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Apresentacao

A avaliagao da qualidade do embrido é um fator determinante para o sucesso
da produgéo in vitro de embrides (PIVE) e das demais técnicas de reprodugao assisti-
da, pois a selegdo e transferéncia daqueles de melhor qualidade aumentam a taxa de
gestacao, melhorando a eficiéncia e reduzindo custos.

Rotineiramente, a selegdo de embrides produzidos por técnicas de reprodu-
¢ao assistida é realizada por avaliagdo morfolégica. Porém, este método tem limita-
¢bes por envolver observagdes subjetivas, como baixa repetibilidade e alta variagéo
entre os avaliadores. Nos ultimos anos, outros métodos tém sido desenvolvidos e
utilizados na tentativa de se estabelecer uma selecao mais eficiente.

Um destes é o uso da coloragao diferencial, método que informa, ndo so-
mente sobre o numero total de células, mas também identifica as células da massa
celular interna, que dardo origem ao embrido, e as células que dardo origem a pla-
centa. A identificacdo do numero de cada um desses tipos celulares pode ser um
indicativo mais preciso da qualidade embrionaria.

As informacgdes obtidas com essa técnica podem ser utilizadas juntamente
com a morfologia para indicar, de forma mais precisa, a qualidade do embrido que foi
produzido, auxiliando em biotécnicas reprodutivas tanto em bovinos como em outras
espécies domésticas.

A técnica de coloragéo diferencial apresentada e discutida neste Documento
pode ser associada a outros parametros, melhorando a precisdo da avaliagdo geral
em estudos que envolvem a produgdo de embrides in vitro, seja por fecundagéo in
vitro, clonagem, ICSI (injecao intracitoplasmatica de espermatozoides) ou outras bio-
técnicas reprodutivas. Por se tratar de uma técnica rapida, de baixo custo e que néo
exige equipamentos sofisticados, pode ser relativamente facil de ser adotada por la-
boratorios de pesquisa e de ensino e também na conservagao de recursos genéticos.

José Manuel Cabral de Sousa Dias
Chefe Geral
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Introducao

O Brasil possui o maior rebanho comercial do mundo, com aproxima-
damente 218,23 milhdes de bovinos (IBGE, 2016), sendo 87,7% do rebanho
de corte de origem zebuina (Bos taurus indicus), dos quais se destaca a raga
Nelore compondo 78% dos zebuinos do Brasil (Rosa et al., 2016). O pais
€ considerado, ainda, o maior exportador de carne bovina, segundo maior
produtor de carne, o quarto maior produtor de leite (FAO, 2017) e o maior
produtor de embrides in vitro do mundo (Viana et al., 2017).

O embrido bovino produzido in vitro (PIV) é utilizado em larga escala
no Brasil, tanto para fins comerciais quanto para fins de pesquisa. Estudos
tém como objetivo melhorar a qualidade deste embrido produzido in vitro para
que haja maiores taxas de concepg¢ao apds um programa de transferéncia de
embrides para vacas receptoras. Uma das formas de avaliagdo de qualidade
€ a avaliagdo morfoldgica, em que um embrido de maior qualidade nao apre-
senta ou apresenta pouca extrusao e uniformidade no tamanho e coloragao
dos blastémeros. Embora a avaliagdo morfolégica seja um parametro de qua-
lidade de facil execugao e baixo custo, € também muito subjetiva e apresenta
baixa repetibilidade e alta variagdo entre os avaliadores. Para minimizar esse
problema, outros parametros do desenvolvimento embrionario podem ser as-
sociados a essa avaliagdo, aumentando sua eficacia. Portanto, existe a ne-
cessidade de se utilizar outras metodologias que avaliem a qualidade embrio-
naria, como as analises moleculares, cinética do desenvolvimento, avaliagdo
do numero de células totais e de células apoptéticas do embrido (TUNEL),
e coloragao de células totais e células do trofoblasto do embrido (coloragcao
diferencial). Com a coloragao diferencial, pode-se verificar o numero total de
células, alocagao dos tipos celulares e a proporgéo de massa celular interna
(MCI) em relagao ao numero total de células do embrido. Assim, é possivel
presumir o potencial de desenvolvimento do embrido, uma vez que a MCI
contribui para a formagéo do tecido fetal e o trofoblasto, para a formagao da
placenta (Fouladi-Nashta et al., 2005). No entanto, esta técnica é invasiva e
inviabiliza o embrido, portanto deve ser utilizada, apenas, em pesquisa com
a finalidade de auxiliar na identificacao dos embrides de melhor qualidade.
O objetivo deste é apresentar alguns dos métodos de avaliagdo embrionaria
disponiveis e descrever a técnica de coloragao diferencial de embrides para
a avaliacao da qualidade de embrides bovinos.

Desenvolvimento embrionario inicial

Um ovécito competente € aquele capaz de maturar, ser fecundado e
formar um embrido que seja apto a chegar a termo (Sirard et al., 2006). Essa
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competéncia é adquirida durante o desenvolvimento folicular, e se completa
um pouco antes do pico pré-ovulatério de LH. A competéncia se refere ao
acumulo de elementos essenciais para o desenvolvimento embrionario ini-
cial, incluindo proteinas, RNAm, ribossomos e polipeptideos (revisado por
Fair, 2003). Portanto, o ovdcito deve ser competente quando for estimulado
a retomar e completar a meiose no periodo entre o pico de LH e a ovulagao.
Nesse periodo ocorre a maturagao ovocitaria, que € a preparagao do ovocito
para a fecundacao.

A maturagao do ovdcito compreende dois eventos, a maturagéo cito-
plasmatica e a nuclear. A maturacao citoplasmatica envolve a migragéo das
mitocdndrias, redistribuicdo de organelas e acumulo de granulos corticais na
periferia do ovécito (Van den Hurk e Zhao, 2005). Ja a maturagao nuclear en-
volve a retomada da meiose, que é a saida do ovdcito do estagio de dipléteno
da préfase | e a sua progressao até o estagio de metafase I, com a extrusao
do primeiro corpusculo polar. Esses eventos preparam o ovdcito para a fe-
cundagao, momento em que o ovdcito é estimulado a completar a segunda
divisdo meidtica e a liberar o segundo corpusculo polar.

A fecundagéo ocorre com a unido do gameta feminino e masculino.
Quando o espermatozoide chega ao citoplasma do ovécito, induz uma libera-
¢ao de Ca++ e a ativacao do ovocito. Esta ativagao refere-se a uma cascata
de eventos que envolvem o término da maturagao nuclear, com expulsdo do
segundo corpusculo polar e formagao do pré-nucleo feminino e masculino.
Os pré-nucleos se aproximam no centro do ovdcito e se juntam, processo
denominado singamia, para formacgao do zigoto (Gongalves et al., 2008).

Inicia-se, assim, o processo de clivagem no qual a primeira etapa &
meridional, dividindo o zigoto em dois blastémeros iguais (Figura 1A), e ocor-
re por volta de 24-32 horas pés-fecundacgéao. Ja na segunda clivagem, um dos
blastdmeros se divide meridionalmente e outro equatorialmente, sendo deno-
minada rotacional, e ocorre de 1 a 3 dias pds-fecundacdo. Quando o zigoto
atinge a fase de 8-16 células (Figura 1C e 1D), acontece a ativagdo do ge-
noma embrionario bovino (Kues et al., 2008), que resulta na degradagéo dos
transcritos maternos e, a partir desse ponto, o embrido comeca a utilizar seu
préprio genoma para a sintese das proteinas necessarias para o seu desen-
volvimento. Isto promove a autonomia do embrido e possibilita a continuidade
das divisbes mitéticas, aumentando o numero de blastémeros e fazendo com
que o embrido chegue a fase de 32-64 células (Figura 1E).

Nesse momento, ha o aumento das adesdes intercelulares, que pro-
moverao maior interagdo entre os blastdbmeros e a compactagdo da moérula
(Van Soom et al., 1997; Figura 1F). Desse modo, ha o inicio da primeira
diferenciagéo celular, em que as células mais externas da moérula darao ori-
gem ao trofoblasto e as mais internas originardo a MCI (Plusa e Hadjanto-
nakis, 2016), com consequente perda da pluripoténcia celular (Demant et al.,
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2015).

Apos a compactagao da morula, as células préximas a zona pelucida
estabelecem seus sistemas de transporte de ions, que permitirdo a passa-
gem de liquidos e, consequentemente, a formacao do blastocisto (revisado
por Lima e Souza, 2009). Assim, inicia-se a entrada de fluido seroso no em-
brido e a formagao da blastocele. O blastocisto inicial (Figura 1G) apresenta
mais de 50% de MCI em relacdo a blastocele, com presenca de zona pelu-
cida espessa. Com o avancar do desenvolvimento, forma-se o blastocisto
(Figura 1H), quando o embrido apresenta 50% de MCI e 50% de blastocele.
Entdo, ha a formagao do blastocisto expandido (Figura 1), quando a MCI
passa a ocupar menos de 50% do espaco do embrido, e o restante é preen-
chido pela blastocele. Neste estagio, a zona pelucida torna-se mais fina. Uma
combinagao de processos, como a produgao de lisinas pelo embrido e pelo
endométrio e a expansao fisica do embrido, promove uma maior elasticidade
e afinamento da zona pellcida, o que leva ao seu rompimento (revisado por
Hammadeh et al., 2011). Isto culmina com a ecloséo do blastocisto (Figura
1J), o que se da aos 7-8 dias de desenvolvimento em bovinos.

Figura 1. Embrides em diferentes estagios de desenvovimento. A: Embrido com duas células.
B: Embrido com quatro células. C: Embrido com 8 células. D: Embrido com 16 células. E: Méru-
la inicial. F: Mérula compacta. G: Blastocisto inicial. H: Blastocisto. |: Blastocisto expandido. J:
Blastocisto eclodido.

Importancia da qualidade do embridao e métodos de avaliagdao
Importancia da avaliagao da qualidade
Um embrido de qualidade é aquele capaz de gerar prenhez e nasci-
mento. Na produgéo in vitro de embrides, a taxa de fecundacao dos ovdcitos

fica em torno de 75-80% (Gongalves et al., 2014; Guimaraes et al., 2014;
Zhou et al., 2013), porém, apenas cerca de 40% desses possiveis zigotos

1"
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formam embrides, e destes, 30% a 40% seréo capazes de gerar prenhezes
(Guemra et al., 2014; Wang et al., 2013). Esses resultados indicam a neces-
sidade de se tornar mais acurados os métodos existentes e/ou se desenvol-
ver novos parametros mais robustos para garantir que somente os melhores
embrides sejam transferidos. Quanto mais acurado for o método, maior a
chance de o embrido selecionado manter a gestagdo, aumentando assim a
taxa de prenhez e a eficiéncia no uso das biotécnicas reprodutivas.

Avaliagdo morfolégica

A avaliagdo morfoldgica é realizada visualmente sob estereomicros-
copio e considera-se a idade do embrido, seu brilho, a presenca de blasto-
meros irregulares, extrusao celular, vacuolizagdo, morte ou fragmentagao,
alteragdes de cor ou tamanho, auséncia de compactagao e danos na zona
pelucida como parametros para avaliagao (Viana, 2009). Assim, segundo a
Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS; Stringfellow e Sei-
del, 1998), os embrides produzidos in vitro podem ser classificados em graus
I, I, Ill e IV. Essa classificagao foi estabelecida por meio das caracteristicas
morfolégicas observadas nos embrides produzidos in vivo. O embrido grau | é
aquele que ndo apresenta ou apresenta pouca extruséo (pelo menos 85% de
células embrionarias intactas) e € compativel com seu estagio de desenvolvi-
mento esperado. O embrido grau Il € aquele que apresenta extrusao celular,
porém possui, pelo menos, 50% das células embrionarias intactas. O grau lll
possui extrusdes celulares comprometendo mais de 50% das células embrio-
narias, com pouco potencial de desenvolvimento. E o grau IV € o embrido em
degeneragao, nao viavel .

A avaliacdo morfolégica de embriGes é a técnica mais utilizada para
avaliacdo de qualidade por ndo ser invasiva. Nessa avaliagédo, aqueles em-
brides, classificados como os de alta qualidade, apresentam maiores taxas
de prenhez em animais domésticos (revisado por Rocha et al., 2016) e em
humanos (Balaban et al., 2000; Gardner e Schoolcraft, 1999). Entretanto,
essa avaliagdo varia entre os técnicos por ser uma analise subjetiva e, além
disso, diferengas nos sistemas de cultivo entre os laboratérios dificultam a
comparacgao entre os embrides, apresentando pouca repetibilidade na avalia-
céo.

Avaliagdes moleculares
Além da avaliagdo morfolégica de qualidade do embrido, a analise

de expressao de genes em embrides (Didgenes et al., 2017; Machado et al.,
2013a; Machado et al., 2013b; Machado et al., 2012; Mundim et al., 2009;
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Corréa et al., 2008;) tem sido uma importante ferramenta para qualificar os
embrides em diferentes estagios de desenvolvimento de forma mais objetiva.
A selecao de genes, relacionados com desenvolvimento embrionario e ta-
xas de prenhez, permite que sejam identificados biomarcadores de qualidade
embrionaria.

Varios estudos tém demonstrado diferengas entre a abundancia rela-
tiva de alguns transcritos em embrides produzidos in vivo quando compara-
dos aos produzidos in vitro (Machado et al., 2013a; Machado et al., 2013b).
Essas alteragcdes na expressao génica poderiam explicar as diferengas na
qualidade dos embriées PIV (Machado et al., 2013a; Machado et al., 2013b;
Mundim et al., 2009;). Em geral, a escolha dos genes a serem utilizados
€ baseada nas diferencas encontradas no transcriptoma dos embrides com
alta e baixa qualidade. Alguns genes ja foram identificados como diferencial-
mente expressos em embrides, e tém sido utilizados como marcadores para
qualidade embrionaria, como HSP70, SLC2A1, SLC2A3, PIACS, IGFIIPGK;
DNMT3A, IFNT2, EGR1, YEAF, IDH, H2A e GPX1 (Didgenes et al., 2017;
Bernal-Ulloa, et al., 2014; Valleh et al., 2014; Machado et al., 2013a; Machado
et al., 2013b; Machado et al., 2012; Goovaerts et al., 2011; Stinshoff et al.,
2011; Dode et al., 2006).

Recentemente, avaliagbes para observar alteragdes nos padroes
epigenéticos também tém sido realizadas visando relaciona-las a qualida-
de embrionaria. A dindmica epigenética, que ocorre em embrides, pode ser
alterada em resposta a biotécnica reprodutiva, a qual essas estruturas sao
submetidas. A produgéo in vitro de embrides, por exemplo, tem sido ampla-
mente utilizada para aumentar a produgao de animais com caracteristicas de
interesse, entretanto, sabe-se que estes embrides sdo menos viaveis do que
aqueles produzidos in vivo (revisado por Urrego et al., 2014). Estes autores
verificaram que esta menor qualidade poderia ser explicada por alteracoes
epigenéticas que ocorrem durante o cultivo in vitro. A metilagdo em regides
satélites do DNA, por exemplo, difere entre embrides produzidos in vivo e
in vitro (Bernal-Ulloa et al., 2016). Assim, o padrao epigenético de embrides
também deve ser estudado e melhor compreendido, visando estabelecer per-
fis que auxiliem na determinacao de embrides de melhor qualidade.

A partir de painéis de biomarcadores, seria possivel identificar embri-
6es com maior capacidade de gerar prenhezes, utilizando-se de informacgdes
de expressao génica e de avaliagdes epigenéticas; também, como métodos
de avaliagéo de qualidade embrionaria. Entretanto, avaliagdes moleculares
s&o invasivas e levam a morte do embrido utilizado. Por isso, a alternativa
para se realizar estas avaliagdes sem causar danos irreversiveis para o em-
brido, seria 0 uso da bidpsia em que apenas alguns blastdmeros sdo remo-
vidos e utilizados para as analises, mantendo a viabilidade do embrido (de
Sousa et al., 2017).

13
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Cinética de desenvolvimento — idade e estagio embrionario

Outra avaliagdo nao invasiva e que pode ser correlacionada com
qualidade embrionaria é a cinética/velocidade de desenvolvimento apds a
fecundacéo in vitro. Estudos, avaliando a cinética do desenvolvimento (Car-
rocera et al., 2016; Garcia et al., 2015; Asgari et al., 2012; Peippo et al., 2001;
Holm et al., 1997), demonstraram que embrides com estagio mais avangado
de desenvolvimento, as 44 horas apos a inseminagao, tiveram maiores taxas
de desenvolvimento em morulas e blastocistos do que aqueles menos de-
senvolvidos (Carrocera et al., 2016). Os embrides que clivam mais cedo sao,
possivelmente, os de melhor qualidade, e t€m maior possibilidade de atingir
o estagio de blastocisto do que os que clivam mais tarde. Além do momento
da primeira clivagem, o estagio de desenvolvimento dos embrides no dia 7
do cultivo (D7) também pode ser utilizado para selecionar embrides. Estudos
tém mostrado que, entre os blastocistos que sdo inseminados concomitan-
temente, os que se desenvolvem mais rapido sdo os de melhor qualidade
(Wang et al., 2014). Além disso, os embrides com desenvolvimento mais ace-
lerado tiveram maiores taxas de sobrevivéncia apds a vitrificacdo (Asgari et
al., 2012) e menores quantidades de células apoptéticas (Garcia et al., 2015).
Portanto, a qualidade se refere, ndo s6 a aparéncia morfolégica e ao estagio
de desenvolvimento, mas também a idade ou velocidade em que os embrides
atingem determinado estagio do desenvolvimento.

A cinética de desenvolvimento pode ser avaliada pelo estagio do em-
brido, seja em horas pré-definidas (apds a fecundacgédo, padronizam-se deter-
minados momentos para que os embrides sejam retirados da estufa e ava-
liados quanto ao seu estagio) ou por meio do método time lapse. A avaliagao
em horas pré-definidas pode ser realizada identificando-se os embrides que
apresentam quatro ou mais células, quando se faz a avaliagcao da clivagem
no segundo dia de cultivo (D2). Ja com a tecnologia do time lapse, varias
fotografias sao registradas em intervalos de tempo fixo, sem a necessidade
de se retirar e de manipular os embrides. Isso possibilita um continuo moni-
toramento do embrido permitindo a observacado do seu desenvolvimento de
maneira dindmica. A avaliagdo de cinética do desenvolvimento é, portanto,
uma abordagem nao invasiva, permitindo selecionar embriées de maior qua-
lidade e com maior probabilidade de gerar prenhezes (Aparicio et al., 2013;
Herrero et al., 2013; Wong et al., 2013).

Numero de células totais e células apoptéticas
A apoptose € um tipo de morte celular programada e tem grande im-

portancia durante o desenvolvimento embrionario. Elevadas taxas de apop-
tose levam a um embrido de menor qualidade e, consequentemente, com
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baixa probabilidade de gerar prenhez (Matwee et al., 2000). Dentre as ava-
liacdes de apoptose por coloragéo destaca-se a técnica de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), em que é avaliado o
numero de células totais por coloragdo com Hoechst 33342 e células apop-
téticas, com Alexa Fluor. Nessa técnica, quando os blastdmeros possuem o
DNA fragmentado, ha exposig¢édo das hidroxilas final 3’, as quais servem de
terminais iniciadores para a deoxinucleotidil terminal transferase (TdT), que
tem como fungéo a adigdo de deoxiribonucleotideos marcados com BrdUTP
(5-Bromo-2°-Deoxyuridine 5°-Triphosphate). Este é detectado com anticorpos
anti-BrdU marcados com corante fluorescente. Esta analise permite avaliar
o numero total de células e a proporgao de células apoptéticas, porém, nao
permite avaliar a quantidade de células da MCI e do trofoblasto e, assim, ndo
informa sobre a alocagao celular.

Numero de células totais, niumero de células do trofoblasto e o
numero de células da massa celular interna

Estudos que tém por objetivo avaliar a qualidade do embrido utilizam
técnicas de coloragdo com reagentes que tém afinidade por acidos nucléi-
cos, visando a contagem de células totais do embrido. Essa avaliagao reve-
la se determinado tratamento realizado durante o cultivo teve influéncia na
quantidade total de células e, consequentemente, na qualidade do embriao
(Laskowski et al., 2017; Inaba et al., 2016; Valleh et al., 2014). Considerando
que embrides PIV, com maior numero de células, tém maior probabilidade
de manter a gestacéo, a contagem do numero total de células tem sido ex-
tensivamente utilizada como indicador da qualidade embrionaria (Caixeta et
al., 2017; Guimaraes et al., 2015; Corréa et al. 2008; Pereira et al., 2005).
Embora o numero total de células também informe sobre a qualidade em-
brionaria, esta € uma informagao pouco consistente se analisada isolada-
mente. Um embri&o com maior numero de células totais é considerado um
embrido de melhor qualidade, mas existem embrides no mesmo estagio de
desenvolvimento, porém, de diferentes tamanhos e, consequentemente, com
numero de células totais diferente. No entanto, quando esses embrides sdo
analisados quanto a proporgao de células da MCI e trofoblasto, nota-se que,
apesar do numero total de células ser diferente, eles podem ter proporg¢des
celulares dentro da normalidade, fazendo com que eles possuam qualidades
semelhantes.

Nesse sentido, surgiu a necessidade de avaliar o embrido analisando
os diferentes tipos celulares e suas proporc¢oes a fim de se obter uma avalia-
¢ao de qualidade embrionaria mais consistente. Existem dois tipos celulares
em um embrido de D7, que sdo as células da MCI e as do trofoblasto. As
células da MCI contribuem para a formagéo do tecido fetal e parte das mem-
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branas extraembrionarias; além de exercer importante funcdo no processo
de implantagéo, as células do trofoblasto sdo importantes para a formacao
da placenta e reconhecimento materno da gestacao (Ochota et al., 2016;
Fouladi-Nashta et al., 2005). Assim, a identificagdo do niumero de cada um
desses tipos celulares é um indicativo mais preciso da qualidade embrionaria
do que apenas o conhecimento do numero total de células. A coloragao dife-
rencial € o unico método em que as células do trofoblasto e da MCI podem
ser contadas de forma individual. Essa técnica pode ser realizada com anti-
corpos conjugados a corantes fluorescentes, o que, no entanto, a torna mais
cara e trabalhosa. Outra maneira, de menor custo e simples de realiza-la é
através de protocolo baseado no tempo de exposicado, funcionalidade e per-
meabilidade da membrana celular a fluorocromos, como iodeto de propideo
(IP) e Bis-benzimides (Hoechst H33342). Enquanto o H33342 penetra em
todas as células, o IP é incapaz de penetrar em células com membrana inte-
gra. Porém, apds uma rapida exposi¢cao do embrido a um detergente, como o
Triton-X, ocorre uma permeabilizacédo das células do trofoblasto ao IP. Desta
forma, todas as células sdo coradas com Hoechst, enquanto as células do
trofoblastos sao coradas com IP, permitindo a contagem diferencial destas
células (Selokar et al. 2012; Van Soom, et al., 2001).

Estudos tém mostrado que embrides, que apresentam proporgdes
de 20-40% de MCI em relagéo ao total de células, sdo considerados de boa
qualidade e com potencial de sobrevivéncia apds a transferéncia (Russel et
al., 2006; lwasaki et al., 1990). Ja, embrides, que apresentam essa propor¢cao
abaixo de 20% ou acima de 40%, séo considerados de baixa qualidade (Ve-
lazquez et al., 2012; Koo et al., 2002).

A validagao dessa técnica, como indicativo de qualidade embriona-
ria, foi relatada por varios autores (Bernal-Ulloa et al., 2014; Velazquez et al.
2012; lwasaki et al., 1990). Nesses trabalhos, foi observado, pela técnica de
coloragéao diferencial, que embrides bovinos produzidos in vitro sdo de pior
qualidade quando comparados aos in vivo (Bernal-Ulloa et al., 2014; Iwa-
saki et al., 1990). No estudo de Velazquez et al. (2012), buscando mimetizar
a condigcao de sindrome de ovario policistico em humanos, revelou-se que,
quando ovécitos bovinos foram cultivados na presenga de concentragdes su-
prafisiolégicas de IGF-I, os embrides formados eram hiperplasicos (com mais
de 40% de proporgéo de MCI sobre o total de células), o que foi associado a
perdas embrionarias precoces. Essa mesma caracteristica foi observada em
embrides produzidos pela técnica de transferéncia nuclear de células somati-
cas, em que a maioria dos embrides eram hiperplasicos (Koo et al., 2002) e,
em geral, apresentavam altas perdas embrionarias e fetais.

Apesar de ser uma técnica invasiva, ela é de baixo custo, de rapida
execucgao e fornece dados relevantes da qualidade embrionaria. Esse tipo de
avaliacdo é uma ferramenta fundamental para a pesquisa na area de embrio-



Coloracéao diferencial de células para avaliacéo da qualidade de embrides bovinos

logia, uma vez que indica maleficios ou beneficios que diferentes técnicas de
producao de embrido, alteragcbes no meio de cultivo, variagdes ambientais,
condigdes hormonais adversas e, até mesmo, a criopreservagdo possam
causar aos embrides.

Técnica de coloragao diferencial em embriées bovinos

Material necessario

. Embrides no estagio de blastocisto expandido
. Microscépio de fluorescéncia

. Lampada ultravioleta e microscépio com filtros de excitagdo de 460
nm (azul e vermelho) e 560nm (vermelho, apenas)

. Lamina

. Laminula

. Papel aluminio

. Slow Fade®

. Placa de Petri

. Placa de 4 pogos

. Pipetas

. Ponteiras

. Contador de células

. Reagentes

. Hoechst 33342; Sigma®.

. lodeto de propideo — Propidium iodide; Molecular probe®
. NaH2P04.2H20; Sigma®.

. Na2HPO4; Sigma®.

. NaCl; Sigma®.

. Polivinilpirrolidona (PVP); Sigma®.

. Paraformaldeido; Sigma®.

. Triton X-100; Sigma®.

Preparo das solugdes

A técnica de coloracéo diferencial estabelecida no Laboratério de Re-
producado Animal da EMBRAPA foi adaptada de Block et al. (2009).

1- 100 mM NaPO4, pH 7.4

A solugéo de 100 mM de NaPO4 é feita por meio da mistura de duas
outras:

1a- 100 mM de NaH2P0O4.2H20: 0,69 g de NaH2PO4 + q.s.p. 50 mL
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de agua MilliQ.

1b — 100 mM Na2HPO4: 0,71g de Na2HPO4 + g.s.p. 50 mL de agua
MilliQ.
Reservar 15 mL da solugao 1b em um tubo e acrescentar a solugéo 1a, até o
pH atingir o valor de 7,4.

2-PBS 10 mM
Utilizar 20 mL da solugéo 100 mM de NaPO4, pH 7.4, + 1,8 g de NaCl + g.s.p.
200 mL de agua MilliQ.

3- 10 mM PBS/PVP
Utilizar 50 mL de PBS 10 mM + 0,05 g de PVP (polivinilpirrolinona).

4- 4% de paraformaldeido

Preparar a solugéo de paraformaldeido a 20%, deixando-a estocada
a 4°C. No dia da manipulagéo, preparar solu¢éo de paraformaldeido a 4%.
Para a preparacéo do paraformaldeido a 4%, utilizar 200 pL de paraformalde-
ido a 20% e 800 pL de PBS/PVP.
5- Triton X-100 (0,3%)

Preparar nova solugéo de Triton X-100 a cada manipulagdo. Para
isso, 3 pL de Triton X-100 s&o diluidos em 997 uL de PBS/PVP.
6- lodeto de Propideo (100 ug/mL) - IP
Preparar solugéo de IP (iodeto de propideo) e armazenar a -20 °C na concen-
tracao de 2,0 mg/mL. No dia da coloragéo, pipetar 50 pL de IP e adicionar em
950 pL de solugéo de Triton X-100 (0,3%).

7- Hoechst 33342 (1ug/mL) - H33342

Preparar solugdo de Hoechst 33342 na concentragédo de 5,0 mg/mL
e congelar (-20 °C) em aliquotas de 5 pL. No dia da coloragao, pipetar 0,2 uL
da aliquota de H33342 e adicionar em 1000 pL de Paraformaldeido a 4%.

Procedimento

Para a coloragao dos embrides, sao utilizadas duas placas de quatro
pocos. Na primeira placa, adicionam-se 500 pl da solugao de iodeto de pro-
pideo (IP), no primeiro poco e, 500 pl de PBS/PVP, nos outros trés pocos. Na
segunda placa, adicionam-se 500 ul de solugéo de Hoechst 33342 (H33342)
e 500 yl PBS/PVP nos demais pogos (Figura 2). As solugdes sdo, entao,
mantidas em placa aquecedora a 36 °C por, pelo menos, cinco minutos antes
do inicio da coloragao.
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Placa 1 Placa 2

PBS/ \ (PBS)

PVP l \pvp
PBS/ PBS/ PBS/ PBS/
PVP PVP PVP PVP

Figura 2. Esquema das duas placas para coloragao diferencial.

Os embrides séo colocados na solugao de IP por 30 segundos. Para
que este tempo nao seja ultrapassado, os embrides séo pipetados e manti-
dos na ponteira junto com a solugao de IP, até completarem os 30 segundos,
para, assim, serem transferidos para as trés gotas de banho, no tempo exato.
Apods os banhos, os embrides sao colocados, por 15 minutos, na solugao de
H33342. Em seguida, estes sédo lavados em trés gotas de PBS/PVP, para en-
tdo serem colocados em laminas. Um circulo de slowfade® é feito na Iamina,
e os embrides s&do colocados no interior desse circulo e cobertos com uma
laminula (Figura 3). Para a coloragao correta dos embrides, muita atencao
deve ser dada aos tempos de execug¢ao de cada passo, principalmente na
etapa do IP, pois, nessa fase, caso ultrapassem os 30 segundos, o embrido
ira corar-se por completo em vermelho, em vez de ter apenas o trofoblasto
corado.

slowfade®

Embrides

Figura 3. Montagem de lamina.
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Anadlise das laminas

As laminas sdo, entao, visualizadas em microscopio de fluorescén-
cia (Axiophot 2, Zeiss) sob luz ultravioleta com excitagdo de 460 nm para o
H33342 e 560 nm para o IP (Figura 4). As células sdo contadas no aumento
de 40x, com auxilio de contador manual, sendo avaliadas em diferentes pla-
nos. Devem ser corados, apenas, 10 embrides por vez, devido ao tempo de
permanéncia do embrido na solugéo de IP ser restrito. Durante o preparo da
lamina, alguns embrides podem se romper, dificultando sua posterior conta-
gem, devendo ser, portanto, excluidos. Nessa contagem, o ideal é sempre
iniciar da mesma maneira para minimizar os erros de contagem. Geralmente,
inicia-se contando as células do trofoblasto, deixando as células da MCI para
o final.

Todeto de Propideo | | Hoechst | | Merge

Figura 4. Blastocistos expandidos, corados pela técnica de coloragéo diferencial no laboratério
de reproducéo animal (LRA).

Estudos utilizando a coloragao diferencial em embriées produzidos in
vitro no Laboratério de Reprodugido Animal da Embrapa

Estudos foram realizados no LRA utilizando a coloracao diferencial.
Em um primeiro experimento, foi avaliada a qualidade do embrido produzido
com soro fetal bovino (SFB) no sistema de cultivo. No segundo experimento,
verificou-se o efeito do uso do scriptaid (inibidor de HDAC), durante a pré-ma-
turacao e maturacao in vitro (MIV), por meio da qualidade e desenvolvimento
de embrides bovinos produzidos com albumina sérica bovina (BSA). Somen-
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te blastocistos expandidos (D7) foram utilizados no protocolo de coloragéo
diferencial previamente descrito.

Na avaliagao dos embrides produzidos com SFB, observaram-se, em
média, 57,25 + 4,43 células da MCI, 123,08 + 6,91 células do TE e 180,33
8,30 células totais (Tabela 1). Além disso, nesse estudo, 66,6% dos embrides
produzidos com SFB apresentaram proporc¢des de 20-40% de MCl/Total de
células (Tabela 1), o que corrobora os dados da literatura (Zullo et al., 2016).

Tabela 1. Variaveis da alocagao celular de embrides in vitro produzidos com
SFB no laboratério de reproducao animal da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

Variavel SFB (n=23)
média £ EP
Numero de células da MCI 5725+ 443
Numero de células do TE 123,08 £ 6,91
Numero total de células 180,33 + 8,30
Proporcio de MCl/total de células % 371197
0-20% de MCI/Total de células-n(%o) 2 (8.3%)
20-40% de MCI/Total de células-n(%) 16 (66,6%)
>40% de MCI/Total de células-n(%) 6 (25%)

MCI, massa celular interna; TE, trofoblasto.

Embrides com 20-40% de MCl/Total de células s&o considerados em-
brides de boa qualidade; abaixo de 20% e acima de 40%, s&o considerados
embrides de baixa qualidade e estdo associados com perdas embrionarias
(Zullo et al., 2016; Velazquez et al., 2012; Koo et al., 2002). Assim, a quanti-
dade de embrides produzidos com SFB, dentro da propor¢gao normal, corro-
bora o observado em outros estudos publicados (Zullo et al., 2016), demons-
trando que a qualidade do embrido produzido no LRA esta de acordo com o
relatado na literatura.

No segundo experimento, os embrides foram produzidos com BSA e
foi avaliado o efeito do scriptaid durante a pré-maturacao e MIV de ovécitos
bovinos na qualidade e desenvolvimento embrionario. Nesse estudo, as ta-
xas de blastocistos em D7 diferiram (p<0,05) entre os grupos, mostrando que
os ovocitos tratados com scriptaid tiveram um pior desenvolvimento embrio-
nario. Corroborando estes resultados, o uso do scriptaid durante a matura-
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¢ao do ovdcito foi prejudicial para a qualidade embrionaria, pois os embrides
produzidos nesse grupo apresentaram menor numero de células totais (Ta-
bela 2). Além disso, esse grupo também apresentou menor (p<0,05; Tabela 3;
Figura 5) proporcao de embrides com a quantidade de células dentro do limi-
te considerado como adequado (20-40%). Isso demonstra que o tratamento
dos ovécitos com scriptaid foi prejudicial para a qualidade embrionaria, e que
isto pode ser observado por meio da coloragao diferencial.

Tabela 2. Variaveis da alocacdo celular e taxa de blastocisto (D7) de embri-
0es produzidos com Albumina Sérica Bovina (BSA) durante o cultivo in vitro
(Controle) e de embrides submetidos a tratamento com scriptaid durante a
Pré-MIV e MIV.

Variavel Controle BSA (n=39) Pre-MIV+ MIV com
média £ EP adicao de scriptaid
Numero de células da MCI 5948+29 4787+ 3.2
Numero de células do TE 133,10+ 4,6 113,67 + 6,2
Numero total de células 192,59 +£ 5,52 161,63 + 7,4°
Proporcio de MCl/total de células (%) 30,95+1,1 30,01 1,6
Taxa de Blastocisto D7 n (%) 82 (34,7)* 32 (18,1)°

a’b Diferentes letras na mesma linha indicam diferenga estatistica por ANOVA, p<0,05. Quando
os dados ndo seguiram normalidade, foram analisados por Kruskal-Wallis, p<0,05. MCI, massa
celular interna; TE, trofoblasto.

Tabela 3. Propor¢des de MCl/total de células de embrides produzidos com
Albumina Sérica Bovina (BSA) durante o cultivo in vitro (Controle) e de embri-

Oes submetidos a tratamento com scriptaid durante a Pré-MIV e MIV.

MC1/Total 0-20% 20-40% 40-60% Total
Embrides BSA n (%) 12,6%)°  34(87,1%)° 4(103) 39
Embrides Pre-MIV/MIV ~ 5(16,7%)*  20(66,7%)°  5(16,7%) 30

com scriptaid n (%)

ab Diferentes letras na mesma coluna indicam diferencga estatistica por Qui-Quadrado, p<0,05.
MCI, massa celular interna.
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Proporcao MCI em relacao ao total de células

40 -
B Controle

E Pre-MIV+MIY ¢ Scrip

Nimero de blastocistos

0-20% 20-40% 40-60%

Figura 5. Distribuicdo dos embrides produzidos in vitro de acordo com a razdo MCl/células totais
de 0-20%, 20-40% e >40%. * Indicam diferenca estatistica para os grupos dentro da mesma
caracteristica (p<0,05). MCI, massa celular interna

Consideracdes Finais

A técnica de coloragao diferencial € uma metodologia de baixo custo
que permite avaliar a qualidade do embrido, porém esta analise exige aten-
¢ao durante sua execucgao, ja que o resultado correto depende de tempos
precisos para sua realizagao. Alguns estudos no LRA corroboram o uso da
técnica de coloracgao diferencial para embries bovinos como um parametro
de qualidade, no qual os embrides controle mostraram-se melhores do que
0s que receberam tratamento durante a maturacao, revelando que alteragbes
feitas durante a maturacao do ovocito podem implicar em prejuizo ao desen-
volvimento embrionario. Além disso, a quantidade de embrides produzidos
com SFB, dentro da propor¢ao normal (20-40% de células da MCIl em relagao
ao total de células do embrido), corrobora o relatado em outros estudos publi-
cados, demonstrando que a qualidade do embrido produzido no LRA esta de
acordo com o observado na literatura.

Portanto, a técnica de coloracao diferencial aqui apresentada e dis-
cutida pode ser mais uma alternativa para se melhor avaliar a qualidade de
embrides. Assim, essa técnica pode ser associada a outros parametros, me-
Ihorando a acuracia da avaliagdo geral em estudos que envolvem a produgéo
de embrides in vitro, seja por fecundagéao in vitro, clonagem, ICSI (injecao
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intracitoplasmatica de espermatozoides) ou outras biotécnicas reprodutivas.
Por se tratar de uma técnica rapida, de baixo custo e que nao exige equipa-
mentos sofisticados, pode ser relativamente facil de ser adotada por labora-
térios de pesquisa e de ensino.
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