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SANCHES, Bruno Valente. Obtengao de prenhezes em rebanhos bovinos a
partir de embrides produzidos in vitro criopreservados po r vitrificagdo o u
transferéncia direta. 2015. 57 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos eficientes para a utilizagdo de
embrides produzidos in vitro (PIV) e criopreservados, em programas comerciais e
em larga escala. No primeiro capitulo, comparou-se as taxas de eclosdo de 213
embrides indicus PIV submetidos ao agente Forskolin (n=112) ou nao (controle
n=101) e a taxa de concepgao de 145 embrides PIV, cultivados na presenca (n=80)
ou auséncia (n=65) de Forskolin. No segundo capitulo comparou-se as taxas de
concepgao de embrides bovinos PIV transferidos a fresco (n=259), vitrificados
(n=234) ou congelados pelo método de transferéncia direta (n=228). Analisando os
resultados do primeiro capitulo, ndo houve diferenga na taxa de clivagem dos
embrides expostos ou n&o ao Forskolin (70.5% vs 63.3%, P < 0,05,
respectivamente), mas a taxa de concepg¢do dos embrides cultivados na presenca
do Forskolin foi superior (P < 0,05) quando comparada a de embrides cultivados na
auséncia de Forskolin (48.8% vs 18.5%, respectivamente). Quanto ao segundo
capitulo, as taxas de concepgao de embrides PIV transferidos a fresco (51.3%)
foram superiores (P < 0,05) a de embrides vitrificados (34.6%) ou congelados para
transferéncia direta (42.1%). Nao houve diferenca (P < 0,05) entre as taxas de
concepgao dos grupos vitrificados e transferéncia direta. Conclui-se que € possivel
obter taxas de concepgao acima de 34% na transferéncia de embriées bovinos PIV
criopreservados por vitrificagdo ou transferéncia direta, o que torna a técnica
comercialmente viavel em muitos paises. Esta ultima técnica, por permitir a
transferéncia direta dos embrides, apresenta-se como recurso estratégico para
ampliar a utilizacdo de embrides produzidos in vitro em larga escala.

Palavras-chave: Embrides. Bovinos. Vitrificagdo. Congelagao lenta. Transferéncia
direta.



SANCHES, Bruno Valente. Pregnancies in bovine using in vitro produced
embryos cr yopreserved b y vi trification or direct transfer . 2015. 57 p. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2015.

ABSTRACT

The aim of this study was to develop efficient protocols for the use of bovine in
vitroproduced embryos (IVP) and cryopreserved in commercial programs and
largescale. In the first chapter, were compared the hatching rates of 213 indicus
embryos PIV submitted to Forskolin agent (n=112) or not (control n=101) and
conception rate of 145 IVP embryos, cultured in the presence (n=80) or absence
(n=65) of Forskolin. In the second chapter, were compared the conception rates of
bovine IVP embryos transferred fresh (n=259), vitrified (n=234) or frozen by direct
transfer method (n=228). Analyzing the results of the first chapter, there was no
difference in the cleavage rate of embryos exposed or not to Forskolin (70.5% vs.
63.3%, P < 0.05, respectively), but the conception rate of embryos cultured in the
presence of Forskolin was higher (P < 0.05) when compared to embryos cultured
in the absence of Forskolin (48.8% vs. 18.5%, respectively). In the second chapter,
the conception rates of IVP embryos transferred fresh (51.3%) were higher (P <
0.05) of vitrified embryos (34.6%) or frozen for direct transfer (42.1%). No
differences (P < 0.05) between the conception rate of vitrified groups and direct
transfer. In conclusion, it is posible to achieve conception rates above 34%
transferring IVP bovine embryos cryopreserved by vitrification or direct transfer,
which makes commercially viable technique in many countries. The latter
technique, by enabling direct transfer of embryos, is presented as a strategic
resource to expand the use of embryos produced in vitro on a large scale.

Keywords: IVF Embryo. Bovine. Vitrification. Direct transfer.
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1. INTRODUCAO

A crescente exigéncia mundial para produgcéo de alimentos seguros e de
forma sustentavel tem forcado a pecuaria bovina a sofrer adaptacées, buscando o
aumento da eficiéncia reprodutiva e produtiva dos animais em areas cada vez
menores. Ainda que numericamente expressiva, a pecuaria brasileira tem grande
potencial de aumentar a sua produtividade e eficiéncia em termos percentuais e isto
torna-se mais evidente quando comparamos as médias de producao brasileiras com

as de outros paises mais eficientes.

Por exemplo, a produtividade do rebanho leiteiro brasileiro € de 1.471 litros
de leite/vaca/ano (Embrapa, 2013). No entanto, esta média € bastante inferior
aquela registrada no rebanho americano, o atual maior produtor de leite do mundo,

com aproximadamente 11.000 litros de leite/vaca/ano.

As biotécnicas da reproducdo animal tém contribuido para a producao de
animais com genotipos superiores, com eficiéncia produtiva destacada (Lopes et al.,

2012) e tém sido fortemente incorporadas a rotina de fazendas comerciais.

Dentre as biotécnicas disponiveis, a producéo in vitro de embrides (PIV) é
uma ferramenta eficaz para otimizar o processo de selecdo e multiplicacdo de
animais geneticamente superiores. A PIV de embries bovinos apresenta como
vantagens favorecer a determinacdo e controle do sexo dos produtos, elevar a
eficiéncia dos sistemas de producdo impondo rapidez aos programas de
melhoramento genético, facilitar o comércio de embrides, maximizar a utilizacdo do
sémen congelado oriundo de animais de alto valor produtivo, além de permitir o
desenvolvimento de outras biotécnicas reprodutivas. Por isso, esta técnica tem se
mostrado uma ferramenta em franca ascenséo, sendo cada vez mais divulgada e
utilizada em nivel nacional.

A partir dos anos 2000, a iniciativa privada vislumbrou a perspectiva favoravel
de disponibilizar a PIV de embrides aos pecuaristas. Desta forma, a PIV vem sendo
exercida por um numero crescente de profissionais, com resultados promissores
(Viana & Camargo, 2007).
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No Brasil, foram inseminadas apenas 5,54% do total de matrizes, o que
representa 13 milhdes de doses de sémen no ano (Asbia, 2013).

Em termos de produgéo de embrides bovinos ao redor do mundo, em 2013,
874.257 embrides foram transferidos (Perry, 2014), dentre estes, 390.745 foram
obtidos por PIV. Dentre o total embrides PIV transferidos no mundo em 2013,
apenas 35.185 foram previamente criopreservados, diferentemente daqueles
produzidos in vivo, onde o nimero de embriGes criopreservados foi superior aos
transferidos a fresco. Esta diferenca nas proporcoes reflete a dificuldade existente
em se obter resultados eficientes com os protocolos de criopreservagao quando os
embrides séo produzidos in vitro (Perry, 2013).

Por outro lado, a PIV de embrides tem se tornado cada vez mais eficiente em
termos de taxas de sucesso ao longo dos ultimos anos. Assim, uma adequada e
eficiente metodologia de criopreservacao de embrides PIV torna-se fundamental na
protecdo e manutencdo de espécies e populacdes animais, além de possibilitar o
comeércio internacional destes oodcitos e embrides. Com isso, seria evitado o

transporte de animais vivos, com seus riscos e barreiras sanitarias.

Em nivel nacional, existe forte interesse econbmico na criopreservacao de
embrides PIV, visto que os custos do processo seriam diminuidos, com melhor
aproveitamento das receptoras e a criacdo de bancos de embrides congelados, que
poderiam ser comercializados futuramente, ao invés de serem descartados, como

tem acontecido na maior parte das vezes.

O sucesso crescente da técnica de vitrificacdo de embrides PIV tem sido
reportado por diferentes grupos de pesquisa nos ultimos anos (Block et al, 2010;
Moratdé & Mogas, 2014; Salzano et al, 2014), embora tais grupos tenham relatado
principalmente experimentos somente em condicbes de laboratério, ou testes a
campo em peguena escala. Outro aspecto importante refere-se a peculiaridades dos
embrides Bos indicus, cuja capacidade de suportar 0os processos de criopreservacao

podem diferir dos embrides taurus (Visintin et al., 2002).

A vitrificacdo vem sendo aplicada no Brasil como complemento ao processo
de transferéncia a fresco. No capitulo 1 do presente trabalho, apresentamos 0s

resultados das taxas de concepcédo de embrides PIV transferidos para as receptoras
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apos serem vitrificados. No entanto, € necessario reconhecer as limitacdes
operacionais da técnica de vitrificacdo. A necessidade de um treinamento rigoroso,
além de acurada habilidade técnica, mais o tempo necesséario para manipular cada
embrido imediatamente antes da transferéncia, sdo circunstancias peculiares que

restringem a utilizacdo mais ampla deste método de criopreservacao.

Para sanar tais limitagbes, no capitulo 2, embrides bovinos foram
criopreservados pela técnica de transferéncia direta. Embora a transferéncia direta
venha sendo utilizada hd muitos anos e com excelentes resultados em embrifes
produzidos in vivo, no caso daqueles produzidos in vitro, apenas um trabalho obteve
prenhezes utilizando embriées FIV com transferéncia direta, ainda que o numero de

embrides transferidos tenha sido pequeno (Riha et al., 2002).

Ambas as técnicas de criopreservacéo, associadas aos embrides transferidos
a fresco, permitiriam a otimizacdo dos programas de transferéncia em larga escala
por viabilizarem o aporte de embrides suficientes para a demanda de fémeas
receptoras. No caso da transferéncia direta, acrescenta-se a facilidade no momento
da transferéncia dos embrides, pois esta técnica ndo requer alta especializacdo para
a descongelacédo dos embrides. Além disso, é a técnica preconizada pelos 6rgaos
de fiscalizacdo sanitaria, facilitando programas de exportacdo de embrides,
particularmente de genética Bos indicus, mercado em grande expansdo no

momento.

O objetivo do presente trabalho é demonstrar a viabilidade do uso de
embrides PIV congelados por vitrificacdo ou transferéncia direta, na rotina comercial

de grandes fazendas e em projetos de larga escala.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A lmporténcia da Criopreservagao na Producgéo In Vitro de Embrides

Principalmente no Brasil, existe uma crescente demanda por melhoramento
genético, o qual ocorre de modo mais eficiente e rapido quando € utilizada a PIV de
embrides. Nos Ultimos 15 anos, as biotécnicas de embrides de mamiferos
apresentaram grande progresso cientifico, especialmente na espécie bovina (Hasler,
2014) e no caso da PIV, o Brasil € o que mais produz embrides no mundo (Viana et
al., 2012).

A criopreservagdo é essencial para difundir o uso de embribes nesta
crescente industria. Para isso, é necessario otimizar sistemas que produzam taxas
estaveis e maior sobrevivéncia embrionaria pos congelacdo, comparaveis aos
embrides transferidos a fresco (Engelmann, 2011). Um dos mais importantes
principios da criopreservacao reside na necessidade de se remover 0 mMaximo
possivel de agua do interior das células, antes de realizar a sua congelacéo. Se esta
desidratacdo néo ocorrer corretamente, cristais de gelo se formam dentro da célula,
lesando severamente a estrutura intracelular. No entanto, a remocao demasiada de

agua das células também pode ser deletéria (Seidel Jr., 1986).

2.2. Diferencas entre embrides produzidos In vivo e In Vitro

Segundo POLLARD and LEIBO (1993), os embribes PIV sao diferentes
daqueles produzidos in vivo e mais sensiveis ao resfriamento e congelacao,
principalmente devido a proporcdo de lipideos e proteinas nestes dois tipos de
embribes. No mesmo trabalho, foi observado também que os embries PIV tem
maior permeabilidade ao EG, menor densidade e maior susceptibilidade da zona

pellcida a acdo da pronase.

Outros autores também relataram maior quantidade de vacuolos, menor
namero de células totais e maior fragilidade da zona pelldcida nos embrides PV,

guando comparados aos produzidos in vivo (Crosier et al., 2001).
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A influéncia do lipideo intracelular na congelagdo dos embrides bovinos PIV
foi demonstrada a partir da extracdo destes componentes por meio da centrifugagao
de zigotos com Citocalasina B, que produziram mérulas compactas contendo
diferentes niveis de lipideos intracelulares. Os resultados indicaram que os lipideos
sdo parcialmente responsaveis pelo aumento da sensibilidade a congelacdo, uma
vez que o grupo com baixo lipideo teve uma taxa de sobrevivéncia 33% maior que o

grupo controle apds o congelamento (Leibo et al., 1995).

2.3. Uso do Soro Fetal Bovino no cultivo in vitro dos embrides e sua influéncia

na criotolerancia dos embrides

Pesquisadores demonstraram que componentes do meio de cultivo,
principalmente o soro fetal bovino (SFB), exercem influéncia sobre a morfologia e
aparéncia citoplasmatica do embrido PIV, o qual aparenta ser mais escuro (Barcelo-
Fimbres & Seidel Jr., 2007). A quantidade de lipideo intracelular também pode ser
influenciada pelo meio de cultivo dos odcitos e embrides. A presenca de soro fetal
bovino no meio de cultivo é tido como responsavel pelo excessivo acumulo de
lipideos, seja pelo maior aporte de lipideos fornecido pelo meio, seja por disturbios
no metabolismo mitocondrial (Abe et al., 2002a). Neste sentido, alguns estudos
compararam diferentes composi¢des dos meios de cultivo e sua correlacdo com a
criotolerancia dos embrides PIV (Salzano et al., 2014; Sanches et al., 2013; Mucci et
al., 2006; Sommerfeld and Niemann, 1999).

Além de serem mais sensiveis a criopreservacdo (Camargo et al., 2011), os
embribes PIV, quando transferidos para o Utero das receptoras, dardo origem a
menores taxas de prenhez, quando comparados aos embrifes produzidos in vivo
(Farin and Farin, 1995). Algumas diferencas encontradas em embrides PIV, tais
como: blastbmeros aumentados, citoplasma mais escuro e uma menor densidade
podem interferi na criotolerancia destes embriées (Leibo e Loskutoff, 1993; Rizo et
al., 2003). Essas diferencas estdo principalmente associados com o aumento do
teor de lipidios citoplasmatica (Horvath & Seidel Jr., 2006; Seidel, 2006; Pereira et
al., 2007;. Lapa et al., 2011).
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O aumento do acumulo de lipideos parece estar associado a utilizacdo de
soro fetal de bovino (SFB) ao meio de cultivo. O uso de SFB no meio tem sido
controverso, com seus efeitos positivos e negativos sendo relatados. Varios estudos
tém demonstrado o aumento na taxa de blastocisto, quando SFB foi adicionado ao
meio de cultivo (Rizo et al., 2003;. Leivas et al., 2011). Além disso, Leivas et al.
(2011) relataram aumento de 10% nas taxas de blastocisto entre embrides PIV de
bovinos Bos indicus cultivados com 2% de SFB quando comparados aos embrides
cultivados apenas com a Albumina Sérica Bovina (BSA).

Embrides de origem Bos taurus deram taxas de blastocisto semelhantes
guando cultivados com ou sem SFB, sugerindo que possa existir beneficio do SFB
apenas nas racas indicus (Leivas et al., 2011). Por esta razdo, muitos laboratorios
na Ameérica do Sul, onde a maioria dos animais sdo de origem Bos indicus, ainda

utilizam SFB no cultivo dos embrides PIV.

No entanto, os embrides cultivados em meio suplementado com SFB contém
maiores concentracbes de gotas lipidicas intracitoplasmaticas que embribes
cultivados na auséncia de SFB (Abe et al., 2002). Além disso, Ferreira et al. (2010)
demonstraram grandes diferencas na composicdo de lipideos de embrides
cultivados com e sem SFB. A relacéo entre as goticulas de lipideos acumulados no
embrido e a sua menor capacidade para sobreviver a criopreservacdo foi
claramente demonstrada (Leibo e Loskutoff, 1993; Diez et al., 2001; Abe et ai.,
2002; Lonergan et al., 2003; Rizo et al., 2003).

Por estas razbes, foram estudadas alternativas ao uso do SFB no cultivo
embrionario. Fontes alternativas de proteina tais como o acido graxo livre, o0 BSA,
alcool polivinilico (PVA), polivinil pirrolidona (PVP) e substituicbes de soro sintético,
como KnockOut® (Gibco — Grand Island/NY) tém demonstrado serem capazes de
suportar o desenvolvimento embrionario bovino (Moore et al., 2007; Mingoti et al.,
2011; Ordofiez-Leon et al., 2014). Além disso, os embrides cultivados na auséncia
de SFB tém maior criotolerancia (Leibo e Loskutoff, 1993; Abe et ai., 2002; Rizo et

al., 2003; Seidel, 2006).

2.4. Diferentes Métodos para Criopreservagcdo de Embrides Bovinos
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O desenvolvimento de métodos efetivos para a criopreservacao de embrides
(Wilmut & Rowson, 1973; Leibo, 1984) tornaram a transferéncia de embrides mais
eficiente e menos dependente de receptoras disponiveis. No inicio dos anos 80, o
crioprotetor mais utilizado era o Glicerol (GLY) e sua diluicdo pds descongelacéao foi
simplificada com a adicado de sacarose a solucao de descongelacédo (Leibo, 1984).
Desta maneira foi desenvolvida a técnica conhecida como “one step™”, a partir da
utilizacdo de crioprotetores convencionais (DMSO ou 1.5 Molar de glicerol) em
embrides produzidos in vivo. Apdés a descongelacdo e homogeneizacdo das
diferentes colunas da palheta, o embrido era deixado por um periodo de 5 a 20
minutos em uma temperatura de 20° a 37° C antes de ser transferido para a
receptora. As taxas de prenhezes variaram de 25 a 45% (Leibo, 1984; Leibo, 1986).

Ainda em 1984, outro método de transferéncia direta foi apresentado (Massip
and Van der Zwalmen, 1984) que, por sua vez, propuseram o uso de uma solucéo
de congelacdo composta por 1.4 Molar de glicerol e 0.25 Molar de sacarose, onde
0os embrides congelados nesta solucdo também poderiam ser transferidos

diretamente para as receptoras, sem a necessidade de remover o crioprotetor.

Porém, era preciso encontrar outro crioprotetor que fosse mais permeavel as
células embrionarias. Neste sentido, SZELL et al. (1989) publicaram um estudo
mostrando as caracteristicas osmoéticas das células embrionarias de bovinos e
ovinos, quando expostas ao Glicerol (2M), propileno glicol (2 M) ou Etileno Glicol
(2M). Trabalhando com embrides in vivo, 0s autores mostraram que morulas e

blastocistos bovinos sdo mais permeéaveis ao Etileno Glicol que ao Glicerol.

Alguns anos depois, foram obtidas as primeiras gestacdes provenientes da
transferéncia de embrides in vivo criopreservados com 1.5 Molar de EG e

transferidos diretamente para as receptoras (Voelkel and Hu, 1992).

Todas as técnicas supracitadas que utilizaram a congelacdo e posterior
transferéncia direta dos embrides tinham como principal objetivo facilitar o uso de
embribes congelados, dispensando a necessidade de ter instalagdes laboratoriais
para realizar a descongelacdo dos embrides e otimizacdo do manejo das
receptoras. Como se trata de um procedimento bastante rapido, no caso de
fazendas leiteiras, a descongelacdo e transferéncia sdo realizadas sem alterar a

rotina das propriedades, além de dispensar treinamentos e equipe especializada.
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Esta técnica também facilita o comércio, uma vez que permite maior distribuicdo de
embrides PIV (Voelkel and Hu, 1992a).

Atualmente, os dois métodos mais utilizados sdo a congelacdo lenta e a
vitrificagdo (Mapletoft, 2013). No caso da congelagéo lenta, sdo utilizadas baixas
concentracbes de crioprotetores, 0s quais estdo associados a toxicidade do
processo e ao choque osmotico sofrido pelas células. No caso da vitrificacdo, o
processo é ultrarrapido, o que reduz os danos a célula causados pela formacao dos
cristais de gelo (Hasler, 2014).

Conceitualmente, a vitrificagédo é a solidificagdo de uma solucéo feita ndo por
cristalizacdo, mas por extrema elevacéo na viscosidade durante o resfriamento. A
alta osmolaridade da solucao de vitrificagdo faz com que a maior parte da agua
presente dentro das células embrionarias saia rapidamente, deixando-as
suficientemente desidratadas e permeaveis ao crioprotetor, suportando a imersao
direta no nitrogénio liquido (-196 °C). A rapida imersdo no nitrogénio liquido
imediatamente solidifica as células, fazendo com que a &gua intracelular
remanescente ndo tenha tempo de formar cristais de gelo (Vajta et al., 1998). A
associacao da vitrificacdo com a ndo formacédo de cristais de gelo e ao uso do
Etileno Glicol, que tem maior permeabilidade a membrana da célula, diminuem os

efeitos toxico e osmatico do processo.

Uma das maneiras de fazer com que o embrido passe mais rapidamente pela
zona critica de temperatura, aumentando a taxa de resfriamento, € usar 0 menor
volume possivel de meio crioprotetor circundando o embrido, estabelecendo um
contato direto entre a solucéo e o nitrogénio liquido (Vajta & Nagy, 2006). Com esse
objetivo, inUmeras ferramentas tém sido desenvolvidas baseadas na “open-pulled
straw” (OPS) descrita por Vajta et al. (1998), que reduz o diametro de uma palheta
convencional de 0,25 mL para diminuir o volume de solucédo envolvendo o embrido

e, portanto, aumentar a velocidade de congelacao.

A vitrificacdo representa uma alternativa rapida e econdmica para a
criopreservacdo de embribes PIV (Massip, 2001). Contudo, a necessidade de se
fazer dois ou trés banhos em solucbes decrescentes de concentracdo osmotica
durante o reaquecimento dos embrides, ainda limita as condi¢des de sua utilizag&o

a campo.
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Um diferencial entre a vitrificagdo e a congelacao lenta é a concentracdo de
crioprotetores utilizada, a qual € mais elevada na vitrificacdo. Apesar disso, a maior
velocidade de congelacdo permite que esta técnica tenha uma melhor taxa de re-
expansdo dos embrides quando descongelados e colocados em cultivo (Kolibianakis
et al., 2009; Nedambale et al., 2004).

2.5. Agentes crioprotetores

O mecanismo de acéo dos crioprotetores funciona principalmente abaixando
do ponto de solidificacdo da solucdo na congelacdo (Seidel Jr., 1986). Isto é
benéfico por varias razbes, mas principalmente porque promove um maior tempo
para a desidratacdo da célula, diminuindo a formacdo de cristais de gelo
intracelulares. Uma segunda funcdo dos crioprotetores parece ser sua interacao
com a membrana celular, exercendo uma acéo estabilizadora durante as mudancas
de um estado relativamente liquido para um estado solido e, talvez até mais

importante, na volta para o estado liquido na descongelacéo (Woods et al., 2004)

Apesar dos efeitos benéficos do crioprotetor, ndo existe uma técnica de
criopreservacao celular que permita 100% de sobrevivéncia apds a congelacéo e
descongelacdo, mesmo utilizando-se curvas de resfriamento e aquecimento
consideradas 6timas. Segundo Menezo (2004), durante a criopreservacao, todos os
embribes sofrem consideraveis danos morfologicos e funcionais, cuja extensao
depende de fatores como o tamanho e a forma das células do embrido, a
permeabilidade das membranas, além da qualidade e sensibilidade dos embrifes

aos agentes crioprotetores (Vajta & Kuwayama, 2006).

Existem duas razGes para justificar as falhas na acdo dos crioprotetores:
primeiro, a toxicidade do crioprotetor limita a concentracdo em que este pode ser
utilizado antes do resfriamento e, portanto, limita a eficacia da acdo crioprotetora
(Fahy, 1986). Segundo, os agentes crioprotetores podem ter uma acdo direta na
producdo de crioinjurias, como por exemplo, alterando a polaridade do meio

extracelular lesando as membranas (Arnold et al., 1983).

Independentemente da técnica, todos os meétodos de criopreservagao

necessitam de crioprotetores, os quais sado divididos em duas categorias: i)
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intracelulares, como dimetilsulfoxido (DMSO), propanediol, glicerol e etileno glicol) e
extracelulares, como trealose, glicose, sacarose e polivinilpirrolidona (PVP)
(Niemann, 1991). Essas duas classes de crioprotetores sédo usadas separadamente
ou associadas para diferentes protocolos de criopreservacao (Im et al., 1997; Young
et al., 1998; Shirazi et al., 2010).

De modo geral, se os embrides descongelados forem colocados diretamente
em uma solucao isosmética tornar-se-ao targidos, pois o influxo de agua para o
citoplasma € mais facil que a saida do crioprotetor do citoplasma (Dochi et al, 1995).
As células embrionarias serdo vulneraveis as injlrias osmoticas devido a expansdo
excessiva caso forem congeladas com crioprotetores de baixa permeabilidade como
o glicerol ou Propileno Glicol (PG) e também forem diretamente alojadas em um

meio isotbnico apos a descongelacgéo.

Desta forma, os danos podem ser reduzidos se o0s embrides forem
congelados com um crioprotetor de alta permeabilidade. Ha também relatos de que
a adicado de 20% de SFB ao meio de criopreservacao de odécitos de camundongos
pode prevenir o endurecimento da zona pelicida, minimizando os efeitos toxicos

dos crioprotetores (George et al., 1995).

Os crioprotetores mais utilizados até meados de 1990 foram o Glicerol,
DMSO e Propileno Glicol (Massip, 2001). No entanto, o EG foi descrito como 0 mais
eficiente dos crioprotetores oferecendo consideravel protecdo contra 0 dano durante
a congelacédo e descongelacdo, enquanto que o grau de protecédo dos outros glicéis
foi relativamente baixo (Miyamoto & Ishibashi, 1978). Desde entéo, o etileno glicol
tem sido utilizado em diversos protocolos para a criopreservacdo de odcitos e
embribes em varias espécies, devido principalmente ao seu baixo peso molecular
guando comparado a outros crioprotetores, proporcionando rapida entrada e saida

na célula durante o periodo de equilibrio e reidratacédo (Voelkel e Hu, 1992).

Trabalhos posteriores corroboram com tal descoberta, demonstrando que o
EG, quando comparado ao Glicerol, obteve taxa de reducdo de volume embrionério
de 55% vs. 80%, além da re-expansao da blastocele em 10 minutos vs. 30 minutos
(Martinez et al., 2002b). Outros pesquisadores relataram ainda que o EG a 1,5
Molar, em substituicdo ao Glicerol, possibilitou excluir os passos de reidratacdo dos

embrides, necessarios antes da utilizacdo da transferéncia direta (Voelkel e Hu,
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1992). A sacarose continuou sendo utilizada como um tampdo osmético para
remover o crioprotetor, neste caso, mantendo o embrido dentro da mesma palheta,

para a transferéncia direta dos embrides.

Na diluicAo passo a passo, a sacarose € amplamente utilizada, auxiliando o
EG a reduzir a expansdo celular durante o processo de retirada do crioprotetor
(Martinez et al., 2002a). A necessidade da sacarose (0,1M) como tampdo osmotico
para o glicerol (0,7M) foi comprovada por TOMINAGA et al, (2007), para a
transferéncia direta, tanto em embriées integros como em embrides biopsados e
submetidos ao congelamento lento. Esta técnica utiliza crioprotetor convencional e
colunas distintas contendo sacarose e Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (PBS).
Na descongelacao, a coluna do embrido se mistura com a sacarose, mas hao com o
holding e incuba por 10 a 20 minutos a 37°C. Por usar menor concentracao de
sacarose, parece ser menos toxica ao embrido. No entanto, a inadequada mistura
das colunas pode gerar resultados variaveis, mas as taxas de prenhez chegaram a
45% (Voelkel and Hu, 1992b).

Diversos protocolos de vitrificacdo e transferéncia direta foram testados por
Campos-Chillon et al (2006) a partir de embrides PIV, usando como agente
osmotico a galactose. A galactose possui também propriedades de conservar a
integridade funcional e estrutural da membrana celular. Este acUcar possui uma

menor viscosidade comparado aos outros, o que facilitaria a sua diluicdo na palheta.

2.6. Uso do Forskolin para Diminuir o Teor Lipidico dos Embrides

O conceito de que lipideos interferem negativamente no sucesso da
criopreservacao de embrides foi inicialmente demonstrado em suinos (Nagashima et
al., 1994) e posteriormente em bovinos (Diez et al., 2001), que melhoraram a
congelabilidade dos embrides promovendo a “delipidacao” do embrido realizando a
remocao, via micro-manipulacdo, das gotas citoplasmaticas de lipideo. Neste
trabalho, os autores centrifugaram os embrides em altas rotagbes para reunir as
gotas lipidicas em um dos polos do citoplasma e remové-las com a ajuda de uma

micropipeta. Outra maneira de diminuir o acumulo de lipideos citoplasméaticos
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envolve a “delipidagao” parcial por estimulo da lipdlise quimica no citoplasma

celular, técnica também descrita em suinos (Men et al., 2006).

Reguladores do metabolismo de &cidos graxos também foram testados
(Sudano et al., 2011; De La Torre-Sanchez et al., 2006a; De La Torre-Sanchez et
al., 2006b) no intuito de melhorar a congelabilidade dos embrides cultivados em
meios contendo tais reguladores, diminuindo assim a formacéao de gotas lipidicas no
citoplasma celular e a taxa de apoptose nos embrides avaliados no dia 7 do cultivo.

A maior parte do lipideo intracelular dos odcitos e embrides sdo compostos
por triacilglicer6is (TAG) (Diez et al., 2001). A principal funcdo dos TAG
armazenados no citoplasma € servir como fonte de energia. O metabolismo
intracelular dos lipideos é regulado por hormdnios como as catecolaminas, glucagon
e insulina. Porém, algumas drogas como norepinefrina, isoproterenol e forskolin (73-
acetoxi-8,13-epoxi-1la, 6B, 9a-trihidroxi-labd-14-ene-11-one) também sédo capazes
de estimular a lipdlise dos TAG (Figura 1). Em condicfes fisiologicas normais, a
lipase ativada catalisa a hidrolise dos TAG em glicerol e acidos graxos livres (Holm,
2003).

O forskolin é uma substancia derivada da planta indiana Coleus forskohlii e
Men et al. (2006) observaram o aumento da atividade lipolitica em blastocistos de
suinos, cultivados na presenca de forskolin, mensurando a producao de glicerol no
meio de cultivo dos embribes. Estes autores demonstraram que o0s embrides
cultivados com forskolin apresentaram maiores taxas de re-expansao da blastocele,

apos vitrificados e descongelados, em comparacdo com o0 grupo nao tratado.
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Figura 1 — Mecanismo de acdo do forskolin, um potente ativador da adenilato
ciclase, que estimula a atividade da lipase atuando no ciclo da Proteina Kinase/
CAMP.
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Fonte: Adaptado de Sudano et al., 2013

Além disso, a adicdo de Forskolin ao meio de cultivo dos embrides PIV
reduziu a quantidade de lipideos intracitoplasmatica e aumentou a sobrevivéncia

embrionaria pos congelacdo (Men et al., 2006; Paschoal et al., 2012).
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3. HIPOTESES

3.1. Forskolin atua como agente lipolitico e melhora a sobrevivéncia embrionaria pos
congelacao/ descongelacdo de embrides PIV

3.2. Embrides cultivados na presenca de Forskolin resultam em maior taxa de

concepcao, em comparagdo aqueles cultivados em meio sem Forskolin

3.3. Na transferéncia de embrides PIV frescos, aqueles cultivados na auséncia de
soro fetal bovino sdo de melhor qualidade, resultando em maiores indices de
concepcao quando comparados aqueles cultivados em meio suplementado com
soro fetal bovino.

3.4. Embrides congelados pelo método de transferéncia direta resultam em taxas de

concepcao semelhantes as obtidas na transferéncia de embrides PIV vitrificados

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade do uso de embrides produzidos in vitro e criopreservados por

vitrificacdo ou congelacao lenta, para obtencéo de prenhezes em larga escala.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Avaliar a taxa de eclosédo e a taxa de concepc¢do de embrides indicus PIV,

guando cultivados na presenca ou auséncia do Forskolin

4.2.2. . Avaliar a taxa de concepcédo de embrides PIV quando cultivados na
presenca ou auséncia de soro fetal bovino e transferidos a fresco para o Utero das

receptoras

4.2.3. Comparar as taxas de concepcéao aos 30 e 60 dias de gestacdo de embribes

PIV transferidos a fresco, vitrificados ou transferéncia direta

4.2.4. Avaliar a viabilidade técnica do uso em larga escala, na rotina comercial de

grandes fazendas, de embrides PIV congelados por transferéncia direta
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In vitro-produced (IVP) bovine embryos are more sensitive to cryopreservation than their
in vivo counterparts due to their higher lipid concentrations, whereas Bos indicus IVP
embryos are even more sensitive than Bos taurus IVP embryos. To examine the effects of
a lipolytic agent, before vitrification of Bos indicus IVP embryos, on embryo survival,
viability, and pregnancy rates, two experiments were conducted. In experiment 1, Bos

Keywords: indicus (Nelore) embryos were produced from abattoir-derived ovaries and allocated into
Embryo . L

Forskolin two groups. In the treatment group, 10 uM of forskolin was added to the in vitro culture
VF medium on Day 5 and incubated for 48 hours. On Day 7 of culture, IVP-expanded blas-
Cryopreservation tocysts from both the control (n = 101) and treatment (n = 112) groups were vitrified with
Zebu ethylene glycol and DMSO via the Cryotop procedure. Although there was no significant

difference between the rates of blastocoel reexpansion and hatching of the embryos
exposed to forskolin (87.5% and 70.5%, respectively) compared with the control embryos
(79.2% and 63.3%, respectively), the numerically superior rates of the embryos exposed to
forskolin led to another experiment. In experiment 2, blastocysts produced from the ovum
pick up were exposed or not exposed to the lipolytic agent and vitrified as in experiment
1. Embryos treated with forskolin had higher pregnancy rates than the control group
(48.8% vs. 18.5%). In view of these results, 1908 Bos indicus embryos were produced from
ovum pick up, exposed to the lipolytic agent, and blastocysts were transferred to recipi-
ents, and the pregnancy rates of the embryos of various breeds were compared. The mean
pregnancy rate obtained was 43.2%. All data were analyzed by chi-square or by binary
logistic regression (P < 0.05). In conclusion, treatment with forskolin before vitrification
improved cryotolerance of Bos indicus IVP embryos, resulting in good post-transfer
pregnancy rates.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Bos indicus accounts for the majority of Brazilian cattle
herds, thereby contributing to this country’s place at the
forefront of in vitro embryo production (IVEP) [1]. However,

* Corresponding author. Tel.: +55 43 3371 4064; fax: +55 43 3371 4063.
E-mail address: mseneda@uel.br (M.M. Seneda).

0093-691X/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2013.04.026

the availability of recipients is typically less than needed
(more embryos are produced than are implanted). Thus,
considerable effort has been invested in the development
of an efficient protocol for bovine embryo cryopreservation.
Low rates of pregnancy after warming are associated with
low numbers of embryos that are produced in vitro and
subjected to cryopreservation worldwide [2]. The main
problems include the lack of consistency in results [3] and
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differences in the survival and developmental rates after
warming across species, developmental stages, and quality
of embryos [4].

Most cryopreservation methods are based on two
factors, the use of cryoprotectants and cooling rate [5].
Vitrification is a widely used method [6]. The minimal-
volume approach of the Cryotop method increases the
rates of cooling, and especially warming (up to 40,000 °C/
minute), which may contribute to consistent, improved
survival rates and improved rates of development, both
in vitro and in vivo. Cryotop technology has been success-
fully used for cryopreservation of oocytes from various
species [7,8] and in vitro fertilization (IVF)-derived embryos
[9], reconstructed embryos with somatic cell nuclei [10],
blastocysts produced by parthenogenic activation, or
somatic cell nuclear transfer from delipidated in vitro-
matured oocytes [10] and embryos been derived from
intracytoplasmic sperm injection [11].

Vitrification is the most efficient cryopreservation me-
thod for embryos produced in vitro [6], which are more
sensitive to cryoinjuries than their in vivo counterparts
[12] because they contain more intracellular lipid droplets
[13]. In addition, sensitivity of Bos indicus IVP embryos is
higher than that of Bos taurus embryos [14]. The extent
of cryoinjury is dependent on the size and shape of the
embryonic cells, as well as on membrane permeability and
quality and sensitivity of the embryos [5]. Triacylglycerols
make up most of the intracellular lipids of embryos [15],
and lipolysis can be induced by lipolytic agents, such as
norepinephrine, dibutyryl cAMP, isoproterenol, forskolin,
and theophylline [16,17]. The diterpene forskolin, which is
derived from the roots of Coleus forskohlii [17], is used
to induce chemical delipidation of IVP-derived embryos
[18,19].

Data concerning the effect of forskolin on Bos indicus
IVP embryos are scarce, and the effect of forskolin on
pregnancy rates of cryopreserved IVP bovine embryos is
currently unknown. Addition of forskolin to culture me-
dium of Bos indicus IVP embryos before vitrification could
improve survival rates, providing satisfactory pregnancy
rates after the transfer of these embryos.

The aim of this study was to evaluate the effect of for-
skolin added during in vitro embryo culture on cryosurvival
by assessing the rates of blastocoel reexpansion and hat-
ching after vitrification of Bos indicus IVP embryos; in
addition, its effect on pregnancy rates following embryo
transfer was assessed and compared among zebu breeds.

2. Materials and methods

All chemicals used in this study were purchased from
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), unless stated otherwise.

2.1. Experimental design

In experiment 1, conducted in two replications, the
blastocysts produced from abattoir-derived ovaries were
cultured until Day 7 (fertilization = Day 0) when they were
vitrified and rewarmed at the expanded blastocyst stage
by the Cryotop procedure. On Day 5, the embryos were
separated into two groups, those that were exposed and

not exposed to 10 uM forskolin (7f-acetoxy-8,13-epoxy-
la,68,9a-trihydroxylabd-14-en-11-one, Cy;H3407) for 48
hours before vitrification. Following rewarming, the blas-
tocysts were cultured for 24 hours to assess cryosurvival.
Embryos that survived vitrification were cultured for an
additional 48 hours to assess hatching ability. For both the
assessments, nonvitrified fresh blastocysts were used as
controls.

In experiment 2, embryos produced from ovum pick up
were cultured with or without exposure to forskolin, as
in experiment 1. Embryos were transferred at the blasto-
cyst stage to female recipients (two replications) and the
pregnancy rates were compared. Results indicating the
forskolin-induced embryo survival after vitrification led to
the production of 1908 Bos indicus embryos after ovum pick
up, all of them exposed to forskolin and vitrified. These
embryos were transferred to recipients, and the pregnancy
rates obtained from the embryos of various breeds were
compared.

2.2. Oocyte recovery

2.2.1. Invitro

Abattoir-derived ovaries from Nelore cows were collec-
ted at a local abattoir stored in saline solution at 25 °C to
30 °C and transported to the laboratory within 25 minutes
after slaughter. Briefly, each follicle was punctured with
a disposable 19-gauge 1/2” hypodermic needle (Becton
Dickinson, Curitiba, PR, Brazil) connected to a 20-mL syringe.

2.2.2. Invivo

Follicular aspiration was performed as described
[20,21]. Briefly, each visible follicle >2 mm in diameter was
aspirated using a real-time B-mode ultrasound scanner
(Scanner 200 Vet, Pie Medical, Maastricht, The Nether-
lands), a 7.5-MHz convex array transducer fitted into the
intravaginal device (Pie Medical), and a stainless steel
guide. Follicular puncture was performed using a dispos-
able 19 gauge x 12 mm hypodermic needle (Becton Dick-
inson, Curitiba, PR, Brazil) connected to a 50-mL conical
tube (Corning, Acton, MA, USA) via a silicon tube (0.8 m
long; 2 mm internal diameter). Aspiration was performed
using a vacuum pump (Cook Veterinary Products, Queen-
sland, Australia) with a negative pressure of 10 to 12 mL
of water/minute. The collection medium was TCM-199
(Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA), supple-
mented with 25 mM HEPES (Sigma H-0763), 5% fetal calf
serum (FCS), 50 pL/mL gentamycin sulfate (Schering-
Plough, Sdo Paulo, SP, Brazil), and 10,000 IU/L sodium
heparin (Sigma H-3149).

2.3. In vitro maturation

Oocytes with at least three layers of compact cumulus
cells were classified as grade 1 [20] and were matured for
24 hours in 100 pL drops of TCM-199 (Gibco Life Technol-
ogies) that were supplemented with 10% FCS (Gibco Life
Technologies), 1 pg/mL FSH (Folltropin, Bioniche Animal
Health, Belleville, ON, Canada), 50 pg/mL hCG(Profasi,
Serono, Sdo Paulo, SP, Brazil), 1 pg/mL estradiol (estradiol-
178), 0.2 mM sodium pyruvate, and 83.4 pg/mL amikacin
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(Instituto Bioquimico, Rio de Janeiro, Brazil) under mineral
oil (D’Altomare, Santo Amaro, SP, Brazil) at 39 °C and 5%
atmospheric CO, (25-30 oocytes per microdrop). Before
in vitro maturation, cumulus oocyte complexes were
washed three times in TCM-199 HEPES that was supple-
mented with 10% FCS, 0.20 mM sodium pyruvate, and 83.4
pg/mL amikacin.

24. IVF and in vitro culture

Freeze-thawed sperm (2 x 107/dose) from sires of known
fertility (based on previous utilization for IVF) were used.
Straws were thawed for 30 seconds in a 35 °C water bath.
Sperm were washed twice by centrifugation at 200 x g for
5 minutes in 2 mL TALP medium that was supplemented
with 10 mM HEPES (Gibco Life Technologies), 0.2 mM
sodium pyruvate, and 83.4 g/mL amikacin. Sperm were
capacitated using heparin, and motility was stimulated by
the addition of penicillamine, hypotaurine, and epinephrine.

After visual assessment of motility, the sperm concen-
tration was adjusted to 25 x 10° motile sperm/mL, and each
fertilization drop containing 90 pL TALP-IVF medium that
was supplemented with 10 g/mL heparin, 18 M penicilla-
mine, 10 M hypotaurine, and 8 M epinephrine received 4 uL
of sperm (final concentration of 1 x 10° sperm per drop)
[20]. After maturation, the cumulus oocyte complexes were
washed three times in TCM-199 prefertilization medium
that was supplemented with 25 mM HEPES and 0.3% BSA
and washed once in TALP fertilization medium that was
supplemented with 10 pg/mL heparin and 160 pL of peni-
cillamine, hypotaurine, and epinephrine solution [22,23].

Presumptive zygotes had their cumulus cells removed
and were transferred to 100 uL drops of embryo culture
medium (SOFaa BSA containing 0.5% BSA and 2.5% FCS)
under the same temperature and gaseous atmospheric
conditions that were used for IVF. After 3 days (D3) and 5
days (D5) of culture, 50% of the culture medium was
replaced with fresh medium (feeding) from a stock of the
same medium that was used at the beginning of the
culture. The cleavage and blastocyst production rates were
recorded at D3 and D7 of culture, respectively.

2.5. Vitrification and warming

In experiment 1, embryos cultured with (n = 112) or
without (n = 101) 10 pM forskolin were subjected to
Cryotop vitrification, as described [24]. Expanded blasto-
cysts of excellent quality were equilibrated with 10%
ethylene glycol (WakoPure Chemical Industries Co., Osaka,
Japan) and 10% DMSO (WakoPure Chemical Industries Co.)
in TCM-HEPES base medium (TCM-199, 25 mM HEPES that
was supplemented with 20% FCS) for 1 minute at room
temperature. Then, the embryos were transferred into
a vitrification solution consisting of 20% ethylene glycol,
20% DMSO, and 0.5 M sucrose in the base medium and
incubated for 20 seconds at room temperature. During this
incubation, blastocysts were loaded onto the top of the
polypropylene strip of a Cryotop (three to five embryos;
Kitazato BioPharma Co., Shizuoka, Japan) with a minimal
amount of vitrification solution. They were then quickly
immersed in liquid nitrogen (N). As a control, randomly

selected fresh embryos (n = 96) were evaluated at D7, D8,
and D9 of culturing. In experiment 2, embryos were vitri-
fied using the same protocol.

2.6. Postwarming assays

After storage for >2 hours in liquid Ny, blastocysts were
exposed to air for 4 seconds, warmed by immersing the
polypropylene strip of a Cryotop into the base medium
(TCM-HEPES and sucrose) at ~35 °C and then held for 1
minute. Then, the blastocysts were transferred to the base
medium at room temperature in a stepwise manner (0.3
and 0.15 M sucrose for 5 minutes each) [25,26]. In experi-
ment 1, the blastocysts were cultured in 100 uL drops of
SOF medium containing 2.5% FCS and 0.5% BSA under
mineral oil at 39 °C and 5% atmospheric CO,. Cryosurvival
was assessed by reexpansion of the blastocoel after 24
hours of culturing. Thereafter, the surviving embryos and
the corresponding fresh control D9 embryos were
randomly assigned to further 48-hour cultures to deter-
mine their abilities to hatch. Embryos with more than half
of their embryonic cells emerging from the zona pellucida
were defined as hatched. In experiment 2, the embryos
were transferred to recipients after warming.

2.7. Protocol for embryo transfer

In experiment 2, all vitrified embryos were transferred
to Nelore and Nelore crossbred recipients after warming. A
fixed-time embryo transfer protocol was used to ensure
recipient estrus synchrony. Each recipient received an
intravaginal progesterone implant (CIDR, Pfizer, Hamilton,
New Zealand) and 2 mg of estradiol benzoate (Estrogin,
Farmavet, Sdo Paulo, SP, Brazil) on Day 0. The progesterone
implants were removed on Day 8, at which time the
animals were given 300 IU of eCG (Novormon, Syntex,
Buenos Aires, Argentina), 150 pg of p-cloprostenol (Pre-
loban, Intervet, Sdo Paulo, SP, Brazil), and 1 mg of estradiol
cypionate (Pfizer, Guarulhos, SP, Brazil). No detection of
estrus was performed; Day 10 was considered the day of
estrus. One embryo was transferred per recipient on Day 17.
Before embryo transfer, each recipient was subjected to
a transrectal ovarian examination (Aloka SSD 500, 5 MHz
linear transducer, Tokyo, Japan) to confirm the presence
and size of CLs. Only recipients with a CL > 13 mm received
an embryo. Pregnancy status was determined by ultraso-
nography on Day 30.

2.8. Statistical analyses

Cleavage, blastocyst, and pregnancy rates were com-
pared between forskolin and control groups by a binary
logistic regression model in a two-factorial design (treat-
ment and replicate). Pregnancy rates were compared
between different breeds by the chi-square test. For all
analyses, P < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

In experiment 1, there were no differences in blastocyst
rates across groups (P > 0.05). Out of the 314 IVF-derived
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Table 1

Cryosurvival and hatching abilities of IVP Bos indicus blastocysts after treatment with or without forskolin for 48 hours in culture.

Treatment Oocytes, no. Cleavage Blastocyst rate, Reexpanded blastocysts Hatched blastocysts
rate, no. (%) no. (%) 24 h, no. (%) 48 h, no. (%)

No forskolin vitrification 348 253 (72.7) 139 (39.9) 80 (79.2)? 64 (63.3)°

10 uM forskolin vitrification 314 247 (78.8) 142 (45.3) 98 (87.5)? 79 (70.5)°

Nonvitrified (fresh) control 331 241 (72.7) 132 (39.9) - 82 (85.4)%

3P Within a column, rates without a common superscript differed (P < 0.05).

zygotes cultured with forskolin, 247 (78.8%) cleaved on
Day 3, whereas 142 (45.3%) developed to expanded blas-
tocysts on Day 7. Out of the 348 IVF-derived zygotes
cultured without forskolin, 253 (72.7%) cleaved on Day 3
and 139 (39.9%) developed to expanded blastocysts on
Day 7 (Table 1).

There were no differences between the rates of blasto-
coel reexpansion and hatching of the embryos exposed to
forskolin (87.5% and 70.5%, respectively) compared with
embryos that were not treated with the lipolytic agent
before vitrification (79.2% and 63.3%, respectively).
Hatching rates of both groups were still lower (P < 0.05)
than those in the fresh control embryos (85.4%; Table 1).

In experiment 2, the average cleavage rate was 78% and
the average blastocyst rate was 42%. Pregnancy rates were
higher for the embryos that were exposed to forskolin
(48.8%) than for the embryos that were not (18.5%; Table 2).
After transfer of the 1908 vitrified-warmed embryos that
had been treated with forskolin, pregnancy rates were not
different (P > 0.05) among various zebu breeds (rates
varied from 40.3% to 45.5%, with an average rate of 43.2%;
Table 3).

4. Discussion

To our knowledge, this was the first study to report
pregnancy rates from vitrified Bos indicus embryos treated
with a stimulator of lipolysis. Herein, we report that
exchanging genetic material for research or commercial
purposes was possible with the use of the lipolytic agent
forskolin before embryo vitrification using the Cryotop
procedure. These data should be of great interest to the
embryo industry, as reasonable pregnancy rates were ob-
tained following cryopreservation of IVP zebu embryos.

There is a scarcity of literature regarding the pregnancy
rates of Bos indicus IVP embryos, and even less information
describing cryopreserved embryos. Our mean pregnancy
rate with forskolin (43.2%) seemed much higher than those
that had been reported by Block et al. [27] (27.7%) and
Stewart et al. [28] (25.7%) with vitrified IVP Holstein and
Holstein and Jersey embryos, respectively. It was also
higher than that obtained by Dochi et al. [29] with frozen
IVP Holstein embryos (29.5%). Interestingly, the pregnancy
rates that were obtained in this study are very similar to or
even higher than those obtained by our team after transfer
of fresh IVP Bos indicus embryos (33.5% [30] and 36.57% [31]
with Nelore cattle and 37% to 40% with Holstein, Gir, and
Holstein-Gir crossbred females [32]). It is important to
emphasize that achievement of such encouraging preg-
nancy rates requires only cryopreservation of embryos of
excellent quality.

Few studies have reported the use of forskolin for
chemical delipidation of Bos indicus embryos before cryo-
preservation and its effect on cryosurvival of vitrified
embryos. In a recent study [33], rates of blastocoel reex-
pansion in IVP Nelore-sired expanded blastocysts that had
been cultured with or without 10 uM forskolin (81.09% vs.
75.07%) did not differ from rates of expansion of in vivo-
derived Nelore embryos (86.40%). Although those rates are
similar to our results (87.5% vs. 79.2%), the duration of
exposure to forskolin was different (12 vs. 48 hours of
culture). Additionally, in agreement with our study, there
was no significant improvement in reexpansion rates after
cryopreservation after exposure to forskolin. Similarly,
Pryor et al. [19] reported no differences between Bos indicus
embryos that had been cultured with or without forskolin in
terms of survival to freezing (59.4% vs. 49.0%) and blastocyst
hatching rates (29.1% vs. 48.5%) when forskolin was added
on Day 6 of culture. In a study by Paschoal et al. [34], for-
skolin was also added on Day 6; it did not improve reex-
pansion rates after vitrification, but apparently reduced the
number of damaged cells after cryopreservation when
serum was used. In the present study, the addition of 10 uM
forskolin on D5 of culture, which was 48 hours before
vitrification, did not significantly improve rates of blastocoel
reexpansion and hatching (89.5% vs. 79.2% and 70.5% vs.
63.3%, respectively). Nevertheless, numerically superior
rates obtained with this treatment encouraged us to inves-
tigate the effects of exposure to forskolin before vitrification
on pregnancy rates of [IVP Nelore-sired embryos.

There were no significant differences in blastocyst rates
for embryos that were treated with forskolin (45.3%)
compared with those that were observed in the vitrified
control embryos (39.9%). These results were in accordance
with the study by Paschoal et al. [33], who reported blas-
tocyst rates of 46.3% versus 46.8% for Nelore-sired IVP
embryos that were cultured with or without forskolin
before vitrification. Paschoal et al. [34] also reported no
differences between blastocyst rates of embryos that were
cultured with (46.3% with FCS and 34.2% with no serum) or
without forskolin (46.8% with FCS and 33.3% with no
serum).

Table 2
Pregnancy rates of IVP Bos indicus embryos after treatment with or
without forskolin for 48 hours in culture before vitrification.

Treatment Transferred Pregnancies (no.) Pregnancy
embryos (no.) rate (%)

Control 65 12 18.5°

Forskolin 80 39 48.8%

b Within a column, rates without a common superscript differed
(P < 0.05).
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Table 3
Pregnancy rates of IVP Bos indicus embryos treated with forskolin for 48
hours in culture and submitted to vitrification.

Breed Transferred Pregnancies (no.) Pregnancy
embryos (no.) rate (%)

Taurus-indicus 87 37 42.5

Gir 701 314 44.8

Guzera 680 274 40.3

Nelore 440 200 45.5

Total 1908 825 43.2

No effect (P > 0.05) of breed on pregnancy rate.

Bos indicus IVP embryos have higher levels of intracel-
lular lipids than those of Bos taurus, which increases their
sensitivities to conventional freezing methods [14]. The use
of lipolytic agents is a noninvasive approach to achieve the
metabolic reduction of intracellular lipids, high levels of
which are largely responsible for the exceptional sensitivity
of these cells to cryopreservation. Lipolytic agents act on
various components of the lipolytic signal transduction
pathway, stimulating hydrolysis of intracellular lipids.
Forskolin stimulates lipolysis by directly activating adeny-
late cyclase, increasing the levels of cCAMP and activating
lipases [35-37]. In porcine embryos, forskolin was
responsible for reported reduction in levels of intracellular
lipids [18]. In bovine IVP embryos, however, controversial
effects were observed, whereas forskolin was able to
decrease cellular lipid concentrations [38] or not [39].
Nevertheless, it is possible that forskolin may induce effects
on the embryonic cells that are still unknown. By increasing
cAMP concentrations, it might alter embryo metabolism or
gene expression, leading to altered development. Although
embryos and the offspring seemed normal, the effects of
forskolin on metabolism and development were not thor-
oughly investigated in this study.

There are other substances that seem capable of
decreasing embryo lipid concentrations, but their effects
have not been well established. Pereira et al. [40,41] re-
ported that the addition of an isomer of conjugated linoleic
acid (CLA) to culture media decreased lipid concentrations
and increased cryotolerance of IVP bovine embryos.
However, no pregnancy rates were reported. The t10, c12
CLA seemed to act mainly by reducing the uptake and
synthesis of fatty acids [42,43]. Conversely, Darwich et al.
[44], reported no improvement in cryopreserved embryo
survival after addition of t10, c12 CLA.

This is apparently the first report of pregnancy rates
from IVP bovine embryos that were vitrified after treat-
ment with forskolin. This represents great progress in IVEP,
enabling the commercial use of the technique. Until
recently, surplus embryos obtained after embryo produc-
tion programs have been discarded because there was no
protocol allowing for reasonable pregnancy rates after
cryopreservation of these embryos.

The optimal pregnancy rates that were obtained after
the use of forskolin and vitrification with the Cryotop
method may simplify transport of embryos over long
distances, the exportation of embryos, and the conserva-
tion of species by storing genetic material. Additionally, the
surplus embryos that are obtained from IVEP programs can
now be stored for subsequent use during strategic periods.

In conclusion, adding forskolin before vitrification of
IVP-derived embryos improved Bos indicus embryo cry-
otolerance, resulting in optimal pregnancy rates after
transfer of cryopreserved Bos indicus IVP embryos.
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Comparacéo das taxas de concepcao apoés transferéncia de embrifes in vitro
frescos, vitrificados ou criopreservados apdés transferéncia direta

RESUMO

Embora taxas de concepg¢édo acima de 30% tenham sido alcangadas recentemente
na transferéncia (TE) de embrides produzidos in vitro (PIV) e vitrificados, o
complexo processo de reaquecimento destes embrides apos a vitrificagdo continua
a representar um obstaculo ao uso comercial desta técnica, com pouca
aplicabilidade em condi¢cbes de campo. O objetivo deste trabalho foi comparar as
taxas de concepcéao obtidas apds a TE de embrides bovinos PIV frescos, vitrificados
ou congelados para transferéncia direta. Oocitos (n=3171) recuperados por OPU de
fémeas Girolando foram selecionados e submetidos a MIV por 24 h a 38,5 °C, com
5% CO2 em ar e umidade saturada. A FIV foi realizada com sémen sexado
descongelado de 5 touros Holandeses. Ap6s FIV, os provaveis zigotos foram
desnudados e cultivados por sete dias nas mesmas condi¢cdes de temperatura e
umidade da MIV e da FIV, porém com 5% de CO2 e 5% de O2. Embrides grau | nos
estagios de BL ou BX foram transferidos a fresco, vitrificados ou congelados para
transferéncia direta (TD). Os embrides foram transferidos para receptoras
previamente sincronizadas. As taxas de concepcdo obtidas foram de 51.35%
(133/259) nos embrides transferidos a fresco, de 34.62% (84/234) nos vitrificados e
de 42.11% (96/228) nos embrides da transferéncia direta. O nivel de probabilidade
de p< 0.05 foi considerado significante. Os indices obtidos com os embrides PIV
vitrificados e com os da transferéncia direta indicam que a criopreservacdo dos
embrides PIV proporciona resultados semelhantes aos obtidos apds a transferéncia
de embrides PIV frescos. Destacamos 0s aspectos positivos da possibilidade de

criopreservacao de embrides PIV com a praticidade da transferéncia direta.

Palavras Chave: Embrides FIV, Prenhez, Bovinos, Transferéncia Direta
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ABSTRACT

Although over 30% of conception rates have recently been achieved in the embryo
transfer (ET) of vitrified in vitro produced (IVP) embryos, the complex process of
recovery of these embryos after vitrification remains an obstacle to commercial use
of this technique, little applicability under field conditions. The aim of this study was
to compare pregnancy rates obtained after ET of fresh IVP bovine embryos, vitrified
or frozen for direct transfer. Oocytes (n=3171) recovered by OPU Girolando females
were selected and submitted to IVM for 24 hours at 38.5°C with 5% CO2 in air and
saturated humidity. The IVF was performed with sexed semen thawed from 5
Holstein bulls. After IVF, the presumptive zygotes were denuded and cultured for
seven days under the same conditions of temperature and humidity of IVM and IVF,
but with 5% CO2 and 5% O2. Grade | embryos in stages of BL or BX were
transferred to fresh, frozen or vitrified for direct transfer (TD). The embryos were
transferred to previously synchronized recipients. The conception rates obtained
were 51.35% (133/259) in the embryos transferred in fresh, 34.62% (84/234) in
vitrified ones and 42.11% (96/228) in the direct transfer embryos. The probability
level of p<0.05 was considered significant. The rates obtained from the IVP embryos
vitrified and direct transfer indicate that the cryopreservation of IVP embryos yields
results similar to those obtained after transfer of IVP fresh embryos. We highlight the
positive aspects of the possibility of cryopreservation of IVP embryos with the

convenience of direct transfer.

Key Words: IVF Embryos, Bovine, Pregnancy, Direct Transfer
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1. INTRODUCAO

O uso de embrides produzidos in vitro (PIV) aumentou muito ao longo
da dltima década (Hasler, 2014). Grande parte deste crescimento ocorreu
principalmente no Brasil. Em 2013, mais de 393 mil embrides PIV foram transferidos
para receptoras, sendo que deste total, 78% foram produzidos na América do Sul.
No mesmo ano, do total de transferéncias realizadas, apenas 8.9% dos embribes
PIV eram congelados, sendo que nos embrides in vivo, esta proporcéo foi de 59%
(Perry, 2013).

Os embrifes PIV sdo menos resistentes a criopreservacdo que os embrides
in vivo e o soro fetal bovino (SFB) adicionado ao meio de cultivo dos embrides pode
propiciar o maior acumulo de lipideo intracitoplasmatico dos embrides (Mucci et al.,
2006) e ser um dos responsaveis pela maior sensibilidade dos embrides PIV a
congelacéo.

Atualmente, a técnica de criopreservacao mais utilizada para os embrides
PIV é a vitrificacdo (Dode et al., 2013), pela sua simplicidade, rapidez e baixo custo.
Porém, esta técnica utiliza altas concentracbes de crioprotetores e necessita de
pessoal capacitado e estrutura laboratorial para o reaquecimento dos embrifes
antes da transferéncia (Vajta et al., 1998), restringindo seu uso a campo e em larga

escala.

Por outro lado, a congelacao lenta dos embrides para posterior transferéncia
direta, apesar de ter um custo operacional pouco maior, permite o uso de baixas
concentracfes de crioprotetores e, consequentemente, menor toxicidade para of
embrides (Voelkel and Hu, 1992).

Os objetivos deste trabalho foram: i) comparar as taxas de concepcédo de
embrides PIV transferidos a fresco apds serem cultivados na presenca ou auséncia
de SFB; ii) avaliar e comparar as taxas de concepcao de embrides PIV, congelados
para transferéncia direta, transferidos a fresco ou vitrificados, em um mesmo

rebanho bovino.
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2. MATERIAL E METODOS

Exceto quando mencionado, todos os reagentes foram adquiridos da Sigma
(St. Louis, MO, EUA).

Os procedimentos de aspiracao folicular, maturac&o in vitro e fecundagéo in

vitro descritos nos itens 2.1 e 2.2 serviram para 0s experimentos 1 e 2.

2.1. Obtencao dos odécitos e maturacao in vitro

O trabalho foi desenvolvido no periodo de 01/05/2014 a 30/09/2014 com a
realizacéo de 112 aspiracdes foliculares guiadas por ultrassonografia em 36 fémeas

doadoras Y2 sangue oriundas do cruzamento das racas Gir e Holandesa.

Apoés a sessdo de aspiracdo, os oocitos (n=3171) foram lavados em TCM-
199 (GIBCO BRL; Grand Island, NY, EUA) tamponado com Hepes, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO BRL; Grand Island, NY, EUA), 0,20
mM de piruvato de sédio e 83,4 pg/mL de amicacina (Instituto Biochimico, Rio de
Janeiro, Brasil). Os odcitos foram pré - selecionados e classificados em um
laboratério mével montado na fazenda. ApoOs a selecdo dos odcitos, estes foram
transportados ao laboratério em um tubo BD Falcon de poliestireno de 5 mL,
contendo 400uL de meio TCM-199 suplementado com 10% de SFB, um pg/mL FSH
(Folltropin™, Bioniche Animal Health, Belleville, Ont., Canad4), 50 pg/mL hCG
(Profasi™, Serono, S&o Paulo, Brasil) e estradiol (1 pug/mL), 0,20mM de piruvato de
sédio e 83,4 ug/mL de amicacina, cobertos por 350 uL de 6leo mineral. Os odcitos
recuperados foram transportados até o laboratério localizado na cidade de Mogi
Mirim/SP e mantidos no mesmo tubo de transporte, com meio de maturacéao, por 24

horas, contadas a partir do momento da OPU.

2.2. Preparo do sémen e fecundacdo in vitro (FIV)

A FIV foi realizada com sémen de touros Holandeses (n=5) sexados de

fémea. O sémen foi descongelado (35°C por 30 seg) e lavado duas vezes por
centrifugagéo (6000 rpm por 5 min) em 1 mL de meio TALP suplementado com 0,2
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mM de piruvato e 83,4 g/mL de amicacina, tamponado com 10 mM de Hepes. A
concentracdo do sémen foi ajustada para 2x10° espermatozéides (sptz) méveis/mL.
O volume de dez microlitros de sémen (10° sptz) foi adicionado em cada gota de 50
pL de TALP-FIV (TALP suplementado com 10 g/mL de heparina, 18 M de
penicilamina, 10 M de hipotaurina e 8 M de epinefrina) sob 6leo mineral.
Posteriormente, foram adicionados 25 a 30 odcitos em cada gota. O periodo de
incubac&o foi de 20-24 h em incubadora a 38,5°C com 5% CO2 em ar e umidade

maxima.

2.3. Experimento | - Embrides PIV transferidos a fresco ap6s cultivo na

presencga ou auséncia de Soro Fetal Bovino (SFB)

2.3.1. Cultivo in vitro (CIV) dos embrides

Odcitos (n=665) foram coletados, por aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia, de doadoras (n=25) da raca Girolando. Estes foram submetidos a
fecundacdo in vitro com sémen sexado de um mesmo touro Holandés, com

distribuicdo aleatoria dos odcitos entre 0s grupos.

- Grupo Com SFB - provaveis zigotos (n=303) foram cultivados em gotas de
100 pL de SOF (WELLS et al., 1999), suplementado com 2,5% de SFB + 0,5% de
albumina sérica bovina (BSA) sob 6leo mineral. No dia trés (D3) e no dia cinco (D5)
do CIV foi realizada a substituicdo de 50% do volume de meio das gotas por meio
novo (“feeding”). O meio de cultivo do “feeding” foi 0 mesmo meio utilizado no inicio

do cultivo embrionario.

- Grupo Sem SFB - provaveis zigotos (n=362) foram cultivados em gotas de
100 pL de SOF modificado, sem o uso de SFB e suplementado apenas com 0,5%
de albumina sérica bovina (BSA) + 10uM de EDTA, sob éleo mineral. No dia trés
(D3) e no dia cinco (D5) do CIV foi realizada a substituicdo de 50% do volume de
meio das gotas por meio novo (“feeding”). O meio de cultivo do “feeding” foi o

mesmo meio utilizado no inicio do cultivo embrionario.

Apbs 7 dias de cultivo, os embribes do Grupo com SFB (n=82) e do Grupo

Sem SFB (n=88) foram transferidos para vacas receptoras previamente
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sincronizadas. As fémeas utilizadas como receptoras estavam no primeiro tergo da
lactacéo.

Para a sincronizacéo das receptoras, foi utilizado o seguinte protocolo:

+ Dia zero (DO) - 2mg de Benzoato de Estradiol (Sincrodiol®) + colocac¢ao do
implante intravaginal (CIDR®)

+ Diasete (D7) — 5mL de Prostaglandina F2a (Lutalyse®)

+ Dia nove (D9) - Retirada do implante e aplicacdo de 1 mg de Cipionato de
Estradiol (ECP®)

+ Dia dezoito (D18) — Transferéncia dos Embrides

2.4. Experimento Il - Comparacao das taxas de concepc¢édo de embrides PIV

transferidos afresco, vitrificados ou congelados para transferéncia direta
2.4.1. Cultivo in vitro (CIV) dos embrides

ApOs os procedimentos descritos nos itens 2.1 e 2.2, os provaveis zigotos
foram co-cultivados (grupos aleatorios de 25 odcitos por gota) na incubadora
(38,5C com 5% CO2 em ar e umidade méaxima) com células da granulosa. Os
embrides destinados para a transferéncia a fresco ou vitrificagdo foram cultivados
em gotas de 100 pL de SOF (WELLS et al., 1999), suplementado com 2,5% SFB +
0,5% de albumina sérica bovina (BSA) sob 6leo mineral. No dia trés (D3) e no dia
cinco (D5) do CIV foi realizada a substituicdo de 50% do volume de meio das gotas
por meio novo (“feeding”). O meio de cultivo do “feeding” foi 0 mesmo meio utilizado
no inicio do cultivo embrionario. A taxa de clivagem foi avaliada no terceiro dia de
cultivo (D3).

Os embrides destinados a congelacdo para transferéncia direta, foram
cultivados em gotas de 100 pL de SOF modificado, sem o uso de SFB e
suplementado apenas com 0,5% de albumina sérica bovina (BSA) + 10uM de
EDTA, sob 6leo mineral. No dia trés (D3) e no dia cinco (D5) do CIV foi realizada a

substituicdo de 50% do volume de meio das gotas por meio novo (“feeding”). O meio
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de cultivo do “feeding” foi 0 mesmo meio utilizado no inicio do cultivo embrionéario. A
taxa de clivagem foi avaliada no terceiro dia de cultivo (D3).

Ao final do periodo de cultivo (D7 do cultivo), os blastocistos expandidos e
classificados como grau 1, foram envasados e transferidos a fresco para receptoras

previamente sincronizadas.

Na auséncia de receptoras disponiveis para todos os embrides produzidos,
os excedentes foram vitrificados seguindo o protocolo descrito por Sanches et al.
(2013) ou congelados para posterior transferéncia direta.

2.5. Vitrificagdo dos embrides

Neste trabalho, os embrides destinados a vitrificacdo foram criopreservados

segundo protocolo descrito previamente por SANCHES et al., 2013.

Brevemente, os embrides (Bx, n=234) foram expostos a 1 min na solucao de
equilibrio (SE= 10% de EG) + 10% de Dimetil sulfoxido (DMSO) e, em seguida, a 20
seg na solucéo de vitrificacdo (SV= 20% de EG + 20% de DMSO). Durante os 20
seg de exposicao a solucado de vitrificacdo, os embrides foram alojados no Cryotop®
(Kitazato — Shizuoka — Japéo), de trés a cinco embrides por cada Cryotop e
imediatamente colocados no nitrogénio liquido. A vitrificacdo dos embrifes foi
baseada na técnica Cryotop descrita previamente por Kuwayama et al. (2005). Essa
metodologia utiliza o conceito de minimo volume, onde os embrides sao
acondicionados em um filme plastico muito fino, acoplado a uma haste de plastico
utilizada para facilitar o manuseio. As solu¢des utilizadas na vitrificacdo foram
preparadas em placa de quatro pocos (NUNC S/A, Roskilde, Dinamarca). O meio
TCM-Hepes (TCM-199 + 25 mM Hepes + 10% de SFB) serviu de base na
preparacdo das solucbes contendo EG e DMSO, sendo que estes foram
adicionados apenas no momento do uso. Nos dois grupos, a solucdo de equilibrio
(SE) foi suplementada com 20% de SFB e a solucdo de vitrificacdo (SV) foi
acrescentado 0,5 M de sacarose. Primeiramente os embrides foram colocados no
meio de manutencdo (TCM-Hepes), de onde eram retirados (trés a cinco de cada

vez) e passados para o poco 1, contendo a SE. Nesta solugdo os embribes
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permaneceram por um minuto e logo ap6s eram transferidos para o poco 2,

contendo a SV, onde ficaram expostos durante 20 segundos.

Assim, imediatamente os embrides foram pipetados e alojados sobre o filme
plastico na ponta do Cryotop e a amostra foi imersa no nitrogénio liquido.

2.6. Descongelacao dos embrides vitrificados

Para o reaquecimento dos embrides vitrificados, os Cryotops contendo o0s
embrides foram expostos ao ar por quatro segundos e em seguida mergulhados na
solucdo de reaquecimento (TCM-Hepes + sacarose 0.3 Molar) com temperatura
aproximada de 35°C. A remocao da solucdo de vitrificacdo foi feita com dois
periodos de exposicdo (5 minutos cada) em gradientes de 0,3 e 0,15 M de
sacarose, respectivamente, antes de passarem para o0 meio de manutencdo TCM-
Hepes (Vieira et al., 2002; Mezzalira et al., 2004).

2.7. Congelacéo lenta dos embrides

No total, os embrides (n=228) foram criopreservados pelo meétodo de
congelacao lenta previamente descrito para embrifes obtidos in vivo (Voelkel and
Hu, 1992). Blastocistos e blastocistos expandidos foram expostos a solucdo de
congelacdo (SC), composta por 1,5 M de Etileno Glicol, por 10 minutos. A placa
contendo a SC e os embrides permaneceu sobre a mesa aquecida a 35 C durante
este periodo. Os embrides foram envasados em palhetas de 0,25 mL, sendo que o
embrido foi acondicionado em uma coluna central, composta pela solucdo 1,5 M de
Etileno Glicol, cercada por 4 colunas de solugcdo de descongelacdo (SD),
intercaladas por colunas de ar entre si (Figura 2). A solucdo de descongelacédo (SD)
era composta por 0,75 M de EG, ou seja, o EG 1,5 M foi diluido em meio DPBS
(Nutricell — Campinas — Brasil) na proporcdo 1:1. ApG6s serem envasados, 0S
embrides foram acondicionados na maquina de congelacéo (TK 1000® - Uberaba —
Brasil), previamente estabilizada a -6 C. Dois minutos apds serem colocados na
magquina, foi realizada a cristaliza¢do (“seeding”) das colunas imediatamente acima

e abaixo da coluna do embrido. Os embrides permaneceram por 10 minutos a -6 C,
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guando deu-se inicio a curva de congelacdo, abaixando a temperatura em
0,5 C/minuto até atingir o patamar de -32°C. Ao final da curva de congelagéo, o0s
embrides foram mergulhados diretamente no nitrogénio liquido, onde foram
estocados até serem transferidos para as receptoras.

Figura 2 — Esquema de envase dos embrides congelados para a transferéncia
direta

SEEDING SEEDING
EMBRIAO
l
»® ) *
BOLHA DE AR

SOLUCAO DE DESCONGELACAO

SOLUCAO DE CONGELACAO

2.8. Descongelacéo e Transferéncia Direta

No momento da transferéncia dos embribes criopreservados para
transferéncia direta, os embrides foram retirados do botijdo de nitrogénio liquido,
expostos em ar em temperatura ambiente por 10 segundos e em seguida
mergulhados em agua aquecida a 35°C por 30 segundos. As palhetas foram secas
com papel toalha e agitadas delicadamente até que as 5 colunas de meio no interior
da palheta fossem misturadas. O objetivo era que as 4 colunas de Solucédo de

Descongelacao fossem misturadas com a coluna de Solugdo de Congelacao, para
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gue a reidratacdo ja iniciasse dentro da palheta. Ap6s misturar as colunas, o

embrido foi transferido para o corno uterino da receptora.

As fémeas utilizadas como receptoras para os embrides frescos,

vitrificados ou transferéncia direta estavam no primeiro terco da lactacao.

O protocolo de sincronizacdo foi o mesmo utilizado no experimento 1 do

presente artigo.
2.9. Analise Estatistica

As taxas de concepcédo aos 30 e 60 dias foram analisadas pelo Binomial
Logistic Regression of IBM SPSS Statistics version 22 (IBM Inc, Armonk, NY),
considerando as variaveis protocolo de sincronizacdo, idade das receptoras,
categoria animal (lactacdo ou seca) e touro usado na FIV como sendo de efeitos
fixos. O nivel de probabilidade de p< 0.05 foi considerado significante.

3. RESULTADOS

No Experimento 1, foram comparadas as taxas de concepcdo de embrides
cultivados em dois meios de cultivo distintos, suplementados ou ndo com SFB.
Conforme pode-se observar na Tabela 1, ndo houve diferenca (p< 0.05) entre os

dois grupos analisados.

Tabela 1. Taxa de concepcédo de embrides transferidos a fresco, cultivados

com ou sem SFB

Embrides Concepcéo Concepcéo
Grupo Oocitos
Transferidos aos 30 dias (%) aos 60 dias (%)
Com SFB a a
303 82 33 (37,5%) 31 (35,23 %)
2,5%
Sem SFB 362 88 38 (46,34 %)? 30 (36,59 %)?

3p<0.05
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No Experimento 2, foram comparadas as taxas de concepcao aos 30 e 60
dias dos embrides transferidos a fresco, vitrificados ou congelados pelo método de
transferéncia direta (Tabela 2).

Neste caso, houve diferenca (p< 0.05) entre a taxa de concepcdo dos
embrides transferidos a fresco 51.35% (133/259), quando comparada aos dois
grupos com embrides criopreservados. Porém, ndo houve diferenga significativa (p<
0.05) entre as taxas de concepc¢édo dos embrides vitrificados 34.62% (84/234) em
relacdo aos embrides da transferéncia direta 42.11% (96/228)

Tabela 2. Comparacao entre as taxas de concepcdo aos 30 e 60 dias de
gestacdao de embrides PIV transferidos a fresco, vitrificados ou congelados
para transferéncia direta e a porcentagem de perda gestacional ocorrida nos 3

grupos, no mesmo periodo.

Embrides Concepcéo Concepcéo % Perda

Embriao Transferido aos 30 dias 208 (30-60

S (%) 60 dias (%) dias)

Fresco 259 133 (51.4%)* 112 (43.2%)° 15.8%

Vitrificado 234 84 (34.6%)"° 73 (31.2%)" 9.9%

Transferéncia Direta 311 125 (40.19%)° 108 (34.72%)° 13.6%

3P < 0.05

4. DISCUSSAO

Apresentamos aqui a comparacdo das taxas de concepcdo de embrides PIV
transferidos a fresco, vitrificados ou congelados para transferéncia direta. De acordo
com a literatura consultada, este foi o primeiro trabalho do género, particularmente
guanto ao numero consistente de embrides transferidos, em um rebanho indicus-

taurus.
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Dados apresentados por PERRY (2014) referentes ao ano de 2013,
mostraram que apenas 8.9% dos embrides PIV transferidos em todo o mundo eram
criopreservados. Tal fato se deve a maior sensibilidade destes embrides a
criopreservacgao, aspecto limitante na utilizacdo desta tecnologia para a maioria dos
laboratérios comerciais (George, 2008). No entanto, diante do nimero crescente de
embrides PIV produzidos, tornou-se crucial encontrar estratégias adequadas para

criopreservacgao de embrides in vitro.

O descarte mundial de mais de 90% dos embrides produzidos in vitro (Perry,
2014) reflete uma perda mais ampla, ao se considerar material genético, insumos,
materiais e mao de obra. Além disso, a logistica com receptoras torna-se mais
critica quando ha a obrigatoriedade de sO se trabalhar com embrides frescos. Por
este conjunto de desvantagens, o descarte dos embrides excedentes aumenta o
custo da técnica e a torna menos rentavel e competitiva. Segundo PONTES, (2013),
a empresa In Vitro Brasil S/A descartou cerca de 25 mil embrides PIV, entre os anos
de 2002 a 2008, por ndo haver neste periodo um protocolo de criopreservacao bem

estabelecido.

Aléem do desafio da criopreservacdo, constata-se na literatura uma
consideravel lacuna de técnicas adaptadas aos diferentes tipos raciais da espécie
bovina. Sabe-se de varias diferencas reprodutivas entre animais taurus e indicus.
Por exemplo, quanto as caracteristicas de organelas dos embrides. Trabalhando
com embrides in vivo VISINTIN et al. (2002) demonstraram haver caracteristicas
especificas entre os embrides Bos indicus e Bos taurus, principalmente na
guantidade de lipideo intracitoplasmatico. Considerando as condi¢cdes climaticas e
geograficas do Brasil, a proposta deste trabalho deu-se a partir de embrides
oriundos de um rebanho leiteiro indicus-taurus, composto por doadoras da raca
Girolando, pois este grau de sangue é responsavel por 80% da producéo leiteira no
pais, pela sua boa adaptabilidade para producéo de leite a pasto e com menor custo
(Girolando, 2015).

O interesse na producdo embrionaria de fémeas Girolando tem
proporcionado varias publicacbes nos udltimos anos. PONTES et al. (2010)
compararam a producao de embribes em aspiracbes foliculares realizadas em

doadoras das racas Holandesa, Gir e Girolando. Neste estudo, observou-se maior
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producéo de embrides / aspiragdo em vacas Gir que nas Holandesas (3.2 vs. 2.2,
respectivamente). No entanto, a producdo de embriées foi maior, em média duas
vezes superior, (5.5 blastocistos) na raca Girolando quando comparada a outras
duas ragcas. Com este rendimento superior na PIV de embrides taurus-indicus, as
perspectivas de investigagcdo sobre métodos de criopreservacdo embrionaria
tornaram-se mais promissoras, pela abundancia de amostras nos experimentos de

viabilidade e obtencao de prenhezes.

Os embrides PIV sdo menos criotolerantes, quando comparados aos
embrides in vivo (Abe et al., 2002) e as causas desta maior sensibilidade, por varias
vezes, foram atribuidas, principalmente, ao maior acimulo de lipideos intracelular
encontrados no citoplasma dos embrides PIV (Abe et al.,2002; Rizos et al., 2002;
Sudano et al.,, 2011). Neste contexto, o soro fetal bovino (SFB) usado como
complemento ao meio de cultivo in vitro, foi apontado como responsavel pela menor
sobrevivéncia embrionaria pés congelacdo (Diez et al., 2001; Abe et ai., 2002;
Lonergan et al., 2003). Porém, a maior concentracdo de gotas lipidicas
intracitoplasmaticas ndo pode ser considerado o Unico fator prejudicial a
criopreservacao, sendo um problema de causa multifatorial, envolvendo o controle
de qualidade rigorosa em todas as etapas da PIV, no intuito de se obter um embriéo

com qualidade para ser criopreservado (Sudano et al., 2013).

No experimento 1, foram realizadas aspiracdes foliculares em um mesmo
grupo de doadoras e os embrides foram cultivados na auséncia ou presenca de SFB
no meio de cultivo embrionario. O objetivo era comparar as taxas de concepcao dos
dois grupos (com ou sem SFB) em embrides transferidos a fresco. Ha relatos
(George et al., 2008) de uma maior elongacdo do concepto e disco embrionario
mais evidente naqueles embrides PIV cultivados com BSA, quando comparados aos
embrides cultivados com SFB. As comparacdes diretas entre os trabalhos é critica,
pois a maioria dos trabalhos avalia apenas as taxas de re-expanséo da blastocele e
taxas de eclosdo dos embrides, ndo chegando a transferir os embrifes produzidos
nos experimentos. Além disso, sdo muitas as diferencas entre a composi¢cdo dos
meios e as condicBes de cultivo em cada um destes estudos. No entanto, em
nossas condi¢bes experimentais, ndo houve diferenca de prenhez (P< 0.05) entre
0S grupos, o que nos permitiu concluir ser o SFB dispensavel no cultivo in vitro,

considerando um namero consistente de gestagoes.
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Além do SFB e das condi¢Bes de cultivo, ha um outro aspecto fundamental a
ser considerado: o crioprotetor. Todos os protocolos de criopreservagdo devem
prevenir a formacao de cristais de gelo intracelular, além de tentar minimizar o
estresse toxico e osmoético para as células, durante a congelacdo (Campos-Chillon
et al., 2006). Desta forma, muitos dos agentes crioprotetores, tais como glicerol e o
etileno glicol (EG) séo toéxicos para os embrides (Dochi et al., 1988). Diminuindo o
tempo que o embrido é exposto a estes agentes crioprotetores, antes da congelagéo
e apos a descongelacdo, pode-se reduzir os efeitos toxicos permitindo, portanto,
maior viabilidade embrionaria pdés descongelacdo (Sommerfield and Niemann,
1999).

No inicio da década de 1990, Voelkel e Hu (1992) demonstraram que a
utilizacdo do EG como crioprotetor poderia ser uma alternativa para a transferéncia
direta de embribes congelados-descongelados, com taxas de concepcao
ligeiramente menores que as alcancadas com embribes frescos (Voelkel e Hu,
1992; Leibo e Mapletoft, 1998). O método de transferéncia direta permite que a
etapa de reidratacdo das células embrionarias, apds a descongelacdo, possa ser
simplificada tornando, assim, a técnica mais acessivel e facil de ser realizada em
campo. Desde entdo, a transferéncia direta tem sido amplamente aceita para a

congelacao de embrides produzidos in vivo, colhidos de doadoras superovuladas.

No entanto, para os embrides PIV, o método mais utilizado para congelacéo
de embrides PIV é a vitrificacdo (Moraté and Mogas, 2014), principalmente pela
rapidez na congelacdo e baixo custo. Isto fez a transferéncia de embrides uma
tecnologia muito mais eficiente, ndo mais dependendo da disponibilidade imediata
de receptoras sincronizadas. Seja qual o for o método de congelacao, vitrificacdo ou
transferéncia direta, as taxas de concepc¢do sdao menores do que as obtidas com
embrides frescos (Leibo e Mapletoft, 1998). A desvantagem da vitrificacdo é a
necessidade de um embriologista capacitado para realizar o reaquecimento dos
embrides, além da estrutura laboratorial minima necesséria para isto, o que dificulta

sua aplicacdo a campo e em larga escala (Moraté and Mogas, 2014).

No presente estudo, utilizamos o protocolo de congelacdo lenta dos
embrides, com o EG a 1,5 Molar como crioprotetor para os embrides. No entanto,

em experimentos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa, observamos que
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guando os embrides eram congelados na coluna central de EG a 1.5 Molar e as
colunas laterais eram compostas apenas por DPBS, os embrides apresentavam
menores taxas de eclosdo pos descongelacdo. A hipotese discutida na ocasido foi a
de que os embrides estariam sendo reidratados muito rapidamente, quando em
contato direto com o DPBS pd4s descongelacdo. Neste sentido, optamos por utilizar
neste trabalho uma solucdo de descongelacdo composta por EG a 0.75 Molar,
dispostas em 4 colunas laterais ao embrido. Desta maneira, o influxo de dgua nas
células embrionarias poderia ocorrer mais lentamente, preservando a sua
integridade. Estratégia parecida foi apresentada para congelacdo de embrifes in
vivo, com utilizacdo de colunas laterais ao embrido, compostas por uma solugéo
chamada de “holding medium”, composta por EG a 0.37 Molar (Voekel and Hu,
1992). No trabalho citado, a taxa de prenhez deste grupo foi a mesma do grupo
controle (50%). Apesar de nossas taxas de prenhez terem sido menores, ao redor
de 40%, € importante considerar que embrides in vivo suportam menor estresse
para seu desenvolvimento e sempre proporcionam indices mais altos de gestacao.
A estratégia adaptada de Voekel & Hu (1992), quanto ao acondicionamento dos
embrides indicus-taurus produzidos in vitro, pode, portanto ser considerada bem-

sucedida.

Outro ponto importante observado em nossos estudos prévios foi a menor
taxa de sobrevivéncia embrionaria pos congelacdo, quando foram criopreservados
embribes PIV em estagio de morula compacta, comparada aos embrides
classificados como blastocisto e blastocisto expandido. Resultados semelhantes
foram encontrados por autores que avaliaram a taxa de eclosdo de moérulas e
blastocistos, como indicador da sobrevivéncia embrionaria pés criopreservacao pelo
método lento (Pollard and Leibo, 1993), porém ndo ha consenso sobre qual melhor

estagio para criopreservacao de embrides (Saragusty and Arav, 2011).

A taxa de concepcdo aos 30 dias de embrides PIV transferidos a
fresco (51.4%) foi superior (P> 0.05) as obtidas com os embrides PIV
criopreservados por Vvitrificacdo (34.6%) e transferéncia direta (40.19%). Estes
resultados foram superiores aos obtidos por LIM et al. (2008), que transferiu
embrides PIV cultivados na auséncia de SFB e criopreservados por congelacao
lenta (22.9%) e superiores também aos embrides PIV criopreservados por

vitrificacdo, com a técnica Open Pulled Straw (Vajta et al., 1998). Consideramos que
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a combinacdo de cultivo sem SFB, mais a estratégia de acondicionamento do
embrido na palheta podem ser a razado de nosso protocolo ter sido bem-sucedido. A
taxa de concepcdo aos 60 dias de gestacdo também foi avaliada, sendo superior
(P> 0.05) nos embrides transferidos a fresco (43.2%), quando comparadas aos
vitrificados (31.2%) e transferéncia direta (34.7%). Nossos resultados foram
semelhantes aos publicados por Hasler et al. (1995), que obtiveram taxa de
concepcédo de 42% em embrides PIV taurus transferidos no dia 7 pos fecundacéo.

Admitimos que h&d um desafio a ser superado, quanto aos indices de morte
embrionaria precoce, quando se compara prenhezes aos 30 e 60 dias. Mas
destacamos a praticidade do método de transferéncia direta, em comparacédo a
vitrificagdo. Torna-se possivel fazer um banco de embrides na propriedade, com
maior praticidade no momento da transferéncia do que a vitrificacdo. Além disso, &
importante considerar que a PIV € o método que permite a mais alta eficiéncia no
uso de sémen sexado, aspecto crucial na pecuaria leiteira. Desta forma, ressalta-se
a conquista de avancos na obtencdo de prenhezes através da criopreservacao de

embrides PIV.

Concluimos que embrides indicus-taurus produzidos in vitro podem
proporcionar taxas de prenhez ao redor de 40% apoOs criopreservacao, pelos
métodos de vitrificacdo ou congelacdo lenta. Este ultimo método, por permitir a
transferéncia direta, representa um passo importante para a producédo in vitro de

embrides se tornar uma biotécnica de utilizacdo mais ampla na pecuaria.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

- A adicdo do agente lipolitico Forskolin ao meio de cultivo dos embrides
PIV Bos indicus melhora a criotolerancia e consequente taxa de
concepgdo destes embribes apés vitrificados/ reaquecidos e

transferidos para as receptoras

- A adicdo ou nédo de soro fetal bovino ao meio de cultivo dos embrides
PIV nao influenciou a taxa de concepcédo, quando estes embrides
foram transferidos a fresco para as receptoras.

- Na&o houve diferenca entre as taxas de concepcdo aos 30 e 60 dias
guando foram transferidos embrides PIV criopreservados por vitrificacéo

ou congelacao lenta/ transferéncia direta

- Embrides congelados lentamente em Etileno Glicol e transferidos
diretamente para as receptoras obtiveram taxas de concepcéo
satisfatorias, 0 que encoraja o uso desta técnica em larga escala em

grandes fazendas.





