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“Conta certa lenda, que estavam duas criangas patinando num lago congelado.

Era uma tarde nublada e fria, e as criangas brincavam despreocupadas.

De repente, o gelo quebrou e uma delas caiu, ficando presa na fenda que se formou.

A outra, vendo seu amiguinho preso, e se congelando, tirou um dos patins e comegou a golpear o
gelo com todas as suas forgas, conseguindo por fim, quebra-lo e libertar o amigo.

Quando os bombeiros chegaram e viram o que havia acontecido, perguntaram ao menino:

- Como vocé consegquiu fazer isso? E impossivel que tenha conseguido quebrar o gelo, sendo tdo
pequeno e com méos téo frageis!

Nesse instante, um ancido que passava pelo local, comentou:

- Eu sei como ele conseguiu.

Todos perguntaram:

- Pode nos dizer como?

- E simples: - respondeu o velho.

- Ndo havia ninguém ao seu redor para lhe dizer que ndo seria capaz”

Albert Einstein



RESUMO

O forskolin eleva as concentragdes de adenosina monofosfato ciclica (CAMP) por meio
da ativacao da adenilato ciclase, induzindo lipdlise quimica em embrides produzidos
in vitro (PIV). Este componente vem sendo utilizado no cultivo in vitro como alternativa
para a melhoria da criotolerancia e, consequentemente, melhoria dos resultados de
gestacbes no campo. Essa revisdo sistematica e metanalise possui o objetivo de
levantar informacdes sobre as técnicas de producado In vitro de embribes e
criopreservagao, além disso, fazer um levantamento sobre a concentragédo do
Forskolin para melhorar a qualidade dos embrides bovinos produzidos in vitro (PI1V) e

congelados.

Palavras-chave: Delipidagao; Criotolerancia; Fertilizagao in vitro.



ABSTRACT

Forskolin elevates cyclic adenosine monophosphate (cAMP) concentrations through
the activation of adenylate cyclase, inducing chemical lipolysis in vitro produced
embryos (IVP). This component has been used in vitro cultivation as an alternative to
improve cryotolerance and consequently improve the results of pregnancies in the
field. This literature review aimed to raise information on in vitro embryo production
and cryopreservation techniques, in addition to surveying the use of Forskolin,
concentration and time, to improve the quality of bovine embryos produced in vitro
(IVP) and frozen.

Keywords: Delipidation; Cryotolerance; In vitro fertilization.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Formula quimica FOrskolin............cccooiiiiiiiiii e 28
Figura 2 - QUOROM diagrama de fluxo de instrugdo que ilustra a selecdo de ensaios

iNCluidos Na MetanaliSe. ............ceieiiiiiiiiecce e 42
Figura 3 - Forest plot considerando concentragdo de 10 UM ..........cooviiiiiiiiiiiiennnnns 46

Figura 4 - Forest plot considerando concentragdo de S UM ........ccooovviiiiiiiiiiiiiieeeennn. 47



LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS

AMPc — Monofosfato ciclico de adenosina
ATP — Trifosfato de adenosina

CIV — Cultivo In vitro.

CLA - Acido linoléico conjugado

CO2 - Dioxido de Carbono.

DNA — Acido desoxirribonucleico

EG - Etilenoglicol.

FIV — Fecundacao In vitro.

FSH — Hormonio Foliculo Estimulante.
GLY - Glicerol.

LH — Horménio Luteinizante.

MCI — Massa Celular Interna.

MIl — Metafase II.

MIV — Maturacéo In vitro.

N2 — Nitrogénio.

02 — Oxigénio.

OPU — Ovum Pick Up

PIV — Produgao In vitro.

PIVE — Producgao In vitro de Embrides.
PLCZ - 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase zeta-1
RNA — Acido ribonucleico

ROS — Reactive oxygen species

SFB: Soro Fetal Bovino.

SOF - Synthetic Oviductal Fluid

SUC - Sacarose

TAG - triacilglicerol

ZP — Zona pelucida

PG - Propilenoglicol

PES - Etossulfato de fenazina

NADPH — Fosfato de dinucledétido de nicotinamida e adenina



LISTA DE SIMBOLOS

Ml - Microlitros
MM — Micromolar

ng — Nanogramas



SUMARIO

1 INTRODUGAO ... seseese e seesessesesessesesessesseseseneasesasesessesasmaneanessssanennes 14
2 REVISAO DE LITERATURA ....ccoeeeeeeseeseeeeeeseesesssesessssasessessssasessessssasessessesasesnens 16
2.1 PRODUGAO IN VITRO ..ot neeeee s 16
2.1.1 MATURAGAO OOCITARIA ... oot eseeeee s eeeeeens 16
2.1.2 FERTILIZAGAO IN VITRO ... 17
2.1.3 CULTIVO IN VITRO ..ot seee oo 18
2.2 DIFERENGAS IN VIVO E IN VITRO ..o 19
2.3 GORDURAS NO METABOLISMO EMBRIONARIO.......o.. vt 21
2.4 ACUMULO DE LIPIDEOS INTRACITOPLASMATICOS (L) v..voveevereeevesereeens 22
2.5 CRIOPRESERVAGCAO DE EMBRIOES ......oovoeeoeeoeeeeeeee e 23
2.6 DELIPIDACAO CELULAR ..o oo 26
2.7 FORSKOLIN ...t eee e eeeee et e e e seeee e es s ee e seeeneeeens 27
3 CONSIDERAGOES FINAIS .......eeeeeeeeeseeseeeeeesessesssesesessasessessssasessessssasessessesaseanens 30
REFERENCIAS......coeeeeeeeeseeseeseeeseessesseaseasessssasessessssasessesasessessssssesessesasmasessessssasenes 31
CAPITULO 2.t eeeseee e seasesesesessesasesessssasessessssaseasessesassneasesssmaneasessesasmnens 39

ACAO DO FORSKOLIN NA FASE DE CULTIVO DA PRODUGCAO IN VITRO E SUA
IMPLICAGAO NA CRIOPRESERVAGAO DE EMBRIOES BOVINOS: METANALISE

.................................................................................................................................... 39
1] U] o ST 38
Y =33 17 Yo 39
INTRODUGAOD ........coeeieeeteeeereresceaeseesesasseeseesssessessssessesssssssssssessesssnsesssssssssesesssssnsns 40
METODO.........coeueeeeeeeteeeeaeseeassesesse e sassesssse et ssesssaesessssessssessssesesssassssasssssssenssssnsnnnn 41
RESULTADOS.......cooueeirteeeaeetessssseesessssssesessssssssssessssssssssssnssssssssssnssssssssnsssssssssnens 43
DISCUSSAOQ ......ecieeeceieceeseeres et sae e eassessssese et sse e sse e sssse s saesesassesenaesssassessnsessssnssnnn 47
CONGCLUSAOD ..ottt eses et eassessssessesesesssae s esesessssesssssssssssssssssssssssessssnsnnnn 49

= = Lo 50



CAPITULO 1

1 INTRODUGAO

A Producéo in vitro de embrides consolidou-se como a técnica de elei¢ao para
a producao de embrides bovinos, respondendo pelo maior percentual dos embrides
produzidos n&o apenas em racas zebuinas de corte, mas também nos demais
segmentos (VIANA et al.,, 2018). No ano de 2017, nos registros da Sociedade
Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS), o total de embrides produzidos in
vitro ultrapassou aqueles gerados in vivo 992.289 vs. 406.287, respectivamente. A
disponibilidade de sémen sexado, a partir de meados do ano de 2005, associado a
progressiva melhora na eficiéncia da PIVE, impulsionaram sua adoc¢ao (VIANA et al.,
2018).

Apesar dessas melhorias observadas nos ultimos anos, essa biotecnologia
ainda apresenta limitagdes quanto a taxa de producdo de blastocistos e a
criopreservagao de embrides, visto que, tais embrides sao de qualidade inferior aos
produzidos in vivo, em razao das condi¢des de producio in vitro ainda nao poderem
simular perfeitamente o ambiente natural (LONERGAN e FAIR, 2008).

A baixa eficacia dos processos de criopreservacao de embrides in vitro pode
estar relacionada a diversos fatores, como a alta concentracao de lipidios presentes
em embrides in vitro em comparagdo com embrides in vivo (CAMARGO et al., 2011);
0s meios utilizados para cultivo in vitro, como o soro fetal bovino (SFB) (SULDANO et
al., 2011); e as diferengas no metabolismo celular dos embrides produzidos in vitro
(COSTA et al., 2019)

Sendo assim, a extensao da crioinjuria depende do tamanho e da forma das
células embrionarias, bem como da permeabilidade da membrana e da qualidade e
sensibilidade dos embribes (SANCHES et al., 2013). Ou seja, os lipidios
intracitoplasmaticos afetam a taxa de viabilidade de embrides apdés o
descongelamento. O conteudo de lipidios nos embrides de ruminantes € bastante alto
no estagio inicial e diminui no estagio de blastocisto, resultando em uma redugao na
criotolerancia em embrides em estagio inicial em comparagdo com 0S
blastocistos (PANYABORIBAN et al., 2018).



A delipidacdo € um método para diminuir o conteudo de lipidios dentro dos
embrides, melhorar a taxa de desenvolvimento de embrides criopreservados até o
estagio de blastocisto e aumentar o total de células. Atualmente, varias técnicas de
delipidacado, incluindo micromanipulagao, centrifugacéo e delipidagdo quimica, tém
sido estudadas(PANYABORIBAN et al., 2018).

Desta maneira, como alternativa de delipidacdo quimica, o uso do Forskolin
tem sido usado em meios de cultura, a fim de aumentar a criotolerancia e a qualidade
pos-criopreservagao dos embrides. O Forskolin (7B-acetoxi-8,13-expoxi-1a, 63, 9a-
trinidroxi-Labd-14-en-11-ona C22H3407) é um diterpeno e um importante ativador da
adenilato ciclase, a enzima responsavel por elevar os niveis de AMPc intracelular, que
consequentemente ativa a proteina quinase responsavel pela agao da lipase nas
células (PASCHOAL et al., 2017). A utilizacdo deste composto tem o intuito de
melhorar a qualidade dos embrides apdés os processos de criopreservagcao de
embrides in vitro.

Portanto, o objetivo deste capitulo foi fazer uma revisao de literatura sobre a
produgdo in vitro de embrides e a utilizacdo de delipidadores para melhora na

criotolerancia de embrides bovinos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO IN VITRO

Os primeiros embrides produzidos in vivo no Brasil datam da década de 1980
e, no final da década de 90 o pais ja estava consolidado na produgao in vivo pela
transferéncia de embrides. No entanto, a producéao in vitro no pais ainda era restrita
as instituicbes de pesquisa, e para fins cientificos. Os primeiros nascimentos de
bezerros oriundos de embrides produzidos in vitro (PIVE) foram registrados no inicio
da década de 90, por grupos de pesquisa da Universidade Estadual Paulista (UNESP)
e da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) (GONCALVES E
VIANA, 2019).

Em contraste, na mesma época a PIVE ja era um mercado emergente na
Europa, Asia e Oceania, impactando nos totais mundial e permitindo que, em 1997,
se ultrapassasse a barreira dos 400.000 embrides produzidos (360.656 in vivo e
41.632 in vitro) (GONCALVES E VIANA, 2019).

Atualmente, o mercado mundial de embrides esta mudado. A producéao total
aumentou 197.8% (402.288 em 1997 vs. 1.198.048 em 2007). Além disso, a atividade
migrou da Europa para as Américas, e a producao de embrides in vitro tornou-se um
elemento chave para a posic¢ao relativa do Brasil no cenario mundial.

Em 2007 o pais ja era o maior produtor de embrides bovinos in vitro, com 48%
do total mundial (211.443/434.581), e foi o maior responsavel pelo crescimento de
10,5 vezes observado nesse segmento em relacdo a 1997 (VIANA, et al. 2012).
Paralelamente, observou-se um crescimento significativo na PIVE na América do
Norte e Europa nos ultimos anos (VIANA et al., 2018). Ainda assim, o Brasil segue
como referéncia no uso da PIVE, respondendo por 34,8% da produgéao global (VIANA,
2018).

Sendo assim, a produgado in vitro de embrides envolve trés etapas: (a)
maturacao in vitro (MIV) de ovécitos imaturos, (b) fertilizagao in vitro (FIV) de ovocitos

maturados, e (c) cultivo in vitro (CIV) de presumiveis zigotos

2.1.1 MATURAGAO OOCITARIA

Para a obtencdo de ovadcitos imaturos para a PIVE podemos lancar mao da

aspiracéo folicular transvaginal (Ovum Pick Up - OPU) in vivo, ou da coleta de ovarios



de abatedouro, principalmente para pesquisa. A origem folicular do oécito e a sua
qualidade ou competéncia tem influéncia significativa sobre o potencial de
desenvolvimento in vitro e sobre o nascimento de um descendente saudavel
(DUNNING et al., 2017).

A maturagao oocitaria € o processo pelo qual o oécito adquire competéncia
para fertilizacdo e desenvolvimento embrionario. Essa fase se inicia antes do
nascimento da mae. Ao nascimento da bezerra, o ovario possui foliculos primordiais
tendo o odcito parado na meiose na fase dipléteno da profase |. Nesta fase, ocorre a
regulagao da sintese de proteinas, concomitante com a formagao de organelas como:
mitocdndrias, ribossomos, granulos corticais e vesiculas contendo fontes energéticas,
diferenciando a célula em um gameta funcional. A retomada desta primeira meiose s6
sera concluida ao inicio da vida reprodutiva do animal, durante a puberdade, com
estimulacdo hormonal. O pico de LH pré-ovulatério, reinicia o processo meiético
adormecido, progredindo até a meiose I, quando acontece a extrusdo do primeiro
corpusculo polar. Nesta ultima fase ocorrem modificagdes nucleares e citoplasmaticas
que irdo, em conjunto, resultar na formagao de um gameta com capacidade de ser
fertilizado (LANDIM-ALVARENGA et al., 2006).

2.1.2 FERTILIZAGAO IN VITRO

A fecundagéao in vitro ocorre através da incubagédo de odcitos maduros com
espermatozoides capacitados, apds a fusdo das membranas e o emparelhamento dos
pro-nucleos feminino e masculino, origina-se o zigoto (OLIVEIRA et al., 2014)

In vivo, para que ocorra a fecundacao, o espermatozoide precisa percorrer o
trato reprodutivo da fémea até o oviduto ao encontro do odcito. Durante esse trajeto,
os espermatozoides sofrerdo modificacbes estruturais e bioquimicas, capacitagao,
tornando-se aptos a fecundacdo (GEORGADAKI et al., 2016). A capacitagao ocorre
quando o espermatozoide entra em contato com o fluido uterino onde ha moléculas
que desencadeiam as reacdes. Essas moléculas fazem selecdo, maturacdo e
manutencao na motilidade espermatica (OKABE et al, 2018).

In vitro, tenta-se mimetizar este processo. A selegdo espermatica, etapa cujo
objetivo é separar células moveis das ndo moveis, remover diluidores e crioprotetores
utilizados na criopreservacdo deste sémen, é feita, normalmente, através de

gradientes especificos ou técnica de swin-up. Ja a capacitagdo espermatica é feita



por substancias como a heparina, glicose, albumina sérica bovina e o bicarbonato
(PARRISH et al., 2014).

Ao entrar em contato com o oécito, na presenga de calcio extracelular, o
espermatozoide capacitado se liga aos receptores presentes na zona pelucida e sofre
a reacgao acrossdmica, com liberagao de enzimas proteoliticas que digerem a zona
pelucida do odcito, determinada pela fusdo das membranas plasmatica e acrossomal
(FLECHON et al., 2016).

Uma vez fecundado, sao liberados o material genético, organelas do gameta
masculino e moléculas de transcricdo. Uma dessas organelas € o centriolo, de origem
exclusiva paterna, € fundamental para as futuras divisées celulares do zigoto (INOUE
et al., 2018). O material genético sera descompactado e sera formado o pré-nucleo
masculino (SATHANATHAN et al., 2013). Ja para formacao do pré-nucleo feminino e
liberagao do segundo corpusculo polar faz-se necessario reiniciar a divisdo celular que
estava parada em meiose Il. Esse processo é desencadeado pela fosfolipase C zeta
(PLCZ), molécula presente no espermatozoide (SANDERS e SWANN, 2016).
Simultaneamente, ocorre o influxo de Ca+, também desencadeado pela PLCZ,
despolarizando a membrana plasmatica, tornando-a rigida e evitando a polispermia
(INOUE et al., 2018).

2.1.3 CULTIVO IN VITRO

O cultivo in vitro corresponde a etapa de desenvolvimento do zigoto até o
estadio de blastocisto expandido ou eclodido. Durante este periodo de
desenvolvimento pré-implantagdo que ocorrem eventos como ativagcédo do genoma
embrionario, processo de divisao celular, compactagéo dos blastdbmeros no estadio
de moérula e inicio da diferenciacdo embrionaria com a formacéao da blastocele (HOSHI
et al., 2003)

Esse desenvolvimento embrionario pode ser dividido em dois momentos:
inicial e tardio. Na fase inicial os embrides realizam poucas transcri¢gdes, utilizando
proteinas e RNA materno. Ja a fase tardia comega apds ativagcdo no genoma
embrionario, também chamado de transigdo materno-zigética, quando o embrido
comeca a traduzir o préprio genoma. Em bovinos essa transicdo acontece com 8 a 16
blastdmeros (GRAF et al., 2014; JIANG et al., 2014).



A formacao destes blastdmeros se da através das clivagens embrionarias e a
velocidade das clivagens interfere na qualidade do embrido, visto que, foi observado
que blastocistos que sofreram clivagens iniciais rapidas tinham taxa de apoptose
inferior aos de clivagens lentas, e contrapartida maior taxa de bloqueio embrionario
(GARCIA et al., 2015).

Alteracdes neste ambiente de cultivo podem comprometer as etapas de
clivagem, ativacdo do genoma embrionario no estagio de oito a 16 células,
compactacao da morula e formacao de blastocisto entre os dias seis e sete apds a
FIV (LONERGAN et al., 2003). O meio base de cultivo com melhores resultados de
desenvolvimento embrionario € o Synthetic Oviductal Fluid (SOF), desenvolvido com
base no fluido do oviduto de ovelhas, podendo conter ou ndo Soro Fetal Bovino (SFB),
a adicao do SFB é um fator importante no cultivo in vitro de embrides bovinos por
acelerar o desenvolvimento de mérula e blastocisto (MACHATY et al., 2012).

No entanto, a adicdo de SFB tem sido apontada como o principal responsavel
pelas diferencas morfoldgicas e fisioldgicas em embrides PIV, como por exemplo, o
aumento no numero e tamanho dos granulos lipidicos (RIZOS et al., 2003).

O tempo de cultivo in vitro varia de 7-9 dias dependendo do objetivo,
normalmente controla-se a temperatura a 38 °C, e varia-se a atmosfera entre baixa
tensdo de oxigénio (5% de 02, 5% de CO2 e 90% de N2) ou alta tensao de oxigénio
(5% de CO2, em ar (20% de O2). A avaliacao da taxa de formacgao de blastocisto para
transferéncia ou criopreservacao é realizada rotineiramente no dia 7. Para taxas de
eclosdo as avaliagbes podem ser feitas até o dia 9. A eclosdo € um processo onde a
zona pelicida (ZP) se rompe liberando o blastocisto eclodido antes da implantagdo. E
um fator importante para avaliar a qualidade do embrido (BELAKIER et al., 2012),
assim como o numero de células nos blastocistos pode ser um indicador importante

da sua qualidade e implantacao (DU QY et al., 2016)

2.2 DIFERENGCAS IN VIVO E IN VITRO

Apesar de blastocistos bovinos serem produzidos com algum sucesso sob
uma ampla gama de condigdes de cultivo in vitro, a PIV em seu estado atual de
desenvolvimento claramente fornece condicdes abaixo do ideal. E esperado que
embrides PIV possuam qualidade inferior aos produzidos in vivo, pois as condi¢des

de PIV ndo conseguem simular perfeitamente ao ambiente encontrado in vivo



(LONERGAN & FAIR, 2008). Algumas das principais limitacbes estdo relacionadas
com anormalidades morfologicas e metabdlicas do embrido PIV, que os tornam mais
sensiveis a criopreservagao, visto que, a qualidade ¢ influenciada por varios fatores
incluindo: tempo, temperatura, composi¢cao dos meios de cultura e o oxigénio (VERMA
et al., 2018)

Sabe-se que os embrides possuem as células embrionarias trofoblasticas, e
entre estas células existem jungdes comunicantes tanto nos embrides PIV como nos
embrides produzidos in vivo (BONI et al., 1999). No entanto, estas aparecem em maior
numero em embrides produzidos in vivo. Em funcao disso, os embrides produzidos in
vivo apresentaram uma melhor comunicacdo entre seus blastdbmeros quando
comparados aos embrides PIV. Abe et al. (1999) também observaram que os
embrides PIV apresentam microvilosidades mais curtas e menos numerosas; espago
perivitelinico mais estreito contendo fragmentos e debris celulares; zona pelucida (ZP)
mais fina e com uma camada externa mais porosa; e maior quantidade de gotas
lipidicas citoplasmaticas em relagado aos embrides produzidos in vivo (PASCHOAL et
al., 2014).

Estas diferengas parecem ser agravadas ou minimizadas conforme o tipo de
cultivo utilizado. Embriées bovinos fertilizados in vitro, mas cultivados in vivo tiveram
a mesma criotolerancia que os embrides produzidos inteiramente in vivo. Ja os
embrides produzidos inteiramente em placa apresentaram menor criotolerancia
(LONERGAN et al., 2003), sugerindo que a redugédo na criotolerancia parece estar
associada as alteragbes nas condigdes do cultivo embrionario. (PASCHOAL et al.,
2014)

Com relacao aos baixos indices de embrides PIV, pode-se dizer que um dos
fatores agravantes é o soro fetal bovino (SFB) presente em quase todos os meios de
cultivo in vitro (CIV) e € bem provavel que esse SFB aumente o lipidio citoplasmatico,
influenciando na qualidade dos embrides e reduzindo sua sobrevivéncia apos a
criopreservagdo. Como é quase impossivel de produzir embrido na auséncia total
desta proteina, que € um fator importante no CIV de embrides bovinos, pois este
acelera o desenvolvimento de mérula e blastocisto, uma alternativa seria modificar as
condigdes de cultivo (MEN et al., 2006; PASCHOAL et al., 2012; Paschoal et al, 2015).



2.3 GORDURAS NO METABOLISMO EMBRIONARIO

Os lipidios s&o biomoléculas essenciais das células, como um componente da
membrana plasmatica, eles também estao diretamente envolvidos na transdugao de
sinal como mediadores de lipidios, incluindo fosfatidilinositois, esfingolipidios e
eicosanoides. Lipidios também desempenham papéis importantes em uma série de
processos biologicos essenciais, incluindo proliferagdo celular, migragao,
diferenciagcdo, quimiotaxia, pinocitose sobrevivéncia e alteragdes metabdlicas.
Lipidios potencialmente servem como moléculas de sinalizagdo que ajudam a
coordenar eventos fundamentais durante o desenvolvimento embrionario, sua
implantacao e crescimento pés-implantacdo (SUDANO et al., 2016)

Normalmente, durante o desenvolvimento embrionario inicial o metabolismo
energético € baixo, a partir da ativacdo do genoma embrionario esta demanda
aumenta e atinge seu pico durante a blastulagao, em funcédo da intensificagcdo na
sintese proteica e atividade dos sistemas de transportes de ions, sendo assim, faz-se
necessario maior aporte de adenosina trifosfato (ATP). O principal substrato para
producdo desta energia vem da acetilcoenzima A proveniente do metabolismo de
carboidratos, proteinas e acidos graxos (THOMPSON et al., 2000).

Os principais lipidios fornecedores de energia as células sao os triacilglicerois
(TAG), cerca de 95% desta energia provem dos trés acidos graxos. Os triacilglicerois
sdao os mais abundantes no citoplasma das células dos mamiferos e estao
armazenados na forma de goticulas. Esses lipidios tém como principal funcdo o
armazenamento de energia para oocitos e embrides durante os processos de
maturacgao, fertilizagdo e desenvolvimento embrionario inicial, através da oxidagéao dos
acidos graxos para producao de ATP (AARDEMA et al., 2011).

Os TAG sao metabolizados primeiramente pela lipase, ela atua liberando o
grupamento glicerol, este é fosforilado pela glicerol-cinase e origina o glicerol-3-fosfato
que é oxidado a diidroxiacetona-fosfato. Entdo, a triose-fosfato-isomerase age
convertendo-a em gliceraldeido-3-fosfato que é oxidado na glicélise. Ja os acidos
graxos serao oxidados nas mitocéndrias (NELSON e COX, 2018).

Para que os acidos graxos sejam oxidados, € necessario que sejam
convertidos em uma forma ativada (acil graxo-coA) pela enzima acil-coA-sintetase,
produzindo uma acil graxo-coA, AMP e pirofosfato. Este acil graxo-coA é transportado

para dentro da mitocéndria ligado ao grupo hidroxil da carnitina (NELSON e COX,



2018). Dentro da mitocdndria, a carnitina-acil-transferase Il regenera o acil graxo-coA,
liberando a carnitina (DUNNING et al., 2012; SUTTON-MCDOWALL et al., 2012).
Entdo, esse acido graxo sera beta-oxidado, ou seja, os acidos graxos sofrem ciclos
de remogédo oxidativa da sua cadeia carbonada, gerando moléculas de acetil-coA.
Quando se trata de cadeias impares de acidos graxos, o ultimo ciclo ira gerar uma de
acetil-coA (2 carbonos) e uma molécula de 3 carbonos chamada de propionil-coA, que
sera oxidada em succinil-coA a qual é utilizada no ciclo de Krebs e cadeia respiratoria
(NELSON e COX, 2018).

Ha uma variagdo muito grande na quantidade e tipo de acidos graxos que
compde os lipidios presentes nos odcitos e embrides das diferentes espécies. Uma
das hipoteses adotadas para explicar a quantidade de lipidios nos odcitos e embrides
€ de que quanto maior for o tempo entre a ovulagao e a implantagdo embrionaria, mais
energia para sua manutencdo é necessaria, dessa forma a quantidade de lipidio
acumulado seria maior nestas espécies (STURMEY et al., 2012). Odcitos e embrides
murinos contém pouca quantidade de lipidios (LOEWENSTEIN e COHEN, 1964), e
os felinos, caninos (GURAYA, 1965), suinos, bovinos e ovinos (MCKEEGAN e
STURMEY, 2012) apresentam grande acumulo lipidico em seus odécitos e embrides.

Durante a oogénese, desde a progressao do foliculo primordial até o estadio
de metafase Il ocorrem muitas modificagdes, envolvendo periodos de crescimento e
de alteracdes nucleares e citoplasmaticas, havendo varios momentos em que os
oocitos podem acumular esses lipidios afim de manter a produgdo de energia
(STURMEY et al., 2009).

2.4 ACUMULO DE LIPIDEOS INTRACITOPLASMATICOS (LI)

A producgao de energia via metabolizagdo de carboidratos pelos odcitos e
embrides € bem conhecida. Porém, os embrides em pré-compactagao tém pouca
capacidade de utiliza-la (SUTTON-MCDOWALL et al., 2012). Além disso, a oxidagao
completa de uma molécula de glicose produz cerca de 30 moléculas de ATP. Em
contrapartida a oxidagao completa do acido graxo palmitato, por exemplo, gera 106
moléculas de ATP (DUNNING et al., 2012). Ap6s a maturagcdo, a quantidade de
lipidios se mantém estavel durante a fertilizagdo até a fase embrionaria de oito células.

No entanto, o elevado conteudo de lipidios acumulados durante o cultivo in vitro atribui



menor criotolerancia aos embrides, o que dificulta a criopreservacdo e,
consequentemente, sua comercializagado (SUDANO et al., 2016).

Durante o cultivo in vitro o metabolismo de lipideos apresenta marcada
influéncia no desenvolvimento, qualidade e na morte celular dos embrides. Sabe-se
que embrides cultivados em atmosfera com baixa tensdo de oxigénio (5%) ou na
auséncia de soro fetal bovino apresentam alteragdo de fosfatidilcolinas (fosfolipidio
constituinte de membrana celular) e maiores concentragbes de acido oleico
(FERREIRA et al.,, 2009). Blastocistos bovinos obtidos in vivo apresentam
concentragao em torno de 33 + 0,70 ng de triglicerideos, valores que sdo semelhantes
aos de embrides cultivados sem SFB. Embrides cultivados na presenca de soro fetal
(10%) no estagio de quatro até oito-células tem concentragao aproximada de 34 ng.
No entanto, ha um incremento do estadio de oito-células até blastocisto eclodido (Be)
atingindo concentracao de 62 + 1,14 ng (HONNOR et al., 1985).

Os mecanismos que explicam esse aumento ndo estdo completamente
elucidados, mas ha a hipotese de internalizacao das lipoproteinas presentes no SFB
pelas células embrionarias (ABE e HOSH, 2003); a presencga do soro durante o cultivo
alteraria a B-oxidagdo em fungao de uma alteragao da fungéo mitocondrial (CROSIER
et al., 2001; ABE et al., 2002); e o embrido seria induzido a realizar uma neo-sintese
de triglicerideos em fung¢ao da presencga do soro (PASCHOAL et al., 2014).

Os niveis de lipidios citoplasmaticos observados em embrides PIV podem
também estar relacionados com a quantidade e qualidade de mitocbndrias existentes
nos blastdmeros. De acordo com Crosier, et al. (2001), o aumento dos granulos
lipidicos esta diretamente associado a uma redugdo no numero de mitocondrias
maduras. Esta afirmativa foi confirmada por Abe et al. (2002) que observaram que
embrides cultivados na presenca de SFB, apresentaram um acumulo de mitocondrias
imaturas juntamente com um excessivo aumento de gotas lipidicas. Tal associagao
seria explicada pela incapacidade destas mitocdndrias em metabolizar normalmente
os lipidios. (PASCHOAL et al., 2014).

2.5 CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES

A criopreservagao de embrides tem sido uma ferramenta muito util para
embriologia, desde 0 seu primeiro sucesso com embrides de camundongo em 1972

(WHITTINGHAM et al., 1972). Contudo, o primeiro animal nascer apds o transplante



de embrides congelados e descongelados foi um bezerro (WILMUT e ROWSON,
1973). Esta tecnologia € o melhor método para a preservagédo a longo prazo de
recursos geneéticos animais. O uso de criopreservagdo também é essencial para
realizagao da transferéncia de embrides com reduzido custo, evitando problemas de
bem-estar animal € com um risco minimo de transmissdo de doencas. A
criopreservagao visa manter o metabolismo celular em estado de quiescéncia,
tornando possivel a conservagao de células por tempo indeterminado (SARAGUSTY
E ARAV, 2011).

Atualmente, existem dois métodos de criopreservacdo de gametas:
congelamento lento e vitrificagdo. O congelamento lento tem a vantagem de usar
baixas concentragdes de crioprotetores, que estdo associadas a toxicidade quimica
e choque osmatico . A vitrificacdo € um método rapido, que reduz a sensibilidade ao
resfriamento e os danos de cristalizacdo causados as células (ARAV et al., 2014)

Por muitos anos o congelamento lento foi o método de escolha para a
criopreservacao de embrides no lugar da vitrificagcao. Isso ocorreu porque a vitrificagéo
necessitava altas concentracbes de crioprotetores e amostras de volume
relativamente altas (ARAV et al.,, 2014). Conforme foi desenvolvido o método
“tamanho minimo de gota”, tamanho minimo que mantinha os odcitos ou embrides
sem danos devido a dessecacdo, passaram a usar os métodos de vitrificagdo. O
volume usado para a vitrificagao ficou na faixa de 0,07 pyL (70 nL) e a concentragao
da solugao de vitrificagao foi cerca de 50% menor para vitrificagao de grande volume
(ARAV et al., 2014).

A vitrificagdo pode ser dividida em duas categorias: técnicas de superficie e
técnicas de tubulagdo. Cada um desses dois grupos tem suas vantagens
especificas. Nos métodos de superficie, pode ser controlado o tamanho da gota, uma
alta taxa de resfriamento é obtida porque esses sistemas sao abertos e ha uma
exposigao direta as solu¢des de aquecimento. Ja nos sistemas de tubulagao existe a
vantagem de atingir altas taxas de resfriamento em sistemas fechados, tornando-os
mais seguros e faceis de manusear. A diminuigdo do volume vitrificado e o0 aumento
da taxa de resfriamento permitem uma diminuicdo moderada na concentragdo de
crioprotetores de forma a minimizar seus efeitos toxicos e osméticos (YAVIN et al.,
2009).

Além das injurias causadas pela técnica, existem diferencas consideraveis de

eficiéncia dependendo do estagio, espécie e origem (produzido in vivo ou in vitro). O



sucesso da criopreservagao depende muito da qualidade dos blastocistos. Embrides
classificados como grau | ou Il apresentam alteragdes ultra estruturais leves apos
criopreservagao. Atualmente existem dificuldades de criopreservacédo devido a baixa
criotolerancia do embrido PIV. Os embrides PIV apresentam maior sensibilidade a
criopreservagao que embrides in vivo. A média de concepgédo e nascimentos de
ovacitos e embrides vitrificados € menor do que nao vitrificados. A maior perda ocorre
antes dos 45 dias de gestagdo devido principalmente a crioinjuria sofrida pelos
embrides durante o processo de congelamento e reaquecimento (DIESEL, 2018)

De fato a criopreservagao causa danos as células como: fraturas do
citoesqueleto, alteragbes ultra estruturais decorrentes de desorganizagao de
filamentos de actina; alteragdo na distribuicdo de organelas, incluindo areas sem
organelas citoplasmaticas e complexo de Golgi localizado longe do nucleo; alteracao
do padréao de distribuicdo e atividade mitocondrial; presenga de grandes vesiculas;
diminuicdo de jungdes intercelulares; atraso na retomada de sintese de proteinas;
mudangas nos niveis de expressao génica; danos no DNA e alteragdo no “imprinting”
génico. Estas crioinjurias podem indicar estresse oxidativo adicional durante a
criopreservacéao (DIESEL, 2018).

Os fatores que séo suspeitos de comprometer a criotolerancia de embrides
resultante dos procedimentos de PIV pode ter sua origem no metabolismo aberrante
de odcitos e embrides durante a cultura, levando a um alto teor de lipidios
citoplasmaticos com diferentes arranjos de padrdo de goticulas de lipidios e as
alteracdes na estrutura microtubular, bem como a relagao volume / superficie que
influencia a penetracao de crioprotetores (SEIDEL et al., 2006)

Em temperaturas fisiolégicas, as goticulas lipidicas estdo geralmente em uma
fase fluida, proporcionando elasticidade as membranas e estruturas intracelulares. No
entanto, apds o resfriamento e abaixo da transicao de fase lipidica principal, a taxa de
difusdo das moléculas hidrofébicas e a permeabilidade das membranas séao
diminuidas, levando a rigidez das membranas, redistribuicdo de lipidios intracelulares
e potencialmente perturbacdo de organelas associadas a goticulas de lipidios
(SUDANO et al., 2011) Além disso, o grau de saturagado lipidica varia entre as

espécies, racas e estadios embriolégicos (BALDOCEDA et al., 2016).



2.6 DELIPIDACAO CELULAR

Os lipidios sédo essenciais para a geracéo de ATP via fosforilagao oxidativa na
mitocdndria. Embora fosforilagdo oxidativa seja uma parte vital do metabolismo, ele
produz espécies reativas de oxigénio (ROS), como superéxido e perédxido de
hidrogénio, que levam a peroxidagéao lipidica, bem como a propagacao de radicais
livres, apoptose e disfungdo mitocondrial (YIN et al., 2015).

Os ovécitos e embrides de bovinos e suinos sao caracterizados por grandes
quantidades de conteudo lipidico, armazenado principalmente sob a forma de
goticulas no citoplasma. A maioria das gotas lipidicas em blastocistos produzidos in
vivo ocorre na massa celular interna (MCIl) e ndo nas células trofoblasticas, ao
contrario dos embrides PIV. Além do aumento de gotas de lipidios ocorre distribuicao
uniforme no trofoblasto e MCI, o que pode indicar desequilibrio no metabolismo
mitocondrial, com menor utilizacdo das reservas de gordura (SUDANO et al., 2012)

Na tentativa de melhorar a qualidade dos embrides para criopreservagao
diminuindo os acidos graxos algumas metodologias como a redugdo mecanica e
quimica dos lipideos ja foram utilizadas em embrides de mamiferos (OGAWA et al.,
2010).

A centrifugacdo e a delipidacdo por micromanipulagédo, técnicas de
delipidacdo mecanica, foram empregadas em embrides bovinos e suinos no estadio
de quatro a oito células. Para a remogao mecanica, os embrides sdo centrifugados
fazendo com que as goticulas de lipideos se polarizem em uma extremidade do
citoplasma (MEN et al., 2008). Através da centrifugagdo, também é possivel a
completa remogao das goticulas do citoplasma para o espacgo perivitelineo. Apds a
polarizacdo ou extrusdo das goticulas do citoplasma, € possivel remové-las com o
auxilio do micro manipulador. Ja a delipidagao quimica pode ser feito pela exposig¢ao
das células a substancias delipidantes (HARA et al., 2005).

Atualmente a delipidagdo mais utilizada é através de lipdlise quimica
utilizando cofatores que aumentam a utilizagdo, reduzem a captacao e sintese de
acidos graxos pelas células. Substadncias como o etossulfato de fenazina (PES)
(BARCELO-FIMBRES, 2008), Forskolin (PANYABORIBAN et al., 2018), L-carnitina
(LIANG et al., 2020) e isébmeros do acido linoléico conjugado (CLA) (CARVALHO et

al., 2019) tém sido estudadas.



O 4&cido linoléico conjugado altera o perfil dos acidos graxos durante a
maturagao, inibindo a expressao de genes que codificam para enzimas lipogénicas e
reduzindo o teor de lipidios, enquanto melhora a criorresisténcia, especialmente
quando meios contendo soro fetal bovino s&o usados (CARVALHO et al., 2019).

A cultura de embrides na presenga de etossulfato de fenazina (PES) diminuiu
significativamente seu conteudo lipidico. O PES é um aceptor de elétrons que oxida
NADPH em NADP, o que aumenta o fluxo de glicose através da glicélise e da via da
pentose fosfato, diminui o acumulo de lipidios em embrides bovinos produzidos in
vitro, € aumenta a sobrevivéncia do embrido apds a criopreservacédo em relagao aos
controles (BARCELO-FIMBRES et al., 2008)

L-carnitina serve como um veiculo intra-mitocondrial para a transferéncia de
acidos graxos de cadeia longa dentro da mitocéndria para oxidacao (3, o transporte de
grupos acil de cadeia curta e média do peroxissomo para a mitocondria, a regulagéo
de acil-CoA / livre intracelular Razao de CoA e a remocao de residuos de acila toxicos
da mitocondria. Além disso, protege a célula de danos ao DNA, minimiza o insulto ao
citoesqueleto dos odcitos e atua como um antioxidante para prevenir a apoptose
embrionaria. L-carnitina promove o metabolismo lipidico, bem como a produgao de
ATP na célula animal e foi relatado como um potente antioxidante com poucos efeitos
colaterais (LIANG et al, 2020)

O mecanismo de delipidacdo do Forskolin estimula os niveis intracelulares de
AMP ciclico (AMPc) em sistemas celulares. Quando a célula contém altos niveis de
cAMP, a lipase estimula a adenilato ciclase. A lipase é hidrolisada entre os acidos
graxos e a regiao do glicerol dos triacilgliceréis dentro do embrido. (PANYABORIBAN
et al., 2018).

2.7 FORSKOLIN

O Forskolin (7_-acetoxy-8,13-epoxy-1_,6_,9 -trihydroxylabd-14-ene-11-one)
€ um diterpeno, um produto natural complexo, que se tornou uma ferramenta de
pesquisa padrao em biologia (Figura 1). Este diterpeno, extraido das raizes de Coleus
forskohlii, mostrou ser um estimulador alostérico de adenilil ciclases (ACs) ligadas a
membrana geradoras de AMPc. Essas enzimas estdo envolvidas na agéo de varias
moléculas pequenas, mais notavelmente aqueles que afetam os receptores acoplados
a proteina G (GPCRs) (HYLSE et al., 2017)



A substancia é capaz de ativar a adenilato ciclase (ATP pirofosfato-liase) em
cultura de tecidos. O Forskolin causa uma elevacdo do AMP ciclico, estas
concentragdes celulares aumentadas de AMPc ativam as lipases enddgenas através
da via AMPc / proteina quinase, causando lipdlise do triacilglicerol (revisado em

Honnor), ocorrendo a liberagéo de acidos graxos + glicerol (CUELLO et al., 2013)

Forskolin (1)

Figura 1 - Formula quimica Forskolin

O excesso de lipidios intracitoplasmaticos em embriées PIVE continuam sendo
o fator mais importante afetando a taxa de sucesso da criossisténcia em embrides
apos o descongelamento. O conteudo de lipidios nos embrides PIV de ruminantes é
bastante alto no estagio inicial e diminui no estagio de blastocisto, resultando em uma
reducao da criotolerancia em embrides em estagio inicial em comparagao com os
blastocistos. Esse problema pode ser resultado da absorgédo de lipidios do soro no
meio de cultura pelo embrido, o que pode afetar o metabolismo mitocondrial das
células embrionarias (LERQY et al., 2005)

Os métodos de delecao parcial de lipideos sao de grande interesse para
criopreservar embrides com maiores conteudos lipidicos, pois diminuem a chance de
lesbes em organelas durante o processo de desidratagdo, criopreservagao e
descongelamento (CUELLO et al., 2013). A estimulagdo quimica da lipdlise com
Forskolin tem sido sugerida como método alternativo para melhorar taxas de sucesso
da vitrificagdo para embrides produzidos in vitro, ja que reduz o conteudo lipidico de
ovocitos de suinos (CUELLO et al., 2013) e de blastocistos (MEN et al., 2006).

O Forskolin foi usado pela primeira vez para reduzir o conteudo de lipidios em
embrides de suinos. Embrides suinos tratados com Forskolin tiveram maior tolerancia

ao congelamento e taxa reduzida de apoptose. Este foi capaz de reduzir o acumulo



de lipidios em embrides de blastocisto bovino, proporcionando resultados promissores
de desenvolvimento embrionario aprimorado e fertilidade (PASCOAL et al., 2017).
Entretanto, ainda ha uma caréncia de estudos elucidem qual a melhor concentragao

e periodo de exposi¢cdo ao componente.



3 CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados disponiveis na literatura levam a crer em resultados reprodutivos
mais favoraveis a suplementacdo com o delipidador quimico Forskolin, tento efeito
efetivo na reducao do conteudo intracitoplasmatico de lipideos. A adicdo ao meio de
cultivo eleva a taxa de produgéo in vitro de embrides bovinos, tornando-os mais
tolerantes as injurias causadas pela criopreservagao.

Respeitando os limites éticos, espera-se que estudos bem desenhados no
futuro somem dados aos até entdo disponiveis, que fornecam as evidéncias
necessarias para o incremento do componente na rotina laboratorial de reproducéao

assistida nos dias de hoje.
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CAPITULO 2

ACAO DO FORSKOLIN NA FASE DE CULTIVO DA PRODUGAO IN VITRO E SUA
IMPLICAGAO NA CRIOPRESERVAGAO DE EMBRIOES BOVINOS: METANALISE

RESUMO

Melhores taxas de reexpansao embrionaria e implantacao foram relatadas apos o uso
de Forskolin durante a cultura de embrides, principalmente devido a reducido de
lipidios intracitoplasmaticos que acarretam melhora na criopreservagao. No entanto,
alguns estudos divergem sobre os efeitos. Portanto, o objetivo desta meta-analise foi
avaliar o efeito do Forskolin nos resultados de trabalhos que realizaram a cultura
embrionaria in vitro com o componente. Para comparar os resultados dos trabalhos
dos grupos com Forskolin e controle foi usado o método multivariado da maxima
verossimilhanca restrita (REML), para identificar heterogeneidade entre os estudos foi
usado o teste Q, e para quantificar a heterogeneidade foi usada a estatistica /2. Com
base na analise estatistica dos resultados dos trabalhos anteriores infere-se que os
embrides cultivados com Forskolin na concentracao de 10 uM tem chance de
reexpansao 71% maior que no controle, com intervalo de 95% de confianga entre 27%
e 132%, e ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os embrides tratados
com Forskolin na concentracdo de 5 pM e controle em relagcdo a chance de

reexpansao embrionaria.

Palavras-chave: Delipidagao; Criotolerancia; Fertilizagao in vitro.

ABSTRACT

Better rates of embryonic re-expansion, implantation have been reported after the use
of Forskolin during embryo culture, mainly due to the reduction of intracytoplasmic
lipids that lead to improved cryopreservation. However, some studies differ on the
effects. Therefore, the objective of this meta-analysis was to evaluate the effect of
Forskolin on the results of studies that performed in vitro embryo culture with the
component. The restricted maximum likelihood multivariate method (REML) was used

to compare the results of the studies in the Forskolin and control groups, the Q test



was used to identify heterogeneity between the studies, and the 12 statistic was used
to quantify heterogeneity. Based on the statistical analysis of the results of previous
studies, it is inferred that embryos cultured with Forskolin at a concentration of 10uM
have a 71% greater chance of re-expansion than in the control, with a 95% confidence
interval between 27% and 132%, and not there is a statistically significant difference
between embryos treated with Forskolin at the concentration of 5uM and control in

relation to the chance of embryonic reexpansion.

Keywords: Delipidation; Cryotolerance; In vitro fertilization.

INTRODUGAO

A producao in vitro de embrides é uma tecnologia amplamente consolidada no
mercado de reprodug¢ao de bovino. De acordo com a International Embryo Transfer
Society (VIANA, 2019), a maioria dos embrides bovinos no mundo (68,7%) sao
produzidos por fertilizagdo in vitro. Contudo, a disponibilidade dos embrides
produzidos é baixa por dificuldade de conservagédo e transporte. Por isso, grande
esforco tem sido investido no desenvolvimento de um protocolo eficiente para
criopreservacao de embrides bovinos.

Para otimizar a técnica, a utilizacdo dos delipidadores quimicos durante o
cultivo de embrides tem sido objeto de estudo, visto que, sugere-se que os embrides
FIV sdo menos resistentes aos métodos de criopreservagdo em comparagao com
embrides produzidos in vivo devido a maior quantidade de lipidios decorrente as
condigdes de cultura (ABE et al., 2002).

Os lipidios, principais moléculas de armazenamento de energia intracelular,
apos serem absorvidos pelas células somaticas sdo quebrados, os acidos graxos séo
esterificados em triacilglicerol (TAG) e ésteres de colesterol e armazenados como em
goticulas (CARRO, M. et al.,, 2013). Durante o metabolismo da gordura, via
fosforilagao oxidativa, gera-se estresse oxidativo que levam a peroxidacgao lipidica,
bem como a propagacgao de radicais livres, apoptose e disfungdo mitocondrial (YIN et
al., 2015).



Todo esse dano é acentuado pela criopreservagcdo que causa fraturas do
citoesqueleto, alteragdes ultraestruturais decorrentes de desorganizagcdo de
filamentos de actina; alteragdo na distribuicdo de organelas, incluindo areas sem
organelas citoplasmaticas e complexo de Golgi localizado longe do nucleo; alteragéo
do padrao de distribuicdo e atividade mitocondrial; presenga de grandes vesiculas;
diminuicdo de jungdes intercelulares; atraso na retomada de sintese de proteinas;
mudancgas nos niveis de expressao génica; danos no DNA e alteragao no “imprinting”
génico. Além disso, em temperaturas fisiologicas, as goticulas lipidicas estao
geralmente em uma fase fluida, proporcionando elasticidade as membranas e
estruturas intracelulares. No entanto, apds o resfriamento a taxa de difusdo das
moléculas hidrofébicas e a permeabilidade das membranas sao diminuidas, levando
a rigidez das membranas, redistribuicdo de lipidios intracelulares (SUDANO et
al., 2011), bem como a relagdo volume/superficie que influencia a penetracéo de
crioprotetores (SEIDEL et al., 2006)

A capacidade de um embrido sobreviver a criopreservagao € uma preocupagao
para comercializacdo. Sendo assim, a utilizacdo de compostos que diminuem a alta
concentragéo de lipidios € uma alternativa. A adigdo da Forskolin (7-acetoxi-8,13-
expoxi-1,6,9-trihidroxi-Labd-14-en-11-ona, C22H3407), que é derivada da familia dos
diterpenos, causa uma elevacédo do AMP ciclico, ativando as lipases enddgenas
através da via AMPc/proteina quinase, causando lipdlise do triacilglicerol, ocorrendo
a liberacao de acidos graxos + glicerol (CUELLO et al., 2013).

Entdo, o objetivo deste estudo foi, a partir de uma reviséo sistematica, avaliar
o efeito da adicdo de Forskolin durante o cultivo in vitro de embrides na
criopreservagao, avaliando as taxas de reexpansdo do blastocele apds
criopreservagao de embrides bovinos PIV, com isso desenvolver uma metanalise dos

resultados dos trabalhos selecionados na revisao.

METODO

A revisao sistematica utilizada nesta metanalise foi feita com todos os estudos
publicados disponiveis que avaliaram os efeitos de concentragdes de Forskolin em
cultura embrionaria bovina correlacionando com as respectivas taxas de reexpansao.
Os ensaios com a utilizacdo de Forskolin em maturacao de odcitos e fertilizagao de

embrides ndo foram incluidos.



Os dados relevantes para o trabalho foram extraidos por um pesquisador por
meio de ficha padronizada, elaborada a partir da identificacdo dos dados mais
relevantes para o trabalho, contendo informagdes sobre autor, ano da publicagao e
desenho do estudo. As estratégias de busca incluiram pesquisas online nas bases de
dados Scielo, Capes Periddicos, Pubmed, BVS, Lilacs, Ccochrane, Wiley online base,
sem restricdo de idioma, de 1980 a 2022. Foram usados os seguintes titulos de
assuntos médicos e palavras de texto: embryo, bovine, Forskolin. O principal critério
de inclusao a partir da leitura dos resumos dos trabalhos foi: Utilizacdo do Forskolin

em cultura embrionaria in vitro bovina para avaliar criopreservagéo.

Publicagdes recuperadas em estratégia
de busca: (n=1605)

Artigos excluidos com base no titulo &

| abstrato (geralmeante devido a falta de

l adequacdn do desenho do estudo ou
intervencdo): (n=1597)

Estudos incluidos (com ou sem dados de
resultado apropriados): (n=8)

| Estudos incluidos na revisdo sistematica,
l + mas sem evento utilizavel: (n=2)

Oliveira (2021)
Barcelo-Fimbres (2010}

Estudaos incluidos: (8)

| (Os artigos se fundiram em estudos
" {mais publicaces de estudos individuais
agrupados): (n=1)

Paschoal, D. M. (2011}
Artigos elegiveis para meta-analise:
(n=5)

Paschoal, D. M. (2014}
PAnvakeriban, S. (2018)
Paschoal, D.M. {2017)
Sanches, B.V. [2013)

Mengghsl, M. (2017)

Figura 2 - QUOROM diagrama de fluxo de instrugéo que ilustra a selecdo de ensaios incluidos na
metanalise.

Entre os oito trabalhos selecionados dois foram descartados: um por utilizar

coquetel de delipidadores na cultura, portanto nao sendo possivel estimar o efeito da



forscolina de forma isolada, e outro por impossibilidade de acesso ao texto completo.
Por fim, mais um trabalho foi excluido por reutilizar dados de outro trabalho ja incluso
neste estudo. Assim, apds revisdo sistematica, foram selecionados 5 artigos,
publicados entre 2013 e 2018, para realizacdo da metanalise. Para estimar a razdo
de chances (odds ratio) do Forskolin em relagdo ao controle foram usados modelos
fixo (concentragéo 10 uM) ou aleatdrio (concentragdo de 5 uM) através do método de
Maxima Verossimilhanga Restrita (ou Restricted Maximum Likelihood Method —
REML) que estima valores para os diferentes pardmetros do modelo.

Para identificar heterogeneidade entre os estudos foi usado o teste Q, e para
quantificar a heterogeneidade foi usada a estatistica . Essa estatistica estima a
propor¢cao da heterogeneidade observada nos estudos, podendo variar de 0% a
100%. Interpretativamente, uma escala com um valor de ? proximo a 0% indica ndo
heterogeneidade entre os estudos, proximo a 25% indica baixa heterogeneidade,
proximo a 50% indica heterogeneidade moderada e proximo a 75% indica alta
heterogeneidade entre os estudos (Rodrigues & Ziegelmann, 2010).

O risco de viés nao foi avaliado por causa do baixo numero de estudos, visto
que tal analise s6 € possivel quando presentes conjuntos com pelo menos 10

trabalhos.

RESULTADOS

Descrigdes dos estudos
Abaixo sao breves descri¢des de cada estudo:

Panyaboriban, S. (2018) examinou os efeitos do uso da Forskolin, durante a
producdo in vitro de embrides de bufalos e bovinos sobre teores lipidicos,
criotolerancia e competéncia de desenvolvimento subsequente desses embrides. Os
embrides de bufalos e bovinos foram divididos em quatro experimentos. Experimento
1, embrides de bufalos e bovinos foram pré-tratados na presenca e auséncia de
Forskolin 10 uM por 24 h. Conclui-se que 10 uM Forskolin foi capaz de reduzir o
conteudo lipidico em embrides em desenvolvimento em ambas as espécies (P <0,01).
O experimento 2 investigou os efeitos adversos de 10 yM de Forskolin no
desenvolvimento embrionario. Nos Experimentos 3 e 4, Dia 2 e Dia 7 foram pré-

tratados com 10 yM Forskolin por 24 h e posteriormente criopreservados. O sucesso



da criopreservacdo foi determinado pelo desenvolvimento embrionario poés-
descongelado in vitro. Os resultados mostraram que a taxa de blastocisto do estagio
de 4-8 células no grupo tratado com Forskolin aumentaram em ambas as espécies,
enquanto as taxas de ecloséo e de blastocisto eclodido de embrides bovinos tratados
com Forskolin no dia 7 foram significativamente maiores do que as do grupo nao
tratado (52,1% vs. 39,4%; P < 0,05). No entanto, a delipidagdo com Forskolin ndo
afetou a taxa de desenvolvimento do dia 7 de embrides de bufala (P = 0,73). Ficou
evidente nesse estudo que que a delipidacao pelo tratamento com Forskolin aumentou
a taxa de sobrevivéncia da criopreservacdo em embrides bovinos e bufalos
produzidos in vitro.

Paschoal (2017) cultivou zigotos bovinos em SOFa mais SFB 2,5% por seis
dias, quando a Forskolin foi adicionada em trés concentragdes: 2,5; 5; 10 uM. Em uma
segunda avaliagao, os embrides foram vitrificados e também foram avaliados taxa de
reexpansao, numero total de células e taxa de apoptose. Nao houve diferenca devido
a Forskolin na formacgao de blastocistos ou taxas de reexpansao apoés a vitrificagao.
No entanto, as medi¢des de lipidios foram menores e 0 numero de células por embrido
maior do que os controles para 2,5 uM de Forskolin, mas ndo para concentracdes
mais altas de Forskolin. O numero de células intactas por embrido foi maior, e a taxa
de apoptose foi menor em embrides frescos do que em embrides vitrificados.
Concluiu-se que a Forskolin € um agente lipolitico eficaz mesmo em baixas
concentracdes, levando a formagao de blastocistos com um nimero maior de células.

Sanches (2013) avaliou o efeito do Forskolin antes da vitrificagdo, na
sobrevivéncia do embrido, viabilidade e taxas de prenhez de embrides bovinos. Para
isso foram conduzidos dois experimentos, no experimento 1, os embrides foram
alocados em dois grupos. No grupo de tratamento foram adicionados a cultura10 uyM
de Forskolin in vitro no dia 5 que entao foi incubada por 48 horas. No dia 7 da cultura,
os blastocistos expandidos foram divididos em grupo controle e tratamento que foram
ambos vitrificados. Nao houve significativa diferenga entre as taxas de reexpanséo da
blastocele e eclosdo dos embrides expostos a Forskolin em comparagdo com os
embrides controle em ambiente laboratorial. Ja no experimento 2, novos blastocistos
foram expostos ou ndo ao agente lipolitico, vitrificados e transferidos para receptoras.
As vacas que receberam os embrides tratados apresentaram taxas de prenhez mais

altas do que as vacas que receberem os embrides controle. Em concluséo, o



tratamento com Forskolin antes da vitrificacdo melhorou criotolerdncia de embrides
bovinos, resultando em boa pés-transferéncia taxas de gravidez.

Meneghel, M. (2017) avaliou o conteudo lipidico intracitoplasmatico, o
desenvolvimento e a criotolerancia de embrides bovinos produzidos in vitro tratados
com diferentes concentracées de Forskolin antes da vitrificagdo. Os embrides foram
distribuidos em quatro grupos, nos grupos de tratamento foi adicionado Forskolin ao
meio de cultura nas concentragdes: 2,5uM, 5,0uM ou 10,0uM. Os embrides do grupo
controle foram cultivados sem Forskolin. No dia 7 de cultura, os blastocistos
expandidos foram corados ou foram criopreservados. N&o houve diferencgas
significativas no blastocisto entre o grupo Controle e os demais tratamentos, a
producao de embrides foi menor no grupo com 10,0 yuM de foscolina em relagao ao
2,5uM e Grupos 5,0uM. O conteudo lipidico intracitoplasmatico em blastocistos do
grupo Controle foi semelhante (P>0,05) ao encontrados nos grupos 2,5 uM e 10,0 uM,
no entanto, no grupo 5,0 uM foi menor (P<0,05). Com base nesses resultados, o
tratamento 5,0 yM foi testado para criotolerancia e observou-se que a taxa de
reexpansao da blastocele foi maior (P<0,05) no grupo com 5,0 yM em comparagao
com o grupo controle. Em concluséo, o pré-tratamento com Forskolin na concentragéo
de 5,0 uM por 24 horas antes da vitrificagao é eficaz na redugcédo do conteudo lipidico
intracitoplasmatico e, consequentemente, melhora a criotolerancia de embrides
bovinos PIV.

Paschoal (2014) avaliou a viabilidade e criotolerancia de embrides zebuinos
produzidos in vitro com ou sem adi¢ao de soro fetal de vitela (FCS) e forscolina (F).
Foram usados embrides produzidos in vivo como controle e quatro grupos
experimentais: 2,5% FCS; 0% FCS; 2,5% FCS + F; e 0% + F. A presenca de FCS no
meio de cultura resultou na producdo de embrides com uma taxa semelhante de
células danificadas em comparacdo com embrides produzidos in vivo. Apos a
vitrificagao, o grupo FCS 2,5% teve uma maior taxa de células danificadas quando
comparado com os outros grupos (P < 0,05). Os resultados do experimento indicaram
que a omissao de FCS e a adi¢ao de Forskolin ndo tém efeitos deletérios efeito sobre
as taxas de producao de embrides. Além disso, embrides produzidos na presenca de
FCS tiveram maior sensibilidade a criopreservacdo, mas esse efeito foi revertido
quando Forskolin foi adicionado ao meio, que melhorou a sobrevivéncia do embrido

sem afetar o desenvolvimento e a qualidade do embrido apds a vitrificagao.



Meta-analise

As Figuras 1 e 2 apresentam o forest plot para as concentragdes de 10 uM e 5
MM, respectivamente. O forest plot € um grafico que possibilita a visualizagdo das
medidas estimadas e seus intervalos de confianga. Cada estudo € plotado no grafico
e sua representacao tem dois elementos, uma caixa que indica a estimativa de cada
estudo e uma linha horizontal, que indica o intervalo de confianga dessa estimativa. O
tamanho da caixa € uma representacdo do tamanho amostral do estudo. Linhas
horizontais pequenas indicam melhores precisdes dos resultados do estudo. Um
estudo com caixa grande e linha pequena tem maior impacto no tamanho do efeito
estimado pela metanalise.

A Figura 2 mostra que o Forskolin, na concentracéo de 10 uM, tem chance de
reexpansao 71% maior que no controle, com intervalo de 95% de confianca entre 27%
e 132%. Foi observada baixa heterogeneidade entre os estudos (/? = 20%), portanto
foi usado modelo fixo para o calculo da OR que é a razao entre as chances de um
evento no grupo exposto para um evento no grupo controle

Modelo fixo pressupde que o efeito de interesse € o0 mesmo em todos os
estudos e que as diferengas observadas entre eles sdo devidas apenas a erros
amostrais (este erro também é referido na literatura como variabilidade dentro dos
estudos). De forma simplificada, € como se os métodos com efeitos fixos
considerassem que a variabilidade entre os estudos ocorreu apenas pelo acaso e

ignorassem a heterogeneidade entre eles (Rodrigues & Ziegelmann, 2010).

Forskolin Controle
Estudo (Ano) Eventos Total Eventos Total Odds Ratio OR IC de 95%
Sanches, B.V. (2013) 98 142 80 139 —— 1.64 [1.01;2.68]
Paschoal, D. M. (2014) 162 196 156 198 —-.—:r— 1.28 [0.78;2.12]
Paschoal, D.M. (2017) 57 64 44 62 ——®— 3.33 [1.28; 8.68]
Panyaboriban, S. (2018) 110 119 130 155 — 2.35 [1.05; 5.25]
Efeitos Fixos . . e 1.71 [1.27; 2.32]

Heterogeneidade = 20%, p =0.29 ! | | :
02 05 1 2 5

Figura 3 - Forest plot considerando concentragdo de 10 uM



A Figura 3 mostra que nao ha diferenga estatistica significativa entre Forskolin
na concentracdo de 5 uyM e controle em relacdo a chance de reexpansdo. Foi
observada alta heterogeneidade entre os estudos (1> = 77%), portanto foi usado

modelo aleatorio para o calculo da OR.

Forskolin Controle
Estudo (Ano) Eventos Total Eventos Total Odds Ratio OR IC de 95%
Paschoal, D.M. (2017) 42 64 44 62 - 0.78 [0.37; 1.66]
Meneghel, M. (2017) 25 35 18 39 ——l— 292 [1.11;7.67]
Efeitos Aleatodrios . . : 1.46 [0.40; 5.28]

Heterogeneidade = T7%, p = 0.04

Figura 4 - Forest plot considerando concentragdo de 5 uM

DISCUSSAO

A revisao da literatura foi motivada diretamente pela necessidade de absorver
o volume crescente de informagdes publicadas. A metanalise € uma investigagao
secundaria que procura responder a uma certa questdo usando uma estratégia bem
definida para localizar evidéncias relevantes, avaliar os estudos disponiveis usando
critérios metodologicos claros e resumindo formalmente os resultados. Este método
consiste de uma abordagem analitica em que permite combinar resultados
provenientes de diferentes estudos. Em comparacdo com as revisdes narrativas, a
metanalise tem a grande vantagem de ser menos influenciada pela opiniao pessoal
do revisor, fornecendo assim conclusdes imparciais. Além disso, todos os resultados
podem ser facilmente recalculados, sendo passivel de replicagdo por outros
investigadores e comparadas com as conclusdes apresentadas. Mesmo quando nao
produz conclusdes definitivas sobre a utilidade de um tratamento ou técnica, uma
metanalise pode indicar a necessidade de mais estudos sobre o assunto. Além disso,
as metanalises anteriores permitem a identificacdo das questdes mais importantes a
serem analisadas nos futuros estudos de pesquisa. Varios estudos avaliando os

efeitos da Forskolin na cultura de embrides foram publicados, no entanto, as



conclusbées desses estudos nem sempre foram consistentes. Portanto, dado o
potencial do uso do componente, uma revisdo deste assunto foi considerada util.

Na revisdo sistematica foi possivel observar que muitos dos estudos sobre
Forskolin na criopreservagao nao eram idénticos quanto a metodologia e os métodos
de avaliagcdo. Alguns estudos testavam mais de um componente em conjunto e mais
de uma concentragdo, aumentaria muito o viés e a heterogeneidade do estudo.
Portanto, a selecao dos trabalhos foi realizada de acordo com os critérios de desenho
de estudo, fazendo uma busca especifica por trabalhos que tratassem apenas sobre
o Forskolin na cultura embrionaria bovina, para melhorar criopreservagao, procurando,
desta forma, reduzir a heterogeneidade dos trabalhos incluidos, sem deixar de
abranger a situagao proposta pela pergunta do projeto. Apesar de tratar apenas de
bovinos incluiu-se também o trabalho de Panyaboriban, S. (2018) que também faz o
experimento em embrides bubalinos, mas por ser em experimentos separados foi
possivel extrair os dados apenas de bovinos.

Independente da forma de selegdo, as diferengcas foram investigadas e a
heterogeneidade foi calculada pela estatistica /7, que avalia quanto da variagdo do
estudo decorre das diferencas entre os desfechos do estudo em comparacdo ao
acaso. Foi observada baixa heterogeneidade entre os estudos ( = 20%).

A revisao de literatura foi realizada de forma ampla e abrangente na busca de
reduzir o viés de publicacéo pela nao restricdo de idiomas durante a pesquisa nas
bases de dados e pela inclusdo de trabalhos publicados em periédicos de menor
visibilidade cientifica. Entretanto, pelo baixo numero obtido de trabalhos sobre o
assunto nao foi possivel calcular o viés.

Apobs a revisao de literatura, foram combinados 5 artigos que investigaram o
Forskolin para efeitos intensivos nos perfis lipidicos do embrido bovino e investigaram
seu papel na reexpansao apos criopreservacao. Os resultados obtiveram diferenca
nos dados da literatura segundo suas conclusdes — por exemplo, dentre os 5 estudos
incluidos no presente trabalho, dois n&o concluiram, de uma maneira geral, a eficacia
da do Forskolin diretamente na reexpansio apds a criopreservacao. O resultado do
presente estudo diverge com resultados encontrados por Paschoal, et al. (2017) que
nao observaram diferengas no rendimento de blastocistos de embrides tratados com
ou sem Forskolin 10 uM durante 24 horas. Entretanto, encontraram atividade lipolitica
eficaz ao tratar embrides bovinos com baixas doses de Forskolin e o numero de

células por embrido maior. Da mesma forma, Sanches et al. (2013), em ambiente



laboratorial, ndo encontraram diferencas nas taxas de producao de blastocistos apos
o tratamento de embrides com Forskolin 10 uM por 48 horas em comparagao com
embrides nao tratados, mas obteve melhores resultados a campo. Ja outros 3 estudos
chegaram a conclusdo que o componente melhora as taxas de reexpansao apos a
criopreservacao. Todos concordam que ele melhora a criopreservacéo.

Na analise estatistica chegou-se ao resultado de que a concentragcédo de 10 uM,
tem chance de reexpanséo 71% maior que no controle, com intervalo de 95% de
confianga. Entretanto, Meneghel, M. (2017) também obteve resultados demonstrando
uma redugdo significativa no conteudo lipidico citoplasmatico e melhora na
reexpancao na dose de 5,0 uM. Visto esse cenario, resolveu-se analisar se houve
diferenca estatistica significativa também entre o uso de Forskolin na concentragao
de 5 uM e grupo controle em relagéo a chance de reexpansédo, mas néao houve. Foi
observada alta heterogeneidade entre os estudos de Paschoal, et al. (2017) e
Meneghel, et al. (2017) (1> = 77%), necessitando de mais pesquisas para aumentar o
a confiabilidade dessa analise e que testem mais outras concentragcdes de Forskolin
na eficacia da inducdo da lipdlise celular para avaliar a efeitos desta droga no
metabolismo, expressao génica e proteoma embrionario. Além disso, o AMPc, por nao
ser uma molécula especifica, regula varias fungdes fisioldgicas, portanto ainda nao se
conhece todos os sitios de atuacdo nas células embrionarias (Sanches et al. 2013).
Outros pontos a serem estudados sdo em relagao ao tempo de exposigao do embrido
com o componente e em qual estagio de desenvolvimento € melhor adicionar o
delipidador, visto que, ainda ndo ha um consenso e nao ha trabalhos suficientes para
fazer uma revisao sobre. Seria interessante avaliar a taxa de prenhez nas receptoras,
assim como Sanches, et al (2013) realizou, visto que os resultados laboratoriais

podem nao refletir a verdadeira capacidade dos embrides.

CONCLUSAO

Os resultados metanaliticos obtidos confirmam que o uso do agente lipolitico
Forskolin, na concentragao de 10 uM durante a cultura embrionaria, € uma estratégia
valiosa para melhorar a qualidade de embrides bovinos produzidos in vitro, visando
produzir blastocistos com maiores taxas de sobrevivéncia pos-criopreservacgao.

A utilizacdo de outras concentracbes do componente carece de mais

pesquisas.
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