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RESUMO

A producao de embrides bovinos por fertilizacdo in vitro (FIV) no mundo ultrapassou a dos
produzidos in vivo e tem tendéncia de crescimento devido as vantagens que a técnica proporciona. Apesar
desta condicdo a qualidade do embrido in vitro ainda ¢ inferior ao do embrido in vivo, em especial relativo
as taxas de gestacdo e nascimentos. O mal funcionamento do reticulo endoplasmatico (RE), causado por
estresse do cultivo in vitro, pode levar a incapacidade de desdobramento de proteinas e na producao de
espécies reativas ao oxigénio (ROS), ativando a autofagia e apoptose. O TUDCA (acido ursodesoxicolico)
¢ um 4cido biliar natural encontrado principalmente em ursos ¢ em pequena quantidade em humanos.
Quando utilizado como suplemento em meios de cultivo, resulta na atenuagdo do estresse de RE. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tratamento de embrides com TUDCA sobre a taxa de
clivagem e blastocisto in vitro assim como as taxas de prenhez apos transferéncia a fresco para receptoras
sincronizadas. Ao todo foram aspiradas 419 vacas em rotinas de produgdo comercial de embrides, sendo
184 de racas leiteiras (holandesas) e 235 de ragas de corte (10 ragas). Dos 6.861 odcitos colhidos, 4.808
foram maturados in vitro e, posteriormente fecundados. Apos o processo de fertilizagdo os zigotos foram
divididos nos tratamentos com 100uM de TUDCA durante todo o periodo de cultivo (n = 2.386) ou
controle (n = 2.422). Taxas de clivagem e blastocistos foram avaliadas por ANOVA utilizando software
JMP-SAS. No total, 1.481 embrides foram produzidos e avaliados nos dias 7 e 9 apos a fertilizacdo,
resultando em 536 transferéncias de embrides frescos, 442 congelados e 503 de qualidade inferior ou ndo
prontos para congelar ou transferir no D7 ou D8. O grupo tratado com TUDCA apresentou uma taxa de
blastocisto 5% maior por oocito cultivado em comparagdo ao grupo controle (47,33+3,5% e 36,22+3,0%,
respectivamente; P<0,05) nas ragas de corte. Os dados de clivagem ndo apresentaram diferenca estatistica.
Da mesma forma, nas ragas de leite, ndo houve diferenca significativa nas taxas de clivagem e blastocisto.
Das 536 transferéncias, fizemos diagndstico em 438 receptoras que resultaram em 211 gestagdes entre os
dias 30 e 45 apds a TE. As taxas de gestacdo foram avaliadas por teste de Qui-quadrado conforme
procedimento do software JMP-SAS. As taxas de prenhez no grupo tratado com TUDCA e controle foi de
49,01% e 42,03% respectivamente, em vacas de corte. No entanto, em vacas de leite, o tratamento com
TUDCA resultou em uma taxa de 65,52% enquanto para o grupo controle a taxa foi de 41,44%, sendo o
grupo tratado estatisticamente superior ao grupo controle. O tratamento com TUDCA melhora
significativamente a qualidade de embrides em vacas de corte e de leite, seja pelo aumento nas taxas de
blastocisto, observado em vacas de corte ou pelo aumento nas taxas de prenhez observado nas vacas de
leite. Mais estudos serdo necessarios para avaliar os reais parametros de qualidade e mecanismos

moleculares responsaveis por esses achados.

PALAVRAS-CHAVE: Embrioes, FIV, Bovinos, TUDCA, Taxa de Prenhez



ABSTRACT

Global production of bovine embryos through in vitro fertilization (IVF) has surpassed in vivo methods,
driven by advancements in in vitro techniques. Nonetheless, the quality of in vifro embryos remains
inferior to in vivo embryos, especially regarding pregnancy and birth rates. /n vitro production stress can
lead to endoplasmic reticulum (ER) dysfunction, impairing protein folding and generating reactive oxygen
species, which may induce autophagy and apoptosis. Tauroursodeoxycholic acid (TUDCA), a bile acid
mainly derived from bears and present in small amounts in humans, mitigates ER stress as a culture media
supplement. This study evaluated the impact of TUDCA on the cleavage and blastocyst rates of in vitro
embryos and the pregnancy rate after transfer to synchronized recipients. A total of 419 cows were
aspirated in a commercial embryo production setting—184 dairy (Holstein) and 235 beef cows from 10
breeds. From 6,861 oocytes collected via ovum pick-up (OPU), 4,808 matured and were fertilized in vitro.
The resulting zygotes were divided into two groups: one treated with 100 uM TUDCA throughout
cultivation (n = 2,386) and a control group with no treatment (n = 2,422). Cleavage and blastocyst rates
were analyzed using ANOVA via IMP-SAS software. A total of 1,481 embryos were evaluated on days 7
and 9 post-fertilization, resulting in 536 fresh transfers, 442 frozen transfers, and 503 embryos identified
as lower quality or unfit for transfer or freezing on day 7, which were discarded on day 9. The TUDCA -
treated group demonstrated a 5% higher blastocyst rate per cultured oocyte than the control, with rates of
47.33+3.5% and 36.22+3.0%, respectively (P<0.05). No significant differences in cleavage rates were
noted between the groups, nor among dairy breeds. Of the 536 fresh embryos transferred, 438 were
assessed via ultrasound for pregnancy between 30 and 45 days post-transfer, resulting in 211 confirmed
pregnancies. Pregnancy rates were analyzed using the chi-square test via JMP-SAS software. In the beef
group, pregnancy rates were similar at 49.01% for TUDCA-treated and 42.03% for the control group.
Conversely, the TUDCA-treated milk group exhibited a significant pregnancy rate of 65.52%, compared
to 41.44% in the control group. From the data obtained, we concluded that the group treated with TUDCA
had a 5% higher blastocyst rate per cultured oocytes compared to the control group, therefore the TUDCA
treatment group had a positive effect on the production and quality of the embryos, and in relation to
pregnancy rates in the milk group treated with TUDCA was also statistically significant, being 65.51%,
while the control group was 41.44%.

KEYWORDS: Embryos, IVF, Cattle, TUDCA, Pregnancy Rate
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1-INTRODUCAO

A producio in vitro de embrides (PIVE) ¢ umas das tecnologias aplicadas a reproducao
animal, que multiplica rapidamente animais de alto mérito genético e de produtividade superior,
disseminando melhor genética de fémeas e machos, podendo ser aplicada em rebanhos de leite
e de corte (BARUSELLI, et al 2019). A aspiragdo folicular de fémeas jovens a partir de seis
meses de idade pode ser feita, aumentando o ganho genético do rebanho através de menor
intervalo de geragdes e permitindo o uso de jovens matrizes para a produgdo das novilhas de
reposi¢do com uma genética superior (VARAGO et al., 2008). Com a técnica de PIVE os
produtores conseguem acelerar o crescimento genético do seu rebanho em pelo menos trés
geragdes, aumentando sua produtividade e lucratividade, e intensificando a quantidade de
animais geneticamente superiores (MELLO et al., 2016, FABER et al., 2003). SILVA et al.
(2015), relata que com a utilizagdo da PIVE j4 foram produzidas mais de 50 gestagdes de uma
s6 doadora em um Unico ano.. A técnica de PIVE também possibilita a producao de embrides
de novilhas ou vacas gestantes (até o terceiro ou quarto més de gestagdo) ou ainda de fémeas
de alto valor genético que se tornaram inférteis, devido problemas fisicos e ou anatomicos,
como aderéncia tubaria, lesdo ou obstrucao uterina devido a um parto distocico, ou que
simplesmente ndo respondem mais aos hormonios de superovulacio (WATANABE et al.,
2008).

No entanto, alguns fatores podem limitar a produ¢do de embrides de FIV, como a idade
das doadoras, raca, estagio do ciclo estral, alta lactagdo, além de nutricdo desbalanceada
associados as alteragdes no manejo nutricional que podem levar a diminuicdo do escore
corporal, resultando em baixa qualidade odcitaria e de embrides (RIZOS et al., 2005;
GRIMARD et al.,, 2013). Outros fatores relacionados ao clima, fotoperiodo, umidade,
pluviometria, estagdo do ano com temperaturas extremas, podem, da mesma forma, interferir
na qualidade dos odcitos, bem como o ambiente onde os embrides sdo cultivados tem um
impacto significativo na qualidade de seu desenvolvimento. Condi¢des inadequadas de
temperatura, pH, O> e CO> podem afetar negativamente a produ¢ao dos embrides. A qualidade
do ar e a auséncia de contaminantes também sdao importantes para evitar a morte celular ou o
desenvolvimento anormal dos embrides (JOHNSON & MC CONNELL, 2004).

O meio de cultivo, sua composicdo, temperatura e o tempo de incubacdo sdo outros

aspectos importante para uma boa producao de embrides de FIV. A escolha do meio, bem como
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o cuidado na manipulag¢do do embrido durante a sua cultura, pode influenciar diretamente a taxa
de desenvolvimento e a qualidade dos embrides e refletem no sucesso da producdo (GARDNER
& WALE, 2013). Os objetos de pesquisa atualmente visam produzir embrides de melhor
qualidade e que resultardo em uma maior taxa de prenhez, tentando minimizar ao maximo esses
fatores citados anteriormente. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi de avaliar se o
tratamento dos embrides com o dcido Tauroursodesoxicolico (TUDCA), melhorara as taxas de
producao de blastocistos, e producao de embrides de melhor qualidade que resultem em
melhores taxas de prenhez quando transferidos a fresco em fémeas receptoras previamente

sincronizadas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Aspecto Comercial Da Producio in vitro De Embrides Bovinos

Em 1980 foi realizada a primeira transferéncia de embrido in vivo e por volta de 1990,
o Brasil j tinha um mercado forte na produgdo e transferéncia de embrides bovinos (RUBIN,
2005). Os primeiros registros de prenhezes de bezerros produzidos in vitro foram descritos pela
equipe da UNESP em 1993 e pela Cenargen em 1994 em parceria com a Embrapa. Em 1996 a
equipe da USP de Ribeirdo Preto conseguiu os primeiros nascimentos de bezerros Nelore PO
(Puro de Origem) com produgdo 100% in vitro; neste mesmo ano foram obtidas as primeiras
prenhezes de embrides produzidos in vitro e criopreservados (WATANABE et al., 2008).
Enquanto isso, a Europa, Asia e Oceania ja lideravam o uso dessa tecnologia para o mercado
abrangendo grande parte dos 400.000 embrides produzidos (360.656 in vivo e 41.642 in vitro)
(THIBIER, 1998).

Em 2012 e 2013 o Brasil tornou-se lider mundial no uso da técnica de producao in vitro
de embrides, e em 2014 foi considerado o maior produtor de embrides bovinos in vitro do
mundo, produzindo cerca de 366.517 embrides (GONCALVES E VIANA, 2019). No ano de
2017, segundo os registros da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS), o
total de embrides de PIV (992.289) ultrapassou os da producdo in vivo (406.287) (VIANA,
2018). Hoje a produgdo de embrides no mundo ja alcanca a casa dos 2 milhdes, e segundo o
levantamento de VIANA em 2021, do ano de 2001 a 2020, observou-se um crescimento de

80% nos embrides FIV quando comparado a embrides produzidos in vivo (convencional),
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principalmente devido a ndo utilizagdo de hormdnios, e através do aperfeigoamento da técnica
e profissionais capacitados.

As produgdes em maior escala e os laboratorios comerciais tiveram inicio em 1998 e a
partir dai gracas a varios avangos nas pesquisas desenvolvendo meios mais apropriados para o
cultivo, a PIVE passou da fase de experimentagao para fase comercial tornando disponivel aos
produtores, como uma ferramenta tecnoldgica (MELLO et al., 2016). A producio de embrides
através da FIV permite produzir em menor tempo, o maior nimero de embrides de melhor
potencial genético para crescimento do proprio rebanho, bem como disponibilizar para o
mercado interno e externo genética de ponta através da comercializacdo dos embrides frescos
ou congelados (RUMPF, 2007).

Entretanto, o custo alto dos equipamentos, montagem e manutenc¢do do laboratorio, bem
como a necessidade de mao-de-obra especializada, meios de qualidade e padroniza¢ao da
técnica tem ainda sido alguns dos problemas enfrentados pelos laboratoérios comerciais
(WATANABE et al., 2008). A quantidade e qualidade dos odcitos estdo diretamente ligados ao
sucesso da técnica e a enorme variacao dos resultados que se da devido a fatores como idade,
raca, estresse térmico, manejo inadequado e qualidade de sémen (PONTES et al., 2010;
FERREIRA et al., 2011, BARUSELLI et al., 2012).

Atualmente o mercado vem se tornando cada vez mais exigente, buscando animais mais
precoces, de maior produtividade e qualidade dos seus produtos, impulsionando crescimentos
na cadeia produtiva de carne e leite, porém com reducdo dos custos e aumento do bem-estar
animal e visando uma cadeia produtiva sustentdvel e com produtos de valor agregado. De
acordo com isso a PIVE, ¢ uma das tecnologias que mais tem auxiliado na evolugdo desse
processo, através da multiplicagdo de animais geneticamente superiores em menor tempo.
(VARAGO et al., 2008)

Com o avanco na metodologia da PIVE e a ampliacdo na produg@o e no comércio de
embrides, aumentaram também as demandas por um aperfeicoamento das metodologias de
criopreservacdo desses embrides, permitindo o transporte a longas distancias bem como o
armazenamento por tempo indeterminado. A criopreservacdo ainda facilita o manejo nas
propriedades, otimizando o uso de receptoras em um unico trabalho, possibilitando concentrar
os partos em épocas mais adequadas (RUMPF, 2007). A busca por embrides congelados tem
aumentado e com ela o estudo em como melhorar a producao e a criopreservacao dos embrides

para que tenham menor dano nas estruturas celulares durante o processo e consequentemente
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aumentar a taxa de prenhez que ainda ¢ baixa quando comparada com os embrides transferidos
a fresco (DODE et al., 2013).

Segundo estudos, a maior quantidade de lipidios presente no citoplasma dos embrides
in vitro os tornam mais sensiveis a criopreservacdo do que os embrides in vivo (ABE et al.,
2002; MUCCI et al., 2006). Potenciais explicagdes para isso podem ser atribuidas ao meio em
que os embrides sdo cultivados, principalmente em relagdo a quantidade de soro fetal bovino
(SFB), ¢ a eficiéncia das mitocondrias embrionarias em metabolizar esses lipidios, resultando
em maiores quantidades de lipideos na membrana plasmatica e no citoplasma das células
embrionarias (SUDANO et al., 2012).

Visando aumentar a produ¢do de embrides de melhor qualidade, vérios estudos tém
tracado estratégias desde a aspiragdo folicular (ovum pick-up - OPU) com o intuito de aumentar
o nimero e a qualidade dos complexos cumulus-o6citarios (CCO's) (MONTEIRO et al., 2017;
WATANABE et al, 2017). Exemplos destes estudos, destacam a utilizagdo de hormonios
foliculo estimulante (FSH) nas doadoras com objetivo de aumentar o nimero, diametro ¢ a
qualidade dos foliculos com CCO's que resultardo em um maior niimero de embrides
produzidos (VIEIRA et al., 2014). A somatotropina bovina recombinante (rBST) que tem efeito
sobre a competéncia e maturagdo oocitaria (GONG et al., 1997; ZHOU, et al., 2000) e até
mesmo as células troncos mesenquimais (MSC's), com suas caracteristicas pro-regenerativas
tém sido utilizadas para melhorar a taxa de recuperacdo e a qualidade dos odcitos aspirados
visando melhorar a PIVE (SOARES et al., 2018).

Algumas estratégias dentro do laboratorio também tém sido aplicadas visando melhorar
a producao dos embrides, tais como as mudancas na condi¢ao de cultivo e a utilizagao de alguns
antioxidantes e reguladores de estresse com o objetivo de melhorar o desenvolvimento e a

sobrevivéncia embriondria (MICHALAK E GYE, 2015; LIN et al., 2019).

2.2 Producéo In Vitro De Embrides Bovinos

A aspiracao folicular (ovum pick up — OPU) associada a fertilizagdao in vitro (FIV)
podem ser consideradas tecnologias consolidadas, e quando combinadas, ¢ possivel produzir
mais de 50 bezerros por vaca doadora anualmente, embora esse niimero possa variar
consideravelmente entre diferentes animais. A producao in vitro de embrides bovinos se divide
em varias etapas (Figura 1) entre elas: aspiracdo folicular ou ovum pick up (OPU), maturagdo
in vitro dos oocitos aspirados (MIV), fertilizagdo in vitro dos oocitos maturados (FIV) e o

cultivo in vitro (CIV) por 6 a 7 dias até atingir o estddio de blastocisto, os quais serdo
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transferidos a fresco para receptoras previamente sincronizadas ou criopreservados para

posterior transferéncia dos embrides (SOUZA-FABJAN et al., 2014; MELLO et al., 2016).
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Figura 1. Esquema das etapas dos procedimentos de produgdo in vitro de embrides bovinos (OPU, MIV, FIV,
CIV e CRIO/TE).

2.2.1 Ovum Pick Up (OPU)

A coleta de odcitos ou Ovum Pick Up (OPU) é uma etapa crucial, pois a qualidade dos
oocitos afeta diretamente o sucesso da fertilizagdo e do desenvolvimento embrionario. O
primeiro bezerro gerado por FIV nasceu em 1981, e a técnica ndo cirirgica de coleta de dvulos
(OPU) para bovinos foi adaptada do procedimento utilizado em humanos em 1987. Desde
entdo, houve um avango significativo nas pesquisas voltadas para o aprimoramento dessas

tecnologias para aplicagdo em bovinos (MULLIGAN et al 2018).
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A OPU ¢ uma técnica minimamente invasiva realizada com ajuda um equipamento de
ultrassom com transdutor micro convexo de 5 mHz ou sonda convexa de ultrassom de 7,5 MHz.
Além disso ¢ conectado ao ultrassom, uma guia de aspiracdo e um dispositivo de ago inoxidavel
com uma agulha adaptada para vacas ou novilhas que permite a coleta de o6citos oriundos dos
foliculos antrais (> 2 mm de diametro). A visualizagdo dos ovérios ¢ feita no monitor do
ultrassom com precisdo milimétrica. Durante o processo, uma agulha fina de 18 ou 20 G, guiada
por imagens de ultrassom em tempo real ¢ inserida no ovario da vaca para aspirar os 06citos
dos foliculos ovarianos. A agulha ¢ conectada a um sistema de vacuo e o fluido folicular
aspirado ¢ enviado para um tubo através de uma linha de aspiragdo propria para OPU conectada
em um tubo de centrifuga de 50ml contendo a solu¢do de PBS, com uma pressdo de vacuo

ajustada entre 72 e 78 mmHg (Figura 2) (GARCIA et al, 2013).

Figura 2- Bomba a vacuo para OPU, linha e sistema de aspira¢gdo completo mostrando o funcionamento
durante uma aspiragao.

Imediatamente apds a anestesia epidural, o transdutor € inserido até o fundo vaginal e,
com o auxilio da manipulagdo retal, os ovarios sdo posicionados para obtencao de uma boa
visualizag¢do dos foliculos (Figura 3) a serem aspirados. Apds a aspiracao de todos os foliculos
em ambos os ovarios da doadora, o tubo contendo PBS e o liquido aspirado, juntamente com

0s oocitos € levado para fazer a lavagem e selecdao dos odcitos (MERTON et al., 2013).
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Figura 3-A) Esquematizagdo da metodologia de Ovum pick up (OPU). B) Posi¢do do transdutor do US,
juntamente com a guia de OPU. C) Visualiza¢do do fundo da vagina do animal para a pun¢do dos foliculos no
ovario. D) Visualizag@o do ovario e foliculos — imagem de US

2.2.2 Sele¢ao dos Odocitos

Ap0s a aspiragdo dos foliculos, o tubo contendo o fluido folicular ¢ filtrado em filtro de
coleta de odcitos e lavado com a mesma solugao utilizada na aspiracdo e para lavar a agulha de
OPU. O sedimento depositado no filtro ¢ lavado e colocado em placa de petri para busca e
recuperagdo de CCO's sob estereomicroscopio. Neste momento ¢ efetuada a contagem e a
avaliagdo dos odcitos quanto a qualidade (SENEDA et al. 2001; MOROTTI et al. 2014).

A qualidade intrinseca do odcito ¢ um dos fatores mais determinantes para o sucesso do
desenvolvimento embrionario inicial. Por essa razao, a selegao criteriosa dos odcitos € essencial
para o sucesso da PIV. Em geral, a escolha dos oocitos ¢ baseada em -caracteristicas
morfologicas, que podem ser facilmente avaliadas por meio de microscopia de luz. Os odcitos
sdo classificados de acordo com sua morfologia (nimero de camadas de células do cumulus e
aspecto do citoplasma) em Graus 1, 2 e 3 (G1, G2 e G3), odcitos sem cumulus (s/c), expandidos

(exp), degenerados (deg) e atrésicos (atr), conforme descrito na Tabela 1.
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TABELA 1: Classificaciio do Complexo Odcitos Cumulus (CCO)

Qualidade Células do Cumulus

Ooplasma

Tem mais de trés camadas de células
GRAU 1 compactas cobrindo completamente a
superficie da zona pelicida (ZP)

E denso, e preenche todo o interior da ZP
granulacdes finas e bem homogéneas

Tem uma ou duas camadas células

E denso e preenche todo interior da ZP,

GRAU 2 : o mas pode apresentar algumas granulacdes
compactas cobrindo a superficie da ZP
no ooplasma como manchas
Eiiiie Tem menos de uma camada celular que  Apresenta manchas e o ooplasma as vezes

mal cobre a superficie da ZP

e contraido

580 desnudos, sem célula em volta da ZP
INVIAVEIS ou apresenta células degeneradas como
uma aglutinacédo

Cor clara, manchando, varias celulas
degeneradas com vacuolos ou
fragmentadas

Fonte: |IETS Guidelines - outubro 2022

Apos selecionados e classificados, os CCO’s sdo lavados e colocados em tubos de

solu¢do de TCM 199 (Gibco) suplementado com 10% SFB (Gibco) para transporte ou sao

maturados in vitro em meio especifico de maturacio (MIV) com atmosfera gasosa e

temperatura adequados até a realiza¢ao dos proximos passos (SENEDA et al. 2003).

FIGURA 4.- IETS Guidelines para classificacdo de oocito — Outubro de 2022



22

2.2.3 Maturacgao in vitro (MIV)

Os foliculos aspirados apresentam-se em diferentes estagios de desenvolvimento e os
CCO's selecionados ainda ndo passaram pela maturagdo nuclear e citoplasmatica, um processo
essencial para que a fertilizagdo ocorra. Portanto, a etapa de maturagdo in vitro (MIV) ¢
considerada extremamente importante para o sucesso da producao de embrides (PONTES et al.
2011; MOROTTI et al. 2014).

Na maturagao os CCO's passam por uma série de alteragdes nucleares e citoplasmaticas
entre elas destacam-se: a maturagdo nuclear do odcito que € relacionado ao avango da meiose,
quando ele passa da préfase da primeira divisdo meiodtica para a metafase da segunda divisao
meiodtica (MII), isso em uma condi¢do natural ocorre proximo ao momento da ovulagdo.
Simultaneamente a maturacao nuclear, que se relaciona com uma série de modificagdes em
organelas e proteinas que ocorrem no oocito, a maturacio citoplasmatica (HYTTEL et al.,
1997). Na MII a meiose ¢ interrompida até a fertilizacdo, e quando reativada resulta na
segregacdo do segundo corpo polar (SIRARD, 2001).

Os processos de meiose e mitose que ocorrem durante a transi¢ao de oocito competente
para zigoto sdo regulados por fosforilagdo e desfosforilagdo de proteinas e que envolvendo
diferentes quinases e fosfatases (MILOVANOV & SIRARD, 1994; LEVESQUE & SIRARD,
1995). Sabe-se que durante a maturacao os odcitos sdo dependentes de hormdnios esterdides,
de hormonios protéicos e fatores de crescimento que auxiliam em todo esse processo, quando
serdo ativados receptores presentes na membrana citoplasmatica, que estimulard a formacao
intracelular de segundos mensageiros (BERRIDGE, 1985)

O processo de maturagdo oocitaria tem o objetivo de mimetizar as condigdes fisiologicas
do ovério, preparando o odcito para a fertilizacdo. Essa é uma etapa critica que influencia
diretamente na qualidade dos futuros embrides. Por isso diversos fatores como hormonios,
temperatura e oxigenacao desempenham papéis essenciais para uma maturacao adequada. O
meio de maturacao € normalmente suplementado com LH, FSH, aminoacidos, sais inorganicos,
FBS (soro fetal bovino) e vitaminas. A suplementacdo dos meios ¢ amplamente pesquisada e
estd sempre em evolugao para definir as condi¢des ideais para o desenvolvimento dos embrides
(ROSA et al. 2018; PIOLTINE et al. 2021).

O periodo de maturacao dura aproximadamente 24 horas e ¢ realizado em estufa com
temperatura controlada de 38,5 °C em uma atmosfera umidificada e com 5% de CO2, 5% de O>

e 90% de N2 (CAVALIERI ef al. 2018). A atmosfera ideal para o cultivo embrionario tem
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provocado discussdes ao longo dos anos. Em relagdo a tensao de O2, a maioria dos laboratdrios
usa uma concentracao de 20% a 5%, ou mesmo uma combinacdo de ambos em diferentes

estagios do desenvolvimento embriondrio (IVM e cultura in vitro (IVC), respectivamente)

(HIRAO et al. 2012; BESSI et al. 2021).

2.2.4 - Fertilizacao in vitro (FIV)

ApOs a maturagdo, a proxima fase ¢ a FIV propriamente dita, onde os odcitos sdao co-
cultivados com espermatozoides. O dia da FIV ¢ designado como Dia 0, e tem como objetivo
promover um ambiente ideal para que os CCO's sejam fertilizados pelos para formacao do
zigoto. Os odcitos sdo colocados em gota de meio especifico, cobertos com 6leo enquanto o
sémen ¢ preparado através de um processo de filtragem para remocdo do diluidor e
espermatozoides mortos (CROWE, LONERGAN E BUTLER 2021).

Para a FIV sdo usualmente utilizadas amostras de sémen congelado de diferentes touros,
conforme a escolha do dono das doadoras, que sdo geneticamente compativeis com o
melhoramento genético desejado. O sémen utilizado durante a FIV nos laboratérios comerciais
geralmente de animais coletados em central especializadas e regulamentadas pelo MAPA
(Ministério da Agricultura e Pecuaria). O sémen ¢é preparado mediante a técnica de gradiente
de Percoll para obtencdo de espermatozoides moveis, separando estes do diluidor, plasma
seminal e de parte de espermatozoides mortos. A concentragio ¢ ajustada para 1x10° sptz/ml.
O meio utilizado na fertilizagdo in vitro geralmente ¢ o meio Tyrode's modificado (TALP)
acrescido de solucgdes de Penicilamida, Hipotaurina e Epinefrina (PHE) e 10pg/ml de heparina.
Os gametas permaneceram incubados em microgotas de 70 pl cobertas com 6leo mineral, por
18-22 horas a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO; em ar.

O efeito do touro na FIV pode ser considerado uma das causas da oscilagdo na producao
final de blastocistos, inclusive com o mesmo touro de partidas de coletas diferente (SIQUEIRA
et al. 2018). Algumas pessoas tém realizado pesquisas com o intuito de identificar
caracteristicas em células espermdticas que podem melhor desempenho na producdo de

embrides in vitro (BUCHER et al. 2019; KASIMANICKAM 2021).
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2.2.5 - Cultivo embrionario in vitro (CIV)

O cultivo ¢ a tltima etapa na produgao de embrides in vitro e inicia-se logo apos o tempo
de incubacao dos gametas para a fertilizagdo. Apds 18 a 22 horas da inseminagdo os possiveis
zigotos sao desnudados das células do cumulus com movimentos vigorosos da pipeta, e apds a
desnudagdo os odcitos, possivelmente fecundados, sdo lavados em gotas de meio de lavagem e
entdo sao transferidas para meio de cultivo coberto com 6leo.Permanecendo cultivando por um
periodo de 6 a 8 dias até os zigotos atingirem os estadios de blastocisto (BL).

Os zigotos fertilizados s3o cultivados neste meio especializado para embrides bovinos
e durante essa etapa do cultivo, os embrides passam por varias divisdes celulares até atingirem
a fase de blastocisto, o tempo de cultivo ¢ de 7 dias quando esses estardo prontos para serem
transferidos ou criopreservados. Em geral, 20% a 40% dos provaveis zigotos cultivados
atingirdo o estagio de blastocisto. A clivagem ¢ realizada no terceiro dia depois da FIV,
chamamos de D3, é nesse dia contamos quantas estruturas estdo clivadas (RIZOS et al., 2008).

Varias metodologias, meios de cultura e condi¢des atmosféricas ja foram testadas ao
longo do tempo para entender e proporcionar um ambiente capaz de aumentar a taxa de
embrides produzidos (COSTA et al., 2020). Ao final do cultivo, os embrides sdo avaliados
subjetivamente quanto a sua qualidade, essa avaliagdo é para determinar quais embrides tém
maior chance de prenhez na transferéncia para as receptoras ou mesmo para serem destinados
a criopreservacdo. A qualidade embrionaria pode ser analisada com base em caracteristicas
como a forma e expansdo do embrido, compactagdo e volume do botdo germinativo, também
conhecido como massa celular interna e se hd presenca de células estruidas ou nao. Nesta fase,
os embrides sdo classificados em graus I, II ou III conforme Tabela 3. Os embrides de alta

qualidade t€ém uma chance maior de implantacdo bem-sucedida apds a transferéncia.

2.3 ESTRESSE DE RETICULO ENDOPLASMATICO

2.3.1 Reticulo Endoplasmatico (RE)

O reticulo endoplasmatico (RE) ¢ uma organela localizada no citoplasma das células
dos eucariontes que tem importantes fungdes como sintese de lipidios e proteinas, regulagao e
homeostasia celular, armazenamento de calcio, entre outras, e todas elas estdo ligadas

diretamente ao sistema reprodutivo dos mamiferos (KHATUN et al., 2020). A sobrevivéncia e
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desenvolvimento de um embrido estd diretamente ligado ao correto funcionamento do RE que
em associacao com o complexo de Golgi e as mitocondrias sdo responsaveis pelo acumulo de
energia, sintese de fosfolipidios e formacao de proteinas de membrana necessario durante varios
processos de cada fase de desenvolvimento. Alguns fatores como variagao ambiental, estresse
térmico, tratamentos quimicos entre outros podem interferir na homeostase do RE fazendo com
que este ndo realize corretamente sua fungdo, causando apoptose e degeneracdo das células,
devido ao acimulo de proteinas mal dobradas o que denominamos de estresse do RE
(LATHAM, 2016; LIN et al., 2019).

Tanto os odcitos quanto os embrides sd3o muito sensiveis a fatores exdgenos tais como
temperatura, variagdo dos meios quanto a osmolaridade e pH, estresse oxidativo, exposi¢ao
quimica, luminosidade, entre outros. Todos estes fatores podem induzir estresse de RE e
consequentemente diminuem o potencial do embrido em se desenvolver devido a alteragdes
gendmicas e metabolicas (LANE et al., 2005).

Pesquisas vem sendo realizadas em diferentes laboratorios para testar o uso de baixas
concentracoes de Oz variando de 1,5 a 7%, e tem sido observado danos ao metabolismo celular,
prejudicando o desenvolvimento do embrido (WHITTY et al., 2021). Por outro lado, altas
concentragdes de O; resultam em um aumento nas espécies reativas de oxigénio (ROS). A
producdo de ROS ¢ um processo fisiologico, onde varias enzimas celulares e vias metabdlicas,
como a fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias, desenvolvem ROS, e seu aumento leva ao
envelhecimento celular precoce (YONG et al., 2020). Alguns fatores que podem aumentar os
niveis de ROS, como alta tensdo de oxigénio e excesso de glicose nos meios de cultura dos
embrides, danificam o funcionamento das mitocondrias e do reticulo endoplasmatico no
transporte de proteinas e na homeostase do calcio dentro da célula, o que pode desenvolver a
fragmentagcdo do DNA e levar a apoptose e, consequentemente, a morte do embrido (CHU et
al., 2013; LANDAU et al., 2013; YOON et al., 2014; CHIARATTI et al., 2020; WHITTY et
al., 2021). Para diminuir os danos celulares, alguns moduladores desse estresse sao adicionados
ao meio de cultura como o acido tauroursodesoxicolico (TUDCA), acido fenilbutirico (PBA),
salubrinal e outros (ZHANG et al., 2012; PIOLTINE et al., 2021). Estudos demonstram que o
tratamento com TUDCA durante a maturagao in vitro (IVM) de odcitos bovinos pode ter efeitos
positivos. Uma concentragao de 100 uM de TUDCA aumentou significativamente a taxa de
maturacao e diminuiu as espécies reativas de oxigé€nio (ROS) em odcitos denudados, além de
apresentar um menor niumero de células apoptdticas em complexos cumulus-odcitos (COCs)

maturados. Segundo KHATUN et al.(2020), O TUDCA durante o IVC diminuiu a producao
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de ROS ¢ os niveis de estresse de RE (reduzindo a expressao de GRP78, ATF4, ATF6, IER1 e
sXBP1), bem como de genes pré-apoptoticos (CHOP e BAX), enquanto aumentou os niveis de
glutationa (GSH) e a expressao do gene antiapoptotico BCL27 .Segundo BESSI ef al., 2021,
outras estratégias que podem diminuir o estresse do reticulo ¢ o co-cultivo de embrides com
células somaticas, diminui¢do da exposi¢ao do embrido a luz incandescente e também ajustes
da tensdo de Oo.

Vérios estudos tém sido realizados como a morfocinética, conteudo lipidico,
reorganizacdo de organelas e, o mais recentemente, a comunicacao intercelular mediada por
microvesiculas estdo sendo focos das ultimas pesquisas para melhorar a qualidade na producao
de embrides in vitro (CHIARATTI et al., 2020; DE AVILA et al., 2020; DE ANDRADE
MELO-STERZA E POEHLAND, 2021; SUZUKI et al., 2021). Sabe-se que uma qualidade
inferior dos embrides produzidos in vitro deve-se em parte ao estresse de RE que interfere no
processo de desenvolvimento dos odcitos na maturacdo e no desenvolvimento embrionario
(LIN et al., 2015). Segundo LATHAM (2016), o estresse do RE interfere diretamente no
processo meidtico dos oocitos e no desenvolvimento embrionario pré-implantagdo, o que pode
levar a perda embrionaria precoce. E bem estabelecido que a qualidade embrionaria de embrides
in vitro quando comparado com embrides in vivo ainda ¢ inferior, e que estes apresentam
citoplasma mais escuro, zona pelucida mais fragil e uma maior concentragdo de lipidios, o que
prejudica no processo de criopreservacao (ENGASHIRA et al., 2019). O estresse no reticulo
endoplasmatico (RE) acontece quando a quantidade de proteinas mal dobradas ultrapassa a
capacidade do controle de qualidade do reticulo endoplasmético (ERQC) e do sistema de
degradacao de proteinas do reticulo endoplasmatico (ERAD). Esse acumulo prejudica as
fun¢des normais do RE e provoca uma reagdo celular conhecida como Resposta a Proteinas
Nao Enoveladas (UPR - Unfolded Protein Response) oque leva a reducdo da qualidade dos
embrides produzidos in vitro . A UPR ¢ um mecanismo adaptativo que tem como objetivo
reduzir o acimulo de proteinas mal dobradas e restaurar a funcionalidade do RE.(KHATUN et¢
al., 2020 e LIN et al., 2019) O tratamento com TUDCA tem o objetivo de aliviar o estresse do
RE durante a PIVE para termos um melhor desenvolvimento embrionario, levando a produgao
de embrides mais resistentes e de melhor qualidade (PIOLTINE et al., 2021). Segundo Dicks
etal., 2021 o TUDCA atua como um chaperonas quimicas que ajudam a estabilizar e envelopar
adequadamente as proteinas, contribuindo para homeostase do RE. Ele ¢ capaz de reduzir os
niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) em odcitos e embrides, aumentando a abundancia

de transcritos relacionados a atividade antioxidante, como CAT, GPX1 e HMOX16. O estresse
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oxidativo pode induzir e ser uma consequéncia do estresse do RE, portanto, a reducao de ROS
pela TUDCA pode aliviar o estresse do RE. Nesse mesmo estudo de Dicks e colaboradores
sugere que o TUDCA pode exercer efeitos nos embrides através da ligagao aos receptores de
acido biliar acoplado a proteina G TGRS que esté localizada na membrana celular, sinalizando

que a ativagdo dessa via ¢ importante para reducao do estresse do RE e também oxidativo.

2.3.2. Acido tauroursodesoxicolico (TD)

A Ursodoxicoltaurina ¢ o nome comum da forma farmacéutica do acido
tauroursodesoxicolico (TUDCA), ele ¢ um acido também conhecido como taurursodiol. A
TUDCA ¢ um &cido biliar hidrofilico de ocorréncia natural quando se tem a jungdo da taurina
com o acido ursodesoxicolico (UDCA). Os humanos tém apenas vestigios de dacido
tauroursodesoxicolico, mas os ursos tém grandes quantidades de acido tauroursodesoxicolico e
acido ursodesoxicoélico na bile (HAGEY et al., 1993; NUNES et al., 2012). Ja foi comprovado
que a TUDCA ¢ um eficiente aliviador do estresse do RE e que ela pode melhorar o
desenvolvimento embriondrio em varias espécies como camundongos (ZHANG et al., 2012a;
LIN et al., 2015), suinos (ZHANG et al., 2012b; KIM et al., 2012) e até mesmo em bovinos
(SONG et al., 2011), diminuindo a apoptose celular.

LIN et al., 2015, demonstraram em seus experimentos que o tratamento com TUDCA,
ndo s6 melhorou o desenvolvimento dos embrides de camundongo, bem como houve um
aumento significativo na taxa de prenhez e no nimero de animais nascidos vivos sem diferenca
de peso dos animais do grupo tratado em comparagdao com o grupo controle.

Alguns estudos ja foram feitos em laboratorio com embrides de outras espécies e até
mesmo em bovinos com odécitos oriundos de abatedouro, onde o tratamento com TUDCA
produziu maior nimero de blastocistos. Além disso, foi observado um aumento significativo
no niamero de células dos embrides produzidos, como no experimento de Khatun et al., 2020
onde os embrides foram tratados com TUDCA na concentracdo de 100uM durante a etapa de
maturagdo, resultando na maior da taxa de clivagem dos embrides. Em 2021, Pioltine e
colaboradores concluiram que a utilizagio de TUDCA na concentragdo correta aumenta a
competéncia dos odcitos cultivados in vitro, mas apesar de varios estudos ainda pouco se sabe
sobre o efeito e beneficio do tratamento com a TUDCA em relacdo a taxa de prenhez e

nascimentos de embrides de bovino.



28

3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi de avaliar o efeito do tratamento dos embrides durante
o cultivo in vitro com um atenuador de estresse do RE, o acido Tauroursodesoxicolico
(TUDCA), sobre a clivagem, a produgao de blastocistos e consequentemente sobre a taxas de

prenhez dos embrides transferidos a fresco em fémeas receptoras.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a taxas de clivagem no D3 com 72 horas apods a FIV e averiguar se houve

diferenga estatistica entre o grupo tratado com TUDCA e o grupo controle.

o Avaliar o efeito do tratamento com TUDCA em relagao a taxa de embrides

produzidos no dia da transferéncia (D7);

o Comparar a taxa de prenhez apds 30 dias desses embrides transferidos em
receptoras previamente sincronizadas, e avaliar se houve maior niimero de
prenhez dos embrides que foram tratados com a TUDCA em comparacdo com

o0 grupo controle.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 — Aspiracao Folicular

Os oo6citos foram aspirados através da técnica de OPU (Ovum Pick UP) que ¢ a
aspiracdo folicular ovariana guiada por ultrassom com transdutor micro convexo de 5 mHz
conectado a uma guia de aspiracdo adaptada para vaca e novilhas da empresa WTA (Watanabe
Tecnologia Aplicada). Foram aspirados de foliculos com didmetro entre 2 € § mm que sdo os

mais vidveis para o cultivo in vitro, (GONCALVES et al., 2002). As matrizes previamente
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selecionadas por seus proprietarios eram doadoras de ragas variadas entre leite e corte. Durante
a OPU os od6citos foram mantidos na temperatura média de 37,5 °C (graus Celsius) em tubos
Falcon de 50 ml contendo meio PBS (solugdo salina tamponada com fosfato) onde foi
adicionado 200 ul de heparina sédica (5.000 Ul/ml) e eles foram direcionados para um
laboratério movel onde realizou-se a lavagem com a mesma solugdo de PBS passando esse
liquido em um filtro de coleta de odcitos, e foram depositados em placas de petri onde se
realizou a busca e selecao dos odcitos os quais foram classificados em Graus 1, 2 ¢ 3 conforme
quantidade de células do cumulus e qualidade do citoplasma, e estes sdo chamados de viaveis,
e os desnudos e expandidos sao chamados de invidveis e sdo somados nos totais como descrito
na Tabela 1 baseado no manual da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS).

Ap0s a selecdo foi realizada lavagem em trés gotas de meio de lavagem (TCM 199 e
suplementagdes), e foram transferidos para um microtubo de cultura celular de 1,2ml com rosca
(WTA — Watanabe Tecnologia Aplicada), contendo 500ul de meio de maturagdo (TCM 199
suplementado com 10% SFB) e cobertas com 300ul 6leo mineral da empresa Irvine Scientific

(Ref. 9305) proprio para ser utilizado nos processos de PIVE.

4.2 — Maturacao in Vitro

Apos a coleta e a selegdo, os oocitos passam pela fase de maturagdo, onde, em condigdes
controladas, sdo cultivados em meio TCM 199 suplementado com 10% SFB, 5ug/ml FSH,
50pg/ml LH e 01pg/ml de estradiol cobertas com 6leo mineral, os 0dcitos permanecem nesse
meio de maturagdo por 22 a 24 horas a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO2 em ar ou podem
ficar na incubadora portatil LABMIX que mantem em baixa tensdo de oxigénio e faz a troca
gasosa a cada uma hora a uma pressao de 15 a 20 mmHg.

Os meios para todo o processo de maturagdo, fertilizacdo e cultivo dos embrides foram
adquiridos prontos e fracionados pela empresa VITROGEN de Cravinhos — SP. A TUDCA
(Sigma T0266) foi adquirida da empresa Sigma Aldrich e foi fornecida pela Universidade
Federal de Santa Catarina — Laboratdrio de Reproducdo Animal (LAFRA). Os odcitos foram
transportados até o laboratdrio através de uma incubadora portatil LABMIX da empresa WTA
a qual realizava a troca da mistura de gas a cada uma hora (6% CO2 + 5% Oz + 89% Nb»),
mantendo os oocitos na temperatura de 38,5°C. Assim que chegavam ao laboratorio os
microtubos eram transferidos para incubadora a 38,5°C e atmosfera gasosa de 5% de CO2 em

ar, onde ficaram em processo de maturagdo por um periodo de 22 a 24 horas.
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4.3 — Fertilizacao In Vitro

Ap0s o periodo de maturacao, os CCOs foram transferidos para gotas de 70ul de meio
FIV (VITROGEN), sendo o meio Tyrode's modificado (TALP) suplementado com heparina
(10ul/ml) e 44 pl/ml de Penicilamida, Hipotaurina e Epinefrina (PHE) para auxiliar na
capacitagdo espermadtica. As placas de 5 pocos foram preparadas com gotas de 70 ul de meio
FIV e cobertas com 6leo mineral e foram colocadas para estabilizagcdo por pelo menos 2 horas
em incubadora em atmosfera gasosa de 5% CO; em ar a 38,5 °C antes de transferirmos os
odcitos.

A fertilizagdo dos odcitos foi realizada com sémen congelado de touros escolhidos
previamente pelos proprietarios. Foi utilizado sémen sexado para as ragas de leite ¢ sémen
convencional para as ragas de corte. Todo s€émen passou pela técnica de purificagdo através do
gradiente percoll que ja vem previamente diluido da VITROGEN para separar os
espermatozoides com boa motilidade e remover o diluidor e o plasma seminal. A fertilizagao
dos odcitos foi realizada com a deposi¢do de 10ul do sémen (concentragio de 1 x 10 °
espermatozdides/ml) em cada gota de 70ul na placa de 5 pogos onde os odcitos ja tinham sido
transferidos, colocando em cada gota apenas os o6citos de uma doadora, até 25 odcitos por gota
e se necessario dividimos a mesma doadora em mais de uma gota. A FIV foi realizada pelo co-
cultivo dos odcitos juntamente com os espermatozoides em estufa a temperatura de 38,5 °C e
atmosfera himida com baixa tensdo de oxigénio e controlada de 5% CO- onde ficaram por um

periodo médio de 18-24 horas.

4.4- Cultivo Dos Embrioes

Ap6s o periodo de FIV, os supostos zigotos foram lavados em pelo menos trés gotas,
com movimentos vigorosos da pipeta para que ocorresse a remocao das cé€lulas do cumulus e,
posteriormente, transferidos para placas de 5 pogos onde foram cultivados em 500ul de meio
de cultivo in vitro da VITROGEN (CIV) que consiste em um meio que se assemelha ao oviduto
(SOF) modificado e enriquecido com 2,5% de SFB e BSA (bovine serum albumin),
aminoacidos e antibioticos e cobertos com 6leo mineral e colocados em uma incubadora de
bancada (EVE) da empresa WTA com atmosfera controlada de baixa tensdao de oxigénio (6%
CO2 + 5% Oz + 89% N») e temperatura de 38,5°C onde permaneceram por 7 a 8 dias ou até o

dia de serem transferidos ou congelados.
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4.5 — Tratamento com TUDCA

De acordo com a aptiddo da raga, corte ou leite, as doadoras aspiradas foram divididas
em dois grupos aleatoriamente ¢ da forma mais homogénea possivel. Para investigar os efeitos
da TUDCA, que foi o agente atenuador do estresse do RE utilizado nos experimentos, odcitos
aspirados foram divididos de forma homogénea e cultivados em meio CIV suplementando-se
metade com TUDCA e a outra metade sem o tratamento, sendo o grupo controle. O tratamento
com TUDCA (Sigma T0266) foi realizado durante o todo o periodo de cultivo na concentragdo

de 100pM.

4.6 — Taxa De Clivagem e Classificacao Dos Embrides

A taxa de clivagem foi avaliada no dia 3 depois da fertilizacao (D3), dois dias depois
que os zigotos entraram em meio de cultivo. No dia 6 (D6) de cultivo foi realizada uma previsao
para sabermos quantos embrides teriamos no dia seguinte para transferéncia e no dia 7 os
embrides que tinha atingido o estidgio de Blastocisto e Blastocisto Expandidos. A classifica¢ao
dos embrides foi realizada no sétimo dia (D7) ap6s a fertilizagcdo quando esses embrides foram
classificados por categoria de desenvolvimento e em grau de qualidade segundo classifica¢ao
da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS) descrita nos Quadros 2 e 3.

Os embrides de boa qualidade foram envasados em palhetas de 0,25 ml com meio de
Transferéncia — TE Hepes® da empresa Vitrogen, colocados no Transportador de Embrides a
uma temperatura de 36,5°C e enviado a campo para serem transferidos em receptoras
previamente sincronizadas. Os embrides que ndo transferidos foram destinados a
criopreservacao utilizando-se o processo de congelamento lento, com etilenoglicol 1,8 M, no
congelador EFT — 3002 produzido pela empresa norte americana Beltron®, com curva de -6,5

°C a-35°C e queda de 0,5°C.
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TABELA 2: Classificacdo dos Estdgios de Desenvolvimento do Embriao

Moérula
(MO)

Os blastdmeros sdo compactados de modo que ndo podem ser contados. O espago Peri
vitelino (PV) ao redor do embrido ¢é visivel e a espessura da zona pelucida (ZP) permanece
inalterada em relacdo aos estagios anteriores de clivagem.

Blastocisto Inicial
(Bi)

Uma pequena cavidade da blastocele ¢ visivel e ocupa menos da metade do volume do
embrido. Na maioria dos casos, o espaco PV permanece ao redor do embrido que pode ou
ndo tocar o ZP.

Blastocisto
(BL)

A cavidade da blastocele ocupa pelo menos metade do volume do embrido. Pequenas
quantidades de espago PV podem permanecer ou pode ser completamente ocupado pelo
embrido devido ao preenchimento da cavidade da blastocele. A espessura do ZP permanece
inalterada em relagdo aos estagios anteriores de desenvolvimento.

Blastocisto
Expandido
(BX)

O embrido ocupa totalmente o espago sob a zona pelucida e nenhum espago PV permanece.
O volume da cavidade da blastocele deve ser maior que a massa celular interna (MCI), que
deve ser compacta e bem visivel. O ZP € mais fino que os estagios anteriores. Os blastocistos
expandidos podem variar em didmetro dependendo da expansdo da cavidade da blastocele
e pode ter um ZP bem fina.

Blastocisto
Eclodindo
(BN)

A ZP fina é rompida ¢ o trofectoderma (TE) pode ou néo estar saindo pela abertura. O ICM
¢ compacto e facilmente identificavel. Observou-se que alguns embrides produzidos in vitro
eclodem sem afinamento do ZP, isto pode ser devido ao endurecimento da zona ou a danos
sofridos durante o manuseio.

Blastocisto
Eclodido (BE)

O blastocisto emergiu completamente do ZP. O TE parecera irregular sem a presenca de
ZP. O ICM é compacto e facil de identificar.

Fonte: Adaptado do Manual da IETS - outubro 2022

Os embrides Graus III e IV que ndo tiveram qualidade para transferir ou congelar

permaneceram no meio de cultivo até o D8 e D9 quando avaliamos a eclosao dos embrides que

sobraram na placa (GARCIA et al., 2004). Alguns embrides sdo mais tardios, e apesar de

apresentarem boa qualidade, s alcangam o estagio de blastocisto ou blastocisto expandido no

D8 ou D9, sendo esses considerados embrides de qualidade inferior (GALLI et al., 2003). A

taxa de produc¢do total da doadora foi resultante do nimero de embrides transferidos a fresco

mais o nimero de embrides congelados adicionados ao nimero de eclodidos que sobraram na

placa, dando assim o total de embrides que cada doadora produziu por OPU.

TABELA 3: Classificacao morfolégica do Embriao Bovino Quanto ao Grau de Qualidade

Qualidade Qualidade do Embriao
Embrides sem defeito morfologica, podendo ter algumas células
Gl,l}:UBI extrusadas ou discretas alteragdes, mas tem potencial para se desenvolver
(Qué;c;e::te)o ae tanto fresco quanto ser congelado e tem seu estagio de desenvolvimento
compativel com o periodo de cultivo.
GRAU II Embrides com maior nimero de alteragdes morfologicas e extrusdo

(Qualidade Regular)

celulares, mas tem pelo menos 50% da massa celular integra e mostra bons
sinais de desenvolvimento.

GRAU III
(Qualidade Pobre)

Embrides com extrusdes ou fragmentacdes celulares comprometendo
mais de 50% da massa celular, dificultando a classificacdo das células
viaveis. Seu potencial de desenvolvimento ¢ significativamente reduzido.

GRAU IV
(Degenerados)

Embrides com comprometimento da massa celular, com blastdmeros de
tamanhos variados, apresentando sinais de degeneragdo celular,
fragmentacdo e alteracdo de cor.

Fonte: IETS Guidelines - outubro 2022
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4.7 — Taxa De Prenhez

Os embrides de boa qualidade (Grau I e Grau II) foram transferidos no dia 7 (D7) em
receptoras previamente sincronizadas e o diagnéstico de prenhez foi realizada mediante exame

de Ultrassom ap6s 30 dias de transferéncia.

4.8 — Analise Estatistica dos Dados

Os dados para a analise estatistica foram obtidos das 419 OPU onde tivemos 6.861
totais, dos quais dividimos por aptidao leite e corte, e dentro de cada grupo tivemos um grupo
controle e um grupo tratado. As andlises estatisticas de clivagem, produgdo de embrides e
prenhes foram realizadas através de teste t student utilizando o Software-R estatistico RStudio
versdo 4.1.1. Os dados foram testados para normalidade usando o teste Shapiro-Wilk ¢ as
diferengas foram consideradas significativas em p< 0,05. (RStudio Team, 2021). As taxas de

prenhez foram avaliadas por teste de Qui-quadrado conforme procedimento do software JMP-

SAS.

5. RESULTADOS

No experimento foram realizadas 419 sessdes de OPU, sendo 184 em fémeas da raca
Holandesa e 235 de racas de corte entre elas Angus, Brangus, Braford, Charolés, Devon,
Hereford, Santa Gertrudes, UltranBlack e Wagyu. As doadoras foram divididas por aptidao de
leite e de corte, e dentro de cada aptidao divididas em grupo tratado e grupo controle. Do total
de oocitos obtidos, 2.819 foram das vacas de leite da raca Holandesa, dos quais 1.473 foram
tratados com a TUDCA e 1.346 odcitos no grupo nao tratado. Os outros 4.042 odcitos foram
obtidos de vacas das racas de corte onde 2.011 odcitos foram tratados com a TUDCA ¢ 2.031
ficaram sem o tratamento sendo o grupo controle.

Nos 419 animais aspirados tivemos um total de 6.861 oodcitos, média geral de
17,73+0,48 odcitos/OPU dentre eles 9,63 eram de qualidade grau 1 e 2 com 7,43+0,31 clivados
e 3,59+0,17 embrides por OPU. Como observa-se na figura 5, no grupo de leite e corte a média

de oocito por OPU foi similar de 17,24+0,73 e 17,48+0,72. respectivamente.
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Dados gerais PIV Dados PIV racas de corte Dados PIV ragas de leite

Nuamero (n)
Nimero (n)
Namero (n)

Figura 5 — Dados gerais da producdo de todos os animais do experimento juntos e depois
separado por aptidao corte e leite com a média de odcitos aspirados por OPU, odcitos grau 1 e 2,
cultivados, clivados e produgdo de blastocisto demostrados em niimero absoluto.

Houve diferenca significativa entre as ragas de corte e as racas de leite em relagdo ao
nimero de oocitos de grau 1 (G1) e grau 2 (G2) como pode ser visto demonstrado na figura 6
os animais de corte apresentaram (55%+0,02) de oocitos G1 e G2, 5% a mais que os animais
da raca de leite (50%=0,02). Nas ragas leiteiras, os o6citos apresentaram qualidade inferior em
comparagao as ragas de corte. Isso pode estar relacionado ao desafio metabolico associado ao

periodo de lactagdo, uma vez que a maioria dos animais de leite estava em periodo de lactagao.
Odcitos qualidade 1 e 2
0.65 4

0.60

0.55 I b
0.50 E

0.45 T T
Corte Leite

Porcentagens (%)

Figura 06 — Porcentagem de CCO's Graus 1 e 2 nas ragas de leite e corte.
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Figura 07 — Porcentagem de clivagem e producdo de blastocisto em todos os animais juntos ¢
diferenciando o grupo controle do tratado e depois separando por conte e leite, também grupo
comparando grupo tratado e controle.

Ao avaliar a taxa de clivagem no D3, observamos que o grupo de leite apresentou taxas
similares entre o grupo tratado (72,4% = 0,029) e o grupo controle (74,9% =+ 0,024), sem
diferenca significativa. Ja no grupo de corte, apesar de a diferenga ndo ser estatisticamente
significativa, o grupo tratado apresentou uma taxa de clivagem ligeiramente superior (78,9% =+
0,04) em comparagdo ao grupo controle (67,9% = 0,035). Ao todo, foram produzidos 1.481
embrides, avaliados nos dias 7 € 9 ap6s a FIV. O grupo tratado com TUDCA apresentou uma
taxa de blastocisto 5% maior por o6cito total cultivado em relagdo ao grupo controle (40,6 £
0,024% e 34,8 + 0,019%, respectivamente; P < 0,05).

A produgdo de blastocistos foi numericamente maior no grupo tratado, tanto nas ragas
leiteiras quanto nas de corte. No entanto, a diferenga estatistica foi significativa apenas nos
animais de corte. Nos animais de leite, a taxa de producao de blastocistos no grupo tratado foi
de 33,6% + 0,02, enquanto no grupo controle foi de 31,9% =+ 0,023. Ja nos animais de corte, o
grupo tratado apresentou uma taxa de 47,3% + 0,03, significativamente superior a do grupo

controle, que foi de 36,2% + 0,03 (P < 0,05).
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Figura 08 — Taxa de prenhez separando por leite e corte e também comparando grupo tratados
com o controle.

No total, foram transferidos 448 embrides, resultando em 210 gestagdes diagnosticadas
entre 30 e 45 dias apds a transferéncia embrionaria (TE). A taxa de prenhez no grupo de corte
ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa. Foram realizadas 240 transferéncias,
obtendo-se 108 prenhezes, com uma taxa de 49,02% no grupo controle e 42,03% no grupo
tratado. Entre os animais de leite, observou-se uma diferencga estatistica significativa. Dos 198
embrides transferidos, foram registradas 103 prenhezes, sendo 46 (41,44%) no grupo controle

e 57 (65,51%) no grupo tratado (figura 8).

6. DISCUSSAO

Existem evidéncias de que fatores exogenos interferem na qualidade dos odcitos levando
automaticamente a uma baixa qualidade dos embrides e na diminui¢do da quantidade de
blastocistos produzidos, consequentemente menor taxa de prenhez (MELLO, 2016). Sabemos
também que a qualidade do embrido in vitro ainda € inferior ao do embrido in vivo, em especial
relativo as taxas de gestacdo e nascimentos devido a fatores ambientais, genéticos, metabdlicos
e hormonais nos odécitos, zigotos e/ou embrides (PONTES et a/.,2009). O objetivo do presente
estudo foi de avaliar o efeito do tratamento dos embrides durante o cultivo in vitro com o
TUDCA que ¢ um atenuador de estresse do RE, sobre a clivagem, a produgdo de blastocistos e
consequentemente sobre a taxas de prenhez dos embrides transferidos a fresco.

A qualidade das Complexos Cumulus-Oo6cito (COCs) pode ser influenciada por diversos

fatores, tanto intrinsecos quanto extrinsecos. Entre os fatores intrinsecos, destacam-se a raga, a
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idade, o status reprodutivo, o estado metabdlico e nutricional, os niveis hormonais e o estagio
do ciclo estral (MOUSSA et al., 2015). Ja os fatores extrinsecos importantes o processo de
aspiracdo, manipulagdo dos odcitos durante a sele¢do, e os métodos e meios utilizados na
maturacao das COCs, a temperatura de armazenamento, o meio de coleta e cultivo ¢ as
habilidades de micromanipulagdo do embriologista (TELLO et al., 2020).

Na literatura, temos varios estudos que associam a nutricdo adequada a qualidade
oocitaria, principalmente em vacas leiteiras e identificaram como causa principal o balango
energético negativo (MOREIRA et al., 2000; LOPEZ GATIUS et al., 2002; CHAGAS et al.,
2007). A fungdo reprodutiva em bovinos ¢ extremamente influenciada pela nutricdo, uma
alimentagdo desbalanceada no consumo de energia e matéria seca pode levar a reducdo na
qualidade de o6citos e embrides (NOLAN et al., 1999; BOLAND et al., 2001; SALES et al.,
2015).

No nosso experimento tivemos uma diferencga significativa na qualidade dos oocitos
entre as racas de corte e as ragas de leite como pode ser observado em relagdo ao niumero de
odcitos de grau 1 (G1) e grau 2 (G2) demonstrado na figura 05. Os animais de corte
apresentaram (55%=0,02) de odcitos G1 e G2, 5% a mais o6citos de melhor qualidade que os
animais de leite (50%=0,02). Observa-se também essa diferenca na qualidade dos odcitos
quando comparamos as racas zebuinas com as ragas taurinas, estudos mostram que animais das
ragas Bos indicus com uma dieta de alta energia por um tempo prolongado tem a producao de
embrides in vitro afetada comparada com animais que receberam uma dieta de mantenga, e que
os oocitos de doadoras Bos taurus sofrem menos interferéncia da dieta com alta energia
(SALES et al. 2015)

Outro ponto a ser discutido ¢ o efeito da sazonalidade na producdo e de embrides in
vitro tanto nos parametros climdticos quanto dos nutricionais, a qualidade dos odcitos
dependente da sazonalidade (FERNANDES et al., 2001 e GAMA FILHO et al., 2007). Estudos
mostram que alteragdes celulares como diminui¢ao da maturagdo nuclear, desorganizagao do
citoesqueleto e apoptose, sdo vistos em animais em consequéncia de periodos de alta
temperatura (MARQUEZ et al., 2005). Além disso, no Brasil temos uma enorme variagio
durante o ano em relacdo a disponibilidade e qualidade dos alimentos, principalmente em
sistemas de producao onde os animais sao mantidos a pasto, como ¢ comumente observado em
grande parte do territorio brasileiro (DOURADO et al.,, 2012 e FERREIRA et al., 2014).

ROCHA et al. (2008), avaliando fémeas Bos taurus e Bos indicus onde foram realizadas

aspiracdes durante o verdo e inverno, foi detectado que as ragas taurinas tinham uma menor



38

porcentagem de odcitos normais durante o verdo em relagdo ao inverno, sendo que poucos
embrides atingiram o estadio final de blastocisto, no entanto, para ragas zebuinas, ndo houve
diferenca na porcentagem de odcitos normais ou na producao de embrides durante as diferentes
estacoes do ano.

Foi observada uma grande variacdo na coleta dos complexos cumulus-o6cito (CCOs)
assim como produgdo de embrides in vitro entre as diferentes racas de bovinos. BARUSELLI
etal., 2012 e SILVA et al., 2015 demostram em seus estudos que as diferengas entre as ragas e
seus genoOtipos tém sido associadas ao nimero e a qualidade dos CCOs recuperados em cada
sessdo de aspira¢do. Fémeas zebuinas, por exemplo, podem apresentar um maior numero de
odcitos recuperados, o que leva a um numero superior de odcitos com potencial para seguir
pelas etapas de maturagao, fertilizagdo e cultivo embrionario in vitro, consequentemente maior
numero de embrides (PONTES et al., 2010; VIANA et al., 2018).

Segundo RIZO et al, 2008 a propor¢do de odcitos imaturos que atingem o estagio de
blastocisto, raramente ultrapassa o limite de 30—40%, no entanto, observamos em nosso estudo
taxas de produ¢do média de 40,6% nos grupos tratados com a TUDCA, sendo 47,3% nos
animais de corte e 33,6% nos animais de leite, sendo significativa a diferenca em relagdo aos
grupos ndo tratados, 31,9% para os animais de leite e 33,6% para os de corte dos grupos nao
tratados.

Segundo trabalho realizado por KHATUN et al., (2020), foi identificado um aumento
na taxa clivagem e um melhor desenvolvimento dos embrides quando esses foram tratados com
100uM de TUDCA. Segundo PIOLTINE et al., (2021), o tratamento com a TUDCA atenua o
estresse de RE primeiramente através da reducdo do estresse oxidativo, diminuindo
significativamente a producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) aliviava essa fonte de
estresse do RE promovendo uma melhoria no desenvolvimento dos embrides., embora os
resultados em relacdo de formagao de blastocisto ndo tenham sido estatisticamente
significativos neste estudo especifico. Nesse mesmo trabalho de PIOLTINE e colaboradores o
tratamento com TUDCA aumentou a abundancia de mRNAs de genes antioxidantes como
CAT, GPX1 e HMOXI1 nos odcitos, sendo esses genes importantes para o mecanismo de defesa
antioxidante celular, ajudando a manter a homeostase em condic¢des de elevados niveis de ROS.

Nossos dados demonstram uma maior produgdo de embrides nos grupos tratados tanto
no leite quanto no corte, como ja citado anteriormente, assim como melhor taxa de prenhez,
nos animais de aptidao leiteira mesmo transferido em 6 diferentes propriedades, em protocolos

diferentes e diferentes transferidores tivemos 57 prenhez de 87 transferidos, sendo 65,51% de
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prenhez no grupo tratado e 46 prenhezes de 111 transferido no grupo ndo tratado sendo 41,44%.
Podemos atribuir essas melhores taxas de prenhezes ao tratamento com a TUDCA como citado
no trabalho de Yoon et al. 2014, os embrides suplementados com TUDCA no periodo de cultivo
obtiveram um aumento no niumero de células, consequentemente melhorando o resultado destes
nas taxas de prenhezes.

Segundo trabalho realizado por TRENKEL et al., 2022 onde 419 embrides provenientes
de FIV foram transferidos com um resultado médio de 29,04% de prenhez, sendo 245 desses
embrides de ragas de corte que resultou em 29,92% de prenhez e 174 da raca Holandesa
resultando em 27,81% de prenhez. Resultados foram observados também no trabalho de
SCANAVEZ, CAMPOS E SANTOS (2013), que relataram uma taxa de gestacdo de 57,8%
(636/1100) apos 1100 transferéncias de embrides produzidos in vitro de doadoras das ragas Gir
e Holandesa, ¢ da mesma forma, NIEMANN et al., (2002), ao discutirem os avangos da
produgdo de embrides in vitro (PIV) e da transferéncia de embrides, apresentaram taxas médias
de gestagado de até 50%.

NONATO JUNIOR et al. (2004) compara programas de transferéncia de embrides (TE)
in vivo e in vitro, relatando uma taxa de gestagdo de 35,5% (310/849) para embrides PIV e
46,5% (105/226) para transferéncias realizadas com embrides in vivo. Sabemos que embrides
in vitro tem uma menor chance de prenhez comparando com embrides in vivo (PONTES et al.,
2011). Falhas no desenvolvimento, fatores ambientais, desordens metabdlicas e hormonais nos
zigotos, o cultivo embrides e uma receptora ndo bem escolhida sdo algumas das possiveis
causas dessa diferenga de resultado (LEROY et al., 2015). A qualidade dos embrides esta
relacionada aos processos realizados durante as técnicas desde a OPU, maturacao, fertilizagdo
in vitro e cultivo (COELHO et al., 1998). No presente estudo, foi utilizado um atenuador de
estresse do RE, pois sabe-se que o reticulo endoplasmatico (RE) regula a qualidade, o
enovelamento das proteinas sintetizadas, que sdo transportadas para seus destinos celulares,
mas aquelas mal enoveladas sao direcionadas para o processo de degradagdo levando a morte
celular. Quando o estresse no RE ¢ intenso ou persistente, ativa-se vias de morte celular, que
prejudicar o desenvolvimento embriondrio.

Em geral, o grupo tratado apresentou maior producao de blastocisto por odcito aspirado,
proporcionou maior numero de gestacdes também aos 30 dias. Novos estudos e inovagdes
precisam sempre ocorrer para podermos entregar um embrido de qualidade cada vez melhor e

garantir uma alta taxa de prenhez.
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7. CONCLUSAO

Nossos dados demonstram que o tratamento com TUDCA proporcionou uma taxa de
blastocistos 5% maior por odcitos cultivados em relacdo ao grupo controle, portanto o grupo
tratamento com TUDCA teve um efeito positivo na producdo e qualidade dos embrides. O
resultando em relagdo a taxas de prenhez, no grupo de leite tratado com TUDCA também foi
estatisticamente significativo sendo 65,51% enquanto o grupo controle foi de 41,44%. Sendo
assim, pode-se concluir que o estresse do reticulo endoplasmatico interfere na produgao dos

embrides in vitro, contribuindo para uma baixa conversao de oocitos em blastocistos.
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