante todo o CIV (G1,
14,8%:=1,3bc), YE 1% durante todo o CIV (G3, 15,5%=1,5bc) ou YE 1% até dia 3 e 3% SFB
dos dias 3a 9 de CIV (G4, 17,2%+2,3c). Nao houve diferenga entre os grupos G1, G2, G3, G4
e G5 (141+10,0a; 147+8,8a; 164+8,9a; 153+10,0a e 141+9,0a, respectivamente; P=0,3969), em
relacdo ao numero total de células embrionarias. Quando o SFB foi usado ao longo de todo CIV
(G1) as taxas de eclosdo ap6s a vitrificagdo foram maiores do que em G2, G3, G4 ou G5
(78,9%+6,0a vs. 39,4%zx7,0b; 46,6%=7,0b; 51,3%+8,0b e 32,8%+8,0b, respectivamente;

P=0,0001). A taxa de gestacdo apos a transferéncia dos embrides foi semelhante entre os trés
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grupos selecionados, G1, G4 e G5 (58,6+10,0a; 58,0+7,0a e 58,8£12,0a, respectivamente;
P=0,9738). Conclui-se que, os efeitos potenciais da YE 1% durante o CIV dependem do
momento da suplementacdo. O YE 1% pode ser utilizado em sistemas de cultivo sequenciais
visando a substituicdo parcial ou total do SFB, contudo seu uso foi associado ao maior acumulo

de lipidios e reducdo da crioresisténcia.

Palavras-chave: Bovinos, meios de cultivo in vitro, suplementacdo proteica, qualidade

embrionéria.
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ABSTRACT
The aim of the present study was to evaluate whether replacing FCS (3%) with yeast extract
(YE) at 0.1mg/mL (1%) during in vitro culture (IVC) would affect the in vitro production of
bovine embryos or subsequent pregnancy rates. Ovaries collected from Nelore females (Bos
taurus indicus) at a local slaughterhouse were transported to the laboratory. The recovered grade
I immature cumulus-oocyte complexes (COC) were used in a preliminary essay and on the
experiment, in which in vitro maturation (IVM) and in vitro fertilization (IVF) were performed
for 22h and 20h, respectively. For IVF, doses of semen from Aberdeen Angus breed sires were
used. The preliminary essay was initially carried out to define the concentration of YE to be
used (1%). Then, presumptive zygotes (n=5,875) were randomly distributed into five distinct
groups, all submitted to in vitro culture (IVC) in SOF medium plus BSA (3mg/mL) from days
1 to 9, supplemented with: G1, 3% FCS (positive control); G2, no supplement (negative
control); G3, YE 1% throughout the IVC; G4, 1% YE until day 3 and 3% FCS from days 3 to
9 of IVC; G5, YE 1% only until day 3 of IVC. The variables were analyzed using Proc
GLIMMIX (SAS Institute), considering the effects of treatment, replicate and their interaction.
The results were shown as mean+SEM. Cleavage rate was similar among groups (P=0.6424).
The blastocyst rate in G4 was similar (P>0.05) to that in G1, and higher (P=0.0016) than in
groups G2, G3 and G5 (47.4%=0.8a vs. 43.6%=0.9ab; 29.8%=0.7b; 32.8%+0.6b and
30.0%z0.9b, respectively). The fresh hatching rates were similar in G1 (74.0%=+0.8a), G4
(76.0%=0.8a) and G5 (70.0%=+0.8a), but greater (P=0.0001) than in G2: (48.2%=0.5b), whereas
G3 (61.8%=0.7ab) did not differ from the other treatments. The intensity of the fluorescence
signal, indicator of mitochondrial activity, was similar among groups (P=0.1907). The
accumulation of lipid droplets in the group without supplementation (G2, 7.6%z1.1a) was
similar (P>0.05) to that observed with YE 1% only until D3 (G5, 9.6%=1. 2ab) but lower
(P=0.0001) than in the groups supplemented with FCS during the entire IVC (G1,
14.8%=1.3bc), YE 1% during the entire I\VC (G3, 15.5%= 1.5bc) or 1% YE until day 3 and 3%
FCS from days 3 to 9 of IVC (G4, 17.2%=2.3c). There was no difference between groups G1,
G2, G3, G4 and G5 (141+10.0; 147+8.8; 164+8.9; 153+10.0 and 141+9.0, respectively;
P=0.3969), in the total number of embryonic cells. When FCS was used throughout the entire
ICV (G1), hatching rates after vitrification were higher than in G2, G3, G4 or G5 (78.9%z+6.0a
vs. 39.4%=7.0b; 46.6%=7.0b; 51.3%+8.0b and 32.8%z8.0b, respectively; P=0.0001). The
pregnancy rate after embryo transfer was similar among the selected groups, G1, G4 and G5
(58.6£10.0; 58.0+£7.0 and 58.8+12.0, respectively; P =0.9738). In summary, the potential effects
of YE 1% during IVC depend on the timing of supplementation. YE 1% can be used in
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sequential cultivation systems aiming to partially or completely replace FCS, however its use
was associated with greater lipid accumulation and reduced cryotolerance.

Keywords: Cattle, in vitro culture media, proteic supplementation, embryonic quality.
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1. INTRODUCAO

A producdo in vitro de embribes (PIVE) em bovinos é uma biotecnologia da reproducéo
animal que, possui um grande potencial para acelerar o melhoramento genético, aléem de ser
uma grande ferramenta de pesquisa na area da embriologia (CAMARGO, 2006). A PIVE
envolve um complexo sistema em etapas. Inicialmente, através da técnica de aspiracéo folicular
(Ovum pick-up, OPU), ocorre a recuperac¢ao dos CCO imaturos, seguido pela maturagéo in vitro
(MIV), fecundacéo in vitro (FIV) dos CCO maturados e, por fim, o cultivo in vitro (CIV) dos
embrides.

Embora A PIVE em bovinos tenha atingido escala comercial, existem problemas em
relacdo a qualidade dos embrides produzidos. Um dos componentes que afetam a qualidade dos
embrides € o uso do soro fetal bovino (SFB) na PIVE, este suplemento proteico que é
amplamente utilizado em cultura de células e tecidos de origem animal (VAN DER VALK,
2022) e também durante a PIVE em bovinos (GORDON, 2003).

O SFB esta associado a maiores taxas de embribes, mas também com menor
criotolerancia (CROCCO et al., 2013), associacdo a sindrome da prole grande (CHEN et al.,
2015), risco sanitario (ZHANG et al., 2022), possuir componentes indefinidos e levantar
questdes éticas associadas por ser um subproduto de origem animal (LEE et al., 2022).

Ao longo de varios anos, pesquisadores testaram diferentes suplementos proteicos
(WRENZYCHI et al., 2001, SERAPIAO, 2006; SAGIRKAYA et al., 2007; LEME, 2008;
HOSOE et al., 2016; SENA-NETTO et al., 2020), como possiveis alternativas para substituir
ou reduzir o SFB na PIVE, porém com sucesso limitado. Em anélise recente, revelou que ainda
ha escassez de pesquisas sobre a composicdo completa do SFB (LEE et al., 2022), dificultando
alcangar uma reprodutibilidade superior ou similar ao produto.

A partir de observacdes do nosso grupo de trabalho, constatou-se que pequenas
contaminacges por leveduras até o D3 ndo causam prejuizo perceptivel ao desenvolvimento
embrionério durante o CIV. Como o extrato de levedura (Yeast Extract — YE) é conhecido por
melhorar o desempenho do cultivo celular em mamiferos (MOSSER et al., 2015), hipotetizou-
se que, este pode ser uma possivel fonte alternativa de macromoléculas para uso como
suplemento substituto parcial ou total do SFB, durante o CIV.

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a substituicdo parcial ou total do
SFB pelo YE, durante o cultivo in vitro de embrides bovinos, considerando os efeitos sobre o
desenvolvimento embrionério (clivagem, blastocistos e eclosdo) e prenhez aos 28 dias pos-
transferéncia; assim como indicadores indiretos de qualidade como criotolerancia, atividade

mitocondrial, acimulo de gotas lipidicas no citoplasma e numero total de células dos embrides.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais e local
O presente trabalho foi realizado municipio de Alta Floresta, localizado no extremo
norte do estado de Mato Grosso, Brasil, e na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
localizada em Brasilia, DF, Brasil. Os procedimentos experimentais foram submetidos e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Protocolo CEUA - Cenargen 006/2022; Anexo 1). As atividades realizadas em

rebanhos privados também tiveram a anuéncia formal dos responsaveis.

2.2 Desenho experimental

Os procedimentos que antecedem o CIV (coleta dos ovarios, recuperacdo dos CCO
imaturos, MIV e FIV) foram iguais para todos os ensaios e réplicas. Devido a auséncia de
referéncias sobre o uso de YE na PIVE, foram realizados trés ensaios preliminares para a
avaliacdo da possivel toxidade e definicdo da dose a ser utilizada no experimento. A diluicdo
inicial foi baseada conforme a descri¢do do produto (10mg de YE em 1mL de H-O - agua pura,
obtida por meio de processos de destilacdo ou deioniza¢do), da marca Sigma-Aldrich® (Saint
Louis, Missouri, EUA), codigo Y1625 (Figura 1). Portanto, a concentracdo de 10mg de YE foi
diluida em 1mL de meio de CIV e foi denominada a referéncia de 100%.

——
Figura 1. Extrato de Levedura (Y1625, 250g, Sigma-Aldrich®). Fonte: Sigmaaldrich.com.

2.2.1 Ensaios preliminares
Ensaio 1: Substituicdo do BSA e SFB por YE 100 %
Avaliou-se o desenvolvimento embrionario ao substituir o SFB e BSA por YE 100% no

meio de CIV. Os presumiveis zigotos foram cultivados em dois grupos distintos:
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836 e G1: SOF acrescido de 10mg/mL de YE, sem BSA e SFB (YE 100%, sem BSA e SFB);
837 e G2: SOF acrescido de 3mg/mL BSA e 30uL/mL (3%) de SFB (Controle positivo - CP).

838
839 Ensaio 2: Substituicdo do SFB por YE 100%, com BSA.

840 Avaliou-se o desenvolvimento embrionario ao substituir o SFB por YE 100% no meio
841  de CIV. Os presumiveis zigotos foram cultivados em dois grupos distintos:
842 e G1: SOF acrescido de 10mg/mL de YE, 3mg/mL de BSA, sem SFB (YE 100%);

843 e G2: SOF acrescido de 3mg/mL BSA e 30uL/mL (3%) de SFB (Controle positivo - CP).
844

845 Ensaio 3: Curva doses-resposta (YE 100, 75, 50, 25, 10 e 1%), com BSA

846 Avaliou-se 0 uso de concentracdes decrescentes de YE (curva doses-resposta) no meio
847  de CIV (Figura 2).

848

849

850 Figura 2: Diluicdo seriada de YE para uso no meio de CIV (100, 75, 50 ,25, 10 e 1%), em ensaio de curva de
851 doses-resposta. Fonte: Arquivo pessoal, 2022.

852

853 Portanto, os presumiveis zigotos foram cultivados em oito grupos distintos:

854 e G1: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 30uL/mL (3%) de SFB (Controle positivo - CP);
855 e G2: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA (Controle negativo - CN);

856 e G3: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 10mg/mL de YE, sem SFB (YE 100%);

857 e G4: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 7,5mg/mL de YE, sem SFB (YE 75%);

858 e Gb5: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 5,0mg/mL de YE, sem SFB (YE 50%);

859 e G6: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 2,5mg/mL de YE, sem SFB (YE 25%);

860 e G7: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 1mg/mL de YE, sem SFB (YE 10%);

861 e G8: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 0,1mg/mL de YE, sem SFB (YE 1%).
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2.2.2 Experimento: Uso do YE no CIV
O experimento estava condicionado ao resultado dos ensaios preliminares, a partir do
resultado do ensaio preliminar 3, foi definido que o experimento utilizaria YE na concentracao
de 1%. Os presumiveis zigotos foram entdo distribuidos em 5 grupos distintos, todos cultivados
em meio SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e:
e G1:30puL/mL (3%) de SFB em todo o CIV (CP)

G2: Sem suplementacdo em todo o CIV (CN);

G3: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV (YE 1%);

G4: 0,2mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30uL/mL (3%) de SFB até o D9 (YE 1% + CP);
G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementacéo até o D9 (YE 1% + CN).

Apbs a avaliacdo das taxas de clivagem e de blastocistos, os embrides obtidos no D7
foram subdivididos para as analises qualitativas (acumulo das gotas lipidicas, atividade
mitocondrial e a contagem do numero total de células embrionérias), avaliacdo da taxa de
eclosdo até o D9, avaliacdo de criotolerancia pela vitrificacdo, desvitrificacdo/reidratacdo e
cultivo do D7 ao D9, ou avaliacdo das taxas de gestacdo subsequentes a transferéncia para
receptoras previamente sincronizadas nos grupos selecionados com base nos resultados
anteriores (G1, G4 e G5).

2.3 Procedimentos experimentais

2.3.1 Coleta dos ovarios e recuperacdo dos CCO imaturos

A coleta dos ovarios foi realizada em um abatedouro no municipio de Alta Floresta,
MT. Apos a coleta, os ovarios de vacas da raca nelore (Bos taurus indicus), foram transportados
em garrafa térmica com solucéo fisiologica, em temperatura ambiente, até o laboratério Norte
Embryo, no mesmo municipio.

Ao chegarem no laboratorio, os ovarios foram mantidos em temperatura de 38°C, em
solucéo fisiologica, para a recuperacdo dos CCO imaturos atraves da aspiracéo folicular (Figura

3), com o auxilio de seringa (10mL) e agulha hipodérmica descartavel (40x1,20mm).
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Figura 3. Aspiracéo folicular em ovario bovino. Fonte: Arquivo pessoal, 2022.

O liquido folicular, com os CCO imaturos, foi depositado em tubo cénico (50mL),
contendo 5mL de solucdo fisioldgica, aquecida a 38°C. Para facilitar a identificacdo e
recuperacdo dos CCO imaturos do fluido folicular aspirado, foi realizada a retirada de 15mL
do sobrenadante, por quatro vezes, com o auxilio de solucdo fisiologica aquecida a 38°C,
preservando o pelet (pequena por¢do) que continha os CCO imaturos.

Apenas CCO de grau | e grau Il (Figura 4), seguindo a classificacdo morfologica descrita
por Viana et al. (2004), de acordo com o aspecto do citoplasma e do nimero de células do

cumulus, foram recuperados e reservados.

Figura 4. Odcitos bovinos imaturos (Grau | e I1). Fonte: Arquivo pessoal, 2022.
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2.3.2 Maturagéo in vitro (MIV)
Os CCO imaturos selecionados foram lavados em meio de M1V (FIVX Apoyar Biotech,
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil) e distribuidos (no maximo 30 od6citos) para os tubos de
poliestireno de fundo arredondado de 5mL, contendo o volume de 400uL. de meio de MIV,
recobertos por 200uL de 6leo mineral (Figura 5), que foram mantidos em incubadora a 38°C,

com 5,5 % de COzem ar atmosférico e 95% de umidade, sendo incubados por 22 horas.

SN W

=

SIS = TS T e O ey

Figura 5. Tubo para maturacéo in vitro (MIV) de odcitos bovinos. Fonte: Acervo pessoal, 2023.

2.3.3 Fecundacdo in vitro (FIV)
Ap0s 22 horas, as células do cumulus estavam visualmente expandidas (Figura 6). Os
CCO foram retirados dos tubos e lavados em meio de FIV (FIVX Apoyar Biotech), e em seguida
foram transferidos para gotas de 50uL de meio de FIV, em placas de Petri de 35x10mm,
recobertas com 6leo mineral. Para a fecundagéo, utilizou-se doses de sémen de touros da raca

Abeerdeen Angus, obtidas de centrais especializadas.

Figura 6. Odcitos bovinos maturados. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Foram utilizados gradientes com densidades de 40% e 80%, preparados com Pure Sperm
(Nidacon®, Flojelbergsgatan, MdlIndal, SE) e meio de FIV, no qual os espermatozoides moveis
foram obtidos por centrifugacdo do sémen descongelado, por duas vezes, a 5.000 rpm, sendo a
primeira centrifugacdo por cinco minutos e a segunda por trés minutos. Por fim, os CCO
maturados e os espermatozoides foram co-incubados por 18 a 22 horas, nas mesmas condic6es
de ar atmosférico, temperatura e umidade da MIV.

2.3.4 Cultivo in vitro (CIV)

Para o inicio do cultivo, que é considerado o primeiro dia (D1) de desenvolvimento
embrionario apés a fecundacéo, os presumiveis zigotos foram submetidos a agitacdo mecanica,
por pipetagem, por alguns segundos e também a subsequentes lavagens, para a remocao das
células do cumulus e quaisquer sujidades presentes.

Em seguida foram conduzidos para suas respectivas gotas, contendo 60pL de meio de
CIV (FIVX Apoyar Biotech), em placas de Petri de 35x10mm, recobertas com dleo mineral
(Figura 7), respeitando cada tratamento. O meio de CIV de referéncia (utilizado como controle
negativo e como base para os demais meios suplementados) era constituido de SOF
suplementado com 5uL/mL de antibiético, 3mg/mL de BSA livre de &cido graxo (A6003, 100g,
Sigma-Aldrich®) e 3uL/mL de antioxidante. No controle positivo, foi acrescentado 30puL/mL
(3%) de SFB (12657-029, 500mL, Gibco® by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA).

Figura 7. Placa de cultivo in vitro (CIV) de embrides bovinos. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Os embrides dos ensaios preliminares foram cultivados em alta tens&o de oxigénio (21%
de O2). Em funcdo dos resultados obtidos, os embrides do experimento foram cultivados em
baixa tensdo de oxigénio (5,5%), ambos em incubadora a 38°C, com 5,5% de CO, em ar
atmosférico e 95% de umidade.

No terceiro dia de desenvolvimento (D3), foi realizado o primeiro feeding, que consiste
na troca de 75% do meio de CIV, e as estruturas clivadas foram contabilizadas. No sexto dia de
desenvolvimento embrionério (D6), foi realizado novamente o feeding e 0 momento em que 0s

blastocistos desenvolvidos até este dia foram contabilizados.

2.3.5 Envase e transferéncia de embrides
No D7, uma amostra dos blastocistos expandidos de qualidade excelente ou boa,
conforme classificacédo de Stringfellow & Seidel (1998), foram selecionados, envasados em meio
de transferéncia embrionaria (MTE, FIVX Apoyar Biotech) e posicionados no centro de uma
palheta de 0,25mL para a transferéncia a fresco. A coluna central contendo o0 embrido é separada
por duas colunas de ar em cada lado. Cada palheta recebe um lacre identificado com um nimero
(Figura 8).
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Figura 8. Palhetas contendo os embrifes bovinos, lacradas e identificadas. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

O deslocamento dos embrides até a propriedade, na qual as receptoras sincronizadas
foram inovuladas, ocorreu com o auxilio de um transportador, com cavidades para o alojamento
das palhetas de forma individual, favorecendo o seu aquecimento (38°C) de forma homogénea.
A transferéncia dos embrides foi realizada exclusivamente por um médico veterinario

capacitado que, primeiramente, verificou se a fémea tinha potencial para ser receptora, baseado
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na presenga do CL. As transferéncias seguiram os procedimentos adotados comercialmente,

utilizando-se o0 método néo cirurgico.

2.3.6 Criopreservacao de embrides

O método de criopreservacao definido para avaliacdo dos embriGes, no presente estudo,
foi a vitrificacdo, pois ndo requer o uso de um aparelho de congelamento (abastecido com
nitrogénio liquido), tornando a metodologia simples, rapida e barata. Utilizou-se 0s meios e o
protocolo estabelecido pela empresa FIVX Apoyar Biotech, em 2017.

O procedimento de vitrificacdo foi realizado no laboratorio (previamente higienizado),
com o0s meios de vitrificagdo em temperatura ambiente. Primeiramente, uma amostra dos
embrides (com qualidade excelente) foi selecionada e os embrifes lavados em duas gotas de
100puL de meio de lavagem e diluicdo, seguido por lavagem em uma gota de 200uL de meio de
vitrificagdo 1 (MV1) por 1 minuto, em rotacéo horaria, seguido por mais 2 minutos em repouso,
na mesma gota.

Por fim, os embribes passaram por uma gota de 50uL de meio de vitrificacdo 2 (MV2)
e foram levados até a haste — metade de uma palheta 0,25, com corte em forma de bisel (Figura
9), apds 30 segundos, foram submergidos em nitrogénio liquido. Uma vez vitrificados, os
embribes ficaram em nitrogénio liquido até o momento da desvitrificacdo (e reidratacdo).

—-—*E

Figura 9. Haste para vitrificacdo. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

2.3.7 Prova de eclosdo de embrides em laboratorio

Para realizac&o da prova de ecloséo em laboratorio, os embrides foram avaliados no D9
de CIV (48 horas ap6s o D7), para registro da taxa de eclosdo. Os embriGes a fresco
permaneceram na mesma placa de CIV até as 72 horas. Para a prova de eclosdo dos embrides
criopreservados pelo método de vitrificagcdo, foram desvitrificados (reidratados) através do
protocolo estabelecido pela empresa FIVX Apoyar Biotech (2017).

Conforme o protocolo da empresa, a haste que armazenava os embrides foi mergulhada
em solucgéo de desvitrificagdo 1 (SD1) por um minuto e na solucdo de desvitrificacdo 2 (SD2)

por cinco minutos, em seguida os embrides foram lavados em quatro gotas de 100uL de meio
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de CIV (Figura 10), para a retirada do excesso dos crioprotetores e agucares, e em seguida

colocados novamente em cultivo onde permaneceram por 48 horas em placas de cultivo.

Figura 10. Estagdo de trabalho para desvitrificacdo (reidratacdo). Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

2.3.8 Andlise de atividade mitocondrial
A andlise da atividade mitocondrial foi realizada conforme metodologia descrita por
Cafion-Beltran et al. (2020), adaptada pelo grupo responsavel pela analise, da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, DF, Brasil. Embrides em estagio de
blastocisto expandido (BX), com qualidade excelente, durante o D7, foram lavados trés vezes
em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), suplementado com 0,3% de alcool polivinilico
(PVA) (Figura 11).
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Figura 11. Placa para lavagem dos blastocistos expandidos em PBS e PVA. Fonte: Arquivo pessoal, 2022.

Apbs a lavagem dos embrides, estes foram alocados em meio de cultivo suplementado
com 400nM de MitoTracker DeepRed (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), por 30 minutos,
a 38,5°C. Ao término deste periodo, os embrides foram novamente lavados em PBS com 0,3%
de PVA e fixados em paraformaldeido 4%, por uma hora; em seguida, foram armazenados no
Laboratorio de PIVE (Norte Embryo) a 4°C em paraformaldeido a 1%, por até uma semana,
foram posteriormente encaminhadas para a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em
Brasilia, para avaliacéo.

Ap0s esse periodo de lavagem, coloracdo, fixacdo, armazenamento e transporte para a
avaliacdo da atividade mitocondrial, os embrides foram colocados, individualmente, em placas
de 35mm, em gotas de 4uL em solucéo anti-fade (SlowFade ™; Molecular Probes, Eugene,
OR, EUA), e avaliados em microscopio confocal (LSM Leica Sp8; New Orleans, LA, EUA)
(Figura 12). As imagens foram submetidas as mesmas condi¢Ges microscopicas de dissec¢do a
laser, analisadas e foto documentadas pela objetiva 20x sob o Laser Argon 638, em um espectro
de fluorescéncia entre 625 a 665 nandmetros.
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Figura 12. Realizacdo de imagens com microscépio confocal. Fonte: Arquivo pessoal, 2022.

Os embrides foram submetidos, um a um, a 30 cortes transversais, com intervalo de 2,96
pum. Uma imagem foi criada com todas as se¢des sobrepostas. Apos a criacdo da imagem final
de cada embrido, elas foram analisadas no programa “ImageJ]”. A quantificag¢ao foi realizada
levando em consideracdo sua area e densidade integrada (IntDen), que corresponde a

intensidade dos pixels detectados (cor vermelha) na imagem.

2.3.9 Andlise do acimulo de gotas lipidicas

Para a analise do acumulo de gotas lipidicas, conforme metodologia estabelecida por
Faria et al. (2021), utilizou-se 0os mesmos embrides lavados, corados com MitoTracker
DeepRed, fixados, armazenados e transportados para a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia em Brasilia, DF, para avaliagéo.

Apos esse periodo, os embrides foram lavados duas vezes em PBS suplementado com
0,3% de polivinilpirrolidona (PVP), incubados por 30 minutos em PBS suplementado com 0,2%
de Triton e posteriormente, foram lavados trés vezes em PBS com 0,3% de PVP e, em seguida,
corados com Bodipy 493/503 (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA; 20pug/ml, diluido em 50uL
de etanol absoluto e 950uL. de PBS) (Figura 13), por uma hora.
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Figura 13. Incubacéo em Triton e coloragdo com Bodipy. Fonte: Arquivo pessoal, 2022.

Posteriormente, foram lavados trés vezes em PBS com 0,3% de PVP, colocados
individualmente em placas de 35x10mm em gotas de 4uL. em solucéo anti-fade (SlowFade;
Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) e avaliados em microscopio confocal de varredura. Todas
as imagens foram submetidas as mesmas condi¢Ges microscépicas de disseccdo a laser (LSM
Leica Sp8; New Orleans, LA, EUA).

Todas as amostras foram analisadas e foto-documentadas, utilizando-se objetiva 20x
sob o Laser Argon 488, para visualizacdo das gotas lipidicas, em um espectro de fluorescéncia
entre 495 a 505 nandémetros. Os embribes foram submetidos, um a um, a 30 cortes transversais,
com intervalo de 2,96um. Uma imagem foi criada com todas as se¢des sobrepostas, onde a
presenca das gotas lipidicas fluorescentes (cor verde) foram identificadas.

Apos a criagdo da imagem final de cada embrido, elas foram ajustadas em escala de cinza
pelo software “ImageJ” e o fundo corrigido. A quantificacdo dos lipidios foi baseada na razéo

da area total do embrido.

2.3.10 Analise do numero total de células embrionérias

Os mesmos embrides (selecionados conforme a similaridade no tamanho da expansao
da blastocele) corados com MitoTracker DeepRed e Bodipy 493/593 foram lavados em gotas
de PBS com 0,3% de PVP e, em seguida, foram corados com o Hoechst 33342 (10mg/ml), por
15 minutos. Apos este periodo, foram novamente lavados e colocados entre uma lamina e uma
laminula de vidro e observados em microscopio de epifluorescéncia (Axioplan 2, Zeiss®, Jena,
Turingia, Alemanha) (Figura 14).
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Figura 14. Microscopio de.epifluorescéncia (Axioplan 2, Zeiss®). Fonte: Lucas de Faria, 2023.

Os filtros de onda de excita¢do de 350nm, com emissao de fluorescéncia em 461nm,

foi utilizado. O numero total de células (cor azul) foi contabilizado.

2.4 Analise estatistica

Com o objetivo de avaliar o efeito dos grupos e réplicas, os dados expressos em médias
e porcentagens foram assumidos como variaveis quantitativas continuas e foram testadas
guanto ao padrao de distribuicdo e submetidas a ANOVA usando os procedimentos Glimmix
do SAS (SAS Studio 3.8, Edicdo Universitaria; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Na
auséncia de efeito de réplica, e para os demais dados percentuais, as diferencas foram

comparadas utilizando-se 0 método do Qui-quadrado.
As diferencas entre as médias foram comparadas com o teste de Tukey. Um valor P de <

0,05 foram considerados significativos. Os resultados sdo apresentados como média £ EPM.
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3. RESULTADOS
3.1 Ensaios preliminares
Ensaio 1: Substituicdo do BSA e SFB por YE 100 %

Os resultados obtidos no primeiro ensaio mostram (Tabela 3) uma menor taxa de
clivagem (44,2% vs. 71,7%) e auséncia do desenvolvimento embrionario em D6 (0%) e em D7
(0%), quando os zigotos foram cultivados em meio sem BSA e SFB, apenas acrescido de
10mg/mL de YE (G1: YE 100%, sem BSA e SFB).

Tabela 3. Ensaio 1: Substituicdo do BSA e SFB por YE 100 % — Clivagem (D3) e blastocistos (D6 e D7).
CCoO Clv D3 D3 D6 D6 D7 D7

GRUPO* (N) (N) (N) (%) (N) (%) (N) (%)
G1: YE 100%, sem BSA e SFB 450 425 188 44,22 0 0,0 0 0,0
G2:CP 840 792 568 71,7° 165 20,8 284 35,9

G1: SOF acrescido de YE (10mg/mL - 100%), sem BSA e SFB; G2: SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e SFB
(30puL/mL - 3%). *Trés réplicas foram utilizadas para casa tratamento. Resultados para D3, D6 e D7 em %. a, b:
P<0,0001 (Qui-quadrado).

Ensaio 2: Substituicdo do SFB por YE 100 %, com BSA
De forma similar ao primeiro ensaio, observou-se (Tabela 4) menor taxa de clivagem
(37,8% vs. 73,7%) e auséncia de desenvolvimento embrionario em D6 (0%) e em D7 (0%),
guando os zigotos foram cultivados em meio sem SFB, acrescido de 10mg/mL de YE e 3mg/mL
de BSA (G1: YE 100%).

Tabela 4. Ensaio 2: Substituicdo do SFB por YE 100 %, com BSA — Clivagem (D3) e blastocistos (D6 e D7).
Cco CIv D3 D3 D6 D6 D7 D7

GRUPO* (N) (N) (N) ) MN) () N) (%)
G1: YE 100% 400 386 146 37,8 0 0,0 0 0,0
G2: CP 870 855 630  737° 183 214 360 421

G1: SOF acrescido de YE (10mg/mL — 100%) e BSA (3mg/mL), sem SFB; G2: SOF acrescido de BSA (3mg/mL)
e SFB (30puL/mL — 3%). *Trés réplicas foram utilizadas para cada tratamento. Resultados para D3, D6 e D7 em
%. a, b: P<0,0001 (Qui-quadrado).

Ensaio 3: Curva dose-resposta (YE 100, 75, 50, 25, 10 e 1%), com BSA
Observou-se (Tabela 5) que concentracdes de YE iguais ou inferiores a 25% resultavam

em taxas de clivagem semelhantes as obtidas no controle positivo, com SFB (G1).
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Tabela 5. Ensaio 3: Curva dose-resposta, com BSA — Clivagem (D3) e blastocistos (D6 e D7).
cco CIv D3 D3 D6 D6 D7 D7

GRUPO* (N) (N) N ) (N @) [N (%)
G1:CP 95 93 68  731® 28 301 43 46,2
G2:CN 66 60 42 700 2 33 4 6,7°

G3: YE 100% 96 78 29 372 0 0,0 0 0,0°
G4: YE 75% 96 86 54 628° 0 0,0 0 0,0°
G5: YE 50% 96 88 55 625 0 0,0 0 0,0°
G6: YE 25% 96 93 2 T4 0 0,0 0 0,0°
G7: YE 10% 96 91 63  692® 0 0,0 1 1,10
G8: YE 1% 96 91 74 813 0 0,0 4 4,4

SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: SFB (30uL/mL — 3%); G2: sem suplementacdo; G3: YE (10mg/mL -
100%); G4: YE (7,5mg/mL - 75%); G5: YE (5,0mg/mL - 50%); G6: YE (2,5mg/mL - 25%); G7: YE (1mg/mL -
10%); G8: YE (0,Img/mL - 1%). *Duas réplicas foram utilizadas para cada tratamento. a, b, ¢: P<0,05 (Qui-
quadrado ou Teste Exato de Fisher).

A avaliacdo qualitativa (subjetiva) também sugere que concentracdo menores (25, 10 e

1%) de YE apresentaram padrdo de clivagem similar ao controle positivo (G1) (Figura 15).
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Figura 15 (A-H). Imagens da clivagem no terceiro dla de CIV, no ensaio 3. Os embrides foram cultlvados em SOF
acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: SFB (30puL/mL — 3%); B: sem suplementacdo; C: YE (10mg/mL - 100%); D:
YE (7,5mg/mL - 75%); E: YE (5,0mg/mL - 50%); F: YE (2,5mg/mL - 25%); G: YE (Img/mL - 10%); H: YE
(0,2Amg/mL - 1%).

A avaliagdo dos blastocistos ocorreu nos D6 e D7. Os resultados mostram que a
concentracdo de YE de 1% apresentou taxa de blastocisto semelhante & do CIV apenas com
BSA (CN), e superior aos cultivos com YE em concentracdes acima de 10%, porém inferiores

ao do grupo suplementado com SFB (G1), conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 16 (A-D). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV, no ensaio 3. Os embrides foram cultivados em
SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: SFB (30uL/mL — 3%); B: sem suplementacdo; C: YE (Img/mL — 10%);
D: YE (0,1mg/mL — 1%).

3.2 Experimento: Uso do YE no CIV

A Tabela 6 apresenta os resultados da PIVE com as diferentes estratégias de
suplementacdo no CIV testadas. N&o foram observadas diferencas nas taxas de clivagem entre
0S grupos (81,9%z=1,1a; 76,1%=+1,3a; 84,1%z+1,0a; 82,4%=0,8a e 80,9%=0,8a para G1, G2, G3,
G4 e G5, respectivamente; P=0,6424). O grupo que recebeu YE até o D3 e SFB até D9 (G4:
47,4%+0,8a) apresentou taxa de blastocisto semelhante (P>0,05) ao grupo suplementado com
SFB do inicio ao fim do CIV (G1: 43,6%z0,9ab), porém maiores (P=0,0016) que nos grupos
nos quais o CIV ocorreu sem SFB (G2: 29,8%=0,7b; G3: 32,8%=0,6b e G5: 30,0%+0,9b).

As taxas de eclosdo no grupo suplementado com SFB durante todo o CIV (G1:
74,0%+0,8a), suplementados com YE 1% durante todo o CIV (G3: 61,8%=0,7ab),
suplementado com YE 1% até o D3 e com (G4: 76,0%0,8a) ou sem (G5: 70,0%z0,8a) SFB
até o D9 foram semelhantes (P>0,05). Os grupos G1, G4 e G5 obtiveram taxas maiores

(P=0,0001) em relacéo ao obtido no grupo sem suplementacdo (G2: 48,2%z0,5b).
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Tabela 6. Experimento: Uso do YE no CIV — Clivagem (D3), blastocistos (D6 e D7) e eclosdo (D9).

CCO CIV D3 D3 D6 D6 D7 D7 D9 D9
GRUPO® (N) N)  (\) (%) (N) (%) (N) (%) (N) (%)
G1: CP 297 282 231 819+11° 92 336406 123 436409 91 74,0408
G2: CN 297 285 217 761+13 40 140404 85 298+07 41 482405

G3:YE1% 288 271 228 841+10° 27 100+03° 89 328406 55 61,8407
G4:YE1%+CP 288 272 224 824+08 89 32,7407 129 47.4+08° 98 76,0408

G5:YE1% +CN 288 267 216 80,9i0,8a 27 10,1J_r0,7b 80 f:’»O,OirO,Qb 56 70,0i0,8a
Valor-P 0,6424 0,0001 0,0016 0,0001

SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: 30uL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G2: sem suplementa¢do em todo
o CIV; G3: 0,1lmg/mL (1%) de YE em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30pL/mL (3%) de SFB
até o D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementacdo até o D9. *Nove réplicas foram utilizadas
para cada tratamento. Valores com diferentes letras sobrescritas, na mesma coluna, diferem (P<0,05).

A avaliacdo qualitativa subjetiva do desenvolvimento embrionario em D7 mostrou que,
independentemente da taxa de conversdo dos presumiveis zigotos em blastocistos, todos 0s
grupos (G1, G2, G3, G4 e G5) apresentaram blastocistos com boa expanséo de blastocele (BX)
e qualidade morfoldgica excelente, de acordo com a classificacdo de Stringfellow & Seidel

(1998). Imagens representativas dos blastocistos em D7 dos cincos grupos sdo mostrados na

Figura 17.
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Flgura 17 (A-E). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV. Os embri6es foram cultivados em SOF acrescido
de BSA (3mg/mL) e: A: 30pL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; B: sem suplementa¢do em todo o CIV; C:
0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; D: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30uL/mL (3%) de SFB até o D9; E:
0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementacéo até o D9.

A avaliacdo qualitativa subjetiva do desenvolvimento embrionario a fresco, em DO,
mostrou blastocistos eclodidos (BE), apresentando MCI compacta em um polo, dentro do
trofoblasto completo, conforme descrigao de Vejlsted et al. (2006), para G1, G2, G3, G4 e G5,

ilustrados na Figura 18 (A-E), respectivamente.
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Figura 18 (A E). Irhagens dos blastocistos no nono dia de CIV. Os embrides foram cultivados em SOF acrescido
de BSA (3mg/mL) e: A: 30uL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; B: sem suplementacdo em todo o CIV; C:
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0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; D: 0,dmg/mL (1%) de YE até o D3 e 30uL/mL (3%) de SFB até o D9;
G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementacéo até o D9.

3.3 Andlises qualitativas
3.3.1 Atividade Mitocondrial
N&o houve diferenca (P>0,05) entre o0s grupos para atividade mitocondrial
(26.759+3.08; 32.982+2.870; 26.019+2.442; 31.388+2.172 e 26.225+2.336; para G1 (n=19),
G2 (n=19), G3 (n=18), G4 (n=19) e G5 (n=17), respectivamente; P=0,1907), estimada com

base na quantificagdo da intensidade do sinal de fluorescéncia (Figura 19).

a
a
a
I I a I a

Gl: CP G2: CN G3: YE 1% G4:YE1% +CP G5:YE1% +CN

Intensidade de quorescéncia
mitocondrial (MEDIA)*

Figura 19. Intensidade de fluorescéncia mitocondrial (IFM) em embriGes no sétimo dia de CIV. Os embrides
foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: 30puL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G2: sem
suplementacdo em todo o CIV; G3: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3
e 30uL/mL (3%) de SFB até o D9; G5: 0,2mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementacdo até o D9. *Quatro
réplicas foram utilizadas para cada tratamento. Resultados para IFM foram apresentados como média + EPM. a:
Valores com letras iguais sobrescritas ndo diferem (P>0,05).

Imagens representativas dos blastocistos durante o D7, corados com MitoTracker
DeepRed, dos cincos grupos, com intensidade de fluorescéncia mitocondrial semelhantes, estao

demonstradas na Figura 20 (A-E).

Figura 20 (A-E). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV, corados com MitoTracker DeepRed, observados
em microscopio confocal. Os embrides foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: 30uL/mL
(3%) de SFB em todo o CIV; B: sem suplementacdo em todo o CIV; C: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV;
D: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30pL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 0,1mg/mL (1%) de YE até 0 D3 e sem
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suplementacéo até o D9.

3.3.2 Acumulo de gotas lipidicas

Os resultados da avaliacdo do acimulo de gotas lipidicas estdo demonstrados na Figura
21. Embrides cultivados sem suplementacdo com SFB ou YE (G2; n=20; 7,6%z=1,1a)
apresentaram menor (P=0,0001) acimulo de goticulas lipidicas do que aqueles suplementados
com SFB durante todo o CIV (G1; n=19; 14,8%=1,3bc) ou apos o feeding com SFB no D3 e
D6 de CIV (G4; n=19; 17,2%=2,3c), mas também do que no grupo que recebeu apenas YE (G3;
n=17; 15,5%z1,5bc). Contudo, 0 G2 néo diferiu do grupo no qual o YE 1% é suplemetando
apenas até o D3 (G5; n=17, 9,6%z=1,2ab).

C

be bc -[
ab
a

Gl:CP G2: CN G3: YE 1% G4: YE 1% + CP G5: YE 1% + CN

Acumulo de gotas lipidicas
(%0)*

Figura 21. Acimulo de gotas lipidicas em embrifes no sétimo dia de CIV. Os embrides foram cultivados em SOF
acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: 30pL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G2: sem suplementacdo em todo o
CIV; G3: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30uL/mL (3%) de SFB
até o D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementacdo até o D9. *Quatro réplicas foram utilizadas
para cada tratamento. Os resultados sdo a porcentagem + EPM. a, b, ¢: Valores com diferentes letras sobrescritas
diferem (P<0,05).

Imagens representativas dos blastocistos durante o D7, corados com Bodipy, mostram
menor (G2, Figura 22B; e G5, Figura 22E) e maior (G1, G3 e G4, Figuras 22A, C e D) contetdo

lipidico.

Figura 22 (A-E). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV, corados com Bodipy, observados em
microscépio confocal. Os embrides foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: 30uL/mL (3%)
de SFB em todo o CIV; B: sem suplementacdo em todo o CIV; C: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; D:
0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30uL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem
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suplementacéo até o D9.

3.3.3 Contagem do numero total de células embrionarias

Né&o foram observadas diferencas (P>0,05) no nimero total de células embrionarias entre
0s grupos (141+10,0; 147+8,8; 164+8,9; 153+10,0 e 141+9,0, para G1 (n=17), G2 (n=18), G3
(n=16), G4 (n=15) e G5 (n=18), respectivamente; P=0,3969) (Figura 23).

a
a
a I I a

Gl:CP G2:CN G3: YE 1% G4: YE 1% + CP G5: YE 1% + CN

Contagem do namero total de
células (MEDIA)*

Figura 23. Contagem do nimero total de células em embrides no sétimo dia de CIV. Os embribes foram cultivados
em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: 30uL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G2: sem suplementa¢do em
todo o CIV; G3: 0,2mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30uL/mL (3%)
de SFB até o D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementacdo até o D9. *Quatro réplicas foram
utilizadas para cada tratamento. Os resultados sdo a média £ EPM. a: Valores com letras iguais sobrescritas ndo
diferem (P>0,05).

Imagens representativas dos blastocistos durante o D7, corados com Hoechst 33342, dos

cincos grupos, com numero total de células semelhantes, sdo mostradas na Figura 24.

Figura 24 (A-E). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV, corados com Hoechst 33342, observados em
microscépio de epifluorescéncia. Os embrides foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A:
30pL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; B: sem suplementac¢éo em todo o CIV; C: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo
0 CIV; D: 0,2mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30uL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 0,2mg/mL (1%) de YE até o D3
e sem suplementacéo até o D9.

3.3.4. Vitrificagéo
Os resultados obtidos mostram (Figura 25) maiores taxas de eclosdo apos a vitrificagéo,
seguido por reidratacdo dos blastocistos, quando o SFB foi usado ao longo de todo CIV
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(78,9%x6,0 vs. 39,4%+7,0; 46,6%=7,0; 51,3%+8,0 e 32,8%8,0, para G1 (76/70) vs. G2
(71/28), G3 (73/34), G4 (76/39) e G5 (64/21), respectivamente; P=0,0001).
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b
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Gl:CP G2:CN G3: YE 1% G4: YE1% + CP G5: YE1% + CN

Ecloséo, apos reidrtacédo (%0)*

Figura 25. Taxa de eclosdo no nono dia de CIV, apds desvitrificagao (reidratacdo). Os embrides foram cultivados
em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: 30uL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G2: sem suplementagdo em
todo o CIV; G3: 0,Img/mL (1%) de YE em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30uL/mL (3%)
de SFB até 0 D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementacdo até o D9. *Nove réplicas foram
utilizadas para cada tratamento. Resultados para embrides vitrificados/desvitrificados foram apresentados em
porcentagem + EPM. a, b: Valores com diferentes letras sobrescritas diferem (P<0,05).

Imagens representativas dos blastocistos em contracdo osmatica, apos reidratagdo em

D7, dos cincos grupos, sdo mostrados na Figura 26 (A-E).
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Figura 26 (A-E). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV, apds desvitrificacdo (reidratacdo). Os embrides
foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: 30uL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; B: sem
suplementacdo em todo o CIV; C: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; D: 0,1mg/mL (1%) de YE até 0 D3 e
30uL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementacao até o D9.

A avaliagdo qualitativa subjetiva do desenvolvimento embriondrio apos reidratagdo, em
D9, mostrou blastocistos fora da ZP (BE), apresentando MCI compacta em um polo, dentro do
trofoblasto completo, conforme descricdo de Vejlsted et al. (2006), para o Gl e G4,
suplementados com SFB (Figuras 27A e 27D).
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No G3 nota-se blastocistos degenerados (Figura 27C); e no G2 e G5 nota-se (Figuras
27B e 27E), blastocistos eclodidos, em maioria, de qualidade regular, apresentando maior

numero de alteracGes morfoldgicas ou extrusées celulares.
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Figura 27 (A-E). Imagens dos blastocistos no nono dia de CIV, apés desvitrificacdo (reidratacdo). Os embrides
foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: 30uL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; B: sem
suplementacdo em todo o CIV; C: 0,2mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; D: 0,1mg/mL (1%) de YE até 0 D3 e
30pL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementacao até o D9.

3.3.5 Taxa de gestacéo
Com base nos resultados anteriores, trés grupos foram selecionados para TE: G1

(29/17); G4 (50/29) e G5 (17/10). Nao houve diferenca nas taxas de gestagdo subsequentes

(58,6+10,0; 58,0+7,0 e 58,8+12,0, respectivamente; P=0,9738), conforme demonstrado na
Figura 28.
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Figura 28. Diagnostico de gestacdo aos 28 dias. Os embrides foram cultivados em SOF acrescido de BSA
(3mg/mL) e: G1: 30pL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G4: 0,1img/mL (1%) de YE até o D3 e 30uL/mL (3%)
de SFB até o0 D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementagdo até o D9. *Uma réplica foi utilizada

para cada tratamento. Resultados para prenhez foram apresentados em porcentagem + EPM. a: VValores com letras
iguais sobrescritas ndo diferem (P>0,05).
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4. DISCUSSAO

O SFB é largamente utilizado em sistemas de PIVE comerciais. Diversos estudos,
contudo, vém evidenciando problemas associados ao uso do SFB, como distirbios no
metabolismo e no padrdo de expressdo génica embrionarios, com consequentes alteragdes
fenotipicas relacionadas, por exemplo, segundo Crocco et al. (2013), & menor criotolerancia.

Desta forma, torna-se necessaria a busca por alternativas para substituir ou reduzir o uso
do SFB. A hipotese central do presente estudo é se SFB poderia ser totalmente ou parcialmente
substituido por YE, uma nova fonte de macromoléculas, durante o cultivo in vitro de embrides
bovinos. Como ndo foram encontrados registros anteriores do uso de YE em sistemas de PIVE
na literatura, foi necessario a realizacdo de ensaios preliminares para avaliar a toxidade
potencial e a concentracao a ser eventualmente utilizada.

Os resultados dos ensaios preliminares demonstraram que concentracdes de YE
superiores a 25% (2,5mg/mL) comprometeram o desenvolvimento embrionario, com
paralisacdo do metabolismo logo nas primeiras divisGes mitéticas, conforme observado nas
taxas de clivagem. De fato, a morfologia dos embriGes observada apds as primeiras clivagens
é um marcador de qualidade embrionaria muito utilizado na reproducéo assistida em humanos
(FENWICK, et al., 2002; LEMMEN, et al., 2008).

Em bovinos, diversos autores (LONERGAN, et al., 1999; LONERGAN, et al., 2000;
LUNDIN et al., 2001; FENWICK, et al., 2002; VAN MONTFOORT et al., 2004)
demonstraram que zigotos que clivam precocemente, entre 28 a 32 horas apos a fecundacgéo
sd0 mais propensos a atingir o estagio de blastocisto e possuem melhor qualidade, caracterizada
por menor grau de fragmentacdo, menor taxa de blastdmeros irregulares, maior contagem de
blastdmeros, menor indice de células mortas, bem como maior sobrevivéncia ap6s a
criopreservacao. Além disso, mostram uma incidéncia reduzida de aberra¢6es cromossémicas
(MUNNE & COHEN, 1998; MAGLI et al., 2007) e um nivel mais alto de transcri¢cGes de genes
importantes para o desenvolvimento (GUTIERREZ-ADAN et al., 2004).

Contudo, o baixo resultado do grupo controle negativo (apenas com BSA) e do grupo
com concentracdo de YE a 1% (0,1mg/mL), no ensaio preliminar 3, em alta tenséo de oxigénio
(21% de O2), levou a adocdo de baixa tensdo de oxigénio (5,5% de Oz) nos cultivos
subsequentes, pois de fato, 0 uso dessa maior tensdo de oxigénio resultou em uma conversao
de blastocistos em D7 similar a relatada na literatura (LONERGAN et al., 1999). Acredita-se
gue a sobrecarga oxidativa afete a taxa de blastocistos, devido ao elevado percentual de morte
celular (YOON et al., 2014). Além dos bovinos (LONERGAN et al., 1999), a reducdo da
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concentragdo de oxigénio durante o CIV melhorou a taxa de blastocistos de camundongos
(UMAOKA et al., 1992).

Adicionalmente, a suplementacdo do meio de CIV com YE 1% em baixa tensdo de
oxigénio nas demais réplicas, ndo comprometeu nenhum dos indicadores quantitativos de
producdo, quando comparados aos grupos controle. Todos os grupos suplementados com YE
1%, sob baixa tensdo de oxigénio, foram capazes de produzir blastocistos de qualidade
morfologica excelente e com boa expansdo de blastocele (BX), que é um indicativo de
qualidade e associado a maiores taxas de prenhez (FARIN et al., 2004).

Os potenciais efeitos benéficos da adicdo de macromoléculas nas taxas de clivagem,
producdo e eclosao a fresco, dependem do periodo do CIV em que a suplementacao proteica é
usada. Desta forma, no presente estudo avaliou ndo apenas o efeito da substituicdo total SFB
por YE (G3), mas também do seu uso em um sistema sequencial (parcial), através do feeding,
uma eventual troca da suplementacdo (G4 e G5), buscando suprir as necessidades fisiologicas
dos embribes em seus diferentes estagios do desenvolvimento.

Os resultados obtidos confirmaram a hipdtese, uma vez que é possivel a substituicdo
total do SFB por YE 1% durante todo os CIV (G3) e a substituicdo parcial do SFB por YE 1%,
até 0 D3 (G4 e G5) sem prejuizo nas taxas de blastocisto no D7. Maiores taxas de blastocistos
sdo esperadas em cultivos suplementados com SFB, quando comparados aos que utilizam
apenas BSA como fonte de macromoléculas (LEIVAS et al. 2011), conforme observado
também no presente estudo.

Adicionalmente, as taxas de eclosao a fresco e de gestacdo obtidas com o uso do YE em
sistema sequencial com (G4) e mesmo sem SFB (G5) resultaram em taxas ecloséo e de prenhez
aos 28 dias de gestacdo, respectivamente, semelhante as obtidas com o sistema padrdo do
laboratdrio, que usa 3% de SFB em todo os CIV (G1). Os resultados mostram que, YE 1%
adicionado ao CIV, ndo causa diferenca na intensidade de fluorescéncia mitocondrial ou no
namero total de células embrionérias, quando comparados com embrides produzidos com SFB
ou sem suplementacdo, sugerindo que a atividade mitocondrial foi preservada e ndo houve
prejuizo ao crescimento embrionario, respectivamente. A contagem do namero total de células
em embrides produzidos in vitro tem sido utilizada como indicador da qualidade embrionéria,
por proporcionarem maiores chances de sucesso gestacional (CAIXETA et al.,, 2017,
GUIMARAES et al., 2015; CORREA et al. 2008; PEREIRA et al., 2005).

Contudo, embrides cultivados na auséncia de SFB podem apresentar menor acimulo de
gotas lipidicas, conforme observado nos resultados do grupo controle negativo (G2) e do

suplementado com YE 1% até o D3 sem SFB (G5) do presente estudo. Por outro lado,
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curiosamente, o0 uso do YE 1% em todo o CIV (G3) resultou em um acumulo de lipidios
semelhante ao observado no controle positivo (G1). Os resultados dos grupos com meio
sequencial sugerem ainda um possivel efeito aditivo do acimulo de lipidios decorrente do YE
e do SFB (G3). Esse resultado evidencia um efeito do YE, independente do uso de BSA no
meio base utilizado em todos os cultivos. Contudo trata-se de um efeito indesejavel, na
perspectiva da busca de um potencial substituto total para o SFB.

Curiosamente e contradizendo os resultados de Rizos et al. (2003), a ausencia de
suplementacdo com SFB, mesmo resultando em menor acumulo de contetdo lipidico
citoplasmatico, foi associada a reducéo na criotolerancia dos embrides, conforme evidenciado
pela taxa de eclosdo dos blastocistos apds a vitrificacdo-reidratacdo. De fato, maiores taxas de
ecloséo apos vitrificagdo-reidratacdo foram obtidas quando o SFB foi usado durante todo o
CIV, sugerindo que a criotolerancia ¢é afetada por outros fatores além do acimulo de lipidios,
por exemplo, insuficiencia de nutrientes ou erro na transcri¢ao de genes importantes. Segundo
VAJTA et al. (1999), é necessaria a suplementacdo sérica para eclosdo de blastocistos
reidratados.

Em resumo, o sistema de cultivo sequencial, YE 1% até D3 sem SFB (G5), ou seja, sem
suplementacéo sérica no CIV, ndo causou prejuizo nas taxas de blastocistos, eclosdo a fresco
ou de prenhez, reduziu o acimulo de lipidio citoplasmatico; contudo, ainda que esse ndo tenha
sido um fator determinante, também reduziu a criotolerancia dos embrides. Essas informac6es

podem fornecer indicac6es para futuros estudos visando o uso do YE na PIVE em bovinos.
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CONCLUSAO

O YE pode ser utilizado como suplemento em meios de CIV de embrides bovinos, associado
a BSA (3mg/mL), desde que em concentragdes inferiores a 10% (1mg/mL). Em outras
condicdes, o YE apresentou toxidade para o0s embrifes, comprometendo seu

desenvolvimento;

O uso do YE como suplemento, na auséncia de SFB, resulta em taxas semelhantes as obtidas
apenas com BSA, porém o YE causa maior acimulo de lipidios no citoplasma;

N&o ha evidéncias de que a substituicdo parcial do SFB por YE 1% comprometa 0

desenvolvimento embrionario ou as taxas de gestacdo pos-transferéncia a fresco.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos resultados quantitativos e qualitativos obtidos nesta dissertacdo, a
suplementacdo com YE 1% em sistema de cultivo sequencial ndo comprometeu o
desenvolvimento embrionério, as taxas de eclosdo a fresco ou as taxas de gestacdo pos-
transferéncia.

Porém, seu potencial uso como fonte proteica alternativa para o SFB, durante o cultivo
in vitro em bovinos deve considerar o0 acumulo lipidico citoplasmatico, reduzindo as vantagens

desta fonte de macromoléculas.



1408
1409
1410
1411

74

7. APOIO FINANCEIRO
Este trabalho foi contemplado pelo Programa de Apoio a Pés-Graduagdo (PROAP) do
Departamento de P6s-Graduacgdo (DPG), edital 0002/2022, 0001/2022 e 0010/2023.



1412
1413
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422
1423
1424
1425
1426
1427
1428
1429
1430
1431
1432
1433
1434
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443
1444
1445
1446
1447
1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459
1460
1461
1462

75

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAIXETA, F. M. C.; SOUSA, R. V.; GUIMARAES, A. L.; LEME, L. O.; SPRI- CIGO, J. F.
W.; NETTO, S. S.; PIVATO, |.; DODE, M. A. N. Meiotic arrest as an alternative to increase
the production of bovine embryos by somatic cell nuclear transfer. Zygote, v. 25, n. 1, p. 32-
40, 2017.

CAMARGO, L. S. A; VIANA, J. H. M.; SA, W. F.; FERREIRA, A. M.; RAMOS, A. A ;
FILHO, V. R. V. Factors influencing in vitro embryo production. Animal Reproduction, v.3,
n.1, p.19-28, 2006.

CANON-BELTRAN, K.; GIRALDO-GIRALDO, J.;: CAJAS, Y. N.: BELTRAN-BRENA, P.;
HIDALGO, C. O.; VASQUEZ, N.; LEAL, C. L. V.; GUTIERREZ-ADAN, A.; GONZALEZ,
E. M.; RIZOS, D. Inhibiting diacylglycerol acyltransferase-1 reduces lipid biosynthesis in
bovine blastocysts produced in vitro. Theriogenology, v.158:p.267-276, 2020.

CHEN, Z.; HAGEN, D. E.; ELSIK, C. G; JI, T.; MORRIS, C. J.; MOON, L. E.; RIVERA, R.
M. Characterization of global loss of imprinting in fetal overgrowth syndrome induced by
assisted reproduction. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, v. 112 (15), p.4618-4623, 2015.

CHUN, B. H.; KIM, J. H.; LEE, H. J.; CHUNG, N. Usabilidade de fracbes excluidas de
tamanho de hidrolisados de proteina de soja para crescimento e viabilidade de células de ovario
de hamster chinés em cultura de suspensao livre de proteina. Técnologia Bioresour. v.98,
p.1000-005, 2007.

CROCCO M. C.; KELMANSKY D. M.; MARIANO M. I. Does serum cause lipid-droplet
accumulation in bovine embryos produced in vitro, during developmental days 1 to 4?. J Assist
Reprod Genet. v.30 (10): p.1377-1388, 2013.

CORREA, G. A.; RUMPF, R.; MUNDIM, T. C. D.; FRANCO, M. M.; DODE, M. A. N.
Oxygen tension during in vitro culture of bovine embryos: effect in production and expression
of genes related to oxidative stress. Animal Reproduction Science, v. 104, n. 2-4, p. 132-142,
2008.

FARIA, O. A. C.; KAWAMOTO, T. S.; DIAS, L. R. O,; FIDELIS, A. A. G.; LEME. L. O,
CAIXETA, F. M. C.; GOMES, A. C. M. M.; SPRICIGO, J. F. W.; DODE, M. A. N. Maturation
system affects lipid accumulation in bovine oocytes. Reprod Fertil, 33 (5), p.372-380, 2021.

FARIN, C. E.; FARIN, P. W.; PIEDRAHITA, J. A. Development of fetuses fron in vitro -
produced and cloned bovine embryos. Journal of Animal Science, v.82, p.53-62, 2004.

FENWICK, J.; PLATTEAU, P.; MURDOCH, A. P.; HERBERT, M. O tempo desde a
inseminacao até a primeira clivagem prediz a assim como foi observado apds competéncia de
desenvolvimento de embribes humanos pré-implantacao in vitro. Hum Reprod, 17 (2),p.407-
412, 2002.

GARDNER, D. K.; LANE, M. Culture and selection of viable blastocysts: a feasible
proposition for human IVF? Human reproduction update, v.3, n.4, p.367382, 1997.
GORDON, I. Laboratory production of cattle embryos. 22 ed. London: CABI Publishing,
p.548, 2003.



1463
1464
1465
1466
1467
1468
1469
1470
1471
1472
1473
1474
1475
1476
1477
1478
1479
1480
1481
1482
1483
1484
1485
1486
1487
1488
1489
1490
1491
1492
1493
1494
1495
1496
1497
1498
1499
1500
1501
1502
1503
1504
1505
1506
1507
1508
1509
1510
1511
1512
1513

76

GUIMARAES, A. L. S.; PEREIRA, S. A.; LEME, L. O.; DODE, M. A. N. Evaluation of the
simulated physiological oocyte maturation system for improving bovine in vitro embryo
production. Theriogenology, v. 83, n. 1, p. 52-57, 2015.

GUTIERREZ-ADAN, A.; RIZOS, D.; FAIR, T.; MOREIRA, P. N.; PINTADO, B.; DE LA
FUENTE, J.; BOLAND, M. P.; LONERGAN, P. Efeito da velocidade de desenvolvimento no
padrdo de expressdo de mMRNA em embrides bovinos precoces cultivados in vivo ou in vitro.
Mol Reprod Dev. v.68, p.441-448, 2004.

KIM, S. H.; LEE, G. M. Desenvolvimento de meio isento de soro suplementado com
hidrolisados para a producéo de anticorpos terapéuticos em culturas de células CHO utilizando
planejamento de experimentos. Appl Microbiol Biotechnol. v.83, p.639-648, 2009.

LEE, D. Y.; LEE, S. Y.; YUN, S. H.; JEONG, J. W.; KIM, J. H.; KIM, H. W.; CHOI, J. S,;
KIM, G. D.; JOO, S. T.; CHOI, I.; HUR, S. J. Review of the Current Research on Fetal Bovine
Serum and the Development of Cultured Meat. Food science of animal resources. v.42, n.5,
p.775-799, 2022.

LEIVAS, F. G.; BRUM, D. S.; FIALHO, S. S.; SALIBA, W. P.; ALVIM, M. T.; BERNARDI,
M. L.; RUBIN, M. I.; SILVA, C. A. Fetal calf serum enhances in vitro production of Bos taurus
indicus embryos. Theriogenology. v.75, n.3, p.429-433, 2011.

LEMMEN, J. G.; AGERHOLM, |.; ZIEBE, S. Marcadores cinéticos da qualidade do embrido
humano usando gravagdes de lapso de tempo de odcitos fertilizados por FIV/ICSI. Reprod
Biomed Online, 7 (3), p.385-39, 2008.

LONERGAN, P.; KHATIR, H.; PIUMI, F.; RIEGER, D.; HUMBLOT, P.; BOLAND, M. P.
Effect of time interval from insemination to first cleavage on the developmental characteristics,
Sex ratio and pregnancy rate after transfer of bovine embryos. Journal Reproduction and
Fertility. v.117, p.159-167, 1999.

LONERGAN, P.; OKEARNEY-FLYNN, M.; BOLAND, M. P. Effect of protein
supplementation and presence of an antioxidant on the development of bovine zygotes in
synthetic oviduct fluid medium under high or low oxygen tension. Theriogenology, v.51 (8),
p.1565-1576, 1999.

LONERGAN, P.; GUTIERREZ-ADAN, A.; PINTADO, B.; FAIR, T.; WARD, F.; FUENTE,
J. D.; BOLAND, M. Relagéo entre o tempo de primeira clivagem e a expressdo do fator de
crescimento IGF-I, seu receptor e dois genes housekeeping em embrides bicelulares bovinos e
blastocistos produzidos in vitro. Mol Reprod Dev, v.57, p.146-152, 2000.

LUNDIN, K.; BERGH, C.; HARDARSON, T. A clivagem precoce do embrido é um forte
indicador da qualidade do embrido na fertilizacdo in vitro humana. Hum Reprod,
16 (12), p. 2652-2657, 2001.

MAGLI, M. C.; GIANAROLI, L.; FERRARETTI, A. P.; LAPPI, A.; RUBERTI, A;
FARFALLI, V. A morfologia e o desenvolvimento do embrido dependem do complemento
cromossémico. Fert Steril, v.87, p.534-541, 2007.

MOSSER, M.; KAPEL, R.; CHEVALOT, I.; OLMOS, E.; MARC, I.; MARC, A.; ORIOL, E.



1514
1515
1516
1517
1518
1519
1520
1521
1522
1523
1524
1525
1526
1527
1528
1529
1530
1531
1532
1533
1534
1535
1536
1537

1538
1539
1540
1541

1542
1543
1544
1545
1546
1547
1548
1549
1550
1551
1552
1553
1554
1555
1556
1557

77

Fractionation of yeast extract by nanofiltration process to assess key compounds involved in
CHO cell culture improvement. Biotechnology progress. v.31, n.4, p.875-882, 2015.

MUNNE, S. & COHEN, J. Anormalidades cromossdomicas em embrides humanos. Hum
Reprod Update, v.4, p.842-855, 1998.

PEREIRA, D. C., DODE, M. A. N., & RUMPF, R. Evaluation of different culture systems on
the in vitro production of bovine embryos. Theriogenology, v. 63, n. 4, p.1131-1141, 2005.

SAGIRKAYA, H.; MISIRLIOGLU, M.; KAYA, A.; FIRST, N. L.; PARRISH, J. J.; MEMILI,
E. Developmental potential of bovine oocytes cultured in different maturation and culture
conditions. Animal reproduction science, v.101 (3-4), p.225-240, 2007.

STRINGFELLOW, D. A.; SEIDEL, S. M. Manual da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides. p.112-113, 1998.

SUNG, Y. H.; LIM, S. W.; CHUNG, J. Y.; LEE, G. M. Hidrolisado de levedura como aditivo
de baixo custo para meio isento de soro para a producéo de trombopoietina humana em culturas
em suspensao de células de ovario de hamster chinés. Appl Microbiol Biotechnol. v.63, p.527-
536, 2004.

UMAOKA, Y.; NODA, Y.; NARIMOTO, K.; MORI, T. 1992. Effects of oxygen toxicity on
early development of mouse embryos. Mol Reprod Dev. 31:28-33.

VAN MONTFOORT, A. P; DUMOULIN, J. C.; KESTER, A. D.; EVERS J. L. A clivagem
precoce é uma adicdo valiosa aos parametros de selecdo de embrides existentes: um estudo
usando transferéncias de embrides unicos. Hum Reprod, v.19, p.2103-2108, 2004.

VAN DER VALK J. Fetal bovine serum-a cell culture dilemma. Science. v.375, n.6577, p.143-
144, 2022.

VIANA, J. H.; CAMARGO, L. S. A;; FERREIRA, A. M.; SA, W. F.; FERNANDES, C. A.C.;
MARQUES JUNIOR, A. P. Short intervals between ultrasonographically guided follicle
aspiration improve oocyte quality but do not prevent establishment of dominant follicles inthe
Gir breed (Bos indicus) of cattle. Animal Reproduction Science, v.84, p.1-12, 2004,

YOON, S.; CHOI, S.A.; SIM, B.W.; KIM, J.S.; MUN, S.E.; JEONG, P.S.; YANG, H.J.; LEE,
Y.; PARK, Y.H.; SONG, B.S.; KIM, Y.H.; JEONG, K.J.; HUH, JW.; LEE, S.R.; KIM, S.U,;
CHANG, K.T. 2014. Developmental competence of bovine early embryos depends on the
coupled. Biol Reprod. 90:1-10.

ZHANG, P.; CAO, L.; MA, Y. Y.; SU, B.; ZHANG, C. Y.; LI, Y. P. Metagenomic analysis
reveals presence of different animal viruses in commercial fetal bovine serum and
trypsin. Zoological research, v.43 (5), p.756-766, 2022.



1558
1559

1560

9. ANEXOS

9.1. Certificado de aprovacao pelo Comité de Etica

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Comissao de Etica no Uso Animal (CEUA/Cenargen)

EnTRpe

CERTIFICADO

006/2022

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos da adicdo de extrato de levedura no
cultivo in vitro de embrides bovinos”, registrada com o numero Protocolo CEUA N°
006/2022, sob a responsabilidade de Jodo Henrique Moreira Viana, que envolve
manutenc¢ao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS DA EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E BIOTECNOLOGIA
(CEUA/CENARGEN) em reuniao ordinaria realizada em 13 de dezembro de 2022.

Finalidade Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacéo
15/12/2022 a 01/06/2023

Espécie/llinhagem/raga

bovino
N° de animais
150
Peso/ldade
200a400kg/2 a5 anos
Sexo i
Fémeas
Origem Fazendas privadas Alta Floresta - MT
"‘;‘E! :_E.’, gmw%’dé

/

Coordenagédo CEUA/Cenargen
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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9.2.1 49th Annual Conference of the International Embryo Technology Society (IETS)

216 Effect of removing hormone and antioxidant supplementation during oocyte maturation
in cattle: preliminary results

L. A. G. Martinhao™F, L. P. Martins®, D. N. Ribas®F, . G. V. de Grazia®F and |. H. M. Viana*€

AUniversidade de Brasilia, Brasilia, Distrito Federal, Brasil
BEIVX Apoyar Biotech, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil
cEmbrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal, Brasil
DUniversidade do Estado de Mato Grosso, Ala Floresta, Mato Grosso, Brasil
ENorte Embryo, Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil

Research focusing on the development of gamete and embryo culture systems was generally based on the supplementation of media used
in vitro. Recently, however, questions have been raised about whether the excess of substances during embryo culture could have possible
long-term consequences for animal health and disease. In this study, we evaluated the effect of removing hormones (FSH, LH, insulin, and
oestradiol) and antioxidants (p-Mercaptoethanol) from the medium used for in vitro maturation of oocytes. Cumulus-oocyte complexes
(COC) recovered from slaughterhouse ovaries (mostly from Nelore [Bos taurus indicus| cows) were transported in saline (38°C) to an
in vitro embryo production (IVEP) laboratory (Norte Embryo) located at Alta Floresta, MT, Brazil. COC with more than three layers of
cumulus cells and dark and homogeneous cytoplasm, morphologically classified as grade I (n = 1,095), were randomly allocated into three
groups, which underwent in vitro maturation (IVM) in TCM199 as follows: G1, control group, supplemented with FSH, LH, insulin,
oestradiol, and p-Mercaptoethanol (n = 360); G2, without hormone supplementation (n = 360); and G3, without hormone and antioxidant
supplementation (n = 375). Cumulus cells’ expansion was evaluated at 22 h of [IVM and subjectively scored as good, fair, or poor. The COC
from all groups were then in vitro fertilised with semen from Abeerden Angus sires with known fertility and presumptive zygotes were
in vitro cultured under the same medium and incubation conditions. Data were analysed using the Proc Glimmix or the Proc NPar of the
SAS (SAS Institute). As expected, the lack of hormone supplementation resulted in lower COC expansion in G2 and G3, compared with G1
(P < 0.0001). However, no differences (P > 0.05) were observed among G1, G2, and G3 on cleavage rate (73.5 + 1.2, 73.7 + 1.2 and
67.1 + 1.3, respectively), blastocyst rate at Day 6 (27.6 + 0.5, 23.6 + 0.6 and 23.6 + 0.7), blastocyst rate at Day 7 (37.9 + 0.7,
37.7 + 1.0 and 32.6 + 0.9), or on the percentage of hatched blastocysts at Day 10 (79.9 + 0.7, 77.1 + 0.7 and 74.4 + 0.8). Our
preliminary data suggest that removal of hormone supplementation from IVM media, in the conditions used in the current experiment,
does not significantly impact IVEP. However, potential impacts on embryo quality and developmental potential still need to be investigated.
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9.2.2 XIV Semana da Biologia de Alta Floresta (SEBAF)

Influéncia do corpo luteo (CL) presente em ovarios de doadoras gestantes e ndo-

gestantes na produgao in vifro de embrides (PIVE) bovinos.

A producdo in wvitro de embrides (PIVE) & uma biotécnica da reproducdo e envolve o
manejo das doadoras e receptoras, recuperacdo dos oocitos a partir da pungéo folicular,
maturacdo i vitro (MIV), fecundacao in wvitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV). Apesar dos
grandes avancos na PIVE, a eficiéncia produtiva de embrides ainda é baixa, e existe
fortes indicios de que este fato & relacionado com a qualidade dos odcitos imaturos
recuperados. O corpo liteo (CL) & uma glandula enddcnna, que se forma no ovario apos
uma ovulacdo, capaz de sintetizar e secretar progesterona, horménio que esta
relacionado com a regulacdo do ciclo estral e manutengdo da gestacdo. Estudos indicam
que a progesterona plasmatica afeta a qualidade do odcito, portanto, quando sao
recuperados na fase de diestro sao mais competentes. De maneira geral, a progesterona
permite que os foliculos sejam expostos a um longo periodo de lutedlise, ou seja, quando
0s pulsos hormonais de LH estdo em baixa, obtendo assim um odcito de melhor
qualidade citoplasmatica. Dessa forma, o trabalho teve como objetivo avaliar se a
presenca do corpo liteo (CL) em ovarios de doadoras gestantes/prenhas e néo-
gestantes/vazias influenciaria na quantidade de blastocistos produzidos in vitro. O
trabalho foi realizado no Laboratorio de Producdo In Vitro de EmbriGes, localizado no
municipio de Alta Floresta — MT. No total, novecentos e sessenta e cinco oocitos viaveis
foram recuperados de fémeas da raca nelore (Bos taurus indicus), sem idade definida,
provenientes de abatedouro local e transportados para o laboratdrio em sacos plasticos
(respeitando a divisdo dos grupos), dentro de uma garrafa térmica com solucdo salina a
38°C. Através da aspiracdo folicular dos ovarios, foi possivel recuperar de doadoras
prenhas com CL (PCCL - Grupo 1) 333 odcitos, prenhas sem CL (PSCL - Grupo 2) 307
odcitos, vazias com CL (VCCL - Grupo 3) 210 odcitos e vazias sem CL (VSCL- Grupo 4)
115 oocitos. Posteriormente, as demais etapas (MIV, FIV e CIV) tambéem foram realizadas
respeitando a distingdo entre os quatro grupos. Todas as variaveis, referente a quantidade
de estruturas clivadas (C) e dos embrifes durante o sexto e sétimo dia de
desenvolvimento (D6 e D7), foram inicialmente testadas quanto a normalidade, para
definicdo do teste a ser utilizado. As variaveis quantitativas com distribuicdo normal foram
avaliadas por ANOVA, e as diferencas entre os grupos comparadas pelo teste t, com
p<0,05. Ndo houve diferenca significativa entre os quatro grupos em relacdo aos trés
estagios de desenvolvimento embrionario (C-P= 0,0543; D6-P=0,2287 e D7-P= 0,3455).
Mediante aos resultados conclui-se gue, o desenvaolvimento embrionario se manteve igual
em condigbes in vifro. Apesar de ndo haver diferenga no presente estudo em relacdo a
producdo dos embribes nos quatro tratamentos, a presenca de CL possui um grande
potencial de gerar um impacto positivo na qualidade dos embrides produzidos e
consequentemente, melhorar as taxas de gestacdo. No entanto & necessario que haja
trabalhos futuros com o objetivo de avaliar a qualidade embrionaria de cada grupo.

Palavras-chave: Biotecnologia; Eficiéncia Ovariana; Odcitos; Blastocistos;Reprodugao
Animal.
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Efeitos da reducédo do soro fetal bovino (SFB) como fonte proteica durante
a maturacgao in vitro (MIV) de oécitos bovinos na producao de blastocistos.

A producao in vitro (PIVE), em bovinos, é uma biotécnica aplicada a reprodugéo animal e
envolve a recuperagdo dos complexos cumulus-oocitos (CCO), maturagéo in vitro (MIV),
fertilizacao in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV). Essa biotécnica ainda possui limitacdes
quantitativas e qualitativas que, provavelmente muitas delas estdo relacionados a
exposicao dos CCO ao sistema in vitro. Neste contexto, sdo preconizados meios de MIV
(TCM-199) suplementados com horménios, fontes proteicas e antioxidantes. As fontes
proteicas fornecem aos meios de cultivo um conjunto de moléculas que promovem o
crescimento embrionario, como é o caso soro fetal bovino (SFB). Apesar do SFB ter efeitos
sabidamente positivos, apresenta limitagbes importantes, tais como a dificuldade na
padronizagé@o dos lotes, o risco de veiculagdo de patégenos, acimulo anormal de gotas
lipidicas e altos niveis de mitocdndrias imaturas em embrides produzidos in vitro que,
consequentemente, trardo problemas apds a criopreservagédo. Dessa forma, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar se a reducdo do SFB, suplementado na MIV influenciaria a
clivagem (C), taxa de blastocistos no sétimo dia de desenvolvimento (D7) e a taxa de
eclosdo no décimo dia de desenvolvimento (D10). Os ovarios coletados eram de fémeas
da raca nelore (Bos taurus indicus), sem idade definida, provenientes de abatedouro local,
transportados para o centro de produgéo in vitro de embrides (CPIVE) do laboratério Norte
Embryo, localizado no municipio de Alta Floresta - MT. Através da aspiragéao folicular, foi
recuperado em trés réplicas, CCO imaturos de grau |, que foram distribuidos em dois grupos
(G) distintos: G1, CCO (N=317) maturados a 10% de SFB (controle) e G2, CCO (N=317)
maturados a 1% de SFB. Apds 22 horas de MIV foi realizada a fertilizagdo in vitro (FIV),
com sémen de touro da raga Abeerden Angus, obtidas de centrais especializadas. Apos 20
horas de FIV, foi realizado o cultivo in vitro (CIV), respeitando a distingéo entre os grupos.
Os dados do desenvolvimento embrionario (C, D7 e D10) foram analisados utilizando o
Proc GLIMMIX (SAS Institute), os resultados foram apresentados em médiaterro padréo.
Nao houve diferencga significativa (p<0,05) sobre as taxas de C (73%+1,3 e 69%+1,1), D7
(44%+1,2 e 39%+1,0) e D10 (79%+0,9 e 80%+0,9) entre G1 e G2, respectivamente.
Portanto, os resultados demostram que, a redugcdo do SFB remete a novas hipéteses em
relacdo a necessidade de determinadas concentracées de componentes no meio de MIV,
muito utilizados nos atuais sistemas in vitro, e se o lema “menos é mais” pode gerar um
impacto possitivo na qualidade dos embrides produzidos e consequentemente, elevar as
taxas de gestagédo e sobrevivéncia pds criopreservagédo. No entanto, & necessario que haja
continuidade no presente trabalho.

Palavras-chave: Biotecnologia, Odcitos; Blastocistos; Reprodugdo Animal.
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OPU-IVF and ET

Transfer of two in vitro produced F1 Angus x Nelore embryos
does not improve pregnancy rates: preliminary data

Luany Alves Galvdo Martinhdo '#, Jodo Gabriel Viana de Grazia 2%, Leticia Prates Martins % Ismael do Nascimento Garcia 3¢,

Dhonata Nunes Ribas *4, Wilson Pardini Saliba 2, Roberti Martins Drumond 2, Antonio Carlos Nogueira de Gais 2, Felipe Ranzini De Col 4,
Jodo Henrigue Moreira Viana *

'UnB - Universidade de Brasilia (Brasilia, DF, Brazil),* AB - FIVx Apoyar Biotech (Juiz de Fora, MG, Brazil),* UNEMAT - Universidade do Estado do Mato
Grosso (Alta Floresta, MT, Brazil), *NE - Norte Embryo (Alta Floresta, MT, Brazil), *CENARGEN - Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia,
DF, Brazil)

Resumo

The transfer of two embryos to a single recipient has been proposed to increase calving rates in cattle. In dairy cattle, twin
pregnancies are associated with higher incidence of pregnancy losses and dystocia, and the use of double embryo transfer (ET)
is controversial. However, this strategy remains to be evaluated in crossbred beef cattle, particularly in programs using large-
scale in vitro embryo production (IVP) with Y-sorted semen. The aim of this study was to compare the transfer of a single or
two F1 Nelore x Angus embryos to Nelore breed recipients. Cumulus-oocyte complexes (COC) recovered from slaughterhouse
ovaries and morphologically classified as grade | were used. The COC were IVM and IVF in the same culture conditions (38,5°C,
5.5% CO2). Sex-sorted sperm from a single Angus sire with known fertility was used for IVF. The presumptive zygotes were
cultured under low oxygen concentration (5,5% CO2, 5,5% 02, at 38,5° C). Embryos (n=1,025) were classified according to the
developmental stage and transferred at days 6, 7 or 8, according to the availability of synchronized recipients. A single (n=667)
or two embryos (n=358, 179 ET) were transferred to 846 recipients. In this estudy only fresh embryos were transferred. The
embryos transferred together were loaded in a single straw, and recorded based on embryo classification (i.e., BLBL, BXBX,
etc.). Pregnancy diagnosis was performed by ultrasonography approximately 38 days after ET. Data were evaluated by the
Chi-squared method using the SAS software (SAS Institute). The overall pregnancy rate was 50,8% (430/846), which did not
differ between recipients receiving a single or two embryos (50,5% [337/667] vs 52,0% [93/179]; P=0.0633). In both cases,
transfer of embryos that reached the expanded blastocyst stage earlier (i.e., BX at day 6 vs BX at day 7 or BXBX at day 6 vs.
BXBX at day 7) resulted in higher pregnancy rates (P<0.0001). When data were pooled, the inclusion of a more developed
embryo in double transfers (BXBL vs BLBL at day 7; or BEBX vs BXBX at day 8) did not improve pregnancy rate (63,9% vs.
50,0%, P=0.3681). In summary, the transfer of two embryos does not improve pregnancy rate, which is mostly dependent on
individual embryo developmental potential. The further calving rates will be used to evaluate whether this strategy (double
ET) is worthy in beef cattle.
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Replacing fetal calf serum by yeast extract during in vitro embryo culture:
preliminary results

Bovine fetal calf serum (BFS) is broadly used as a medium supplement during in vitro
embryo production. However, the is an intrinsic sanitary risk associated with the use of
animal sources of macromolecules. The aim of the present study was to evaluate the
replacement of FCS by yeast extract (YE) during in vitro embryo culture. Bovine cumulus
oocyte complexes (COC, n=1,377) obtained from slaughterhouse ovaries (mostly from
Nelore breed cows, Bos indicus) were in vitro matured during 22h and submitted to in
vitro fertilization during 20h, using the standard protocols of the commercial laboratory
Norte Embryo, located in Alta Floresta, Brazil. The presumptive zygotes were randomly
distributed into five experimental groups, all submitted to in vitro culture (IVC) in SOF
media added with BSA and supplemented with: G1, 3% FCS (positive control, n=282);
G2, no supplement (negative control, n=285); G3, 0.1mg/mL YE (n=271) during all IVC;
G4, 0.1mg/mL YE only up to day 3 of IVC (n=267); and G5, 0.1mg/mL YE up to day 3
and 3% FCS from days 3 to 9 of IVC (n=272). Cleavage rate was evaluated at day 3,
blastocyst rate at day 7, and hatching rate at day 9. Five replicates were performed for
each treatment. Data were analyzed using the Proc Glimmix of the SAS software,
considering the effects of treatment, replica, and interactions. There was no effect
(P>0.05) of replica for any of the endpoints analyzed. Cleavage rates were similar among
groups (81.9%:+1.1; 76.1%%1.3, 84.1%+1.0, 80.9%+0.8, and 82.4%+0.8 for G1, G2, G3,
G4 and G5, respectively; P=0.6424). Greater (P=0.0016) blastocyst rates were obtained
when YE was used up to day 3 of IVC and FCS from day 3 to day 7 (G5: 47.4%=+0.8 vs.
G1: 43.6%+0.9, G2: 29.8%+0.7, G3: 32.8%+0.6 and G4: 30.0%+0.9). The hatching rates
in groups supplemented with FCS (G1: 74.0%=+0.8) and with YE up to day 3 without (G4:
70.0%=+0.8) or with (G5: 76.0% +0.8) FCS from days 3 to 9 were similar (P>0.05), but
greater (P=0.0073) than those obtained in groups without any supplementation (G2:
48.2%=0.5) or supplemented with YE during all IVC (G3: 61.8%+0.7). The present
results suggest that YE supplementation had no negative impact on cleavage or on
blastocyst rates. However, the potential beneficial effects of YE supplementation on
blastocyst and hatching rates may depend on the period of IVC in which YE is used.

Acknowledgements: FAPDF, Norte Embryo Laboratory, Apoyar Biotech, PPG BioAni
of UNB.
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Cryotolerance and lipid droplet accumulation in bovine
embryos cultured in vitro in the presence of fetal calf
serum or yeast extract: preliminary results

Luany Alves Galvio Martinhéo', Jodo Gabriel Viana de Grazia®, Leticia Prates Martins',
Otéavio Augusto Costa de Faria', Dhonata Nunes Ribas’, Ismael do Nascimento Garcia®, Jodo
Henrique Moreira Viana®

'"Universidade de Brasilia, *Apoyar Biotech, *Universidade do Estado de Mato Grosso,
‘Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

e-mail: luany.galvao@gmail.com

The use of bovine fetal calf serum (FCS) as a medium supplement is associated with greater
embryo rates, but also with lower cryotolerance and large offspring syndrome. Different
supplements have been tested as potential alternatives for FCS. Results of the doses-
response our group reveals that the yeast extract (YE) can be used during the in vitro
culture (IVC) at 1% (0.1mg/mL). The aim of the study was to evaluate lipid droplet
accumulation and embryo hatching after cryopreservation when FCS has replaced by YE
1%. Bovine cumulus oocyte complexes (COC) were recovered from slaughterhouse ovaries
(Nelore breed, Bos indicus). In vitro maturation and fertilization were performed for 22h
and 20h, respectively, following the standard protocols of the commercial North Embryo
laboratory - Alta Floresta, Brazil. The presumptive zygotes were randomly distributed into
five groups, all submitted to IVC in SOF media added with BSA (3mg/mL) from days 1 to 9
and supplemented with: G1, 3% FCS (n=282); G2, no supplement (n=285); G3, YE 1%
(n=271) during all IVC; G4, YE 1% only up to day 3 of IVC (n=267) and G5, YE 1 % up to
day 3 and 3% FCS from days 3 to 9 of IVC (n=272). Lipid droplet accumulation was
evaluated in a subset of day-7 blastocysts (n=92 in four replicates). Hatching rate at day 9
of IVC was evaluated on fresh blastocysts (n=506 in five replicates) and on vitrified-warmed
embryos (n=360 in nine replicates). Data were analyzed using the Glimmix procedure (SAS
software), considering the effects of treatment, replicate, and their interaction. There was
no replicate effect (P>0.05) for any of the endpoints analyzed. Cultured embryos without
supplementation (G2) presented lesser lipid droplets than those supplemented with FCS, YE
1% or YE 1% + FCS (G2: 7.6%=*1.1a vs. G1: 14.8%=1.3bc; G3: 15.5%=1.5bc; G4:
17.2%=+2.3c, P=0.0001), excepting the YE 1% up to day 3 of IVC (G5: 9.6%=1.2ab), being
similar; embryos were stained with Bodipy and evaluated under a laser-scanning confocal
microscope. Greater hatching rates after blastocyst vitrification-warming were obtained
when FCS was used throughout CVI (G1: 78.9%+0.6a; vs. G2: 39.4%+0.7b G3: 46.6%+0.7b
G4: 51.3%=+0.8b and G5: 32.8%=*0.8b, P=0.0001). For fresh blastocysts, the hatching rate of
the group supplemented with FCS (G1: 74.0%+0.8a) was similar (P>0.05) to those
supplemented with YE 1% throughout IVC (G3: 61.8%=+0.7ab) or with YE up to day 3
followed (G5: 70.0%=0.8a) or not (G4: 76.0%+0.8a) by FCS from days 3 to 9, but greater
(P=0.0073) than in groups without supplementation (G2: 48.2%=0.5b). In summary, the
potential effects of YE during IVC depend on the fate of the embryos (fresh or vitrified). In
fresh blastocysts, YE didn't impair hatching. However, when blastocysts aren't
supplemented or to with YE, it causes a reduction in hatching after vitrification-warming
compared to with FCS, suggesting that cryotolerance is affected by factors other than lipid
accumulation, for example, nutrient insufficient.
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