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Apresentacao

Os sistemas de producgédo leiteira tém sido beneficiados pelos avangos tecnoldgicos da
reproducao animal no Brasil, particularmente pela produgéo in vitro de embrides (Pive).
Apesar das vantagens proporcionadas por essa biotécnica reprodutiva em gado de leite,
ainda existe o desafio da menor resisténcia dos embrides produzidos in vitro ao processo
de criopreservacao, o que em parte esta associado ao acumulo de lipidios nas células.

Assim, a avaliacdo do comportamento de gotas lipidicas durante o desenvolvimento
embrionario inicial € um fator determinante para o sucesso da criopreservagao de embrides
bovinos. O objetivo deste documento é apresentar métodos de coloragao disponiveis para
avaliacao do acumulo lipidico em embrides bovinos, em particular dois protocolos usados
rotineiramente no Laboratério de Reprodugdo Animal da Embrapa Gado de Leite, que
permitem adequada avaliacao de lipidios neutros tanto em microscopia de epifluorescéncia
guanto em microscopia de campo claro.

Além da descricdo pormenorizada dos protocolos, sdo apresentados métodos para
quantificagdo do acumulo lipidico, com auxilio do programa de imagens ImageJ®. As
informagdes obtidas com esses protocolos podem ser utilizadas em conjunto a morfologia
embrionaria paraindicar sistemas de Pive com maior qualidade sob a 6tica de comportamento
lipidico. Por serem técnicas simples e que ndo exigem equipamentos sofisticados, podem
ser adotadas rotineiramente por laboratérios de pesquisa e comerciais.

Elizabeth Nogueira Fernandes
Chefe-Geral
Embrapa Gado de Leite
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Introducao

O Brasil ocupa posi¢cao de destaque no cenario mundial de producédo de embrides bovinos.
Considerado o maior produtor mundial de embrides bovinos entre 2012 e 2013, tornou-
se lider no uso da produgéo in vitro de embrides (Pive) e definiu tendéncias que seriam
observadas nos anos subsequentes em diversos paises (Gongalves; Viana, 2019), com
0 uso da Pive como técnica de eleicdo para multiplicagcdo de material genético superior,
correspondendo a 92,0% do total de embrides gerados no pais.

A criopreservagao permite a formacado de bancos de embrides visando a conservagao
de material genético e transporte em longas distédncias, como em casos de importacoes
e exportagdes, além da conservagéo de embrides excedentes de um programa de Pive
para programacao logistica visando uso posterior. O uso de receptoras, cujo custo possui
alta representatividade em programas de Pive/TE (Transferéncia de Embrides), também é
otimizado com embrides congelados. Dados da Sociedade Internacional de Transferéncia
de Embrides (lets) destacam que mais de 50% dos embrides bovinos transferidos em todo
o mundo foram previamente submetidos a criopreservagao, o que demonstra a importancia
da técnica. Apesar da maioria dos embrides produzidos in vitro (PI1V) ainda ser transferida
a fresco, o percentual de congelados (33,7%) segue tendéncia de crescimento. Assim,
a criopreservacao se mostra como importante ferramenta reprodutiva a fim de atender a
demanda crescente por embrides para a bovinocultura.

Existem evidéncias de que os embrides PIV sdo mais sensiveis a criopreservagao do que
os produzidos in vivo e essa criotolerancia reduzida estaria associada ao alto conteudo
lipidico presente no citoplasma desses embrides (Abe et al., 2002; Mucci et al., 2006).
Acredita-se que um possivel mecanismo para a redug¢ao da criotolerancia dos embrides
PIV seja a peroxidagédo dos lipidios, que € acentuada pelo processo de criopreservagao,
resultando em aumento dos radicais livres oriundos da deterioragcéo de lipidios.

Sabe-se que a qualidade oocitaria e embrionaria tem relagdo direta com os indices de
criosobrevivéncia destas estruturas. Neste contexto, os lipidios possuem papel importante,
ja que sao fundamentais na estrutura celular, na modificacdo de propriedades fisicas e na
funcdo metabdlica das membranas bioldgicas. O perfil de acidos graxos e a razéo saturado/
insaturado influenciam nas propriedades fisicas da membrana plasmatica, afetando a
resisténcia e a criopreservacao dos embrides (Zeron et al., 2002). Além da diferenca na
quantidade de lipidios citoplasmaticos, o perfil de lipidios mais abundantes na membrana
plasmatica das células também difere. A composicao de acidos graxos de odcitos de alta e
baixa qualidade difere basicamente no fato de que odcitos de alta qualidade contém mais
acido oleico, linoleico e araquidénico (Hochi et al., 1999), indicando que a composicao de
acidos graxos dos odcitos e seu ambiente influencia a competéncia de desenvolvimento.

Em estudo descritivo da ultraestrutura de embrides taurinos e zebuinos produzidos in
vivo, constatou-se que os embrides taurinos possuem maior acumulo lipidico do que os
zebuinos, porém, sao os embrides taurinos que se mostraram mais resistentes ao processo
de criopreservacéo (Visintin et al., 2002). Sudano et al. (2012) realizaram estudo com
duas subespécies (Bos taurus indicus vs. Bos taurus taurus) e duas origens (PIV vs. TE) e
observaram que embrides da raga Simental (taurinos) apresentaram maior sobrevivéncia
apos avitrificagdo que embrides daraga Nelore (zebuinos), apesar do maior conteudo lipidico.
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Além disso, o perfil de lipidios de membrana do tipo fosfocolinas (PC) e esfingomielinas
(SM) foi caracteristico para cada grupo, sugerindo marcadores lipidicos positivos [PC (34:2)
e PC (36:5)] e negativos [PC (32:0) e PC (34:1)] da criotolerancia embrionaria.

Assim, esses resultados sinalizam para a importancia da analise do comportamento
lipidico dos embrides PIV, sendo essa questdo crucial para o sucesso da criopreservagao
embrionaria. Nesse sentido, o objetivo deste documento é apresentar métodos disponiveis
de avaliacdo do acumulo lipidico em embrides bovinos e descrever modificacbes que a
equipe do Laboratério de Reproducédo Animal da Embrapa Gado de Leite realizou em dois
protocolos especificos de coloragao de lipidios neutros, para torna-los mais acessiveis a
rotina laboratorial. Vale destacar que esse estudo contribui para o alcance do Objetivo
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) numero 8, contido na Agenda 2030 proposta pela
Organizagao das Nagdes Unidas (ONU), da qual o Brasil é signatario, com foco na meta 8.2
(Produtividade - Diversificagdo, modernizagao tecnoldgica e inovagao), ao prover protocolos
laboratoriais simples que permitem a avaliagdo lipidica de embrides produzidos in vitro e
poderao contribuir para o avango de indices de criosobrevivéncia embrionaria, fundamental
para a maior produtividade em programas de melhoramento genético de bovinos.

Diferencas entre embrides produzidos in vitro ou in vivo
relacionadas ao conteudo lipidico

Um fator importante que deve ser considerado no estudo do metabolismo lipidico durante
o desenvolvimento inicial é a origem do embrido. Ha relatos na literatura de que genes
relacionados ao metabolismo de lipidios estdo mais expressos nos embrides obtidos in
vivo do que naqueles produzidos in vitro (Gad et al., 2012). Resultados sugerem que
embrides PIV podem ter deficiéncias em utilizar os lipidios internos para a producgao de ATP,
possivelmente devido ao metabolismo ineficiente das mitocéndrias embrionarias (Farin
et al., 2004; Barcelo-Fimbres; Seidel Jr., 2007). Nesse sentido, Sudano et al. (2012, 2014)
mostraram efeitos da origem dos embrides (in vitro vs in vivo) sobre o acumulo lipidico e
criotolerancia, e segundo os autores, aparentemente, o conteudo lipidico € consequéncia
de uma série de eventos depreciativos da qualidade dos embrides PIV ao longo do sistema
de cultivo in vitro, destacando-se a provavel teoria do “unquiet metabolism”, ou seja, a
ocorréncia de um metabolismo exacerbado, que foi evidenciado pelo grande numero de
genes diferentemente expressos entre os embrides PIV e TE (origem in vivo).

Os triglicerideos (TAG), a principal classe lipidica encontrada no citoplasma de células de
mamiferos, sdo armazenados como goticulas lipidicas (Ferguson; Leese, 1999; Mckeegan,;
Sturmey, 2011). Enquanto os TAG sdo os mais sintetizados e estocados, representando
40% - 50 % do total de lipidios em embrides bovinos produzidos in vivo, nos embrides PIV
eles podem chegar até 88% (Ferguson; Leese, 1999). Para o desenvolvimento embrionario
inicial, as goticulas lipidicas parecem funcionar como fonte de energia para odcitos e
embrides. Nas membranas celulares eucariéticas, no entanto, os fosfolipidios (PLs) sao
os lipidios mais abundantes (Van Meer et al., 2008), particularmente, fosfatidilcolinas (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) e esfingomielinas (SM). Os PLs sdo unidades estruturais de
membranas funcionais e sua composi¢cao determina a maioria das propriedades fisico-
quimicas da membrana celular, incluindo fluidez, permeabilidade e comportamento da
fase térmica (Sudano et al., 2016). Inclusive, foram descritas alteragdes na composicao
da membrana lipidica por espectrometria de massa de ionizagdo por dessorcido a laser
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assistida por matriz (MALDI-MS), comparando-se blastocistos derivados in vivo e in vitro
(Sudano et al., 2012).

Além do maior conteudo lipidico, embrides produzidos in vitro também apresentaram niveis
aumentados de transcritos para o gene ACSL3 em comparagao a embrides de origem in
vivo (Sudano et al., 2016). ACSLs (acil-CoA sintetases de cadeia longa) sdo uma familia de
enzimas (ACSLA1, 3, 4, 5 e 6) que ativam acidos graxos de cadeia longa para gerar acilCoAde
cadeia longa, substrato essencial para a sintese de varias espécies lipidicas, incluindo TAG,
éster de colesterol e PL (Fujimoto et al., 2007; Yao; Ye, 2008), potencialmente envolvidas
com as vias metabdlicas de lipidios de membrana em embrides bovinos e deposi¢cdo de
lipideos citoplasmaticos (Edidin, 2003).

Os mecanismos pelos quais os embrides PIV acumulam mais lipidios do que os embrides
produzidos in vivo ainda nao estdo totalmente elucidados; no entanto, alternativas como
diferentes condi¢cdes de meio de cultura, incluindo a adicdo de reguladores metabdlicos
lipoliticos (Sanches et al., 2013; Paschoal et al., 2017) e a redug¢ao ou remogéao de soro fetal
bovino (Sudano et al., 2011, 2014; Del Collado et al., 2014, 2015; Murillo et al., 2017), vem
sendo propostas para reduzir esse problema. Nesse sentido, analises de conteudo, como
as descritas neste documento, e perfil lipidico de membranas contribuem para a avaliagao
da eficacia dessas estratégias.

Fatores que afetam o conteudo de lipidios de embrioes PIV

A alta sensibilidade ao resfriamento e congelacdo de embrides in vitro aparentemente esta
relacionada ao maior acumulo de lipidios em suas células (Abe et al., 2002), dispostos
na forma de goticulas lipidicas citoplasmaticas que, por sua vez, sdo constituidas
predominantemente de triglicerideos (Mckeegan; Sturmey, 2011). Um possivel mecanismo
para a reducdo da criotolerancia dos embrides PIV é a peroxidagado dos lipidios, que é
acentuada pelo processo de criopreservagao, resultando num aumento dos radicais livres
oriundos da deterioracao de lipidios poli-insaturados (Seidel Jr., 2006). Dessa maneira, o
estudo do conteudo e da composicao lipidica dos embrides se tornou um dos principais
focos de pesquisa na area da criopreservagao embrionaria.

Acredita-se que o soro fetal bovino (SFB), suplemento proteico normalmente utilizado nos
meios de cultivo, esta intimamente ligado a esse processo. Ha diversos aspectos negativos
presentes na utilizacdo desse composto, sendo o excessivo acumulo de gotas lipidicas
citoplasmaticas um deles (Abe et al., 1999; Rizos et al., 2003). Embora a alta quantidade
de lipidios seja um fator limitante para a criopreservagéao, existe a necessidade da presenca
dessas estruturas devido a importancia das mesmas no fornecimento energético para o
metabolismo celular. Quando ocorre demanda de energia na célula, acidos graxos séo
metabolizados na mitocéndria via B-oxidagdo para obtencdo de ATP. Porém, durante
a [B-oxidagdo, sdo liberadas as espécies reativas de oxigénio (EROs) que, em altas
concentracdes, podem lesionar as mitocéndrias, comprometendo seu funcionamento
(Duvnjak et al., 2007). A relacdo negativa existente entre o excesso de lipidios na Pive e a
criotolerancia embrionaria, juntamente aos problemas causados por uma alta concentragao
de EROs, sdo os motivos pelos quais tem se estudado o acumulo lipidico em odcitos e
embrides produzidos in vitro.
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Sudano et al. (2012) mostraram que a despeito do acumulo lipidico estar diretamente
associado com a reducao da criotolerancia, a qualidade dos embrides representados pela
porcentagem de células em apoptose prediz melhor a sua capacidade de sobreviver apds
a criopreservagao. Dessa maneira, os resultados recentes da literatura sugerem que o
estudo da real contribuicdo do conteudo lipidico dos embrides sobre a criotolerancia deve
ser expandido para a composicao lipidica embrionaria. Ainda, aparentemente as variacoes
na composicgao lipidica nao se resumem a origem in vivo ou in vitro do embrido, mas também
as subespécies e ragas utilizadas nos diferentes sistemas de producdo. Recentemente,
também se constatou que ocorre uma flutuagdo do perfil lipidico de membranas no
decorrer do desenvolvimento embrionario pré-implantacional em mamiferos (Sudano et al.,
2016) que, por sua vez, € um processo complexo e que envolve mudangas estruturais e

moleculares dindmicas.

Métodos para avaliacao de conteudo lipidico em embrides
bovinos

Sabendo-se do possivel efeito indesejavel do acumulo lipidico na Pive, é de grande
interesse a caracterizagcdo do comportamento de gotas lipidicas nos embrides obtidos
por esse processo. As gotas lipidicas citoplasmaticas sdo compostas por um nucleo de
lipidios neutros, rodeado por uma camada de lipidios anfipaticos (fosfolipidios e colesterol)
e proteinas (Olofsson et al., 2009). O nucleo hidrofébico da gota tem como componentes
principais os triacilgliceréis (TAGs) e os esteroéis (Walther et al., 2009). Os TAGs, por sua
vez, sdo compostos de trés acidos graxos associados a uma molécula de glicerol (Lenhinger
et al., 2002).

Além do conteudo de lipidios, estudos atuais mostram a importancia de se compreender o
perfil lipidico das membranas durante o desenvolvimento pré-implantagdo em mamiferos.
Nesse sentido, mudancas na composicao estrutural das membranas de lipidios podem
ser prontamente detectadas por espectrometria de massa (Sudano et al., 2012). MALDI-
MS provou ser uma ferramenta poderosa em lipidémica (Schiller et al., 2004), gerando PL
(principalmente PC, PE e SM no modo de ion positivo) e perfis de TAG com manipulagao
simples de amostras e interpretacdo de dados, inclusive em oécitos e embrides bovinos
(Ferreira et al., 2010; Sudano et al., 2012; Ledo et al., 2015).

Apesar da importancia do uso de ferramentas lipidédmicas, o acesso e custo das analises
ainda sao fatores limitantes para alguns laboratérios de pesquisa e comerciais, de maneira
que métodos mais simples para coloragao de lipidios em rotinas laboratoriais de Pive
sdo de interesse e podem ser mais facilmente adotados pelos mesmos. Para avaliagao
do conteudo lipidico, geralmente séo realizadas anélises morfolégicas dos embrides no
estadio de blastocisto, visualizando-se as gotas lipidicas citoplasmaticas, por meio do
uso de marcadores de lipidios neutros fluorescentes, como o Nile Red (Yang et al., 2010),
LipidTOX™ (Del Collado et al., 2015) e BODIPY® 493/503 (Del Collado et al., 2017). Ha
também relatos de uso do corante Sudan Black B (Abe et al., 2002; Sudano et al., 2011)
para avaliagcbes em microscopia 6ptica. O Sudan Black B € um corante lipofilico utilizado
em avaliagdes do conteudo lipidico tanto em odcitos (Annes et al., 2019) quanto em
embrides bovinos (Abe et al., 2002; Sudano et al., 2011), sendo que as imagens obtidas
sao transformadas em escala de cinza e analisadas quanto a area ocupada pelos lipidios
sobre a area total do embrido.
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O Nile Red (NR) é um corante fluorescente lipofilico, com efeito solvatocrémico (muda de
cor em fungao da polaridade do solvente) bastante usado em protocolos para avaliagao do
acumulo lipidico. De acordo com Romek et al. (2011), essa coloragao possibilita quantificar
o conteudo de triglicerideos, fosfolipidios e colesterol tanto em odcitos quanto em embrides
individuais de mamiferos. O espectro de emissdao do NR muda para comprimentos de
onda mais curtos a medida que a polaridade do solvente diminui, de maneira que a sonda
se mostra adequada para distinguir e quantificar os tipos de lipidios com varios graus de
polaridade, como os triglicerideos, colesterol e fosfolipidios presentes nessas estruturas.

Outro fluoréforo intensamente fluorescente e intrinsecamente lipofilico é o BODIPY®
(4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno), e as sondas que incorporam este fluoréforo
sao mais propensas a mimetizar as propriedades dos lipidios naturais. A coloragdao com
BODIPY® 493/503 demonstrou, por citometria de fluxo, ser mais especifica para goticulas
de lipidios celulares do que a coloracdo com Nile Red (Gocze et al., 1994). Os autores
compararam a variagao dos histogramas de fluorescéncia dos dois fluoréforos e mostraram
que a variabilidade lipidica usando o corante mais especifico (BODIPY®) para goticulas,
reduziu a variabilidade em cerca de 44%.

Ainda, outro corante fluorescente que permite a realizagao de ensaios de acumulo lipidico é
o chamado LipidTOX™, que possui afinidade extremamente alta para goticulas de lipidios
neutros. Esse fluoréforo foi desenvolvido para caracterizar os efeitos de drogas e outros
compostos no metabolismollipidico emlinhagens celulares de mamiferos e, normalmente, sdo
adicionados ap6s a fixacao das células, nao requerendo etapas de lavagem subsequentes
apos a incubagdo com a amostra. As principais vantagens desses corantes de lipidios
especificos (BODIPY® e LipidTOX™) em relagdo aos corantes convencionais, incluem
formulacao pronta para uso e flexibilidade para protocolos de multiplex. Nesse documento,
sugerimos a seguir dois protocolos para coloragédo de lipidios neutros, normalmente
utilizados no Laboratério de Reproducédo Animal da Embrapa Gado de Leite, tanto para
visualizacdo em microscopia de epifluorescéncia quanto em microscopia de campo claro,
dependendo da infraestrutura do laboratério. Publicacées da equipe contendo analises com
esses protocolos e imagens respectivas, sdo mencionadas a seguir.

Quantificacao do conteudo lipidico embrionario

ApOs as coloragdes, a quantificagdo de gotas lipidicas normalmente é feita em programas
especificos para processamento e andlise de imagens, como o ImageJ®, por exemplo.
Esse programa foi desenvolvido por Wayne Rasband, no National Institute of Mental Health
(EUA), em linguagem Java, sendo o calculo das areas realizado pela contagem de pixels
das regides selecionadas ou por um algoritmo especifico (Rasband, 2011). No ImageJ®,
€ possivel processar imagens de 8, 16 e 32 bits e de diversos formatos, como TIFF, GIF,
JPEG, BMP, DICOM e FITS.

As secoes sao medidas usando uma fungéo de histograma em cada camada correspondente
(azul ou verde, de acordo com o fluorocromo) que atribui valores de intensidade entre 0 e
170 para cada pixel. Os niveis de fluorescéncia do fundo (background) podem ser medidos
para cada imagem e subtraidos do valor total de fluorescéncia do embrido, dependendo da
coloragao. Para a individualizagao das gotas lipidicas, o programa deve ser ajustado para
detectar, individualizar e quantificar a area das gotas. Informagdes mais especificas quanto
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as ferramentas utilizadas estdo descritas a seguir, de acordo com o protocolo de coloragao
sugerido.

Protocolo para avaliagao de acumulo lipidico em microscopia
de epifluorescéncia

Para a analise de lipidios neutros por meio de sondas fluorescentes, nosso grupo utiliza
protocolo descrito por Del Collado et al. (2017), com algumas adaptagdes, descritas a seguir
(tabela 1). BODIPY® 493/503 (Thermo Fisher Scientific, Molecular Probes™, D3922) é
um corante fluorescente especifico para lipidios neutros e permite avaliagcdo do acumulo
lipidico em embrides durante o desenvolvimento inicial com bastante eficacia. O protocolo
que sugerimos prevé a fixagao de blastocistos e blastocistos expandidos (BL e BX) no dia
7 (Dia 0 = fecundagao) em paraformaldeido a 4% e permite analises em microscopia de
epifluorescéncia convencional.

Tabela 1. Protocolo para coloragdo com BODIPY® 493/503.
SOLUGAO ESTOQUE

1mL
Corante BODIPY® 1 uL
Etanol 100% 49 uL

SOLUGAO DE USO

Solugao estoque 1uL
PBS 1% BSA (fragdo V) 49 uL

Procedimento

* Fixar blastocistos expandidos em solucao de paraformaldeido a 4% por 10 minutos;

» Permeabilizar os embrides em solugéo de Triton X-100 a 0,5% (PBS 1% BSA), por
5 minutos a 38°C (etapa opcional);

» Lavar os embrides 2 X em gotas de 100 yL de PBS com 1% BSA;

» Corar as estruturas com 10 pg/mL de Hoechst 33342 e BODIPY® 493/503 (1:50,
solugao de uso) durante 1 hora, em temperatura ambiente (proteger a placa da luz);

* Lavar os embrides 3 X em gotas de 100 uL de PBS com 1% BSA para retirar o excesso
de corante;

» Montar as ldminas com glicerina (minimo volume possivel) e cobrir com laminula;

* Visualizar em microscopio de epifluorescéncia em 350/461 nM (Hoechst, azul) e
490/504 nM (BODIPY®, verde), de acordo com a Figura 1.
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Figura 1. Imagens de blastocistos expandidos (BX) no D7, corados com BODIPY® 493/503 para analise de quantificagdo
lipidica. (A) BX corado com Hoesht 33342 para quantificagdo de células totais; (B) BX corado com BODIPY® 493/503; (C)
BX corado com Hoesht 33342 e BODIPY® 493/503.

Analise do contetdo lipidico corado com BODIPY®:

* Abrir o software ImageJ®, acionar o comando “Open” no menu “File” e selecionar a
imagem de interesse. Também é possivel selecionar uma sequéncia de imagens, pelo
comando “Import” seguido de “image sequence” no menu “File” (interessante caso te-
nham muitas imagens para processar);

» Transformar a imagem para escala de cinza, pelo comando “type” seguido de “32-bit”,
no menu “Image” (também podem ser utilizados os comandos “8-bit” ou “16-bit”, ou a
imagem original sem transformacgao);

* Abrir a fungao “Region of Interest” pelo comando “Tools” seguido de “ROI Manager”, no
menu “Analyze”;

 Selecionar a area da estrutura a ser analisada, com a ferramenta apropriada na barra
aparente do ImageJ® (“oval”, para imagens redondas, ou “polygon” ou “freehand” para
estruturas com outros formatos). Clicar em “Add”, no “ROIl Manager”. A selecao é feita
somente na imagem trabalhada (importante no caso de usar “image sequence”).

* Analisar utilizando o comando “Measure” contido no “ROI Manager”. Os dados podem
ser salvos ou copiados para o Excel.

IMPORTANTE: Este passo a passo indica as principais agdes para mensuragdo de
intensidade de fluorescéncia pelo ImagedJ®. No entanto, passos adicionais podem ser
necessarios para a normalizagdo dos resultados, dependendo de cada experimento.
Recomenda-se extremo cuidado na aquisicdo das imagens, que ndo devem ter interferéncia
da técnica entre grupos (exemplo, um grupo corado em dia diferente do outro, ou cada
grupo fotografado com um paréametro de ganho ou luz), e devem apresentar auséncia ou
minimo background. Os resultados de “Area Fraction” (fragdo de area corada) e “Mean”
(média de pixels) podem ser utilizados para comparagao de grupos.

Protocolo para avaliacao de acumulo lipidico em microscopia
de campo claro

Para avaliagdo de acumulo lipidico em embrides durante o desenvolvimento inicial, as
coloragdes de lipidios neutros sao bastante utilizadas, porém, a maioria preconiza o uso
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de sondas fluorescentes, o que implica na necessidade de microscopia de epifluorescéncia
para as analises. Nesse sentido, nosso grupo adaptou protocolo inicialmente proposto para
coloragao de adipécitos com “OilRed O” (Janderova et al., 2003) para analises de lipidios
neutros em odcitos e embrides, sendo que algumas modificagdes foram feitas ao longo do
tempo (Monteiro et al., 2018; Leal et al., 2019; Oliveira et al., 2022).

O protocolo de coloragdo com “OilRed O” é simples e permite avaliagdo em microscépio
Optico de campo claro. Informagdes semelhantes de acumulo lipidico foram obtidas quando
comparamos embrides bubalinos corados com “OilRed O” aos embrides expostos a sonda
fluorescente BODIPY®, (Figueird et al., 2020). O protocolo que sugerimos para coloragdo
de lipidios neutros com "QilRed O” (Sigma-Aldrich, catalog number O-0625) em embrides
bovinos, prevé a fixagdo de blastocistos e blastocistos expandidos (BL e BX) no dia 7, em
paraformaldeido 4% e esta descrito a seguir na tabela 2:

Tabela 2. Protocolo de coloragdo com “OilRed O”.
SOLUCAO ESTOQUE

5 mL 10 mL
Corante OilRed O 0,0175 g 0,035¢ 0,07 g
Isopropanol 5mL 10 mL 20 mL
SOLUGAO DE USO
1mL 2mL
Corante QilRed O 0,0175g 0,035¢g 0,07 g
Isopropanol 5mL 10 mL 20 mL

Procedimento:

* Imergir as estruturas (o6citos ou embrides) em gotas de 200 ul a 400 ul de solugao de
etanol 50 % (etanol e agua destilada) por 2 minutos;

* Transferir as estruturas com 100 yL de solugéo para tubo cénico (0,2 mL) e aguardar
pelo menos 1 minuto com o tubo em posigao vertical, para que elas se depositem no
fundo do tubo;

* Retirar 90 yL de solugcdo sobrenadante, observando em lupa para nao retirar as
estruturas (tempo total de passagem em etanol 50 %: 2 minutos);

 Acrescentar 100 yL de solugéo de uso de Oil Red (filtrada) e deixar por 15 minutos em
temperatura ambiente;

* Retirar 90 pL de solucdo sobrenadante, observando em lupa;
+ Adicionar 100 yL de PBS 1 % BSA no tubo conico com as estruturas;

* Transferir o conteudo para a placa e lavar mais 2 X em PBS 1% BSA (gotas de 50 - 100
MuL);

* Montar as laminas com glicerina e cobrir com laminula;

* Visualizar em microscépio de campo claro, de acordo com a Figura 2.
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Figura 2. Demonstracédo de gotas lipidicas embrionarias apds coloragdo de blastocistos expandidos (BX) com QilRed O
e visualizagdo em microscopia 6ptica.

Analise do conteudo lipidico corado com OilRed O:

« Abrir o software ImageJ®, acionar o comando “Open” no menu “File” e selecionar
a imagem de interesse. Também é possivel selecionar uma sequéncia de imagens
usando o comando “Import” seguido de “image sequence” no menu “File” (interessante
caso haja muitas imagens para processar);

» Transformar a imagem para escala de cinza, pelo comando “type” seguido de “32-bit”,
no menu “Image” (também podem ser utilizados os comandos “8-bit” ou “16-bit”);

* Inverter a imagem, para que os pontos corados sejam mais luminosos e assim
detectaveis pelo ImageJ®. Utilizar o comando “Invert”, no menu “Image”;

* Abrir a fungao “Region of Interest” pelo comando “Tools” seguido de “ROI Manager”, no
menu “Analyze”;

* Selecionar a area da estrutura a ser analisada, com a ferramenta apropriada na barra
aparente do ImageJ® (“oval’, para imagens redondas, ou “polygon” ou “freehand” para
estruturas com outros formatos). Clicar em “Add”, no “ROI Manager”. A selegéo é feita
somente na imagem trabalhada (importante no caso de usar “image sequence”);

* Ajustar o limite de detec¢do no comando “Adjust” seguido de “Threshold”, no menu
“‘Analyze”. Alterar a entrada e saida do histograma de forma que o programa detecte
somente as areas coradas. Este ajuste deve ser o mesmo para todas as imagens
do experimento (caso nao se trabalhe com “image sequence”, gravar os valores para
repetir nas proximas imagens);

* Deixar o “Dark background” selecionado (disponivel apenas para algumas versdes do
software);

» Executar a calibragao efetuada clicando em “Apply”;

* Analisar utilizando o comando “Measure” contido no “ROI manager”. Os dados podem
ser salvos ou copiados para Excel.

IMPORTANTE: Para ter certeza de que a calibragao foi efetiva, recomendamos que seja
realizado um teste com pelo menos duas imagens, uma muito e outra pouco corada.
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Comparar os resultados de “Area Fraction” (fracdo de area corada) e “Mean” (média de
pixels) para garantir que refletem a deteccéo adequada.

Consideragoes finais

Apesar das vantagens proporcionadas pela Pive para a bovinocultura, ainda existe o desafio
da menor resisténcia desses embrides ao processo de criopreservagao, sendo que a alta
sensibilidade ao processo vem sendo associada ao maior acumulo de lipidios nas células,
predominantemente de TAGs. Embora a alta quantidade de lipidios seja um fator limitante
para a criopreservacao, existe a necessidade da presenca dessas estruturas devido a sua
importancia no fornecimento energético dentro de qualquer célula. Assim, essa relagao
entre conteudo lipidico e criotolerancia deve ser considerada nos diferentes protocolos
e sistemas de producgao in vitro, de maneira que analises simplificadas do conteudo de
lipidios dos embrides, como os protocolos sugeridos com uso do “OilRed O” ou BODIPY®
, contribuem nesse sentido e devem ser consideradas.

Ainda, relatos recentes sugerem que o estudo sobre conteudo lipidico deve ser expandido
para a composicao lipidica dos embrides e que essa questao é crucial para o sucesso da
criopreservagao. Aparentemente, as variagcdes na composicao lipidica ndo se resumem
apenas aorigem in vivo ou in vitro do embrido, mas também as subespécies e possivelmente,
as proprias racas utilizadas nos diferentes sistemas, mostrando a complexidade desse
processo metabdlico.
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