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Resumo

A producéo in vitro de embrides contribui para o melhoramento genético

e para a producao animal, e mais beneficios podem ser alcancados com a
determinacao precoce e nao-invasiva da viabilidade e do sexo dos embrides.
Com o objetivo de explorar o dimorfismo sexual entre machos e fémeas, foram
avaliados os efeitos da velocidade de desenvolvimento e das alteracdes na
concentracao de glicose, DNP, atmosfera de oxigénio, coloracdo com BCB e
expressao do gene G6PD durante o cultivo /in vitro de embrides bovinos. A
proporcado do sexo, determinada por PCR, nao foi afetada pela velocidade de
desenvolvimento, adicdo de DNP ou atmosfera de oxigénio; enquanto o cultivo
com 5,6 mM de glicose a partir do dia 5 (D5) aumentou a proporcao de fémeas
nos blastocistos no D7. A reducéo na atmosfera para 5% de O, aumentou as
taxas de blastocisto, e a intensa coloracao azul dos embrides expostos ao BCB
no D4 identificou os embrides de maior viabilidade. Embriées machos e fémeas
de duas células e oito células apresentaram padrao diferencial de expressao do
gene G6PD. Assim, concluimos que alteracdes no sistema de cultivo afetam
as taxas de desenvolvimento embrionério e permitem identificar a viabilidade e

alterar a proporcao dos sexos em embrides bovinos produzidos in vitro.

Termos para indexacéao: velocidade de desenvolvimento; metabolismo embrionério;
coloracdo com BCB; expressédo de G6PD

1 Pesquisadores da Embrapa Pecuéria Sudeste, Sao Carlos, SP, simone.niciura@embrapa.br; waldomiro.barioni@embrapa.br

2 Biotecnologista, pmeg500@gmail.com

3 Graduanda em Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Sao Carlos, carolineferracioli@yahoo.com.br

4 Graduanda em Medicina Veterinaria no Centro Universitario Central Paulista, Sdo Carlos, SP,
giovanna.g.cruvinel@gmail.com






Alternatives for sexing in vitro produced
bovine embryos

Abstract

In vitro embryo production contributes to genetic improvement and production
in livestock, and more benefits can be achieved with the early and non-invasive
determination of sex and viability of embryos. Aiming to explore the sexual
dimorphism between males and females, it was evaluated the effects of
developmental kinetics and changes in glucose and DNP concentration, oxygen
atmosphere, BCB staining and G6PD gene expression during /in vitro culture

of bovine embryos. The sex ratio, determined by PCR, was not affected by
developmental kinetics, supplementation with DNP or oxygen atmosphere;
while culture with 5.6 mM glucose from day 5 (D5) increased female ratio

in D7 blastocysts. The atmosphere reduction to 5% O, increased blastocyst
rates, and intense blue staining of the embryos exposed to BCB on D4 was
associated with higher viability. Male and female two-cell and eight-cell stage
embryos presented differential expression patterns for the G6PD gene. Thus,
we conclude that changes in culture system affect embryonic development
rates and can be used to identify embryo viability and to affect sex ratio in in

vitro produced bovine embryos.

Key words: developmental kinetics; embryonic metabolism; BCB staining; G6PD gene

expression
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Introducao

O uso da fecundacéo in vitro em programas de reproducado de bovinos
tem crescido nas ultimas décadas. Segundo dados da International
Embryo Technology Society (IETS), foram transferidos 30.569
embrides em 1997 (PERRY, 2013) e 364.662 em 2014 (PERRY,
2015), e o Brasil apresenta as maiores taxas de embrides bovinos
produzidos in vitro (PIV) no mundo (VIANA et al., 2010), com 70,8%
do total mundial (PERRY, 2014).

Na PIV, a determinacao da viabilidade dos embrides, ou seja, o
potencial em estabelecer e manter com sucesso a prenhez apds

a transferéncia (LOPES et al., 2007), reduz os custos e otimiza a
utilizacdo das fémeas receptoras. Para a identificacdo e a selecao

de od6citos e embrides viaveis, podem ser usados critérios como
morfologia, didmetro, consumo de oxigénio e de glicose, contelddo de
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e de glutationa (AGUNG et al.,
2005; ALM et al., 2005; LOPES et al., 2007; GARCIA-HERREROS et
al., 2012; WANG et al., 2016).

Além da viabilidade, é crescente o interesse pela determinacao
precoce do sexo do embrido, o que traz beneficios a producao e ao
melhoramento genético animal (JOHNSON, 2000; MAXWELL et al.,
2004), e, quanto mais precoce a sexagem, mais desejaveis sdao seus
efeitos. Apesar de a sexagem de espermatozoides ser a técnica mais
precoce de determinacdo do sexo a partir do gameta masculino,

a separacao de espermatozoides por citometria de fluxo requer
equipamentos sofisticados, possui baixa velocidade de processamento
e pode resultar em danos ao DNA (JOHNSON, 2000; MAXWELL et
al., 2004). Assim, a sexagem de embrides torna-se uma alternativa
vidvel de determinacao precoce do sexo. Entretanto, quando realizada
de maneira convencional, requer a biépsia do embrido, é demorada e
invasiva, o que inviabiliza a comercializacdo dos embrides sexados em
razao da perda da integridade da zona peltcida (MAPLETOFT; HASLER,
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2005). Por esses motivos, para que se torne amplamente utilizado na
PIV, é necessério o desenvolvimento de um método de sexagem nao-
invasivo, simples, pouco oneroso e em larga escala.

Uma maneira de se fazer a sexagem de maneira nao-invasiva é explorar
o dimorfismo sexual existente entre os embrides machos e fémeas nos
estadios iniciais do desenvolvimento. Sabe-se que o desenvolvimento

e o metabolismo sdo mais rapidos em embrides machos (ALOMAR

et al., 2008) e que ha maior expressao de genes do cromossomo X

em fémeas antes da inativacdo de um dos cromossomos X (DE LA
FUENTE et al., 1999), nos estadios embrionarios entre a fecundacao e
o desenvolvimento até blastocisto.

Em relacdo ao metabolismo, a glicose é um importante substrato
energético para o embridao e, apés entrar nas células embrionérias, a
glicose pode seguir as cascatas glicolitica, de fosforilacdo oxidativa ou
das pentoses fosfato (PPP) (RIEGER, 1992; GARCIA-HERREROS et al.,
2012). Esse processo também € influenciado pelo sexo dos embrides,
visto que o metabolismo total de glicose é duas vezes maior em
machos enquanto a atividade da PPP é gquatro vezes maior em fémeas
(TIFFIN et al., 1991). Assim, o controle ou o favorecimento de uma das
cascatas metabdlicas, por exemplo, por meio da inibicao da fosforilacdo
oxidativa e do favorecimento da glicélise (HARVEY et al., 2004) pelo
2,4-dinitrofenol (DNP), ou pela reducéo da concentracdo de O, durante
o cultivo in vitro (THOMPSON et al., 2000; GREEN et al., 2016), pode
promover desvios na proporcao dos sexos ou afetar o desenvolvimento
embrionario.

Em relacdo a atmosfera de oxigénio, além de afetar o metabolismo, a
tensdo de O, durante o cultivo, em geral a 5% de CO, em ar (~20%
de O,), € superior a encontrada pelo embrido no trato genital feminino,
0 que pode alterar o estado redox celular, levar a producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e prejudicar o desenvolvimento (HARVEY et
al., 2004; RHO et al., 2007).
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Dentre os genes especificos do cromossomo X, destaca-se aquele
que codifica a enzima G6PD, que participa da via PPP, fornece ribose-
fosfato para a sintese de nucleotideos e acidos nucleicos (BHOJWANI
et al., 2007) e atua como agente anti-oxidante (PEREZ-CRESPO et
al., 2005). A atividade da G6PD pode ser mensurada indiretamente
pela coloracdo com brilliant cresyl blue (BCB), pois a G6PD reduz o
corante vital azul BCB em um composto sem cor (WILLIAMS, 1986),
de maneira que quanto menor for a atividade da G6PD maior sera a
coloracao azul do oé6cito ou do embridao (ALM et al., 2005).

Assim, este trabalho explora o dimorfismo existente entre embrides
machos e fémeas como ferramenta para o desenvolvimento de uma
metodologia ndo-invasiva para a sexagem e para a determinacao da
viabilidade de embrides bovinos produzidos in vitro, sem prejuizos

as taxas de desenvolvimento. Para tanto, foram avaliados os efeitos
da velocidade de desenvolvimento (de oito células a blastocisto
expandido), das modificacdes nas condi¢cdes de cultivo in vitro (adicao
de glicose e de DNP, alteracéo na atmosfera de O, e coloracdo com
BCB) sobre as taxas de desenvolvimento e a proporcdo de embrides
machos e fémeas, assim como a expressao diferencial do gene G6PD
entre os embrides dos dois sexos.

Metodologia

Oviérios de fémeas bovinas foram coletados em frigorificos comerciais
e transportados em solucéo fisiolégica a 28-30°C ao laboratério da
Embrapa Pecuéria Sudeste, em, no méaximo, quatro horas.

Foram utilizados reagentes Sigma, exceto quando mencionado. Os
procedimentos de incubacao /in vitro foram realizados em microgotas de
100 uL de meio de cultivo, acrescido de 0,2 mM de piruvato de sédio
(P4562) e 75 ug/mL de sulfato de kanamicina (K1637), cobertas com
6leo mineral (M3516), a temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% de
CO,em ar (~ 20% de O,).
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Foliculos de 3 a 7 mm de didmetro foram aspirados dos ovérios, e o
fluido folicular foi decantado para a separacdo dos odcitos. Odcitos de
cumulus compacto com pelo menos quatro camadas de células foram
destinados a maturacao in vitro (MIV) em TCM 199 (M5017) com 10%
de soro fetal bovino (SFB; Cripion), 1,0 ug/mL de hormdnio foliculo
estimulante (FSH; Folltropin-V, Bioniche), 50 yg/mL de gonadotrofina
corionica humana (hCG; Chorulon, Intervet) e 1,0 ug/mL de estradiol
(E2758), durante 24 h.

A seguir, os oécitos maturados foram submetidos a fecundacgao in
vitro (FIV) com sémen separado em mini gradiente (45% e 90%) de
Percoll (P4937) e na concentracdo de 1 x 10° espermatozoides/mL em
meio TALP-FIV. Nos experimentos, foi alternado uso do sémen de dois
touros. O meio TALP foi acrescido de 30 ug/mL de heparina (H3149),
18 uM de penicilamina (P4875), 10 uM de hipotaurina (H1384), 1,8
MM de epinefrina (E4250) e 6 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA;
A6003) por 20-22h.

Apds a FIV, os embrides foram destinados ao cultivo in vitro (CIV) em
SOF, sem glicose e com 0,2 mM de L-glutamina (G3126), 0,34 mM
de tri-citrato de sédio (S4641), 2,8 mM de myo-inositol (I7508), 2,5%
de SFB e 3 mg/mL de BSA livre de acidos graxos (A8806). O cultivo
foi realizado durante oito dias, e a cada 48h foi realizado o feeding,

ou seja, a substituicao de 50% do meio de desenvolvimento por SOF
recém-preparado, e foram recuperados, pelo menos, 30 embrides em
cada tratamento, exceto para os blastocistos no D6.

O desenvolvimento embrionério foi avaliado sob microscépio
estereoscépico quanto as taxas de clivagem (48h apds a inseminacao
— hpi; Dia 2 - D2) e de desenvolvimento até quatro células (D2), oito
células (D3), dezesseis células (D4), trinta e duas células (D5), mérula
(D6), blastocisto (D7) e blastocisto expandido (D8). Os embrides
foram submetidos a remocéao das células do cumulus por pipetacao
em 0,5% de hialuronidase (Hial20, Biometila) e a retirada da zona
peltcida por incubacdao em solucao Tyrodes acida (pH 2,2). A seguir,
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foram coletados em 1 uL de dgua tratada com DEPC (D5758) em
microtubos de 0,2 mL, imediatamente congelados em nitrogénio liquido
e armazenados a -20°C.

A confirmacao do sexo foi feita por reacao em cadeia da polimerase
(PCR) multiplex. Para a sexagem, os embrides foram incubados

a 95°C por 10 min, e 1/3 do lisado (0,3 uL) de cada embrido foi
utilizado diretamente na reacao de PCR para amplificacdo simultanea
de fragmento de 300 bp do cromossomo Y e de 538 bp de sequéncia
autossdmica do genoma bovino (RATTANASUK et al., 2011). A reacéo
de PCR, em volume final de 20 uL, consistiu de 1X de tampéo, 1,5
mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP (Ludwig Biotec), 1 U de Taq
DNA polimerase (10966-030, Invitrogen), 0,25 uM de cada primer
para cromossomo Y (BYfor: 5'-CTCAGCAAAGCACACCAGAC-3’

e BYrev: 5’-GAACTTTCAAGCAGCTGAGGC-3'), 0,1 uM

de cada primer para sequéncia autossémica (BSPfor:
5'-TTTACCTTAGAACAAACCGAGGCAC-3' e BSPrev:
5'-TACGGAAAGGAAAGATGACCTGACC-3’) e 0,3 yL de DNA.

Em todas as reacdes, além das amostras, foi utilizado um controle
positivo para fémea, um controle positivo para macho e um controle
negativo (sem DNA). Foram realizados 45 ciclos de amplificacdo com
desnaturacdo a 94°C por 30s, anelamento a 60°C por 45s e extensao
a 72°C por 50s. Os produtos de amplificacao foram submetidos a
eletroforese em gel de 1,5% de agarose (16500-100, Invitrogen)
corado com 0,125 yg/mL de brometo de etideo (Ludwig) e, apés
comparacao com o ladder de 100 bp (Ludwig), a amplificacdo de duas
bandas (538 e 300 bp) identificou o embrido como macho e de uma
banda (538 bp), como fémea.

As alteracoes nas condicoes de cultivo visando a promover a sexagem
dos embrides consistiram de:

i) Adicao de O, 1,5, 5,6 ou 10 mM de glicose (G3126) ao meio
SOF do D5 ao D8;

[I) Adicdo de O, 5, 10 ou 30 uM de DNP (D198501) ao meio SOF
do D5 ao D8§;
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[ll) Alteracdo da atmosfera de oxigénio para 5% de O, (5% de
COZ, 5% de O2 e 90% N,) a partir do D1;

IV) Coloracdo com 26 uM de brilliant cresyl blue (BCB; B5388)
em meio SOF por 90 min de todos os embrides no D4 e
classificacdo em trés categorias: coloracdo azul forte (BCB+),
coloracao azul fraca (Intermedidrios) e auséncia de cor (BCB-).
Apds a coloracao, os embridoes foram mantidos no cultivo em
SOF até o estadio de blastocisto (D7 e D8).

As taxas de clivagem e de desenvolvimento até blastocisto e as
proporcoes dos sexos nos embridoes foram comparadas por meio de
andlise estatistica pelo teste de Qui-quadrado ou exato de Fisher, ao
nivel de significancia de 5%.

A avaliacado da expressao génica foi realizada nos embrides de duas,
quatro, oito, dezesseis, trinta e duas células, mérula, blastocisto e
blastocisto expandido por gPCR no ABI Prism® SDS 7500 (Applied
Biosystems). Para tanto, 2/3 do lisado de embrides (0,6 uL) foram
submetidos a transcricdo reversa com o kit Superscript Il (18080-400,
Invitrogen). Na gPCR, em duplicata, foi utilizado cDNA equivalente

a 0,1 (2uL) ou 0,15 (3 uL) embrido em reacdo de 20 uL com SYBR
Green PCR Master Mix (4309155, Applied Biosystems). Apds teste de
concentracédo dos primers, foram avaliados os genes de referéncia:

i) GADPH - Gl 402744670, éxons 6 e 7; 300 nM
de 5'-GCGTGAACCACGAGAAGTATAA-3' e
5’-CCCTCCACGATGCCAAAGT-3’; fragmento de 118 bp;
I) B-actina - Gl: 22655315, éxon 3; 600 nM de
5-GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA-3’' e 300 nM de

5'-TCGTCCCAGTTGGTGACGAT-3’; 78 bp;
) RPS-9 - Gl: 402743974, éxons 3 e 4; 600 nM

de 6'-GTGAGGTCTGGAGGGTCAAA-3' e de

5-GGGCATTACCTTCGAACAG-3’; 108 bp.

13



14

Foto: Simone Cristina Méeo Niciura

Alternativas para a sexagem de embrides bovinos produzidos in vitro

A ferramenta RefFinder (XIE et al., 2012) foi utilizada para a selecdo do
melhor gene de referéncia para normalizacdo dos dados. Para a avaliacdo da
expressao do gene alvo, ligado ao cromossomo X, glucose 6-phosphate
dehydrogenase (G6PD; Gl: 119919950, éxons 9 e 10) foram utilizados
600 nM dos primers 5'-GCCGTCCTCTATGTGGAAAATGA-3' e
5’-CGCAGCGCAGGATGAAG-3’ e realizada a amplificacao de fragmento
de 58 bp (OLIVEIRA et al., 2013). As curvas de amplificacao geradas
foram usadas para o célculo das eficiéncias de reacao pelo LinReg
(RAMAKERS et al., 2003), e a mensuracao das diferencas significativas
(P<0,0b5) foi feita pelo Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test no
Relative Expression Software Tool (PFAFFL et al., 2002).

Resultados e Discussao

Sexagem por PCR:

Para os diferentes experimentos, foi possivel determinar o sexo
por PCR multiplex (Figura 1) em 75% a 93,3% dos embrides coletados.
Uma vez que foi usado somente 1/3 de embrido na reacado e que esta
foi feita com embrides desde o estadio de duas células (no qual ha
menor quantidade de DNA), considera-se que a taxa de sucesso para a
determinacao do sexo foi satisfatoria.

538 bp

» an == - - - e N . e
— - -- — . 300 bp
100 bp ERME B

Figura 1. Gel de agarose corado com brometo de etideo apds eletroforese de produto
de PCR multiplex para a sexagem de embrides bovinos produzidos /in vitro. Machos (M):
bandas de 538 e 300 bp. Fémeas (F): banda de 538 bp. B: branco.
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Para os experimentos de velocidade de desenvolvimento e expressao
génica, os embrides foram coletados nos estadios de duas células

a blastocisto expandido e destinados a sexagem (Figura 2). Houve
predominio, em numero, de embrides fémeas para todos os estadios do
desenvolvimento, exceto em blastocisto expandido (Figura 2). Assim,
para o total de embrides coletados (n = 225), foi observado que o
sistema de cultivo in vitro utilizado levou a maior (P<0,05) proporcao
de fémeas (67,1%) em comparacao a quantidade de machos (32,8%).
Esses resultados devem-se, principalmente, ao desvio (P<0,05)

para fémeas, em relacdo a proporcao esperada de 1:1, observado nos
estadios de quatro células, oito células e trinta e duas células (Figura 2).

Estadios do Desenvolvimento

100%  ~-pammne—-—gamanr—--- e pamaaay - gy - T S
90% —-J-—-— T T . -
80% |—J-—-— T T ——
70% | . = - -
60% | - -
50%

40%
30%
20%
10%

0%

2C 4C 8C 16C 32C MO BL BX Total
M Fémea (n) 16 22 21 16 18 19 19 17 151
B Macho (n) 8 4 6 8 3 9 15 21 74

Figura 2. Ndmero (n) e proporcéo dos sexos (%) nos embrides coletados nos estadios de
duas células (2C), quatro células (4C), oito células (8C), dezesseis células (16C), trinta
e duas células (32C), moérula (MO), blastocisto (BL), blastocisto expandido (BX) e total.

*P<0,05.

Esses resultados, com maior desvio do sexo para fémeas, sao
contrarios aos da literatura, que reportam desvios maiores para machos
nos sistemas de PIV de embrides bovinos (LONERGAN et al., 1999;
GUTIERREZ-ADAN et al., 2001; PEIPPO et al., 2002; WRENZYCKI

et al., 2002). Essas diferencas podem ser decorrentes dos sistemas

15
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de cultivo utilizados, com influéncia do meio, do soro (GUTIERREZ-
ADAN et al., 2001) e do touro (ALOMAR et al., 2008). Além disso,
podem refletir os estddios em que os embrides foram sexados, pois na
literatura foram avaliados embrides em moérula ou blastocisto, estadios
para os quais nao observamos desvios na proporcao dos sexos. Desvios
nos sexos entre estadios ja foram reportados como presentes em
blastocistos, mas ausentes em moérulas (WRENZYCKI et al., 2002).

Os maiores desvios foram observados em estadios mais precoces

do desenvolvimento (quatro células, oito células e trinta e duas
células) e nao foram detectados em estadios mais adiantados (morula,
blastocisto e blastocisto expandido). Assim, esses achados podem
refletir a inibicdo seletiva de embrides fémeas em alguma fase do
desenvolvimento (KIMURA et al., 2008) ou a ocorréncia de embrides
partenogenéticos (BREDBACKA; BREDBACKA, 1996; PEIPPO et al.,
2001), que sdo sexados como fémeas, mas que possuem menor
potencial de desenvolvimento até os estadios mais adiantados,
principalmente quando haploides (LAGUTINA et al., 2004).

Velocidade de desenvolvimento:

Com o objetivo de verificar se a velocidade com que o embriao se
desenvolve é influenciada pelo sexo, foram avaliados os embrides que
atingiram os estadios de oito células a blastocisto expandido um dia
antes do esperado (desenvolvimento rapido) ou no dia esperado para
aquele determinado estadio (desenvolvimento normal) (Figura 3). Nao
foram detectadas diferencas (P>0,05) na velocidade (rapido e normal)
de desenvolvimento entre embrides machos e fémeas em nenhum dos
estadios do desenvolvimento (Figura 3).
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Velocidade de Desenvolvimento

100% B . ]
90% | - .

80% | --=- .

70% | - .

60% | -

50%
40%
30%
20%
10%
0%

M Fémea (n)| 12 8 2 13 3 15 6 13 4 13 | 13 4 | 40 | 66
M Macho (n)| 5 1 1 7 0 3 5 4 5 10 | 13 8 29 | 33

Figura 3. NUmero (n) e proporgdo dos sexos (%) em embriGes com diferentes velocidades
de desenvolvimento: rapido (Rap) ou normal (Nor), nos estadios de oito células (8C),
dezesseis células (16C), trinta e duas células (32C), mérula (MO), blastocisto (BL),

blastocisto expandido (BX) e total.

Em adicado, somente para os blastocistos, foi avaliada a velocidade de
desenvolvimento répida (D6), normal (D7) e lenta (D8; desenvolvimento
um dia apés o esperado) (Figura 4), e também nao foi detectada
alteracao (P>0,05) na proporgédo dos sexos.
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Velocidade Desenvolvimento de Blastocisto

100%

90%  f-=-=-- e
80% e
° 70% e
i 60% e
o
° 50%
o
2 40% .
= 30% |
20% S
10% e
0% .
Rapido Normal Total
M Fémea (n) 5 48 69
B Macho (n) 12 38 18 68

Figura 4. Numero (n) e proporcao dos sexos (%) em blastocistos com diferentes

velocidades de desenvolvimento: rapido (Dia 6), normal (Dia 7) e lento (Dia 8).

Na literatura, ha relatos de que embrides machos desenvolvem-se
mais rapidamente do que fémeas (PEIPPO et al., 2001; ALOMAR

et al., 2008; RUBESSA et al., 2011), enquanto outros estudos nao
reportam diferencas entre os sexos na velocidade de desenvolvimento
(HOLM et al., 1998; LONERGAN et al., 1999). Assim, nas condicdes
experimentais aqui descritas, a velocidade de desenvolvimento dos
embrides bovinos produzidos /in vitro, nos diferentes estadios, nao foi
influenciada pelo sexo.

Alteracdo na concentracao de glicose:

Visando a alterar o metabolismo energético dos embrides, foi avaliado
o efeito da adicao de glicose em quatro concentragcées no meio CIV

a partir do D5 sobre as taxas de desenvolvimento (Tabela 1) e as
proporcoes dos sexos (Figura 5). No meio SOF, ndao houve a adicao de
glicose, e as fontes energéticas utilizadas foram: piruvato (0,2 mM),
lactato (5,35 uM), glutamina (0,2 mM), tri-citrato de sédio (0,34 mM) e
myo-inositol (2,8 mM). Entretanto, como o meio SOF foi suplementado
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com 2,5% de SFB e considerando que o soro possui 5,6 mM de glicose
(KIMURA et al., 2008), assume-se que o cultivo sem adicao de glicose
foi feito, na realidade, com cerca de 0,14 mM de glicose.

A adicao de até 10 mM de glicose ao meio nao afetou (P>0,05) as
taxas de desenvolvimento até blastocisto (Tabela 1). Essa observacao

é contréria ao relato de que a adicao de glicose é prejudicial as taxas

de desenvolvimento (RUBESSA et al., 2011), enquanto outros estudos
mostram efeitos benéficos da adicdo de 5,6 mM de glicose sobre as
taxas de desenvolvimento, a partir de 120 hpi, para bovinos (KIM et al.,
1993), ou de seu uso em concentracdes constantes durante a producéao
in vitro de embrides bubalinos (KUMAR et al., 2013).

Tabela 1. Clivagem e desenvolvimento até blastocisto nos Dias 6, 7 e 8 e total,
em embrides bovinos produzidos in vitro, ap6s adicao de O, 1,5, 5,6 ou 10 mM
de glicose a partir do D5.

Blastocisto
Glicose Clivagem
Dia 6 Dia 7 Dia 8 Total

0 mM 159/300° 6/300 22/300 17/300 45/300
(563,0%) (2,0%) (7,3%) (5,7 %) (15,0%)
1.5 mM 153/298° 11/298 15/298 18/298 44/298
(51,3%) (3,7%) (5,0%) (6,0%) (14,8%)
5.6 mM 192/3122 10/222 14/222 13/222 37/222
! (61,5%) (4,5%) (6,3%) (5,9%) (16,7 %)
10 mM 173/3002» 5/300 17/300 12/300 34/300
(57,7 %) (1,7%) (5,7%) (4,0%) (11,3%)

P valor P = 0,0473 P = 0,1548 P = 0,6804 P = 0,6754 P = 0,3415

**Valores com sobrescritos diferentes, diferem ao nivel de significancia de 5%.

A adicao de 5,6 mM de glicose promoveu aumento (P<0,05) na
proporcao de embrides fémeas que atingiram o estadio de blastocisto
no D7 (Figura 5), e essa modificacdo do sistema de cultivo pode

ser utilizada para a promocao de desvio dos sexos para fémeas em
embrides bovinos produzidos in vitro.
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Concentragao de Glicose (mM)

100%
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80% |
70%
60% |
50%
40% |
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10%

0%

D6 D7 D8 Total

HFémea (n)| 1 4 5 4 111 6 13| 6 3 6 7 6 | 15|16 | 25| 16
®Macho(n)| 1 | 4 | 5 0 5 710147 |6/]|2 5 |13117| 7 | 9

Figura 5. NUumero (n) e proporcao dos sexos (%) em blastocistos bovinos nos Dias 6,
7 e 8 de cultivo e total apés producéo in vitro com adicédo de O, 1,5, 5,6 ou 10 mM
de glicose a partir do D5. ®Valores com sobrescritos diferentes, diferem ao nivel de

significancia de 5%.

Ha relatos de que a adicao de glicose prejudica a transicdao de moérula a
blastocisto nas fémeas, promovendo desvio para machos no estadio de
blastocisto (LARSON et al., 2001; KIMURA et al., 2004, 2005; GREEN
et al., 2016). Neste estudo, foram reportados achados contréarios a
esses relatos, pois a adicdao de 5,6 mM de glicose promoveu desvio
para fémeas. A atmosfera de cultivo, de 20% de O, versus 5% de

O2 (KIMURA et al., 2004; GREEN et al., 2016), pode explicar essas
diferencas, pois a ocorréncia de estresse, como o estresse oxidativo,
favorece o desenvolvimento de fémeas (PEREZ-CRESPO et al., 2005),
que possuem maior capacidade de detoxificacdo de ROS (PEIPPO

et al., 2001). Além disso, as diferencas podem ser decorrentes da
suplementacao, no presente estudo, do meio de cultivo com fontes
energéticas alternativas a glicose (glutamina, tri-citrato e myo-inositol),
que podem afetar o equilibrio das cascatas do metabolismo de glicose
nos embrides (GARDNER et al., 2010; RUBESSA et al., 2011) ou até
contribuir para a eliminacdo de ROS, como reportado para a glutamina
(RIEGER, 1992).
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Adicao de DNP:

Os resultados de clivagem e desenvolvimento até blastocisto e as

proporcdes dos sexos nos embrides obtidos apds a adicao de DNP no
meio CIV a partir do D5 estdo apresentados na Tabela 2 e na Figura

6. A inclusdo de DNP nao promoveu alteracao (P>0,05) nas taxas de
desenvolvimento até blastocisto (Tabela 2). Assim, no presente estudo,
o DNP nao afetou as taxas de desenvolvimento, enquanto ha relatos de
aumento das taxas de blastocisto promovido pelo DNP (THOMPSON et
al., 2000; HARVEY et al., 2004; GREEN et al., 2016).

Tabela 2. Clivagem e desenvolvimento até blastocisto nos Dias 6, 7 e 8 e total,
nos experimentos de producéo /in vitro de embrides bovinos apés cultivo com
adicdo de 0, 5, 10 e 30 uM de DNP a partir do D5.

Blastocisto
DNP Clivagem
Dia 6 Dia 7 Dia 8 Total
0 uM 1568/278 8/278 30/278 16/278 54/278
(56,8%) (2,9%) (10,8%) (5,8%) (19,4%)
5 uM 162/271 4/271 32/271 21/271 57/271
(56,1%) (1,5%) (11,8%) (7,7%) (21,0%)
10 pM 135/263 5/263 29/263 17/263 51/263
(51,3%) (1,9%) (11,0%) (6,5%) (19,4%)
30 uM 139/271 2/271 34/271 13/271 49/271
(51,3%) (0,7%) (12,5%) (4,8%) (18,1%)
P valor P = 0,4031 P =0,2779 P =0,9171 P =0,5388 P = 0,8598

Para os blastocistos no D6, foi detectada maior proporcao (P<0,05) de
embrides machos no tratamento sem adicdo de DNP (controle) em comparacao
aos tratamentos com adicdo de DNP, e maior proporcéo (P<0,05) de embrides
fémeas com a adicdo de 30 uM de DNP em relacdo ao grupo controle (Figura
6). Entretanto, o nimero de embrides obtidos no D6 foi muito pequeno e,
portanto, as andlises foram realizadas, respectivamente, a partir de seis e dois
embrides, o que indica necessidade de cautela para a interpretacdo dos dados.
Para os blastocistos obtidos nos Dias 7 e 8 e para o total de blastocistos, ndo
houve efeito (P>0,05) da adicdo de DNP sobre a proporcédo dos sexos dos
embrides (Figura 6). Esses achados também foram contrérios a literatura em
que a adicdo de DNP promoveu aumento da proporcao de embrides machos
(GREEN et al., 2016).
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Concentragao de DNP (uM)
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HFémea(n)| O 2 2 2 (1411417 16| 7 6 8 6 |21 |22)]27 |24
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Figura 6. NUmero (n) e proporcao dos sexos (%) em blastocistos bovinos produzidos
in vitro obtidos nos Dias 6, 7 e 8 e total, em cultivo com adicdo de 0, 5, 10 e 30 uM
de DNP a partir do D5. **Valores com sobrescritos diferentes, diferem ao nivel de

significancia de 5%, pelo teste de Fisher.

Alteracdao na concentracao de oxigénio:

A modificacdo da atmosfera de oxigénio de 20% de O, (controle)
para 5% de O, resultou em aumento (P<0,05) nas taxas de
desenvolvimento até blastocisto no D7 e na taxa total de blastocistos
(Tabela 3), mas nao promoveu efeito (P>0,05) sobre a proporcao dos
sexos dos embrides (Figura 7).

Tabela 3. Clivagem e desenvolvimento até blastocisto nos Dias 6, 7 e 8 e total,
de embrides bovinos produzidos in vitro ap6s cultivo em atmosfera com 5% ou
20% de O, a partir do D1.

Blastocisto
0, Clivagem
Dia 6 Dia 7 Dia 8 Total
5% 302/641 10/641 86/6412 36/641 132/6412
? (47,1%) (1,6%) (13,4%) (5,6%) (20,6%)
20% 124/243 4/243 18/243° 10/243 32/243°
? (51,0%) (1,6%) (7,4%) (4,1%) (13,2%)

Pvalor P = 0,3347 P = 1,000 P = 0,01833 P = 0,4669 P = 0,01476
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O cultivo com 20% de O, expde os embrides a condi¢cdes de oxigénio
muito superiores as fisiolégicas, encontradas no utero bovino (HARVEY
et al, 2004). O excesso de oxigénio pode levar ao desequilibrio do
estado redox celular e da quantidade de ROS, que prejudicam as

taxas de desenvolvimento (RHO et al., 2007). Assim, a reducédo da
atmosfera de oxigénio reduz o estresse oxidativo e leva a taxas maiores
de desenvolvimento até blastocisto (KIMURA et al., 2004; RHO et

al., 2007). Além disso, ha relatos de que a inibicao parcial da via de
fosforilacao oxidativa, por reducao da atmosfera de oxigénio, é benéfica
ao desenvolvimento (THOMPSON et al., 2000).

Concentragao de Oxigénio

100% e e
90% o
80% o
70% S
60% | mmnee
50%
40%
30%
20%
10%

0%
5% 20% 5% 20% 5% 20% 5% 20%
D6 D7 D8 Total
M Fémea (n) 4 0 36 10 21 4 61 14
B Macho (n) 3 3 30 7 7 3 40 13

Figura 7. NUmero (n) e proporcao dos sexos (%) em blastocistos bovinos produzidos /in
vitro, obtidos nos Dias 6, 7 e 8 e total, apds cultivo em atmosfera com 5% ou 20% de
0, a partir do D1.

Em relacédo ao efeito do oxigénio sobre a proporcado dos sexos, apesar
de seu importante papel nas cascatas metabdlicas, principalmente na
fosforilacdo oxidativa, também nao foram encontrados, na literatura,
estudos que relatem desvios na proporcdo dos sexos dos embrides
decorrentes da modificacao da atmosfera de cultivo.
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Coloracdao com BCB:

No D4, os embrides expostos ao BCB e classificados em trés categorias
(coloracdo azul forte — BCB+, coloracao azul fraca — Intermediarios

e auséncia de cor — BCB; Figura 8) foram comparados entre si e

aos embrides nao expostos ao BCB (Controle) quanto as taxas de
desenvolvimento (Tabela 4) e a proporcéo dos sexos (Figura 9).

Intermediario

U
= . AR
Figura 8. Categorias de embrides bovinos produzidos in vitro corados com 26 yM de BCB
por 90 min no D4: coloracdo azul forte (BCB+), coloracéo azul fraca (Intermediério) e

auséncia de cor (BCB-).

A exposicdo dos embrides ao BCB nao afetou (P>0,05) as taxas de
desenvolvimento até blastocisto (Tabela 4), como pode ser observado
pela comparacao entre o grupo controle e o total de embrides obtidos
apos coloracdo com BCB (BCB +, Intermediario e BCB-). Dessa maneira,
a incubacado com BCB a 26 M por 90 min nao prejudica a viabilidade
dos embrides expostos, assim como reportado para odécitos (PUJOL et
al., 2004).
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Os embrides corados com BCB no D4 que apresentaram coloracao
azul forte (BCB +) resultaram em maiores (P<0,05) taxas de
desenvolvimento até blastocisto que os demais grupos (Tabela 4).
Dessa maneira, a coloracao azul forte obtida apds incubacdo com BCB
pode ser usada para predizer mais precocemente, nos estadios de
dezesseis células a trinta e duas células, a viabilidade dos embrides e o
potencial de desenvolvimento até blastocisto.

Tabela 4. Clivagem e desenvolvimento até blastocisto nos Dias 7 e 8 e total,
apés coloracao ou nao (Controle) com 26 uM de BCB por 90 min em SOF de
embrides bovinos produzidos in vitro, no D4.

Blastocisto

Tratamento Clivagem
Total Dia 7 Dia 8 Total

44/2182 20/2182 64/2182
BCB+ (20,2%) (9,2%) (29,4%)
Intermedisrio 337/715 84/666 12/193° 5/193b-c 17/193P
(47,1%) (12,6%) (6,2%) (2,6%) (8,8%)
BCB- 1/255¢ 2/255¢ 3/255¢
(0,4%) (0,8%) (1,2%)
140/327 37/327 26/327° 11/327° 37/327°

Controle
(42,8%) (11,3%) (8,0%) (3,4%) (11,3%)

P valor P = 0,2181 P = 0,6282 P = 2,631e-14 P = 4,659e-05 P = 2,2e-16

BCB +: coloracdo azul forte; Intermediério: coloracdo azul fraca; BCB-: auséncia de cor. **<Valores
com sobrescritos diferentes, diferem ao nivel de significancia de 5%.

A coloracao com BCB tem sido usada, com sucesso, para a predicao
da qualidade de odcitos, em que quanto maior a coloracdo com BCB
menor a atividade de G6PD e melhor a qualidade do oécito bovino
(PUJOL et al., 2004; ALM et al., 2005; MIRSHAMSI et al., 2013). Para
embrides, a coloracdo com BCB para a determinacdo da viabilidade de
desenvolvimento foi utilizada em zigotos (MIRSHAMSI et al., 2013)

e moérulas (IWATA et al., 2002). Entretanto, nesses estudos (IWATA
et al., 2002; MIRSHAMSI et al., 2013), a auséncia de coloracao apés
incubacdao com BCB, ou seja, a alta atividade de G6PD, é que foi
associada as maiores taxas de desenvolvimento, enquanto, no presente
trabalho, a maior coloracdo com BCB, ou seja, a menor atividade de
G6PD, foi associada a maior viabilidade embrionaria. Como a coloracao
com BCB é capaz de discriminar a fase de crescimento e o estado
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metabdlico do embridao (MIRSHAMSI; SHABANKAREH, 2012), com
base nestes resultados, é provavel que o padrao metabdlico do embrido
de dezesseis células a trinta e duas células (no D4) seja diferente

do padrao observado em zigotos e mérulas. Estudos de expressao
génica comprovam que a expressdo do gene G6PD é variadvel entre os
estadios de desenvolvimento e de maneira dependente da viabilidade
embriondaria, com aumento de G6PD até o estadio de dezesseis

células e subsequente diminuicao até maérula, nos embrides de maior
viabilidade (KUMAR et al., 2013). Lembrando que G6PD é a enzima
limitante da PPP (RIEGER, 1992), Javed e Wright (1991) também
demonstraram que a atividade de PPP reduz de maneira mais marcante
do estadio de seis células para dezesseis células e, posteriormente, para
moérula em embrides de melhor qualidade, enquanto, para embrides de
pior qualidade, a atividade de PPP permanece mais alta até o estadio de
moérula. Assim, a coloracao azul forte (BCB +) observada nos embrides
de dezesseis células a trinta e duas células no D4 é compativel com

a esperada reducao da atividade de G6PD e de PPP em embrides de
melhor qualidade e viabilidade.

Nao houve diferencas (P>0,05) na proporcdo dos sexos entre os
embrides com diferentes padroes de coloracdao por BCB (Figura 9).
Assim, a coloracao com BCB nao permite a identificacdo do sexo do
embrido.
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Coloragcao com BCB
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D7 D8 Total
mFémea (n)| 23 2 0 10 9 2 0 4 32 4 0 14
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Figura 9. Numero (n) e proporcéo dos sexos (%) em blastocistos bovinos produzidos in vitro
obtidos nos Dias 7 e 8 e total apds coloracdo com BCB ou nédo (Controle) dos embrides no D4.
BCB +: coloragéo azul forte; Int: coloracéo azul fraca; BCB-: auséncia de cor.

Trabalhos de coloracdao com BCB para a sexagem de embrides foram
realizados nos estadios de blastocisto em camundongos (WILLIAMS,
1986) e de oito células, dezesseis células, mérula e blastocisto em
bovinos, com sucesso apenas para moérulas (IWATA et al., 2002). No
presente estudo, a escolha do D4 (estadios de dezesseis células a trinta
e duas células) para a coloracdo com BCB em bovinos foi baseada na
hip6tese de que, como a inativagdo do cromossomo X nas fémeas

tem inicio no estadio de blastocisto (DE LA FUENTE et al., 1999;
WRENZYCKI et al., 2002), a utilizacao de um estadio mais precoce,
entre a ativacdo do genoma embriondrio, que ocorre nos estadios de
oito células a dezesseis células em bovinos (TELFORD et al., 1990),

e a formacao do blastocisto, aumentaria as chances de as fémeas
apresentarem os dois cromossomos ativos e, assim, produzirem mais
G6PD, o que levaria a diferencas maiores na coloracdo com BCB entre
fémeas e machos. Além disso, nos relatos da literatura, foi utilizada a
concentracédo de 13 yM de BCB por 15 min para bovinos (IWATA et al.,
2002) e de 0,05 mg/mL (~130 uM) por 15-20 min em camundongos
(WILLIAMS, 1986), enquanto, no presente trabalho, a concentracao de
BCB (26 yM) e o tempo de incubagcao (90 min) foram escolhidos com
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base em relatos prévios para a coloracao de oécitos bovinos (PUJOL et
al., 2004; ALM et al., 2005; MIRSHAMSI et al., 2013).

Ressalta-se que os embrides corados com BCB poderiam ter sido
classificados em outras categorias além de BCB +, Intermediéarios e
BCB-, visto que, em camundongos, foram utilizadas seis categorias de
cor apés exposicao a BCB (WILLIAMS, 1986). Entretanto, apesar de
haver mais gradacdes de cores azuis nos embrides, nao foi possivel
separar com precisdo os embrides em mais categorias somente pela
observacdo em microscépio estereoscoépico. Talvez essa separacao
pudesse ser feita com o auxilio de algum sistema de mensuracao
colorimétrica, o que poderia favorecer a discriminacao pela cor dos
embrides com maior precisao.

Expressao do gene G6PD:

Nos estudos de expressao génica, o melhor gene de referéncia
identificado pelo RefFinder foi a f—actina. Entretanto, a curva de
desnaturacao para esse gene nao foi homogénea entre as amostras,
provavelmente porque os primers utilizados anelam-se no mesmo éxon
(éxon 3), de maneira a nao evitar a amplificacdao de DNA genémico
contaminante. Por esse motivo e considerando que o GAPDH foi o
segundo melhor gene de referéncia pelo RefFinder, apresentou curva de

desnaturacdao mais homogénea entre as amostras, foi amplificado em
maior niumero de amostras por qPCR, apresentou menor variacao de
Cgs e seu uso para normalizacao do G6PD ja foi reportado na literatura
(SANDHU et al., 2016), o gene GAPDH foi escolhido como gene de
referéncia para a normalizacao dos dados.

As diferencas de expressao relativa para o gene G6PD entre embrides
machos e fémeas estao apresentadas na Figura 10. Foi detectada maior
expressao (P<0,05) de G6PD nos machos no estadio de duas células;
e maior expressdo (P<0,05) de G6PD nas fémeas no estadio de oito
células; e auséncia de diferencas de expressao (P>0,05) nos demais
estadios (Figura 10).
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A auséncia de diferencas (P>0,05) na expressao do gene G6PD entre
embrides machos e fémeas nos estadios de dezesseis células e trinta e
duas células (Figura 10) pode também explicar porque a coloracdo com
BCB no D4 (Figura 9) ndo obteve sucesso para a determinacédo do sexo
dos embrides.

Razdo da Expressdo (fold-change)
N
(@]
—5—
w |
ol
—@

-6

Figura 10. Expressao relativa do gene G6PD, normalizado pelo GAPDH, para embrides
bovinos produzidos in vitro nos estadios de duas células (2C), quatro células (4C),
oito células (8C), dezesseis células (16C), trinta e duas células (32C), mérula (MO),
blastocisto (BL) e blastocisto expandido (BX). Embrides fémeas foram usados como
calibradores. *P<0,05.

Na literatura, ndo havia sido relatada evidéncia de maior expressao do
gene G6PD em machos em qualquer momento do desenvolvimento,
como foi observado no estadio de duas células neste estudo. Além
disso, outros trabalhos reportam maior expressdao de G6PD nas
fémeas, em decorréncia de dois cromossomos X ativos, no estadio de
blastocisto (GUTIERREZ-ADAN et al., 2000; WRENZYCKI et al., 2002;
LOPES et al., 2007), enquanto nao foram detectadas, neste trabalho,
diferencas de expressao desse gene entre blastocistos machos e
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fémeas. Entretanto, os estudos reportados na literatura foram baseados
em técnicas semi-quantitativas (GUTIERREZ-ADAN et al., 2000;
WRENZYCKI et al., 2002), a partir de pool de embrides (GUTIERREZ-
ADAN et al., 2000; PEIPPO et al., 2002) ou apds cultivo em atmosfera
de 5% de O, (WRENZYCKI et al., 2002; LOPES et al., 2007), o que
pode refletir efeitos das técnicas ou das condicOes de cultivo sobre a
expressdo génica. Em bufalos, ja foi observado que a concentracao de
glicose utilizada durante a maturacao também interfere na expressao do
gene G6PD (KUMAR et al., 2013).

Neste trabalho, foram utilizados embrides individuais e sem pré-
amplificacdo do mRNA ou do cDNA, e a quantidade de material
genético utilizada pode ter sido insuficiente para analises mais
robustas. Dessa maneira, sugere-se que novos experimentos com pool
de embrides sejam realizados para a confirmacao dos dados. Outro
problema é que, apesar do uso recente do GAPDH como gene de
referéncia em estudos similares em bufalos (SANDHU et al., 2016),
héa evidéncias da ocorréncia de variacdo na expressao de GAPDH
entre embriées machos e fémeas (GARCIA-HERREROS et al., 2012) e,
portanto, outros genes de referéncia devem ser avaliados.

Combinando os achados dos diferentes experimentos aqui reportados,
podemos assumir que provavelmente ocorre interacao entre os
tratamentos, pois alguns deles influenciam as vias metabdlicas
energéticas do embrido e outros sao regulados por elas. Assim,

para a melhor compreensao dos eventos e comparacao aos achados
reportados na literatura, sugere-se que novos estudos sejam realizados
com a combinacao dos tratamentos de velocidade de desenvolvimento,
glicose, DNP, atmosfera de oxigénio, coloracdo com BCB e expressao
do gene G6PD. Maior enfoque deve ser dado, principalmente, a
observacao do efeito, na proporcdo dos sexos, da interacéo entre a
atmosfera de oxigénio e as demais alteracdes no sistema de cultivo.
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Conclusoes

A velocidade com que o embridao bovino produzido in vitro
atinge cada estadio do desenvolvimento, de oito células a blastocisto
expandido, ndo permite a identificacdo do sexo do embrido. A adicao
de 5,6 mM de glicose ao meio SOF, a partir do D5 de cultivo /n vitro,
aumenta a proporcao de embrides fémeas nos blastocistos formados
no D7, sem prejudicar as taxas de desenvolvimento. A adicao de DNP
ao meio de cultivo a partir do D5 nao afeta a proporcao dos sexos
dos embrides e nem as taxas de desenvolvimento. A alteracao da
atmosfera de cultivo in vitro para 5% de O, a partir do D1, apesar de
nao afetar a proporcao dos sexos dos embrides, aumenta as taxas
de desenvolvimento até blastocisto. A coloracdao com BCB no D4
nao permite a precisa diferenciacdo, sob microscépio estereoscépico,
entre embrides machos e fémeas. Entretanto, a coloracao azul forte
observada apds a exposicao ao BCB dos embrides no D4 pode ser
utilizada como indicador da viabilidade do embrido e do potencial em
atingir o estadio de blastocisto. Os embrides machos e fémeas de duas
células e oito células possuem padrao diferencial de expressao para
o gene G6PD, com maior expressdao em machos no estadio de duas
células e em fémeas, em oito células.
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