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RESUMO 

Embora estágios iniciais de embriões de mamíferos tenham aparentemente uma grande 

plasticidade, eles, assim como o oócito em maturação, são bastante sensíveis a estresses 

exógenos. Responder a esses estresses é uma parte vital da fisiologia celular. Cada vez 

mais é aparente que um dos principais mecanismos, para iniciar a resposta celular a uma 

variedade de estressores exógenos, reside no retículo endoplasmático (RE). O RE é uma 

importante organela responsável pela síntese, processamento e transporte de proteínas e 

lipídeos. No entanto e in vitro, a perturbação do microambiente do RE pode causar 

alterações na estrutura das proteínas levando ao acúmulo de proteínas com o incorreto 

dobramento, uma condição denominada estresse do RE. Dependendo da intensidade do 

estresse, o RE pode desencadear a apoptose pela Unfolded Protein Response. Em várias 

espécies, estudos observaram uma melhoria da competência do oócito e no 

desenvolvimento do embrião quando foram adicionados inibidores do estresse do RE no 

meio de maturação e/ou meio de cultivo in vitro (CIV). Dentre os inibidores do estresse do 

RE, o ácido tauroursodesoxicólico (TUDCA) se mostrou benéfico na produção in vitro de 

embriões. Entretanto, pouco é conhecido sobre o seu efeito na maturação oocitária e no 

desenvolvimento do embrião bovino in vitro. Portanto, os objetivos gerais desta Tese 

foram: Capítulo 1 - investigar o efeito da adição de TUDCA durante a maturação in vitro 

(MIV) sobre a competência do oócito e do embrião [maturação nuclear, atividade 

mitocondrial, produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), formação de pro núcleo, 

formação de blastocisto e abundância de transcritos em oócitos e embriões] e Capítulo 2 - 

investigar o efeito da adição de TUDCA durante o CIV sobre a competência embrionária e 

a criotolerância do embrião (cinética de eclosão e abundância de transcritos de embriões 

antes e após a vitrificação). A adição de TUDCA na MIV não melhorou a competência 

oocitária. Entretanto, a adição de 200 µM de TUDCA pareceu aliviar o estresse do RE 

reduzindo a produção de ERO no oócito e aumentando a abundância de transcritos 

relacionados positivamente com a defesa antioxidante do oócito e do embrião. 

Contrariamente, a adição de 1.000 µM de TUDCA na MIV pareceu ser tóxica para o 

oócito e diminuiu a taxa de maturação nuclear bem como a atividade mitocondrial. Além 

disso, houve um aumento da abundância de transcritos pró-apoptóticos no oócito. Quando 

o TUDCA foi suplementado no CIV não houve melhora da competência embrionária. De 

forma semelhante que na MIV, a adição de 1.000 µM de TUDCA no CIV pareceu ser 

tóxica para o embrião e diminuiu a taxas de blastocisto eclodido. De modo complementar, 

houve um aumento da abundância de transcritos relatados negativamente com o estresse do 



RE, o estresse oxidativo, o metabolismo lipídico e a sobrevivência celular. Entretanto, a 

adição de 200 µM de TUDCA no CIV pareceu aliviar o estresse do RE em embriões 

submetidos à vitrificação. Com isso, houve o aumento da taxa de embrião eclodido após o 

aquecimento. Além disso, nos blastocistos eclodidos pós-aquecimento foi observada uma 

redução da abundância de transcritos relacionados negativamente com o estresse do RE e 

um aumento daqueles relacionados positivamente com o mecanismo antioxidante e o 

desenvolvimento embrionário. 

 

Palavras-chave: TUDCA; Oócito; Blastocisto; Estresse do retículo endoplasmático; 
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ABSTRACT 

Although early stages of mammalian embryos appear to retain great plasticity, they and 

maturing oocytes are quite sensitive to exogenous stresses. Responding to those stresses is 

a vital part of cellular physiology, and it is increasingly apparent that one of the main 

mechanisms for initiating that response is based on the endoplasmic reticulum (ER). ER is 

an important organelle responsible for the synthesis, processing, folding and transport of 

proteins and lipids. However, in vitro, the disturbance of the ER microenvironment can 

cause changes in the structure and folding of proteins leading to the accumulation of 

misfolding proteins, a condition called ER stress. Depending on the intensity of the stress, 

the ER can trigger apoptosis by Unfolded Protein Response.  In several species, studies 

have reported an improvement in oocyte and embryo competence when ER stress 

inhibitors have been added to the in vitro maturation (IVM) medium and/or in vitro culture 

(IVC) medium. Among the ER stress inhibitors, tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) has 

been shown to be beneficial in in vitro embryo production. However, little is known about 

TUDCA’s effect on oocyte maturation and the development of bovine embryo in vitro. 

Therefore, the main objectives of this Thesis were: Chapter 1 - to investigate the effect of 

adding different TUDCA concentrations during IVM on the oocyte and embryo 

competence [nuclear maturation, mitochondrial activity, reactive oxygen species (ROS) 

production, pronuclei formation, blastocyst formation and transcripts abundance in oocytes 

and embryos]; and Chapter 2 – to investigate the effect of adding different TUDCA 

concentrations during IVC on embryo competence and embryo cryotolerance (hatching 

kinetics and transcripts abundance in embryo before and after the vitrification). The 

TUDCA addition to the IVM did not improve oocyte competence. However, the 200 µM 

of TUDCA appeared to relieve ER stress and reduced the ROS production in the oocyte. 

Concomitantly, there was an increasing of the transcripts abundance positively reported to 

the antioxidant defense in the oocyte and embryo. In contrast, the 1,000 µM of TUDCA 

appeared to be toxic to the oocyte by decreasing the nuclear maturation rate and 

mitochondrial activity in the oocyte. Moreover, there was an increasing of the pro-

apoptotic transcripts’ abundance in the oocyte. When TUDCA was supplemented in IVC 

there was no improvement in embryo competence. As in IVM, the 1,000 µM of TUDCA 

appeared to be toxic to the embryo - decreasing the hatched blastocyst rate and increasing 

the transcripts’ abundance negatively reported in ER stress, oxidative stress, lipid 

metabolism and cell survival. However, the 200 µM of TUDCA addition in the CIV 

seemed to relieve ER stress in the embryos subjected to vitrification, increasing the 



hatched embryo rate post-warming. In addition, in hatched blastocysts post-warming it was 

observed a reduction of the transcripts’ abundance negatively reported to the ER stress and 

an increasing of those positively reported to the antioxidant mechanism and the embryo 

development. 

 

Keywords: TUDCA; Oocyte; Blastocyst; Endoplasmic reticulum stress; Vitrification; 

Cattle. 
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PREÂMBULO 

Esta Tese para o programa de Pós-graduação em Farmacologia e Biotecnologia 

se encontra dividida em quatro sessões principais. A primeira, denominada 

“Introdução”, descreve o contexto e a problemática relacionada com este trabalho de 

maneira mais profunda e detalhada. As duas partes subsequentes, Capítulo 1 - 

“Modulating the endoplasmic reticulum stress in in vitro maturation of bovine 

oocytes: Could tauroursodeoxycholic acid improve developmental competence?” e 

Capítulo 2 - “Molecular and cellular effects of the inclusion of tauroursodeoxycholic 

acid in in vitro culture before to cryopreserve bovine blastocysts”, correspondem a 

duas propostas de manuscritos a serem submetidos como artigos resultantes do trabalho 

efetuado. Finalizando, a sessão “Considerações Finais” compreende as conclusões 

gerais (descrevendo de forma sucinta os resultados obtidos) e os resultados 

suplementares não inseridos nos artigos. 

Conforme normas do programa de Pós-graduação, o presente exemplar consiste 

na versão definitiva da tese a ser encaminhada à biblioteca e que comporá o conjunto de 

publicações do Instituto de Biociências de Botucatu da UNESP. Entretanto, os artigos 

científicos aqui apresentados estão no prelo, mas não comprometidos com a publicação 

em quaisquer periódicos, estando, portanto, passíveis de correções e modificações de 

amplo espectro, especialmente por parte da banca de defesa. 
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INTRODUÇÃO 

As biotecnologias da reprodução em bovinos, especialmente as técnicas 

envolvendo a produção de embriões (in vivo e in vitro), constituem uma importante 

ferramenta para aumentar a eficiência da pecuária, proporcionando o aproveitamento 

racional de algumas áreas destinadas à bovinocultura e contribuindo para o 

melhoramento genético (Lopes et al., 2012, Oliveira et al., 2014). 

Estudos na espécie bovina dos sistemas de produção in vitro de embriões 

(PIVE), foram fundamentais para a compreensão de vários fenômenos e mecanismos 

biológicos que ocorrem durante a maturação oocitária, a capacitação espermática e a 

fertilização, além do início do desenvolvimento embrionário em estágios pré-

implantacionais (Gonçalves et al., 2008). Essa importância é demonstrada - nos 

registros da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embriões (IETS) de 2017 - com 

o total de embriões produzidos in vitro (PIV) que ultrapassou aqueles derivados in vivo 

(992.289 vs. 406.287, respectivamente; Viana et al., 2018). 

Contudo, é de conhecimento que as condições in vitro, nas quais os oócitos e 

embriões são expostos, causam uma variedade de estresses celulares que contribuem 

para a perda da competência no desenvolvimento do embrião (Lane e Gardner et al., 

2005). Essas condições incluem tensão de cisalhamento durante o manuseio, 

temperatura, meio de cultura, pH alterado, alta tensão de O2 e até incidência luminosa 

(Lane e Gardner, 2000; Thompson et al., 2002; Fleming et al., 2004; Bell et al., 2009). 

Como consequências, em gametas e embriões, ocorrem alterações na expressão de 

alguns genes, nos mecanismos epigenéticos, no metabolismo, na indução da apoptose e, 

finalmente, na redução do desenvolvimento e da viabilidade embrionária quando 

comparadas com os embriões derivados in vivo (Lane e Gardner, 2000; Thompson et 

al., 2002; Fong et al., 2007; Bell et al., 2009). 
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Responder ao estresse exógeno é uma parte vital da fisiologia celular. Está cada 

vez mais aparente que um dos principais mecanismos, para iniciar a resposta celular a 

uma variedade de estressores exógenos, reside no retículo endoplasmático (RE; Guzel et 

al., 2017). O RE é uma importante organela responsável pela síntese, processamento e 

transporte de proteínas e lipídeos (Brodsky et al., 2011). No entanto e in vitro, a 

perturbação do microambiente do RE pode causar alterações na estrutura das proteínas 

levando ao acúmulo de proteínas com o incorreto dobramento (Latham et al.,2015), 

uma condição denominada estresse do RE (Tabas et al., 2011). Para combater os efeitos 

deletérios do estresse do RE, as células desenvolveram várias estratégias, coletivamente 

conhecidas como resposta a proteínas malformadas ou UPR (Unfolded Protein 

Response). Inicialmente, a UPR restaura a homeostase do RE pelo aumento da produção 

de chaperonas moleculares envolvidas no dobramento de proteínas e pela degradação de 

proteínas malformadas (Hussain et al., 2007). Entretanto, o acúmulo excessivo e 

prolongado de proteínas malformadas no lúmen do RE redireciona a UPR para ativar a 

sinalização apoptótica (Szegezdi et al., 2006). 

Para o correto desenvolvimento do oócito e do embrião, as proteínas devem ser 

dobradas adequadamente em sua formatação 3D. Assim, a regulação do 

estresse/homeostase do RE provavelmente é um mecanismo importante durante a PIVE 

(Zeng et al., 2005; Lockwood et al., 2017). 

Em várias espécies, estudos observaram uma melhoria da competência do oócito 

e no desenvolvimento do embrião quando foram adicionados inibidores do estresse do 

RE no meio de maturação e/ou meio de cultivo in vitro (CIV), reforçando que o 

dobramento correto das proteínas é essencial para a atividade celular (Song et al., 2014; 

Lin et al., 2016). Vários inibidores já foram utilizados para reduzir o estresse do RE, 
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tais como o ácido tauroursodesoxicólico (TUDCA), o ácido fenilbutírico (PBA) e o 

salubrinal (Song et al., 2012; Zhang et al., 2012; Sutton-McDowall et al., 2015). 

Com função de chaperona química, o ácido biliar TUDCA tem se mostrado 

benéfico quando adicionado nos meios de PIVE em mamíferos (Zhang et al., 2012; Kim 

et al., 2012; Yoon et al., 2014). Na espécie bovina, a adição de TUDCA no CIV 

aumentou a taxa de blastocisto de embriões clonados por transferência nuclear de célula 

somática (Song et al., 2011). Além disso, o TUDCA foi eficaz na redução de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e de transcritos marcadores do estresse do RE em embriões 

expostos à 20% de O2 (Yoon et al., 2014). Recentemente, a adição de 10 µM de 

TUDCA no CIV demonstrou ser benéfico para a crio tolerância de embriões bovinos 

(Khatun et al., 2020). 

Apesar de estudos relatarem o efeito benéfico de TUDCA na PIVE na espécie 

bovina, pouco é conhecido sobre os efeitos de TUDCA no alívio do estresse do RE em 

relação à crio tolerância de embriões produzidos in vitro. Além disso, até o momento, 

nenhum estudo investigou os efeitos da adição de TUDCA na maturação in vitro (MIV) 

de oócitos bovinos. 

Dessa forma, é importante uma investigação para aprofundar a compreensão dos 

mecanismos de ação desse inibidor do estresse do RE em etapas da PIVE, como forma 

de mitigar os estresses causados pelo ambiente in vitro e, potencialmente, aumentar a 

produção de embriões com maior tolerância à criopreservação. 

 

REVISÃO DA LITERATURA 

O retículo endoplasmático e suas vias de ativação de resposta ao estresse celular 

O RE é uma organela de células eucarióticas, formado a partir da invaginação da 

membrana plasmática, constituído por uma rede de túbulos e vesículas achatadas e 
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interconectadas, que se comunicam com a membrana nuclear. O RE pode ser 

classificado em dois tipos: retículo endoplasmático rugoso (RER), que possui formato 

achatado e a presença de ribossomos associados à sua membrana; retículo 

endoplasmático liso (REL) com uma estrutura mais tubular e sem ribossomos 

(Pagliassotti, 2012). O RE está envolvido em diversos processos dentro da célula como: 

síntese, enovelamento, glicosilação e transporte de proteínas; síntese e distribuição de 

fosfolipídios e esteróis; armazenamento e o controle da liberação de Ca
2+

 para o 

citoplasma (Walter et al., 2011). 

 Cerca de um terço do proteoma total é sintetizado no RER, sendo esta organela 

o principal compartimento subcelular envolvido na dobragem e maturação de proteínas 

destinada às vias endo/exocíticas. Para tal, as proteínas secretoras e transmembrânicas 

sintetizadas nos ribossomos são translocadas do citoplasma para o lúmem do RE, onde 

sofrerão modificações pós-traducionais e a dobragem necessária para ser entregue em 

seu local de ação (Alberts et al., 2002). Para desempenhar tais funções, o RE possui um 

ambiente altamente especializado e singular para o enovelamento, a formação de pontes 

dissulfeto e a glicosilação de proteínas. Este ambiente é mantido pelo alto nível de 

cálcio, um ambiente oxidativo e pela presença de chaperonas cálcio-dependentes, 

lectinas, foldases e glucosidases, as quais são responsáveis pelo dobramento e controle 

de qualidade das proteínas recém-sintetizadas (Walter et al., 2011; Bravo et al., 2013).  

Além de garantir a estrutura correta das proteínas, o RE contribui para o 

armazenamento e a regulação do cálcio, para a síntese e armazenamento de lipídios e 

para o metabolismo da glicose (Ghemrawi et al., 2018). Dessa forma, o RE é sensível a 

perturbações na homeostase celular que são desencadeadas por diferentes tipos de 

estresse, podendo ser de origem endógena ou exógena e incluem, por exemplo, 

variações no nível de cálcio, inibição da glicosilação, estresse oxidativo, insuficiência 



16 
 

de nutrientes, mutações gênicas e exposição a agentes químicos (Walter et al., 2011; 

Zhang et al., 2012). Essas perturbações podem causar alterações do equilíbrio redox 

celular, distúrbios na homeostase de cálcio, falhas nas modificações pós-traducionais e 

um aumento geral na síntese de proteínas, levando ao acúmulo de proteínas 

malformadas no RE (Ron & Walter, 2007). Proteínas dobradas erroneamente são 

potencialmente prejudiciais para a função celular e, portanto, são rigidamente 

controladas. Contudo, quando esse acúmulo de proteínas é exacerbado ocorre a ativação 

do estresse do RE (Ghemrawi et al., 2018). Essa condição é detectada por diferentes 

sensores localizados na membrana do RE, os quais desencadeiam uma via de transdução 

de sinal que induzem a expressão de chaperonas e foldases, componentes do sistema de 

degradação associado ao RE ou ERAD (ER‐associated Degradation). Juntos, eles 

atuam para ajudar a célula a lidar com o estresse, atenuando a síntese proteica, 

degradando as proteínas malformadas e aumentando a capacidade do RE para dobrar 

proteínas. A ativação coordenada dos sensores constitui uma resposta específica ao 

estresse do RE, a qual foi denominada de resposta a proteínas malformadas ou UPR (do 

inglês Unfolded Protein Response; Tabas et al., 2011; Walter et al., 2011; Kroeger et 

al., 2018). 

 

Vias de sinalização da UPR 

A UPR é uma resposta ao estresse celular originada no RE. Nos mamíferos, ela é 

predominantemente controlada por três sensores principais: IRE1 (inositol-requiring 

enzyme 1), PERK (protein kinase related endoplasmic reticulum kinase) e ATF6 

(activating transcription factor 6; Figura 1). Os domínios luminais dos três sensores de 

estresse do RE são normalmente ligados a principal e mais abundante chaperona do RE, 

BiP (binding protein), também conhecida como GRP78 (glucose-regulated protein 78) 
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ou HSPA5 (heat shock 70 kDa protein 5), mantendo-se em um estado inativo 

(Kusaczuk et al., 2013; Chipurupalli et al., 2019). Porém, durante o estresse de RE o 

acúmulo de proteínas malformadas promove a dissociação de BiP dos seus ligantes, 

para auxiliar no correto dobramento das proteínas e, consequentemente, ocorre a 

ativação de PERK, IRE1 e ATF6 (Kusaczuk et al., 2013; Chipurupalli et al., 2019; 

Figura 1). 

A IRE1 é uma proteína bifuncional com ação tanto de cinase como de 

endonuclease. Uma vez ativada, a IRE1 sofre um processo de oligomerização e os 

domínios cinases, presentes na porção citoplasmática, são justapostos e 

autofosforilados, deflagrando assim a ativação de sua função endonucleásica no lúmen 

da cisterna reticular (Ron & Walter, 2007; Korennykh et al., 2011). A ativação do 

domínio endonucleásico inicia o processamento pós-transcricional do mRNA de alguns 

genes, como o fator de transcrição XBP1 (X-box binding protein 1). O IRE1 ativado 

induz uma clivagem seletiva em uXBP1 (unspliced XBP1) e um íntron de 26 

nucleotídeos é excisado. As extremidades 5’ e 3’ do mRNA são religadas, produzindo 

uma isoforma sXBP1 (spliced XBP1) que é competente para se ligar ao promotor de 

genes essenciais da UPR, incluindo a expressão de chaperonas, foldases e componentes 

da via ERAD, a fim de aliviar o estresse do RE e restaurar a homeostase (Lee et al., 

2003; Figura 1). 

PERK também conhecida como eIF2AK3, compartilha com IRE1 várias 

características na sua estrutura e na sua ativação, no entanto, falta-lhe o domínio com 

atividade endorribonuclease. Semelhante a sinalização por IRE1, a dissociação de BiP 

ligada a PERK permite sua oligomerização e sua ativação por autofosforilação (Harding 

et al., 2000). O dímero de PERK ativado é capaz de reconhecer e fosforilar a eIF2α (α-

subunit of the eukaryotic initiation factor 2) no resíduo de serina 51, inibindo a troca do 
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nucleotídeo GDP por GTP feita pelo complexo pentamérico eIF2B e, 

consequentemente, atenuando a tradução de novas proteínas (Lee et al., 2010). O 

bloqueio da tradução durante o estresse do RE é importante para reduzir a carga de 

proteínas na maquinaria de dobragem do RE. Durante esse período, eIF2α regula 

positivamente a transcrição de ATF4 (activating transcription factor-4). O ATF4 ativo 

irá induzir genes importantes para combater o estresse oxidativo, bem como à indução 

da expressão do fator de transcrição pró-apoptótico CHOP (C/EBP-homologous 

protein) e de GADD34 (growth arrest and DNA damage-inducible protein 34) (Lee et 

al., 2010; Figura 1).  

O ATF6 é uma proteína transmembrânica tipo II no RE com um domínio amino-

terminal que contém um motivo transcricional bZIP situado no citoplasma. Diferente da 

PERK e IRE1, o ATF6 possui na porção carboxi-terminal (localizada no lúmen do ER) 

sinais de localização do aparato de Golgi que são mascarados por BiP (Yoshida et al., 

2001). Em resposta ao estresse do RE, a liberação de BiP facilita a translocação do 

ATF6 para o Golgi onde é clivado pelas proteases S1P (site-1 protease) e S2P (site-2 

protease) para produzir um domínio amino-terminal ativo de 50 kDa, o ATF6f. Este é 

translocado para o núcleo onde induz a síntese de chaperonas e enzimas modificadoras. 

Além disso, convergindo com as cascatas de sinalização IRE1 e PERK, o ATF6 

também pode induzir a expressão de XBP1 e CHOP para aprimorar a sinalização UPR 

(Yoshida et al., 2001; Shen et al., 2004; Figura 1). 
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Figura 1. Diagrama esquemático das principais vias de sinalização da unfolded protein 

response (UPR). O acúmulo de proteínas malformadas no retículo endoplasmático (RE) 

induz UPR, com a ativação de três receptores: IRE1, PERK e ATF6 (Lin et al., 2019). 

 

Morte celular associada à UPR 

A sinalização UPR é extremamente importante para a restauração da homeostase 

do RE e a manutenção da sua função normal. Quando proteínas malformadas se 

acumulam no lúmen do RE, a sinalização UPR é ativada como uma via adaptativa para 

mitigar essa fonte de estresse. No entanto, se o acúmulo de proteínas malformadas for 

persistente, o estresse não pode ser aliviado e a UPR desencadeia mecanismos de morte 

celular pela ativação das vias CHOP, JNK (Jun-N-terminal kinase) e caspase 12 (Huang 

et al., 2017; Figura 2). 

O CHOP, também conhecido como GADD153 (growth arrest and DNA 

damage-inducible protein 153), foi originalmente identificado em resposta a danos no 
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DNA. No entanto, a indução de CHOP é provavelmente mais sensível às condições de 

estresse do RE (Szegezdi et al., 2006). Durante o estresse do RE, todos os três sensores 

da UPR induzem a transcrição de CHOP. Entretanto, para regular positivamente a 

síntese da proteína CHOP, a via PERK-eIF2α-ATF4 da UPR é essencial. A dissociação 

de BiP do receptor PERK ativa a transcrição ATF4 que regula positivamente a 

expressão de CHOP (Bravo et al., 2013). Foi descrito que CHOP induz a apoptose 

principalmente mediante a regulação negativa da expressão do gene anti-apoptótico 

BCL2 ou por depleção de glutationa, resultando em aumento da produção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO; Szegezdi et al., 2006; Figura 2). 

Diferentemente da via CHOP, a via JNK é ativada apenas pelo sensor IRE1 da 

UPR. O domínio cinase da IRE1 pode se ligar à proteína adaptadora TRAF2 (TNF 

receptor associated factor 2) o qual estimula a cascata das cinases ASK1 (apoptotic 

signaling kinase-1)/JNK, e a liberação de Ca
2+

 pelo RE regulada por Bax/Bcl-2 (Bcl-2 

associated X protein/B-cell leukemia/lymphoma 2) (Van der Kallen et al., 2009). A 

cinase JNK fosforila alguns membros da família de proteínas supressoras de apoptose, 

Bcl-2, e induzem a apoptose dependente de Bax (Van der Kallen et al., 2009; Figura 2). 

As vias que ligam o estresse do RE à ativação da caspase 12 ainda precisam ser 

melhor investigadas, porém foi proposto que níveis elevados de cálcio citoplasmático 

ativam uma protease não caspase (calpaína) que processa proteoliticamente a 

procaspase 12 (Nakagawa e Yuan, 2000). Ainda, foi sugerido que a caspase 12 possa 

ser clivada e ativada pela caspase 7 (Rao et al., 2001). Após a sua liberação da 

membrana do RE, a caspase 12 se associa à caspase 9, o que pode levar à ativação da 

caspase 3 e, subsequentemente, da apoptose (Shen et al., 2004; Figura 2). 
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Figura 2. Diagrama esquemático das vias de apoptose induzidas pelo estresse do 

retículo endoplasmático (RE). Em casos de estresses do RE severos e prolongados a 

UPR desencadeia mecanismos de morte celular pela ativação das vias CHOP, JNK 

(Jun-N-terminal kinase) e caspase 12 (Lin et al., 2019). 

 

O estresse do retículo endoplasmático na produção in vitro de embriões  

O oócito (em sua fase de maturação) e os embriões de mamíferos são notáveis 

por suas fisiologias celulares únicas e mecanismos singulares de regulação do 

desenvolvimento. Oócitos e embriões em estágios iniciais carecem de muitos dos 

mecanismos para desempenhar funções metabólicas e homeostáticas básicas, como 

sequestradores de radicais livres, transportadores de íons e mecanismos 

osmorreguladores (Latham et al., 2016). Oócitos e embriões também sofrem eventos 

celulares únicos, não vistos nas células somáticas (Latham et al., 2016). Essas 

singularidades de oócitos em maturação e de estágios inciais embrionários criam, 
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igualmente, desafios particulares. De fato, esses desafios podem estar subjacentes à 

relativa sensibilidade dessas células a insultos exógenos. Embora estágios iniciais de 

embriões de mamíferos tenham, aparente, uma grande plasticidade – o que permite que 

eles compensem perturbações dramáticas como a redução celular - o oócito em 

maturação e o embrião são bastante sensíveis a estresses exógenos (Paczkowski et al., 

2014; Takahashi et al., 2012; Sakatani et al., 2004;  Paula-Lopes e Hansen, 2002). 

Durante a maturação oocitária e o desenvolvimento do embrião pré-implantação, 

o RE atua como um importante local para a biossíntese de proteínas, lipídios e proteínas 

secretoras e, portanto, desempenha um papel fundamental à crescente demanda do 

oócito por novas proteínas (Guzel et al., 2017). Essas proteínas devem ser dobradas 

adequadamente no RE para manter a maturação e o correto desenvolvimento do 

embrião. Assim, a regulação do estresse/homeostase do RE provavelmente é um 

mecanismo importante durante esses processos (Latham et al., 2015; Guzel et al., 

2017). O desenvolvimento de gametas e de embriões pode encontrar vários tipos de 

estresse exógeno no sistema de cultivo in vitro (Paula-Lopes e Hansen, 2002; Sakatani 

et al., 2004; Takahashi et al., 2012; Paczkowski et al., 2014; Latham et al., 2016). É 

cada vez mais evidente que alguns desses fatores adversos podem impactar 

negativamente as funções do RE e a síntese proteica, resultando na ativação do estresse 

do RE e nas vias de sinalização da UPR (Latham et al., 2016). De fato, o estresse do RE 

e a sinalização UPR parecem desempenhar papéis críticos durante a retomada meiótica 

oocitária e o desenvolvimento embrionário pré-implantação (Song et al., 2014;  Sutton-

McDowall et al., 2015; Latham et al., 2016). 
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Ativação do estresse do retículo endoplasmático na produção in vitro de embriões 

Oócitos e embriões em estágios iniciais são muito sensíveis à variação de 

diversos fatores exógenos, incluindo a temperatura, o estresse osmótico, o estresse de 

cisalhamento, o estresse oxidativo, a exposição química etc. Esses fatores induzem o 

estresse do RE (Latham et al., 2016) e reduzem o potencial desenvolvimento 

embrionário por meio de alterações na expressão gênica, em mecanismos epigenéticos e 

no metabolismo (Lane et al., 2005). 

Durante a maturação dos oócitos e o desenvolvimento inicial do embrião, várias 

enzimas e vias metabólicas produzem espécies reativas de oxigênio (ERO) endógenas. 

A fosforilação oxidativa nas mitocôndrias gera ERO. O próprio estresse do RE pode 

gerar ERO (Landau et al., 2013). Existe uma conexão íntima entre o estresse do RE e o 

estresse oxidativo (Yoon et al., 2014). O estresse oxidativo impede o correto 

dobramento e transporte de proteínas e a homeostase do cálcio, podendo desencadear o 

estresse do RE (Malhotra e Kaufman, 2007). A cultura embrionária com elevada tensão 

de oxigênio (ar atmosférico), glicose elevada e outros fatores que alteram a fosforilação 

oxidativa e a função mitocondrial, podem induzir o estresse oxidativo e, 

consequentemente, o estresse do RE (Chu et al., 2013). 

Os meios de cultura que apresentam uma osmolaridade apropriada 

demonstraram melhorar a maturação dos oócitos e o desenvolvimento embrionário (Lin 

et al., 2015). No entanto, a hiperosmolaridade dos meios de cultura diminuiu a 

capacidade de desenvolvimento embrionário, induzindo o estresse do RE e a apoptose 

(Zhang et al., 2012). 

Da mesma forma, o estresse térmico está associado ao estresse do RE, 

aumentando os níveis de ERO e a apoptose em oócitos e embriões (Paula-Lopes e 

Hansen, 2002; Tseng et al., 2006). O estresse por baixas temperaturas associado à 
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criopreservação, também pode afetar o desenvolvimento embrionário e a regulação dos 

genes (Saenz-de-Juano et al., 2012). De modo semelhante, a exposição prolongada à 

temperatura ambiente pode gerar ERO, efeitos negativos nas estruturas intracelulares e 

levar ao estresse do RE (Hegele-Hartung et al., 1991). 

A manipulação de oócitos e de embriões mediante a pipetagem produz tensão de 

cisalhamento, a qual pode danificar o oócito e afetar negativamente o desenvolvimento 

embrionário. O estresse de cisalhamento transitório pode não influenciar negativamente 

os embriões, entretanto, o manuseio prolongado ou repetido pode induzir o estresse do 

RE (Xie et al., 2007). 

Reagentes químicos como a tunicamicina (TM) - que age inibindo a N-

glicosilação (importante para o dobramento correto da proteína) - são geralmente usados 

para induzir o estresse do RE na PIVE. A TM foi negativamente relacionada com a 

maturação de oócitos e no desenvolvimento embrionário, promovendo o incorreto 

dobramento proteico no RE e ativando as vias de apoptose (Zhang et al., 2011). 

Em geral, os estudos descritos acima evidenciam os principais estressores 

encontrados no ambiente in vitro de produção embrionária. Eles ativam o estresse do 

RE e as vias de sinalização UPR em oócitos e embriões de mamíferos. 

 

O uso de ácido tauroursodesoxicólico para aliviar o estresse do retículo 

endoplasmático  

Os ácidos biliares são produtos naturais e componentes fundamentais da bile 

(Wang et al., 2014). O ácido ursodesoxicólico (UDCA) e seu conjugado de taurina, o 

TUDCA, são ácidos biliares hidrofílicos endógenos aprovados pelo FDA (US Food and 

Drug Administration) para tratamentos clínicos de certas doenças hepáticas colestáticas 

(Vang et al., 2014). Existem fortes evidências que os efeitos citoprotetores dessa 
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molécula resultam, em parte, por sua capacidade de reduzir o limiar apoptótico em 

vários tipos de células através da modulação das vias mitocondriais clássicas (Rodrigues 

et al., 1999; Rodrigues et al., 2000). Além disso, foi observado um efeito positivo do 

uso do UDCA/TUDCA como um agente para tratar doenças não-hepáticas associadas 

ao aumento dos níveis de apoptose, como distúrbios neurodegenerativos (McMillin et 

al., 2016). 

O TUDCA foi definido funcionalmente como uma chaperona química, molécula 

que mimetiza as funções das chaperonas moleculares (Arakawa et al., 2006). Além de 

induzir um efeito benéfico sobre o estresse mitocondrial, modulando a perturbação da 

membrana mitocondrial, a formação dos poros, a translocação de BAX, a liberação do 

citocromo c, a ativação da via caspase e, subsequentemente, a clivagem do substrato 

(Rodrigues et al., 1999; Rodrigues et al., 2000), recentemente o TUDCA  se mostrou 

eficaz em regular a via mediada pelo estresse do RE (Lee et al., 2010). Entretanto, até o 

momento, o mecanismo de ação do TUDCA sobre o estresse do RE não foi totalmente 

esclarecido. 

Um estudo, em tipos celulares diferentes, demonstrou os efeitos de TUDCA 

modulando as vias da UPR e minimizando o estresse do RE. Os principais efeitos de 

TUDCA foram observados na redução do efluxo de cálcio e da ativação da caspase 12 

(Xie et al., 2002). Além disso, o TUDCA inibiu a fosforilação do eIF2a (Lee et al., 

2010) e regulou negativamente a via de sinalização IRE1/XBP1 (Luo et al., 2019). 

Embora os detalhes mecanicistas da ação do TUDCA sobre a via de estresse do 

RE não estejam totalmente elucidados, é sabido até o momento que essa chaperona 

química apresenta um efeito citoprotetor e com grande potencial terapêutico para 

tratamentos de doenças relacionadas com o estresse do RE, como a diabetes, a 

obesidade, as doenças cardiovasculares e o câncer. 
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Efeito da adição de ácido tauroursodesoxicólico na produção in vitro de embriões 

Em várias espécies, o uso de inibidores de estresse do RE durante a maturação 

oocitária e o desenvolvimento inicial de embriões mostrou ser benéfico, diminuindo a 

apoptose mediada por esse estresse. Por sua função de chaperona, o TUDCA tem sido 

utilizado para aliviar o estresse do RE durante a maturação oocitária e/ou o 

desenvolvimento embrionário in vitro. 

Foi sugerido que o estresse do RE e a sinalização UPR são intrínsecos em 

oócitos de mamíferos e que sua função adequada pode ser essencial para uma adequada 

maturação e qualidade dos oócitos (Zhang et al., 2012). Em suínos, o uso de TUDCA na 

MIV não só aumentou a taxa de oócitos em metáfase II em 44 h, como diminuiu a 

produção de ERO no mesmo período. Além disso, o TUDCA mostrou um efeito 

reparador da maturação nuclear em oócitos suínos após as primeiras 22 horas de 

maturação sujeitas ao efeito de knockdown mediado pelo siRNA (small interfering 

RNA) #693 de BiP/GRP78 ou tunicamicina (Park et al., 2017; Park et al., 2018). Após a 

indução do estresse com tunicamicina, foi observada uma menor abundância de 

transcritos para ATF4 e CHOP, genes altamente expressos no estresse do RE e na 

apoptose. Da mesma forma, em camundongos, a adição de TUDCA demonstrou 

melhorar a viabilidade e o subsequente potencial de desenvolvimento embrionário de 

oócitos vitrificados, reduzindo o estresse do RE induzido pela criopreservação (Zhao et 

al., 2015). 

Contudo, até o momento, na espécie bovina não há relatos sobre os efeitos da 

suplementação de TUDCA na maturação in vitro oocitária, com ou sem a adição de 

estressores químicos. Entretanto, a suplementação de TUDCA durante o CIV mostrou 

ser benéfico para o desenvolvimento do embrião bovino. Além de aliviar o estresse do 

RE em embriões clonados por transferência nuclear de célula somática, aumentando a 
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taxa de blastocistos produzidos (Song et al., 2011), também reduziu os níveis de ERO e 

a abundância de mRNA de marcadores de estresse do RE em sistema de cultivo com 

20% de O2 (Yoon et al., 2014). Ainda em bovinos, um recente estudo relatou uma 

melhora na crio tolerância dos embriões com a suplementação de TUDCA no cultivo, o 

que aumentou a taxa de eclosão e reduziu o número de células apoptóticas no embrião 

após serem submetidos ao estresse de vitrificação (Khatun et al., 2020). 

De forma semelhante, em suínos e camundongos, a adição de TUDCA no CIV 

foi benéfica para o alívio do estresse do RE em embriões. Em suínos, o número total de 

células aumentou e a taxa de apoptose reduziu em embriões cultivados com TUDCA 

(Kim et al., 2015). Além disso, foi relatado um aumento da expressão do gene anti-

apoptótico BCL2 e uma diminuição da expressão dos genes pro-apoptóticos, BCL2L1 

(Bcl-xl) e TP53 em embriões tratados com TUDCA (Kim et al., 2015). Embriões suínos 

clonados por transferência nuclear de célula somática  e tratados com TUDCA 

apresentaram uma redução do estresse oxidativo pela regulação positiva do antioxidante 

GSH e uma redução na abundância de transcritos para sXBP1 (Lin et al., 2016), 

ressaltando a ação do TUDCA em mitigar o estresse do RE. 

Em camundongos, foi observado uma melhora significativa no desenvolvimento 

embrionário e na taxa de produção de filhotes após embriões derivados de oócitos livres 

de células do cumulus serem tratados com TUDCA (Mochizuki et al., 2018). 

Coletivamente, esses estudos sugerem que o estresse do RE é um evento comum 

na MIV de oócitos e/ou CIV de embriões de mamíferos. Além disso, o alívio do estresse 

do RE pelo tratamento com TUDCA pode melhorar o potencial de desenvolvimento dos 

oócitos e embriões. 
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Vitrificação de embriões produzidos in vitro e seu efeito no metabolismo 

embrionário 

A criopreservação de embriões é extremamente importante para a conservação 

de material genético de valor e para aumentar a eficiência da produção de embriões 

produzidos in vitro em sistemas comerciais de aprimoramento genético na criação de 

gado (A-Na et al., 2014). A vitrificação, uma das técnicas de criopreservação, pode ser 

alcançada utilizando altas temperaturas de resfriamento e alta concentração de soluções 

crioprotetoras (Sudano et al., 2016a). 

O primeiro relato sobre a criopreservação foi na utilização em embriões de 

camundongos, por Whittingham et al. (1971). Posteriormente, outros estudos surgiram e 

em diversas espécies (Arav et al., 1987; Vajta et al., 1998; Kuwayama et al., 2005), 

sendo uma delas especialmente estudada, a bovina. Devido ao impacto econômico da 

criação de bovinos, a produção de embriões in vitro tem crescido a cada ano. Os 

embriões obtidos pela produção in vitro (PIV) possuem baixa resistência à 

criopreservação (isto é, baixa crio tolerância) a qual, aparentemente, está associada com 

os lipídios (sua composição na membrana celular, conteúdo e o tamanho das gotículas 

citoplasmáticas), bem como a composição e a morfologia das organelas presentes nas 

células embrionárias (Leibo et al., 1995; Abe et al., 2002; Camargo et al., 2011; 

Paschoal et al., 2017; López-Damián et al., 2012; 2018). 

Apesar de os lipídios serem um obstáculo na PIV de embriões, eles possuem 

extrema importância nos processos metabólicos e auxiliam a coordenar eventos 

fundamentais durante o desenvolvimento embrionário inicial (Sudano et al., 2016b). 

Uma das possíveis explicações para esse elevado depósito lipídico está relacionada com 

a suplementação de soro fetal bovino nos meios de cultivo in vitro (Paschoal et al., 

2017). 
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Lipídios como os triglicerídeos (TAG), a principal classe lipídica encontrada no 

citoplasma das células de mamíferos, são armazenados como gotículas lipídicas 

(Sudano et al., 2016b) e, nos processos de criopreservação, a sua presença é um fator 

possivelmente comprometedor devido às injúrias celulares que causa. Em estudo 

recente foi demostrado que embriões das duas subespécies (Bos taurus e Bos indicus) 

produzidos in vivo sofreram maior peroxidação lipídica, número de células apoptóticas 

e ROS, comparados a embriões que não passaram pela criopreservação (López-Damián 

et al., 2019). Uma das consequências da peroxidação lipídica é aumento do conteúdo 

lipídico intracitoplasmático, impactando diretamente na sobrevivência após 

aquecimento Assim, após a criopreservação, os embriões de PIV ficam mais vulneráveis 

aos danos oxidativos, por motivo de sua estrutura ser delicada e não carecer de 

mecanismos de defesa desenvolvidos (Nedambale et al., 2006). 

Em situações de alta demanda energética, pode ocorrer a hidrólise dos TAG no 

organismo, gerando ácidos graxos e glicerol em um processo denominado lipólise 

(Ravnskjaer et al., 2015; Razza et al., 2018). Sendo assim, todos os efeitos gerados pela 

técnica e manipulação dos oócitos e embriões podem interferir no metabolismo celular.  

Dessa forma, a utilização de antioxidantes no meio de cultivo e nos meios pós-

aquecimento pode viabilizar o potencial de desenvolvimento dos embriões (Nedambale 

et al., 2006). 

A inclusão de inibidores do estresse do RE, como o ácido tauroursodesoxicólico 

(TUDCA), ácido fenilbutírico (PBA) e salubrinal (Song et al., 2012; Zhang et al., 2012; 

Sutton-McDowall et al., 2015) nos meios de produção in vitro de embriões, foi benéfica 

e melhoraram a competência e o desenvolvimento embrionário podendo, 

eventualmente, inclusive impactar na sobrevivência pós-implantação subsequentes ao 

processo de criopreservação. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Conclusões Gerais 

A partir dos resultados apresentados nos Capítulos 1 e 2, todas as hipóteses 

propostas nesta Tese foram rejeitadas. Os principais resultados observados com este 

trabalho foram: 

 A adição de TUDCA (50, 200 e 1.000 µM) durante a maturação in vitro (MIV)

não melhorou a competência oocitária e o desenvolvimento do embrião.

 A adição de 200 µM de TUDCA, durante a MIV, pareceu modular o estresse do

RE e o estresse oxidativo, diminuindo a produção de espécies reativas de

oxigênio no oócito e aumentando a abundância de transcritos relacionados com a

defesa antioxidante no oócito e no embrião.

 A adição de 1.000 µM de TUDCA, durante a MIV, se mostrou tóxica para o

oócito e diminuiu as taxa de maturação nuclear e a atividade mitocondrial. Além

disso, foi observado um aumento na abundância de transcritos pró-apoptóticos

no oócito.

 A adição de TUDCA (50, 200 ou 1.000 µM) durante o cultivo in vitro (CIV) não

melhorou a competência do desenvolvimento embrionário.

 A adição de 1.000 µM de TUDCA, durante a CIV, se mostrou tóxica para o

embrião e diminuiu a taxa de eclosão. Além disso, houve um aumento da

abundância de transcritos relacionados negativamente com o estresse do RE, o

estresse oxidativo, o metabolismo lipídico e a sobrevivência celular.

 A adição de 200 µM de TUDCA, durante a CIV, pareceu modular o estresse do

RE e o estresse oxidativo em embriões após a vitrificação. Além de aumentar a

taxa de eclosão após o aquecimento, houve uma diminuição na abundância de

transcritos relacionados negativamente com o estresse do RE e metabolismo

lipídico, concomitante com o aumento na abundância de transcritos relacionados

positivamente com a defesa antioxidante.
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