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INFLUENCIA DE DIFERENTES SUPLEMENTOS NA MATURACAO OOCITARIA
SOBRE O ACUMULO DE LIPIDEOS CITOPLASMATICOS EM OOCITOS E
EMBRIOES BOVINOS CULTIVADOS IN VITRO

RESUMO - O excessivo acumulo lipidico que acontece ao longo da producéo in
vitro de embribes (PIVE) tem sido apontado como prejudicial & criopreservacéo.
Como o soro fetal bovino (SFB) é um dos fatores que provoca maior impacto neste
acumulo, e pelo mesmo ser de composicao indefinida, procura-se substitui-lo nos
meios de cultivo. Entre os possiveis substitutos, estd o composto semi-definido, livre
de acidos graxos, a albumina sérica bovina (BSA). O presente estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia da BSA e/ou SFB na MIV sobre o acdmulo lipidico nos
oocitos e embrides bovinos, e para isso, cinco experimentos foram realizados. No
primeiro experimento, demostrou-se que o meio contendo SFB possui dezoito vezes
mais lipideos que o meio contendo apenas BSA como fonte proteica. No segundo
experimento, confirmou-se que, ao contrario da maturacdo in vivo, a maturacao in
vitro (MIV) provoca acumulo lipidico, sendo este acumulo mais acentuado no grupo
suplementado exclusivamente com SFB, comparado ao grupo suplementado com
BSA, sem observar-se diferenca nos tamanhos das gotas oocitarias entre 0os grupos.
Odcitos maturados na presenca do SFB apresentaram melhores taxas de maturagéo
nuclear e citoplasmatica, porém, mostraram diferencas com relacdo a quantidade e
migracdo de lipideos e mitocondrias em comparacdo aqueles obtidos apos
maturacdo in vivo. Nos experimentos Il e IV, observou-se que, além de néo levar a
uma esperada diminuicdo da quantidade de lipideos nos blastocistos produzidos, a
BSA na MIV levou a menores taxas de desenvolvimento embrionério. Sobre o
tamanho das gotas embrionérias, constatou-se que a MIV suplementada com SFB
provoca maior porcentagem de gotas entre 2 a 6 um de diametro comparada a MIV
suplementada por ambas as substancias. Além do mais, percebeu-se um aumento
do tamanho das gotas ao longo da PIVE independente da suplementagcédo durante a
MIV. No ultimo experimento, determinou-se a expressdo dos genes envolvidos na
sintese lipidica, PLIN2 e DGAT2, havendo aumento na expressdo do PLIN2 e
diminuicdo do DGAT2 nas células do cumulus ao longo da MIV. Ademais, nos
o0citos expostos a maiores concentracées de SFB, houve diminuicdo na expressao
do DGAT2. Observou-se ainda que os tratamentos durante a MIV néo influenciaram
na expressao dos genes nos blastocistos produzidos. Portanto, conclui-se que a MIV
influencia negativamente na quantidade e migracao de lipideos e mitocondrias. Além
disso, a BSA nao mostrou ser um bom candidato para a substituicdo do SFB, pois
ndo levou a taxas satisfatorias de maturacdo oocitaria e desenvolvimento
embrionario, e néo foi capaz de diminuir o acumulo lipidico nos blastocistos. Ainda,
os genes PLIN2 e DGAT2, indicadores de metabolismo lipidico, estdo presentes em
oocitos e embriBes bovinos, porém, ndo tiveram a expresséao alterada em fungéo da
utilizacao de diferentes fontes proteicas.

Palavras-chaves: Albumina sérica bovina (BSA), lipideos, maturagéo in vitro (MIV),
mitocondrias, soro fetal bovino (SFB), producéao in vitro de embrides (PIVE).
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INFLUENCE OF DIFFERENT SUPPLEMENTATION DURING OOCYTE
MATURATION ON CYTOPLASMIC LIPID ACCUMULATION IN BOVINE
OOCYTES AND EMBRYOS CULTURED IN VITRO.

ABSTRACT - The excessive lipid accumulation that occurs during in vitro production
of embryos (IVPE) has been described as harmful to cryopreservation. Because fetal
bovine serum (FBS) is one of the factors that cause the greatest impact in this
accumulation, and because it is an undefined medium supplement, current research
is aimed at replacing this supplement in culture media. Among the possible
substitutes, there is a semi defined compound, fatty acid free bovine serum albumin
(BSA). The present study aimed to evaluate the influence of BSA and/or FBS during
IVM on lipid accumulation in oocytes and embryos, and for that, five experiments
were performed. The first experiment demonstrated that the medium containing FBS
has eighteen times more lipids than the medium containing only BSA as a protein
source. In the second experiment, it was confirmed that, unlike in vivo maturation, in
vitro maturation (IVM) causes a lipid accumulation, which is more pronounced in the
group supplemented only with FBS, compared with BSA group, without showing
difference in oocytes droplets sizes between groups. Oocytes matured in the
presence of FBS showed better rates of nuclear and cytoplasmic maturation,
however, they also showed differences relative to the amount and migration of lipids
and mitochondrias in comparison to those obtained after in vivo maturation. In the
experiments Il and IV, it was observed that the expected decrease in the amount of
lipids produced in blastocysts, supplemented solely with BSA, did not take place, and
the use of BSA alone in IVM led to lower rates of embryo development. Furthermore,
for embryos lipid droplets sizes, a higher percentage of droplets between 2-6uym was
observed in IVM supplemented with FBS compared to supplemented with both
substances.The last experiment determined the expression of genes involved in lipid
synthesis, DGAT2 and PLINZ2. Increased expression of PLIN2 and decreased
expression of DGAT2 were observed in cumulus cells following IVM. Moreover, in
oocytes exposed to higher concentrations of FBS, there was a decrease in the
expression of DGAT2. It was also observed that the different IVM treatments did not
affect the expression of these two genes in blastocysts. Therefore, it was concluded
that IVM negatively affects the amount and migration of lipids and mitochondrias.
Furthermore, BSA was not a good candidate to replace FBS, as it did not lead to
satisfactory rates of embryo development and oocyte maturation, and it was not able
to decrease lipid accumulation in blastocysts. Also, PLIN2 and DGAT2 genes,
indicators of lipid metabolism, are present in oocytes and embryos, and the use of
different protein sources did not alter their expression in blastocysts.

Keywords: Bovine serum albumin (BSA), fetal bovine serum (FBS), in vitro
maturation (IVM), lipids, mitochondrias, in vitro production of embryos (IVPE).



1. INTRODUCAO

A producdo in vitro de embribes (PIVE) bovinos € uma ferramenta
extremamente Util, utilizada para atingir diferentes objetivos. Embora seja uma
biotécnica que permite o estudo da biologia reprodutiva, também é ferramenta
para outras biotécnicas de grande interesse cientifico como a clonagem,
transgenia ou estudos de células tronco. Ademais, a PIVE permite, entre outras
coisas, a comercializagdo dos embrides produzidos, acelerando o melhoramento
genético e a manutencéo de bancos de embrides congelados.

Apesar da PIVE ser o foco de inlmeras pesquisas, ainda existem restrices
gue limitam as taxas de desenvolvimento, sendo que sao relatadas dificuldades
desde a etapa de maturacao in vitro (MIV) de oécitos (LONERGAN et al., 2006).
E comum utilizar-se suplementos proteicos nos meios de PIVE, sendo o soro
fetal bovino (SFB) o mais utilizado, por proporcionar maiores taxas de embrides.
Entretanto, h& diversos aspectos negativos presentes na utilizacdo desse
composto proteico, pois além de ser um meio indefinido, ter o potencial de
transmitir diversos patdgenos e alterar a expresséo de varios genes, 0s embrides
expostos a esse suplemento apresentam um excessivo acumulo de gotas
lipidicas citoplasmaticas, fato relacionado a diminuicdo da criotolerancia dos
mesmos (ABE et al., 1999 e RIZOS et al., 2003).

E por esses motivos que se busca um substituto do SFB, sendo a albumina
sérica bovina (BSA) um dos candidatos propostos por varios autores (ALl et al.,
2002, RIZOS et al., 2003, RUSSELL et al., 2006 e KORHONEN et al., 2010). A
BSA é um composto proteico semi-definido livre de acidos graxos que parece ser
capaz de diminuir o acumulo lipidico. Porém, ha controvérsias quanto as taxas de
maturagdo e desenvolvimento embrionario obtidas com o seu uso (ALl et al.,
2002, RUSSELL et al., 2006 e KORHONEN et al., 2010).

Embora a alta quantidade de lipideos seja um fator limitante para a
criopreservacéo, existe a necessidade da presenca dessas estruturas pelo fato
das mesmas serem responsaveis pelo fornecimento energético dentro de
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qualquer célula. Esse aporte energético € imprescindivel para o adequado



desenvolvimento embrionéario e ser4 dependente dos lipideos oocitarios durante
as primeiras clivagens (STURMEY et al., 2009).

A maior parte dos lipideos presentes nos o00citos e embribes sao
triacilglicerois (TG) (FERGUSSON e LEESE, 1999). Os TG sao sintetizados pela
acdo da enzima diacilglicerol aciltransferase 2 (DGAT2) e encontram-se
concentrados dentro de gotas lipidicas citoplasmaticas, que por sua vez, ficam
rodeadas por proteinas denominadas “PAT proteins”. Entre essas, estd a
pirilipina 2 (PLIN2), proteina que foi encontrada nas gotas lipidicas de odcitos
murinos (YANG et al., 2010) e bovinos (AADERMA et al.,, 2011). Ambas as
proteinas, tanto a DGAT2 como a PLIN2, associam-se com o acumulo lipidico,
pois além de serem responsaveis pela sintese dos TG e gotas lipidicas, estéo
relacionadas com a entrada de TG nas gotas e, em consequéncia, com 0
tamanho das mesmas (BICKEL et al., 2009 e KUERSCHNER et al., 2008)

A energia para o suporte celular em forma de trifosfato de adenosina (ATP) é
gerada a partir da B-oxidacdo dos acidos graxos dentro das mitocondrias
(CUMMINS, 2004). Pela estreita relacdo que apresentam, diversos trabalhos
foram realizados para avaliacdo do comportamento dessas organelas durante a
B-oxidacdo (FERGUSON E LEESE, 1999, STORKOVIC et al., 2001, STURMEY
et al., 2009 e DUNNING et al., 2010).

Embora esteja descrita a migracdo conjunta de mitocondrias e gotas lipidicas
desde a periferia até uma localizacdo mais dispersa dentro do citoplasma
oocitario durante a maturacgéao, in vivo e in vitro (KRIP et al., 1983, HYTTEL et al.,
1997 e HYTTEL et al., 1986), ainda existem controvérsias sobre o assunto. Ha
relato, inclusive, de uma migracdo de mitocondrias e lipideos assincrona durante
a MIV em odécitos equinos (AMBRUOSI et al., 2009), mostrando a necessidade
de maior elucidacdo dos acontecimentos envolvendo essas organelas durante o
processo in vitro.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo o estudo da influéncia da
suplementacdo proteica durante a MIV com SFB, BSA ou a combinagcdo de
ambas as fontes sobre o acumulo lipidico nos o6citos e embribes. Para isso,
além da analise das taxas de maturacdo oocitaria e de desenvolvimento

embrionario e do acumulo lipidico nos odcitos e embrides, foi estudada a



expresséo dos genes DGAT2 e PLIN2 tanto durante a MIV quanto nos embrides
produzidos, dando-se nesse trabalho especial énfase na relacdo mitocondria-

lipideo durante a maturacao in vitro e in vivo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.- Producéo in vitro de embrides (PIVE) bovinos

A possibilidade comercial da transferéncia de embrides nos anos 80 impulsou
a reproducéo assistida em bovinos e o nascimento do primeiro bezerro oriundo da
fertilizacdo in vitro (FIV) em 1981 (BRACKETT et al.,1982).

A PIVE é uma biotécnica utilizada com o objetivo de aumentar a eficiéncia
reprodutiva dos animais, sem que haja comprometimento da vida produtiva dos
mesmos (BOUSQUET et al., 1999). Goncalves et al., (2007) citaram as numerosas
vantagens que essa técnica pode proporcionar, uma vez que permite a diminuicdo
do intervalo entre as geracfes, acelera o melhoramento genético animal, amplia a
vida reprodutiva de animais de alto valor genético portadores de alteracdes
adquiridas, facilita a comercializagéo internacional do material genético e permite a
formacao de bancos de gametas e embrides criopreservados, entre outras.

Além do foco comercial, ha um forte interesse cientifico na PIVE, e diversas
pesquisas tém sido voltadas para o estudo da mesma. Essa biotécnica, bem como
suas etapas, sao ferramentas fundamentais na realizacdo de outras biotecnologias
como a clonagem, transgenia, e pesquisas com ceélulas tronco. Além disso, é uma
excelente ferramenta para o estudo da biologia reprodutiva (GORDON, 2003).

A producéo in vitro consiste em trés etapas fundamentais: a maturacao in vitro
(MIV) e a fecundacéo in vitro (FIV) de odcitos e o cultivo in vitro (CIV) de embrides.

Durante a MIV, o odcito sofre diversas mudancas nucleares e citoplasmaticas
para tornar-se maturo, apto para a fecundacdo e competente para suportar o
desenvolvimento embrionario (GORDON, 2003)



A FIV é a técnica laboratorial que permite a unido entre os gametas feminino
(od6cito) e masculino (espermatozoide) para a formacédo do zigoto, sendo que 0s
mesmos sao incubados conjuntamente em meio de cultivo propicio para a
capacitacao espermatica e fecundacdo (MACHATY et al., 2012).

Na etapa de CIV ocorrem diversas divisbes mitéticas das células zigoticas até
que o embrido atinja a fase de moérula. Posteriormente, inicia-se a formacao do
blastocisto. No blastocisto as células se diferenciam formando a massa celular
interna (MCI), que originara o feto, o trofectoderma (TF), que originard 0s anexos
embrionérios, e a cavidade chamada blastocele (GORDON, 2003). O cultivo até o
estadio de blastocisto expandido demora de 7 a 8 dias, dependendo do meio

utilizado.

2.2. Maturacao oocitaria

A maturacdo € o processo no qual o odcito adquire a competéncia para a
fertilizacdo e desenvolvimento embrionario.

Os desenvolvimentos oocitario (oogénese) e folicular (foliculogénese)
comecam antes do nascimento do animal. O odcito tem 0 seu processo meidtico
estacionado na fase de dipl6teno da Profase |, quando o foliculo é ainda primordial,
fenbmeno conhecido como primeira interrupcdo meibtica (GORDON, 2003). A
retomada do desenvolvimento oocitario somente ir4 ocorrer na puberdade do animal
por estimulacdo hormonal. Depois do crescimento folicular, o responsavel da
reativacdo meidtica, na maioria das espécies, € o pico do hormonio luteinizante (LH),
gue promove a guebra da vesicula germinativa (VG), retomando assim a divisdo
meidtica até Metafase Il (MIl), quando acontece a extrusdo do primeiro corpusculo
polar (DEKEL, 2005). Neste momento a maturagdo oocitaria, tanto nuclear como
citoplasmatica, estaciona-se novamente até o0 momento da fecundacéo, consistindo
na segunda interrupcdo meidtica.

Os odcitos maturados in vivo sdo ainda hoje muito superiores em termos de
qualidade em comparacdo aos provenientes de MIV. Embora diversas pesquisas
estejam sendo desenvolvidas com o objetivo de aumentar as taxas de PIVE bovinos,

apenas 40-50% dos odcitos maturados e fertilizados in vitro chegam ao estadio de



blastocisto (RIZOS et al., 2002). Esses valores sdo significativamente inferiores
quando comparados aqueles maturados in vivo, no qual cerca de 70% dos oGcitos
alcancam o estadio de blastocisto mesmo quando a fecundacdo e o cultivo séo
feitos in vitro, demonstrando que o0s o00citos maturados in vitro sdo menos
competentes no desenvolvimento embrionario que o0s maturados in Vvivo
(LONERGAN et al., 2006).

Dentre os diversos fatores que podem influenciar a diferenca entre odcitos
maturados in vivo e in vitro esta o fato dos odcitos destinados a MIV serem
selecionados a partir de uma populacdo de foliculos bastante heterogénea. Além
disso, os odcitos sdo expostos a inadequados niveis de horménios exdgenos e
passam por cultivo de 24 horas em um ambiente ndo fisiolégico para seu
desenvolvimento (KORHONEN et al., 2010).

A maturacdo oocitaria € dividida entre maturacdo nuclear e citoplasmatica,
gue ocorrem de maneira simultanea (GORDON, 2003). Porém, outro aspecto a ser
considerado na MIV, é o fato de que os odcitos que se encontram em diferentes
fases da oogénese apds serem retirados do ambiente folicular, iniciam o processo
de reativacao da meiose (PINGUS et al., 1935). Isso faz com que alguns odcitos
alcancem a MIl prematuramente, isto €, sem que seja acompanhada pela maturacéo
citoplasmatica

Todas as organelas existentes no citoplasma celular sofrem modificagbes ao
longo da maturagdo oocitaria, podendo variar em namero e/ou distribuicdo. O estudo
das mesmas tem sido utilizado para determinar a competéncia oocitaria. Dentre elas,
as mais avaliadas sdo os granulos corticais (GC), as mitocondrias e os lipideos.

Os GC sao vesiculas sintetizadas a partir do aparelho de Golgi, formadas por
diversas proteinas, enzimas, glicosaminoglicanos e moléculas que sao liberadas
durante a fusdo dos gametas, para o endurecimento da zona pellcida (ZP), tendo
como funcéo evitar a polispermia (WONG E WESSEL, 2006). Durante a maturacéo
oocitaria, os GC aumentam em numero e se redistribuem dentro do citoplasma,
encontrando-se dispersos e formando “clusters” na fase de VG, enquanto que em
MII migram para a periferia do odcito, localizando-se junto a membrana plasmatica
(DUCIBELLA et al., 1988). No momento da fecundacdo, quando o espermatozoide

entra em contato com o odécito, hd um aumento no gradiente de Ca*? no citoplasma



que promove a lise dos GCs, liberando o conteddo dos mesmos no espacgo
perivitelino e provocando o endurecimento da ZP, evitando assim a entrada de
outros espermatozéides (Revisado por TSAADON et al., 2006).

A mitocdndria € uma organela de origem materna responsavel pela producgéo
de energia (ATP) na célula mediante a fosforilacdo oxidativa (CUMMINS, 2004).
Embora recentemente tenha sido relatado um aumento da atividade mitocondrial
durante o desenvolvimento embrionario em espécies como a suina (ROMEK et al.,
2011) e a bovina (TARAZONA et al., 2006), ainda acredita-se que as mitocondrias
oocitdrias sejam as responsaveis pelo fornecimento energético durante o
desenvolvimento embrionario, ndo estando descrita sintese mitocondrial até apos o
estadio de blastocisto (revisado por VAN BLERKOM, 2011).

Sobre a reorganizacdo mitocondrial, ha estudos que relatam que a
localizacdo, o numero e a atividade mitocondrial interferem na maturagcéo
citoplasmatica e reativacdo meidtica oocitaria, e consequentemente no
desenvolvimento apoés a fecundacéo (STOJKOVIC et al., 2001). Van Blerkom (2011)
relata que a competéncia oocitaria esta diretamente relacionada com a capacidade
bioenergética citoplasmatica. Ainda, o autor afirma que o desequilibrio entre
fornecimento e demanda de ATP causado pelo insuficiente nimero de mitocondrias
pode resultar em defeitos no desenvolvimento, tais como: distlirbios na segregacao
cromossomal, falhas na maturacdo e fertilizacdo, parada da divisdo celular,
citocinese anormal e fragmentagao.

Durante a mitose, nas divises zigodticas, as mitocdndrias distribuem-se de
forma aleatoria, e um déficit de ATP pode ter como consequéncia a disfuncéo e
fragmentacao celular, comprometendo o desenvolvimento do blastocisto (CUMMINS,
2004). No entanto, Ferreira et al (2009a) sugerem que alta atividade mitocondrial
pode ser prejudicial para o desenvolvimento embrionario. Os autores descrevem a
protecdo adaptativa do odcito aos metabolitos da oxidagdo mitocondrial (radicais
livres chamados ROS) por moléculas que sdo geradas no decorrer da maturagcao
oocitaria e até o estadio de duas ceélulas, tais como peroxidases e glutationa. Essa
protecdo ndo existe no embrido, e por isso, se a atividade mitocondrial continua

sendo alta durante o desenvolvimento embrionario, e a célula ndo é capaz de



eliminar a produgcédo excessiva de ROS, a sobrevivéncia do zigoto podera ser
comprometida (FERREIRA et al., 2009a)

Os mecanismos envolvidos na maturacdo mitocondrial ainda nao foram
totalmente elucidados, fazendo com que diversos estudos sejam realizados
objetivando-se entender melhor o comportamento dessa organela, por meio de
novas técnicas como a técnica de fluorescéncia ou luminometria, para a avaliacao
mitocondrial e de ATP, respectivamente (STOJKOVIC et al., 2001 e MACHATKOVA
et al., 2011).

Embora ocorra um aumento do ATP gerado durante a MIV de odécitos bovinos
(STOJKOVIC et al.,, 2001), ainda existem controvérsias quanto ao aumento da
atividade mitocondrial neste periodo (TARAZONA et al., 2006 e MACHATKOVA et
al., 2011).

As mitocbndrias e as gotas lipidicas estdo intimamente relacionadas e séo
consideradas de grande importancia por serem responsaveis pelo suporte
energético de qualquer célula, sendo que as técnicas de microscopia de
epifluorescéncia e/ou microscopia confocal tém sido utilizadas para o estudo da
migracao dessas organelas.

A migracdo mitocondrial desde a periferia no odcito imaturo até ocupar o
citoplasma inteiro de forma dispersa no od6cito maturo tém sido relatada em odcitos
bovinos (KRIP et al., 1983, HYTTEL et al., 1986, HYTTEL et al., 1997 e ADONA et
al., 2008) e suinos (SUN et al., 2001). Mesmo assim, ainda existem muitos dados
discrepantes sobre a migracdo mitocondrial em odcitos bovinos, com relato de alta
porcentagem de odcitos imaturos com mitocondrias dispostas de forma central
(MACHATKOVA et al., 2011) e inclusive olcitos maturos mantendo distribuicdo
periférica (TARAZONA et al., 2006), sugerindo que talvez ndo haja padrao fixo na
espécie bovina.

Em relagdo ao comportamento das gotas lipidicas durante a maturacéo, ha
descritas diferencas sobre as migracdes e localizagcbes nas diferentes espécies
(YANG et al., 2010 e STURMEY et al., 2006). Porém, parece haver um consenso
sobre esse comportamento lipidico na espécie bovina, aceitando como padrdo

lipidico o achado nos estudos de microscopia eletronica (KRIP et al., 1983, HYTTEL



et al.,, 1986 e HYTTEL et al.,, 1997), onde houve migracdo sincrbnica das
mitocondrias e lipideos desde a periferia até localizacédo dispersa no citoplasma.

Em suinos, Sturmey et al. (2006) mostraram que ha migracdo conjunta
dessas organelas, porém, em equinos, o padrdo descrito por Ambruosi et al. (2009)
€ de que durante a MIV ocorre assincronia na migracdo das organelas, com gotas
lipidicas distribuidas na periferia enquanto as mitocondrias apresentaram-se de
forma heterogénea no citoplasma. Atualmente, poucos séao os estudos que relatam a
migragao conjunta dessas organelas, e por ndo haver um consenso sobre o que
ocorre com estas organelas durante a maturacdo, pesquisas adicionais sao
necessarias.

Por outro lado, durante a maturacdo, ocorrem varias alteracées nos o06citos
em nivel molecular, que compreendem o padrdo de transcricdo, acumulo e
processamento dos RNAmM que se traduzirdo em proteinas pelos ribossomos
(Revisado por FERREIRA et al.,, 2009a). O desenvolvimento de blastocistos é
dependente dos transcritos derivados do genoma materno, até que ocorra a ativacao
do genoma embrionéario. Dessa forma, os RNAm e proteinas sintetizados durante o
crescimento e maturacdo oocitaria contribuirdo no desenvolvimento inicial do
embrido (WRENZYCKI et al., 2007).

O acumulo dos RNAm ocorre durante o crescimento oocitario, finalizando na
fase de Profase |. Desse modo, apds a quebra da vesicula germinativa, a expressao
dos genes estard sob controle poés-transcripcional, que envolve degradacao,
estabilizacdo e acumulo de transcritos, e seu recrutamento para 0s processos de
traducao (VALEE et al., 2006).

2.3. Suplementacéao proteica na MIV

A acéo das proteinas nas diversas etapas da producao in vitro, especialmente
na formacdo dos pronucleos, tornam a suplementacdo proteica fundamental ao
longo da PIV (ECKERT et al., 1995).

A suplementacdo do meio MIV com fontes proteicas de origem animal, tais
como o SFB, resulta em maiores taxas de maturacao e de PIVE (FERGUSON e
LEESE 1999, VANROOSE et al, 2001, ALI et al., 2002 e KARHONEN et al., 2010 ).



O soro possui varios componentes que melhoram o desenvolvimento embrionério,
como fatores de crescimento, quelantes de metais pesados e componentes que
ajudam na expansao das células do cumulus mesmo na auséncia do FSH (ABE e
HOSHI, 2003). Além disso, diversos estudos apontam que o soro tem um
comportamento bifasico, inibindo inicialmente as primeiras clivagens, e estimulando
posteriormente o desenvolvimento de mérulas e blastocistos (GORDON, 2003).

Embora o soro apresente melhores taxas de PIVE, ainda tem demonstrado
alguns inconvenientes. O primeiro obstaculo refere-se a barreira sanitaria. O soro é
um derivado sanguineo indefinido, o que limita a comercializacdo desses embrides
pelo alto risco de contaminacédo por patégenos (KRISHER e BAVISTER, 1999), tanto
virais como prions, aumentando o risco de doencas, como por exemplo, a
encefalopatia espongiforme bovina (EEB) e a diarréia viral bovina (BVD) (ABE et al.,
1999 e RATY etal., 2011).

A utilizacdo do soro pode ocasionar, além de alteracdes na ultraestrutura, na
compactacdo e blastulacdo embrionaria e na expressdo de RNAmM, aumento na
incidéncia de natimortos e mortalidade apds o nascimento (ABE et al., 1999).

Ademais, a suplementacdo do meio com SFB parece resultar em acumulo
lipidico. Aparentemente, o soro altera 0 metabolismo embrionario nas primeiras
etapas do desenvolvimento, aumentando a concentracdo de acidos graxos e gotas
lipidicas citoplasméaticas nos blastocistos (FERGUSON e LEESE, 1999), que
consequentemente, diminui a criotolerancia embrionaria (RIZOS et al., 2003).

Sabe-se que a presenca do SFB no CIV aumenta o acumulo lipidico, e pode
prejudicar a criopreservacao desses embrides (RIZOS et al., 2003, GOMEZ et al.,
2008 e BARCELO-FIMBRES et al., 2011). No entanto, ainda existe controvérsia
sobre o que ocorre quando o SFB é adicionado durante a MIV. Parece existir um
aumento lipidico nos odécitos bovinos maturados com SFB, quando comparado com
os maturados em presenca de BSA (FERGUSON e LEESE, 1999 e KIM et al.,
2001), e existem estudos que mostram persisténcia dessa diferenca nos embrides
produzidos (FERGUSON e LEESE, 1999 e ABE et al.,, 2002). Também ha relatos
gue mostram que os embrides produzidos na presengca de soro durante a MIV
apresentam maior numero de gotas grandes (2-6 pum) e gigantes (>6 pym) quando

comparados aqueles produzidos sob efeito do BSA (ABE et al., 2002).
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Por todos esses motivos, atualmente tem se buscado substituto para o SFB
gue proporcione taxas satisfatérias na PIVE, produzindo embrides de alta qualidade.
Para isso, varios compostos tém sido propostos, entre eles a BSA, o
polivilinilpirrolidona (PVP) e o alcoolpolivinilico (PVA).

Embora o PVA seja um composto definido, quando utilizado de forma isolada
ndo proporcionou taxas de PIVE satisfatorias (ALI et al., 2002). O efeito do PVP
parece ser dependente da concentracdo utilizada, sendo que em concentracfes
maiores atua retardando a maturagcdo nuclear e diminuindo as taxas embrionarias
(ALI et al.,, 2002). Ademais, o PVP pode causar alteracdo no padrdo genético
embrionario e aumentar os indices de apoptose nos blastocistos cultivados em
presenca do mesmo, 0 que pode comprometer a qualidade embrionaria
(WARZYRCH et al., 2007).

A BSA livre de &cidos graxos (BSA-FAF) tem sido o composto melhor
estudado para a substituicdo do SFB na PIVE, incluindo a MIV, por ser um meio
semi definido, proteico e livre de acidos graxos. Embora Ali et al. (2002) relatem que
0 BSA retarda a maturacéo nuclear, diminui a expanséo das células do cumulus e
ndo alcance as taxas de morulas e blastocistos obtidas com o SFB, também ha
estudo no qual ndo foram observadas diferencas nas taxas de maturacdo nuclear e
de blastocistos (RUSSELL et al., 2006). Os resultados obtidos com a adicdo BSA na
MIV sdo bastante contraditorios, reforcando a necessidade de estudos a respeito da
acao deste composto na PIVE.

2.4. Metabolismo das gotas lipidicas citoplasmaticas

A gota lipidica € composta, como ilustrado na Figura 1, por um nucleo
hidrofébico de lipideos neutros, tais como triacilglicerois e ésteres, rodeados por uma
parte anfipatica formada por uma monocamada de fosfolipideos, colesterol e
proteinas (BROWN, 2001 e MARTIN et al., 2006).
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LIPIDEOS NEUTROS

PROTEINAS 4

COLESTEROL

Figura 1. Morfologia da gota lipidica: nucleo composto por lipideos neutros,
envolvidos por uma monocamada de fosfolipideos, colesterol e
proteinas (OLOFSSON et al., 2009)

Os triacilglicerois (TG) séo os lipideos mais abundantes no odcito e embrido
(FERGUSON e LEESE 1999), e por isso sdo 0s componentes maioritarios do nucleo
da gota lipidica citoplasmatica nestas células. Os TG sao formados na membrana
microssomal do reticulo endoplasmatico (RE) de qualquer célula (MARCHESAN et
al., 2003) e sdo compostos por um glicerol que tem esterificados seus trés grupos
hidroxilas por trés &cidos graxos, saturados ou insaturados. Existem dois
percursores do glicerol 3-fosfato, os acil-CoA graxos formados a partir de acidos
graxos, e a diidroxiacetona fosfato que aparece durante a glicélise (LEHNINGER,
2002).

A biossintese dos triacilglicer6is € composta por trés grandes reacdes:
primeiro ocorre a acilacdo dos dois grupos hidroxila livres do 1-glicerol 3-fosfatase
por dois acil-Coa que dardo origem ao diacilglicerol 3-fosfatase, também
denominado acido fosfatidico, que em continuacéo sera hidrolisado e convertido em
1,2-diacilglicerol, e por ultimo sofrera uma transesterificacdo com um terceiro acido
graxo convertendo o acido fosfatidico, ao fim, em triacilglicerol (LEHNINGER, 2002).
A enzima responsavel por essa ultima reacdo, e portanto, a mais importante na
formacado desses lipideos, € a diacilglicerol aciltransferase2 (DGATZ2) localizada no
RE e nas gotas lipidicas, enzima que também esta relacionada com a entrada de
triacilglicerdis nas gotas ja formadas (KUERSCHNER et al., 2009)

Como revisado por Walther e Farese (2009), existem trés teorias que
explicariam a biossintese das gotas lipidicas (Figura 2); a primeira € mais aceita €

aguela na qual os lipideos neutros (TG e ésteres) sao sintetizados entre as duas
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camadas da membrana reticulo-endoplasmética, aumentando gradualmente em
forma globular, e exteriorizando-se rodeados pela membrana exterior do RE ja como
uma gota lipidica independente. Um modelo alternativo (modelo 2) é aquele no qual
a gota é formada por ambas camadas da membrana RE. No ultimo modelo sobre a
biossintese (modelo 3), a gota é formada dentro de pequenas vesiculas da
bicamada que mantém-se presa ao RE por uma janela pela qual os lipideos serdo

transportados do RE a gota lipidica até completar a formacédo da mesma.

MODELO 1 MODELO 2 MODELO 3

| b bo|ld el Slle
@ O o e © ||le o o |

Figura 2. Teorias sobre a biossintese das gotas lipidicas. Enquanto no modelo 1 os
lipideos sao sintetizados entre as duas membranas do RE e depois a gota
€ liberada rodeada pela membrana exterior, no modelo 2 a gota é
composta pelas duas membranas do RE. Na ultima teoria, modelo 3, as
gotas sdo formadas dentro de pequenas vesiculas de bicamada que
mantem-se presas ao RE por uma janela pela qual os lipideos serao
transportados (WATHER E FARESE, 2009).

Em recentes estudos sobre o proteoma das gotas lipidicas nas células dos
mamiferos foram identificadas um total de 125 proteinas (BARTZ et al., 2007). As
mais conhecidas proteinas relacionadas com as gotas sdo as denominadas
proteinas PAT (“PAT proteins”). Existem diversas proteinas pertencentes a esta
familia, no entanto, as mais importantes e melhor estudadas nos mamiferos séo trés:
perilipina (PLIN), adipofilina ou proteina relacionada com a diferenciacdo de
adipocitos (ADRP) e “tail interacting protein” (TIP 47) (BICKEL et al., 2009),
atualmente denominadas perilipina 1 (PLIN1), perilipina 2 (PLIN 2) e perilipina 3
(PLIN 3), respectivamente (KIMMEL et al., 2012).

Além das diferentes formas de acao, as proteinas diferenciam-se pelos tipos
celulares que se apresentam. A PLIN1 é uma proteina com restricdo de tecido e
encontra-se unicamente em adipécitos e células esteroidogénicas (LONDOS et al.,
1995), enquanto a PLIN2 (antiga ADRP) €& expressa em qualquer tecido,

encontrando-se altamente concentrada na membrada do RE onde ira formar a gota
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(Revisado por OLOFSSON et al., 2009). Assim como a PLIN2, a TIP 47 ou PLIN3
pode ser encontrada em qualquer tecido, mas unicamente quando 0s niveis de
acidos graxos na célula estdo muito aumentados (WOLINS et al., 2001).

Embora essas proteinas PAT sejam estudadas ha anos em diferentes tipos
celulares, apenas em 2010 a PLIN2 foi identificada em gotas lipidicas de odcitos
(COCs) de camundongos (YANG et al.,, 2010) e em 2011 no odcito de bovino
(AARDEMA et al., 2011). A revisao feita por Bickel et al. (2009) descreve a PLIN 2
como responsavel por limitar a interacdo entre as lipases e os lipideos neutros das
gotas, promovendo assim o acumulo desses lipideos, e de aumentar o nimero e
tamanho das gotas na célula, permitindo a incorporacao de lipideos nas gotas.

Acredita-se que a proteina PLIN2 tenha sido detectada unicamente em
odcitos de camundongos e bovinos, sem haver relatos em embriées de nenhuma
espécie. Ademais, de acordo com nosso conhecimento, a DGAT2 ainda né&o foi
descrita em odécitos e embrides. Pela relacdo que essas proteinas mantem com o
acumulo lipidico, o estudo das mesmas € de extrema importancia para a PIVE.

Uma vez formada, a gota lipidica pode ter um didmetro que varia de 0,1 um
nas células dos fungos, até 200 um nos adipécitos (WALTHER E FARESE 2009). As
gotas sdo organelas dindmicas que podem aumentar de tamanho transportando
lipideos neutros até o interior da gota ou fusionando-se umas com as outras, ou ter
diferentes interagbes com outras organelas celulares. A fusdo entre duas gotas
lipidicas é independente da biossintese de TG e é sabido que 15% das gotas de
qualquer célula sofrem esse processo num determinado momento (OLOFSSON et
al., 2009). Existem varias moléculas envolvidas neste processo de fusdo, que sdo as
chamadas proteinas SNARES, receptores que se encontram nas gotas e que
permitem a fusdo entre duas, promovendo a unido das duas monocamadas das
gotas, e permitindo assim, a conexao entre as duas fases hidrofébicas (BOSTROM
et al.,2007).

As gotas lipidicas, as mitocondrias e o reticulo endoplasmatico parecem
formar uma triade de trabalho no momento do fornecimento de energia para a célula.
No RE existem compartimentos especiais chamados membranas associadas a
mitocondria (MAM) que junto as mitocondrias, poderiam providenciar energia e
NADPH para facilitar a sintese de TG e gotas lipidicas (WALTHER E FARESE,
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2009), pois é nas MAMs do RE que se pode encontrar a DGAT2, e é onde as gotas
irdo se formar dentro do RE (BELLER et al., 2010).

Quando ocorre demanda de energia na célula, acidos graxos sao
metabolizados na mitocdndria via B-oxidacdo para obtencdo de ATP (Figura 3).
Esses acidos graxos podem ser provenientes da quebra da gota lipidica por lipases
ou de biossintese celular. De acordo com Downs et al (2009) o acetil-CoA é
convertido em manolil-CoA pela enzima acetil-CoA carboxilase (ACC) que, por sua
vez, sera convertido em acido graxo pelas enzima acido graxo sintetase (FAC).
Como relata o autor, em caso de requerimento energético, o acido graxo é
metabolizado a acil-CoA graxo, que serd transportado até o interior da mitocéndria
mediante carnitina e o receptor célular chamado carnitina palmitoil tranferase 1
(CPT1). Ademais, existe uma regulacao interna dessa via, pois quando ha demanda
de lipideos, o manolil-CoA inibe a CPT1 para que nao ocorra a B-oxidacdo dos
acidos graxos (RUDERMAN et al., 2003).

FAC

Acetil-CoA =25 Manoljl-CoA Acido graxo

ACS
inibe Acil-CoA graxos

Carnitina

B- OXIDAGAD

MITOCONDRIA

Figura 3. Esquema dos principais acontecimentos durante a B-oxidac&o. Acidos
graxos sao convertidos em acil-CoA graxos, que por sua vez, seréo
transportados pela carnitina e o receptor de membrana CPT1 até o interior
da mitocondria, onde acontecera a -oxidagdo. Quando ha necessidade
de lipogénese, o manolil-CoA, precursor da sintese dos acidos graxos,
inibe o CPT1, impedindo a entrada dos &acidos na mitocbndria e sua
oxidagao.
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2.5. Funcdo e comportamento das gotas lipidicas no odcito e embriédo

Os lipideos séo essenciais para qualquer célula, pois estes fornecem a
energia necessaria para o metabolismo celular. Porém, durante a (3-oxidagédo dos
lipideos liberam-se espécies reativas de oxigénio (ROS), que numa alta
concentracdo podem lesionar as mitocondrias, comprometendo seu funcionamento
(DUVNJAK et al., 2007).

Ademais, o acumulo excessivo de gotas lipidicas no embrido € prejudicial a
criotolerancia, pois os &cidos graxos livres liberados da lipolise das gotas podem
entrar na membrana plasmatica, mudando a composi¢cdo da mesma, provocando o
endurecimento da membrana, e resultando em embrides menos resistentes as
técnicas de criopreservacao (Revisado por GOMEZ et al., 2008).

A relagdo negativa existente entre o excesso de lipideos na PIV e a
criotolerancia embrionaria, junto aos problemas causados por uma alta concentragcao
de ROS, sdo os motivos pelos quais tem se estudado o acumulo lipidico nos odcitos
e embrides PIV. Por isso, vem sendo realizadas pesquisas tanto a respeito da
funcdo fisiolégica dos lipideos, quanto sobre os inconvenientes provocados pelo
acumulo massivo dessas gotas lipidicas citoplasmaticas.

Os od6citos das espécies suina, bovina e ovina acumulam um alto contetdo
lipidico no citoplasma (MCKEEGAN E STURMEY, 2012). Esses lipideos end6genos
sdo suficientes para suportar o requerimento metabdlico durante a maturacao,
fertilizacdo e desenvolvimento embrionario (STURMEY et al., 2009), mas ainda hoje
desconhece-se o periodo exato em que os lipideos acumulam-se no odcito. Durante
a progressao desde foliculo primordial até o oocito maturo em Metafase Il ha varios
periodos em que o odécito pode acumular lipideos, e parece que na MIV sédo as
tltimas etapas da maturacdo as mais susceptiveis a esse acumulo (MCKEEGAN E
STURMEY, 2012).

O acumulo de triacilglicerois nos odcitos e embrides bovinos foi estudado
primeiramente por Ferguson e Leese (1999). Esses autores observaram uma
diminuicdo dos TG durante a MIV, aumentando o acumulo depois da formacgédo do
zigoto até a fase embrionaria de oito células, e apresentando um acumulo ainda

maior na fase de expanséo e eclosdo embrionaria. Essa diminuicéo lipidica durante
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a MIV foi descrita também por outros autores (KIM et al., 2001 e ROMEK et al.,
2010). Em contrapartida, ha estudos relatando um acumulo lipidico nessa etapa
(YANG et al., 2010 e FERREIRA et al.,2009b), fazendo da MIV um tépico de grande
interesse no estudo do acumulo lipidico embrionério.

A espectrometria de massa € uma das técnicas mais inovadoras para o
estudo do lipidoma. Ferreira et al (2010) utilizaram a técnica para a quantificacdo de
lipideos nos odcitos e embrides, e observaram que a quantidade de TG no odcito
aumenta na maturacdo, detectando nos mesmos, acidos como o acido palmitico
(C16:0), esteérico (C18:0), oleico (C:18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3).

Consta que alguns acidos graxos, como 0s acidos graxos nao esterificados
(NEFA) tém a capacidade de acumulo durante a maturacdo nuclear oocitaria
(Aardema et al., 2011). Shehab-El-Deen et al. (2009) observaram que a adi¢do na
MIV de NEFAs, como o acido palmitico e estearico, podem prejudicar a
criopreservacdo dos blastocistos produzidos. Trabalhos mais recentes relatam os
possiveis efeitos benéficos que outros acidos graxos podem proporcionar na MIV,
como o &cido linolénico, que ajuda na progressdao meibtica aumentando a atividade
da proteina quinase ativada por mitbgeno (MAPK) (Marei et al., 2010). Os acidos
araquidonico (C:20:4) e eicosapentaenoico (C:20:5) (MARQUES et al., 2007) ou o
acido linoleico conjugado trans-10 cis-12 (CLA) (LAPA et al, 2011), quando
adicionados ao meio de maturacdo, também promovem efeitos benéficos sobre a
qualidade embrionaria e criopreservagao.

Assim, ha necessidade em se esclarecer o comportamento lipidico na
maturacdo oocitaria, para que se possa, posteriormente, compreender o acumulo

lipidico embrionéario.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia da suplementacdo com SFB, BSA livre de acidos graxos

(BSA-FAF) ou a combinacdo de ambos durante a MIV no acumulo lipidico oocitario e

embrionario.

3.2. Objetivos especificos

Quantificar o teor lipidico do SFB e calcular a quantidade de lipideos que cada

suplementacédo adiciona no meio de MIV.

Avaliar a maturagcdo nuclear e a migracdo de granulos corticais dos odcitos

maturados in vitro nas diferentes suplementacdes proteicas.

Caracterizar o padrdo de migracao de mitocondrias e gotas lipidicas, além da

guantificacdo dessas organelas nos oécitos maturados in vitro e in vivo.

Avaliar o efeito das suplementacbes proteicas sobre as taxas de

desenvolvimento embrionario.

Quantificar o acumulo lipidico nos embrides produzidos subsequentes a MIV

em SFB, BSA-FAF ou combinacéo de ambos.

Avaliar a expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico (PLIN2 e
DGAT2) em células do cumulus, odcitos desnudos imaturos e maturos, € nos

embrides produzidos por cada suplementagéao.
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4. HIPOTESES

e A MIV permite adequada migracdo e correlacdo entre gotas lipidicas e
mitocondrias, porém, leva a um maior acumulo de lipideos nos odcitos em

comparacao a maturagao in vivo.

e A MIV suplementada com BSA-FAF permite a diminuigdo do acumulo lipidico
oocitario e embrionario na PIVE comparado a MIV com SFB

e Os genes PLIN2 e DGAT2 estdo expressos em odécitos e embrides da PIV,

tendo correlagdo positiva entre a quantidade de lipideos e expressdo dos
genes.

5. MATERIAL E METODOS
5.1. Local do experimento

Os experimentos foram realizados durante os anos 2011-2012 no
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista - UNESP, em Jaboticabal, S&o Paulo, se o contrario n&o for indicado.

5.2. Produtos

Produtos quimicos e meios foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St.

Louis, MO, USA), a menos que indicado de outra forma.

5.3. Delineamento experimental

Considerando que o suplemento BSA-FAF (A8806) é praticamente isento de

acidos graxos e o SFB é um suplemento com alto contetdo lipidico, foram
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delineados trés grupos experimentais, sendo um grupo praticamente livre de
lipideos durante a MIV, contendo 8mg/mL BSA-FAF (GBSA); um grupo com alto
conteudo lipidico, ou seja, 10% de SFB (GSFB); e um grupo composto por ambos os
suplementos, porém, em propor¢Bes menores: 6mg/mL de BSA-FAF + 5% SFB,
GB+S.

No Experimento I, foi determinada a quantidade lipidica nos meios de MIV
dependendo do suplemento proteico (SFB, BSA-FAF ou a combinacdo de ambas)
mediante a cromatografia de gas do SFB, e tendo em considera¢gdo a informacéo
que o fabricante proporciona sobre o aporte lipidico do BSA-FAF.

No Experimento I, avaliamos a influéncia dos diferentes suplementos dos
meios MIV sobre a maturacdo nuclear e citoplasmatica, com énfase no
comportamento lipidico-mitocondrial durante a MIV, sendo comparado com o0s
acontecimentos na maturacao in vivo.

Os Experimentos 1ll e IV foram realizados para o estudo das taxas de
desenvolvimento e acumulo lipidico nos blastocistos provenientes dos diferentes
meios de maturagéao.

Por daltimo, no Experimento V, determinamos a expressdo de genes
envolvidos na sintese de trigliacilglicerois e gotas lipidicas (DGAT2 e PLIN2) nas
células do cumulus e od6citos imaturos e maturos in vitro, e nos subsequentes

blastocistos.

5.4. Experimento I: Quantificacdo e analise do perfil lipidico do SFB e calculo
do teor lipidico dos meios de MIV

5.4.1. Cromatografia gasosa do SFB.

Para a quantificacao lipidica e perfil de acidos graxos do SFB (N° lote 20540,
Cat N°: FB0010Sr, Cripion, Industria Brasileira, Andradina, SP, Brasil) foi realizada a
técnica de cromatografia gasosa no Laboratério de Lipideos do Departamento de
Alimentos e Nutricdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sao Paulo. O resultado do teor lipidico e as porcentagens dos
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acidos graxos encontrados foram determinados pela média de cinco repeticbes de
5mL de SFB.

A extracdo dos lipideos e derivatizacao foram realizadas pelo método descrito
pela Association of Official Analytical Chemists (2000) com algumas modificacdes.
Desse modo, primeiramente a gordura foi extraida por métodos hidroliticos (hidrdlise
acida), adicionando-se acido pirogalico para minimizar a degradacédo oxidativa dos
acidos graxos durante a analise. A extracdo da gordura foi feita em éter e,
posteriormente metilada para ésteres metilicos de acidos graxos usando trifloreto de
boro (BF3), sendo esses os acidos detectados pelo cromatdgrafo.

A amostra processada foi injetada no cromatégrafo a gas GC 17 A
Schimadzu/Class GC 10, e a coluna cromatografica utilizada foi de silica fundida SP-
2560 (biscianopropil polisiloxana) de 100m e 0,25mm de d.i.

A programagdo da coluna foi de 140°C por 5 minutos e aquecimento a
4°C/min até 240°C, permanecendo nesta temperatura por 30 minutos. As
temperaturas do vaporizador e detector foram de 250°C e 260°C respectivamente e
0 gas de arraste utilizado foi o hélio (1ImL/min).

A amostra injetada no cromatdgrafo foi vaporizada e conduzida pela coluna
de gas hélio gerando ions. O cromatégrafo separou os diferentes acidos graxos num
gréfico, onde cada um formou um pico com uma area determinada, dependendo de
diversos fatores como o ponto de ebulicdo, interacdo com a fase estacionaria da
coluna e quantidade de ions que segrega cada acido.

Os resultados sobre o perfil de acidos graxos da amostra foram mostrados em
mg/100mL e em % de area, e a determinacdo de gordura total foi realizada atravées
de calculos a partir do triglicerideo de acido tridecandico (padrdo interno), e
mostrado em g/ 100 mL.

5.4.2. Determinacgéo do teor lipidico dos meios de MIV

Apo6s determinacéo da quantidade de lipideos (g/ 100 mL) do SFB, e levando-
se em consideracao a indicacéo do fabricante sobre o conteudo lipidico da BSA-FAF
(A8806) (no maximo 0,02% de acidos graxos), foi determinada a quantidade de

lipideos nos diferentes meios de MIV:
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- No GBSA, contendo 8mg de BSA- FAF por mL de meio de MIV:
mg de lipideo / mL de meio de MIV = (0,02 mg x 8 mg)/ 100 mg= 0,0016
mg de lipideo / mL

- No GSFB, contendo 10% de SFB , ou seja, 100 uL de SFB por mL de
meio de MIV:
mg de lipideo/mL de meio de MIV= quantidade lipidica do SFB
determinada na cromatografia (mg/mL) x 0,1 mL

- No GB+S, contendo 5% de SFB e 6mg/mL de BSA, ou seja, 50 pL de SFB
e 6mg de BSA por mL de meio de MIV:
mg de lipideo/mL de meio de MIV = [quantidade lipidica do SFB
determinado na cromatografia (mg/mL) x 0,05 mL] + [(0,02 mg X 6
mg)/100]

5.5. Experimento Il. Efeitos da suplementacdo com SFB, BSA e sua

combinacao durante a MIV sobre a maturacao oocitaria.

5.5.1. Obtencéo dos ovarios.

Os ovérios foram obtidos no frigorifico Barra Mansa, localizado no municipio
de Sertdozinho, SP, sendo acondicionados em garrafas térmicas, e imediatamente
transportados ao laboratério a temperatura entre 33 e 36 °C.

5.5.2. Obtencado e selecdo dos complexos de células do cumulus e oécitos
(COCs).

No laboratorio, os ovarios foram lavados com solucdo salina (a 36°C), e
foliculos entre 3 e 8mm foram aspirados com o auxilio de agulhas (30x10mm)
acopladas a seringas de 20mL. O liquido folicular recuperado foi depositado em
tubos conicos de 50mL. Apds 15 minutos, o sedimento foi avaliado, procedendo-se a
selecdo dos COCs. Os odcitos selecionados foram lavados em meio TCM199 (Gibco
BRL, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 20mM de tamp&o Hepes, 83,4

pMg/mL de amicacina (Instituto Biochimico, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 0,2mM de
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piruvato de sodio e classificados em Grau | (Gl), Grau Il (Gll), Grau Il (GllI),
desnudos e atrésicos, pelo numero de camadas de células de cumulus e

homogeneidade do citoplasma (Leibfried-LRutledge et al., 1987).

5.5.3. Maturacdao in vitro dos odcitos.

Os COCs de Gl e Gll foram distribuidos aleatoriamente nos diferentes grupos
de MIV em meio base TCM199 contendo 25mM de bicarbonato de sddio, 1,0ug/mL
de FSH (Folltropin®, Bioniche Animal Health, Belleville, ON, Canada), 50ug/mL de
hCG (Vetercor®, Intervet, Sdo Paulo, SP, Brasil), 1,0ug/mL de estradiol, 0,20mM de
piruvato de sédio, e 83,4ug/mL de amicacina. Esses meios foram suplementados no
grupo BSA (GBSA) com 8mg/mL de BSA-FAF, no grupo SFB (GSFB) com 10% de
SFB e no grupo BSA + SFB (GB+S) com 6mg/mL de BSA-FAF + 5% de SFB. De
20 a 25 COCs foram transferidos para cada gota de 100 pL do meio MIV
correspondente cobertas com 6leo mineral estéril (Dow Corning Co., Midland, Ml,
EUA). Por dltimo, as placas de maturacdo com os diferentes tratamentos foram
devidamente identificadas e mantidas em incubadora a 38,5°C e 5% de CO, em ar e

umidade alta por 24 horas.

5.5.4. Avaliacdo da maturacdo nuclear e da distribuicdo de granulos corticais

(GC) como indicio de maturacéo citoplasmatica

A maturacdo nuclear foi avaliada pela progressdo meidtica até metafase |l
(MIl) com a extrusdo do primeiro corpusculo polar, e a citoplasmatica inferida pela
migracdo dos GC até a regido cortical oocitaria. Para isso, foi utilizada a metodologia
descrita por Cherr et al. (1998) e Avelino (2004) com modificagdes.

Primeiramente foram removidas as células do cumulus dos COCs com
diversas pipetagens em 0,2% de hialuronidase (Hyalozima®, Aspen) em PBS. Os
oocitos destinados a avaliagdo da maturagdo nuclear foram fixados em
paraformaldeido (4% em PBS), e aqueles destinados a avaliagdo citoplasmatica
foram fixados em formaldeido (3% em PBS) apds a remoc¢ao da zona pelucida (ZP)

com pronase 0,5% em PBS. Em seguida, todos os o6citos foram incubados por 12
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horas, a 4°C, em solucao de bloqueio (SB) [PBS com 1mg/mL de albumina sérica
bovina, 100mM de glicina (PlusOne, GE Healthcare, New Jersey, USA ) e 0,2% de
azida de sédio].

Os odcitos livres de ZP foram corados para a avaliagdo dos GC, sendo
permeabilizados em uma SB acrescida com 0,1% de Triton X-100 (USB 22686) por
5 min a 38°C, incubados em 10ug/mL de Lens culinaris aglutinina conjugada a
isotiocianato de fluoresceina (FITC-LCA) por 15 min, e lavados de duas a trés vezes
em SB. Os odcitos para a avaliacdo da progressdo meiodtica foram corados em
10pg/mL de Hoechst 33342 em SB por 10 minutos e posteriormente lavados em SB
repetidamente.

Depois de corados, os odécitos foram colocados, separadamente, entre lamina
e laminula em gota de glicerol. Para a visualizacdo das estruturas, foi utilizado
microscoépio de epifluorescéncia (Olympus — IX-FLA-70, Toquio, Japdo), e 0s odcitos
foram avaliados quanto ao estadio nuclear (excitacdo 330-385nm e emissao 420-
490nm) e quanto a distribuicdo dos GC (excitacdo 460-490nm e emissao 515nm)
(Figura 4). Od6citos em MIl e com presenca do primeiro corpusculo polar foram
considerados maturos (A) em relacdo a avaliagdo do nudcleo, enquanto os que se
encontravam em outros estadios foram considerados imaturos (B) (Figura 4). Na
avaliacdo da maturacdo citoplasmatica, odcitos com os granulos corticais dispostos
na periferia formando um halo, foram considerados maturos (C), e od6citos com

presencga de “clusters” (D) ou em transicéo (E), imaturos.
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Figura 4.Fotomicrografia da progressédo nuclear e distribuicdo dos granulos
corticais em odcitos bovinos. Quanto a avaliacdo da progressao
nuclear, oécitos em MIl e com presenca do primeiro corpusculo
polar foram considerados maturos (A), enguanto 0s que se
encontravam em outros estadios foram considerados imaturos
(B). De acordo com a migracdo dos granulos corticais, 00citos
com os granulos corticais na periferia formando um halo (C) foram
considerados maturos, e odcitos com presenga de “clusters” (D)
ou em transigéo (E), imaturos.

5.5.5. Avaliacdo da quantidade e distribuicdo das mitocondrias e gotas
lipidicas em odcitos imaturos e submetidos a MIV

A avaliacao lipidica e mitocondrial foi realizada no Laboratério Multiusuéario do
Departamento de Biologia Celular e Molecular da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP), USP.

Oaqcitos imaturos e oo0citos maturados in vitro nos diversos meios foram
submetidos as coloragdes, sendo que cada estrutura foi corada para as duas
organelas. No caso das mitocondrias, foi utilizada a fluorescéncia de MitoTracker®
Red CMXRos (Molecular Probes®, Invitrogen, Eugene, OR, EUA), que tem a
capacidade de corar as mitocéndrias ativas em células vivas. Os oécitos foram
desnudados mediante pipetagens em 0,2% de hialuronidase em PBS e diretamente

corados em 0,5uM de MitoTracker 30 min a 37°C no escuro. Em continuagéo, 0s
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oocitos foram lavados em PBS repetidas vezes e fixados em formaldeido (4% em
PBS), por mais 30 minutos.

Uma vez fixados os odcitos, foram coradas as gotas lipidicas citoplasmaticas
com HCS LipidTOX™ Green Neutral Lipid Stain (Molecular Probes® Invitrogen,
Eugene, OR, EUA). Primeiramente, os odcitos foram permeabilizados em saponina
(0,1% em PBS Ca*® Mg*? free) por 30 minutos, e em seguida corados na solugéo de
trabalho do Lipidtox (3 pL da solucdo estoque 1000X em 597 pyL de PBS livre de
Ca'? Mg*?) por uma hora, a temperatura ambiente e no escuro.

Na montagem das laminas, foi necessaria a colagem das estruturas na
laminula mediante polilisina, pelo fato da microscopia confocal ser uma microscopia
invertida. Por altimo, foi adicionada uma gota de glicerol e colocada a lamina. Para
manter a estrutura esférica dos odcitos foi colocado silicone entre lamina e laminula.

Para a avaliacdo e captura de imagens dos odcitos foi utilizado o microscépio
confocal TCS-SP5 AOBS (Leica, Soims, Alemanha).

Para a analise, foi avaliada a distribuicdo das organelas de aproximadamente
60 odcitos por grupo, e capturadas imagens para intensidade de fluorescéncia
mitocondrial e quantificacdo das gotas lipidicas de 35-40 odcitos por grupo, obtidos
em cinco rotinas de MIV.

Sobre a distribuicdo das organelas, em cada od6cito foi avaliada
conjuntamente a distribuicdo mitocondrial e de gotas lipidicas (Figura 5). Desse
modo, a distribuicdo mitocondrial foi classificada em trés categorias: Periferia (A)
guando as mitocdndrias encontravam-se dispostas em toda a periferia do
citoplasma, transicdo (B) quando mesmo aparecendo na maior parte do citoplasma
ainda acumulavam-se numa pequena parte da periferia, e disperso (C), quando as
mitocondrias encontravam-se dispersas em todo o citoplasma. Na avaliacdo das
gotas lipidicas, no entanto, as mesmas foram classificadas somente entre periferia
(D) e disperso (E).
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Figura 5. Fotomicrografia ilustrando diferentes categorias da distribuicdo
mitocondrial e de gotas lipidicas nos od6citos. Quanto as mitocondrias,
guando as mesmas se encontravam dispostas em toda a periferia do
citoplasma denominou-se periferia (A), transicdo (B) quando mesmo
aparecendo na maior parte do citoplasma ainda acumulavam-se numa
pequena parte da periferia, e disperso (C), quando as mitocondrias
localizavam-se dispersas homogeneamente em todo o citoplasma.
Quanto as distribuicbes das gotas lipidicas, as mesmas foram
classificadas entre periferia (D) e disperso (E).

Todas as imagens foram capturadas nas mesmas condi¢cées microscopicas e
foram utilizadas diferentes tipos de lasers. O laser argon 488 foi o escolhido para a
visualizacdo das gotas lipidicas, ajustando a excitacdo/emissdo maxima para
495/505, e o laser HeNe 543 foi utilizado para a visualizacdo das mitocondrias,
sendo ajustado para excitagcdo/emissdo maxima de 579-599.

Foram escolhidos odcitos de alturas similares (entre 55 e 65um), e a captura
das imagens foi feita em objetiva de 40x, realizando-se cinco cortes proporcionais,
sendo que o primeiro e ultimo corte foram relativos ao inicio e final do odcito,
respectivamente.

Para a analise da intensidade de fluorescéncia mitocondrial e quantificacéo

das gotas lipidicas, foram descartados o primeiro e ultimo cortes e analisados os trés
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restantes. Para a analise mitocondrial, a intensidade da fluorescéncia foi medida
delimitando-se 0s o0d0citos e medindo-se a intensidade da mesma no programa
ImageJ. O software atribui valores de intensidade entre 0 e 255 para cada pixel na
area selecionada e, em seguida, médias destes intensidades foram calculadas. Para
a individualizagédo das gotas lipidicas, no entanto, foi utilizada a ferramenta “nucleus
counter’” do programa Imaged (Figura 6), ajustado para detectar, individualizar e

quantificar a area das gotas.

Figura 6. Processamento da imagem original (A) para a quantificacdo lipidica
mediante o programa ImageJ. Depois de ajustar a escala e passar a
imagem para 8 bits (B), as gotas lipidicas séo individualizadas com a
ferramenta “nucleus counter” (C) para posterior quantificacdo da area das
mesmas.

Além da obtencdo da quantidade lipidica por odcito, também foram
classificadas as gotas de acordo com os tamanhos das mesmas. Foram avaliados
10 odcitos por grupo, e as gotas classificadas em pequenas (<2um de diametro),
grandes (2-6 ym) e gigantes (>6 um) como descrito por Abe et al. (2002)

Por altimo foi realizada a correlacdo entre quantidade de lipideo (média da
area) e mitocondria (média da intensidade da fluorescéncia) em todos 0s grupos

experimentais.
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5.5.6. Avaliacdo mitocondrial e das gotas lipidicas em o0citos maturados in
Vivo.

5.5.6.1. Protocolo de sincronizacdo e superestimulacdo das vacas
doadoras e coleta dos odcitos maturados in vivo.

Para o presente experimento foram utilizadas seis vacas mestigas,
cruzadas nelore, de aproximadamente trés anos de idade. Esses animais foram
mantidos a pasto de capim braquiaria (Brachiaria brizantha) com acesso a agua e
sal proteinado ad libitum

No primeiro dia, foi realizada a punc¢ao folicular guiada por ultrassonografia
(OPU) para a sincronizacédo da onda folicular (Figura 7), e a aplicagdo do implante
de progesterona (Sincrogest®, Ourofino Agronegocio, Cravinhos, SP, Brasil) que
permaneceu por 7 dias nas seis vacas doadoras de odécitos. No dia 4 iniciou-se a
superestimulacdo mediante doses decrescentes de FSH (Pluset®, Laboratorios
Calier S.A, Barcelona, Espanha) completando-se 250Ul de FSH por animal no dia 7.
Foi aplicada uma dose de 2mL de PGF2a (Sincrocio®, Ourofino) na tarde do dia 6, e
2mL de GnRH (Sincroforte®, Ourofino) 24 horas antes da coleta de odcitos, que foi

realizada por OPU no dia 9.

P4

FSH OPU

Py I AT AR 22

D1 D2 D3 04 D5 D6 07 D3 D9

Figura 7. Protocolo de sincronizacdo e superestimulacdo dos animais doadores de
oocitos. As vacas foram sincronizadas apos aspiragdo do foliculo
dominante mediante OPU e a superestimulacdo realizou-se mediante
administracao de doses decrescentes de FSH, sendo aplicada uma dose

de GnRH 24 horas antes da OPU para a coleta de odcitos maturos.
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5.5.6.2. Avaliacdo mitocondrial e lipidica dos odcitos coletados.

Depois de serem lavados e desnudados, os odcitos foram corados para a
avaliagdo nuclear, junto a coloragdo mitocondrial e de lipideos e avaliados em
microscopia confocal. Foram utilizados 58 odcitos para avaliacdo da distribuicdo das
organelas e 20 deles para a quantificacdo das mesmas. Todo o processo foi
realizado como indicado no Experimento Il e os dados foram comparados com

agueles obtidos a partir de odcitos maturados in vitro.

5.6. Experimento Ill: Avaliacdo do uso de SFB, BSA e combinag&do de ambos

durante a MIV sobre o desenvolvimento embrionério.

A obtencédo dos ovarios, selecdo dos COCs e a MIV foram realizada como

indicado no experimento anterior.

5.6.1. Processamento do sémen e fecundagdo in vitro.

Depois da MIV dos odcitos e apds a descongelacdo (37°C/30 segundos) do
sémen, o mesmo foi depositado em gradiante de Percoll 45% e 90% previamente
preparado. Apoés centrifugacdo por 7 minutos a 3600xg, o sedimento suspenso foi
removido, e entdo foram adicionados 500uL de meio de fecundacao, procedendo-se
nova centrifugacdo por 5 minutos a 520xg. Em seguida foi corrigida a dose de
sémen para 100x10° espermatozéides por microgota, avaliando-se concentragéo e
motilidade espermética, e a mesma foi adicionada nas gotas de fertilizagdo onde os
espermatozoides, na presenca de heparina, foram capacitados. Os o00citos
maturados foram transferidos para as gotas ap0s serem lavados duas vezes em
meio TL-Sémen. O meio de fecundagdo era composto por TALP-FIV, 6mg/mL de
BSA-FAF , 83,4ug/mL de amicacina e , 0,2 mM piruvato de sédio, 10 ug / mL de
heparina, 18 mM de penicilamina, 10 uM de hipotaurina e 1,8 uM de epinefrina, e as

gotas cobertas por Oleo mineral. As placas entdo foram incubadas para a
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fecundacao por 18 a 20 horas a 38,5 °C e atmosfera de 5% de CO,. Sémen do

mesmo touro foi utilizado para todos os tratamentos e replicatas.

5.6.2. Cultivo in vitro de embrides.

Os provaveis zigotos foram transferidos da placa de FIV para uma gota
contendo 150 yL de meio TL-Sémen para a remocdo das células do cumulus
remanescentes por meio de pipetagens sucessivas. ApGs a remog¢ado, 0S mesmos
foram separados das células desagregadas e lavados duas a trés vezes em meio
SOFaa (fluido sintético de oviduto acrescido de aminoacidos). Em seguida, foram
distribuidos em gotas contendo meio composto por SOF suplementado com 8mg/mL
de BSA, 0,2mM de piruvato de sodio e 83,4ug/mL de amicacina. As placas foram
incubadas em atmosfera controlada de 5% CO; e 5% O, e trocas de meio foram

realizadas nos dias 3 e 6 do cultivo, sendo a duracéo do CIV de oito dias.

5.6.3. Quantificacdo das taxas de clivagem e de desenvolvimento

embrionéario.

Os embrides de duas ou mais células, no dia 3, foram considerados clivados,

e as taxas de blastocistos foram avaliadas no oitavo dia apds a fecundacéo.

5.7. Experimento IV: Quantificacdo lipidica dos embri6es produzidos in vitro
apés MIV em diferentes meios.

Blastocistos iniciais obtidos a partir dos diferentes grupos (GBSA — n = 61,
GSFB - n =66 e GB+S - n = 79) foram avaliados quanto ao acumulo lipidico em
microscopia confocal, como indicado para odécitos no experimento Il, e 15
blastocistos nos quais foi possivel separar visualmente as goticulas, foram
selecionados para o estudo do tamanho das gotas (Figura 8). Neste caso, para a

quantificacao lipidica somente foi utilizado o corte com maior area.
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Figura 8. Imagem representativa de um blastocisto corado com

LipidTox Green Nutral Lipid Stain (Molecular Probes).

5.8. Experimento V: Analise da expressdo dos genes DGAT2 e PLIN2 em
células do cumulus, o6citos imaturos e maturos, e embrides produzidos a

partir de diferentes meios durante a MIV.

5.8.1. Colheita das amostras

Foram coletados trés “pools” de células do cumulus (provenientes de 50
COCs) e trés “pools” de odcitos desnudos (provenientes de 90 COCs) imaturos e
maturos nos diferentes meios de MIV. Os COCs foram desnudados, e quando
destinados a colheita de od6citos desnudos, foram retirados dos respectivos
tratamentos e congelados. No caso das células do cumulus, depois de desnudar os
COCs, os oocitos foram descartados e o fluido contendo as células do cumulus
centrifugado a 1600 xg por 15 minutos para que depois o sobrenadante fosse
também descartado e o sedimento congelado até sua utilizagéo.

No caso dos embrides, trés “pools” de 30 embrides cada produzidos in vitro

provenientes dos diferentes tratamentos de MIV foram coletados e congelados.
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5.8.2. PCR-RT do RNA das amostras

A extracdo do RNA das amostras foi realizada com o kit comercial Rneasy
Protect Micro (Qiagen) segundo as instrucdes do fabricante. No caso das amostras
das células do cumulus, a concentracdo de RNA foi medida no espectrofluorimetro
(NanoDrop) para ajuste do conteudo de RNA das amostras.

Para realizar a transcricdo reversa (sintese DNA complementar), foi utilizado o
primer oligodT e o kit Superscript Il (Invitrogen) segundo recomendacbes do
fabricante. Em seguida, foi realizada a reagdo de PCR em tempo real no aparelho
Mx3005P QPCR system da Stratagene (La Jolla, CA) utilizando-se para cada reacao
de PCR de 20 pL, o QuantiTect SYBR Green PCR kit (Qiagen), 2 uL de RT da
amostra e 1 pL de primers especificos. Os primers dos genes PLIN2 e DGAT2 foram
obtidos a partir do genoma bovino publicado no “genome browser” da UCSC
(http://genome.ucsc.edu) e sintetizados na Sigma Aldrich. O primer GAPDH, usado
como gene controle endégeno, foi comercializado pela empresa Promidol (Alere™,
Belo Horizonte, MG, Brasil). As sequéncias dos primers foram: PLIN2 (149 pb) F: 5
TGCACTCACCAAATCAGAGC 3, R: 5 GCAGCTTGGTGGACAGAGAT 3'; DGAT2
(152 pb): F: 5 TTGGCTCAATAGGTCCAAGG 3, R: 5
TGAAGTAGAGCACGGCAATG 3° ; GAPDH: (NM_001034034, 76pb) F: &
AAGGCCATCACCATCTTCCA 3, R: 5 CCACTACATACTCAGCACCAGCAT 3.

As reacdes de PCR foram conduzidas em triplicatas para cada amostra. As
condicBes aplicadas foram de 95°C por 15 min, seguido por 40 ciclos de 94°C por 15
s (separacéao das fitas), 60°C por 33 s (anelamento) e 72°C por 33 s (extensao). Em
seguida, teve uma fase de 95°C e 41 ciclos a 55°C por 33 segundos aumentando
1°C em cada ciclo, para a chamada “melting curve” para analise de especificidade
dos primers na reacgéo.

A expresséo foi determinada pela quantificacdo relativa do gene selecionado,

em relacdo a sua curva padrdo, ajustado pelo gene de controle endégeno GAPDH.


http://genome.ucsc.edu/
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5.9. Anédlise estatistica.

As taxas de maturacdo nuclear e citoplasmatica (migracdo de granulos
corticais, gotas lipidicas e mitocéndrias, Experimento Il), assim como as taxas de
desenvolvimento embrionario (Experimento Ill), foram avaliadas mediante o teste
Qui-Quadrado (X?) ou, quando apropriado, pelo teste exato de Fisher. Tanto a
quantificacdo lipidica (lipideos totais e tamanho das gotas) nos odcitos e embrides,
guanto a quantificacdo mitocondrial durante a MIV (Experimentos Il e V) foram
avaliados pelo teste ndo paramétrico de Mann Whitney, e a correlacdo da
quantidade de ambas organelas nos odcitos pelo teste de regressdo lineal I’ e a
significAncia da correlacéo pelo teste F. Para a avaliacdo da expressdo dos genes
(Experimento V), foi realizada a Andlise de Variancia (ANOVA) e teste Duncan’s
Multiple Range Test para comparacdo das médias. Os resultados foram analisados
no programa GraphPad Instat 6.01, com excecdo dos dados de expressao génica

gue foram avaliados pelo programa XLStat (2012).

6. RESULTADOS

6.1. Experimento I: Quantificacdo e anélise do perfil lipidico do SFB e calculo

do teor lipidico dos meios de MIV.

Por meio da técnica de cromatografia de gas, foi determinado o valor de
gordura total do suplemento SFB, que foi de 0,0299/100mL (Tabela 1). A partir disso,
foram calculadas as quantidades de lipideos adicionadas ao meio de MIV em cada
grupo. O GSFB possui 10% de SFB e, portanto, 0,029mg de lipideo em cada mL de
meio MIV preparado. Considerando o valor lipidico maximo da BSA-FAF de 0,02%,
como indicado pelo fabricante, o meio do GBSA (8mg/mL de BSA-FAF) continha

apenas 0,0016mg de lipideos por mL, e o meio suplementado com ambos
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compostos, 5%SFB+ 6mg/mL BSA-FAF (GB+S), obteve um teor lipidico de
0,0157mg/mL. Assim, demonstrou-se que 0s 00citos do GSFB foram expostos a um
meio de maturacdo com dezoito vezes mais lipideos que os oocitos do GBSA e com

o dobro de lipideos em comparac¢do ao meio do GB+S.

Tabela 1. Quantidade lipidica dos meios de MIV dos diferentes
grupos (GBSA, GSFB e GB+S).
GBSA GSFB GB+S

mg de lipideo/mL 0,0016 0,029 0,0157

A amostra de SFB foi injetada no cromatégrafo e separada em diferentes
acidos graxos (Figura 9), sendo que no grafico, cada pico representa um acido graxo
e cada area determina a proporcdo desse acido na amostra. A partir desses
resultados, e mediante o padréo interno, obteve-se o perfil lipidico do SFB (Tabela
2). Observou-se que os acidos predominantes no soro foram os acidos palmitico
(23,4%), esteérico (17,71%) e oleico (15,24%).

Figura 9. Grafico da cromatografia do SFB, onde cada pico refere-se a um &acido
graxo e cada area determina a proporcdo que esse acido representa na
amostra.



35

Ademais, quase metade dos acidos do SFB detectados foram &cidos
saturados (47,2%), sendo que foram verificados 22,4% e 16,57% de acidos

monoinsaturados e polinsaturados, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 2. Perfil lipidico do SFB (Cripion). Férmula, nome, quantidade (mg/100mL) e
porcentagem (% area) que representam cada 4cido graxo detectado na
cromatografia de gas.

FORMULA NOME mg/100mL % AREA
12:0 Laurico 0,11 £ 0,07 0,32+0,28
14:0 Miristico 0,68 + 0,35 2,59+1,02
15:0 Pentadecandico 0,52 +0,46 1,07 £ 0,52
16:0 Palmitico 6,82 + 1,08 23,40+ 1,74

16:1 (n-7) Palmitoléico 0,68 + 0,14 2,27 +0,22
17:0 Margarico 0,42 + 0,05 1,43 £ 0,07

17:1 (n-7) Heptadecendico 0,24 + 0,03 0,72+0,18
18:0 Esteérico 5,16 £ 0,77 17,71 + 3,51

18:1 (n-9) Oleico 5,01+0,74 15,24 £ 1,01

18:1 (n-7) Vacénico 1,09+ 0,5 3,51 +0,47

18:2 (n-6) Linoleico 1,51+0,48 513+1,12
20:0 Eicosandico 0,14 + 0,07 0,49 + 0,17

20:1 (n-9) Eicosendico - -

18:3 (n-3) A-Linolénico 0,17 £ 0,16 0,67 £ 0,42
22:0 Docosandico 0,28 £ 0,05 0,88+ 0,17
22:1 Docosendico - -

20:3 (n-6) Eicotriendico 0,40 £ 0,08 1,24 +0,41

20:4 (n-6) Araquiddnico 1,01 £ 0,09 3,10 £ 0,56
24:0 Lignocérico - -

20:5 (n-3) Eicosapentaendico 0,42 + 0,40 1,56 +1,17
24:1 Nervbnico 0,33+0,12 0,65+ 0,38

22:5 (n-3) Docosapentaendico 0,50 + 0,09 1,45+0,31

22:6 (n-3) Docosahexaendico 0,99 £ 0,81 3,42 £ 2,37
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Tabela 3. Quantidade de acidos saturados, monoinsaturados, polinsaturados e
lipideos trans da amostra SFB detectada na cromatografia gasosa.

NOME mg/100mL % AREA
Saturados 13,88 2,14 47,2 + 4,87
Monoinsaturados 7,3+0,79 22,4 +1,58
Polinsaturados 4,99 = 1,67 16,57 + 3,48
Trans 0,46 1,50+0,73

6.2. Experimento Il. Avaliacdo do efeito da suplementagdo com SFB, BSA e sua

combinacao durante a MIV sobre a maturag¢ao oocitaria.

6.2.1. Avaliacédo da progressédo nuclear e migracao de granulos corticais (GC)

Odcitos oriundos das mesmas rotinas de MIV foram utilizados para a
avaliacdo da maturacdo nuclear e migracdo dos GC (Tabela 4), sendo utilizados
odcitos de cinco repeti¢cdes. Houve diferenca no nimero de odcitos que atingiram a
fase de MIl com extrusdo do primeiro corpusculo polar, sendo que o GBSA (75%)
nao conseguiu alcancar as taxas observadas nos GSFB (88,9%) e GB+S (89,6%).
Sobre a taxa de odcitos com os GC localizados na periferia, houve uma diminui¢ao
no grupo GBSA(43,9%) quando comparado ao grupo GSFB (62,4%), sendo que
ambos néo diferiram do grupo GB+S (Tabela 4).

Tabela 4.Taxas de od6citos bovinos maturos (em MIl, como definido pela
maturacdo nuclear) e com GC dispostos na periferia apés 24 horas de
maturacdo in vitro nas diferentes suplementagbes (GBSA: 8mg/mL de
BSA-FAF, GSFB: 10%SFB e GB+S: 6mg/ml de BSA-FAF + 5% SFB).
Jaboticabal, 2012.

Grupos Oo6citos em Ml Oocitos com GC na periferia
n (%) n (%)

GBSA 69/92 (75,0) @ 54/123 (43,9)°

GSFB 104/117 (88,9)° 78/125 (62,4)°

GB+S 95/106 (89,6)" 58/113 (51,3)

2PValores com sobrescritos diferentes entre linhas dentro de uma mesma coluna diferem pelo teste x2 (p<0,05).
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6.2.2 Avaliacdo da distribuicdo das mitocéndrias e gotas lipidicas em odcitos

imaturos e odécitos submetidos a MIV ou a maturacao in vivo.

O objetivo desse experimento foi a avaliagdo do comportamento mitocondrial
e lipidico dos oocitos durante a MIV e as diferencas que apresentam em
comparagao aos oocitos maturados in vivo. Para isso, foram comparados resultados
de odcitos imaturos com aqueles maturados in vitro (GBSA, GSFB e GB+S) e in vivo
(Tabela 5).

O grupo imaturo diferiu de todos 0s outros grupos, apresentando uma taxa de
93,2% de odcitos com mitocéndrias na regido periférica. Com relacdo aos demais
grupos, GBSA e GB+S foram semelhantes entre si, porém, com valores maiores que
GSFB e in vivo, que por sua vez, foram similares estatisticamente (Tabela 5).
Quanto a presenca da categoria transicao, oécitos imaturos (0%) e maturados in vivo
(10,34%) diferiram de todos os outros grupos e também entre si, com excecdo do
GBSA que ndo mostrou diferenca com relagdo aos maturados in vivo. A maior taxa
de odcitos com mitocondrias dispersas foi observada no grupo in vivo (51,7%), que
foi superior (p<0,05) a todos os grupos. O grupo GSFB, com 32,2% dos odcitos
apresentando mitocondrias localizadas de forma dispersa no citoplasma, também
apresentou diferencas em comparacao aos demais grupos (Tabela 5).

Quanto a migracao das gotas lipidicas, o grupo imaturo apresentou 61% dos
odcitos com as gotas dispostas na periferia, e diferiu de todos os grupos maturos
(GBSA:11,5%, GSFB:3,1%, GB+S: 4,5% e in vivo: 20,7%). Os grupos GSFB e GB+S
ndo mostraram diferengas entre si, porém, foram inferiores aos grupos GBSA e in

Vivo que por sua vez, também foram similares.
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Tabela 5. Taxas de odcitos nas diferentes categorias de localizacdo de mitocéndrias
(periferia, transicdo e disperso) e gotas lipidicas (periferia e disperso)
tanto em odcito imaturo, como nos maturos in vitro (GBSA, GSFB e
GB+S) e in vivo. Jaboticabal, 2012.

MITOCONDRIAS LIPIDEOS
Grupos
Periferia n (%) Transicdo n (%) Disperso n (%) Periferia n (%) Disperso n (%)

IMATURO 55/59 (93,2)* 0/59% 4/59 (6,8)° 36/59 (61)% 23/59 (39)%
GBSA 42/61 (68,8)" 12/61 (19,7)>° 7/61 (11,5)° 17/61 (27,9)" 44/61 (72,1)°
GSFB 25/65 (38,5)° 19/65 (29,23)° 21/65 (32,3)° 2/65 (3,1)° 63/65 (96,9)°
GB+S 33/66 (50)° 23/66 (34,8)° 10/66 (15,1)% 3/66 (4,5)° 63/66 (95,4)°
IN VIVO 22/58 (37,9)° 6/58 (10,34)° 30/58 (51,7)° 12/58 (20,7)" 46/58 (79,3)"

ab,c

Valores com sobrescritos diferentes entre linhas dentro de uma mesma coluna diferem entre si (p<0,05, Qui-quadrado).

Para se ter uma melhor compreensdo sobre os acontecimentos nos odcitos
maturados in vivo, os mesmos foram separados em maturos (em MIl) e imaturos e
avaliados quanto a distribuicdo das mitocondrias e dos lipideos (Tabela 6). A
localizacdo das gotas lipidicas diferiu de acordo com o status de maturagdo nuclear.
Quando em MiII (38/58 - 65,5% dos odcitos), 100% dos odcitos (n=38) apresentaram
as gotas dispostas homogeneamente no citoplasma, enquanto somente 40% dos
odcitos imaturos (n=8) apresentaram essa categoria. Sobre a migracdo das
mitocondrias, ndo houve diferencas entre os grupos quanto as categorias de
transicdo e disperso, apenas em relacdo aos oocitos com mitocéndrias localizadas

na periferia do citoplasma.

Tabela 6. Taxas de oocitos nas diferentes categorias de localizacdo de mitocondrias
(periferia, transicdo e disperso) e gotas lipidicas (periferia e disperso)
nos ooécitos maturados in vivo, separando-se maturos (Mll) de imaturos.

MITOCONDRIAS LIPIDEOS
Grupos
Periferia n (%) Transicao n (%) Disperso n (%) Periferia n (%) Disperso n (%)
IMATURO  11/20 (55%)° 0/20 (0%)? 9/20 (45%)% 12/20 (60%)? 8/20 (40%)*
Ml 11/38 (28,9%)" 6/38 (15,8%)* 21/38 (55,3%)* 0/38 (0%)"° 38/38 (100%)"

*Pyalores com sobrescritos diferentes entre linhas dentro de uma mesma coluna diferem entre si (p<0,05, Qui-quadrado).
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6.2.3. Avaliagdo da quantidade de mitocondrias e lipideos em odcitos

imaturos, submetidos a MIV e maturados in vivo.

Inicialmente, foi constatado que a MIV provocou um aumento no acumulo
lipidico em todos os grupos (Figura 10). Odcitos que foram expostos a 10% de SFB
ao longo da MIV (GSFB) acumularam mais lipideos (média de area total = 746,9
um?) do que aqueles do grupo GBSA, maturados exclusivamente com BSA-FAF
(média = 565,1um?). N&o se observou diferenca estatistica entre o grupo GB+S e o0s
grupos GBSA e GSFB. Ao contrario dos grupos maturados in vitro, em que se pode
observar um aumento lipidico nos odcitos ao final da maturagéo, o grupo in vivo néo
apresentou esse aumento, com média similar aguela observada em odcitos
imaturos, indicando auséncia de acumulo lipidico no processo de maturacao

fisiolégica.
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Figura 10 Area média de gotas lipidicas (um? de lipideo/o6cito) em odcitos imaturos,
maturados in vitro nos diferentes meios (GBSA: 8mg/mL de BSA-FAF,
GSFB: 10%SFB e GB+S: 6mg/ml de BSA-FAF + 5% SFB) e maturados in
vivo. As colunas com diferentes letras diferem entre si (p<0,05) pelo teste
Mann Whitney.

Embora tenha ocorrido um acumulo lipidico durante a MIV, quando se
analisou a quantidade de mitocondrias ativas por meio de fluorescéncia, somente o
GBSA sofreu aumento na quantidade de mitocondrias ativas depois da maturacao
(Imaturo: 11,92 de intensidade de fluorescéncia e GBSA: 15,61; Figura 11). Os
oocitos maturados com 10% SFB (GSFB) apresentaram valores menores (11,7) que

0s odcitos do grupo GBSA. Ja o grupo in vivo obteve a menor média de atividade
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mitocondrial (8,22), diferindo dos demais grupos, com excecdo do grupo GSFB
(Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo da quantidade de mitocondrias ativas (intensidade/odcito) dos
oocitos imaturos e maturados in vitro (GBSA: 8mg/mL de BSA-FAF,
GSFB: 10%SFB e GB+S: 6mg/ml de BSA-FAF + 5% SFB) e in vivo pela
quantificacdo da intensidade da fluorescéncia do corante Mitotracker
Red CMRXRos As colunas com diferentes letras diferem entre si
(p<0,05) pelo teste Mann Whitney.

Mesmo ocorrendo um acumulo de lipideos durante a MIV, mais pronunciado
no GSFB, ndo se constatou diferencas entre os grupos em relacdo aos tamanhos

das gotas lipidicas (<2 pum, 2-6 um ou >6 um de diametro) nos odcitos (Figura 12).
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Figura 12. Avaliagdo do tamanho das gotas lipidicas de od0citos imaturos,
maturados in vitro (GBSA: 8mg/mL de BSA-FAF, GSFB: 10%SFB e
GB+S: 6mg/ml de BSA-FAF + 5% SFB) e in vivo, que foram
classificadas em <2 um, 2-6 um ou >6 pm de diametro. Nao houve
diferenca estatistica entre grupos (Mann Whitney).
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Ainda, foi possivel observar que os oocitos maturados in vivo foram os Unicos

gue mantiveram uma correlacéo entre a quantidade de lipideos e mitocdndrias ativas

(r* = 0,7317; p= 2,48 10°°) (Figura 13).
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Figura 13. Graficos de correlagao entre quantidade de mitocondrias ativas e gotas
lipidicas em odcitos dos grupos imaturos, GBSA, GSFB, GB+S e in vivo
mediante teste de regressao lineal r. A significancia da correlacao foi

realizada pelo teste F.
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6.3. Experimento lll: Efeitos do uso de SFB, BSA e combinagdo de ambos

durante a MIV sobre o desenvolvimento embrionario.

Na avaliagao da influéncia das diferentes fontes e/ou concentracdes de fontes
proteicas durante a MIV sobre as taxas de PIVE, houve diferencas entre os grupos
tanto nas taxas de clivagem quanto nas taxas de desenvolvimento até blastocistos.
O grupo suplementado com BSA-FAF durante a MIV (GBSA) foi inferior aos outros
dois grupos tanto nas taxas de clivagem (GBSA: 87,38%; GSFB: 91,05%; GB+S:
GB+S: 90,3%) quanto na producao de blastocistos (GBSA: 19,79%; GSFB: 36,25%;
GB+S: 34,65%)(Tabela 7.). Por sua vez, os grupos GSFB e GB+S foram similares

entre si.

Tabela 7. Taxas de clivagem e de blastocistos apés MIV de odcitos em
diferentes meios (GBSA: 8mg/mL de BSA-FAF, GSFB:
10%SFB e GB+S: 6mg/mL de BSA-FAF + 5%SFB),
fecundacdo e cultivo in vitro por 8 dias na auséncia de SFB.

Grupos Clivados Blastocistos
n (%) n (%)
GBSA 1232/1410 (87,38)* 279/1410 (19,79)*
GSFB 844/927 (91,05)° 336/927 (36,25)"
GB+S 959/1062 (90,30)" 368/1062 (34,65)"
2byalores com sobrescritos diferentes entre linhas dentro de uma mesma coluna diferem pelo teste x2
(p<0,05).

6.4. Experimento IV: Quantificacéo lipidica dos embrides PIV

O resultado da quantificacédo lipidica embrionaria foi dado de acordo com a
média da éarea lipidica por embrido e grupo. As diferentes suplementacdes e/ou
concentracdes durante a MIV ndo interferiram no acumulo lipidico dos subsequentes
blastocistos produzidos (Figura 14). Porém, houve diferenca em relacdo aos
tamanhos das gotas lipidicas. Nos embridbes do GSFB verificou-se maior
porcentagem de gotas lipidicas com diametro entre 2 a 6um em comparagdo aos
embrides do GB+S (Figura 15).
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Figura 14. Efeitos dos diferentes meios MIV (GBSA: 8mg/mL de BSA-FAF, GSFB:
10%SFB e GB+S: 6mg/ml de BSA-FAF + 5% SFB) no acumulo lipidico
embrionario (um? de lipideo/embrido). Os dados sdo mostrados pela
média da area lipidica/embrido dos diferentes grupos de blastocistos.
N&o houve diferenca estatistica entre grupos (Mann Whitney).
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Figura 15. Efeitos dos diferentes meios de MIV (GBSA: 8mg/mL de BSA-FAF,
GSFB: 10%SFB e GB+S: 6mg/ml de BSA-FAF + 5% SFB) sobre o
tamanho das gotas lipidicas nos embribes, classificadas em <2 um, 2-6
um ou >6 um de diametro. As barras com diferentes letras dentro de
cada tamanho diferem entre si (p<0,05, Mann Whitney).

A Figura 16 mostra o padrao de acumulo lipidico em odcitos submetidos a
MIV nas diferentes suplementacdes proteicas e nos blastocistos produzidos a partir
desses tratamentos, sendo possivel observar a dinamica dos lipideos ao longo da
PIVE em bovinos. Embora tenha ocorrido um aumento na area média de lipideos
nos odcitos durante a MIV, percebe-se que a maior atividade lipidica ocorreu apds a

fertilizacdo, ou seja, durante o CIV. Como representado na Figura 17, além do
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aumento da quantidade lipidica, também ocorre um aumento da porcentagem de

gotas maiores que 2um de diametro ao longo da PIVE, podendo-se perceber que o

tamanho maioritario durante a MIV € menor que 2 um, enquanto nos embrides

predomina o tamanho entre 2 a 6 pm.

-+ GBS5SA
c = GSFB
-+ GB+S5

40001

2000

3001
7004
600
5004
400+
3004
200

Area (um?)

s s 4
o
\@ & -
5 g &®

d§‘§'

Figura 16. Influéncia dos suplementos durante a MIV (GBSA: 8mg/mL de BSA-
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FAF, GSFB: 10%SFB e GB+S: 6mg/mL de BSA-FAF + 5% SFB) na
dindmica do acumulo lipidico ao longo da PIVE bovinos. Letras diferentes
entre diferentes estagios do desenvolvimento (odécito imaturo, maturo e
blastocisto) diferem entre si (p<0,05, Mann Whitney)
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Figura 17. Influéncia de diferentes suplementos proteicos durante a MIV (GBSA:

8mg/mL de BSA-FAF, GSFB: 10%SFB e GB+S: 6mg/ml de BSA-FAF +
5% SFB) sobre o tamanho de gotas lipidicas ao longo da PIVE em
bovinos. Letras diferentes dentro de cada tamanho de gota e grupo

diferem entre si (p<0,05, Mann Whitney).
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6.5. Experimento V: Analise da expressdo dos genes DGAT2 e PLIN2 em

células do cumulus, o6citos imaturos e maturos, e em embrides.

Os genes DGAT2 e PLIN2 apresentaram comportamentos diferentes de
expressdo nas ceélulas do cumulus (Figura 18). Houve diminuicdo (p<0,05) na
expressdo do DGAT2 durante a maturagdo, porém, aumentoda expressao do PLIN2,
sem diferencas entre os grupos para os dois genes. Nos odcitos desnudos,
observou-se diminuicdo (p<0,05) nos niveis de RNAm do gene DGAT2 naqueles
maturados em meio suplementado com 10% de SFB (GSFB) em comparacdo ao
grupo imaturo, sem que diferencas entre 0s outros grupos fossem notadas. A
maturacdo ndo causou efeitos sobre a expressao do PLIN2 nos oécitos (Figura 18).
Com relacdo aos blastocistos, as diferentes suplementacfes durante a MIV nao

interferiram na expressdo de ambos os genes, DGAT2 e PLIN 2.
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Figura 18. Expressao dos genes DGAT2 e PLIN2 nas células do cumulus e o6citos
desnudos imaturos e maturos nos diferentes grupos de MIV (GBSA:
8mg/mL de BSA-FAF, GSFB: 10%SFB e GB+S: 6mg/ml de BSA-FAF +
5% SFB) e nos subsequentes blastocistos produzidos. Letras diferentes
para 0 mesmo gene mostram diferengas entre si (p<0,05) pelo teste de
Duncan.
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7. DISCUSSAO

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar a influéncia da suplementacao
com SFB e/ou BSA na MIV sobre o acumulo lipidico oocitario e embrionario. Para
isso, foi necesséario determinar o conteudo lipidico dos meios de maturacdo e
acredita-se que esse estudo tenha sido o primeiro a determinar a quantidade total
lipidica do SFB. Confirmaram-se as varias suspeitas de que o SFB tem uma
quantidade de &cidos graxos bem superior ao composto BSA-FAF (A8806). Essa
informacdo reforca a hipotese de que o maior acumulo lipidico encontrado em
odcitos maturados na presenca de SFB (KIM et al., 2001 e FERGUSON E LEESE,
1999) pode ser resultado, em parte, do transporte de lipideos do meio de cultivo até
o citoplasma oocitério.

O &cido graxo mais concentrado no soro foi o &cido palmitico, seguido dos
acidos estearico e oleico. Esses dados ndo estdo plenamente de acordo com 0s
achados de outros estudos. Dois trabalhos relatam as porcentagens dos acidos
graxos do SFB mediante a cromatografia gasosa, e mesmo havendo uma proporcéo
muito alta desses acidos, o mais encontrado em ambos os estudos foi o &acido
linoleico (SATA et al., 1999 e KIM et al., 2001). Em contrapartida, o perfil oocitario e
embrionario relatado nos referidos trabalhos, quando utilizado o SFB durante a MIV,
estdo de acordo com os achados do presente estudo, ou seja, com prevaléncia do
acido palmitico. Ademais, um estudo recente possibilitou a obtencédo de dados mais
precisos a partir da técnica de espectrometria de massas (MADI-TOF MS)
(FERREIRA et al., 2010), em que se verificou que o 4cido graxo presente em maior
concentracédo no odcito imaturo é o acido palmitico, seguido dos &cidos estearico e
oleico. Além disso, os autores observaram que o cultivo com SFB aumenta a
concentragéo do acido palmitico e diminui a do oleico, em comparacéao a BSA.

Sabe-se que acidos graxos saturados tem a capacidade de penetrar em
oocitos bovinos (ADAMIAK et al., 2006). Considerando-se que praticamente a
metade dos acidos encontrados no soro foi de acidos saturados, parece razoavel
pensar que 0S MesmMOS estejam presentes em maior propor¢ado nos o0citos e
embrides expostos ao SFB. Assim, € provavel que ocorra o transporte desses acidos

graxos a partir do meio de cultivo.
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Embora os acidos palmitico e estearico sejam o segundo e o terceiro 4cidos
mais abundantes no fluido folicular bovino (LEROY et al., 2005b), uma alta
concentracdo desses compostos pode influenciar negativamente na PIVE. Tém sido
descritos efeitos prejudiciais desses &cidos, na maturacdo, fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario (LEROY et al.,, 2005a), bem como no metabolismo
celular, aumentando os niveis de apoptose nas células embrionarias (JUNGHEIM et
al., 2011).

Ja4 o acido oleico, o mais abundante no fluido folicular, possui efeitos
benéficos na maturacdo e desenvolvimento embrionario (AARDEMA et al., 2011).
Porém, no SFB, esse acido esta presente em menores concentracbes em
comparacao aos acidos palmitico e estearico.

Como ja mencionado, o odcito imaturo tem altas concentracdes de &cido
palmitico (FERREIRA et al., 2010). Porém, quando cultivado em SFB, o mesmo é
exposto a um meio com maior concentracdo desse acido em comparacao ao meio
fisiologico, ou seja, o fluido folicular (LERQY et al., 2005b). Portanto, a diferenca
entre os perfis de acidos no fluido folicular bovino e no SFB pode causar um
acumulo de &cidos diferentes durante o processo de maturagdo, podendo levar a
diferencas entre a maturagéo in vivo e in vitro.

No presente trabalho, od4citos expostos a BSA durante a MIV apresentaram
diminuicdo das taxas de maturacdo nuclear e migracdo dos GC. Avelino (2004) ja
havia descrito essa diminuicdo na migracdo dos GC em odcitos maturados com
BSA. O SFB é um meio rico em fatores de crescimento e compostos que melhoram
a expansao das células do cumulus (Abe e Hoshi, 2003), e parece ser necessario
para que ocorra a adequada maturacao, tanto nuclear quanto citoplasmatica.

A diminuicdo da taxa de maturacdo nuclear que apresentaram 0s 00citos
submetidos a BSA durante a MIV ja foi descrita anteriormente (ALI et al., 2002) e
pode ser explicada pelo efeito que os acidos graxos tem sobre a mesma.. Os
lipideos tem um papel importante durante a maturagdo nuclear, estando demostrada
a relagdo entre a B-oxidacdo e a reativacdo da meiose (DOWNS et al.,, 2009 e
DUNNING et al., 2010). E mediante ativacdo da proteina quinase ativada por
mitdogeno (MAPK) que acontece a quebra da vesicula germinativa e a reativagdo da
meiose (CHEN et al.,, 2006). De acordo com Downs et al (2009) a acetil-CoA
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carboxilase (ACC) é a principal responsavel pela ativacdo da MAPK. Apesar de ser a
oxidacdo dos acidos graxos uma das maiores consequéncias da ativacdo da MAPK,
pela diminuicdo dos niveis do malonil-CoA, estudos demostraram que a inibicdo da
oxidacdo dos lipideos impede, por sua vez, a reativagcdo da meiose (DOWNS et al.,
2009 e DUNNING et al., 2010). Desse modo, considerando que, segundo o
fabricante, a BSA é praticamente isento de acidos graxos, seria logico obter uma
diminuicdo da maturacéao nuclear nos oo6citos submetidos a este composto.

Uma adequada B-oxidacdo depende de varios fatores, entre eles, da
quantidade e localizacédo lipidica e mitocondrial, da funcionalidade das mitocondrias
e de todos os fatores celulares que interferem nesse metabolismo.

Em murinos, Dunning et al (2010) estudaram a B-oxidacdo durante a MIV em
meios suplementados com SFB e BSA. Os autores observaram que apenas no
grupo com SFB ocorria aumento dos niveis de oxidacdo no decorrer da maturacao.
Indicaram como provavel causa desse efeito a presenca de L-carnitina no SFB e
auséncia da mesma na BSA. Em ambos 0s casos, tanto nos oocitos maturados em
BSA como nos maturados em SFB, a adicdo de L-carnitina aumentou a oxidacao
lipidica, e melhorou o desenvolvimento embrionéario. O estudo verificou que a BSA
impede uma oxidacado satisfatoria na MIV e que mesmo que o SFB a permita, esta
ainda poderia ser melhorada.

Na célula, a oxidacdo de um mol de glicose produz de 27 a 31 mols de ATP.
No entanto, a oxidacdo de um mol de &cido palmitico fornece 104 mols de ATP
(Revisado por STURMEY et al.,, 2009), demonstrando que a oxidacdo de &cidos
graxos é a principal fonte de energia na célula.

Sabendo-se que ndo ha formacdo de novas organelas até a fase de
blastocisto (EBERT et al., 1988), as mitocéndrias oocitarias sdo responsaveis pelo
aporte energético do embrido até essa fase (VAN BLERKOM, 2011). Por isso é de
extrema importancia que durante a MIV ocorra maturagdo mitocondrial e lipidica
adequada. Essa maturacdo compete, como mencionado anteriormente, além da
migracdo sincronica das organelas, uma quantidade equilibrada das mesmas. De
acordo com nosso conhecimento, esse trabalho foi o primeiro a estudar o
comportamento lipidico-mitocondrial durante a MIV de odcitos bovinos, avaliando o

efeito da suplementagéo com SFB e /ou BSA.
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Sobre a redistribuicdo das mitocondrias e gotas lipidicas, nos odcitos imaturos
a localizacdo principal das duas organelas foi periférica, conforme descrito na
maioria dos estudos em bovinos (HYTTEL et al., 1986, STOJKOVIC et al., 2001 e
ADONA et al., 2008). Entretanto, os resultados encontrados ap6s a maturacao, tanto
in vivo como in vitro, diferem de relatos prévios em alguns aspectos.

Na maturacgéo in vivo, comparando-se odcitos em MIl com odcitos imaturos,
percebe-se uma grande diferenca na migracdo lipidica, sem alteracbes nha
distribuicdo mitocondrial. A totalidade dos odcitos maturos nuclearmente apresentou
gotas lipidicas dispersas, sendo que apenas metade desses od6citos também
apresentou essa migracdo mitocondrial. Demonstrou-se assim, que mesmo em
odcitos maturados in vivo, houve assincronia entre a migracdo de mitocondrias e
lipideos em parte desses o0citos, ao contrario de alguns relatos anteriores (KRUIP et
al.,, 1983 e HYTTEL et al., 1986), em que se observou, mediante microscopia
eletrbnica, que durante a maturagdo in vivo as organelas migraram conjuntamente
desde a periferia até uma localizacdo homogénea dentro do citoplasma. Da mesma
forma, odcitos maturados in vitro apresentaram maior assincronia na migracao das
organelas, podendo indicar um dos problemas ndo sé para a maturacdo oocitéria,
mas também para o desenvolvimento embrionario, pois essa distancia fisica entre as
organelas provavelmente provoca uma deficiéncia na (3-oxidacao.

Com relacdo a migracdo mitocondrial bovina durante a MIV, os dados
encontrados neste estudo diferem dos relatados recentemente por Adona et al
(2008), em que praticamente a totalidade dos odécitos apresentava mitocondrias
dispersas apés a MIV. Como os autores realizaram avaliagdo por microscopia de
epifluorescéncia, é provavel que a técnica de microscopia utilizada tenha contribuido
para as referidas diferencas, jaA que a microscopia confocal permite uma avaliagéo
mais precisa.

Pesquisas na PIVE apontam para o uso do SFB como causa do acumulo
lipidico, mostrando que ha efeitos do mesmo ja durante a MIV (FERGUSON E
LEESE, 1999, KIM et al., 2001 e ABE et al., 2002). De fato, no presente trabalho
houve acumulo lipidico durante a MIV em todos os grupos, sendo esse acumulo

mais acentuado no grupo com maiores concentracdes de SFB. Porém, né&o foi



50

constatado acumulo lipidico nos odcitos maturados in vivo, que por sua vez,
mantiveram a mesma quantidade lipidica que nos odécitos imaturos.

Ainda existem controvérsias sobre o comportamento dos lipideos durante a
MIV nas diferentes espécies, estando relatado, por exemplo, diminuicdo do acumulo
na espécie suina (ROMEK et al., 2010) e aumento na murina (YANG et al., 2010).
Em bovinos, embora estudos mais antigos mostrassem uma diminuicdo dos TG
citoplasmaticos no decorrer da MIV (FERGUSSON e LEESE, 1999 e KIM et al.,
2001), a espectrometria de massas provou que ha aumento desses lipideos nos
oocitos apdés a maturacdo in vitro (FERREIRA et al.,2009b). Esses ultimos dados
estdo de acordo com os achados do presente estudo, em que foi observado
acumulo lipidico durante a MIV independentemente da suplementacao recebida.

Porém, esse aumento ndo foi verificado em oo0citos maturados in vivo,
mostrando assim que, além da suplementacao proteica, h& outros fatores fisioldgicos
gue podem afetar esse ponto do metabolismo. A auséncia do acumulo lipidico nos
odcitos maturados in vivo poderia ser explicada pela possivel sintese de lipideos
concomitante a sua metabolizagdo na via ($-oxidacdo. Como no presente trabalho
oocitos maturados in vivo foram os Unicos que mostraram correlacdo entre
guantidade lipidica e mitocdndrias ativas, isso pode indicar uma adequada [-
oxidacao celular nesses odcitos e uma deficiéncia nos oécitos maturados in vitro.

A BSA na MIV provocou uma diminuicdo do acumulo lipidico e um aumento
de mitocOndrias ativas. Tendo em consideracdo a suposta falta de L-carnitina na
BSA (Dunning et al., 2010) e a assincronia na migracdo das organelas durante a
MIV, pode-se presumir que tenha ocorrido uma deficiéncia na B-oxidacdo desses
oocitos, a despeito da quantidade suficiente de mitocondrias ativas. Embora a BSA
seja praticamente ausente de acidos graxos, acredita-se que o déficit na B-oxidacéo
seja de fato o responsavel pelo acamulo lipidico verificado nesse grupo. Ainda, essa
falha na B-oxidacdo poderia ter provocado, além da diminuicdo das taxas de
maturacdo, o menor desenvolvimento embrionario observado nesse grupo, pois a
falta de energia pode levar a apoptose celular e parada do desenvolvimento (VAN
BLERKOM, 2011).

O SFB provocou além de aumento lipidico, diminuicdo das mitocondrias

ativas citoplasmaticas comparado com os odcitos submetido a BSA durante a MIV.
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Odcitos expostos a uma maior quantidade de SFB apresentaram maior acumulo
lipidico comparado aqueles expostos a BSA, dados que estdo de acordo com estudo
prévio (FERGUSON E LEESE, 1999). Mesmo parecendo ser o SFB um composto
que permite niveis razoaveis de p-oxidacdo quando comparado a BSA (DUNNING et
al., 2010), sabe-se que esse composto provoca danos na membrana mitocondrial. A
amonia gerada a partir dos substratos do SFB parece ser a causa desse dano
(RUSSELL et al., 2006), podendo provocar a diminuicdo no nimero de mitocondrias
ativas, fato observado neste trabalho.

Assim, o maior acumulo lipidico observado no grupo suplementado com 10%
de SFB pode ter sido influenciado por dois fatores. Primeiramente, sendo o0 soro um
composto rico em acidos graxos, e sabendo-se da capacidade dos mesmos de
serem transportados até o citoplasma oocitario, seria esperado o aumento de
lipideos nesses odcitos. Ademais, soma-se o fato de que o SFB, mesmo levando a
uma maior sincronia na migracdo das organelas e aparentemente possuindo niveis
razoaveis de L-carnitina, provoca danos na membrana mitocondrial, podendo
prejudicar a oxidacao lipidica. Assim, 0 odcito poderia ndo ser capaz de metabolizar
todos os lipideos citoplasmaticos, levando ao mencionado acumulo.

Mesmo parecendo ser o SFB imprescindivel na migracdo das organelas
durante a MIV por proporcionar adequada migracdo dos GC e maior taxa de oécitos
com mitocondrias dispersas no citoplasma, esse composto ndo conseguiu atingir as
mesmas taxas de migracdo mitocondrial encontradas nos oécitos maturados in vivo.
No entanto, o uso do SFB possibilita a obtencéo de taxas de maturacédo nuclear e
desenvolvimento embrionario razoaveis na PIVE. Portanto, odcitos maturados com
SFB conseguem taxas razoaveis na PIV, embora ainda apresentem diferencas
frente aos odcitos maturados in vivo em relacdo a migracdo e quantidade de
mitocondrias e lipideos.

Odcitos que foram expostos a BSA e 5 % de SFB mostraram uma tendéncia a
maior atividade mitocondrial e ao menor acumulo lipidico, provavelmente pela
presenca de uma menor concentracdo do soro, entretanto, ndo foram observadas
melhores taxas de maturacéo e de desenvolvimento quando comparou-se ao grupo
com 10% de SFB na MIV. Além disso, esse grupo apresentou baixa taxa de

sincronia entre as organelas, apesar do alto niumero de odcitos com lipideos
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dispersos e mitocéndrias em transicdo. Odcitos que ndo completam a migracao
mitocondrial, mas encontram-se em transicdo, talvez sejam capazes de manter
niveis de p-oxidacdo razoaveis para atingir boas taxas de desenvolvimento.
Comprova-se que a concentracdo de apenas 5% de SFB j& causa efeitos sobre o
comportamento lipidico-mitocondrial.

Em relacdo ao acumulo lipidico embrionario, embora existam relatos de maior
acumulo apés suplementacdo da MIV com SFB (FERGUSON E LEESE, 1999 e
ABE et al., 2002) ndo observamos esse efeito neste trabalho. Verificamos apenas
um menor acumulo lipidico nos oécitos maturados com BSA. Porém, conforme ja
mencionado, acreditamos que esses o00citos apresentam menores niveis de B-
oxidacdo. Esse fato, associado ao menor acumulo de lipideos presente nessas
estruturas, poderia levar a um menor fornecimento energético na fase de
desenvolvimento pré-implantacional, limitando além das taxas de producdo, a
qgualidade dos embrides obtidos. Desse modo, como o0 uso de SFB durante a MIV
fornece mais lipideos oocitarios, a fonte energética desses embrides durante o CIV
estaria assegurada, refletindo-se possivelmente no desenvolvimento de embrides de
qualidade superior no lugar de um acumulo lipidico embrionario.

Além disso, percebeu-se neste estudo que o maior acumulo lipidico acontece
na etapa de CIV, corroborando com relatos de Ferguson e Leese (1999). E esperado
que no decorrer do desenvolvimento embrionario ocorra sintese de lipideos para
obtencdo da energia necessaria para o desenvolvimento embrionario, porém,
espera-se também maior B-oxidacdo. Assim, o acumulo lipidico observado poderia
ser fisioldégico, ou ainda uma consequéncia da deficiéncia na oxidacdo, além da
possibilidade de ser um efeito consequente ao sistema de PIVE.

Com relacdo ao tamanho das gotas lipidicas, neste trabalho ndo foram
observadas diferencas entre os o0citos imaturos e maturados in vitro ou in vivo.
Porém, verificou-se um aumento na porcentagem de gotas maiores que 2um de
diametro nos embrides produzidos, independentemente do grupo, mostrando-se que
além do aumento na quantidade lipidica, também ha& um aumento no tamanho das
gotas ao longo da PIVE. No entanto, constataram-se diferenga no tamanho das
gotas embrionarias, sendo que os embrides subsequentes a MIV com SFB

apresentaram maior porcentagem de gotas entre 2-6 um que os embrides do GB+S.
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Esses dados contradizem os achados por Abe et al (2002) onde os embrides
oriundos da MIV com SFB obtiveram maior porcentagem de gotas gigantes (> de 6
pm) em comparacdo ao uso da BSA na MIV. Esses dados demonstram a
necessidade de maiores estudos sobre a dindmica das gotas lipidicas na PIVE.

Portanto, seria de extrema importancia fazer a comparacdo da producéo in
Vivo e in vitro de embrides, para elucidar, dentre outras coisas, 0s acontecimentos no
metabolismo lipidico e na B-oxidacdo ao longo desse processo.

Com o intuito de aprofundar no estudo dos efeitos dos suplementos proteicos
na MIV sobre o acumulo lipidico, foram estudados dois genes envolvidos na sintese
de TG e gotas lipidicas, 0 DGAT2 e PLIN2. Ambos os genes foram identificados em
todas as estruturas estudadas: células do cumulus, odécitos desnudos imaturos e
maturos in vitro, e nos subsequentes embrides.

Acredita-se que o gene PLIN2 tenha sido identificado previamente somente
em células da granulosa de primatas (SEACHORD et al., 2005),em odGcitos de
camundongos (YANG et al., 2010) e recentemente em oécitos bovinos (AARDEMA
et al., 2011), sem haver relatos sobre a expressdo desse gene durante a MIV e em
embrides de qualquer espécie. Ainda, este foi o primeiro estudo a detectar a
expressdo do gene DGAT2 em células ovarianas (células do cumulus e odcitos) e
em embrides.

Ambas as proteinas, PLIN2 e DGAT2, estdo envolvidas no metabolismo
lipidico. A DGAT2 € a enzima responsavel pela sintese de TG e a PLIN2 inibe a
interacdo entre lipideos e lipases e encontra-se relacionada com o numero e
tamanho das gotas lipidicas (revisado por BICKEL et al., 2009).

Na avaliacdo das células do cumulus, houve um aumento na expressdo do
gene PLIN2 e uma diminuicdo da DGAT2 no decorrer da MIV, sem diferencas entre
0s grupos. Ambos os dados sugerem aumento da sintese lipidica. No caso do gene
PLIN2, a expresséo pode ter aumentado frente a maior demanda proteica, e no caso
do DGAT2 a diminuicdo do RNAmM pode ter ocorrido em decorréncia a uma maior
traducdo a proteina, por elevada demanda. No entanto, para maiores
esclarecimentos desse processo, seria preciso fazer estudos imunoldégicos do

comportamento dessas proteinas ao longo da PIVE.
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Esse aumento lipidico nas células do cumulus pode ter diversas funcoes.
Além do fornecimento energético e do possivel transporte de lipideos até o
citoplasma oocitario, os lipideos sado fundamentais para a sintese de hormonios
esterdides. Sabe-se que nas células esteroidogénicas, as gotas lipidicas séo
transportadas até as mitocondrias, onde esses lipideos entram na via da sintese
desses hormdnios (ALMAHBOBI et al., 1993). Como os horménios esterdides séo
imprescindiveis no decorrer da maturacdo, € coerente gque no presente estudo tenha
ocorrido esse aumento lipidico nas células do cumulus.

Acredita-se que a diminuicAo da expressdo do gene DGAT2 esteja
relacionada com o processo de traducéo, pois além da diminuicdo nas células do
cumulus, os odcitos expostos ao SFB também apresentaram diminuicao significativa
na expressao desse gene. Uma vez que que esses 00citos obtiveram maior acumulo
lipidico, seria razoavel pensar numa maior tradugéo para aumento da sintese de TG.

No estudo realizado por Yang et al. (2010) em COCs murinos, além do
aumento lipidico, houve aumento na expressdo do gene e da proteina PLIN2 ao
longo da maturacao in vivo. Porém, quando COCs imaturos e maturos in vivo foram
comparados com 0s 00citos maturados in vitro, percebeu-se que, apesar do acumulo
lipidico, ndo houve diferenca na expressao do gene PLIN2 entre os COCs imaturos e
0S maturos in vitro. Esses ultimos resultados ndo condizem aos achados do presente
trabalho, em que se observou aumento da expressdo do gene nas células do
cumulus ao longo da MIV. Embora em nosso estudo as células do cumulus tenham
sido estudadas separadamente dos odcitos desnudos, acredita-se que os COCs
teoricamente deveriam manter esse aumento na expresséo do PLIN2.

Por outro lado, os animais utilizados na pesquisa realizada por Yang et al
(2010) sofreram tratamento hormonal para obtencdo de todos os odcitos, tanto
imaturos (parte deles destinados a MIV), quanto dos maturos in vivo. Market-Velker
et al (2009) relataram alteracdo do padrdo de expressdo génica nos odcitos
provenientes de fémeas que sofreram tratamentos hormonais, dificultando a
compreensao da origem dessas diferencas, ou seja, se as mesmas ocorreram por
efeito do tratamento hormonal dos animais ou pela maturacao.

No presente trabalho, a suplementagdo proteica durante a MIV né&o

influenciou na expressao embrionaria dos genes envolvidos na sintese lipidica. Esse
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dado estéd de acordo com o achado da auséncia de diferenca na quantidade lipidica
presente nos blastocistos obtidos apos os tratamentos. Os resultados da expressao
dos genes PLIN2 e DGAT2 reforcam os resultados verificados na quantificacao
lipidica, acreditando-se que o0s suplementos utilizados tenham afetado
exclusivamente o acumulo lipidico oocitario. Ademais, demostrou-se que ambos 0s
genes podem estar relacionados ao aumento do metabolismo lipidico.

Por fim, demonstramos neste estudo que a BSA parece nédo ser a candidata
ideal para substituicdo do SFB, pois a mesma nao foi capaz de proporcionar boas
taxas de maturacdo e desenvolvimento embrionario. Além disso, mesmo diminuindo
o acumulo lipidico oocitario, a BSA na MIV ndo provocou menor quantidade lipidica
nos blastocistos em comparacéo aos embridées do grupo com SFB.

Tentar melhorar a oxidacdo dos lipideos acumulados poderia ser uma
estratégia para melhorar a PIVE, mas também poderia ter repercussdes negativas a
nivel celular. Deve-se considerar que mesmo 0 o0cito tendo uma capacidade
adaptativa aos compostos ROS (FERREIRA et al., 2009a) uma excessiva [3-
oxidacdo produziria uma quantidade maior dessas substancias, que por sua vez,
poderiam provocar danos mitocondriais (revisado por MCKEEGAN e SUTMEY,
2012), levando a necessidade do uso de antioxidantes. A L-carnitina poderia ter
grande contribuicdo nessa questdo, pois além de melhorar a oxidacdo aumentando
o transporte dos acidos graxos até a mitocdndria, também tem funcao antioxidante, o

que poderia evitar danos a membrana mitocondrial.

8. CONCLUSOES

e O SFB, tendo niveis lipidicos altamente superiores a BSA-FAF, proporciona
ao odécito um ambiente com perfil de acidos graxos diferente ao do fluido
folicular.

e A MIV apresenta diferencas em comparagcao a maturacao in vivo com relacao
a distribuicdo e quantificacdo mitocondrial e lipidica, sendo que apenas no
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processo in vivo € mantida a correlacdo entre quantidade de mitocéndrias
ativas e lipideos.

e A MIV provoca aumento lipidico oocitario que ndo ocorre nos o00citos
maturados in vivo.

¢ A suplementacéo proteica durante a MIV tem efeito sobre o acumulo lipidico
oocitario, porém, ndo sobre o acumulo lipidico embrionario.

e Odcitos maturados com BSA possuem menor acumulo lipidico, entretanto,
ndo sao capazes de alcancar taxas de maturacdo citoplasmaticas e de
blastocistos proporcionadas pelo SFB.

e O SFB permite boas taxas de maturacdo e desenvolvimento embrionério,
porém, oocitos maturados em meio contendo este composto apresentam
diferencas frente aos maturados in vivo em relacdo a distribuicdo e/ou
quantificacdo de lipideos e mitocondrias.

e Embora a reducdo da concentracdo do SFB pela metade durante a MIV
permita a obtencdo de taxas satisfatdrias de maturacéo e de desenvolvimento
embrionario, ndo h& atenuacdo dos efeitos negativos do soro sobre as
mitocondrias e lipideos oocitarios.

e Os genes PLIN2 e DGAT2 estdo expressos em od6citos e embrides bovinos
estando provavelmente associados ao aumento do metabolismo lipidico.
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