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COSTA, Camila Bortoliero. Comparacdo do contetdo lipidico e expressao génica de
embrides produzidos in vitro de vacas Bos taurus indicus cultivados com Forskolin ou
Peptideo Natriurético C 2017. 74f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacdo do meio de cultivo com
forskolin e peptideo natriurético C (NPPC) sobre o desenvolvimento, contetudo lipidico e niveis de
transcritos de genes relacionados com a qualidade e metabolismo celular de embrides Bos taurus
indicus produzidos in vitro. Para o cultivo in vitro foram utilizados ovarios (n = 420) de 210
fémeas Nelore, coletados de abatedouro local e transportados em solugdo salina a 30-35° C até o
laboratorio. Os odcitos foram maturados, fertilizados e cultivados in vitro. No dia 5 (D5) de
cultivo in vitro os embrides foram divididos em trés grupos experimentais e adicionadas as
substancias no meio de cultivo; grupo controle, forskolin (10 uM) e NPPC (100 nM). As taxas de
blastocisto e eclosdo foram avaliadas em D7, D9 e D10. Para a avaliagdo da concentragdo lipidica,
foram coletados blastocistos (D7; n=10 /grupo) e corados com o corante Preto Suddo B. As
expressoes dos genes GPX1, SREBF1, POU5F1, AKR1B1, HANDI1, HP1, IFNT2 e SCD foram
analisadas por qRT-PCR. Para a analise estatistica das taxas de cultivo in vitro foi utilizado o teste
ANOVA do sistema SAS (p=0,09); para o conteudo lipidico, foi utilizado o teste ANOVA,
seguido de teste Tukey (p>0,05); na analise das expressoes génicas, foi utilizado software JMP.
As taxas de blastocisto entre os grupos, foram 39,5 % no grupo controle; 37,9 % grupo forskolin e
44,4 no NPPC. As taxas de eclosdo em D9 e D10 foram respectivamente, grupo controle (43,5 %;
48,4%), forskolin (55,7%; 62,9%) e NPPC (54,6%; 63,9%; p=0,09). A concentragdo lipidica nos
tratamentos foram de 883 UA (unidade arbitraria) grupo controle; 772 UA grupo forskolin e
881UA no grupo NPPC (p>0,05); concentragdo lipidica/area (UA x10"%/um?) foi de 1,1+0,8 no
grupo controle; 0,9+0,7 no grupo forskolin e 1,0+0,6 no grupo NPPC; concentracao
lipidica/volume (UA x10™%/um®) 5,4+4,7; 4,3+4,0 e 4,6+2,9 nos grupos controle, forskolin e
NPPC (p>0,05). Em nosso estudo, os genes avaliados demonstraram diferentes respostas de
acordo com a substancia submetida in vitro (p=0,09). Os genes POUSF1, HP1 e HANDI
obtiveram elevadas concentragdes de transcritos nos embrides do grupo controle e NPPC. O gene
AKRI1BI1, obteve uma concentragdo de RNAm semelhante entre os tratamentos, sendo que os
embrides tratados com forskolin se assemelharam aos embrides submetidos ao NPPC; e os
embrides submetidos ao tratamento com o NPPC obtiveram abundancia relativa de transcritos
similar ao grupo controle(p=0,09). Os transcritos do gene GPX1 obtiveram concentragdes
semelhantes no grupo controle, forskolin e NPPC. Genes relacionados com o metabolismo de
lipideos, SREBF1 e SCD, apresentaram diferencas nas concentragdes de transcritos. Com relagao
do gene IFNT2, foi evidenciado maiores concentragdes em embrides tratados com forskolin e
NPPC. Como conclusdo, ndo houve diferenca entre as taxas de blastocisto. As taxas de eclosdo
em D10 foram maiores nos embrides tratados com forskolin ou NPPC. A concentragdo lipidica
dos embrides submetidos ao cultivo in vitro sem qualquer substancia, com forskolin ou com
NPPC mostrou-se constante. Entretanto, os genes estudados apresentaram diferentes quantidades
de transcritos de acordo com o tratamento submetido, mostrando assim efeito do tratamento sob o
desenvolvimento inicial dos embrides, metabolismo celular relacionado com obtengdo de energia
e possivel metabolizagdo dos lipideos.

Palavras-chave: Bos taurus indicus. Cultivo in vitro. Transcritos. Metabolismo celular.



COSTA, Camila Bortoliero. Comparison of lipid content and gene expression of in vitro
produced Bos taurus indicus embryos treated with Forskolin or Natriuretic Peptid C.
2017. 74p. Dissertation (Master’s Degree in Animal Science) - University State of Londrina,
Londrina. 2017.

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the effect of supplementation of the culture
medium with forskolin and natriuretic peptide C (NPPC) on the development, lipid content
and transcript levels of genes related to the quality and cellular metabolism of Bos taurus
indicus embryos in vitro produced. For in vitro culture, ovaries were used (n = 420) of 210
Nelore females, collected from local slaughterhouse and transported in saline solution at 30-
35° C until the laboratory. Oocytes were matured, fertilized and cultured in vitro. On day 5
(D5) of in vitro culture the embryos were divided into three experimental groups and
substances are added to the culture medium; control group, forskolin (10 uM) and NPPC (100
nM). The blastocyst and hatching rates were evaluated in D7, D9 and D10. For the evaluation
of the lipid concentration, blastocysts (D7; n=10 /group) and stained with the Sudan Black B.
Expressions of genes GPX1, SREBF1, POU5F1, AKR1B1, HANDI1, HP1, IFNT2 and SCD
analyzed by qRT-PCR. For the statistical analysis of in vitro culture rates, the ANOVA test
with the system SAS (P=0.09); for the lipid content, the ANOVA test was used, followed by
Tukey test (P>0.05); in the analysis of the gene expressions, software JMP was used. The
blastocyst rates between the groups 39.5 % in the control group; 37.9 % forskolin group and
44.4% on NPPC. The hatch rates in D9 and D10 were respectively, control group (43.5 %;
48.4%), forskolin (55.7%; 62.9%) and NPPC (54.6%; 63.9%; P=0.09). The lipid
concentration in the treatments were 883 AU (arbitrary unit) control group; 772 AU forskolin
group and 881 AU with NPPC group (P>0.05); lipid concentration / area (AU x10™%/um?)
were 1.1+0.8 control group; 0.94+0.7 forskolin group and 1.0+0.6 with NPPC group; lipid
concentration /volume (AU x10™°/um’) 5.4+4.7; 4.3+4.0 and 4.6+2.9 control group, forskolin
and NPPC (P>0.05). In our study, the evaluated genes demonstrated different responses
according to in vitro submitted substance (P=0.09). The POUSF1, HP1 and HAND1 genes
obtained high concentrations of transcripts in the embryos of the control group and NPPC.
The AKRI1BI1 gene, obtained a similar concentration of mRNA between treatments, the
forskolin-treated embryos resembled the embryos submitted to NPPC; and the embryos
submitted to treatment with NPPC obtained a relative abundance of transcripts similar to the
control group (P=0.09). Gene transcripts GPX1 obtained similar concentrations in the control,
forskolin and NPPC groups. Genes related to lipid metabolism, SREBF1 and SCD, showed
differences in transcript concentrations. In relation the IFNT2 gene, higher concentrations
were observed in embryos forskolin and NPPC treated. In conclusion, there was no difference
between blastocyst rates. The D10 hatch rates were higher in embryos treated with forskolin
or NPPC. The lipid concentration of the embryos submitted to in vitro culture without any
substance, with forskolin or with NPPC was shown constant. However, the genes studied
presented different amounts of transcripts according to the treatment submitted, showing
treatment effect under the initial development of the embryos, metabolism related to obtaining
energy and possible lipid metabolism.

Keywords: Bos indicus. Cell metabolism. Transcripts. Expression. In vitro culture.
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1. INTRODUCAO

As biotécnicas da reproducdo contribuem decisivamente para a industria da pecuéria
de corte e leiteira, por proporcionar uma multiplicacdo mais rapida e eficiente de animais com
genética superior, melhorando a eficiéncia reprodutiva e a produtividade dos rebanhos em um
periodo curto de tempo (LOPES et al., 2012). Dentre as biotécnicas disponiveis, a producéo in
vitro de embrides (PIVE) destaca-se por ser uma ferramenta eficaz para otimizar o processo
de selecdo e multiplicacdo de animais geneticamente superiores. Desta forma, a PIVE ganha
destaque no cenario mundial, sendo produzidos cerca de 671.111 mil de embrides in vitro por
ano (IETS, 2015).

Além da importancia zootécnica, as pesquisas com biotécnicas in vitro possuem papel
fundamental para permitir o estudo dos mecanismos fisioldgicos basicos que ocorrem in vivo.
Os grandes avancos obtidos na PIVE nos ultimos 50 anos sdo consequéncia de estudos
realizados nas areas de biologia celular, molecular e genética, que contribuiram para o
esclarecimento de eventos relacionados ao desenvolvimento embrionario inicial e
metabolismo celular (GAD et al., 2012).

Apesar dos recentes avancos relacionados com a PIVE, a baixa eficiéncia nos
processos de criopreservacdo € um obstaculo. A criopreservacdo mostra-se necessaria para a
distribuicdo dos PIVE em larga escala e para a preservacdo de material genético. Esta baixa
eficiéncia nos processos de criopreservacdo de embrides in vitro pode estar relacionada com
diferencas entre as técnicas de producdo. Esta menor criotolerancia se deve principalmente a
maior concentracdo de lipideos presentes em embrides in vitro em relacdo aos embrides in
vivo (MUCCI et al., 2006; CAMARGO et al., 2011). Esta possivelmente relacionada com o
meio de cultivo utilizado in vitro, devido a utilizag&o do soro fetal bovino (SFB) (MOORE et

al., 2007; SUDANO et al., 2011).
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Embrides cultivados em meio suplementado com SFB contém maiores concentragdes
de gotas lipidicas citoplasmaticas que embrides cultivados na auséncia de SFB (ABE et al.,
2002; Ferreira et al., 2010). Além do uso do SFB, existem diferencas no metabolismo celular
de embriGes PIV quando comparados a embrides in vivo (GHANEM et al., 2011). Desta
forma, substancias como o forskolin (PASCHOAL et al., 2012), etossulfato de fenazina
(SUDANO et al., 2011) e L-carnitina (SUTTON-MCDOWALL et al., 2012), juntamente com
a utilizagdo de meios “serum free” foram utilizados com o intuito de diminuir a concentracédo
de lipideos de embribes PIV. Outra opgdo ¢ a ‘delipida¢do’ dos embrides PIV com a remogéo
das gotas citoplasmaticas de lipideos via micro-manipulacdo com a utilizacdo de centrifuga
em alta rotacdo. As gotas lipidicas sdo reunidas em um dos polos do citoplasma e removidas
com a ajuda de uma micropipeta (Diez et al., 2001).

Além das diferencas entre embrides PIVE e in vivo, é sabido que existem diferencas
entre os embrides de Bos taurus e Bos indicus. Embrides Bos taurus possuem maior
quantidade de lipideos comparados a embrides Bos indicus (SUDANO et al., 2012), o que
pode interferir nas taxas de sobrevivéncia pds criopreservagao.

Neste contexto, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo do meio de cultivo com forskolin e peptideo natriurético C (NPPC) sobre o
desenvolvimento, contetudo lipidico e niveis de transcritos de genes relacionados com a

qualidade e metabolismo celular de embrides Bos taurus indicus produzidos in vitro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

No mundo a producdo in vitro de embriGes cresce anualmente, devido a elevada
demanda por melhoramento genético. Nas Gltimas décadas, houve um grande progresso
cientifico com relacdo as biotécnicas envolvendo embriGes mamiferos, sendo a espécie bovina
a maior beneficiada com este avanco tecnologico (HASLER, 2014).

O conjunto de procedimentos realizados em laboratério recebe o nome de PIVE
(producdo in vitro de embriGes) e consiste das seguintes etapas: colheita, maturacdo e
fecundacdo in vitro de od6citos, bem como cultivo in vitro de estruturas embrionarias. Os
odcitos utilizados na PIVE podem ser recuperados por aspiracdo guiada por ultrassom (Ovum
Pick Up; OPU; MACHATY:; PEIPPO; PETER, 2012), laparoscopia (LAMBERT et al., 1983)
e mediante ovarios provenientes de animais de abatedouro. A partir desta biotécnica
reprodutiva, oocitos imaturos podem ser utilizados para a producdo de embrides in vitro
(VIANA et al., 2010). Para a recuperacdo destes o0citos em ovarios de abatedouro utilizam-se
agulhas hipodérmicas e seringas, formando sistema a vacuo, ou através de bomba de pressdo
negativa.

Estudos correlacionaram a influéncia do tamanho folicular na qualidade e competéncia
oocitéria para a producdo in vitro, indicando que foliculos maiores geram odcitos com melhor
competéncia na PIVE (LONERGAN et al.,, 1994, SENEDA et al., 2001; MACHATY;
PEIPPO; PETER, 2012). Outro ponto a ser considerado na producdo in vitro séo as
peculiaridades entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus. O nimero de odcitos recuperados
por OPU em Bos taurus indicus pode ser 3 a 4 vezes maior, sendo recuperados em média 18-

25 odcitos (PONTES et al., 2009) por colheita, sendo que, em fémeas Bos taurus, a média é
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4-14 odcitos (MARTINS et al., 2007). Além disto, é sabido que embries produzidos in vivo
de taurinos possuem maior acumulo de lipideos comparados aos embrides Bos indicus, o que
reflete negativamente em processos como a criopreservacao, devido a formacdo de gotas
lipidicas citoplasmaticas (SUDANO et al., 2014).

Para a producéo in vitro, séo utilizados meios de cultivo, com o intuito de mimetizar o
que ocorre fisiologicamente no organismo. No entanto, 0 meio de cultivo se apresenta como
um possivel fator interferente nas taxas finais da producdo. Desta forma, estudos
comprovaram que o meio de cultivo utilizado in vitro, pode ser um fator determinante na
qualidade dos blastocistos (RIZOS et al., 2003; SUDANO et al., 2011; SANCHES et al.,
2013).

Frequentemente, a morfologia embrionéria, as taxas de clivagem e de blastocistos séo
utilizadas como critérios para a avaliagdo da competéncia embrionaria (ALIKANI et al.,
2002). Porém, com o advento de marcadores moleculares e a utilizacdo da expressao génica
global, pode-se estudar, simultaneamente, a abundancia de diferentes transcritos relacionados
a qualidade e desenvolvimento embrionario e oocitario (GAD et al., 2012). Sendo assim,
torna-se evidente que possa ocorrer comprometimento da competéncia embrionaria sem
alteracbes morfoldgicas perceptiveis. Pesquisas sugerem que um rigoroso controle de
qualidade durante todas as etapas da PIVE seja essencial para obter resultados satisfatorios.
Desta forma, alguns fatores podem afetar a qualidade embrionéria, incluindo as doadoras de
odcitos, o sémen utilizado, técnicos que realizam os procedimentos e, principalmente, o

sistema de cultivo in vitro (SUDANO; MARINHO; COSTA et al., 2016).
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2.2 PARTICULARIDADES E ESTRATEGIAS NO CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES

BOVINOS

Sabe-se que embrides produzidos in vitro sdo diferentes dos embriGes produzidos in
vivo (POLLARD; LEIBO, 1993; SARAGUSTY; ARAV, 2011), o que também tem sido
associado as diferencas nas caracteristicas fisicas e morfologicas desses embrides (ABE et al.,
2002; GAD et al., 2012). Embrides PIV sdo mais sensiveis ao resfriamento e criopreservacao,
principalmente, devido a diferenca na proporcao de lipideos e proteinas nestes dois tipos de
embrides (SUDANO et al., 2013). Além do maior acimulo de lipideos em embribes PIV
(DODE; LEME; SPRICIGO, 2013), foi relatada uma maior quantidade de vactolos e menor
numero de células totais. Consequentemente, disco embrionario menor e maior fragilidade da
zona peltcida em embrides PIV quando comparados aos produzidos in vivo (CROSIER et al.,
2001; DODE; LEME; SPRICIGO, 2013).

Além disso, embrides PIV possuem decréscimo na densidade de mitocondrias quando
comparado a embrides in vivo (FARIN; FARIN; PIEDRAHITA, 2004), o que explica uma
possivel deficiéncia nos processos metabolicos, culminando no acimulo de ATP (adenosina
trifosfato) e lipideos intracelulares (BARCELO-FIMBRES; SEIDEL Jr, 2007). Em estudo
realizado por Ghanem et al. (2011), foi demonstrado diferentes expressdes de genes entre
embrides PIV e in vivo. No entanto, com relagdo ao metabolismo mitocondrial, foram
encontradas similaridades relativas em 18 genes.

Estas diferengas observadas em embrides PIVE tem sido atribuidas, especialmente, ao
cultivo in vitro, principalmente pela presenca da suplementacdo com soro fetal bovino (SFB),
responsavel pela maior quantidade de lipideos no citoplasma embrionario (R1ZOS et al.,
2002; MOORE et al., 2007; SUDANO et al., 2011). Poréem, além da diferenca na quantidade

de lipideos citoplasmaticos, o perfil destes lipideos também se altera na membrana celular. As
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proporcoes encontradas de fosfatidilcolina e esfingomielina, lipideos presentes em grandes
quantidades nas membranas celulares, diferem entre os embrifes produzidos in vivo e in vitro
(SUDANO et al., 2012).

Com o auxilio de transcriptoma dos embrides PIV e in vivo, tenta-se justificar as
diferencas encontradas nas taxas de cultivo e em outras biotécnicas como a criopreservagado

(CLEMENTE et al., 2011; DODE; LEME; SPRICIGO, 2013).

2.3 FORSKOLIN

O forskolin é uma substéncia derivada da planta indiana Coleus forskohlii, sendo parte
da familia dos diterpenos (BILODEAU- GOESEELS, 2006; PASCHOAL et al., 2012). Sua
formula quimica ¢ 7p-acetoxy-8,13-expoxy-1a,6 B,9a -trihydroxy-Labd-14-en-11-one (C 22 H
34 O7), atuando como ativador da adenilato ciclase, enzima que regula os niveis de adenosina
monofosfato ciclica (CAMP) no interior das células (PASCHOAL et al., 2012; Figura 1).

Em estudo realizado por Men et al. (2006) utilizando 10 uM de forskolin no cultivo in
vitro de embribes suinos, houve reducdo significativa de lipideos citoplasmaticos. Além
disso, 0 uso desta substéncia em embrides bovinos produzidos in vitro para criopreservagdo
resultou, apds o descongelamento, em taxa de prenhez semelhante a taxa obtida com embrides
transferidos a fresco (MARINHO et al., 2015).

Em estudo conduzido por Paschoal et al. (2012), foi relatado que a adicdo de forskolin
no cultivo in vitro de embrides Bos taurus indicus, ndo causou efeito deletério sobre as taxas
de cultivo. Porém, no processo de criopreservacao, os embrides submetidos a esta substancia
mostraram-se menos sensiveis a criopreservacao, melhorando as taxas de sobrevivéncia, sem

afetar a qualidade embrionaria.
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Figura 1 — Possivel mecanismo de acdo do forskolin em od6citos bovinos, potente ativador da
adenilato ciclase, que estimula a atividade da lipase, quebrando os triglicerideos em glicerol e

acidos graxos (AG). Atua no ciclo da proteina quinase (PKA) /cAMP.

Membrana celular

FORSKOLIN :
i Gotas lipidicas
G [ — (Triglicerideos)
cAMP
% Matriz Citoplasmatica
. G f \l Atividade da Lipase
PKA
PKA Ativa  Glicerol + Acidos graxos (AG)
Inativa
Ciclo B-oxidation ]
Krebs AcelylCo-A e ___ \g
Mitocondria

Fonte: Adaptado de Sudano et al., 2013.
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2.4 PEPTIDEO NATRIURETICO C (NPPC)

A existéncia de fatores atriais diuréticos e a atividade de peptideos natriuréticos foram
primeiramente postulados em 1981 por De Bold e colaboradores. No entanto, somente em
1984 ocorreu o isolamento e a purificacdo destes fatores revelando sua sequéncia de
aminoacidos em ratos e humanos (KISHIMOTO; ROSSI; GARBERS, 2001). O primeiro
fator a ser descoberto foi 0 peptideo natriurético atrial ou fator natriurético atrial (NPPA),
distribuido, principalmente, pelos atrios cardiacos dentro dos granulos de midcitos. Sua
funcdo, basicamente, € normalizar a volemia sanguinea e a pressdo arterial quando a
musculatura cardiaca é excessivamente distendida, sendo o mais conhecido e estudado dos
peptideos natriuréticos encontrados.

No ano de 1988, foi descoberto um homdlogo com atividade biologica semelhante ao
NPPA, o peptideo natriurético de tipo B (BNP; SUDOH et al., 1988) produzido
principalmente nos ventriculos. Ap6s dois anos, em 1990, um terceiro tipo de peptideo foi
isolado e denominado peptideo natriurético tipo C (NPPC). Inicialmente, foi proposto que ele
interagisse somente com o cérebro (MISONO et al., 2011), porém, mais tarde foi evidenciada
sua producdo em tecidos periféricos, como o endotélio vascular (SUGA et al., 1998), as
células musculares lisas e os macréfagos (NARUKO et al., 1996), as células do cumulus
odcitos (KAWAMURA et al., 2011), entre outros tecidos periféricos, desempenhando uma
variedade de funcdes reguladoras locais (MISONO et al., 2011).

Estes trés peptideos (NPPA, NPPB e NPPC) possuem elevada homologia, sendo que
seus respectivos receptores (NPR 1 e 2) estdo localizados na superficie da celula alvo
(MISONO et al.,, 2011; DE CESARO et al., 2015). Estes peptideos apresentam efeitos

variados em diferentes tecidos em uma mesma espécie. Desta forma, os NPPA e NPPB
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utilizam como comunicacdo celular o receptor NPR-1, enquanto o NPPC, utiliza como
receptor o NPR-2 (POTTER et al., 2009).

O bloqueio da meiose em odcitos ocorre pelo acimulo de AMPc (adenosina
monofosfato ciclica) intracelular (FRANCIOSI et al., 2014) até o0 momento da maturacao,
sendo a sua reducdo um sinal necessario para a maturacdo oocitaria (EYERS et al., 2005). O
AMPc é uma molécula sinalizadora intracelular e moduladora no controle da meiose em
mamiferos, anfibios e em alguns invertebrados (BILODEAU-GOESEELS, 2003; DUBEIBE
et al., 2017). As células do cumulus sdo responsaveis pela sintese do AMPc que passa para 0
odcito pelas juncdes comunicantes (gap junctions; DUBEIBE et al., 2017). Similarmente ao
que ocorre in vivo, 0 NPPC ja foi utilizado em alguns estudos com o objetivo de elevar os
niveis de CAMP intracelular de odcitos na fase de maturacdo in vitro (FRANCIOSI et al.,
2014; DE CESARO et al., 2015).

O NPPC se liga em seu receptor de eleicdo, 0 NPR-2, presente nas células cumulus,
estimulando a sintese de guanosina monofosfato ciclico (cGMP). Esta se difunde para o
od0cito através das juncGes gap inibindo a fosfodiesterase 3A (PDE3A) e mantendo
concentragdes elevadas de cCAMP. Ocorre diminui¢do na conversao de CAMP em 5’AMP, com
a elevacao dos niveis de cCAMP fazendo com que a meiose seja bloqueada pelo acimulo de
CAMP intracelular (FRANCIOSI et al., 2014). O NPPC é, principalmente, sintetizado pelas
células da granulosa mural e possui receptor presente em grande quantidade nas células do
cumulus (ZHANG et al., 2010, 2011; KAWAMURA et al., 2011).

A utilizacdo do NPPC, para elevar os niveis de cAMP, ocasionando o bloqueio da
meiose em odcitos ja é conhecida (ZHANG et al., 2015; DE CESARO et al., 2015). Poréem
ndo ha relatos sobre a utilizagcdo do NPPC na ativacao de processos metabolicos em embrides,
envolvendo o metabolismo lipidico através do aumento das concentracbes de cCAMP, com

consequente ativagdo da proteina quinase (PKA).
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Desta forma, a partir de estudos evidenciando a acdo do NPPC em od0citos de
vertebrados, acredita-se ser possivel através de receptores presentes na zona pelicida dos

embrides, a interacdo da molécula NPPC com o embrido.

2.5 GENES RELACIONADOS COM O METABOLISMO INICIAL E METABOLISMO

ENERGETICO EM EMBRIOES

Com o avanco dos estudos em diferentes areas da biologia, a avaliacdo da expressao
de genes, relacionados a fisiologia e metabolismo de embrides produzidos in vivo e in vitro
tornou-se fundamental para esclarecer acontecimentos vinculados a seu desenvolvimento
(CASTILLO-MARTIN et al., 2014). Sendo assim, alguns genes relacionados ao metabolismo
de substancias presentes no cultivo in vitro e no préprio embrido sdo importantes para nosso
conhecimento.

O gene glutationa peroxidase 1 (glutathione peroxidase 1-GPX1) estd vinculado ao
desenvolvimento embrionério, relacionado com a reducdo de hidroperéxidos organicos,
peroxidos de hidrogénio (H202; CEBRIAN-SERRANO et al., 2013), sendo que 0 estresse
oxidativo também pode influenciar sua expressdo (CEKO et al., 2015). Este gene é membro
da familia de selenoproteinas glutationa peroxidase (GPX), a qual tem sido demonstrada por
proporcionar fungdes antioxidantes (WANG et al., 2016). Juntamente com o selénio (Se),
desempenha papel importante em fun¢es como: defesa, formacéo de hormonios tireoidianos,
resposta imune, sintese de DNA, fertilidade e reproducdo (CEKO et al., 2015).

O cultivo in vitro, tal como outros procedimentos como a vitrificacdo e aquecimento,
foram relatados como influenciadores no estresse de oocitos e blastocistos suinos, devido ao

aumento das concentracdes de espécies reativas ao oxigénio (ROS), incluindo os niveis de
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H202. O H202, é entdo transformado em agua por acao da catalase e pela GPX presente no
citoplasma e nas mitocondrias (CASTILLO-MARTIN et al., 2014).

O gene elemento regulador do esterol fator 1 de transcri¢do (sterol regulatory element
binding transcription factor 1- SREBF1) e o gene estearil-CoA dessaturase delta-9-
dessaturase (Stearoyl-CoA desaturase delta-9-desaturase; SCD) sdo elevados na diferenciacédo
celular inicial de embribes (HUTCHINSON et al., 2012) e o acumulo de lipideos
intracitoplasmaticos nas células pode modular sua expressdo génica. O SREBF1 também esta
envolvido no metabolismo lipidico por modulagdo da expressao de genes relacionados com a
lipogénese, com elevada importancia na maturacdo in vitro (LEE et al., 2016).

O gene aldo-ceto redutase (1IAKR1B1) esta relacionado com o metabolismo da glicose
(CEBRIAN-SERRANO et al., 2013), fornecendo energia para a célula. Dode et al. (2006)
detectou este gene em embrides bovinos produzidos in vitro, relacionado com o metabolismo
inicial de possiveis embriGes com duas células. A expressdo deste gene tem sido associada a
falhas no estabelecimento da gestacdo ou reabsor¢cdo do embrido, mostrando importante papel
na embriogénese.

Relacionado com a pluripoténcia em embrides bovinos, o gene POU classe 5
homeobox 1 (POU5F1; Siqueira; Hansen, 2016), se expressa principalmente na massa celular
interna (MCI) de blastocistos, sendo utilizado para marcac6es de embrides em estudos (MORI
et al., 2015).

Frequentemente correlacionado com o reconhecimento materno da gestagdo e com a
viabilidade embrionaria, quando encontradas altas concentracbes de mRNA do gene
Interferon tau (IFNT2), pode estar relacionado com o estresse embrionario sofrido através das
ROS (RODINA, et al. 2009). Sensivel indicador para a qualidade dos embrides PIVE
(SCHIFFMACHER; KEEFER, 2013). Elevadas concentragdes no periodo inicial de formacéo

dos embrides pode estar associada a uma qualidade inferior deste embrido. Uma secrecéo
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precoce e elevada de IFNT2 esté associada a uma qualidade mais baixa (WRENZYCKI et al.,
2001; STINCHOF et al., 2011). Além disso, em comparacdo direta com os blastocistos
gerados in vivo, os embrides produzidos in vitro mostram um nivel de transcricdo de IFNT2
aumentado. Em contraste, o estudo realizado por Yao et al (2009) ndo conseguiu detectar
diferencas na expressdo de IFNT2 entre embribes gerados in vitro e in vivo apds
criopreservacao.

O gene heterochromatina proteina 1-alpha (Heterochromatin protein 1-Alpha - HP1) é
conhecido por induzir a repressdo transcricional e propagacdo da heterocromatina nos
centrdmeros (PICHUGIN et al., 2010). Em células somaticas os centrdmeros formam blocos
globulares de heterocromatina associada a regifes centroméricas contendo proteinas
(PRUSQV; ZATZEPINA, 2002). Porem a distribuicdo de centrdmeros pode variar entre
espécies, ocorrendo maiores ou menos expressoes deste gene. B

O gene derivado do miocardio e da crista neural expresso 1 (Heart and neural crest
derivatives expressed 1- HAND1), esta relacionado com os fatores transcricionais do
trofoblasto (SCHIFFMACHER; KEEFER, 2013). Sua expressdo esta vinculada com a
diferenciacdo das células do trofoblasto sendo essencial para o desenvolvimento embrionério

(PEARTON et al., 2014).
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3. HIPOTESE

A adicéo de Forskolin ou Peptideo Natriurético C (NPPC) influencia a expressdo génica e a

sintese de lipidios de embrides Bos taurus indicus produzidos in vitro.
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4. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

e Avaliar o efeito do Forskolin e do Peptideo Natriurético C (NPPC) no cultivo in vitro

de embrides Bos taurus indicus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar as taxas de blastocisto e eclosdao de embriGes Bos taurus indicus cultivados
in vitro na presenca ou auséncia de Forskolin ou NPPC;

e Comparar a concentracdo lipidica de embrides Bos taurus indicus cultivados in vitro,
por meio da coloracéo Preto Suddo B na presenca ou auséncia de Forskolin ou NPPC;

e Comparar a expressao dos genes GPX1, SREBF1, POU5F1, AKR1B1, HAND1, HP1,
IFNT2, SCD em embri6es Bos taurus indicus cultivados in vitro na presenca ou

auséncia Forskolin ou NPPC.
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5. ARTIGO PARA PUBLICACAO

COMPARACAO DO CONTEUDO LIPIDICO E EXPRESSAO GENICA DE
EMBRIOES PRODUZIDOS IN VITRO DE VACAS Bos taurus indicus CULTIVADOS
COM FORSKOLIN OU PEPTIDEO NATRIURETICO C

Laboratorio de Reprodugdo Animal, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana,

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementagdo do meio de cultivo
com forskolin e peptideo natriurético C (NPPC) sobre o desenvolvimento, contetdo lipidico e
niveis de transcritos de genes relacionados com a qualidade e metabolismo celular de
embrides Bos taurus indicus produzidos in vitro. Para o cultivo in vitro foram utilizados
ovarios (n = 420) de 210 fémeas Nelore, coletados de abatedouro local e transportados em
solucdo salina a 30-35° C até o laboratorio. Os odcitos foram maturados, fertilizados e
cultivados in vitro. No dia 5 (D5) de cultivo in vitro os embrides foram divididos em trés
grupos experimentais e adicionadas as substancias no meio de cultivo; grupo controle,
forskolin (10 uM) e NPPC (100 nM). As taxas de blastocisto e eclosdo foram avaliadas em
D7, D9 e D10. Para a avaliacdo da concentracdo lipidica, foram coletados blastocistos (D7;
n=10 /grupo) e corados com o corante Preto Suddo B. As expressdes dos genes GPX1,
SREBF1, POU5F1, AKR1B1, HAND1, HP1, IFNT2 e SCD foram analisadas por gRT-PCR.
Para a analise estatistica das taxas de cultivo in vitro foi utilizado o teste ANOVA do sistema
SAS (p=0,09); para o conteudo lipidico, foi utilizado o teste ANOVA, seguido de teste Tukey
(p>0,05); na analise das expressdes génicas, foi utilizado software JMP. As taxas de
blastocisto entre os grupos, foram 39,5 % no grupo controle; 37,9 % grupo forskolin e 44,4 no
NPPC. As taxas de eclosdo em D9 e D10 foram respectivamente, grupo controle (43,5 %;
48,4%), forskolin (55,7%; 62,9%) e NPPC (54,6%; 63,9%; p=0,09). A concentracdo lipidica

nos tratamentos foram de 883 UA (unidade arbitraria) grupo controle; 772 UA grupo
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forskolin e 881UA no grupo NPPC (p>0,05); concentracao lipidica/area (UA x10-10/um2) foi
de 1,1+0,8 no grupo controle; 0,9+0,7 no grupo forskolin e 1,0+0,6 no grupo NPPC;
concentracdo lipidica/volume (UA x10-13/um3) 5,4+4,7; 4,3+4,0 e 4,6%2,9 nos grupos
controle, forskolin e NPPC (p>0,05). Em nosso estudo, 0s genes avaliados demonstraram
diferentes respostas de acordo com a substancia submetida in vitro (p=0,09). Os genes
POUS5F1, HP1 e HANDL1 obtiveram elevadas concentracdes de transcritos nos embrides do
grupo controle e NPPC. O gene AKR1B1, obteve uma concentracdo de RNAm semelhante
entre os tratamentos, sendo que os embribes tratados com forskolin se assemelharam aos
embrides submetidos ao NPPC; e os embrides submetidos ao tratamento com o NPPC
obtiveram abundancia relativa de transcritos similar ao grupo controle(p=0,09). Os transcritos
do gene GPX1 obtiveram concentraces semelhantes no grupo controle, forskolin e NPPC.
Genes relacionados com o metabolismo de lipideos, SREBF1 e SCD, apresentaram diferencas
nas concentracdes de transcritos. Com relacdo do gene IFNT2, foi evidenciado maiores
concentracdes em embrides tratados com forskolin e NPPC. Como conclusdo, ndo houve
diferenca entre as taxas de blastocisto. As taxas de eclosdo em D10 foram maiores nos
embrides tratados com forskolin ou NPPC. A concentracdo lipidica dos embriGes submetidos
ao cultivo in vitro sem qualquer substancia, com forskolin ou com NPPC mostrou-se
constante. Entretanto, os genes estudados apresentaram diferentes quantidades de transcritos
de acordo com o tratamento submetido, mostrando assim efeito do tratamento sob o
desenvolvimento inicial dos embrides, metabolismo celular relacionado com obtencdo de

energia e possivel metabolizagéo dos lipideos.

Palavras-chave: Bos taurus indicus, cultivo in vitro, transcritos, metabolismo celular.
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5.1 INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) possui destaque no cenario mundial, sendo
produzidos cerca de 546.628 mil de embrides in vitro por ano (IETS, 2015). Com a crescente
comercializacdo de embrides, torna-se necessaria a criopreservacao destes embrides. Porém a
criopreservacao apresenta-se como uma das areas com maiores desafios, devido a
inconstancia de resultados (MARINHO et al., 2015).

Esta baixa eficiéncia nos processos de criopreservacdo de embrides in vitro, pode estar
relacionada com diferentes fatores como a maior concentracdo de lipideos presentes em
embrides in vitro, comparado aos embrides in vivo (MUCCI et al., 2006; CAMARGO et al.,
2011); meios utilizados no cultivo in vitro, tais como soro fetal bovino (SFB; MOORE et al.,
2007; SUDANO et al., 2011); diferencas no metabolismo celular de embrifes produzidos in
vitro (GHANEM et al., 2011); e, ainda, diferenca entre embrides derivados de animais Bos
taurus e Bos indicus (SUDANO et al., 2012).

Desta forma, substancias como forskolin (PASCHOAL et al., 2012), etossulfato de
fenazina (SUDANO et al., 2011) e L-carnitina (SUTTON-MCDOWALL et al., 2012),
juntamente com a utilizacdo de meios “serum free” foram utilizados com o intuito de diminuir
a concentracdo de lipideos de embriGes PIV. O Peptideo Natriurético C (NPPC) também ¢é
uma substancia utilizada na maturacdo in vitro e sua acdo amplamente estudada esta
relacionada com o bloqueio da meiose em odcitos através do acimulo de cAMP (adenosina
monofosfato ciclica) intracelular (FRANCIOSI et al., 2014). Porém ndo ha relatos sobre a
utilizacdo do NPPC na ativacao de processos metabolicos, envolvendo o metabolismo lipidico
através do aumento das concentragbes de cAMP, com consequente ativagdo da proteina

quinase (PKA).
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Com o avanco dos estudos em diferentes areas da biologia, a avaliacdo da expressao
de genes, relacionados a fisiologia e metabolismo de embrides produzidos in vivo e in vitro
tornou-se fundamental para esclarecer acontecimentos vinculados a seu desenvolvimento
(CASTILLO-MARTIN et al., 2014). Sendo assim, genes relacionados ao metabolismo de
substancias presentes no cultivo in vitro e no préprio embrido sdo importantes para nosso
conhecimento.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacao do
meio de cultivo com forskolin e peptideo natriurético C (NPPC) sobre o desenvolvimento,
conteddo lipidico e niveis de transcritos de genes relacionados com a qualidade e

metabolismo celular de embribes Bos taurus indicus produzidos in vitro.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Animais, recuperacao oocitaria e maturacgao in vitro (MIV)

Ovérios (n = 420) de 210 fémeas Bos taurus indicus foram coletados em abatedouro
local e transportados em solucédo salina 0,9% a 30-35°C até o laboratorio (trajeto de duracédo
média de 20 minutos). Os complexo cumulus oophorus (CCOs) foram aspirados de foliculos
antrais utilizando-se agulhas hipodérmicas 21-gauges (30x8 mm) acopladas a seringas de 10
ml. Somente os CCOs circundados por um minimo de 3 camadas de células do cumulus e
com citoplasma homogéneo (graus 1 e 2, SENEDA et al., 2001) foram selecionados para a
MIV, totalizando 1300 CCOs cultivados. Grupos de 10 a 15 CCOs foram cultivados por 20 a
24 horas, em 100 pL de meio de maturagdo, atmosfera de 5% de CO2, em ar e umidade
saturada a 38.5°C. O meio de maturagdo consistiu de TCM-199 bicarbonato, suplementado

com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 5 pg de horménio luteinizante, 0,5 pg de horménio
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foliculo estimulante, 1 pg de estradiol, 2,2 g de piruvato e 50 pg de gentamicina/mL de meio

(In Vitro Brasil Ltda, Mogi Mirim, SP).

5.2.2 Fertilizac&o in vitro (FIV)

Apo6s maturagdo, os CCOs foram lavados em meio TCM-199 tamponado com Hepes e
transferidos para gotas de 100 pL do meio de fecundacdo, que consistia em Tris-buffered
medium (TBM) suplementado com 8 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA) livre de &cidos
graxos e 1 mM de glutamina (In Vitro Brasil Ltda, Mogi Mirim, SP).

Para a fecundacdo, foi utilizado sémen de um Unico touro armazenado em nitrogénio
liquido, descongelado a 35°C e selecionado de acordo com o método de Percoll (PARRISH et
al., 1995), e a concentracdo espermaética foi ajustada para a obtencdo de uma concentracdo
final de 1x10° sptz vivos/gota de 10 a 15 CCOs. Espermatozoides e CCOs foram incubados
por 22 horas em meio de fecundacdo sob 6leo mineral a 38.5°C, 5% de CO2 em ar e umidade

saturada. O dia da fertilizacdo foi considerado o dia zero (DO0).

5.2.3 Cultivo in vitro (CIV)

Para o cultivo in vitro, os provaveis zigotos foram submetidos a remoc¢édo das células
do cumulus por pipetagens sucessivas e foram incubados em meio SOF (Synthetic oviduct
fluid) suplementado com 8 mg/mL de BSA livre de acidos graxos, sob 6leo mineral, a 38.5°C,
com 5% de CO2 em ar e umidade saturada. Apoés trés (D3) e cinco (D5) dias de cultivo foi
realizada a substituicdo de 50% do meio de cultivo por meio fresco (1° feeding) com 0 mesmo
meio utilizado inicialmente. No dia 5 (D5), os embrides foram divididos aleatoriamente em

trés grupos (Figura 1). Os embribes do grupo controle permaneceram no meio SOF glicosado
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(2° feeding) sem adicdo de outras substancias, os embrides do Grupo Forskolin foram
expostos a 10 uM de forskolin (7b-acetoxy-8,13-epoxy-la,6b,9a-trihydroxylabd-14-en-11-
one, C22H3407; MARINHO et al., 2015) e os embrides do Grupo NPPC foram expostos a
100 nM de peptideo natriurético C (FRANCIOSI et al., 2014). As taxas de clivagem,

blastocisto e eclosdo foram avaliada em D3, D7, D9 e D10, respectivamente.

5.2.4 Avaliacdo semi-quantitativa para lipideos

Blastocistos expandidos dos Grupos controle, forskolin e NPPC (D7; n=10 /grupo)
foram selecionados aleatoriamente durante as repeticdes experimentais e corados com Preto
Suddo B, um corante lipofilico, conforme descrito por Sudano et al. (2012). Os embrides
foram fixados em solucédo de formaldeido a 10% (diluido em PBS- pH 7,4), por 2 horas, em
temperatura ambiente, lavados em agua destilada com 0,05% de alcool polivinil (PVA) e
transferidos para gotas com etanol 50%. Ap6s 2 minutos, os embrides foram transferidos para
gotas com solucdo de Preto Suddo 1% (w/v) diluido em etanol 70% por 1-2 minutos.
Posteriormente foram lavados em trés banhos de 5 minutos em etanol 50%. Em seguida,
foram lavados em agua destilada com 0,05% PVA (alcool polivinilico). Para a montagem das
laminas, foram utilizados 10 pL de glicerol, seqguida de avaliagcdo por microscopia de luz. Para
a estimativa do contetdo lipidico, foram feitas imagens e submetidas ao Software Image J
1.41 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). As imagens dos
embrides foram convertidas em escala de cinza e foram delimitados para obtencdo da area
(um2) pela intensidade média de cinza (unidade arbitraria). Os célculos da intensidade de
cinza por area (unidades arbitrarias/ pm?), a mesma foi convertida em intensidade de cinza
por volume (unidade arbitraria / um®), usando a féormula: intensidade de cinza / volume =

(intensidade de cinza/ area)® .
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5.2.5 Andlise de transcritos de RNAm

A analise de transcritos de RNAm em embrides foi realizada utilizando o ensaio com a
sonda TagMan (20X, Applied Biosystems), especifico para espécie Bos taurus. A abundancia
de RNAmM de 47 genes foi analisada, no entanto 8 genes de maior interesse para nosso estudo
foram selecionados conforme indicado na Tabela 1, de acordo com as categorias funcionais.
Antes do ciclo térmico de Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (Real time
guantitative Polymerase Chain Reaction — qRT-PCR), cada amostra foi submetida a um
processo de pré-amplificacdo especifico da sequéncia, como segue: mistura de ensaio de 1,25
uL (o ensaio TagMan foi reunido até uma concentracdo final de 0,2X para cada um dos 47
ensaios), 2,5 pL de TagMan PreAmp Master Mix Applied Biosystems) e 1,25 pL. de cDNA.
As reacOes foram ativadas a 95°C, durante 10 minutos, seguido de desnaturacdo a 95°C,
durante 15 segundos, e reaquecimento e amplificacdo a 60°C, durante 4 minutos, durante 14
ciclos. Estes produtos pré-amplificados foram diluidos 5 vezes antes da analise RT-gPCR.

Para a analise da expressao génica, a solucdo de amostra preparada consistiu em 2,25
uL de ¢cDNA (produtos pré-amplificados), 2,5 uL. de TagMan Universal PCR Master Mix
(2X, Applied Biosystems) e 0,25 puL de Reagente de carregamento de amostra 20X
(Fluidigm); e a solugdo de ensaio: 2,5 uL de 20X TagMan Gene Expression Assay (Applied
Biosystems) e 2,5 uL de Reagente de carregamento de ensaio 2X (Fluidigm). O chip 96.96
Dynamic Array ™ Integrated Fluidic Circuits (Fluidigm) foi usado para a coleta de dados.
Apo0s a impregnagéo, o chip foi carregado com 5 pL de cada solucdo de ensaio e 5 pL. de cada
solugdo de amostra. O ciclo térmico de gPCR foi realizado no sistema Biomark HD
(Fluidigm, Séo Francisco Sul, CA, EUA), utilizando o protocolo TagMan GE 96x96

Standard, que consistiu de 5 minutos de ativacdo enzimatica inicial a 95°C, seguido de 40
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ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensao (95°C, por 15 segundos, seguido por 60°C, por
60 segundos). Todas as analises foram realizadas em duplicado e os valores de Ct foram
calculados a partir da plataforma do sistema (Biomark Real-time PCR Analysis, Fluidigm). A
beta actina (ACTB) e a sucinato desidrogenase (SDHA) foram selecionadas como 0s genes de
manutencdo mais estaveis (gene ‘housekeeping’). Os valores de expressdo relativos para cada
gene foram calculados com o método de ““Ct utilizando uma amostra de controle como

calibrador (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

5.2.6 Analise estatistica

Para as taxas de blastocistos e eclosdo, foram utilizados teste de regressao logistica e teste
ANOVA com auxilio do comando de contraste da probabilidade das diferencas (Glimmix) no
sistema SAS (p=0,09). Para a analise de conteudo lipidico pela técnica de preto Suddo, foi
utilizado o teste ANOVA, seguido de Tukey (Action 3.2 versdo do R 3.0.2. Campinas, SP,
Brasil). Na andlise das abundancias dos transcritos de RNAm com sonda TagMan e

plataforma Biomark, foi utilizado o software JMP (Versédo 7.0, Inst. SAS, USA).

5.3 RESULTADOQOS

Cultivo in vitro

Foram cultivados 1300 provaveis zigotos, obtendo taxa de clivagem (D3) de 82,6%
(1300/1573). As taxas de blastocisto (D7) foram 39,5 % (177/447) no grupo controle; 37,9 %

(164/432) grupo forskolin e 44,4 (187/421) no NPPC; as taxas de eclosdo em D9 e D10 foram
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respectivamente, grupo controle (43,5 %; 48,4%), forskolin (55,7%; 62,9%) e NPPC (54,6%;

63,9%; p=0,09; Tabela 2).

Conteudo lipidico pela técnica do Preto Sudéo

O contetdo lipidico através da conversdo das imagens para escala de cinza,
mensurando a intensidade de cinza; intensidade de cinza/ volume e intensidade de cinza/area
(Figura 2), dos embrides Bos taurus indicus, produzidos in vitro dos grupos Controle,

Forskolin e NPPC estdo apresentados na Tabela 3 (p>0,05).

Andlise de transcritos de RNAm

A abundancia relativa dos transcritos de RNAm para os genes GPX1, SREBF1, POU5F1,
AKR1B1 e HAND1, em embrides Bos taurus indicus cultivados in vitro variou entre 0s

tratamentos (grupos controle, forskolin e NPPC; p=0,06; Figura 3; Figura 4; Figura 5).

5.4 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a influéncia do forskolin ou NPPC no cultivo in vitro de
embrides Bos taurus indicus, sobre as taxas de cultivo, conteudo lipidico e niveis de
transcritos de RNAm para genes relacionados com metabolismo embrionario inicial e
energético.

Em nosso estudo as taxas de blastocisto dos grupos controle, forskolin e NPPC néo

apresentaram diferencas estatisticas. No entanto, com relacdo as taxas de eclosdo no dia 10
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(D10) de cultivo, foi observado que os embrides tratados com forskolin e NPPC obtiveram
maior niumero de embrides eclodidos, quando comparados ao grupo controle.

Isto demonstra que estas substancias podem ser utilizadas no cultivo in vitro sem que
ocorra um demerito na producdo, ndo interferindo negativamente nas taxas blastocisto.
Resultados similares foram encontrados em outros estudos avaliando taxas de prenhez e
melhor resposta ap0s processo de congelamento, que observaram que a adi¢cdo de forskolin no
cultivo in vitro ndo interferiu negativamente as taxas de producdo, porém no processo de
criopreservacao os embrides apresentaram melhores taxas apos o descongelamento e maiores
taxas de prenhez (SANCHES et al., 2013; PASCHOAL et al., 2012). No entanto com relagédo
as taxas de eclosdo, notou-se um maior niumero de embrides que eclodiram no dia 10 de
cultivo em embrides tratados com forskolin e NPPC, fato este que pode estar relacionado com
uma competéncia embrionaria superior destes embriGes, que estariam aptos para a
implantacdo no Gtero materno.

Considerando a coloracdo com o corante lipofilico preto Suddo B, ndo foi observada
diferenca nas concentracfes lipidicas entre os grupos controle, forskolin e NPPC. A
concentracdo de lipideos e sua localizagdo no citoplasma de embrides ja foi relatado em
outros estudos (TOMINAGA et al., 2000; SUDANO et al., 2012), porém este é o primeiro
estudo a comparar o efeito do forskolin ou NPPC sob a concentracdo lipidica de embribes
bovinos cultivados in vitro. Em estudo realizado por Sudano et al. (2012), houve a
comparacdo entre embrides Bos taurus indicus (Nelore) com Bos taurus taurus (Simmental),
observando diferenca entre as concentracdes de lipideos por area e lipideos por volume. No
entanto, ndo podemos comparar nossos resultados com os resultados de outros estudos, pois
fatores como substancia utilizada, dias de exposi¢do do embrido a substéncia e utilizacdo de
uma substancia nova, o0 NPPC, que ndo ha relatos sobre seu efeito na fase de cultivo in vitro

de embrides bovinos. Um importante fator a ser considerado, € a concentracdo das substancias
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adicionadas no cultivo. A utilizacdo de 10 uM de forskolin ja foi comprovada sua acdo em
embrides produzidos in vitro (SANCHES et al.,, 2013) possivelmente diminuindo a
concentracdo de lipideos e elevando as taxas de prenhez. No entanto a concentracdo utilizada
de 100 nM de NPPC, ndo foi utilizada anteriormente no periodo de cultivo in vitro de
embribes, apenas utilizada no periodo de maturacdo de embrides de diferentes espécies
(TSUJI et al., 2012; HIRADATE et al., 2013; FRANCIOSI et al., 2014; DE CESARO et al.,
2015; ZHANG et al., 2015).

Em nosso estudo, os genes avaliados demonstraram diferentes respostas de acordo com a
substancia submetida in vitro. A abundancia de transcritos dos genes relacionados com
pluripoténcia, repressao e propagacdo da heterocromatina nos centrémeros, juntamente com
fatores transcricionais do trofoblasto como POUS5SF1, HP1 e HAND1 obtiveram elevadas
concentracdes nos embrides do grupo controle e NPPC. Fato este demonstra uma possivel
melhoria principalmente na divisdo celular, no material genético, evidenciando multiplicacéo
celular inicial dos embrides.

O gene AKR1B1, relacionado com o fornecimento de energia para a célula através do
metabolismo da glicose (CEBRIAN-SERRANO et al., 2013), obteve uma concentra¢do de
RNAmM semelhante entre os tratamentos, sendo que os embrides tratados com forskolin se
assemelharam aos embrides submetidos ao NPPC; e os embrides submetidos ao tratamento
com o NPPC obtiveram abundancia relativa de transcritos similar ao grupo controle. Em um
estudo realizado por Dode et al. (2006) foi detectado este gene em embrides bovinos
produzidos in vitro, relacionado com o metabolismo inicial de possiveis embrides com duas
celulas.

Relacionado com a reducdo de hidroperdxidos organicos e perdxidos de hidrogénio, o
gene GPX1 (H202; CEBRIAN-SERRANO et al., 2013) mostrou concentragdes semelhantes

no grupo controle, forskolin e NPPC. Este gene é caracteristico de embrides produzidos in
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vitro pois estd associado com o estresse ambiental no qual o embrido in vitro é exposto
(LEESE, et al., 2008; SUDANO et al., 2013) levando a geracdo de especies reativas de
oxigénio (ROS) e estresse oxidativo.

Com relacdo a genes relacionados com o metabolismo de lipideos pelas células, sendo
encontrados em alta concentracdo na fase inicial de diferenciacdo celular de embribes
(HUTCHINSON et al., 2012), SREBF1 e SCD, apresentaram diferencas nas concentracdes de
transcritos comparando o0s tratamentos submetidos, demonstrando assim uma possivel
variacdo na metabolizacdo de lipideos de acordo com os embrides avaliados.

Frequentemente correlacionado com o reconhecimento materno da gestacdo e com a
viabilidade embrionaria, quando encontradas altas concentracdes de mMRNA do gene IFNT2,
pode estar relacionado com o estresse embrionario sofrido através das ROS (RODINA, et al.
2009; SCHIFFMACHER; KEEFER, 2013). No entanto, um estudo realizado por Yao et al
(2009) ndo conseguiu detectar diferencas na expressdo de IFNT2 entre embribes gerados in
vitro e in vivo ap6s criopreservacao.

Em nosso estudo foi evidenciado maiores concentracfes de transcritos deste gene em
embrides tratados com forskolin e NPPC. Embora os estudos citados anteriormente vinculem
altas concentracdes de IFNT2 a pior qualidade embrionaria, em nosso estudo ndo pode ser
afirmado este fato, pois os embribes submetidos as duas substancias mantiveram seu
desenvolvimento normal.

Estudos ja foram realizados utilizando o NPPC na maturagdo in vitro de odcitos de
diferentes espécies (TSUJI et al., 2012; HIRADATE et al., 2013; FRANCIOSI et al., 2014;
DE CESARO et al., 2015; ZHANG et al., 2015), no entanto, ndo ha estudos que demonstram
a acdo do NPPC no metabolismo de embrides bovinos produzidos in vitro. Sua acdo no
bloqueio da meiose ja foi estudado em odcitos de suinos, ratos e bovinos (HIRADATE et al.,

2013; FRANCIOSI et al., 2014; DE CESARO et al., 2015; ZHANG et al., 2015), porém foi
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relatado também seu efeito em outros tecidos do sistema reprodutivo como no oviduto de
ratas, no flagelo de espermatozoides, aumentando as concentracdes de célcio e auxiliando na
fecundacdo (KONG et al., 2017).

Seu mecanismo hipotético de acdo, proposto por nosso estudo, vislumbra a diminuigéo de
lipideos intracitoplasmaticos nos embrides, atraves de possiveis receptores de NPPC presentes
na zona pelicida dos embrides, com consequéncia, 0 aumento das concentracdes de
guanosina monofosfato ciclica (cGMP), inibicdo da fosfodiasterase 3A (PDE3A). Com a
inibicdo da PDE3A, ocorreria elevacdes dos niveis de cCAMP, ativacdo da proteina quinase. A
proteina quinase exerceria funcdo sobre a atividade da lipase, com consequéncia, 0S
triglicerideos seriam desdobrados em glicerol ¢ acidos graxos, ocorrendo uma ‘delipidagdo’
na célula.

Em concluséo, a utilizacdo do Forskolin e NPPC no cultivo in vitro de embrides Bos
taurus indicus evidenciou diferencas nos genes relacionados ao metabolismo inicial e lipidico.
Sendo o efeito destas substancias benéfico para o cultivo in vitro de embrides bovinos. As
taxas de blastocistos mantiveram-se constantes porém as taxas de eclosdo no dia 10 de cultivo
obteve resultados promissores no embrides tratados com forskolin e NPPC. A concentragédo
lipidica nos embrides ndo diferiu com a utilizagdo do fosrkolin e NPPC, no entanto este € o
primeiro estudo a comparar a utilizagdo do NPPC no cultivo in vitro para ativacdo de

processos metabolicos ja conhecidos com a utilizagdo do Forskolin.
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Figura 1- Delineamento experimental.
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Figura 2- (A) Imagem de microscopia de campo claro de embrides do grupo Controle (1),
grupo forskolin (2) e grupo NPPC (3) corados com corante lipofilico Preto Suddo B. (B)
Conversdo para escala de cinza para o0 ensaio semi-quantitativo de contetdo lipidico. Pontos

com coloracdo escura representam as gotas lipidicas citoplasmaticas. Ampliacdo original X

600.
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Figura 3- Abundancia relativa de mMRNA dos genes GPX1, HAND1 e POU5F1 avaliados em

blastocistos (D7) de vacas Bos taurus indicus cultivados in vitro nos grupos controle,

forskolin e NPPC; p=0,06)
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Figura 4- Abundancia relativa de mRNA dos genes AKR1B1 e SREBF1 avaliados em

blastocistos (D7) de vacas Bos taurus indicus cultivados in vitro nos grupos controle,

forskolin e NPPC; p=0,06).
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Figura 5- Abundancia relativa de mRNA dos genes IFNT2, HP1 (p=0,06) e SCD (p=0,08)
avaliados em blastocistos (D7) de vacas Bos taurus indicus cultivados in vitro nos grupos

controle, forskolin e NPPC.
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Tabela 1- Nomes e funcGes dos genes avaliados em embrides bovinos (Bos taurus indicus)

produzidos in vitro nos grupos controle, forskolin e NPPC.

Sigla do gene Definicéo Funcéo
ACTB actin, beta “Housekeeping”
SDHA succinate dehydrogenase complex subunit A “Housekeeping”
IFNT2 interferon tau Interacdo materno-fetal
GPX1 glutathione peroxidase 1 Desenvolvimento
HAND1 heart and neural crest derivatives expressed 1 Diferenciagéo e implantacdo
Homodimerizacao e interacdo da
HP1 heterochromatin protein 1-Alpha _
cromatina
AKR1B1 aldo-keto reductase family 1 Metabolismo
SCD stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) Metabolismo
sterol regulatory element binding transcription
SREBF1 Metabolismo

factor 1

POU5SF1 POU class 5 homeobox 1, OCT4 Pluripoténcia
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Tabela 2- Taxas de blastocisto e eclosdo de embriGes bovinos (Bos taurus indicus)

produzidos in vitro nos grupos controle, forskolin e NPPC (p = 0,09).

Blastocistos Eclosdo D9 Eclosdo D10
Grupo
%(n) %(n) %(n)
Controle 39,5 (177/447) 43,5 (40/92) 48,4 (45/92)°
Forskolin 37,9 (164/432) 55,7 (39/70) 62,9 (44/70)?
NPPC 44,4 (187/421) 54,6 (39/72) 63,9 (46/72)?
TOTAL 40,6 (528/1300) 50,4 (118/234) 57,7 (135/234)

*O numero de embribes avaliados nas taxas de eclosdo (D9 e D10) foram reduzidos devido a sua
utilizagdo para outras técnicas realizadas no estudo.

abe) etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p = 0,09).
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Tabela 3- Conteudo lipidico citoplasmatico de embrides Bos taurus indicus produzidos in
vitro dos diferentes grupos experimentais (controle, forskolin e NPPC). Os dados séo

apresentados com média dos quadrados minimos + desvio padrdo; n = 10 por grupo; p>0,05).

Parametro Controle Forskolin NPPC
Intensidade de cinza 883+ 5,2 772+ 4.8 881+ 3,7
Intens. cinza/ area (x102%/pum?) 1,1+0,8 0,9+0,7 1,0+0,6

Intens. cinza/ volume (x10°33/um?) 5,4+4,7 4,3+4,0 4,629
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6. CONCLUSOES

e A utilizacdo de forskolin ou NPPC no cultivo in vitro de embrides Bos taurus indicus
ndo influenciou as taxas de blastocisto (D7) e ecloséo (D9), porém as taxas de ecloséo
no dia 10 (D10) foram superiores nos embrides tratados com forskolin ou NPPC;

e O conteudo lipidico citoplasmatico ndo diferiu entre os embriGes cultivados in vitro
nos diferentes tratamentos (controle, forskolin e NPPC);

e Os niveis de transcritos dos genes GPX1, SREBF1, POU5F1, AKR1B1, HANDI,
HP1, IFNT2 e SCD, sofreram influéncia dos tratamentos submetidos, demonstrando

diferenca entre suas abundéncias relativas de acordo com a substancia utilizada.
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