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ADIGAO DE ACIDO LINOLENICO E L-CARNITINA NA MATURAGAO
OOCITARIA: EFEITOS SOBRE O METABOLISMO CELULAR, POTENCIAL DE
DESENVOLVIMENTO E CRIOTOLERANCIA DE EMBRIOES BOVINOS
PRODUZIDOS IN VITRO

RESUMO - Com o intuito de aperfeicoar os resultados da criopreservagao de
embrides bovinos produzidos in vitro (P1V), este estudo foi conduzido com o objetivo
principal de avaliar o impacto da suplementacao do meio de maturacao in vitro (MIV)
com acido linolénico (ALA), associado ou ndo a L-carnitina (L-car), sobre a
maturacao e qualidade do odcito, especialmente no que se refere ao metabolismo
lipidico, e sobre o desenvolvimento e resisténcia a criopreservacdo dos embrides
produzidos. Para tanto, em uma primeira etapa (Experimentos | e IlI) foram
realizados experimentos de dose-resposta para determinar as concentragdes ideais
de ALA (0, 10, 50 ou 100 uM) e L-car (0, 1, 5 ou 10 mM) a serem adicionadas ao
meio de MIV, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) ou 0,6% de
albumina sérica bovina (BSA). Foram avaliados os efeitos do ALA e L-car sobre a
maturagdo nuclear e citoplasmatica (avaliagdo mitocondrial, acumulo lipidico
intracelular e producdo de espécies reativas de oxigénio intracelulares (ROS) em
odcitos bovinos) e o subsequente desenvolvimento embrionario. No Experimento |, a
adicao de 100 uM de ALA em meio de MIV suplementado com SFB resultou em
reducao (P<0,05) do acumulo lipidico citoplasmatico e do acumulo intracelular de
ROS, assim como aumento (P<0,05) do potencial de membrana mitocondrial (PMM),
em relacdo as demais concentragdes de ALA. No entanto, nenhum desses efeitos
prejudicou (P>0,05) a maturagdo oocitaria e o0 subsequente potencial de
desenvolvimento embrionario. No Experimento |l, a suplementagdo do meio de MIV
com L-car resultou em redugao (P<0,05) do acumulo lipidico citoplasmatico, na
presenca de SFB. Somados os efeitos da concentragdo de 10 mM de L-car na
presenca de SFB sobre a redugao (P<0,05) do PMM e elevacdo (P<0,05) do
conteudo de ROS e, do efeito negativo (P<0,05) da suplementacdo do meio de MIV
com BSA sobre o desenvolvimento embrionario, conclui-se que a suplementagao
com 5 mM de L-car na presenca de SFB superou os resultados dos demais grupos.
Em uma segunda etapa (Experimento lll), baseado nos resultados dos experimentos
anteriores foi avaliado o efeito da suplementacédo com ALA (100 pM), L-car (5mM)
ou a associagao de ambos os tratamentos (ALA + L-car), durante o cultivo de MIV
com 10% de SFB, sobre o subsequente desenvolvimento in vitro, qualidade
embrionaria (avaliada pela contagem do numero total de células e taxa de
apoptose), conteudo intracelular de ROS e acumulo lipidico intracitoplasmatico, além
da criotolerancia embrionaria. Para tanto, odcitos foram fecundados durante 24
horas e os provaveis zigotos cultivados in vitro (CIV). Foram avaliadas a taxa de
clivagem (48 hpi) e o desenvolvimento embrionario até a fase de blastocistos (D7 do
CIV). Estes foram vitrificados e posteriormente reaquecidos para avaliagdo da
sobrevivéncia embrionaria pos-criopreservacgao, apds 24 h e, taxa de eclosdo apods
48 h de re-cultivo in vitro. Também nesta etapa, foi avaliada a regulagdo da
expressdo de genes envolvidos com o metabolismo lipidico (regulagcdo da
lipogénese: SCD1, FASN e SREBP1; regulagdo da via metabdlica de B-oxidagao:
CPT1B e CPT2), em odcitos suplementados com ALA e/ou L-carnitina durante o
cultivo de MIV, e nos embrides produzidos. Os tratamentos com ALA e L-car



realizados na etapa de MIV nao suportaram os efeitos positivos observados nos
estudos anteriores sobre a redugao do acumulo lipidico e melhora do potencial de
desenvolvimento oocitario. Os tratamentos n&o alteraram o conteudo lipidico e
consequentemente a criotolerancia dos embrides resultantes. Apesar disso, houve
melhora da qualidade embrionaria pela redugdo do indice apoptdético e acumulo de
ROS. A expressdo dos genes relacionados a lipogénese sofreram influéncia do
tratamento com os suplementos realizado na MIV. Porém, para os genes
relacionados a lipdlise, um possivel efeito positivo foi perdido e, talvez seja
necessario o tratamento na etapa de CIV. Portanto, mais estudos s&o necessarios
para avaliar a etapa mais adequada da PIV para se realizar a suplementagédo com
ALA, L-car e a associagao de ambos os tratamentos, objetivando alterar o conteudo
lipidico e consequentemente a criotolerancia embrionaria.

Palavras-chave: acido linolénico, L-carnitina, maturagao in vitro, acumulo lipidico,
criotolerancia embrionaria
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LINOLENIC ACID AND L-CARNITINE ON OOCYTE MATURATION: EFFECTS ON
CELLULAR METABOLISM, DEVELOPMENT POTENTIAL AND
CRYOTOLERANCE OF IN VITRO PRODUCED BOVINE EMBRYOS

ABSTRACT - In order to improve the results of cryopreservation of bovine in
vitro produced (IVP) embryos, this study was conducted with the main objective to
assess the impact of in vitro maturation medium (IVM) supplementation with linolenic
acid (ALA), associated or not with L-carnitine (L-car), on oocyte maturation and
quality, specially regarding to lipid metabolism and on development and
cryoresistance of produced embryos. Therefore, in a first step (Experiments | and 1)
were performed dose-response experiments to determine the optimal concentrations
of ALA (0, 10, 50 or 100 uM) and L-car (0, 1, 5 or 10 mM) to be added to IVM
medium, supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) or 0.6% bovine serum
albumin (BSA). The effects of ALA and L-car on nuclear and cytoplasmic maturation
[mitochondrial evaluation, intracellular lipid accumulation and intracellular production
of reactive oxygen species (ROS)] and subsequent embryonic development were
evaluated. In Experiment I, the IVM supplementation with 100 mM of ALA in FCS-
supplemented medium resulted in reduction (P<0.05) of cytoplasmic lipid and
intracellular ROS accumulation, as well as, increased (P<0.05) mitochondrial
membrane potential (MMP), relative to the other ALA concentrations. However, none
of these effects damaged (P<0.05) oocyte maturation and the subsequent embryo
development potential. In Experiment II, the IVM medium supplementation with L-car
resulted in significant reduction (P<0.05) of cytoplasmic lipid content even in the FCS
presence. Combined effects of 10 mM L-car in FCS-supplemented medium on MMP
reduction (P<0.05), ROS production increase (P<0.05), and the negative effect
(P<0.05) on embryonic development of BSA IVM medium supplementation, we can
conclude that concentration of 5 mM L-car in the presence of FCS exceeded the
results of the other groups. Based on previous experiments results, in a second step
(Experiment 1ll), the effects of supplementation with ALA (100 yM), L-car (5 mM) or a
combination of both treatments (ALA + L-car) during IVM culture, with 10% FCS were
evaluated on subsequent embryo development and quality (assessed by total cell
number and apoptosis rate), intracellular lipid and ROS content, in addition to
embryonic cryotolerance. For this, oocytes were fertilized for 24 h and the
presumptive zygotes in vitro cultured (IVC). Cleavage rate (48 hpi) and embryonic
development until blastocyst stage (D7 IVC) were evaluated. Blastocysts were
vitrified and subsequently warmed for post-cryopreservation embryo survival
evaluation, after 24 h, and hatching rate, after 48 h IVC. The gene expression
regulation of lipid metabolism related genes (lipogenesis regulation: SCD1, FASN
and SREBP1; B-oxidation pathway regulation: CPT1B and CPT2), was also
performed in this step. There were evaluated ALA and/or L-car supplemented
oocytes during IVM culture, and the produced embryos. The treatments made in IVM
step did not support the positive effects observed in the previous studies on the lipid
content reduction and the improvement in oocyte development potential. They did not
change the lipid content and therefore, embryonic cryotolerance. Despite this, there
was an improvement in embryo quality by reduction of the apoptotic index and ROS
production. Lipogenesis-related genes expression was influenced by the treatment
conducted during IVM. However, for lipolysis-related genes, a potential positive effect
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was losted and, may be need the treatment on IVC step. Therefore, further studies
are necessary to assess the most appropriate IVP step to perform ALA, L-car and the
combination of both treatments supplementation, aiming changes in lipid content,
and consequently the embryonic cryotolerance.

Keywords: linolenic acid, L-carnitine, in vitro maturation, lipid content, embryo
cryotolerance



CAPITULO 1 - Consideragbes gerais

1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas ocorreram grandes melhorias nos sistemas de produgao
in vitro (PIV) de embrides, com o aperfeicoamento dos métodos de cultivo € novos
conhecimentos sobre a fisiologia, ultra-estrutura e morfologia embrionaria
(GARDNER, 2008). Atualmente, um dos principais obstaculos associado com a
utilizagdo extensiva dessa tecnologia € a maior sensibilidade dos embrides PIV a
criopreservacao (SUDANO et al., 2011).

A reduzida criotolerancia de embrides bovinos PIV se deve, principalmente,
ao seu excessivo conteudo lipidico (SEIDEL, 2006; HORVATH et al., 2006;
PEREIRA et al., 2007; LAPA et al., 2011). A maior parte dos lipidios intracelulares
em o0citos e embrides bovinos sao os triacilglicerdis, os quais correspondem a 50%
da massa lipidica total em embrides produzidos in vivo. No entanto, essa proporg¢ao
pode alcangar até 88% da massa de lipidios em embrides produzidos in vitro
(PEREIRA et al., 2008). Embora esse acumulo lipidico intracitoplasmatico seja
prejudicial a criotolerancia, tem um papel fisioldgico importante, pois funciona como
um reservatorio potencial de energia para o desenvolvimento embrionario inicial,
antes da ativacao de seu proprio genoma (KIM et al.,, 2001; ZERON et al., 2001;
STURMEY et al., 2009), e também atua na biossintese da membrana plasmatica
(AARDEMA et al., 2011).

Até o momento, ndo esta claro o porqué e como ocorre esse acumulo
excessivo de lipidios em odcitos cultivados in vitro. Sabe-se que pode ser
influenciado pelos suplementos utilizados no meio de cultivo indefinido,
especialmente o soro fetal bovino (SFB) utilizado durante a maturacéo in vitro (MIV),
do qual os odcitos absorvem lipidios que serdo esterificados em triacilglicerois e
ésteres de colesterol e estes sdo armazenados em gotas de lipidios citoplasmaticas
na forma de lipidios neutros (KIM et al., 2001). Ha uma grande necessidade em se

compreender os mecanismos envolvidos na transferéncia e utilizagdo dos lipidios



por parte dos odcitos e embrides em meios suplementados com fontes de acidos
graxos (BILBY et al., 2006).

Outra possibilidade para explicar o excessivo conteudo lipidico € a ocorréncia
de anormalidades no metabolismo energético do embrido, que afetam a funcao
mitocondrial, levando ao decréscimo tanto na qualidade quanto na sobrevivéncia
embrionaria pés-criopreservacao (SUDANO et al.,, 2011). Todavia, isto ainda deve
ser melhor investigado.

Acredita-se que o maior acumulo de lipidios intracelulares em embrides PIV
seja decorrente do efeito “Crabtree”, ou seja, a glicélise excessiva resultante da
elevacdo na concentragdo celular de precursores para a sintese de lipidios
(GARDNER et al.,, 2000). Concomitantemente, ocorre um declinio na oxidacao e
reducao celulares, afetando o metabolismo mitocondrial e prejudicando a
metabolizacdo dos complexos de lipidios a partir da B-oxidagdo (SUDANO et al.,
2011). Dessa forma, ha a producao inadequada de energia (GARDNER et al., 2000).

Todavia, o acumulo excessivo de lipidios intracelulares durante o
desenvolvimento embrionario in vitro prejudica a qualidade dos embrides PIV pelo
aumento de sua sensibilidade ao estresse oxidativo e a criopreservagao (PEREIRA
et al., 2008; AL DARWICH et al., 2010).

Para lidar com as baixas taxas de sucesso da criopreservagao embrionaria,
duas estratégias podem ser adotadas: buscar modificar as técnicas de
criopreservagao ou as proprias células, tornando-as mais criotolerantes (SEIDEL,
2006). As modificagdes das técnicas geralmente melhoram os resultados, porém sao
limitadas. Ja as modificagbes nos sistemas de PIV resultam na producido de
embrides com melhor qualidade e maior resisténcia a criopreservacao (SUDANO et
al., 2011).

O acumulo de lipidios em odécitos e embrides, bem como o metabolismo
dessas células, podem ser alterados pela adicdo de moléculas como os acidos
graxos poliinsaturados (PUFA — “polyunsaturated fatty acids”) nos meios de cultivo
(PEREIRA et al., 2007; LEAO et al., 2015). Particularmente, os PUFA da familia
Omega 3 (n-3) tem um papel importante no controle da lipogénese, assim como em
eventos fisiologicos que reduzem a expressao génica de diversas enzimas

envolvidas no metabolismo de lipidios (AL DARWICH et al., 2010). Estudos recentes



relataram que a suplementacdo com L-carnitina (L-car) nos meios de cultivo
promoveu a reducdo do conteudo lipidico intracelular em embrides bovinos PIV
(TAKAHASHI et al., 2013; BALDOCEDA et al., 2015) e em odécitos suinos MIV
(SOMFAI et al., 2011), podendo ser utilizada como um tratamento visando aumentar
a criotolerancia (BALDOCEDA et al., 2015).

Com o intuito de aperfeigoar os resultados da criopreservacao de embrides
bovinos PIV, este estudo foi conduzido com o objetivo principal de avaliar o impacto
da suplementacdo do meio de MIV com ALA, associado ou ndo a L-car, sobre a
maturacao e qualidade do odcito, especialmente no que se refere ao metabolismo
lipidico, e sobre o desenvolvimento e resisténcia a criopreservacdo dos embrides

bovinos produzidos.
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CAPITULO 5 — CONSIDERAGOES FINAIS

Os tratamentos propostos nesse estudo, com ALA e L-car na etapa de MIV
demonstraram efeitos satisfatorios sobre a redu¢ao do acumulo lipidico e aumento
da qualidade oocitaria, mesmo na presenca de SFB. O comprometimento da
producao embrionaria na auséncia da suplementacdo com SFB na MIV, viabiliza a
utilizagcdo dos suplementos no sistema de PIV de embrides bovinos, uma vez que
demonstraram efeitos positivos sobre o metabolismo lipidico em odcitos.

Entretanto, esses efeitos ndao foram continuados nos embrides produzidos
oriundos dos odcitos tratados. Acredita-se que as condigdes do ambiente de cultivo
e mesmo o momento da suplementagcao tenham influenciado nestes resultados. A
expressao dos genes relacionados a lipogénese sofreram influéncia do tratamento
com os suplementos realizado na MIV. Porém, para os genes relacionados a lipolise,
um possivel efeito positivo foi perdido.

Portanto, mais estudos sao necessarios para avaliar a etapa mais adequada
da PIV para se realizar a suplementagao com ALA, L-car e a associagdo de ambos
os tratamentos, objetivando alterar o conteudo lipidico e consequentemente a

criotolerancia embrionaria.



