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DADALTO, D. L. Producao in vitro de embrides bovinos utilizando diluidor com
adicao de insulina ou fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1). In
vitro production of bovine embryos using thinner or with addition of insulin-like growth
factor type 1 insulin (IGF-1). 2015. 52f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal)
Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis/MA, 2015.

RESUMO

A produgdo in vitro de embrides bovinos apresenta baixas taxas de
desenvolvimento embrionario quando comparadas a produgao in vivo. Gom o objetivo de
avaliar o efeito na produgéo in vitro de embrides bovinos, foi adicionada Insulina e/ou
Fator de crescimento semelhante a insulina tipo-1 (IGF-1) ao diluidor do sémen. Ovarios
provenientes de abatedouros foram aspirados e selecionados somente Complexos
cumulus odcitos (CCOs) grau |, Il e Ill, e em seguida incubados por 24 horas a 38,8°C e
5% de CO.. Apds a maturacdo, uma palheta de sémen de cada tratamento (Controle,
Insulina, IGF-1 e Insulina + IGF-1) foi descongelada e colocada em gradiente de Percoll
para retirada da dose inseminante. Os gametas foram co-incubados de 18 a 22 horas e
em seguida cultivados por sete dias. Decorridas 48 horas, foi avaliado a taxa de
clivagem (D2), e sete dias apds a taxa de blastocistos (D7). Foram aspirados 679
ovarios, recuperados 671 odcitos grau |, 329 grau Il e 152 grau lll, distribuidos em seis
repeticdes. Nao houve diferenca significativa para as taxas de clivagem. O tratamento
Controle apresentou maiores taxas de desenvolvimento embrionario. O tratamento com
Insulina resultou em maiores produg¢des de mérulas (47,7%). Os tratamentos com IGF-1
e Insulina + IGF-1 apresentaram maiores taxas para o estadio de blastocisto inicial. O
tratamento Controle resultou em maiores taxas de blastocisto expandido (51,0%). Nao
houve diferenca estatisticamente (P > 0,05) para qualidade grau I. O tratamento com
IGF-1 apresentou maiores taxas (35,3%) para a qualidade grau Il. Para a qualidade grau
[l o tratamento com Insulina (46,4%) foi superior. O tratamento Controle apresentou
menor taxa de degenerados (45,1%) e maiores taxa de nao fertilizados (54,9%).
Portanto podemos concluir que adicao de Insulina e/ou IGF-1 ao diluidor do sémen nao
aumentou as taxas de clivagens e de blastocistos dos embrides produzidos in vitro, ndo

melhorando a qualidade embrionaria.

Palavras—Chave: Bovinos, IGF-1, Insulina, Producao in vitro.



DADALTO, D. L. In vitro production of bovine embryos using thinner or with
addition of insulin-like growth factor type 1 insulin (IGF-1). Produgéo in vitro de
embrides bovinos utilizando diluidor com adi¢cdo de insulina ou fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1).. 2015. 52f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis/MA, 2015.

ABSTRACT

The in vitro production of bovine embryos has low embryonic development rates
compared to production in vivo. In order to evaluate the effect on in vitro bovine embryo
was added Insulin and / or growth factor insulin-like type-1 (IGF-1) to semen extender.
Ovaries were aspirated from slaughterhouse and only selected cumulus oocyte
complexes (COCs) grade |, Il and lll, and then incubated for 24 hours at 38.8 ° C and 5%
CO2. After maturation, a semen straw from each treatment (control, insulin, IGF-1 and
insulin + IGF-1) was thawed and placed in a Percoll gradient for removal of intrauterine
insemination. The gametes were co-incubated 18 to 22 hours and then cultured for seven
days. After 48 hours, the cleavage rate was assessed (D2), and seven days after
blastocyst (D7). 679 ovaries were aspirated, 671 oocytes recovered grade |, grade Il 329
and 152 grade Ill, over six repetitions. There was no significant difference for the
cleavage rates. Treatment Control showed higher embryo development rates. Treatment
with insulin resulted in higher production of morulae (47.7%). Treatment with IGF-1 and
insulin + IGF-1 had higher rates for the early blastocyst stage. The control treatment
resulted in larger expanded blastocyst rates (51.0%). There was no statistically difference
(P> 0.05) for quality grade I. Treatment with IGF-1 showed the highest rates (35.3%) for
the quality grade Il. For the quality grade Ill treatment with insulin (46.4%) was higher.
Treatment Control showed lower degenerate rate (45.1%) and higher rate of unfertilized
(54.9%). Therefore we can conclude that the addition of insulin and / or IGF-1 to the
semen extender did not increase cleavage rates and blastocyst embryos produced in
vitro, not improving embryo quality.

Keywords: Bovine, IGF-1, Insulin, Production in vitro
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1.  INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino do mundo com aproximadamente 213
milhdes de cabeca (IBGE 2011). E o maior produtor de embriées bovinos, respondendo
por quase um terco da producdo mundial conforme a Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS) (THIBIER, 2007).

Segundo Baruselli et al. (2006), a eficiente multiplicacdo de animais superiores
por biotecnologias da reprodugcdo, pode proporcionar maior retorno econémico a
pecuaria nacional, visto que possibilita a disseminacdo de animais altamente produtivos
de maneira rapida e eficaz.

Contudo a producao in vitro (PIV) de embrides ainda apresenta algumas
limitagGes tais como baixas taxas de blastocisto, dificuldade na criopreservacado dos
embrides, menor viabilidade dos ovdcitos, maior custo, bezerros com maior peso ao
nascer, periodo de gestacdo mais longo, aumento na incidéncia de abortos, aumento da
mortalidade perinatal e aumento de anormalidades congénitas (LEIBFRIED-RUTLEDGE,
1999; WAGTENDONK DE LEEUW et al., 2000).

A utilizagcdo comercial da PIV ainda esta limitada ao seu elevado custo, e vai
depender do balanco entre o mérito genético e o custo de sua producdo. Embora a
producgao in vitro de embrides bovinos seja muito difundida e empregada ha algumas
décadas, as taxas de desenvolvimento embrionario in vitro ainda sao significativamente
inferiores, quando comparadas a situagao in vivo, o que pode ser atribuido a deficiéncias
nas maturacdes nucleares e citoplasmaticas, bloqueio do desenvolvimento embrionario,
a composicao dos meios de cultivo, a capacitacdo espermatica, as condi¢cées de
incubacado estabelecidas e a qualidade dos odécitos e blastocistos produzidos in vitro
comparados aos produzidos in vivo (ROCHA et al., 2014).

O aprimoramento das condi¢cdes de incubacao pelo enriquecimento dos meios
de cultivo com antioxidantes e/ou fatores de crescimento, podem resultar em melhorias
na qualidade dos gametas e consequentemente na producédo in vitro de embrides
bovinos. Os fatores de crescimento desempenham papéis importantes na capacidade
de desenvolvimento de o6citos e embrides de varias espécies (HARDY e SPANOS,
2002). Dentre eles, o Fator de crescimento semelhante a insulina - 1 (IGF-1) é um
peptideo pequeno de 70 aminoacidos com uma massa molecular de 7649 daltons
(LARON Z, 2001) que regula a proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia celular
(BENITO et al., 1996; VINCENT et al., 2002), promove a maturacao dos odcitos por
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desencadear a divisdo mitética das células da granulosa (SHABANKAREH e ZANDI,
2010), estimulando o crescimento dos blastocistos, aumentando a absor¢ao da glicose
(CARAYANNOPQULOQOS et al., 2000) e prevenindo a apoptose (NEIRA et al., 2010;
PARIA e DEY, 1990; SHABANKAREH e ZANDI, 2010). E produzido em vérios 6rgaos
reprodutivos como hipotdlamo, ovarios, tubas uterinas e utero (SPICER e
ECHTERNKAMP, 1995; WATSON et al., 1999; DAFTARY e GORE, 2005). No entanto,
a maior parte do IGF-1 circulante € produzida pelo figado (PFAFFLM et al., 1998;
YAKAR et al.,, 1999; FENWICK et al., 2008).

A insulina € um potente hormdnio anabdlico em diferentes tipos celulares
(SALTIEL e KAHN, 2001), estimulando o transporte de glicose (SUMMERS et al., 1999),
aminoacidos e RNA, promovendo a sintese protéica e de glicogénio (MCGOWAN et al.,
1995), além de ter propriedades mitogénicas e anti-apoptoticas (ALESSI e COHEN,
1998; DOWNWARD, 1998; DALLE et al., 2001).

Tendo em vista as diversas vantagens e aplicacées do IGF-1 e Insulina na PIV
de embrides, especialmente na fecundacao in vitro, a nossa hipétese é que a adi¢ao de
IGF-1 ou Insulina na criopreservagao de sémen promovera aumento na taxa de clivagem
e produgao in vitro de embrido. Desta forma, este experimento teve como objetivo
avaliar o efeito da adi¢do IGF-1 e insulina ao sémen criopreservado na producao in vitro

de embrides bovinos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.0btencao de Complexos Cumulus Oécitos (CCOs)

O desenvolvimento dos foliculos ovarianos comeca durante a vida fetal com a
transformacao de células germinativas primordiais em o6citos (MCGEE e HSUEH, 2000;
HIRSHFIELD, 1991). Para a maioria dos mamiferos, os CCOs encontram-se em préfase
I, e somente apds a puberdade ocorre a retomada da meiose até atingirem a metafase
II, expulsando o 1° corpusculo polar, por agdo de horménios gonadotréficos como LH e
FSH (HAFEZ e HAFEZ, 2004; GONCALVES et al., 2001).

Ha diversas técnicas para obtencdo dos CCOs e este possui consideravel
impacto sobre a quantidade e qualidade morfoldégica dos complexos cumulus odcitos
(CCOs), e consequentemente sobre a competéncia para o desenvolvimento embrionario
(BOLS et al., 1997).

Assim a taxa de recuperacdo pode ser influenciada pelas terapias
gonadotroéficas (PIETERSE et al.,, 1992), frequéncia de realizagdo da técnica (GIBBONS
etal., 1994), fase do ciclo (VOS et al., 1994), pressao de vacuo e tipo de agulha (BOLS
et al., 1996), tamanho do foliculo (SENEDA et al., 2001), além da experiéncia do
operador (GARCIA et al., 1998).

No entanto a PIV de embrides a partir de ovarios de matadouro possui
limitacbes, como o tempo de transporte do matadouro ao laboratério, o
desconhecimento acerca do estado de saude, do padrao hormonal dos animais e,
principalmente, a impossibilidade de repeticdo da técnica para um mesmo animal.

Callesen et al., (1987) relataram pela primeira vez a obtencdo de CCOs bovinos
através da manipulacdo transretal com uso da ultrassonografia, porem s6 ganhou
grande impulso um ano mais tarde, com uma nova modificacdo que tornou o
procedimento mais facil e de rapida aplicagdo. Pieterse et al., (1988) modificaram a
técnica descrita para humanos (FEICHTINGER e KEMETER, 1986) e descreveram a

aspiracao folicular via transvaginal através da ultrassonografia.
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2.2. Maturacao in vitro (MIV)

A Maturagéo in vitro (MIV) é influenciada pela origem e qualidade dos CCOs,
principalmente pela heterogeneidade oocitaria em decorréncia dos diferentes estagios
do ciclo estral e da foliculogénese (PARAMIO, 2010), pelas condicbes de incubacao e
pela composicao dos meios utilizados (COCERO et al., 2011).

Técnicas de MIV tém sido desenvolvidas para o aproveitamento de CCOs, com
o objetivo de produzir embrides em larga escala. Apesar dos avangos alcangados pela
técnica, os embrides produzidos in vitro ainda apresentam diferengas morfologicas e
metabdlicas daqueles produzidos in vivo, geralmente provocados pelas condicbes de
cultivo (HOLM e CALLESEN, 1998). Essas alteragdes tém tornado os embrides
produzidos in vitro mais sensiveis ao resfriamento e a congelacdo (MASSIP, 2001),
diminuindo a viabilidade p6s-descongelacao e a taxa de gestacao (HOLM e CALLESEN,
1998), mantendo baixa a eficiéncia da técnica (MARQUANT-LEGUIENN e HUMBLOT,
1998). As diferencas podem ser atribuidas a menor competéncia dos CCOs aspirados
dos foliculos, e as falhas nos processos de maturacao e fecundagao, ou no cultivo do
embrido.

Enquanto esta dentro de um foliculo ndo ovulatorio, o reinicio da meiose dos
CCOs ¢ inibido por fatores presentes no ambiente folicular (SIRARD et al., 1998).
Entretanto, logo apds a aspiragdo, os CCOs perde contato com o fluido folicular e
reinicia a meiose espontaneamente, tornando importante o tempo entre a aspiracao € o
inicio da maturagéo in vitro, a fim de ndo comprometer a capacidade de fertilizagdo dos
CCOs e de desenvolvimento do embrido (DOMINKO e FIRST, 1997). Portanto, é
necessario que os CCOs seja colocado o quanto antes em ambiente e meio de cultivo
adequado para a maturacao in vitro, ou entdo que a sua maturacao seja inibida por meio
de condicbes induzidas, até que se dé inicio ao cultivo para a maturagao.

O tempo requerido para maturacdo in vitro pode variar entre as diferentes
espécies (MINGOTI, 2005), sendo de 18-24 horas para bovinos (MERTON et al., 2003),
28-36 horas para equinos (CARNEIRO, 2002), 30 horas para caprinos (SHARMA et al.,
1996) e de 48 horas para suinos (SOMFAI et al., 2005).

Sabe-se que os CCOs tem competéncia para completar a maturagdo meiébtica
ao atingir diametro aproximado de 110 um. Muitos dos CCQOs bovinos aspirados sao
provenientes de foliculos terciarios, com diametro entre 80 e 110 um (HYTTEL et al.,
1997), de menor competéncia, sendo necessario um periodo de pré-maturacao para
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alcanca-la, a fim de proporcionar maturacdo citoplasmatica mais completa
(HENDRIKSEN et al., 2000).

A maturagdao dos CCOs esta ligada a uma série de mudangas estruturais e
bioquimicas que tornam o gameta feminino apto para ser fecundado, ocorrendo
reorganizacao citoplasmatica, com aumento das goticulas de lipidios, alteragdes no
complexo de Golgi e no formato das mitocéndrias, migracao centripeta dos granulos
corticais para evitar a polispermia no momento da fecundacao (HYTTEL et al., 1997;
MERTON et al., 2003). Durante todo o seu desenvolvimento, os CCOs encontram-se no
estadio de dipléteno da préfase | ou estadio de vesicula germinativa (VG). In vivo, o
reinicio da meiose ou maturacdo tem inicio ap6s o pico préovulatério de LH durante o
estro, passando do estadio dipléteno da primeira préfase meidtica até a fase de
metafase Il (MIl) (GONGCALVES et al., 2002).

Para a maturacao in vitro dos CCOs bovino é utilizado em geral o meio base
para cultivo de tecido (TCM 199) com sais de EARLE’S (AYOUB e HUNTER, 1993),
podendo ser modificado de acordo com os protocolos de cada laboratério,
suplementando-os com fonte energética, glicose e piruvato; fonte protéica, soro fetal
bovino e BSA ou macromoléculas sintéticas, alcool polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona
(PVP) — (ALI e SIRARD, 2003) bicarbonato de sodio, L-glutamina, HEPES e horménios
LH, FSH (GONCALVES et al., 2001) e estradiol. Além da composicao do meio, outros
fatores como o pH, a osmolaridade, a composi¢ao idnica, a temperatura da estufa (38,5°
/ 39°C) e a tensdo de CO, e O, (NAGAI, 2001) sao importantes para que a maturacao

ocorra com sucesso.

2.3. Fecundacao in vitro (FIV)

A fertilizagéo in vitro (FIV) é uma técnica que tem sido utilizada para estudar a
fisiologia dos processos de maturagdo oocitaria, fecundacdo e desenvolvimento
embrionario no estadio de pré-implantacao, bem como propiciar o desenvolvimento de
outras técnicas, como clonagem e transferéncia de genes. Utilizada para produzir
individuos com elevado mérito genéticos, a FIV constitui-se como fonte alternativa de
embrides em programas de transferéncia de embrides em varias espécies (STROUD e
MYERS, 1993; HASLER, 1996; HANZEN e GOFFIN, 1998). Contudo, existe grande
variagao com relacao a taxa de clivagem e producao de mérulas e blastocistos oriundos

17



do sistema de FIV (LOONEY et al., 1994; ELMILEIK et al., 1995; JAAKMA et al., 1997;
FARIN et al., 1997; CHOI et al., 1998). Essas diferencas sao determinadas por varios
fatores decorrentes das etapas que constituem esse sistema, entre eles o preparo do
sémen e a inducao da capacitacao espermatica. A capacitacao in vitro requer a selecao
e recuperacao de espermatozdides moveis, formas normais, livres de contaminantes do
plasma seminal.

Tém sido utilizados diversos métodos de separacdo do plasma seminal e
separagao da fragdo movel do sémen diluido e descongelado, como a técnica do
sedimento — swimup (PARRISH et al., 1984), separacao por gradiente descontinuo de
BSA (ESTIENNE et al., 1988), filtragcdo em coluna de |a de vidro, técnica do sedimento —
swimdown (ING et al, 1991), filtracdo em coluna de sefadex/filtro de troca ibnica
(ANZAR e GRAHAM, 1993), separacgéo por gradiente descontinuo de Percoll e lavagem
mediante centrifugacao (JAAKMA et al., 1997).

Esses métodos, além de melhorar a viabilidade pds-descongelagdo do sémen
utilizado para FIV, também separam o diluidor do sémen. Entretanto, pode-se observar
que, mesmo utilizando alguns desses métodos, a viabilidade pds-descongelacéo ainda &
significativamente afetada pelo diluidor do sémen (ANZAR e GRAHAM, 1995), podendo
interferir nos subsequentes processos de fecundacdo e/ou desenvolvimento
embrionario.

A etapa de fecundacao consiste no momento em que o espermatozoéide fecunda
o odcito maturo, promovendo elevacdes transitérias de calcio livre intracelular, o que
resulta na retomada da meiose e, posteriormente, na formacdo dos pro-nicleos
(KUPKER et al., 1998). A fecundacao é um processo complexo que resulta na uniao de
dois gametas, promovendo a restauracdo do numero de cromossomos para 0 COmego
do desenvolvimento de um novo individuo (GORDON, 1994).

Os eventos iniciais da ativagdo ocorrem a nivel nuclear, com a retomada da
meiose, transicao de anafase para tel6fase Il e extrusdo do segundo corpusculo polar
(CP). No citoplasma, ocorre a exocitose dos granulos corticais (GC), e consequente
endurecimento da zona pelucida (ZP), promovendo o bloqueio a polispermia (LIU et al.,
2003).
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2.4. Cultivo in vitro (CIV)

Apesar dos avancgos nas técnicas de CIV nos ultimos anos, esta etapa ainda é
considerada limitante em virtude dos baixos indices em relacdo ao cultivo in vivo
(BERNARDI, 2005), principalmente pelo bloqueio no desenvolvimento embrionério,
quando os embrides encontram-se entre duas e dezesseis células dependendo da
espécie, atribuindo-se a resposta embriondria aos efeitos adversos ou caréncias do
sistema de cultivo no momento da transicdo do genoma materno para o embrionario
(BARNES e EYSTONE, 1990; PETTERS, 1992).

Embrides produzidos in vitro tém geralmente citoplasma mais escuro, a falta de
compactacdo da massa celular, formacao prematura do blastocele, alteracdo no raio
entre a massa celular interna e células trofoblasticas, maior mixoploidia, e alteragbes na
a expressao do gene e metabolismo celular (THAMPSON et al., 1990; LECHNIAK et al.,
1998; KHURANA e NIEMANN, 2000 e LONERGAN et al., 2006).

Contudo os primeiros resultados com o cultivo in vitro de embrides até o estagio de
blastocisto ocorreram em 1959, em coelhos (GORDON, 1994). Durante o
desenvolvimento embrionario, ocorrem sucessivas clivagens, ativagdo do genoma e
eventos morfogénicos de compactacao e cavitacao, culminando com a formacgao do
blastocisto (WATSON et al., 2004).

No final da década de 80, iniciou-se o co-cultivo de embribes com células
somaticas (GANDOLFI e MOOR, 1987). As mais utilizadas sdo as células do oviduto,
células da granulosa, VERO (células renais de macaco verde africano), BRL (células de
figado de rato bufalo), entre outras (GORDON, 1994; GONSALVES et al,, 2002). O
principal beneficio da adicdo das células somaticas estd na producdo de fatores de
crescimento e na remocado de componentes deletérios aos embrides, como: radicais
livres, metabdlitos celulares, amoénia e outros (THOMPSON, 1996; GONSALVES et al,,
2002).

Diversos meios de cultivo tém sido utilizados no CIV como: Hamster Embryo
Culture Medium (HECM) e TCM-199 (Tissue Culture Medium). Porem o meio de CIV
mais comumente utilizado é o SOF (Synthetic Oviductal Fluid), suplementado com
amino4cidos, BSA (Albumina Sérica Bovina) e/ou SFB (Soro Fetal Bovino),
(BERNARDI, 2005).
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2.5. Fator de Crescimento Semelhante a Insulina Tipo1 (IGF-1)

Os fatores de crescimento desempenham papéis importantes na capacidade de
desenvolvimento dos CCOs s e embribes de varias espécies. Varios fatores de
crescimento e 0s seus ligantes estdo presentes no desenvolvimento de embrides de
mamiferos, tais como, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento semelhante a insulina tipo1 e 2 (IGF-1 e 2), fator de crescimento epidérmico
(EGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e a familia do fator de necrose tumoral
(TNF) (HARDY e SPANQOS, 2002).

IGF-1 e IGF-2 foram inicialmente identificados por Salmon e Daughaday em
1957, que o designou de fator de sulfatacdo, devido a sua capacidade de incorporar
sulfato em cartilagem de rato in vitro. Uma década mais tarde, os termos fator de
sulfatacdo foram substituidas somatomedina (DAUGHADAY et al., 1972). Devido a sua
semelhanca estrutural com a insulina e as suas atividades de promocao do crescimento
foram renomeados em IGF 1 e 2 (RINDERKNECHT e HUMBEL 1976a, 1976b).

O Fator de crescimento semelhante a insulina - 1 (IGF-1) € um peptideo
pequeno de 70 aminoacidos com uma massa molecular de 7649 daltons (LARON Z,
2001) que regula a proliferacéo, diferenciagédo e sobrevivéncia celular (BENITO et al.,
1996; VINCENT et al., 2002), promove a maturacdo dos CCOs por desencadear a
divisdo mitdtica das células da granulosa (SHABANKAREH e ZANDI, 2010), estimulando
o crescimento dos blastocistos, aumentando a absorcdo da glicose
(CARAYANNOPQULQOS et al., 2000) e prevenindo a apoptose (NEIRA et al., 2010;
PARIA e DEY, 1990; SHABANKAREH e ZANDI, 2010). E Produzido em varios érgéos
reprodutivos como hipotalamo, ovarios, tubas uterinas e utero (SPICER e
ECHTERNKAMP, 1995; WATSON et al., 1999; DAFTARY e GORE, 2005). No entanto,
a maior parte do IGF-1 circulante é produzida pelo figado (PFAFFLM et al.,
1998;YAKAR, et al., 1999; FENWICK et al., 2008).

Os principais efeitos in vitro do IGF-1 em fémeas bovinas incluem: aumento da
proliferacdo de células da granulosa e producao de estradiol (GLISTER et al, 2001;
GONG et al., 1994), aumento da sensibilidade das células da granulosa ao FSH
(SPICER et al., 2002), aumento da secrecao de inibina, activina A e folistatina pelas
células da granulosa (GLISTER et al, 2001), e melhorar a sintese de androgénio
induzida por LH nas células da teca (STEWART et al., 1995). O IGF-1 enddcrino tem

sido associado com varias caracteristicas reprodutivas, tais como: a idade a primeira
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paricao (YILMAZ et al., 2006; BRICKELL et al., 2007), a taxa de concepgao ao primeiro
servico (PATTON et al., 2007), dupla ovulagbes (ECHTERNKAMP et al., 2004), e no
desenvolvimento pré-implantacdao do embridao (VELAZQUEZ et al., 2005).

2.6. Insulina

A insulina € uma potente hormdnio anabdlico em diferentes tipos celulares
(SALTIEL e KAHN, 2001), estimulando o transporte de glicose (SUMMERS et al., 1999),
aminoacidos e RNA, promovendo a sintese protéica e de glicogénio (MCGOWAN et al.,
1995), além de ter propriedades mitogénicas e anti-apoptoticas (ALESSI e COHEN,
1998; DOWNWARD, 1998; DALLE et al., 2001).

Amsterdam et al. (1988) verificaram que a insulina e o FSH atuam de maneira
sinérgica no cultivo in vitro de células da granulosa de suinos, por promoverem aumento
de formacao de juncbes gap, maior desenvolvimento do reticulo endoplasmatico liso,
mitocondrias e complexo de Golgi. Em bovinos, a insulina na presenca do FSH é capaz
de estimular a proliferacao e esteroidogénese de células da granulosa de maneira dose
dependente (GUTIERREZ et al., 1997).

A insulina aumenta a captagcdo de glicose nas células por estimular a
translocacao do transportador de glicose (GLUTS8) a partir de sitos intracelular para a
superficie da célula. Acredita-se geralmente que a glicose ndo € necessaria para a
sobrevivéncia de embrides no inicio da pré-implantacao em varias espécies, incluindo o
homem (BAVISTER, 1995; GARDNER e LANE, 1997). O embrido jovem, na fase de
clivagem é caracterizado por niveis relativamente baixos de biossintese (EPSTEIN e
SMITH, 1973), baixas taxas respiratorias (MILLS e BRINSTER, 1967; HOUGHTON et
al., 1996; THOMPSON et al., 1996) e limitada capacidade de utilizar a glicose como
fonte de energia (BRINSTER e THOMSON, 1966; BIGGERS et al, 1967;
WHITTINGHAM, 1971; LEESE e BARTON, 1984; GARDNER e LEESE, 1986; LEESE,
1991). Em meios de cultura simples, a glicose é responsavel pelo atraso ou parada no
desenvolvimento dos embrides na fase de clivagem de varias espécies de mamiferos
(SCHINI e BAVISTER, 1988, CHATOT et al, 1989; THOMPSON et al., 1992;
CONAGHAN et al., 1993; GARDNER e LANE, 1993; ROSENKRANS et al., 1993;
MATSUYAMA et al., 1993; QUINN, 1995).
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3.

OBJETIVOS
3.1. Geral
Avaliar o efeito adicao de Insulina e/ou Fator de crescimento semelhante a
insulina tipo-1 (IGF-1) ao diluidor do sémen na produgao in vitro de embrides
bovinos.

3.2. Especificos

o Avaliar a qualidade dos CCOs;

o Quantificar as taxas de clivagens (D2) e de blastocistos (D7);
o Quantificar e qualificar os embrides produzidos;
o Avaliar as taxas das estruturas degeneradas e nao fertilizados.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local do Experimento e Coleta dos Ovarios

O experimento foi conduzido no Laboratério de Reproducdo Animal (LABRA) do
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA).
Foram coletados ovarios de fémeas bovinas proveniente do abatedouro DA Vital
(2°39'31.0"S; 44°17'16.2"W). Os ovarios foram condicionados em garrafa térmica com
solucao salina 0,9% a 38 °C e transportados até o laboratério em periodo maximo de até
3 horas apés o abate.

4.2. Grupos Experimentais

Foram separados trés tratamentos experimentais: Controle (palhetas de sémen
convencional), Insulina (adicdo de 100 pUl/mL de insulina NPH-humana), IGF-1 (adi¢cao
de 150ng/mL de Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1) e Insulina + IGF-1
(adicdo de 50 pUI/mL de insulina NPH-humana e 75 ng/mL de IGF-1), conforme o
quadro 1. Todas as seis repeticoes receberam todos os tratamentos no momento da
fecundacao in vitro, no periodo de abril a dezembro 2014. Foi utilizado o sémen de um
unico touro da raga Nelore, com aproximadamente 500 kg, avaliado andrologicamente e
utilizou-se o diluidor TRIS a base de gema de ovo.

Quadro 1. Grupos experimentais (Controle, Insulina, IGF-1 e Insulina+IGF-1),

quantidade por mililitro e volume da palheta ajustada para 25 x 10° espermatozéides

vivos/mL.
TRATAMENTOS QUANTIDADE / mL Volume da
Palheta (mL)
CONTROLE Sémen Convencional (Central) 0,5*
INSULINA Adicao de 100 pUI/mL de insulina NPH-humana 0,25*
IGF-1 Adigao de 150ng/mL de IGF-1 0,25*
INSULINA+IGF-1 | Adicao de 50 pUI/mL de insulina NPH-humana 0,25*
e 75 ng/mL de IGF-1

*Concentragdo espermatica ajustada para 25 x 10° espermatozdides vivos/mL.
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4.3. Producao in vitro de embriao

4.3.1 Puncao Folicular e Selecao dos Complexos Cumulus Odcitos

Os CCOs foram colhidos por aspiracao folicular utilizando seringa descartavel de
10 mL (Niproplast®) com uma agulha descartavel (Labor Import®) 21 G 25 x 0,8 e
somente aspirados os foliculos de 3 a 8 mm. Apds a colheita, o liquido folicular foi
depositado em tubo cbnico graduado de 15 mL (Corning®) para sedimentagédo e
acondicionado a 37 °C no banho-maria (Modelo Fanem 1102®). Em seguida, o
sobrenadante foi desprezado e o restante colocado emplaca de Petri TPP 96 x 21
(Vitaflex®) para busca e sele¢cao dos CCOs sob lupa estereomicroscopica (Modelo LBX-
20 Nona Optical System®) e placa térmica (Modelo Nova HS®) a 38,5 °C. Os CCOs
encontrados foram colocados em placas de Petri 35x10 (Vitaflex®) contendo Meio de
Manutencdo (TQC-Holding Plus Nutricell®) previamente aquecido a 37 °C e
selecionados somente os CCOs grau I, Il e Ill, conforme manual IETS, segundo
(LEIBFRIED e FIRST, 1979).

4.3.2 Maturacao in vitro (MIV)

Ap6s a selecao dos CCOs os mesmos foram lavados trés vezes em gotas
contendo meio de maturacdo com 10% de SFB, sendo em seguida transferidos para
micro gotas contendo 100 pL de meio MIV (LABRAUEMA) em placas de Petri de 60 x 15
mm, numeradas e contendo sete gotas de MIV cobertas com &leo mineral estéril
(SIGMAALDRICH, EUA), a temperatura de 38,8 °C, em atmosfera gasosa de 5% de CO
(Incubadora, Modelo Panasonic KM-CC17TOA®), previamente estabilizadas.

4.3.3 Fertilizacao in vitro (FIV)

Apobs 24 horas de incubagéo os CCOs maturados foram lavados trés vezes em 940
puL de meio de fecundagdo (LABRAUEMA) suplementado com 20 pL de heparina e 40
uL de solugdo PHE (LABRAUEMA). Uma palheta de sémen de cada tratamento
(Controle, Insulina, IGF-1 e Insulina + IGF-1) foi descongelada a 37 °C durante 30
segundos, avaliadas a motilidade e vigor, em seguida colocada em gradiente de Percoll
(LABRAUEMA) sendo em seguida depositado em um tubo criogénico de 2 mL
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(eppendorf®), sobre um gradiente de Percoll de 90 e 45% (LABRAUEMA). O sémen foi
depositado sobre a camada superior de Percoll® a 45%, em seguida foi centrifugado por
10 minutos a 2290 x g (Modelo K14-0602 Kasvi®). ApGs centrifugacdo desprezou-se o
sobrenadante e adicionou 940 pL do meio de Fecundacdao (LABRAUEMA)
suplementados com 20 uL/mL de heparina (SIGMA-ALDRICH, EUA), 40 uL/mL de PHE
(SIGMA-ALDRICH, EUA), previamente estabilizados e aquecidos a 38,7 °C ao pellet
resultante. Centrifugou-se novamente por 5 minutos a 2290 x g (Modelo K14-0602
Kasvi®) e desprezou-se o sobrenadante, homogeneizando o pellet final para retirada da
dose inseminante de cada gota da placa de fecundacgéo. Posteriormente os CCOs foram
transferidos para gotas contendo Meio de Fecundacao (LABRAUEMA) sob 6leo mineral
estéril (SIGMA-ALDRICH, EUA), onde foi depositada a suspensédo espermatica na
concentracdo final de 25x10° espermatozoides/mL. Os gametas foram co-incubados
durante o periodo de 18 a 22 horas a 38,8 °C em atmosfera umida com 5% de CO..

4.3.4 Cultivo in vitro (CIV)

Apb6s 18 horas de incubacao, os presumiveis zigotos foram transferidos para placa
de cultivo com gotas de 100 puL do meio SOF Final (LABRAUEMA) acrescido de 5% de
SFB e 3mg/mL de BSA (Albumina Sérica Bovina), sob 6leo mineral estéril e incubados a
38,8 °C em atmosfera umida a 5% de CO, durante sete dias de cultivo. Decorridas 48
horas apos a fecundacao (DO0), foi avaliado a taxa de clivagem (D2), e sete dias apds a
taxa de desenvolvimento dos blastocistos (D7). Nos dias (D3 e DS5) foi realizado o
“feeding” ou troca de meio, retirando-se 80% do meio de cultivo e adicionando a mesma

quantidade de meio recém-preparado e estabilizado.
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4.4. Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso, com trés tratamentos
(Insulina, IGF-1, Insulina + IGF-1 e Controle) com seis repeticbes. Os dados para as
variaveis estudadas (taxa de clivagem; taxa de blastocisto; total e proporcdo de
embrides viaveis, proporcdo dos estadios de desenvolvimento, qualidade embrionaria,
estruturas degeneradas e néo fertilizados) foram submetidas ao teste de normalidade;
os dados normais e o0s normalizados mediante transformacées matematicas
(logaritmica, arco seno) foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) ou ao teste
paramétrico de Student-Newman-Keuls (SNK) para comparagdo de médias, na
probabilidade de 5%. Dados qualitativos foram comparados pelo teste do x2, para P <
0,05. As andlises foram executadas utilizando o programa Statistical Analysis System
(SAS Institutelnc, 1997).
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5. RESULTADOS

Foram aspirados durante o experimento 679 ovarios, recuperados 671 odcitos
grau I, 329 grau Il e 152 grau lll, distribuidos em seis repeticdes para cada tratamento.
Nao houve diferenca estatisticamente (P>0,05) para as Taxas de Clivagens e

de Blastocistos conforme tabela 1.

Tabela 1. Taxa de Clivagem e de Blastocistos de complexos cumulus oécitos (CCOs)
de fémeas bovinas submetidas a fecundacéo in vitro com adicao de Insulina e/ou IGF-1

ao diluidor do sémen

TRATAMENTOS
Controle Insulina IGF-1 Insulina + IGF-1
CLIV n %! CLIV n %! CLIV N %' CLIV n %!
Taxa de a a a a
Clivagem 402 729 55,1 82 144 56,9 69 115 60,0 74 128 57,8
Taxa de 192 45 23,42 27 5 185% 17 6 353 22 4 18,22

Blastocistos

2P Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para P<0,05.
TTaxa de desenvolvimento no D2 e D7 baseada no nimero total de estruturas colocadas em CIV.

Com base no estadio de desenvolvimento para embrides bovinos produzidos in
vitro observou-se que o tratamento com Insulina resultou em maiores produgdes de
morulas (77,8%). Os tratamentos com IGF-1 (17,6%) e Insulina + IGF-1 (22,7%),
apresentaram maiores taxas para o estaddio de Blastocisto Inicial em relacdo aos
tratamentos Controle (5,2%) e Insulina (3,7%). Para o estadio de Blastocisto ndo houve
diferencga significativa (P>0,05) entre os tratamentos. A Utilizagdo do tratamento Controle

resultou em maiores taxas de Blastocisto Expandido (51,0%), conforme Figura 1.
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Figura1. Taxa de desenvolvimento embrionario (%), com base no estadio de
desenvolvimento, para embrides produzidos in vitro a partir de sémen criopreservados

com adi¢ao de Insulina e/ou IGF-1 ao diluidor do sémen

2. Colunas com superscritos desiguais diferem estatisticamente, P<0,05.

Ao analisar a qualidade morfoldgica para embrides produzidos in vitro observou-se
que nao houve diferenca significativa para qualidade grau | (P>0,05). Para a qualidade
grau Il o tratamento com IGF-1 (35,3%) apresentou as maiores taxas, seguidos por
Controle (24,0%), Insulina + IGF-1 (12,0%) e Insulina (10,7%). Porem para a qualidade
grau lll o tratamento com Insulina (46,4%), foi o que apresentou maiores taxas, seguidos
por IGF-1 (29,4%), Insulina + IGF-1 (28,0%) e Controle (21,9%), respectivamente

conforme Figura 2.
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Figura 2. Taxa de desenvolvimento embrionario (%), com base na qualidade
morfolégica para embrides produzidos in vitro a partir de sémen criopreservados com

adicao de Insulina e/ou IGF-1 ao diluidor do sémen

2. Colunas com superscritos (?) desiguais diferem estatisticamente (P<0,05).

Ao analisar as taxas de Estruturas Degeneradas (DEG), verificou-se que os
tratamentos Insulina + IGF-1 (60,9%), Insulina (60,3%) e IGF-1 (59,2%), foram os com
maiores taxas, porem nao diferem estatisticamente (P>0,05). Contudo o tratamento
Controle (54,9%) apresentou maior taxa de Nao Fertilizado (NF), conforme Figura 3.

B Controle ®Insulina EIGF-1 ®&lInsulina + IGF-1

70,0
a a a
60.0 R
Clla I
50,0 IR
’ Ty b
40,0 T
A ]
30,0 N\ 4] S
L] Fan®yn "
Sy SRRt
20 O \ ".'_".'_f af{f;:
’ L] L]
i i
10,0 - [
| 75 s
O O -'_- -'_- " g -'_- f_- o
3

DEG

Figura 3. Taxa de Estruturas Degeneradas (DEG) e néo fertilizadas (NF) (%), a partir de
sémen criopreservados com adicao de Insulina e/ou IGF-1 ao diluidor do sémen

#. Colunas com superscritos desiguais diferem estatisticamente, P<0.05.
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6. DISCUSSAO

Segundo Gongalves et. al. 2008, a producao in vitro de embrides bovinos possui
baixas taxas de desenvolvimento embrionarias quando comparada com a situagao in
vivo. Diversos estudos vém sendo realizados para melhoria nessas taxas e
consequentemente sua aplicacao comercial.

Neste estudo ao analisar as taxas de clivagens e de blastocisto para embrides
bovinos produzidos in vitro, observou-se que nao houve efeito benéfico para os
tratamentos que foram fertilizados com adigdo de Insulina e/ou IGF-1. Diversos autores
tém demonstrado que a suplementacdo nos meios de cultivo com IGF-1 nas
concentragdes variando de 10 a 200 ng/mL tem um efeito positivo na PIV de embrides
bovinos (MATSUI et al.,1997; PALMA et al.,1997; LIMA et al., 2006; VELAZQUEZ et al.,
2008). Contudo, corroborando com nossos resultados, alguns autores nao encontraram
efeitos benéficos da adicdo de IGF-1 (FLOOD et al., 1993; LEE e FUKUI, 1995;
QUETGLAS et al.,, 2001; HERNANDEZ-FONSECA et al., 2002; BLOCK et al., 2008),
podendo ser atribuido aos diferentes meios de cultivo utilizados (DEVREKER e HARDY,
1997), as concentracdes de IGF-1, a populacdo heterogénea de odcitos aspirados a
partir dos foliculos de 3 a 8 mm ou a suplementacao protéica (VELAZQUEZ et al., 2009).

Muitos laboratérios tém conseguido produzir embrides in vitro eficientemente
(BOUSQUET et al., 1999). No entanto, o numero de embrides que se desenvolve esta
longe do que € normalmente observado em embrides produzidos in vivo. Em média, um
laboratério perde de 60 a 70% dos odcitos maturados in vitro, devido a incapacidade
inerente do embrido de clivar e desenvolver-se até o estagio de blastocisto (LEQUARRE
et al., 2003). Fatores como o bloqueio embrionario, podem interferir no desenvolvimento
causando parada na clivagem embrionaria. O bloqueio no desenvolvimento do embrido
€ um fenbmeno que ocorre em varias espécies em diferentes fases, por exemplo, no
quarto ciclo celular em bovinos (MEMILI e FIRIST, 2000), ocorre devido a incapacidade
do embrido de superar a repressdo da cromatina a ativar a transcricdo de genes de
desenvolvimento ou a reagado a injurias causada pelo meio ambiente (BETTS e KING,
2001). Este bloqueio especifico em cada espécie € concomitante com a transi¢cao
materno-embrido, quando o embrido conclui a maior ativacdo do genoma (DE SOUSA et
al., 1998b) e devem contar com os mRNAs transcritos a partir de seu proprio genoma

para continuar o desenvolvimento.
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Porem sabe-se que insulina aumenta a captacado de glicose nas células por
estimular a translocacdo do transportador de glicose (GLUT8) a partir de sitos
intracelular para a superficie da célula. Acredita-se geralmente que a glicose ndo é
necessaria para a sobrevivéncia dos embrides no inicio da pré-implantagéao (BAVISTER,
1995; GARDNER e LANE, 1997) bem como € responsavel pelo atraso ou parada no
desenvolvimento dos embrides na fase de clivagem em varias espécies (THOMPSON et
al, 1992; MATSUYAMA et al, 1993; GARDNER e LANE, 1993b), devido
principalmente pela capacidade limitada dos embrides em utilizar a glicose como fonte
de energia (BIGGERS et al., 1967; GARDNER e LEESE, 1986).

Com base no estadio de desenvolvimento para embrides bovinos produzidos in
vitro observou-se que o tratamento com Insulina resultou em maiores producgdes de
Mérulas. Segundo Gongalves et al. (2008), somente a partir do estadio de moérula, os
embrides bovinos podem utilizar a glicose como fonte de energia, possivelmente em
decorréncia do sistema enzimatico necessario para sua utilizacdo nao estar
completamente desenvolvido.

Para o estadio de Blastocisto Inicial os tratamentos com IGF-1 e Insulina + IGF-1
apresentaram maiores taxas. Segundo Memili e Firist (2000) o bloqueio no
desenvolvimento do embrido bovino ocorre no quarto ciclo celular, ou seja, no momento
da passagem do estadio de mérula para o estadio de blastocisto inicial. Portanto os
tratamentos com IGF-1 e Insulina + IGF-1 podem ter melhorado a qualidade nesses
embrides com desenvolvimento atrasados, a ponto dos mesmos superarem o bloqueio
embrionario inerente o quanto antes e alcangarem o estadio de blastocisto inicial. Véarios
relatérios tém destacado que embrides que se desenvolvem in vitro mais rapido sao
mais propensos a desenvolver a blastocisto (LONERGAN et al., 1992; VAN SOOM et al.,
1992; XU et al., 1992;).

Nesse estudo o tratamento Controle apresentou maiores taxas de blastocistos
expandidos. Vérios laboratérios tem conseguido produzir embrides bovinos utilizando
meio de cultivo composto por SOF acrescido de BSA e SFB. Assim a ndo adicao de
Insulina e/ou IGF-1 ao tratamento Controle pode ter eliminado os efeitos adversos
dessas substancias na producdo in vitro. Pois a simples utilizacdo do SFB pode ter
favorecido o desenvolvimento dos embrides até o estadio de blastocisto expandido, uma
vez que o SFB é um suplemento proteico composto por diversas substancias, como
proteinas, carboidratos, aminoacidos, hormdnios e fatores de crescimento, que podem

agir de forma autdcrina ou paracrina para regular a proliferagcao celular e a sobrevivéncia
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dos embrides (BRISON e SCHULTZ, 1997, HERRLER et al., 1998; SPANQOS et al.,
2000).

Ao analisar a qualidade morfologica para embrides produzidos in vitro, observou-
se que néo houve diferenga significativa para embrides de qualidade grau |, o tratamento
com IGF-1 apresentou maiores percentuais para a qualidade grau Il, porem o tratamento
com Insulina, resultou em maiores taxas para a qualidade grau Ill. A classificacdo da
qualidade dos embrides € uma etapa muito importante para o sucesso em um programa
de PIV, pois essa classificacdo pode prediz o potencial desenvolvimento dos embrides.
Embrides de excelente ou boa qualidade caracterizam-se por estagio de
desenvolvimento correspondente ao esperado para o dia do cultivo. Segundo Neira et
al., (2010) e Shabankareh e Zandi, (2010), o IGF-1 possui potencial anti-apoptético, o
que pode ter melhorado a qualidade dos embrides. Porem ao utilizarmos o tratamento
com Insulina obtivemos embrides de pior qualidade, pois geralmente permaneciam no
estadio de mérulas e consequentemente degeneravam. Segundo Gardner e Lane,
(1997), a insulina aumenta a captacao de glicose que € responsavel pelo atraso ou
parada no desenvolvimento dos embrides (THOMPSON et al., 1992; MATSUYAMA et
al., 1993; GARDNER e LANE, 1993).

Os tratamentos com Insulina e/ou IGF1 apresentaram maiores percentuais de
estruturas degeneradas e menores taxas de embrides nao fertilizados. Embrides
degenerados sdo caracterizados por apresentarem comprometimento definitivo da
massa celular, blastdmeros de tamanhos variados, sinais de degeneracdo celular,
picnose, fragmentacdes e alteracbes na cor. Segundo Hardy (1999), o processo de
morte celular controlada (apoptose) ocorre como um fendmeno fisiolégico no
desenvolvimento embrionario precoce, suas fungbes incluem a homeostase e
remodelacdo dos tecidos, e a remocdo de células indesejaveis. E uma caracteristica
essencial de muitos processos normais e condi¢oes patologicas (WYLLIE et al., 1980).
No entanto, diferentes condi¢cées de cultivo in vitro pode afetar a taxa de apoptose em
embrides pré-implantacao (BYRNE et al, 1999). Assim a utilizacdo dos tratamentos
com Insulina e/ou IGF-1 apesar de favorecer a fertilizagdo dos embrides, nao propiciou o
desenvolvimento até estagios de blastocistos, visto que esses embrides tendem a
degenerar e sofrer apoptose, principalmente pelo bloqueio embrionario e pelas
condicoes de cultivo.
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7. CONCLUSAO

Diante dos dados obtidos podemos concluir que adigdo de Insulina e/ou IGF-1
ao diluidor do sémen ndo aumentou as taxas de clivagens e de blastocistos dos

embrides produzidos in vitro, ndo melhorando a qualidade embrionaria.
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8. CONSIDERAGCOES FINAIS

A producao in vitro de embrides (PIV) bovinos permite o aumento da eficiéncia
produtiva e reprodutiva de animais alto valor genético, porem as taxas de
desenvolvimentos embrionarias sado relativamente inferiores quando comparadas a
situacao in vivo. Assim novas pesquisas com meios de maturacao, fecundacgao e cultivo
in vitro devem ser estimuladas, visando resultados como a maior producao e qualidade
dos embrides produzidos in vitro. Apesar dos resultados obtidos, estudos que utilize
fatores do crescimento ao diluidor do sémen devem ser aprofundados, principalmente

utilizando sémen sexado e/ou vacas superovuladas.
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