UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

ADIGCAO 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

Beatriz Caetano da Silva Leao

Médica Veterinaria

2016



= W »n uw

~

- L

<L O

o

o

)

N © « ©




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

ADIGCAO 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

Beatriz Caetano da Silva Leao

Orientadora: Profa. Adj. Gisele Zoccal Mingoti

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — UNESP, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutor em Medicina
Veterinaria, area de Reprodug¢ao Animal

2016



Ledo, Beatriz Caetano da Silva
L437a Adigao de acido linolénico e L-carnitina na maturagéo oocitaria:
efeitos sobre o metabolismo celular, potencial de desenvolvimento e
criotolerancia de embriées bovinos produzidos in vitro / Beatriz
Caetano da Silva Ledo. -- Jaboticabal, 2016
xii, 94 p. : 1. ; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2016

Orientadora: Gisele Zoccal Mingoti

Banca examinadora: Felipe Perecin, Gilson Helio Toniolo, Marcelo
Fabio Gouveia Nogueira, Marcus Anténio Feliciano

Bibliografia

1. Acido linolénico. 2. L-carnitina. 3. Maturac&o in vitro. 4. Acimulo
lipidico. 5. Criotolerancia embrionaria. . Titulo. Il. Jaboticabal-
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 619:612.64:636.2

Ficha catalografica elaborada pela Seg¢do Técnica de Aquisicdo e Tratamento da
Informagédo — Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de
Jaboticabal.



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp - R ol %

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE: ADICAO DE ACIDO LINOLENICO E L-CARNITINA NA MATURACAO
OOCITARIA: EFEITOS SOBRE O METABOLISMO CELULAR, POTENCIAL DE
DESENVOLVIMENTO E CRIOTOLERANCIA DE EMBRIOES BOVINIOS
PRODUZIDOS IN VITRO.

AUTORA: BEATRIZ CAETANO DA SILVA LEAO

ORIENTADORA: GISELE ZOCCAL MINGOTI

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutora em MEDICINA
VETERINARIA, area: REPRODUGCAO ANIMAL, pela Comissdo Examinadora:

C_}/Alk/\ %oc%'f L e GOA

Profa, Dra. GISELE ZOCCAL MINGOTI
Departamento de Apoio, Produgdo e Saide Animal / FMVA / UNESP - Aragatuba/SP

Prof. Dr. GIkSO

Departamento de Medi2fna Veterinaria Preventiva e Reprodugdo Animal / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Prof. Dr. MARCUS ANTONIO ROSSI FELICIANO
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodug@o Animal / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Prof. Dr. MARCELO FABIO GOUVEIA NOGUEIRA
Departamento de Ciéncias Bioldgicas / FCL / UNESP - Assis/SP
W% e

Prof. Dr. FELIPE PERECIN
FZEAJUSP - Pirassununga/SP

Jaboticabal, 03 de fevereiro de 2016

Facuidade de Cidnoas Agranas e Velernarias - Chmpus de Jaboticadbal -
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n, 14884000, Jaboticabal - Sio Paulo
CNPJ: 48.031.9180012-87.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

BEATRIZ CAETANO DA SILVA LEAO - nascida em Rio Verde — GO, aos 12
dias do més de fevereiro de 1987. Concluiu o ensino médio na Cooperativa de
Ensino de Rio Verde (COOPEN), na cidade de Rio Verde — GO, em dezembro de
2004. Ingressou no curso de Graduacao em Medicina Veterinaria, na Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aracatuba da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP Campus Aracatuba-SP, em margo de 2005. Concluiu o
ensino superior em Medicina Veterinaria em dezembro de 2009. Durante a
graduacao realizou estagio de Iniciagao Cientifica sob orientacdo da Profa. Ass. Dra.
Gisele Zoccal Mingoti, junto a disciplina de Fisiologia dos Animais Domésticos, com
bolsas de iniciagao cientifica da FAPESP. Ingressou no curso de Pds- graduagao em
Medicina Veterinaria, nivel de Mestrado e area de concentracdo de Reproducao
Animal, na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP Campus de Jaboticabal-SP, em margo
de 2010, sob orientagao da Profa. Ass. Dra. Gisele Zoccal Mingoti, com bolsa de
mestrado do CNPq. Ingressou no curso de Pds- graduagao em Medicina Veterinaria,
nivel de Doutorado e area de concentracao de Reprodugao Animal, na Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP Campus de Jaboticabal-SP, em marco de 2012, sob
orientacdo da Profa. Ass. Dra. Gisele Zoccal Mingoti, com bolsa de doutorado
FAPESP.



EPiIGRAFE

“Foi o tempo que dedicastes a tua rosa que a fez tdo importante”

Antoine de Saint-Exupéry



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a meus pais Nelson e Helena
por todo seu amor e sempre me apoiarem em

minhas escolhas profissionais.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado forca em mais essa conquista, além de todos os
ensinamentos e o amadurecimento que ela me proporcionou.

A minha querida orientadora Gisele Zoccal Mingoti, que ha tantos anos me
acompanha nessa jornada de pesquisa por sua paciéncia, confianga, dedicacao,
conselhos, ensinamentos e todo seu esforgo para que esse trabalho fosse realizado.
Obrigada por sempre permitir meu crescimento profissional.

Aos funcionarios Adao Custdédio e Alexandre José Teixeira pela ajuda e
disposicdo em me atender durante a realizagdo dos experimentos e na organizagao
do laboratorio.

As minhas queridas amigas e companheiras de trabalho no laboratério:
Nathalia Rocha Frigoni, Priscila Chediek Dall’Acqua e Marcela Ambrogi por sua
imprescindivel ajuda, conselhos, apoio, ensinamentos e carinho.

As meninas da Iniciagdo Cientifica que muito ajudaram na realizacdo das
atividades experimentais: Giovana Barros Nunes, Juliana Viegas, Luana Teixeira
Rodrigues e Maria Isabela Azeredo.

As estagiarias que passaram pelo laboratério, por toda sua ajuda e disposicao
em acompanhar e auxiliar nos experimentos: Lais Rigon e Joice Martins.

Aos outros companheiros de laboratério que de alguma forma me ajudaram e
apoiaram: Moénica Accorsi, Guilherme Rossi, Melissa Meneghel e Diego Jimenez
Filho.

Aos meus pais Nelson e Helena, minhas irmés Livia e Ludimilla, meus avos
Mario e Therezinha e a todos meus familiares por todo amor, apoio e oragoes.

A todas as minhas amigas e amigos, que mesmo a distancia tornaram meus
dias mais alegres e divertidos e por sempre torcerem por mim: Caio Vieira, Daniela
Junqueira, Fabio Frigoni, Heloise Pazian Paulo, Ludmila Mangialardo, Mariana
Ferreira de Souza, Naiara Reis Gil, Poliana Peres, Renata Furquim.

As empresas Frigorifico Brasfrigo e Alta Genetics pelo apoio na realizagéo
deste trabalho.

A FAPESP pela bolsa de estudos e apoio financeiro.



APOIO FINANCEIRO

Este projeto foi financiado pela Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sio Paulo — FAPESP, sob processos n° 2012/10084-4 e 2013/07382-6.



SUMARIO

Pagina
LISTA DE TABELAS . .......eeeeiccceerrr s s s s sssmsr s e s s s s ssmsn s e s s s s smmn s e e e s s s smnn e e s esnssssnnnnnsnnnas i
LISTA DE FIGURAS.........o oo eteeerissssnnesssssssssnsss e s ssssssssnn s e s ssssssssnssesessssssnnnsssssssnsnnns iii
LISTA DE ABREVIATURAS........oiiiiiiccerreersssssssssrs s s s s sssssssse s ssssssssnss s s ssssssssnsssssssnns vi
[ =5 U ix
=130 X O Xi
CAPITULO 1 — CONSIAEragoes geraiS........cuvereeuerrremssmssmssrssessesssssssssssssessesssssssssssns 1
INTRODUGAO........cceeirereiereitetseesessessesessessesssssssssssssessessessssssssssessesssssssssssesssssssensssens 1
REVISAO DE LITERATURAL.......cceeeetrireeersessssesessessessssssssssessessssssssssssssssessssssssssns 3
MetabolisSmo lIPIdiCO..........ccci e s e e e e e e e e e 3

Efeito do cultivo de odcitos e embriées bovinos produzidos in vitro em meios
suplementados com acidos graxos poliinsaturados.......cc.ccccccceeeeiiiiiiiiiiienneeeeeennn. 4

Efeitos da suplementagdao com L-carnitina no sistema de PIV de embrides

DOVINOS..... . s 6
OBUETIVO GERAL....cooiiiiccecrresrsssssssrs e s s s s s ssssss e s ssssssssnns s s s sssssssmssnsssssssssnsnssssssssssnnnnnes 7
HIPOTESE.........coe ittt s s e e e s ssessssesssesss e sssssssssssasssssesssssssssensssenssssnsssensnsensns 8
REFERENCIAS......cooieteieteeeeeeeasissesseseessesssessssssssssssessssessssssssssssssssssssssessssssssssnsnns 9

CAPITULO 2 - Efeito da suplementagdao com acido linolénico durante a MIV de
oocitos bovinos sobre a maturagcao nuclear e citoplasmatica, acumulo lipidico

intracelular, potencial oxidativo celular e de desenvolvimento embrionario in

177 13
RESUMO.......oo oo eerieiiiscsssre s s s ssssssses e s ss s s s sssn e e e e s s s s smmsn e s e essssssnnnensesssssnnnnnssesssssnnnnnnns 13
INTRODUGAD........coeirireeererteeeeesessesassssessessessssssssssssesssssssssssesesssssessssssssssssssssensns 15
MATERIAL E METODOS.......c.coiieitiuetseessseessessssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 17
Reagentes qUIMICOS........cccciiiiiiiiiiiceeerrssss s s s s s e e s s e e e s s s s s s s s s s s e e e s e e e e e e nnnnnnnnns 17
Obtencao e selecao dos 00CItOS..........ccoiiiiiiieeiccecce e 18
Maturagao in vitro dos OOCItOS ..........ccceeieeiimmeccccc s e e e 18

Avaliagao da maturagao nuclear...........cccccceiiiiieceecinir e 19



Avaliagao da maturagao citoplasmatica........cccceeemcccciiiii s 19
Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (PMM) e da distribuicao
citoplasmatica das MitoCONAIIAS.............euuuuueeceeeeiiiiiieieieeiee e s e e e e e e eenees 19
Quantificagao lipidica intracitoplasmatiCa..................ccceeeeeeeiisssssnmmmnenrnrreree e 20

Mensuracao do conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS)

pelo ensaio com diclorofluoresceina ..............ouuueeeeeeeeeeecccciseesse e 21
Producgao in vitro dos embIiOes..........cccccceiiiimmmeeniisrrrneesss s s e s s s s s e smnss s s e e s nmmnnsas 23
Delineamento experimental.............ooeeeiiiiiiiccciiii e 23
Analise estatistiCa.........cccccmmmiririii e ———— 24
RESULTADOS......coeiiiiiiicccmrrerssssssssses e s sssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssnnenssssssssnnnnnns 25
1V = T = Vo= Lo g 10 Lo = T 25
PMM e distribuicao citoplasmatica das mitocondrias........cccccccccceeeeeiiiiiiieiiinnnenes 26
Quantificagao lipidica intracitoplasmatica............ccccoeiiiiiimmrrrrr s 28
Mensuracao do conteudo intracelular de ROS...........occccccccicee s 29
Producao in vitro de embrides .........ccccceiiiiimeeeciiiirrscsss e s sssssss s e s e e e 30
DISCUSSAD........coeeririraersesaeseseesessessessssessessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessensns 32
CONCLUSAD........coeeeeeriererressestsses e ssesaesss s s e ssessessessssessessesassasssssesssssssasssnssnsssssssenns 35
REFERENCIAS......ccocieeirtctiaeiseesessessssesssssssssessssssssssssesssssssssessssssssssessssssssssssnssssnsnns 37

CAPITULO 3 - Efeito da suplementacdo com L-carnitina durante a MIV de
odcitos bovinos sobre a maturagao nuclear e citoplasmatica acumulo lipidico

intracelular, potencial oxidativo celular e de desenvolvimento embrionario in

7 1 41
RESUMO......o oo eirieeiiscsssee s s s sssssssse e s s s s sssssn e e s e s s s s smmnn e e e esssssnnnneneesssssnnnnnssssnsssnnnnnnns 41
INTRODUGAO........coeirireeererteesessessesassssessessessessssssssssssssssssssssssessssssssessssssssssesssssns 43
MATERIAL E METODOS.......c.coiieitiuetseessseessessssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 45
Reagentes qUIMICOS........cccoiiiiiiiiiiccieeecrss s s s s s s s e s s e s e s s s s s s s s s s e e e e e e e e e e nnnnnnnnns 45
Obtencao e selecao dos 00CItOS..........ccoiiiiiiieeieeecee e 45
Maturagao in vitro dos OOCItOS..........coeeeeieiiimmccrcc e e e e e e eees 46
Avaliagao da maturagao nuclear...........ccccccciiiiieceecin e e 46

Avaliagao da maturagao citoplasmatica........ccccceemecccciiiiii e 47



Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (PMM) e da distribuicao
citoplasmatica das MitoCONAIIaS..............uuuuueeeeeeiiiiiieieieeeee e e e e e e e e eeenes 47
Quantificagao lipidica intracitoplasmatiCa.................cccceeeeeeeeeiissssnmneneennrreeeee e 48

Mensuracao do conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS)

pelo ensaio com diclorofluoresceina...............ouuueeeeeeeeeeeeecccisesesee e e ee e 48
Producgao in vitro dos embIiOes.........cccccceiiiimmmeencisirrrnessss s s s s s s e s e s s e s e nmmnnsas 49
Delineamento experimental............oooeeiiiiiiiccciiii s e 50
Analise estatistiCa.........cccccmmmmiiriiiii e ———— 51
RESULTADOS......ceeeiiiiiiicsrreresssssssses e s sssssssssssesssssssssnssssssssssssssnssssssssssnnsnssssssssnnnnnns 51
Maturagao NUCIEAr.........ccoviiii i e rrree e e s e s e s s e e e e nmnn s s e nnnnnns D ]
PMM e distribuicao citoplasmatica das mitocondrias........cccccccccceeeeiiiiiiiieiinnnnenes 52
Quantificagao lipidica intracitoplasmatica............ccccoeiiiiiimmmmmrrrr s 55
Mensuracao do conteudo intracelular de ROS...........o i 55
Producao in vitro de embrifes........ccccccceiiiimmemeciiiirrrcess s e s s ss e s s s nma s e nmmnnneeees 56
DISCUSSAD........coeerirerersesaesesessessesasssssessessesssssssssssssesssssssssssesssssssssssssssssssssessensns 58
CONCLUSAD........coteerireereeresaesesses e ssesaesss s s e ssessessesasssssesaesassassssssssssssssssssssnssessssenes 61
REFERENCIAS......ccocieeetetctiaeesesesesessssesssssssesessssssssssssesssssssssessssssssssessnsssssssssnssssnsnns 62

CAPITULO 4 - Efeito da suplementacdo com acido linolénico e/ou L-carnitina,

durante o cultivo de maturacgao in vitro sobre o metabolismo celular, potencial

de desenvolvimento oocitario e criotolerancia embrionaria........................... 65
RESUMO........o oo eerieriiscssnee e s s sssssssee e s s s s s s ssms e e e s s s s s sssmnn e e e essssssnnneesssssssnnnnnesssnnssnnnnnns 65
INTRODUGAD........coiirireeererteeseesessesssssssessessesssssssssssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssens 67
MATERIAL E METODOS.......c.cooiietiueessesssseeassessssesssssssesssssssssssssssssessssssssssssssssssanns 69
Reagentes qUIMICOS........cccoiiiiiiiiiiiieieecssssss s s s s e e s s e e e s s s s s s s s s s e e e e e e e e e e nnnnnnnnns 69
Obtencao e selecao dos 00CItOS..........ccoveiiiiieeiccccc e 70
Maturagao in vitro dos OOCItOS.........ccceeieieiiimmccccrc e e e s 70
Producao in vitro dos embriOes.........ccccccceeiiimmimmncsrirrrsmcss s e s s s s s e s smssss s e s nmnsnsns 71
Quantificagao lipidica intracitoplasmatica ..., 7

Mensuracao do conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS)

pelo ensaio com diclorofluoresceina..........cccceeieieeeeeecccccccc s 72



Deteccdao da fragmentacdao nuclear através da coloragao com “Ternimal
Transferase Assay” — TUNEL.........oo s e e e e e 73

Vitrificagao e avaliagao da re-expansao embrionaria pos-

Lo [TV 11 g o V- Lo 2SSO 73
Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).........cccccoiiiiiiiimmmiimrreeccennnnn, 74
Delineamento experimental.............ooeeoiiiiiieccciiii s e 76
Analise estatistiCa.........cccccmmmimiriiii e ————— 77
RESULTADOS.......ceiiiiiiiicsrreresssssssses e s sssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnsssssssssnnnnnes 78
Quantificagao lipidica intracitoplasmatica em blastocistos............cccceeviinnennens 78
Mensuracao do conteudo intracelular de ROS em blastocistos.............cccceeeeene 78
Avaliagcao da fragmentacao nuclear em blastocistos.........ccccceeemmcccciiiiiiiieeennns 79
Avaliacao da criotolerancia embrionaria...........cceeueeeecciiiiiiii s 80
Producao in vitro de embrifes........ccccccceiiiiimemeiiiiirrs s e s s s s e smss s s ernmnn s nenes 80
Expressao génica em odcitos bovinos maturados in vitro..............ceuuuueecceennnnn. 81
Expressao génica em blastocistos bovinos..........ccccvviiiiieececccccccces s 82
DISCUSSAD........coertririrrersesaesesessessessesssssssessessessssssssssesssssssssssesssssssesssssssssssssessensnns 85
CONCLUSAD........coeeeeriererressesesesessesaesss s s e ssessessesssssssessessssasssssessssssssesssssnsssnsssenns 89
REFERENCIAS.......cocieteieteisesesseesssessssessssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnses 90

CAPITULO 5 — CONSIDERAGOES FINAIS.........cceeeererererereseeesesesesesssasasssseaens 94



LISTA DE TABELAS

Pagina

CAPITULO 2 - Efeito da suplementagdao com acido linolénico durante a MIV de
oocitos bovinos sobre a maturagcao nuclear e citoplasmatica, acumulo lipidico
intracelular, potencial oxidativo celular e de desenvolvimento embrionario in
vitro

Tabela 1. Estagio da meiose de odcitos bovinos maturados in vitro em meio
suplementado com diferentes concentragdes de acido linolénico...............cc.......... 26
Tabela 2. Estagio da meiose de odcitos bovinos maturados in vitro em meio
suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA)......... 26
Tabela 3. Potencial de membrana mitocondrial (expresso em unidades arbitrarias de
fluorescéncia - UAF) de odcitos bovinos maturados in vitro em meio suplementado
com diferentes concentragdes de acido linolénico...............ccoiviiiiiiiiiiiiee, 27
Tabela 4. Potencial de membrana mitocondrial (expresso em unidades arbitrarias de
fluorescéncia - UAF) de odcitos bovinos maturados in vitro em meio suplementado
com soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA)....................o.ll. 27
Tabela 5. Distribuicdo citoplasmatica das mitocdndrias em odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com diferentes concentragdes de acido
0] = [ P 28
Tabela 6. Distribuicdo citoplasmatica das mitocdndrias em odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina
SEriCa bOVING (BSA ). ... i 28

CAPITULO 3 - Efeito da suplementacdo com L-carnitina durante a MIV de
oocitos bovinos sobre a maturagao nuclear e citoplasmatica acumulo lipidico
intracelular, potencial oxidativo celular e de desenvolvimento embrionario in
vitro

Tabela 1. Estagio da meiose de odcitos bovinos maturados in vitro em meio
suplementado com diferentes concentragdes de L-carnitina............................... 52
Tabela 2. Estagio da meiose de odcitos bovinos maturados in vitro em meio

suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA)......... 52



Tabela 3. Distribuicdo citoplasmatica das mitocdndrias em odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com diferentes concentragdes de L-
o= 1 11 (] = 54
Tabela 4. Distribuicdo citoplasmatica das mitocdndrias em odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina
SEriCa bOVING (BSA ). ... 54

CAPITULO 4 - Efeito da suplementacdo com acido linolénico e/ou L-carnitina,
durante o cultivo de maturagao in vitro sobre o metabolismo celular, potencial
de desenvolvimento oocitario e criotolerancia embrionaria

Tabela 1. Sequéncia dos “primers” utilizados na reacdo de PCR em tempo real.....75
Tabela 2. Numero de células totais e propor¢gdo de células apoptdticas em
blastocistos bovinos derivados de odcitos maturados in vitro em meio suplementado
com acido linolénico (ALA), L-carnitina (L-car) ou a associagdo de ambos os
tratamentos (ALA + L-Car).... ..o 80
Tabela 3. Taxa de re-expansao da blastocele e de eclosdo pds-aquecimento em
blastocistos bovinos derivados de odcitos maturados in vitro em meio suplementado
com acido linolénico (ALA), L-carnitina (L-car) ou a associagdo de ambos os
tratamentos (ALA + L-Car).... ..o 80



LISTA DE FIGURAS

Pagina

CAPITULO 2 - Efeito da suplementagdao com acido linolénico durante a MIV de
oocitos bovinos sobre a maturagao nuclear e citoplasmatica, acumulo lipidico
intracelular, potencial oxidativo celular e de desenvolvimento embrionario in
vitro

Figura 1. Fotomicrografias de odcitos bovinos corados com: A: Sonda fluorescente
Hoechst 33342 para identificagcdo dos nucleos (em azul). Classificacdo de acordo
com a configuracdo nuclear em: vesicula germinativa (VG), metafase da meiose |
(MI) e metafase da meiose Il (MIl); B: sonda fluorescente MitoTracker Red e
classificados de acordo com a predominancia da distribuicdo citoplasmatica das
mitocdndrias em periférica (P), transicao (T) e geral (G), C: corante lipofilico Sudan
Black B para determinacao do acumulo lipidico intracitoplasmatico. Oécitos MIV em
meio suplementado com 100 uM de acido linolénico na presenca de SFB (a1) e BSA
(b1); D. sonda fluorescente H,DCFDA. Quanto maior a intensidade da fluorescéncia,
maior o conteudo intracelular de espécies reativas do oxigénio............ccccceeeeeveeennnnn. 22
Figura 2. Esquema ilustrativo do delineamento experimental de acordo com a
composi¢cao dos meios de maturagao in vitro utilizados no Experimento I................ 24
Figura 3. Conteudo lipidico intracitoplasmatico (em pixels) de odcitos bovinos
maturados in vitro com diferentes concentragdes de acido linolénico na presenca de
soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA)..........cccoiiiiiiiiiiiiin, 29
Figura 4. Conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (expresso em
unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF) em odcitos bovinos maturados in vitro
com diferentes concentragcbes de acido linolénico na presenca de soro fetal bovino
(SFB) ou albumina sérica bovina (BSA).......ccooiiiii 30
Figura 5. Taxas de clivagem e de blastocistos obtidas a partir de odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com diferentes concentragdes de acido
1] = o[ 31
Figura 6. Taxas de clivagem e de blastocistos obtidas a partir de odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina
SEriCa bOVING (BSA ). ... 32



CAPITULO 3 - Efeito da suplementacdo com L-carnitina durante a MIV de
oocitos bovinos sobre a maturagao nuclear e citoplasmatica acumulo lipidico
intracelular, potencial oxidativo celular e de desenvolvimento embrionario in
vitro

Figura 1. Esquema ilustrativo do delineamento experimental de acordo com a
composi¢cao dos meios de maturacgao in vitro utilizados no Experimento Il............... 50
Figura 2. Potencial de membrana mitocondrial (expresso em unidades arbitrarias de
fluorescéncia - UAF) de odcitos bovinos maturados in vitro em meio suplementado
com diferentes concentragdes de L-carnitina na presenca de soro fetal bovino (SFB)
ou albumina sérica bovina (BSA). ... 53
Figura 3. Conteudo lipidico intracitoplasmatico (em pixels) de odcitos bovinos
maturados in vitro com diferentes concentragdes de L-carnitina na presenca de soro
fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA)..........cccooiiiiiiiiiiii e 55
Figura 4. Conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (expresso em
unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF) em odcitos bovinos maturados in vitro
com diferentes concentragdes de L-carnitina na presenca de soro fetal bovino (SFB)
ou albumina sérica bovina (BSA). ..o 56
Figura 5. Taxas de clivagem e de blastocistos obtidas a partir de odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com diferentes concentragdes de L-
o= 1 11 (] = 57
Figura 6. Taxas de clivagem e de blastocistos obtidas a partir de odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina
SEriCa bOVING (BSA ). ... 58

CAPITULO 4 - Efeito da suplementacdo com acido linolénico e/ou L-carnitina,
durante o cultivo de maturagao in vitro sobre o metabolismo celular, potencial
de desenvolvimento oocitario e criotolerancia embrionaria

Figura 1. Esquema ilustrativo do delineamento experimental de acordo com a

composi¢cao dos meios de maturacgao in vitro utilizados no Experimento lll.............. 76



Figura 2. Conteudo lipidico intracitoplasmatico (em pixels) de blastocistos bovinos
derivados de odcitos maturados in vitro em meio suplementado com acido linolénico
(ALA), L-carnitina (L-car) ou a associacao de ambos os tratamentos (ALA + L-car).78
Figura 3. Conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (expresso em
unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF) de blastocistos bovinos derivados de
oocitos maturados in vitro em meio suplementado com acido linolénico (ALA), L-
carnitina (L-car) ou a associacao de ambos os tratamentos (ALA + L-car)............. 79
Figura 4. Taxas de clivagem e de blastocistos obtidos a partir de odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com acido linolénico (ALA), L-carnitina (L-
car) ou a associagao de ambos os tratamentos (ALA + L-car)..................cooeenenn 81
Figura 5. Expressao relativa dos genes carnitina palmitoil transferase | (CPT1B) e Il
(CPT2), “fatty acid synthase” (FASN), estearoil-CoA-dessaturase (SCD1) e “sterol-
regulatory element binding protein” (SREBP1) em oécitos bovinos maturados in vitro
em meio suplementado com acido linolénico (ALA), L-carnitina (L-car) ou a
associagcao de ambos os tratamentos (ALA+ L-car)..........ccoooiiiiiiiiiiiienn, 82
Figura 6. Expressao relativa dos genes carnitina palmitoil transferase | (CPT1B) e Il
(CPT2), “fatty acid synthase” (FASN), estearoil-CoA-dessaturase (SCD1) e “sterol-
regulatory element binding protein” (SREBP1) em blastocistos bovinos produzidos in
vitro a partir de odcitos maturados em meio suplementado com acido linolénico

(ALA), L-carnitina (L-car) ou a associacao de ambos os tratamentos (ALA + L-car).84



LISTA DE ABREVIATURAS

Al - anafase |

ALA — Acido linolénico

BME - Solugado de aminoacidos 50X

BSA - Albumina sérica bovina

°C - Graus Celsius

Ca - Calcio

CIV - Cultivo in vitro

CO3- Diéxido de carbono

COCs - Complexos cumulus odcito
CPT1B - carnitina palmitoil transferase 1B
CPT2 - carnitina palmitoil transferase 2
DMSO - Dimetil-sulfoxido

DPBS - Solugéo salina em tampéao fosfato
DV-1 — Solugao de desvitrificagcao 1

DV-2 — Solugao de desvitrificagao 2

DV-3 — Solugao de desvitrificagdo 3

EPM - Erro padrao da média

FASN - enzima sintetizadora de acidos graxos
FIV - Fertilizagao in vitro

FSH - Horménio foliculo estimulante

G - Gauge (unidade de medida de calibre)
hCG - Gonadotrofina coribnica humana
H,0, - perdéxido de hidrogénio

HO- - radical hidroxila

ROO:- - radical peroxila

H,DCFDA - diacetato de 6-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina

HEPES - N- (2-hydroxyethyl) piperazine-N’- (2-ethanesulfonic acid);

Hydroxyethyl) piperazine- 1-ethanesulfonic acid
hpi - horas pds-inseminagao

IETS — “International Embryo Transfer Society”

Vi



M | - metafase |

M II - metafase Il

MAPK 1 - “mitogen-activated protein kinase 1”
MAPK 3 - “mitogen-activated protein kinase 3”
MEM - Solugao de aminoacidos nao essenciais 100X
mg - Miligrama

MIV - Maturagao in vitro

mL - Mililitro

mm - Milimetros

mM — Milimolar

MRNA — RNA mensageiro

n - Numero

n-3 — Omega 3

P — probabilidade

PGE> — Prostaglandina Eo

PGFoq — Prostaglandina Foq

PHE - Penicilina, Hipotaurina e Epinefrina

PIV - Produgéo in vitro de embrides

PTGER?2 - genes Knockout para o receptor da PGE2
PTGS2 - prostaglandina-endoperoxidesintetase
PUFA — Acidos graxos poliinsaturados

PVP — Polivinil pirrolidona

ROS - “reactive oxygen species”

SAS - Sistema de analise estatistica

SCD - “Stearoyl-CoA dessaturases”

SFB - Soro fetal bovino

SOFaa- “Synthetic Oviduct Fluid” suplementado com aminoacidos

SREBP - “Sterol-regulatory element binding protein”
Tl - teléfase |

TALP-FIV — “Tyrode’s” albumina lactato piruvato
TCM-199 — “Tissue culture medium” 199

VI-1 — Solugao de vitrificagao 1

vii



VI-2 - Solugéao de vitrificagao 2
VG - vesicula germinativa

VS - Versus

Mg - Micrograma

ML - Microlitro

pm — Micrometro

MM — Micromolar

% - Porcentagem

viii



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 criopreservacao de
embrides bovinos produzidos in vitro (P1V), este estudo foi conduzido com o objetivo
principal de avaliar o impacto da suplementagcao do meio de maturacéao in vitro (MIV)
com acido linolénico (ALA), associado ou nao 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 criopreservagao dos embrides
produzidos. Para tanto, em uma primeira etapa (Experimentos | e Il) 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
maturacdo 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
adicdo 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 Il, a suplementagcdo 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 concentracdo de 10 mM de L-car na
presenca de SFB sobre a redugao (P<0,05) do PMM e elevagcao (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 suplementacao
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 suplementagao com ALA (100 uM), 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
ClV). Estes foram vitrificados e posteriormente reaquecidos para avaliagdo da
sobrevivéncia embrionaria pds-criopreservacao, apds 24 h e, taxa de eclosdo apés
48 h de re-cultivo in vitro. Também nesta etapa, foi avaliada a regulacdo da
expressdao de genes envolvidos com o metabolismo lipidico (regulacdo da
lipogénese: SCD1, FASN e SREBP1; regulacdo da via metabdlica de (-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 apoptoético 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 sdo 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 II)
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 |, 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 Il, 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 Ill), the effects of supplementation with ALA (100 uM), 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 producéao
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 fisiolégico importante, pois funciona como
um reservatorio potencial de energia para o desenvolvimento embrionario inicial,
antes da ativagao 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 maturacéao in vitro (MIV),
do qual os odcitos absorvem lipidios que serado esterificados em triacilglicerdis e
esteres 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 utilizagado 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 funcéo
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 glicdlise 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
reducdo 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, o0 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 criopreservacao (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 séo
limitadas. Ja as modificagbes nos sistemas de PIV resultam na produgcdo de
embrides com melhor qualidade e maior resisténcia a criopreservacao (SUDANO et
al., 2011).

O acumulo de lipidios em oécitos 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 reducado 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 criopreservagao dos embrides

bovinos produzidos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Metabolismo lipidico

A nivel celular, os lipidios funcionam como fonte de energia e séao
componentes criticos para sua estrutura fisica e funcional. O conteudo e a
composicao de lipidios em odcitos e embrides podem influenciar sua competéncia e,
seu impacto pode ser critico, particularmente durante a criopreservagcao (SANTOS et
al., 2008b). Todavia, sabe-se que os acidos graxos sao utilizados como fonte de
energia durante a maturagdo oocitaria e desenvolvimento embrionario inicial
(FERGUSON et al.,, 2006), até o estagio de 8 a 16 células, que em bovinos
corresponde a ativagdo do genoma do proprio embridao e inicio da sintese de novo
de transcritos (LIM et al., 1999).

A utilizacao das reservas de lipidios intracelulares para o metabolismo celular
consiste, primeiramente, na hidrélise dos triacilglicerois para liberagdo de moléculas
de acidos graxos de cadeia longa e glicerol. No citoplasma, essas moléculas de
acidos graxos sofrem uma reagao enzimatica, mediada pela acil-CoA sintetase, e
geram as acil-CoA. Nessa forma, sao transportadas para dentro das mitocédndrias

pela carnitina palmitoil transferase 1B (CPT1B), processo esse facilitado pela ligagao



da molécula de acil-CoA com a L-carnitina (NELSON e COX, 2002). Uma vez no
interior das mitocéndrias, a enzima CPT2 desliga a L-car da molécula de acil-CoA, a
qual entra para a via da B-oxidagcdo e €& convertida em acetil-CoA para ser
metabolizada no ciclo do acido carboxilico e fosforilagdo oxidativa, gerando ATP.
Portanto, a enzima CPT1B limita a taxa de B-oxidagao e requer a L- car como co-
fator (SUTTON-MCDOWALL et al., 2012), ja que sua ligagao com a molécula de acil-
CoA torna-se necessaria para o transporte do complexo acil-carnitina-CoA até o
interior da mitocondria.

Em odcitos bovinos, os acidos palmitico e oléico sdo os tipos mais comuns de
triacilglicerdis, correspondendo respectivamente a 32 e 25% do total de acidos
graxos nessas células (MC EVOY et al., 2000). Para efeitos de comparacao, o
metabolismo de uma molécula de acido palmitico produz 106 moléculas de ATP e o
de uma molécula de glicose, 27 a 31 moléculas de ATP. Portanto, a utilizagado da
reserva de lipideos intracelulares torna-se mais econdémica para o metabolismo
embrionario (SUTTON- MCDOWALL et al., 2012).

2.2. Efeito do cultivo de odcitos e embrides bovinos produzidos in vitro em

meios suplementados com acidos graxos poliinsaturados

Estda bem estabelecido que os PUFA sao absolutamente necessarios para
numerosos processos fisiolégicos e metabdlicos, incluindo crescimento, reproducgao,
visdo e desenvolvimento cerebral (WATHES et al., 2007). Os acidos graxos Omega-
3 (n-3), como por exemplo o linolénico, sdo considerados essenciais, ja que o
organismo animal € incapaz de produzi-los por n&o possuir as enzimas dessaturases
apropriadas para sua sintese (SAMPATH e NTAMBI et al.,, 2004; WATHES et al.,
2007). Especificamente, os acidos graxos n-3 eicosapentaendico e o
docosaexaenoico podem ser obtidos a partir da gordura de peixe e outros animais
marinhos (SAMPATH e NTAMBI, 2005).

Na célula, esses acidos graxos funcionam como parte essencial para
formagao da dupla camada de fosfolipidios da membrana plasmatica e atuam como
precursores para moléculas sinalizadoras, como os esterdides e prostaglandinas
(PG) (SAMPATH e NTAMBI, 2005; SUTTON-MCDOWALL et al., 2012).



Além dessas fungdes bem estabelecidas para os PUFA, nos ultimos anos o
entendimento de que os lipidios s&do mais do que um reservatoério estatico de energia
levou a descoberta de varias vias pelas quais os acidos graxos podem afetar a
expressao génica (SAMPATH e NTAMBI, 2005). Relatos anteriores demonstraram
que dentro de horas apds a suplementagdo animal com dietas ricas em PUFA,
houve ativagao rapida e continua de genes responsaveis pela oxidacao lipidica e
reducdo da expressdo de genes que codificam enzimas para a sintese lipidica
(JUMP et al., 1994).

Particularmente, os PUFA das familias n-3 tem um papel importante no
controle da lipogénese, assim como em eventos fisiolégicos que reduzem a
expressao génica de diversas enzimas envolvidas no metabolismo de lipidios (AL
DARWICH et al., 2010). Como exemplo, eles reprimem a transcricao das estearoil-
CoA dessaturases (SCD do inglés, “stearoyl-CoA desaturase”) (CHOI et al., 2000;
PARIZA et al., 2001) e da enzima sintetizadora de acidos graxos (FAS do inglés,
“fatty acid synthase”), enzimas chave envolvidas na sintese de acidos graxos
(SAMPATH e NTAMBI, 2005; AL DARWICH et al., 2010). Também foi recentemente
demonstrado que os PUFA podem suprimir a expressao de genes lipogénicos a
partir de pelo menos trés receptores nucleares (PPAR, LXR e HNF-4a), e de fatores
de transcricdo, como o SREBP (“Sterol-regulatory element binding protein”),
considerado o fator chave de regulacédo da sintese de acidos graxos e triacilgliceroéis
(SAMPATH e NTAMBI, 2005; AL DARWICH et al., 2010).

Por outro lado, outros genes demonstram ter sua expressao aumentada pela
suplementagao com PUFA como os carnitina palmitoil transferase 1 e 2 (CPT-1 e
CPT-2), envolvidos na transcricdo dos transportadores de moléculas de acidos
graxos ligadas a coenzima A (acil-CoA) do citoplasma para o interior das
mitocdndrias, onde serao oxidadas pela via da B-oxidacdo (DUNNING et al., 2010).

Além dos acidos graxos serem potenciais fontes de energia, recentes
trabalhos sugerem um efeito indireto dos PUFA sobre a regulagao de alguns eventos
associados a maturacdo oocitaria (MAREI et al., 2009). Os PUFA modulam o
balango entre a produgcdo de protaglandina E2 (PGE2) e PGF2a (COYNE et al,
2008). A PGE2 é considerada um mediador critico para a maturagdo oocitaria e

expansao das células do cumulus (MAREI et al., 2009), uma vez que, em ratos, a



inibicio na producdo da PGE2 via inibidores da prostaglandina-
endoperoxidesintetase (PTGS2) ou por Knockout génico para o receptor da PGE2
(PTGER2) demonstrou diminuir a expansao das células do cumulus e a maturagao
oocitaria, reduzindo a taxa de fertilizagao in vitro. Desta forma, este efeito indireto
poderia explicar observagdes anteriores do efeito benéfico dos PUFA sobre eventos
associados a maturacdo oocitaria, o que resulta em melhor potencial de
desenvolvimento e qualidade embrionaria (MAREI et al., 2009).

O efeito dos PUFA sobre o desenvolvimento dos complexos cumulus-odcito
pode ser parcialmente mediado a partir de alteragdes na composicdo do fluido
folicular, que consiste do microambiente que cerca os odcitos durante seu
crescimento e maturacao (FOULADI-NASHTA et al., 2009). Isto porque o perfil de
acidos graxos do fluido folicular pode ser correlacionado com o tipo e quantidade de
PUFA fornecidos na alimentacdo (CHILDS et al., 2008). Todavia, a suplementagao
com PUFA nao altera a composicao de acidos graxos nos oocitos (STURMEY et al.,
2009). Acredita-se que a agao dos PUFA, como acima exposto, se dé por meio da
atuacdo sobre mecanismos reguladores da expressdao de genes de metabolismo
lipidico (SAMPATH e NTAMBI, 2005) e, indiretamente, sobre a maturagcdo do odcito
e a expansao das células do cumulus, eventos criticos para o desenvolvimento
oocitario e fertilizacado (MAREI et al., 2010).

O aumento da criotolerancia embrionaria poderia ser a consequéncia da
alteracao/reducao do conteudo lipidico do odcito e, subsequentemente, do embrido.
Todavia, até o presente momento, poucos trabalhos demonstraram efeitos benéficos
da adigao de PUFA n-3 no sistema de PIV sobre a criotolerancia embrionaria (AL
DARWICH et al., 2010; LEAO, 2012).

2.3. Efeitos da suplementagdao com L-carnitina no sistema de PIV de embrides
bovinos

A L-carnitina (L-car) € um regulador metabdlico que desempenha um papel
crucial na via de B-oxidagao por catalizar o transporte de acidos graxos até a matriz
mitocondrial para a geracdo de ATP (KERNER e HOPPEL, 2000), aumentando
assim o metabolismo lipidico nesta organela (BALDOCEDA et al., 2015).



A energia produzida pela via da B-oxidacdo mitocondrial é responsavel por
suportar processos criticos do desenvolvimento associados a maturagido nuclear
(retomada da meiose) e citoplasmatica, bem como o desenvolvimento embrionario
(DUNNING et al.,, 2010). O aumento da atividade mitocondrial promovida pela
suplementagado in vitro com L-car demonstrou estar relacionado a melhora da
maturagao oocitaria e no aumento do potencial de desenvolvimento embrionario em
ratos (ABDELRAZIK et al., 2009; DUNNING et al., 2010), suinos (SOMFAI et al.,
2011; WU et al., 2011) e bovinos (PHONGNIMITR et al., 2013).

Dunning et al. (2010) demonstraram que o aumento da competéncia oocitaria,
observada pelo aumento no desenvolvimento de blastocistos e do numero de células
da massa celular interna, foi mediada pelo aumento na expressao do gene CPT1B
nos complexos cumulus-odcitos de camundongos durante a maturacdo. Sabe-se
que este gene ¢ limitante para a taxa de B-oxidagao e requer a L- car como co-fator
(SUTTON-MCDOWALL et al., 2012),

Além do efeito regulador do metabolismo, a L-car atua como antioxidante para
as ceélulas animais, reduzindo a peroxidagao lipidica e apoptose induzida pelo
estresse oxidativo (YE et al. 2010). A suplementagcdo com L-car demonstrou reduzir
a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS — “reactive oxygen species”)
durante a MIV de odcitos suinos (SOMFAI et al., 2011; WU et al., 2011). Este efeito
€ importante, uma vez que a producado de ROS ¢é evidente durante a maturacéo
oocitaria (DALVIT et al., 2005), e pode flutuar dependendo das condi¢des de cultivo,
podendo influenciar a progressao meiotica (MORADO et al.,, 2009). As ROS sao
moléculas derivadas do oxigénio e formadas pelas mitocdndrias como produtos
intermediarios de metabolismo celular (COMBELLES et al., 2009).

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementagdo com acido linolénico, associado ou nao a
L-carnitina, durante a etapa de MIV sobre a maturagdo e qualidade do odcito,
especialmente no que se refere ao metabolismo lipidico, e sobre o desenvolvimento

e resisténcia a criopreservacao de embrides bovinos produzidos in vitro.



4. HIPOTESE

A suplementagao com acido linolénico e/ou L-carnitina no meio de MIV exerce
efeito benéfico sobre a maturacédo e aquisicdo da competéncia de desenvolvimento
de odcitos bovinos, além de reduzir o acumulo lipidico intracelular por alterar os
padrées de expressdao de genes ligados ao metabolismo de lipidios. Como
consequéncia, promove o0 aumento da criotolerancia, sem prejudicar o

desenvolvimento embrionario.
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CAPITULO 2 - Efeito da suplementagdao com acido linolénico durante a MIV de
oocitos bovinos sobre a maturagao nuclear e citoplasmatica,
acumulo lipidico intracelular, potencial oxidativo celular e de

desenvolvimento embrionario in vitro

RESUMO - Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
suplementagcao durante a etapa de maturacdao in vitro (MIV), com diferentes
concentragdes de acido linolénico (0, 10, 50 e 100 uM de ALA) na presenca de soro
fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA), sobre o acumulo lipidico
intracitoplasmatico e atividade mitocondrial, bem como sobre a maturagao oocitaria
e potencial de desenvolvimento até o estagio de blastocisto. A suplementagdo com
diferentes concentracées de ALA durante a MIV nao afetou (P>0,05) a taxa de
maturagéo nuclear (70,02 - 75,45%) e distribuigdo citoplasmatica das mitocéndrias,
que apresentaram classificagdo predominantemente geral (89,71 - 92,27%),
independente do suplemento proteico utilizado. De forma semelhante, ndo houve
efeito (P>0,05) dos suplementos proteicos (SFB vs BSA) sobre a taxa de odcitos em
metafase Il (72,19 - 74,83%) e distribuicdo mitocondrial apés a MIV (90,26 -
91,88%). O potencial de membrana mitocondrial (PMM) aumentou apéds
suplementagao com 100 uM (1,20 unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF) e 0
MM de ALA (1,17 UAF), em relacao as concentragdes de 10 uM (0,83 UAF) e 50 uM
de ALA (0,74 UAF). Entretanto, o suplemento proteico utilizado nao alterou (P>0,05)
o potencial de membrana mitocondrial (0,92 — 1,05 UAF). Considerando apenas os
grupos suplementados com SFB nota-se que a concentracdo de 100 uM de ALA
reduziu (P<0,05) o conteudo lipidico (186,6 pixels) e o conteudo intracelular de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em odcitos bovinos (0,80 UAF), em relagao ao
grupo Controle (0 uM de ALA; 218,0 pixels e 1,27 UAF, respectivamente), se
igualando (P>0,05) ao conteudo observado nos odcitos imaturos (178,4 pixels e 1,00
UAF, respectivamente). Entretanto, a suplementacdo com as diferentes
concentragcdes de ALA na presencga de BSA nao alterou (P>0,05) o conteudo lipidico
(187,7 — 205,1 pixels) e o nivel intracelular de ROS (0,93 - 1,49 UAF). As taxas de
clivagem (80,8 - 86,0%) e de blastocistos (32,2 - 39,2%) ndo foram alteradas
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(P>0,05) pelas diferentes concentragcdes de ALA utilizadas na MIV de odcitos.
Todavia houve reducéo significativa (P<0,05) na taxa de blastocistos quando a etapa
de MIV foi realizada na presenga de BSA (29,0 vs 39,3, respectivamente para os
grupos BSA e SFB). Em conclusao, a adicao de 100 uM de ALA em meio de MIV
suplementado com SFB resultou em reducéo do acumulo lipidico citoplasmatico e do
nivel intracelular de ROS, assim como aumento do potencial de membrana
mitocondrial. Nenhum desses efeitos prejudicou a maturacdo oocitaria e o

subsequente potencial de desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: acido linolénico, maturagao in vitro, acumulo lipidico, oocito, bovino
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1. INTRODUGAO

A etapa de maturagdo do oocito é determinante para a subsequente
qualidade embrionaria (RATY et al., 2011; DEL COLLADO et al., 2015). Durante
esta etapa, o odécito passa por modificagdes em processos essenciais, necessarios
para suportar ndo apenas a posterior ativagdo do genoma embrionario, mas também
o desenvolvimento até o estagio de blastocisto, uma vez que o gameta feminino é o
unico doador citoplasmatico durante a formacéao do zigoto (GILBERT, 2003).

Odcitos bovinos maturados in vitro apresentam aumento significativo no
numero de gotas lipidicas citoplasmaticas, em relagcdo aos odcitos em estagio de
vesicula germinativa (AARDEMA et al., 2011). A alteragao no conteudo lipidico dos
oocitos pode ser influenciada pelo ambiente de cultivo dessas células,
particularmente pela presenga de certos suplementos, como por exemplo 0 soro
fetal bovino (SFB) e suplementos lipidicos, como os acidos graxos poliinsaturados
(PUFA; DUNNING et al., 2014). Odcitos bovinos maturados na presenga de 10% de
SFB acumulam mais triacilgliceréis e colesterol do que aqueles maturados em
condigdes livres de soro, pois absorvem os lipidios presentes no SFB, os quais sédo
armazenados em gotas de lipidios citoplasmaticas (KIM et al., 2001).

Apesar deste efeito deletério do SFB sobre o aumento do acumulo lipidico,
sugere-se que os demais elementos presentes neste suplemento promovam além
da melhora da taxa de maturagdo nuclear, a migragcdo e reposicionamento de
organelas durante a etapa de MIV (DEL COLLADO et al., 2015). Por esta razao, tem
sido dificil evitar ou encontrar um substituto adequado para o soro em formulagdes
de meios, particularmente para laboratérios com fins comerciais. O SFB e a
albumina sérica bovina (BSA — “bovine seric albumin”) sdo os suplementos protéicos
frequentemente utilizados para melhorar a producgao in vitro de embrides bovinos
(LEIVAS et al., 2011).

A formacgao excessiva de gotas de lipidios vem sendo associada a alteragdes
na funcdo mitocondrial, o que afeta o metabolismo lipidico e compromete a
viabilidade oocitaria (PLOURDE et al., 2012). A oxidacdo mitocondrial € a via pela

qual ocorre a sintese de maior parte da energia no odécito (DUMOLLARD et al.,
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2004). Esta energia é necessaria para suportar a maturagao nuclear (retomada da
meiose) e citoplasmatica, assim como o desenvolvimento até o estagio de
blastocisto (DUNNING et al., 2010). Porém, o metabolismo aerdbico mitocondrial
resulta na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS — “reactive oxygen
species”), as quais sado derivadas de moléculas de oxigénio, como produtos
intermediarios de metabolismo celular (COMBELLES et al., 2009). A producao de
ROS ¢é elevada durante a maturagdo do odcito (DALVIT et al., 2005), mas pode
flutuar dependendo das condigbes de cultura, podendo influenciar a progressao
meidtica (MORADO et al., 2009).

Evidéncias indicam que o acumulo de lipidios em odcitos e embrides, bem
como o metabolismo dessas células, podem ser alterados pela suplementagao dos
meios de cultivo com acidos graxos poliinsaturados (PUFA — “polyunsaturated fatty
acids”) (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 fisioldgicos que reduzem a expressao génica de diversas enzimas
envolvidas no metabolismo de lipidios (AL DARWICH et al., 2010). O acido linolénico
(ALA; 18:3) é a principal fonte de PUFA n-3 obtido pela dieta, sendo encontrado
principalmente nos cloroplastos de vegetais verdes, capim e linhaga (DEWHURST et
al., 2003). E um constituinte natural do plasma e fluido follicular em bovinos.
Concentragdes apropriadas de ALA no meio de MIV podem induzir alteragdes
moleculares associadas a maturagao de odcitos, levando ao aumento do potencial
de desenvolvimento oocitario e melhora da qualidade embrionaria (MAREI et al.,
2009).

Os efeitos benéficos do ALA foram associados ao aumento da sintese de
prostaglandina E2 (PGE2), concentracdo de cAMP intracelular e fosforilagdo das
“‘mitogen-activated protein kinases” (MAPKs) 1 e 3 (MAPK1 e MAPK3) nos
complexos cumulus-oécito (COCs; MAREI et al., 2009). A PGE2 é considerada um
mediador critico para a maturagdo oocitaria e expansao das células do cumulus
(CALDER et al., 2001). A estimulagado da PGE2 resulta na elevagao de cAMP nas
células do cumulus e consequentemente na ativagdo das MAPKs (LIANG et al.,
2005), as quais podem resultar no aumento da taxa de maturagcao nuclear de odcitos
bovinos (FISSORE et al., 1996).
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Assim, os potenciais efeitos benéficos do ALA, adicionado como suplemento
do meio de MIV, incluem a inducdo de alteragdes moleculares associadas a
maturagcdo de oocitos, levando ao aumento do potencial de desenvolvimento
oocitario e melhora da qualidade embrionaria (MAREI et al., 2009). Apesar disso,
pouco se sabe sobre o metabolismo de lipidios (SUTTON-MCDOWALL et al., 2012)
e ainda permanecem obscuros os mecanismos pelos quais os PUFA traduzem seus
sinais sobre o metabolismo lipidico em oécitos e embrides (AL DARWICH et al.,
2010).

Este estudo foi desenvolvido para testar a hipotese de que a suplementacao
com ALA no meio de MIV exerce efeito benéfico sobre a maturagcédo e aquisicéo da
competéncia de desenvolvimento de odcitos bovinos, além de reduzir o acumulo
lipidico intracelular em odcitos bovinos. Como consequéncia, espera-se a redugao
do acumulo lipidico intracitoplasmatico, sem prejudicar o desenvolvimento
embrionario. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
suplementacao com diferentes concentragdes de ALA, na presenca de SFB ou BSA,
sobre o acumulo lipidico intracitoplasmatico e atividade mitocondrial, bem como

sobre a maturacéo e potencial de desenvolvimento até o estagio de blastocisto.

2. MATERIAL E METODOS

Reagentes quimicos

Todos os reagente utilizados foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO, USA). Caso contrario, encontram-se especificados no texto. Todos os
reagentes sao testados para o cultivo celular ou embrionario. O ALA (L2376) foi
diluido em DMSO (concentragédo final de DMSO < 0,1%), para obter uma solugéo
estoque de 90 mM, a qual foi aliquotada e armazenada a - 20°C. No momento da
utilizagao, a solucao estoque de ALA foi diluida em meio de maturagao (B-199) para
obtencao das concentragdes finais de 10, 50 e 100 uM.

O meio de lavagem H-199 foi constituido de TCM-199 (Tissue Culture Me-
dium 199 (Gibco, Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA) suplementado com 0,2 mM
de piruvato de sddio, 20 mM de HEPES, 5mM de bicarbonato de sédio e 75 pg/mL
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de amicacina. O meio de maturacdo (B-199) foi constituido de TCM-199
suplementado com 0,2 mM de piruvato de sédio, 25 mM de bicarbonato de sédio, 75
Mg/mL de amicacina, 0,5 yg/mL de FSH (Folltropin-V; Bioniche Animal Health,
Ontario, Canada), 100 Ul/mL de hCG (Vetecor, Hertape Calier, Juatuba, MG, Brasil)
e 10% de SFB (Gibco, Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA) ou 6 mg/mL (0,6%)
de BSA. O meio de fertilizagao foi TALP-FIV, suplementado com 0,2 mM de piruvato
de sddio, 6 mg/mL de BSA “FA-free” fragcao V, 25 mM de bicarbonato de sddio, 13
mM de lactato de sddio, 50 ug/mL de amicacina, 40 pL/mL de solucdo de PHE
(concentragdes finais de 20 uM penicilamina, 10 yM hipotaurina e 2 uM epinefrina),
e 10 yg/mL de heparina. O meio de cultivo utilizado foi SOFaa, suplementado com
0,2 mM de L-glutamina, 0,34 mM de citrato de sddio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de
BEM aminoacidos essenciais, 1% de MEM aminoacidos ndo essenciais, 0,5% de
BSA e 2,5% de SFB.

Obtencgao e selegao dos odcitos

Os complexos cumulus-oécito (COCs) foram obtidos a partir de ovarios de
vacas abatidas em frigorificos na regidao de Aragatuba-SP e transportados até o
laboratério em garrafas contendo solugédo salina (30-35 °C). Foliculos ovarianos
entre 3-8 mm de diametro foram puncionados com seringa acoplada a uma agulha
18-G. O material aspirado foi transferido para tubos de 50 mL, que permaneceu em
repouso por 15 minutos para decantacéo do conteudo, posteriormente inspecionado
para selecao dos COCs. Somente COCs circundados por pelo menos quatro
camadas de células do cumulus compactas e com citoplasma contendo granulagao
homogénea foram selecionados para o cultivo de maturacdo. O tempo médio da

selecao até o inicio do cultivo foi de aproximadamente 1 hora.

Maturacgao in vitro dos odécitos

Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-
199 e uma vez em meio de maturagao B-199. Foram transferidas 50 estruturas para
cada poco da placa de cultivo (NUNC, Thermo Scientific, Rochester, NY, USA),
contendo 500 pL de meio B-199, sem 6leo mineral. O meio de maturacédo foi

suplementado com concentracbes crescentes de ALA (0, 10, 50 e 100 uM),
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associadas a suplementacdo com 10% de SFB ou 0,6% de BSA. O cultivo de
maturacao foi realizado em atmosfera de 5% CO, em ar, a 38,5°C e com maxima

umidade, durante 22 horas.

Avaliagao da maturagao nuclear

COCs imediatamente removidos dos foliculos (tempo 0 hora) e apds a MIV
(22 horas) foram transferidos para microtubos contendo 200 uL de solugdo de
hialuronidase 0,2%, diluida em PBS acrescido de 1% PVP (PBS-PVP), e foram
desnudados com pipetagens sucessivas. Entdo foram fixados em solugcdo de
paraformoldeido (4%) a temperatura ambiente, por 1 hora. Posteriormente, os
odcitos foram permeabilizados com Triton X-100 (0,5%, v/v) em solugao de citrato de
sédio (0,1%), por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os odécitos foram
incubados em solugao de Hoechst 33342 (1 ug/mL de PBS-PVP) por 15 minutos no
escuro e em temperatura ambiente. Apos serem lavados duas vezes em PBS-PVP,
0s odcitos corados foram avaliados imediatamente em microscopio equipado com
epifluorescéncia (1X51, Olympus, Tokio, Japao), sob excitagdo de 404 nm e emissao
de 526 nm para determinagao do estagio da meiose. Os odcitos foram classificados
em imaturos (configuracdo nuclear em vesicula germinativa - VG), maturos
(metafase Il - MIl) ou nos estagios intermediarios da meiose (quebra da vesicula
germinativa - GVBD, metafase | - MI, anafase | — Al ou telofase | - Tl), como

apresentado na Figura 1.

Avaliagao da maturagao citoplasmatica

Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (PMM) e da
distribuicao citoplasmatica das mitocéndrias

A distribuicao citoplasmatica das mitocéndrias e o PMM foram avaliados pela
coloracdo com MitoTracker Red (CMXROs, Molecular Probes, Invitrogen, Oregon,
USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. COCs imediatamente
removidos dos foliculos (tempo 0 hora) e apds a MIV (22 horas) foram desnudados
(como descrito no item anterior) e lavados duas vezes em PBS-PVP. Os odécitos

foram incubados no escuro por 30 minutos em solugdo de PBS-PVP acrescido de
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500 nM de MitoTracker Red, em temperatura de 37°C. Posteriormente foram
lavados duas vezes em PBS-PVP e avaliados imediatamente em microscépio
equipado com epifluorescéncia (1X51, Olympus, Tokio, Japao), sob excitacdo de 543
nm e emissdo de 575 nm. Os odcitos avaliados apos 0 e 22 horas de maturagao
foram classificados pela distribuicdo citoplasmatica de mitocondrias (Figura 1;
distribuicdo periférica: odcitos imaturos; distribuicdo geral: odécitos maturos;
transicdo: odcitos parcialmente maturos) e fotografados. As imagens obtidas foram
armazenadas e posteriormente analisadas pelo software Q-Capture Pro Image
software (Media Cybernetics, Inc., Versao 5.0.1.26) para quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia emitida, apds conversdao em escala de cinza. Foi
realizada a delimitagdo dos odcitos para determinagcao da area e da intensidade do
sinal de fluorescéncia (pixels) pela area. A intensidade do sinal de background foi
subtraida dos valores obtidos nas fotos dos tratamentos. O grupo de odcitos
imaturos foi escolhido como calibrador e o valor de cada tratamento foi dividido pela
média do calibrador para gerar o nivel de expressao relativa (unidades arbitrarias de

fluorescéncia). Quanto maior a intensidade de fluorescéncia, maior o PMM.

Quantificagao lipidica intracitoplasmatica

Para avaliacio do acumulo lipidico intracitoplasmatico, os COCs
imediatamente removidos dos foliculos (tempo 0 hora) e apés a MIV (22 horas)
foram desnudados, como descrito anteriormente e lavados duas vezes em PBS-
PVP. Os odcitos foram fixados em solugdo de paraformoldeido (4%) a temperatura
ambiente, por 2 horas. Apoés a fixagdo, os mesmos foram lavados em PBS e imersos
em solugao de etanol 50% em agua destilada, durante 2 minutos. Em seguida foram
corados com Sudan Black B 1% (corante lipofilico) diluido em etanol 70%, por 2
minutos. Posteriormente, foram imersos 3 vezes, por 5 minutos cada em solugao de
etanol 50% e, em sequéncia, em agua destilada acrescida de 1% PVP. Entéo, os
odcitos foram colocados em laminas com glicerol para serem analisados no microscépio
de luz (IX51, Olympus, Tokio, Japao). As imagens foram fotografadas (Figura 1) e
analisadas pelo programa Q-Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc.,
Version 5.0.1.26) apds conversao em escala de cinza e delimitagdo dos odcitos,

para determinacao da area e da intensidade média (pixels) pela area. O grupo de
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oocitos imaturos foi escolhido como calibrador e o valor de cada tratamento foi

dividido pela média do calibrador para gerar o nivel de expresséo relativa.

Mensuragcao do conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio
(ROS) pelo ensaio com diclorofluoresceina
Os niveis intracelulares de ROS (perdoxido de hidrogénio: H,0O,, radical
hidroxila: HOe, radical peroxila: ROQO¢) foram quantificados por meio da sonda
fluorescente diacetato de 6-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA;
Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, USA) de acordo com Rocha-Frigoni et al.
(2014). COCs imediatamente removidos dos foliculos (tempo 0 hora) e apds a MIV
(22 horas) foram desnudados, como descrito anteriormente e lavados duas vezes
em PBS-PVP. Em seguida foram incubados em 5 uM de H,DCFDA durante 30
minutos, no escuro, a 38,5°C e 5% CO, em ar. Posteriormente, foram lavados duas
vezes em PBS-PVP e avaliados imediatamente em microscépio invertido equipado
com epifluorescéncia (IX51, Olympus, Tokio, Japao), sob excitacdo de 495 nm e
emissao de 520 nm. As imagens obtidas (Figura 1) foram posteriormente analisadas
pelo programa Q-Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Version
5.0.1.26) apods conversdo em escala de cinza, para quantificagdo da intensidade de
fluorescéncia emitida. Foi realizada a delimitagdo dos odcitos para determinacgao da
area e da intensidade do sinal de fluorescéncia (pixels) pela area. A intensidade do
sinal de background foi subtraida dos valores obtidos nas fotos dos tratamentos. O
grupo de odcitos imaturos foi escolhido como calibrador e o valor de cada tratamento
foi dividido pela média do calibrador para gerar o nivel de expressao relativa
(unidades arbitrarias de fluorescéncia). Quanto maior a intensidade de fluorescéncia,

maior o conteudo intracelular de ROS.
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Figura 1. Fotomicrografias de odcitos bovinos corados com: A: Sonda fluorescente
Hoechst 33342 para identificagcdo dos nucleos (em azul). Classificacdo de acordo
com a configuracdo nuclear em: vesicula germinativa (VG), metafase da meiose |
(MI) e metafase da meiose Il (MIl); B: sonda fluorescente MitoTracker Red e
classificados de acordo com a predominancia da distribuicdo citoplasmatica das
mitocdndrias em periférica (P), transicao (T) e geral (G), C: corante lipofilico Sudan
Black B para determinacao do acumulo lipidico intracitoplasmatico. Oécitos MIV em
meio suplementado com 100 uM de acido linolénico na presenca de SFB (a1) e BSA
(b1); D. sonda fluorescente H,DCFDA. Quanto maior a intensidade da fluorescéncia,
maior o conteudo intracelular de espécies reativas do oxigénio.
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Producao in vitro dos embrides

Ao término da etapa de MIV (descrita no item Maturacgao in vitro dos oécitos),
os COCs foram submetidos a fecundacao in vitro (FIV). Para o preparo do sémen,
as palhetas foram descongeladas em banho-maria a 36°C, durante 40 segundos e
seu conteudo centrifugado em gradiente de densidade descontinua de Percoll (250
ML de Percoll 45% sobre 250 uL de Percoll 90%, em microtubo de 1,5 mL;
Pharmacia, Uppsala, Sweden) durante 7 minutos a 2750 rpm. O sedimento
recuperado foi avaliado quando ao volume, concentragcao e motilidade espermatica.
Os espermatozoides foram adicionados a gota de fertilizagao na concentracéo de 2
x 10° células/mL. Os COCs (25/gota de 90 pL) e os espermatozoides foram
coincubados em atmosfera de 5% de CO, em ar a 38,5 °C, por até 22 horas. O dia
da fertilizacao foi definido como Dia 0 (DO).

Apos a etapa da FIV, os provaveis zigotos foram pipetados sucessivamente
para a retirada do excesso de células do cumulus e transferidos para o meio de CIV.
O cultivo embrionario foi realizado em pogos de placas NUNC contendo 500 pL de
meio SOFaa, sem 6leo mineral. Esta etapa foi conduzida em incubadora com
atmosfera de 5% de CO, em ar e temperatura de 38,5 °C por até sete dias. Apds 72
horas de cultivo, 50% do meio de cultivo foi renovado. A clivagem foi avaliada 72
horas pdés-inseminacao (hpi), e o desenvolvimento embrionario avaliado as 168 hpi
(D7).

Delineamento experimental

Neste estudo foi avaliado o impacto da suplementacdo do meio de MIV com
diferentes concentragdes de ALA sobre a maturacdo nuclear e citoplasmatica de
odcitos bovinos (acumulo lipidico intracelular, distribuicdo citoplasmatica e PMM e
acumulo intracelular de ROS), além do potencial de desenvolvimento embrionario in
vitro. Odécitos bovinos foram MIV durante 22 horas em meio B-199 suplementado
com 10% SFB ou 0,6% BSA, acrescido de trés concentragdes crescentes de ALA,
baseadas em estudo de Marei et al. (2009), conforme o0s grupos experimentais

apresentados na Figura 2.
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l 10% SFB 0,6% BSA
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Figura 2. Esquema ilustrativo do delineamento experimental de acordo com a

i

composi¢cao dos meios de maturagao in vitro utilizados no Experimento .

Desta maneira, o estudo obedeceu a um esquema fatorial 2x4 (2 suplementos
proteicos: 10% SFB ou 0,6% BSA; e 4 concentragdes diferentes de ALA), em um
total de 8 grupos experimentais. Ainda, um grupo de odécitos foi avaliado
imediatamente apos a aspiragao (Controle 0 horas). Assim, apds 0 e 22 horas de
MIV foram realizadas as seguintes avaliagées nos odcitos:

1) Avaliagdo da maturagao nuclear, a partir da determinagado do estagio da meiose
(tempo 0 hora: n = 158; 22 horas: n = 1061)

2) Analise das mitocdndrias: Distribuicao citoplasmatica e potencial de membrana
mitocondrial (tempo 0 hora: n = 186; 22 horas; n = 1155)

3) Mensuragao do conteudo lipidico intracitoplasmatico (tempo 0 hora; n = 232; 22
horas; n = 656)

4) Mensuracéao do conteudo intracelular de ROS (tempo 0 hora; n = 107; 22 horas; n
=277)

5) Avaliagao do desenvolvimento embrionario in vitro (n = 1232)

Analise Estatistica

O experimento foi repetido de 4 a 6 vezes para cada avaliagao proposta, em
replicatas independentes. Em cada replicata foi utilizado um pogo da placa de cultivo
celular contendo 50 odcitos para cada grupo experimental, sendo este considerado a
unidade experimental. A taxa de blastocistos foi calculada no D7 do CIV, a partir do
numero de odcitos inseminados. Os dados foram analisados pela fracdo de odcitos

ou embrides cultivados atingindo os estagios determinados, reportada em termos de
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porcentagem. As porcentagens foram transformadas utilizando arco seno raiz
quadrada. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o
modelo “General linear model” (GLM) do SAS statistical software package 9.3 (SAS
Inst. Inc., Cary, NC, USA) considerando um modelo estatistico fatorial completo que
inclui o suplemento de macromolécula do meio de maturagéo (10% SFB ou 0,6%
BSA), o tratamento (diferentes concentragdes de ALA) e possiveis interacoes.
Quando um efeito estatisticamente significativo foi encontrado, comparagdes
multiplas das médias foram determinadas pelo teste de Tukey. As médias foram
apresentadas na forma de quadrados minimos * erro padrdao da média (EPM).
Diferencas com probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas
significativas. Na auséncia de interacdes significativas, apenas o principal efeito foi

apresentado nos resultados.

3. RESULTADOS

Maturagao nuclear

Nao houve interacdo entre as diferentes concentracbes de ALA e o
suplemento proteico (P>0,05) sobre o estagio da meiose. Desta forma, os resultados
estdo apresentados separadamente, de acordo com os efeitos principais. Dos
odcitos imaturos avaliados, 88,90% encontravam-se em estagio de VG, 11,10% em
Ml e 0,00% em MII (dados ndo demonstrados nas tabelas).

A suplementacdo com diferentes concentragdes de ALA durante a MIV nao
afetou (P>0,05) a proporgdo de odcitos em metafase Il (MIl; 70,02 - 75,45%),

independente do suplemento proteico utilizado (Tabela 1).
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Tabela 1. Estagio da meiose de odcitos bovinos maturados in vitro em meio
suplementado com diferentes concentragdes de acido linolénico.

Grupo VG Int. Mil

0 uM 6,75 £ 2,30% 17,78 £ 3,41% 75,45 + 3,51%
10 uM 3,43 £ 2,30% 23,20 £ 3,41% 73,37 £ 3,51%
50 uM 2,40 £ 2,30% 22,42 £ 3,41% 75,20 £ 3,51%
100 uM 6,92 + 2,30% 23,07 £3,41% 70,02 + 3,51%

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. Nao houve diferencga
significativa entre os grupos pelo teste de Tukey (P<0,05). VG: odcitos em estagio
de vesicula germinativa; Int.: o6citos em fases intermediarias da meiose |; MII:
oocitos em metafase I[I. Os odbcitos foram considerados imaturos quando
classificados em VG e Int. e maturos em MII.

De forma semelhante, ndo houve efeito (P>0,05) dos suplementos proteicos
(SFB vs BSA) sobre a taxa de odécitos em MIl (72,19 - 74,83%), conforme

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Estagio da meiose de odcitos bovinos maturados in vitro em meio
suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA).

Grupo VG Int. Mil
SFB 6,44 + 1,63% 18,74 £ 2,41% 74,83 + 2,48%
BSA 3,31+ 1,63% 24,49 £ 2, 41% 72,19 + 2,48%

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos pelo teste de Tukey (P<0,05). VG: odcitos em estagio
de vesicula germinativa; Int.: odcitos em fases intermediarias da meiose |; MII:
oocitos em metafase Il. Os odcitos foram considerados imaturos quando
classificados em VG e Int. e maturos em MII.
PMM e distribuicao citoplasmatica das mitocondrias

O resultado da avaliagdo do PMM, mensurado em unidades arbitrarias de
fluorescéncia encontra-se apresentado nas Tabelas 3 e 4. Nao foi observada
interacdo (P<0,05) entre o suplemento proteico (SFB ou BSA) e as concentracdes
de ALA utilizadas. Portanto, os resultados estao apresentados separadamente, com
os efeitos principais.

As diferentes concentracbes de ALA utilizadas durante a MIV alteraram
(P<0,05) o PMM dos odcitos tratados (Tabela 3), observando-se sua elevagdo com

100 uM (1,20 UAF) e 0 uM de ALA (1,17 UAF), em relacao as concentragcdes de 10
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uM (0,83 UAF) e 50 uM de ALA (0,74 UAF).

Tabela 3. Potencial de membrana mitocondrial (expresso em unidades arbitrarias de
fluorescéncia - UAF) de odcitos bovinos maturados in vitro em meio suplementado
com diferentes concentragdes de acido linolénico.

Grupo UAF

0 uM 1,17 £ 0,08 ®
10 uM 0,83 +0,08°
50 uM 0,74 +0,08°
100 uM 1,20 + 0,08 ?

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. *°Médias seguidas por
letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Como apresentado da Tabela 4, o suplemento proteico utilizado n&o alterou
(P>0,05) o potencial de membrana mitochondrial (0,92 — 1,05 UAF).

Tabela 4. Potencial de membrana mitocondrial (expresso em unidades arbitrarias de
fluorescéncia - UAF) de odcitos bovinos maturados in vitro em meio suplementado
com soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA).

Grupo UAF
SFB 1,05+ 0,05
BSA 0,92 + 0,05

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. Nao houve diferencga
significativa entre os grupos pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os resultados da distribuicdo mitocondrial encontram-se apresentados
separadamente, como efeitos principais, uma vez que nao houve interagao entre as
diferentes concentragdes de ALA e os suplementos proteicos (P>0,05). Os odcitos
imaturos analisados apresentaram 36,40% de distribuicao periférica, 18,30% de
distribuicdo em transigao e 45,30% geral pelo citoplasma (dados n&o apresentados
nas tabelas).

As diferentes concentragcdes de ALA utilizadas durante a MIV nao interferiram
(P>0,05) na distribuicdo citoplasmatica das mitocondrias, independente da
suplementacdo com SFB ou BSA (Tabela 5), apresentando classificacdo

predominantemente geral (89,71 - 92,27%).
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Tabela 5. Distribuicdo citoplasmatica das mitocdndrias em odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com diferentes concentragdes de acido

linolénico.

Grupo Periférica Transicao Geral

0 uM 1,31 £ 0,55% 7,04 £ 2,85% 91,68 + 3,02%
10 uM 0,88 + 0,55% 9,41 + 2,85% 89,71 + 3,02%
50 uM 0,40 + 0,55% 9,00 + 2,85% 90,60 + 3,02%
100 uM 0,54 + 0,55% 7,20 + 2,85% 92,27 + 3,02%

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. Nao houve diferencga
significativa entre os grupos pelo teste de Tukey (P<0,05).

O suplemento proteico utilizado nao alterou (P>0,05) a maturagao
citoplasmatica, avaliada pela distribuicao citoplasmatica das mitocéndrias (Tabela 6),

classificada predominantemente como geral (90,26 - 91,88%).

Tabela 6. Distribuicdo citoplasmatica das mitocdndrias em odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina
sérica bovina (BSA).

Grupos Periférica Transicao Geral
SFB 0,95 £ 0,36% 8,79 £ 1,87% 90,26 + 1,98%
BSA 0,62 £ 0,42% 7,53 £ 2,15% 91,88 + 2,28%

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. Nao houve diferencga
significativa entre os grupos pelo teste de Tukey (P<0,05). SFB: 10% e BSA: 0,6%.

Quantificagao lipidica intracitoplasmatica

O resultado do conteudo lipidico intracitoplasmatico em oécitos, mensurado
em pixels encontra-se apresentado na Figura 3. Foi observada interacdo (P<0,05)
entre o suplemento proteico (SFB ou BSA) e as concentragdes de ALA utilizadas.

Considerando apenas os grupos suplementados com SFB nota-se que a
concentracao de 100 uM de ALA reduziu (P<0,05) o conteudo lipidico (186,6 pixels),
em relacao ao grupo Controle (0 uM de ALA; 218,0 pixels), se igualando (P>0,05) ao
conteudo observado nos od6citos imaturos (178,4 pixels). Entretanto, a
suplementagcao com as diferentes concentragcées de ALA na presenca de BSA néao
alterou (P>0,05) o conteudo lipidico (187,7 — 205,1 pixels).
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Figura 3. Conteudo lipidico intracitoplasmatico (em pixels) de odcitos bovinos
maturados in vitro com diferentes concentragdes de acido linolénico na presencga de

soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA). Dados apresentados como média +
EPM. Barras com letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Mensuracao do conteudo intracelular de ROS

O conteudo intracelular de ROS, mensurado em unidades arbitrarias de
fluorescéncia (UAF) encontra-se apresentado na Figura 4. Houve interagao (P<0,05)
entre o suplemento proteico e as diferentes concentragcées de ALA.

Em meio suplementado com SFB a adigdo de 100 uM de ALA reduziu
(P<0,05) o conteudo intracelular de ROS em odcitos bovinos (0,80 UAF), em relacao
ao grupo controle (0 uM de ALA: 1,27 UAF), nao diferindo (P>0,05) dos odcitos
imaturos (1,00 UAF). Ja na presenca de BSA, foi detectado um aumento expressivo
(P<0,05) no nivel intracelular de ROS no grupo Controle (0 uM de ALA: 2,36 UAF),
em relagdo aos demais grupos, 0s quais nao variaram entre si (P>0,05; 0,93 - 1,49
UAF).
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Figura 4. Conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (expresso em
unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF) em odcitos bovinos maturados in vitro
com diferentes concentragcbes de acido linolénico na presenca de soro fetal bovino

(SFB) ou albumina sérica bovina (BSA). Dados apresentados como média + EPM. Barras com
letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Producao in vitro de embrides

Como nao houve interagao entre as diferentes concentracbes de ALA e o
suplemento proteico (P>0,05), os resultados do desenvolvimento embrionario
encontram-se apresentados separadamente, como efeitos principais. As taxas de
clivagem (80,8 - 86,0%) e de blastocistos (32,2 - 39,2%) ndo foram alteradas
(P>0,05) pelas diferentes concentragdes de ALA utilizadas na MIV de odcitos (Figura
5).
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Figura 5. Taxas de clivagem e de blastocistos obtidas a partir de odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com diferentes concentragdes de acido

linolénico. Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. N&o houve diferenca significativa entre os
grupos pelo teste de Tukey (P<0,05). Clivagem (72 h pds-inseminacao (h.p.i.)), desenvolvimento embrionario até
o estagio de blastocisto (168 h.p.i.) de embribes bovinos produzidos a partir de o6citos MIV na presenca de 0 a
100 pM de ALA.

Como apresentado na Figura 6, a producdo embrionaria foi afetada pelo
suplemento proteico utilizado (SFB ou BSA). Houve uma redugado significativa
(P<0,05) na taxa de blastocistos quando a etapa de MIV foi realizada na presenca
de BSA (29,0 vs 39,3, respectivamente para os grupos BSA e SFB). Entretanto, as
taxas de clivagem nao foram alteradas (P>0,05; 82,4 — 84,3%).
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Figura 6. Taxas de clivagem e de blastocistos obtidas a partir de odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina

sérica bovina (BSA). Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. Barras com letras distintas
dentro da mesma avaliacdo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Clivagem (72 h pds-
inseminacao (h.p.i.)), desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto (168 h.p.i.) de blastocistos
bovinos produzidos a partir de o6citos MIV na presenca de 10% de SFB ou 0,6% de BSA.

4. DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi a redugdo do conteudo lipidico
intracitoplasmatico de odcitos bovinos maturados em meio de cultivo suplementado
com ALA, um acido graxo poliinsaturado da familia n-3. Pela primeira vez, estes
resultados sugerem um efeito benéfico da suplementagdo com ALA, na presenca de
SFB, sobre o metabolismo de lipidios.

Os suplementos proteicos frequentemente utilizados nos sistemas de PIV de
embrides bovinos sdo o SFB e BSA, os quais contribuem para o aumento da
producao de blastocistos (LEIVAS et al., 2011). Apesar destes efeitos benéficos, os
oocitos absovem os lipidios presentes no SFB utilizado na MIV, os quais séo
armazenados em goticulas de lipidios citoplasmaticos (KIM et al., 2001), o que pode
alterar o metabolismo destas celulas e comprometer, por exemplo, a criotolerancia
dos embrides oriundos de odcitos cultivados nestas situagdes. Neste estudo, a

suplementagdo com 100 uM de ALA em meio de MIV, mesmo na presencga de 10%
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de SFB, resultou na reducdo do acumulo lipidico intracelular, assemelhando-se ao
encontrado nos odcitos imaturos, antes da exposi¢cdo do soro. Assim, o acumulo de
lipidios no odcito, bem como o metabolismo dessas células, podem ser modificados
por influéncia do ambiente de maturagao, particularmente pelo soro e suplementos
lipidicos, como os PUFA adicionados a etapa de MIV (DUNNING et al., 2014).

O controle da lipogénese, assim como os eventos fisioldgicos que reduzem a
expressao de diversas enzimas envolvidas no metabolismo lipidico, podem ser
influenciados pela presenca de PUFA n-3 no sistema de cultivo (AL DARWICH et al.,
2010). Ja foi demonstrado, por exemplo, que os PUFA n-3 reprimem a transcricao
das estearoil-CoA dessaturases (SCD do inglés, “stearoyl-CoA desaturase”) (CHOI
et al., 2000; PARIZA et al., 2001) e da enzima sintetizadora de acidos graxos (FASN
do inglés, “fatty acid synthase”), que sdo enzimas chave envolvidas na sintese de
acidos graxos (SAMPATH e NTAMBI, 2005; AL DARWICH et al., 2010). Também foi
recentemente demonstrado que os PUFA podem suprimir a expressao de genes
lipogénicos, a partir de pelo menos trés receptores nucleares (PPAR, LXR e HNF-
4a) e de fatores de transcricdo como o SREBP (“Sterol-regulatory element binding
protein”), considerado o fator chave de regulagdo da sintese de acidos graxos e
triacilglicerois (SAMPATH e NTAMBI, 2005; AL DARWICH et al., 2010). Apesar da
expressao desses fatores nao ter sido avaliada neste estudo, pode-se especular que
a reducado do acumulo lipidico em odcitos bovinos tenha sido devido ao efeito do
ALA sobre o metabolismo lipidico durante a MIV, seja nas vias de lipogénese ou
lipolise, como demonstrado por estes relatos de literatura.

Além dos efeitos sobre o metabolismo lipidico, a suplementagdo com ALA
demonstrou exercer efeitos benéficos sobre a maturacédo oocitaria e aquisicao de
competéncia para o desenvolvimento embrionario subsequente, tanto em bovinos
(MAREI et al., 2009) quanto em ovinos (GHAFFARILALEH et al., 2015; VESHKINI
et al., 2015). Porém, no presente estudo, ndo foram observados efeitos do ALA
sobre as taxas de maturacéo nuclear dos odcitos, independente da concentragao de
ALA utilizada, ou da suplementagdo com SFB ou BSA. Entretanto, em estudos
anteriores, a suplementagao com BSA durante a etapa de MIV resultou em reducéo

nas taxas de maturacado nuclear (ALI e SIRARD, 2002) e de migracao de granulos
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corticais, enquanto que a suplementacdo com SFB promoveu melhora na maturagao
nuclear e migracao de organelas (DEL COLLADO et al., 2015).

Os efeitos positivos da suplementagao com ALA sobre a maturagdo nuclear
de odcitos foram associados a mudancas moleculares relacionadas a maturagao,
tais como o aumento da sintese de PGE2, concentragao de cAMPi e fosforilagao das
MAPK1 e MAPK3 nos COCs (MAREI et al.,, 2009). De acordo com Marei et al.
(2009), a suplementacao com 50 uM de ALA, em meio livre de SFB aumentou a taxa
de maturagdo nuclear de odcitos de bovinos e o subsequente desenvolvimento e
qualidade embrionarios. Entretanto, concentracées mais elevadas de ALA (100 e
200 uM) foram prejudiciais (MAREI et al., 2009). Neste estudo, a suplementacao
com 100 uM de ALA em meio contendo SFB nao prejudicou a maturagéo nuclear e a
reorganizagao citoplasmatica mitocondrial.

Alteragdes ultraestruturais, incluindo a reorganizacdo mitocondrial no
citoplasma do odcito, constituem um aspecto importante da maturagao
citoplasmatica e sao fortemente correlacionados com o potencial de
desenvolvimento embrionario (FERREIRA et al. 2009), assim como o nivel de
respiracao mitocondrial (STOJKOVIC et al. 2001; WILDING et al. 2001). O padrao de
distribuicdo das mitocondrias em odcitos bovinos de boa qualidade (grau 1) foi
descrito como periférico, nos imaturos, e difuso nos oécitos maturados (STOJKOVIC
et al. 2001; TARAZONA et al. 2006; ADONA et al., 2008). Neste estudo, houve uma
predominancia da distribuigdo mitocondrial difusa nos odcitos ao final do cultivo de
maturacdo. Todavia, a suplementagdo com ALA, independente da fonte proteica
utilizada (SFB ou BSA), nao alterou o parametro de reorganizagao mitocondrial, da
mesma forma como observado por MAREI et al. (2012).

A mitocéndria desempenha um papel importante na aquisicdo de competéncia
oocitaria (CUMMINS et al., 2004), uma vez que o status metabdlico ou atividade
mitocondrial, baseado no PMM e conteudo de ATP, podem ser associados a
qualidade oocitaria. A B-oxidacdo € a via pela qual é sintetizada a maior parte da
energia fornecida ao odcito (DUMOLLARD et al., 2004), a partir da metabolizagao de
acidos graxos no interior da mitocondria. Essa energia é necessaria para suportar

processos criticos do desenvolvimento associados a maturacdo nuclear e
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citoplasmatica, assim como o desenvolvimento até o estagio de blastocisto
(DUNNING et al., 2010).

Independente do suplemento proteico utilizado, a suplementagédo com 100 uM
de ALA néo alterou a atividade metabdlica mitocondrial (avaliada pelo PMM) em
relacdo ao grupo Controle, porém foi superior em relagao as concentracdes de 10 e
50 uM de ALA. Acredita-se que a reducado do acumulo lipidico observada apos a
suplementacédo com 100 yM de ALA nao possa ser relacionada ao aumento da
atividade da via de B-oxidagdo mitocondrial, apesar do ATP produzido n&o ter sido
avaliado.

A atividade mitocondrial resulta na producao de ROS, as quais sdo derivadas
da molécula de oxigénio e formadas como produtos intermediarios de metabolismo
celular (COMBELLES et al., 2009). A producao de ROS ocorre normalmente durante
a maturagao oocitaria, podendo variar de acordo com as condigdes de cultivo e
influenciar a progressdo da meiose (MORADO et al, 2009). A MIV em meio
suplementado com 100 yM de ALA, na presenga de SFB, reduziu o acumulo
intracelular de ROS em relagao ao grupo Controle, se igualando ao detectado nos
odcitos imaturos. Interessantemente, houve um aumento significativo e inexplicavel
do nivel de ROS nos odcitos MIV em meio suplementado com BSA e na auséncia de
ALA.

Apesar dos resultados apontarem efeitos positivos da concentracdo de 100
MM de ALA em meio suplementado com SFB sobre a redugao do conteudo lipidico e
nivel de ROS, ndo houve nenhum efeito sobre as taxas de clivagem e
desenvolvimento embrionario, em relagdo as demais concentragdes avaliadas nesse

estudo.

5. CONCLUSAO

A adicdo de 100 uM de ALA em meio de MIV suplementado com SFB
resultou em redugdo do acumulo lipidico citoplasmatico e do nivel intracelular de

ROS, assim como aumento do potencial de membrana mitocondrial. No entanto,
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nenhum desses efeitos melhorou a maturagao oocitaria e o subsequente potencial

de desenvolvimento embrionario.
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CAPITULO 3 - Efeito da suplementacdo com L-carnitina durante a MIV de
odcitos bovinos sobre a maturagao nuclear e citoplasmatica
acumulo lipidico intracelular, potencial oxidativo celular e de

desenvolvimento embrionario in vitro

RESUMO - Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da
suplementagao na etapa de maturacgao in vitro (MIV), com diferentes concentragdes
de L-car (0, 1, 5 e 10 mM), na presencga de soro fetal bovino (SFB) ou de albumina
sérica bovina (BSA) sobre o acumulo lipidico intracitoplasmatico e atividade
mitocondrial, bem como sobre a maturagéo oocitaria e potencial de desenvolvimento
embrionario até o estagio de blastocisto. Independente do suplemento proteico
utilizado, a suplementagao com as diferentes concentragbes de L-car durante a MIV
nao afetou (P>0,05) a taxa de maturagao nuclear (62,84 — 79,21%) e citoplasmatica,
avaliada neste estudo pela distribuicdo citoplasmatica das mitocéndrias (87,71 —
92,58% de mitocondrias dispersas no citoplasma). Foi observado que apenas a
concentracdo de 10 mM de L-car resultou em uma melhora (P<0,05) na maturagao
citoplasmatica (92,58%), em relagédo ao grupo Controle (0 mM L-car; 79,27%). Nao
houve efeito (P>0,05) dos suplementos proteicos (SFB vs BSA) sobre a maturagao
nuclear (72,19 - 74,83%) e citoplasmatica (84,21 — 90,33%) dos odcitos MIV. Na
presenca de SFB foi observada reducdo (P<0,05) do potencial de membrana
mitocondrial (PMM) apds suplementacdo com 10 mM de L-car (0,44 unidades
arbitrarias de fluorescéncia - UAF) em comparagao com odcitos maturados com 1 e
5 mM de L-car (1,08 e 1,04 UAF, respectivamente). Em relagcdo aos grupos
suplementados com BSA, foi observada reducdo geral no PMM nas diferentes
concentragdes de L-car (0,58 - 0,75 UAF) em comparagao com odcitos imaturos. O
conteudo lipidico relativo foi menor (P<0,05) nos grupos suplementados com SFB e
L-car nas concentracdes de 1 (0,96 pixels), 5 (0,95 pixels) e 10 mM (0,96 pixels) em
relacdo ao grupo Controle (0 mM de L-car com SFB; 1,01 pixels) e aos odcitos
imaturos (1,00 pixels). Odcitos do grupo Controle, maturados com BSA (0 mM de L-
car com BSA; 0,94 pixels) apresentaram menor conteudo lipidico (P<0,05) em

comparagao com odcitos imaturos (1,00 pixels) e com aqueles maturados com 5mM
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de L-car e BSA (1,01 pixels). Como esperado, o conteudo intracelular de espécies
reativas de oxigénio (ROS) nos oécitos imaturos foi menor (P<0,05) que o observado
nos oodcitos ao final do cultivo de maturacdo. Houve um aumento pronunciado
(P<0,05) no nivel de ROS nos odcitos MIV com 10 mM de L-car na presenca de SFB
(2,3 UAF). Todavia, na presencga de BSA houve reducéo (P<0,05) no nivel de ROS
utilizando a concentracdo de 1 mM (1,3 UAF) e de 10 mM de L-car (1,7 UAF), em
comparagao com oocitos maturados com estas mesmas concentragdes de L-car e
na presenca de SFB (1,9 e 2,3 UAF, respectivamente para 1 e 10 mM L-car e SFB).
As taxas de clivagem (76,4 - 80,5%) e de blastocistos (21,1 — 27,8%) n&o foram
alteradas (P>0,05) pelas diferentes concentracbes de L-car utilizadas na MIV de
odcitos. Entretanto, na concentragdo de 10 mM foi observada uma tendéncia
(P=0.08) de reducgao da taxa de blastocistos em relacdo aos demais tratamentos.
Quando a etapa de MIV foi realizada na presenga de BSA, houve uma redugao
significativa (P<0,05) nas taxas de clivagem (74,2 vs 83,0%, respectivamente para
os grupos BSA e SFB) e de blastocistos (19,0 vs 33,0%, respectivamente para os
grupos BSA e SFB). Em concluséo, a suplementacao do meio de MIV com L-car
resultou em reducdo 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 reducdo do PMM e elevacdo do conteudo de ROS, e do efeito negativo da
suplementagcao do meio de MIV com BSA sobre o desenvolvimento embrionario,
conclui-se que a suplementagdo com 5 mM de L-car na presenca de SFB superou

os resultados dos demais grupos.

Palavras-chave: L-carnitina, maturacgao in vitro, acumulo lipidico, odcito, bovino
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1. INTRODUGAO

A maturacgao in vitro (MIV) dos odcitos é a etapa inicial e determinante para o
sucesso da producéo in vitro (PIV) de embrides e é sabido que, além da qualidade
dos odcitos, as condicbes de cultivo sdo os principais fatores que afetam sua
eficiéncia (PHONGNIMITR et al., 2013).

Durante a MIV de odcitos bovinos ocorre um aumento significativo no
acumulo lipidico intracitoplasmatico em relacdo ao encontrado em odcitos imaturos
(AARDEMA et al., 2011). O conteudo lipidico dos odcitos pode ser alterado por
influéncia do ambiente no qual essas células sofrem maturacdo, particularmente
pelo presenga de soro ou outros suplementos adicionados ao meio na etapa de MIV
(DUNNING et al., 2014), tais como o soro fetal bovino (SFB) e a albumina sérica
bovina (BSA — “bovine seric albumin”), que sdo os suplementos protéicos mais
frequentemente utilizados para melhorar a PIV de embrides bovinos (LEIVAS et al.,
2011).

Odcitos bovinos maturados na presenga de 10% de SFB acumulam mais
triacilglicerois e colesterol do que aqueles maturados em condig¢des livres de soro.
Isso porque os odcitos absorvem os lipidios presentes no SFB, os quais sao
armazenados em gotas de lipidios citoplasmaticas (KIM et al., 2001). A formacéao
excessiva de gotas de lipidios vem sendo associada a variagdes na funcao
mitocondrial, o que afeta o metabolismo lipidico e compromete a viabilidade oocitaria
(PLOURDE et al., 2012).

Apesar deste possivel efeito deletério do SFB sobre o acumulo lipidico,
sugere-se que os elementos presentes neste suplemento promovam, além da
melhora da taxa de maturagao nuclear, a migracéo de organelas durante a etapa de
MIV (DEL COLLADO et al., 2015). Por esta razao, tem sido dificil evitar ou encontrar
um substituto adequado para o soro em formulagbes de meios de cultivo,
particularmente para laboratérios com fins comerciais.

Estudos recentes relataram que a suplementagdo com L-carnitina (L-car) nos
meios de cultivo promoveu a redugao do conteudo lipidico intracelular em embrides
bovinos produzidos in vitro (TAKAHASHI et al., 2013; BALDOCEDA et al., 2015) e
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em odcitos suinos maturados in vitro (SOMFAI et al., 2011). Esse regulador
metabdlico desempenha um papel crucial na via de B-oxidagdo por catalizar o
transporte de acidos graxos até a matriz mitocondrial para a geragcao de ATP
(KERNER e HOPPEL, 2000), aumentando assim o metabolismo lipidico nesta
organela (BALDOCEDA et al., 2015).

A energia produzida pela via da B-oxidacdo mitocondrial € responsavel por
suportar processos criticos da maturacdo nuclear (retomada da meiose) e
citoplasmatica do odcito, bem como o desenvolvimento embrionario (DUNNING et
al.,, 2010). O aumento da atividade mitocondrial promovido pela suplementagao in
vitro com L-car demonstrou estar relacionado com a melhora da maturagao oocitaria
e com o aumento do potencial de desenvolvimento embrionario em ratos
(ABDELRAZIK et al., 2009; DUNNING et al., 2010), suinos (SOMFAI et al., 2011;
WU et al., 2011) e bovinos (PHONGNIMITR et al., 2013).

Além disso, a L-car demonstrou possuir um efeito antioxidante, por reduzir a
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS - “reactive oxygen species”)
durante a MIV de odcitos suinos (SOMFAI et al., 2011; WU et al., 2011). Este efeito
€ importante, uma vez que a producao de ROS ¢é evidente durante a maturacao
oocitaria (DALVIT et al., 2005), mas pode flutuar dependendo das condigcbes de
cultivo, podendo influenciar a progressao meiética (MORADO et al., 2009). As ROS
sdo moléculas derivadas do oxigénio e formadas pelas mitocondrias como produtos
intermediarios de metabolismo celular (COMBELLES et al., 2009).

A maioria dos estudos sobre o metabolismo de odcitos tem dado maior
enfoque aos carboidratos e pouco se sabe sobre o metabolismo de lipidios. Baseado
no exposto, este estudo foi delineado para testar a hipétese de que a suplementagao
do meio de MIV com L-car aumenta a regulagcado da via da p-oxidagao, promovendo
aumento do consumo das reservas de lipidios intracelulares na forma de
triacilglicerois, com consequente redugao do acumulo lipidico nos odécitos. Como
resultado, espera-se que haja o aumento da criotolerancia, sem prejudicar o
desenvolvimento embrionario. Portanto, o6citos bovinos submetidos ao sistema de
PIV de embrides serao alvo deste estudo, que tem como propdsito avaliar os efeitos
da suplementagcao com diferentes concentracbes de L-car, na presenga de SFB ou

BSA sobre o acumulo lipidico intracitoplasmatico e atividade mitocondrial, bem como
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sobre a maturagdo e potencial de desenvolvimento embrionario até o estagio de

blastocisto.

2. MATERIAL E METODOS

Reagentes quimicos

Todos os reagente utilizados foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO, USA). Caso contrario, encontram-se especificados no texto. Todos os
reagentes sao testados para o cultivo celular ou embrionario. A L-carnitina (C0283)
foi diluida em agua ultrapura, para o preparo da solugao estoque de 100 mM, a qual
foi aliquotada e armazenada a - 20°C. No momento da utilizag&o, a solugédo estoque
de L-car foi diluida em meio de maturagao (B-199) para obtencado das concentragdes
finaisde 1, 5e 10 mM.

O meio de lavagem H-199 foi constituido de TCM-199 (Tissue Culture Me-
dium 199 (Gibco, Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA) suplementado com 0,2 mM
de piruvato de sddio, 20 mM de HEPES, 5mM de bicarbonato de sédio e 75 pg/mL
de amicacina. O meio de maturacdo (B-199) foi constituido de TCM-199
suplementado com 0,2 mM de piruvato de sdédio, 25 mM de bicarbonato de sédio, 75
Mg/mL de amicacina, 0,5 yg/mL de FSH (Folltropin-V; Bioniche Animal Health,
Ontario, Canada), 100 Ul/mL de hCG (Vetecor, Hertape Calier, Juatuba, MG, Brasil)
e 10% de SFB (Gibco, Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA) ou 6 mg/mL (0,6%)
de BSA. O meio de fertilizagao foi TALP-FIV, suplementado com 0,2 mM de piruvato
de sodio, 6 mg/mL de BSA “FA-free” fragao V, 25 mM de bicarbonato de sddio, 13
mM de lactate de sddio, 50 pg/mL de amicacina, 40 pL/mL de solucdo de PHE
(concentragdes finais de 20 uM penicilamina, 10 yM hipotaurina e 2 uM epinefrina),
e 10 yg/mL de heparina. O meio de cultivo utilizado foi SOFaa, suplementado com
0,2 mM de L-glutamina, 0,34 mM de citrato de sddio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de
BEM aminoacidos essenciais, 1% de MEM aminoacidos ndo essenciais, 0,5% de
BSA e 2,5% de SFB.
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Obtencgao e selegao dos odcitos

Os COCs foram obtidos a partir de ovarios de vacas abatidas em frigorificos
na regiao de Aragatuba-SP e transportados até o laboratério em garrafas contendo
solugao salina (30-35 °C). Foliculos ovarianos entre 3-8 mm de didmetro foram
puncionados com seringa acoplada a uma agulha 18-G. O material aspirado foi
transferido para tubos de 50 mL, que permaneceram em repouso por 15 minutos
para decantacdo do conteudo, posteriormente inspecionado para a selegdo dos
COCs. Somente COCs circundados por pelo menos quatro camadas de células do
cumulus compactas e com citoplasma contendo granulagdo homogénea foram
selecionados para o cultivo de maturacao. O tempo médio da selecéo até o inicio do

cultivo foi de aproximadamente 1 hora.

Maturacgao in vitro dos odécitos

Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-
199 e uma vez em meio de maturagao B-199. Foram transferidas 50 estruturas para
cada poco da placa de cultivo (NUNC, Thermo Scientific, Rochester, NY, USA),
contendo 500 pL de meio B-199, sem 6leo mineral. O meio de maturacédo foi
suplementado com concentragdes crescentes de L-car (0, 1, 5 e 10 mM), associadas
a suplementagdo com 10% de SFB ou 0,6% de BSA. O cultivo de maturagao foi
realizado em atmosfera de 5% CO, em ar, a 38,5°C e com maxima umidade,

durante 22 horas.

Avaliagao da maturagao nuclear

Os COCs imediatamente removidos dos foliculos (tempo O hora) e apés a
MIV (22 horas) foram transferidos para microtubos contendo 200 pL de solugao de
hialuronidase 0,2%, diluida em PBS acrescido de 1% PVP (PBS-PVP), e foram
desnudados com pipetagens sucessivas. Entdo foram fixados em solugdo de
paraformoldeido (4%) a temperatura ambiente, por 1 hora. Posteriormente, os
odcitos foram permeabilizados com Triton X-100 (0,5%, v/v) em solugao de citrato de
sédio (0,1%), por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os odécitos foram
incubados em solugao de Hoechst 33342 (1 ug/mL de PBS-PVP) por 15 minutos no

escuro e em temperatura ambiente. Apos serem lavados duas vezes em PBS-PVP,
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0s odcitos corados foram avaliados imediatamente em microscopio equipado com
epifluorescéncia (1X51, Olympus, Tokio, Japao), sob excitagdo de 404 nm e emissao
de 526 nm para determinagao do estagio da meiose. Os odcitos foram classificados
em imaturos (configuracdo nuclear em vesicula germinativa - VG), maturos
(metafase Il - MIl) ou nos estagios intermediarios da meiose (quebra da vesicula

germinativa - GVBD, metafase | - MI, anafase | — Al ou teléfase | - Tl).

Avaliagao da maturagao citoplasmatica

Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (PMM) e da
distribuicao citoplasmatica das mitocéndrias

A distribuicdo citoplasmatica das mitocondrias e o potencial de membrana
mitocondrial foram avaliados pela coloragdo com MitoTracker Red (CMXROs,
Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, USA), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. COCs imediatamente removidos dos foliculos (tempo O hora) e apés a
MIV (22 horas) foram desnudados (como descrito no item anterior) e lavados duas
vezes em PBS-PVP. Os odcitos foram incubados no escuro por 30 minutos em
solugcdo de PBS-PVP acrescido de 500 nM de MitoTracker Red, em temperatura de
37°C. Posteriormente foram lavados duas vezes em PBS-PVP e avaliados
imediatamente em microscopio equipado com epifluorescéncia (IX51, Olympus,
Tokio, Japao), sob excitagcado de 543 nm e emissao de 575 nm. Os odcitos avaliados
apos 0 e 22 horas de maturagao foram classificados pela distribuigao citoplasmatica
de mitocbéndrias (distribuicdo periférica: odcitos imaturos; distribuicdo geral: odcitos
maturos; transicdo: odcitos parcialmente maturos) e fotografados. As imagens
obtidas foram armazenadas e posteriormente analisadas pelo software Q-Capture
Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Versao 5.0.1.26) para quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia emitida, apds conversdao em escala de cinza. Foi
realizada a delimitagdo dos odcitos para determinacao da area e da intensidade do
sinal de fluorescéncia (pixels) pela area. A intensidade do sinal de background foi
subtraida dos valores obtidos nas fotos dos tratamentos. O grupo de odcitos

imaturos foi escolhido como calibrador e o valor de cada tratamento foi dividido pela
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média do calibrador para gerar o nivel de expressao relativa (unidades arbitrarias de

fluorescéncia). Quanto maior a intensidade de fluorescéncia, maior o PMM.

Quantificagao lipidica intracitoplasmatica

Para avaliacio do acumulo lipidico intracitoplasmatico, os COCs
imediatamente removidos dos foliculos (tempo 0 hora) e apés a MIV (22 horas)
foram desnudados, como descrito anteriormente, e lavados duas vezes em PBS-
PVP. Os odcitos foram fixados em solugdo de paraformoldeido (4%) a temperatura
ambiente, por 2 horas. Apods a fixagdo, os mesmos foram lavados em PBS e imersos
em solugdo de etanol 50% em agua destilada, durante 2 minutos. Em seguida foram
corados com Sudan Black B 1% (corante lipofilico) diluido em etanol 70%, por 2
minutos. Posteriormente, foram imersos 3 vezes, por 5 minutos cada, em solugcéo de
etanol 50% e, em sequéncia, em agua destilada acrescida de 1% PVP. Entéo, os
odcitos foram colocados em laminas com glicerol para serem analisados no microscépio
de luz (IX51, Olympus, Toékio, Japao). As imagens foram fotografadas e analisadas
pelo programa Q-Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Version
5.0.1.26) apds conversao em escala de cinza e delimitacdo dos odcitos, para
determinacao da area e da intensidade média (pixels) pela area. O grupo de odcitos
imaturos foi escolhido como calibrador e o valor de cada tratamento foi dividido pela

meédia do calibrador para gerar o nivel de expressao relativa.

Mensuragcao do conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio
(ROS) pelo ensaio com diclorofluoresceina
Os niveis intracelulares de ROS (perdoxido de hidrogénio: H,O,, radical
hidroxila: HOe, radical peroxila: ROQO¢) foram quantificados por meio da sonda
fluorescente diacetato de 6-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA;
Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, USA) de acordo com ROCHA-FRIGONI et al.
(2014). COCs imediatamente removidos dos foliculos (tempo 0 hora) e ap6s a MIV
(22 horas) foram desnudados, como descrito anteriormente e lavados duas vezes
em PBS-PVP. Em seguida foram incubados em 5 yuM de H,DCFDA durante 30
minutos, no escuro, a 38,5°C e 5% CO, em ar. Posteriormente, foram lavados duas

vezes em PBS-PVP e avaliados imediatamente em microscépio invertido equipado
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com epifluorescéncia (IX51, Olympus, Tokio, Japao), sob excitacdo de 495 nm e
emissdao de 520 nm. As imagens obtidas foram posteriormente analisadas pelo
programa Q-Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26)
apo6s conversdo em escala de cinza, para quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia emitida. Foi realizada a delimitagdo dos odcitos para determinacgao da
area e da intensidade do sinal de fluorescéncia (pixels) pela area. A intensidade do
sinal de background foi subtraida dos valores obtidos nas fotos dos tratamentos. O
grupo de odcitos imaturos foi escolhido como calibrador e o valor de cada tratamento
foi dividido pela média do calibrador para gerar o nivel de expressao relativa
(unidades arbitrarias de fluorescéncia). Quanto maior a intensidade de fluorescéncia,

maior o conteudo intracelular de ROS.

Producao in vitro dos embrides

Ao término da etapa de MIV (descrita no item Maturagao in vitro dos oécitos),
os COC foram submetidos a fecundacgao in vitro (FIV). Para o preparo do sémen, as
palhetas foram descongeladas em banho-maria a 36°C, durante 40 segundos e seu
conteudo centrifugado em gradiente de densidade descontinua de Percoll (250 uL
de Percoll 45% sobre 250 yL de Percoll 90%, em microtubo de 1,5 mL; Pharmacia,
Uppsala, Sweden) durante 7 minutos a 2750 rpm. O sedimento recuperado foi
avaliado quando ao volume, concentragdo e motilidade espermatica. Os
espermatozoides foram adicionados a gota de fertilizacdo na concentragcao de 2 x
10° células/mL. Os COC (25/gota de 90 pL) e os espermatozoides foram
coincubados em atmosfera de 5% de CO, em ar a 38,5 °C, por até 22 horas. O dia
da fertilizacao foi definido como Dia 0 (DO).

Apos a etapa da FIV, os provaveis zigotos foram pipetados sucessivamente
para a retirada do excesso de células do cumulus e transferidos para o meio de CIV.
O cultivo embrionario foi realizado em pogos de placas NUNC contendo 500 pL de
meio SOFaa, sem 6leo mineral. Esta etapa foi conduzida em incubadora com
atmosfera de 5% de CO, em ar e temperatura de 38,5 °C por até sete dias. Apds 72
horas de cultivo, 50% do meio de cultivo foi renovado. A clivagem foi avaliada 72
horas pdés-inseminacao (hpi), e o desenvolvimento embrionario avaliado as 168 hpi
(D7).
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Delineamento experimental

Neste estudo foi avaliado o impacto da suplementacdo do meio de MIV com
diferentes concentragbes de L-carnitina (L-car) sobre a maturagdo nuclear e
citoplasmatica de odcitos bovinos (acumulo lipidico intracelular, distribuicao e PMM,
e acumulo de ROS) e sobre o potencial de desenvolvimento embrionario in vitro.
Odcitos bovinos foram MIV durante 22 horas em meio B-199 suplementado com
10% SFB ou 0,6% BSA, acrescido de trés concentracbes crescentes de L-car
[baseadas em estudo de SUTTON-MCDOWALL et al. (2012)], conforme os grupos

experimentais apresentados na Figura 1.

[

| 10% SFB 0,6% BSA
0mM 1mM 5mM 10 mM o0mM 1mM 5mM 10 mM
L-car L-car L-car L-car L-car L-car L-car L-car

il

*_ (Controle) W (Controle)

Figura 1. Esquema ilustrativo do delineamento experimental de acordo com a

composi¢cao dos meios de maturagao in vitro utilizados no Experimento |I.

Desta maneira, o estudo obedeceu a um esquema fatorial 2x4 (2 suplementos
proteicos: 10% SFB ou 0,6% BSA; e 4 concentracdes diferentes de L-car), em um
total de 8 grupos experimentais. Ainda, um grupo de odécitos foi avaliado
imediatamente apos a aspiragao (Controle 0 horas). Assim, apos 0 e 22 horas de
MIV foram realizadas as seguintes avaliagées nos odcitos:

1) Avaliacdo da maturagao nuclear, a partir da determinagcado do estagio da meiose
(tempo 0 hora: n = 112; 22 horas: n = 636)

2) Andlise das mitocOndrias: distribuicdo citoplasmatica e potencial de membrana
mitocondrial (tempo 0 hora: n = 90; 22 horas; n = 205)

3) Mensuracao do conteudo lipidico intracitoplasmatico (tempo O hora; n = 90; 22
horas; n = 726)
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4) Mensuragao do conteudo intracelular de ROS (tempo 0 hora; n = 90; 22 horas; n =
347)

5) Avaliagao do desenvolvimento embrionario in vitro (n = 1875)

Analise Estatistica

O experimento foi repetido de 4 a 6 vezes para cada avaliagao proposta, em
replicatas independentes. Em cada replicata foi utilizado um pogo da placa de cultivo
celular contendo 50 odcitos para cada grupo experimental, sendo este considerado a
unidade experimental. A taxa de blastocistos foi calculada no D7 do CIV, a partir do
numero de odcitos inseminados. Os dados foram analisados pela fracdo de odcitos
ou embrides cultivados atingindo os estagios determinados, reportada em termos de
porcentagem. As porcentagens foram transformadas utilizando arco seno raiz
quadrada. Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) utilizando o
modelo “General linear model” (GLM) do SAS statistical software package 9.3 (SAS
Inst. Inc., Cary, NC, USA) considerando um modelo estatistico fatorial completo que
inclui o suplemento de macromolécula do meio de maturagéo (10% SFB ou 0,6%
BSA), o tratamento (diferentes concentragcdes de L-car) e possiveis interagoes.
Quando um efeito estatisticamente significativo foi encontrado, comparagdes
multiplas das médias foram determinadas pelo teste de Tukey. As médias foram
apresentadas na forma de quadrados minimos * erro padrdao da média (EPM).
Diferencas com probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas
significativas. Na auséncia de interagdes significativas, apenas o principal efeito foi

apresentado nos resultados.

3. RESULTADOS

Maturagao nuclear
Nao houve interacdo entre as diferentes concentragbes de L-car e o
suplemento proteico (P>0,05) sobre o estagio da meiose. Desta forma, os resultados

estdo apresentados separadamente, de acordo com os efeitos principais (Tabelas 1
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e 2). Dos odcitos imaturos avaliados, 42,50% encontravam-se em estagio de VG,
13,40% em Ml e 0,00% em MII (dados nao apresentados nas tabelas).

A suplementagao com diferentes concentracdes de L-car durante a MIV nao
afetou (P>0,05) a propor¢cao de odcitos em metafase I (Mll; 62,84 — 79,21%),

independente do suplemento proteico utilizado (Tabela 1).

Tabela 1. Estagio da meiose de odcitos bovinos maturados in vitro em meio
suplementado com diferentes concentragdes de L-carnitina.

Grupo VG Int. Mil

0 mM 0,00 + 0,46% 20,91 £ 5,81% 74,22 + 6,41%
1 mM 0,93 + 0,46% 15,79 £ 5,81% 79,21 £ 6,41%
5mM 0,00 + 0,46% 29,22 + 5,81% 62,84 + 6,41%
10 mM 0,00 + 0,46% 16,64 £ 5,81% 77,55 + 6,41%

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. Nao houve diferencga
significativa entre os grupos pelo teste de Tukey (P>0,05). VG: odcitos em estagio
de vesicula germinativa; Int.: odcitos em fases intermediarias da meiose; Mll: odcitos
em metafase Il. Os odcitos foram considerados imaturos quando classificados em
VG e Int. e maturos em MII.

De forma semelhante, ndo houve efeito (P>0,05) dos suplementos proteicos
(SFB vs BSA) sobre a taxa de odécitos em MIl (72,19 - 74,83%), conforme

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Estagio da meiose de odcitos bovinos maturados in vitro em meio
suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA).

Grupo VG Mi Mil

SFB 0,46 + 0,33% 18,82 £ 4,11% 71,74 + 4,53%
BSA 0,00 + 0,33% 21,46 +4,11% 75,17 + 4,53%

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. Nao houve diferencga
significativa entre os grupos pelo teste de Tukey (P>0,05). VG: odcitos em estagio
de vesicula germinativa; Int.: odcitos em fases intermediarias da meiose; Mll: odcitos
em metafase Il. Os odcitos foram considerados imaturos quando classificados em
VG e Int. e maturos em MII.

PMM e distribuigcao citoplasmatica das mitocondrias
O resultado da avaliagdo do PMM, mensurado em unidades arbitrarias de

fluorescéncia (UAF) encontra-se apresentado na Figura 2. Foi observada interacao
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(P<0,05) entre o suplemento proteico e as concentragdes de L-car utilizadas. Na
presenca de SFB foi observada uma reducéo (P<0,05) do PMM apés suplementagao
com 10 mM de L-car (0,44 UAF) em comparagao com odcitos maturados com 1 e 5
mM de L-car (1,08 e 1,04 UAF, respectivamente). Ainda, esse grupo apresentou
também PMM inferior aquele observado nos odcitos imaturos (1,00 UAF). Todavia,
nenhum dos tratamentos diferiu (P>0,05) do Controle (0 mM de L-car com SFB; 0,78
UAF). Em relacao aos grupos suplementados com BSA, foi observada uma redugao
geral no PMM nas diferentes concentragbes de L-car (0,58 - 0,75 UAF) em
comparagao com oocitos imaturos, todavia nao diferiram (P>0,05) do grupo Controle
(0 mM de L-car com BSA; 0,69 UAF). Além disso, a suplementagao de 5 mM de L-
car na presenca de BSA resultou na reducao (P<0,05) no potencial mitocondrial
(0,65 UAF), em relagao a presenca do SFB (1,04 UAF).
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Figura 2. Potencial de membrana mitocondrial (expresso em unidades arbitrarias de
fluorescéncia - UAF) de odcitos bovinos maturados in vitro em meio suplementado
com diferentes concentragdes de L-carnitina na presenca de soro fetal bovino (SFB)

ou albumina sérica bovina (BSA). Dados apresentados como média + EPM. Barras com letras
distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os resultados da distribuicdo mitocondrial encontram-se apresentados
separadamente, como efeitos principais nas Tabelas 3 e 4, uma vez que nao houve

interacdo (P>0,05) entre as diferentes concentracées de L-car e os suplementos
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proteicos. Os od6citos imaturos analisados apresentaram 32,00% de distribuigao
periférica, 33,30% de distribuicdo em transicdo e 34,60% dispersa pelo citoplasma
(dados nao apresentados nas tabelas).

As concentragdes de 1 a 10 mM de L-car utilizadas durante a MIV interferiram
entre si na distribuigdo citoplasmatica mitocondrial do tipo geral (87,71 — 92,58%),
tendo sido observado que a suplementacdo com 10 mM de L-car resultou em um
aumento (P<0,05) na proporgao de odcitos com mitocondrias dispersas (distribuicao
geral) pelo citoplasma (92,58%) em relacdo ao grupo Controle (0 mM L-car;

79,27%), como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo citoplasmatica das mitocdndrias em odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com diferentes concentragdes de L-
carnitina.

Grupo Periférica Transicao Geral

0 mM 5,03 + 1,36% 15,70 £ 2,83% 79,27 + 3,15% *®
1 mM 4,25 £ 1,36% 8,04 + 2,83% 87,71 + 3,15% *°
5 mM 1,31 £ 1,36% 9,17 £ 2,83% 89,52 + 3,15% *°
10 mM 1,22 £ 1,36% 6,21 + 2,83% 92,58 + 3,15% °

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. *Médias seguidas por
letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Entretanto, o suplemento proteico utilizado nao alterou (P>0,05) a maturagao
citoplasmatica, avaliada pela distribuicao citoplasmatica das mitocéndrias (Tabela 4),

classificada predominantemente como geral (84,21 — 90,33%).

Tabela 4. Distribuicdo citoplasmatica das mitocdndrias em odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina
sérica bovina (BSA).

Grupos Periférica Transicao Geral
SFB 2,44 £ 0,96% 7,23 £ 2,00% 90,33 £ 2,23%
BSA 3,46 + 0,96% 12,33 £ 2,00% 84,21 £ 2,23%

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. Nao houve diferencga
significativa entre os grupos pelo teste de Tukey (P>0,05). SFB: 10% e BSA: 0,6%.
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Quantificagao lipidica intracitoplasmatica

O resultado do conteudo lipidico intracitoplasmatico em odcitos, mensurado
em pixels, encontra-se apresentado na Figura 3. Foi observada interagao (P<0,05)
entre o suplemento proteico e as concentragdes de L-car utilizadas.

O conteudo lipidico relativo foi menor (P<0,05) nos grupos suplementados
com SFB e L-car nas concentragdes de 1 (0,96 pixels), 5 (0,95 pixels) e 10 mM (0,96
pixels) em relagdo ao grupo Controle (0 mM de L-car com SFB; 1,01 pixels) e aos
odcitos imaturos (1,00 pixels). Odcitos do grupo Controle, maturados com BSA (0
mM de L-car com BSA; 0,94 pixels) apresentaram menor conteudo lipidico (P<0,05)
em comparagao com odcitos imaturos (1,00 pixels) e com aqueles maturados com
5mM de L-car e BSA (1,01 pixels).
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Figura 3. Conteudo lipidico intracitoplasmatico (em pixels) de odcitos bovinos
maturados in vitro com diferentes concentragdes de L-carnitina na presenca de soro

fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina (BSA). Dados apresentados como média + EPM.
Barras com letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Mensuracao do conteudo intracelular de ROS

O conteudo intracelular de ROS, mensurado em unidades arbitrarias de
fluorescéncia (UAF) encontra-se apresentado na Figura 4. Houve interagao (P<0,05)
entre o suplemento proteico e as diferentes concentracbes de L-car.

Como esperado, o conteudo intracelular de ROS nos odcitos imaturos foi
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menor (P<0,05) do que o observado nos odcitos ao final do cultivo de maturagao.
Houve um aumento pronunciado (P<0,05) no nivel de ROS nos odcitos MIV com 10
mM de L-car na presenca de SFB (2,3 UAF), o qual superou os niveis detectados
nos demais grupos experimentais (1,3 — 2,0 UAF). Todavia, na presenca de BSA
houve uma reducao (P<0,05) no nivel de ROS utilizando a concentragao de 1 mM
(1,3 UAF) e de 10 mM de L-car (1,7 UAF), em comparagao com oécitos maturados
com estas mesmas concentragcbes de L-car e na presenca de SFB (1,9 e 2,3 UAF,

respectivamente para 1 e 10 mM L-car e SFB).
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Figura 4. Conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (expresso em
unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF) em odcitos bovinos maturados in vitro
com diferentes concentragdes de L-carnitina na presenca de soro fetal bovino (SFB)

ou albumina sérica bovina (BSA). Dados apresentados como média + EPM. Barras com letras
distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Producao in vitro de embrides

Como nao houve interagédo (P>0,05) entre as diferentes concentragdes de L-
car e 0 suplemento proteico, os resultados do desenvolvimento embrionario
encontram-se apresentados separadamente, nas Figuras 5 e 6.

As taxas de clivagem (76,4 - 80,5%) e de blastocistos (21,1 — 27,8%) nao
foram alteradas (P>0,05) pelas diferentes concentra¢des de L-car utilizadas na MIV

de odcitos. Entretanto, na concentragdao de 10 mM foi observada uma tendéncia
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(P=0.08) de reducao da taxa de blastocistos em relagdo aos demais tratamentos
(Figura 5).
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Figura 5. Taxas de clivagem e de blastocistos obtidas a partir de odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com diferentes concentragbes de L-

carnitina. Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. N&o houve diferencga significativa entre os
grupos pelo teste de Tukey (P>0,05). Clivagem (72 h pds-inseminacao (h.p.i.)), desenvolvimento embrionario até
o estagio de blastocisto (168 h.p.i.) de embribes bovinos produzidos a partir de o6citos MIV na presenca de 0 a
10 mM de L-carnitina.

Como apresentado na Figura 6, a produgdo embrionaria foi afetada pelo
suplemento proteico utilizado (SFB ou BSA). Quando a etapa de MIV foi realizada na
presenca de BSA, houve uma redugao significativa (P<0,05) nas taxas de clivagem
(74,2 vs 83,0%, respectivamente para os grupos BSA e SFB) e de blastocistos (19,0
vs 33,0%, respectivamente para os grupos BSA e SFB).
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Figura 6. Taxas de clivagem e de blastocistos obtidas a partir de odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com soro fetal bovino (SFB) ou albumina

sérica bovina (BSA). Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. Barras com letras distintas
dentro da mesma avaliacdo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Clivagem (72 h pds-
inseminacao (h.p.i.)), desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto (168 h.p.i.) de blastocistos
bovinos produzidos a partir de o6citos MIV na presenca de 10% de SFB ou 0,6% de BSA.

4. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a suplementagcdo do meio de
MIV com L-car (1, 5 e 10 mM), na presengca de SFB, resultou em redugdo no
conteudo lipidico intracitoplasmatico de oo6citos bovinos, se assemelhando ao
encontrado nos odcitos imaturos, antes da exposicdo ao soro. A L-car é um
regulador metabdlico que participa como catalizador no transporte de acidos graxos
até a matriz mitocondrial, para a geracao de ATP na via de (B-oxidagao (KERNER e
HOPPEL, 2000), aumentando assim o metabolismo lipidico nesta organela.

Em um estudo recente realizado por BALDOCEDA et al. (2015) foi confirmado
que a suplementacdo do meio de cultivo embrionario com L-car aumenta o
metabolismo lipidico mitocondrial. Essa observacao foi confirmada a partir da
reducdo do numero de gotas de lipidios citoplasmaticas e aumento do PMM nos
blastbmeros. Entretanto neste estudo, a redu¢cao do conteudo lipidico induzida pela

L-car na presenca de SFB ndo pode ser relacionada ao aumento da atividade
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mitocondrial, uma vez que ndo houve efeito positivo da L-car sobre o PMM nos
mesmos grupos experimentais. Pelo contrario, a suplementagcdo com 10 mM de L-
car na presenca de SFB resultou em uma redugao significativa no PMM, a qual foi
acompanhada do aumento da producdo de ROS e uma tendéncia de reducéo do
desenvolvimento embrionario subsequente.

Além do efeito regulador do metabolismo, a L-car atua como antioxidante
para as células animais, reduzindo a peroxidagao lipidica e apoptose induzida pelo
estresse oxidativo (YE et al. 2010). A suplementagao com L-car durante a etapa de
MIV demonstrou reduzir o acumulo de ROS em odécitos suinos (SOMFAI et al., 2011;
WU et al., 2011). Todavia, quando na presenca de SFB, ndo exerceu nenhum efeito
sobre o acumulo de ROS nesse estudo, com exceg¢ao da concentracdo de 10 mM.
Acredita-se que a elevacado do acumulo de ROS neste grupo experimental seja em
decorréncia da redu¢cao do PMM e/ou um efeito antioxidante da L-car, uma vez que
SOMFAI et al. (2011) observaram que a atividade mitocondrial elevada em odcitos
tratados com L-car foi associada com uma redugao no nivel intracelular de ROS,
indicando um efeito antioxidante. E possivel que na presenca da concentracdo mais
elevada de L-car a produgdao aumentada de ROS anule os efeitos benéficos do
aumento do metabolismo mitocondrial (SOMFAI et al., 2011). Niveis intracelulares
elevados de ROS gerados pela atividade metabdlica anormalmente elevada, podem
reduzir a competéncia de desenvolvimento de embrionario (GUERIN et al. 2001;
LEESE et al. 2008).

A reducgao de ROS ocorreu apenas no grupo suplementado com 1 mM de L-
car na presenca de BSA. Pode-se especular que as condi¢gdes de incubagao, como
a adicdo de SFB ou BSA ao meio, bem como a presenca das células do cumulus,
possam ter mascarado o efeito antioxidante (THOMPSON et al., 1990) do
suplemento adicionado, ou mesmo que o sistema de cultivo ndo resulte em qualquer
estresse oxidativo (ROCHA-FRIGONI et al., 2004).

A energia produzida pela via da B-oxidacdo mitocondrial é responsavel
suportar processos criticos do desenvolvimento associados a maturagido nuclear
(retomada da meiose) e citoplasmatica, bem como o desenvolvimento embrionario
subsequente (DUNNING et al., 2010).
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Sabe-se que a migracdo das mitocdéndrias durante a maturagcao esta
relacionada ao potencial de desenvolvimento do oécito até embrido (HYTTEL et al.,
1997) e compreende um dos parametros de avaliagdo de maturagao citoplasmatica.
No odcito imaturo (VG) as mitocondrias se concentram na periferia do citoplasma,
enquanto que, nos odcitos maturados (M Il), essas estruturas migram para o centro
(SUN et al., 2001). Um padrao similar de distribuigdo mitocondrial foi observado nos
grupos experimentais neste estudo. Todavia, o aumento da propor¢ao de odcitos
com distribuicdo do tipo dispersa (geral) no grupo suplementado com 10 mM de L-
car, independente do suplemento proteico utilizado, ndo pb6de ser correlacionado a
uma maior competéncia para o desenvolvimento embrionario. O padrao de migagao
observado pode indicar uma maturagao citoplasmatica mais adequada nesse grupo
experimental, porém nao foi acompanhada por um aumento na taxa de blastocistos.

Neste estudo ndo houve efeito da suplementacdo com as diferentes
concentragcbes de L-car sobre a maturagdo nuclear e sobre a aquisicdo da
competéncia para o desenvolvimento dos odcitos até o estagio de blastocisto. Salvo
uma tendéncia de redugao da taxa de blastocistos com a concentragao de 10 mM de
L-car, a qual pode ser relacionada com a redugdo da atividade mitocondrial e
aumento de ROS, possivelmente por um efeito téxico da concentragao elevada de L-
car. Apesar de ter sido demonstrado um efeito benéfico da suplementagao do meio
de MIV com L-car sobre a maturagdo oocitaria e no aumento do potencial de
desenvolvimento embrionario em ratos (ABDELRAZIK et al., 2009; DUNNING et al.,
2010), suinos (SOMFAI et al., 2011; WU et al., 2011) e bovinos (PHONGNIMITR et
al., 2013), neste estudo o mesmo nao foi observado, independente do suplemento
proteico utilizado.

O SFB e BSA sao os suplementos proteicos frequentemente utilizados para
melhorar a PIV de embrides bovinos (LEIVAS et al., 2011). Especialmente o SFB,
uma vez que, durante a MIV, os odcitos absorvem lipidios que serdao armazenados
em gotas de lipidios citoplasmaticas (KIM et al., 2001). Neste trabalho, o acumulo
lipidico apés a MIV na presenca de BSA foi menor, em relacdo ao SFB no grupo
Controle, em conformidade com relatos prévios (DEL COLLADO et al., 2015).

Apesar possiveis efeitos deletérios do SFB sobre o acumulo lipidico, sugere-

se que os elementos presentes neste suplemento promovam além da melhora da
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taxa de maturacédo nuclear, a migragcao de organelas durante a etapa de MIV (DEL
COLLADO et al., 2015). Por esta razao, tem sido dificil evitar ou encontrar um
substituto adequado para o soro em formulagdes de meios para a PIV.

A utilizacdo do BSA neste estudo, como uma alternativa ao SFB, nao
interferiu no acumulo lipidico dos odcitos MIV em meio suplementado com L-car, em
relacdo aos odcitos imaturos. Em geral, foi observada uma redugdao no acumulo
intracelular de ROS, acompanhado pela redugao da atividade mitocondrial. Sugere-
se que a L-car na presencga do BSA nao induza o aumento do metabolismo lipidico,
observado quando se utilizou a suplementacdo com SFB, o qual resultou em
reducao do conteudo lipidico associado ao aumento da atividade mitocondrial.

Além disso, a suplementagcdo com BSA na etapa de MIV, independente da
adicao de L-car reduziu a producdo embrionaria (taxas de clivagem e blastocistos),
as quais nao foram correlacionadas com modificagcbes nas taxas de maturacao
nuclear e citoplasmatica, esta ultima avaliada pela distribuicdo mitocondrial no

citoplasma oocitario.

5. CONCLUSAO

Em conclusdo, a suplementacdo do meio de MIV com L-car resultou em
reducdo do acumulo lipidico citoplasmatico, na presengca de SFB. Somados os
efeitos da concentracdo de 10 mM de L-car na presenca de SFB sobre a redugao do
PMM e elevacao do conteudo de ROS e, do efeito negativo 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, sendo por isso utilizada no trabalho subsequente (Experimento l1).
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CAPITULO 4 - Efeito da suplementagido do meio de maturagio in vitro com
acido linolénico e/ou L-carnitina sobre o metabolismo celular,
aquisicao do potencial de desenvolvimento e criotolerancia

embrionaria

RESUMO - Este estudo foi realizado com o objetivo avaliar os efeitos da
suplementagao do meio de maturacgao in vitro (MIV) com 100 uM de ALA, 5 mM de
L-car e da associagdo de ambos tratamentos (ALA + L-car) na presenga de soro
fetal bovino (SFB), sobre o potencial de desenvolvimento oocitario e criotolerancia
embrionaria. Ainda, foi avaliada a expressao de genes envolvidos com o
metabolismo lipidico (regulagao da lipogénese: SCD1, FASN e SREBP1; regulagao
da via metabdlica de B-oxidagdo: CPT1B e CPT2) em odcitos tratados e nos
embrides produzidos. Nao houve efeito (P>0,05) dos suplementos sobre as taxas de
clivagem (79,54 — 82,16%) e de desenvolvimento embrionario até o estagio de
blastocisto (29,03 — 30,46%). Os tratamentos nao alteraram (P>0,05) o conteudo
lipidico intracelular dos blastocistos produzidos (1,03 - 1,15 pixels) e,
consequentemente, a criotolerancia embrionaria avaliada pelas taxas de re-
expansao apods 24h de cultivo pés aquecimento (67,3 — 78,3%) e de eclosao apos
48h (11,5 — 25,5%). Entretanto, os diferentes suplementos utilizados resultaram em
uma reducgao (P<0,05) na concentracdo de ROS nos blastocistos produzidos (0,82 -
0,85 unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF), em comparagcdo ao grupo
Controle (1,00 UAF). De forma semelhante, foi observada redugao (P<0,05) da
porcentagem de blastdbmeros apoptéticos (6,94 — 7,50%) nos grupos tratados, em
relacdo ao grupo Controle (11,97%). O numero de células totais dos blastocistos
resultantes (73,56 — 87,26 blastdmeros) nao foi alterado (P>0,05). Em conclusao, os
tratamentos com ALA e L-car realizados na etapa de MIV nao suportaram os efeitos
positivos observados nos estudos anteriores sobre a redu¢do do acumulo lipidico e
melhora do potencial de desenvolvimento oocitario. Todavia, houve melhora da
qualidade embrionaria pela redu¢cado do indice apoptético e acumulo de ROS. A
expressao dos genes relacionados a lipogénese sofreram influéncia do tratamento

realizado na MIV com os suplementos. Porém, para os genes relacionados a lipdlise,
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um possivel efeito positivo foi perdido e, talvez seja necessario o tratamento na

etapa de CIV.

Palavras-chave: acido linolénico, L-carnitina, maturagao in vitro, acumulo lipidico,

criotolerancia embrionaria
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1. INTRODUGAO

Apesar dos avangos que ocorreram com o aperfeicoamento dos métodos de
cultivo e novos conhecimentos sobre a fisiologia, ultra-estrutura e morfologia
embrionaria (GARDNER, 2008), os sistemas de producao in vitro (PIV) ainda
resultam em embrides menos criotolerantes do que aqueles obtidos in vivo (SEIDEL,
2006). A reduzida criotolerancia destes embrides se deve, principalmente, ao seu
excessivo conteudo lipidico (SEIDEL, 2006; HORVATH et al., 2006; PEREIRA et al.,
2007; LAPA et al., 2011). Até o momento, nao estd muito claro o porqué e como
ocorre esse acumulo excessivo de lipidios em odcitos cultivados in vitro, todavia
acredita-se que possa ser influenciado pelos suplementos utilizados no meio de
cultivo indefinido, especialmente o soro fetal bovino (SFB) utilizado durante a
maturacao in vitro (MIV). Na presenca de SFB, os odcitos absorvem maiores
quantidades de lipidios, os quais sao esterificados em triacilglicerdis e ésteres de
colesterol para serem, entdo, armazenados em gotas de lipidios citoplasmaticas
(KIM et al., 2001).

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 séo
limitadas. Ja as modificagbes nos sistemas de PIV resultam na producdo de
embrides com melhor qualidade e maior resisténcia a criopreservacao (SUDANO et
al., 2011). Sabe-se que a qualidade oocitaria determina a proporg¢ao de odcitos que
irAo se desenvolver até o estagio de blastocisto, enquanto que as condigdes de
cultivo tem um maior impacto sobre a qualidade dos embrides obtidos (KORHONEN
et al., 2010). Todavia, evidéncias sugerem que as condigcdes de maturagado também
influenciam a qualidade embrionaria (RATY et al., 2011).

O acumulo de lipidios em oécitos e embrides, bem como o metabolismo
dessas células, podem ser alterados pela adicdo de moléculas como os acidos
graxos poliinsaturados (PUFA — “polyunsaturated fatty acids”) aos meios de cultivo
(PEREIRA et al., 2007; LEAO et al., 2015). Particularmente, os PUFA da familia
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Omega 3 (n-3) tem um papel importante no controle da lipogénese, assim como em
eventos fisioldégicos que atuam de maneira a reduzir a expressao génica de diversas
enzimas envolvidas no metabolismo de lipidios (AL DARWICH et al., 2010). O acido
linolénico (ALA) é um PUFA n-3 naturalmente encontrado no plasma e fluido
follicular em bovinos. Estudos anteriores demonstraram que a suplementagcao do
meio de MIV com ALA resultou em efeito benéfico sobre eventos associados a
maturagdo oocitaria, o que resultou em melhor aquisicdo do potencial de
desenvolvimento e qualidade embrionaria (MAREI et al., 2009). Apesar disso, sobre
os efeitos do ALA sobre o metabolismo lipidico e a atividade mitocondrial em odcitos
nao estado claramente elucidados.

A L-carnitina (L-car) aumenta o metabolismo lipidico na mitocondria
(BALDOCEDA et al., 2015). E um regulador metabdlico que desempenha um papel
crucial na via de B-oxidagao por catalizar o transporte de acidos graxos até a matriz
mitocondrial para a geracdo de ATP (KERNER e HOPPEL, 2000). A energia
produzida pela via da B-oxidagao mitocondrial é responsavel por suportar processos
criticos do desenvolvimento associados a maturacéo nuclear (retomada da meiose)
e citoplasmatica, bem como o desenvolvimento embrionario (DUNNING et al., 2010).
O aumento da atividade mitocondrial promovida pela suplementacao in vitro com L-
car demonstrou estar relacionado a melhora da maturagéo oocitaria e no aumento
do potencial de desenvolvimento embrionario em ratos (ABDELRAZIK et al., 2009;
DUNNING et al., 2010), suinos (SOMFAI et al., 2011; WU et al., 2011), bovinos
(PHONGNIMITR et al., 2013). Adicionalmente, estudos recentes relataram que a
suplementagédo com L-car nos meios de cultivo promoveu a redugdo do conteudo
lipidico intracelular em embrides bovinos produzidos in vitro (TAKAHASHI et al.,
2013; BALDOCEDA et al., 2015) e em odcitos suinos maturados in vitro (SOMFAI et
al., 2011), podendo ser utilizada como um tratamento visando aumentar a
criotolerancia (BALDOCEDA et al., 2015).

Baseado no conhecimento sobre o mecanismo de agdo da L-car sobre o
metabolismo lipidico, e nos efeitos dos PUFA n-3 na regulacdo de genes de
metabolismo lipidico, acredita-se que a suplementacédo do meio de MIV com a
associacao destes componentes possa resultar no aumento do consumo da reserva

de acidos graxos intracelulares em odcitos, a partir da B-oxidacao, além da reducéao
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da sintese e acumulo de triacilgliceréis. O aumento da criotolerancia embrionaria
poderia ser a consequéncia da alteragao/reducao do conteudo lipidico do odcito e,
subsequentemente, do embrido. Até o momento, poucos trabalhos avaliaram os
efeitos da adicdo de PUFAs n-3 no sistema de PIV convencional sobre a
criotolerancia embrionaria (AL DARWICH et al., 2010; LEAO, 2012) e, até onde se
conhece, a associagao de ALA e L-car ainda nao foi estudada.

Portanto, odcitos bovinos submetidos ao sistema de PIV de embrides foram
alvo deste estudo, que tem como objetivo avaliar os efeitos da suplementagdo com
ALA, L-car e da associagao de ambos tratamentos (ALA + L-car) durante a etapa de
MIV sobre o metabolismo celular, potencial de desenvolvimento oocitario e
criotolerancia embrionaria. Ainda, foi avaliada a expressao de genes envolvidos com
o metabolismo lipidico (regulagcdo da lipogénese: SCD1, FASN e SREBP1; e
regulacdo da via metabdlica de B-oxidacdo: CPT1B e CPT2) em odcitos tratados e

nos embrides produzidos.

2. MATERIAL E METODOS

Reagentes quimicos

Todos os reagente utilizados sédo testados para o cultivo celular ou
embrionario e foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Caso
contrario, encontram-se especificados no texto.

O ALA foi diluido em DMSO (concentragdo final de DMSO < 0,1%), para
obtencao de uma solugao estoque (90 mM), a qual foi aliquotada e armazenada a -
20°C. No momento da utilizagéo, a solugédo estoque de ALA foi diluida em meio de
maturacao (B-199) para obter a concentracao final de 100 uM. A L-carnitina (L-car)
foi diluida em agua ultrapura, para obtengdo de uma solugédo estoque (100 mM), a
qual foi aliguotada e armazenada a - 20°C. No momento da utilizagéo, a solugdo
estoque de L-car foi diluida em meio de maturacdo (B-199) para obter a
concentracao final de 5 mM. A associagcdo de ALA com L-car (ALA + L-car) foi
preparada a partir da solucao final com 100 uM de ALA, adicionando-se o estoque

de L-car afim de obter a concentracdo de 5 mM.
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O meio de lavagem H-199 foi constituido de TCM-199 (Tissue Culture Me-
dium 199 (Gibco, Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA) suplementado com 0,2 mM
de piruvato de sddio, 20 mM de HEPES, 5mM de bicarbonato de sédio e 75 pg/mL
de amicacina. O meio de maturacdo (B-199) foi constituido de TCM-199
suplementado com 0,2 mM de piruvato de sédio, 25 mM de bicarbonato de sédio, 75
Mg/mL de amicacina, 0,5 yg/mL de FSH (Folltropin-V; Bioniche Animal Health,
Ontario, Canada), 100 Ul/mL de hCG (Vetecor, Hertape Calier, Juatuba, MG, Brasil)
e 10% de SFB (Gibco, Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA). O meio de
fertilizacao foi TALP-FIV, suplementado com 0,2 mM de piruvato de sédio, 6 mg/mL
de BSA “FA-free” fracdo V, 25 mM de bicarbonato de sddio, 13 mM de lactate de
sodio, 50 pg/mL de amicacina, 40 uL/mL de solugdo de PHE (concentracdes finais
de 20 pM penicilamina, 10 yM hipotaurina € 2 pM epinefrina), e 10 yg/mL de
heparina. O meio de cultivo utilizado foi SOFaa, suplementado com 0,2 mM de L-
glutamina, 0,34 mM de citrato de sodio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de BEM
aminoacidos essenciais, 1% de MEM aminoacidos ndo essenciais, 0,5% de BSA e
2,5% de SFB.

Obtencgao e selegao dos odcitos

Os complexos cumulus-oécito (COCs) foram obtidos a partir de ovarios de
vacas abatidas em frigorificos na regidao de Aragatuba-SP e transportados até o
laboratério em garrafas contendo solugao salina (30-35 °C), ndo excedendo o limite
de 4 horas desde o abate até o inicio das aspiragdes. Foliculos ovarianos entre 3-8
mm de didmetro foram puncionados com seringa acoplada a uma agulha 18-G. O
material aspirado foi transferido para tubos de 50 mL, que permaneceram em
repouso por 15 minutos para decantacéo do conteudo, posteriormente inspecionado
para a selegdo dos COCs. Somente COCs circundados por pelo menos quatro
camadas de células do cumulus compactas e com citoplasma contendo granulagao
homogénea foram selecionados para o cultivo de maturacdo. O tempo médio da

selecao até o inicio do cultivo foi de aproximadamente 1 hora.
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Producao in vitro dos embrides

Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-
199 e uma vez em meio de maturagao B-199. Foram transferidas 50 estruturas para
cada poco da placa de cultivo (NUNC, Thermo Scientific, Rochester, NY, USA),
contendo 500 pL de meio B-199, sem 6leo mineral. O meio de maturacédo foi
suplementado com 100 uM de ALA, 5 mM de L-car ou 100 uM de ALA + 5 mM de L-
car. O cultivo de maturagao foi realizado em atmosfera de 5% CO, em ar, a 38,5°C e
com maxima umidade, durante 22 horas.

Em seguida, os COCs foram submetidos a fecundacao in vitro (FIV). Para o
preparo do sémen, as palhetas foram descongeladas em banho-maria a 36°C,
durante 40 segundos e seu conteudo centrifugado em gradiente de densidade
descontinua de Percoll (250 yL de Percoll 45% sobre 250 pyL de Percoll 90%, em
microtubo de 1,5 mL; Pharmacia, Uppsala, Sweden) durante 7 minutos a 2750 rpm.
O sedimento recuperado foi avaliado quando ao volume, concentragdao e motilidade
espermatica. Os espermatozoides foram adicionados a gota de fertilizagcdo na
concentracdo de 2 x 10° células/mL. Os COCs (25/gota de 90 uL) e os
espermatozoides foram coincubados em atmosfera de 5% de CO, em ar a 38,5 °C,
por até 22 horas. O dia da fertilizacao foi definido como Dia 0 (DO).

Apos a etapa da FIV, os provaveis zigotos foram pipetados sucessivamente
para a retirada do excesso de células do cumulus e transferidos para o meio de CIV.
O cultivo embrionario foi realizado em pogos de placas NUNC contendo 500 pL de
meio SOFaa, sem o6leo mineral. Esta etapa foi conduzida em incubadora com
atmosfera de 5% de CO, em ar e temperatura de 38,5 °C por até sete dias. Apds 72
horas de cultivo, 50% do meio de cultivo foi renovado. A clivagem foi avaliada 72
horas pdés-inseminacao (hpi), e o desenvolvimento embrionario avaliado as 168 hpi
(D7).

Quantificacgao lipidica intracitoplasmatica

A avaliagao do acumulo lipidico intracitoplasmatico foi realizada em blastocistos
e blastocistos iniciais produzidos como descrito anteriormente. Os embrides foram
fixados em solugéo de paraformoldeido (4%) a temperatura ambiente, por 2 horas.

Apos a fixagdo, os mesmos foram lavados em PBS e imersos em solugao de etanol
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50% em agua destilada, durante 2 minutos. Em seguida foram corados com Sudan
Black B 1% (corante lipofilico) diluido em etanol 70%, por 2 minutos. Posteriormente,
foram imersos 3 vezes, por 5 minutos cada em solugao de etanol 50% e, em sequéncia,
em agua destilada acrescida de 1% PVP. Entdo, os embrides foram colocados em
lAminas com glicerol para serem analisados no microscopio de luz (IX51, Olympus,
Tokio, Japao). As imagens foram fotografadas e analisadas pelo programa Q-
Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26) apods
conversao em escala de cinza e delimitagdo dos embrides, para determinagao da

area e da intensidade média (pixels) pela area.

Mensuracao do conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS)
pelo ensaio com diclorofluoresceina

Os niveis intracelulares de ROS (H,0,, HO+, ROOQO¢) foram quantificados por
meio da sonda fluorescente diacetato de 6-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina
(H.DCFDA; Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, USA) de acordo com Rocha-
Frigoni et al. (2014). Blastocistos e blastocistos iniciais produzidos como descrito
anteriormente foram lavados duas vezes em PBS-PVP. Em seguida foram
incubados em 5 yM de H,DCFDA durante 30 minutos, no escuro, a 38,5°C e 5%
CO;, em ar. Posteriormente, foram lavados duas vezes em PBS-PVP e avaliados
imediatamente em microscopio invertido equipado com epifluorescéncia (IX51,
Olympus, Tokio, Japao), sob excitacdo de 495 nm e emissdo de 520 nm. As
imagens obtidas foram posteriormente analisadas pelo programa Q-Capture Pro
Image software (Media Cybernetics, Inc., Version 5.0.1.26) apds conversdao em
escala de cinza, para quantificagdo da intensidade de fluorescéncia emitida. Foi
realizada a delimitagdo dos embrides para determinagao da area e da intensidade
do sinal de fluorescéncia (unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF) pela area. A
intensidade do sinal de background foi subtraida dos valores obtidos nas fotos dos
tratamentos. Quanto maior a intensidade de fluorescéncia, maior o conteudo

intracelular de ROS.
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Deteccdao da fragmentacdao nuclear através da coloragao com “Ternimal
Transferase Assay” — TUNEL

As células em apoptose dos embrides foram marcadas pela coloragao “in situ
terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP, Nick and labeling assay”
(TUNEL), descrita por Paula Lopes e Hansen (2002). Blastocistos obtidos no D7
foram lavados por quatro vezes em 100 yL de PBS acrescido de 1% PVP (PBS-
PVP) e posteriormente fixados, com a zona pelucida intacta, em 100 uL de solugao
de paraformoldeido (4%) a temperatura ambiente, por 1 hora. Os embrides foram
permeabilizados em solugédo de Triton X-100 (0,5%, v/v) em solugao de citrato de
sédio (0,1%), por 30 minutos a temperatura ambiente.

Os embrides reservados para o controle positivo foram incubados com DNAse
I (50 Ul/mL de agua Milli-Q) (RNAse free) a 37°C, por 1 hora, enquanto os embrides
dos tratamentos permaneceram, pelo mesmo periodo, em gotas de 100 uL de PBS-
PVP. Posteriormente, todos os embrides foram lavados em PBS-PVP e incubados,
em camara umida, com 15 pL da mistura (1:9 da enzima — tubo 1 e do tampao da
enzima — tubo 2, respectivamente) para a coloragdo de TUNEL (In Situ Cell Death
Detection Kit, Fluorescein, Roche Diagnostics, Germany), por 1 hora a 37°C no
escuro. Os embrides reservados para o controle negativo foram incubados na
auséncia da enzima “terminal deoxynucleotidyl transferase” (TdT) (tubo 1, contida no
kit). Posteriormente, os embrides foram incubados em solugdo Hoechst 33342 (1
Mg/mL de PBS-PVP) por 30 minutos, em temperatura ambiente.

Por fim, os embrides foram lavados em PBS-PVP e colocados entre lamina e
laminula com glicerina tamponada (9:1). Estes foram avaliados em microscépio
equipado com epifluorescéncia (excitagao de 510-550 nm e emissao de 590 nm)
quanto ao numero de células com fragmentagdo de DNA (TUNEL positivas =
fluorescéncia verde ou amarelada pontual dentro no nucleo) em relagdo ao numero

total de células (determinado pelos nucleos corados em azul pelo corante Hoechst).

Vitrificagao e avaliagao da re-expansao embrionaria pos-desvitrificagao
Foi utilizado o protocolo Vitri-ingd (INGAMED - Produtos Médicos
Hospitalares, Perobal, PR, Brasil) para vitrificagdo e desvitrificagcdo (aquecimento)

dos embrides. Todos os meios e materiais utilizados foram adquiridos da empresa.
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Os embrides obtidos no dia 7 de desenvolvimento foram retirados da placa de
CIV e transferidos para gotas de meio mSOF. Entdo, foram classificados
morfologicamente de acordo com o Manual da IETS (WRIGHT et al., 2009) e apenas
os blastocistos expandidos de graus 1 e 2 foram selecionados para vitrificagdo. Em
seguida, foram transferidos para uma gota de solugao de vitrificagao 1 (VI — 1), e
posteriormente, foram lavados trés vezes em gotas da solugao de vitrificagao 2 (VI —
2). No decorrer do tempo determinado no protocolo, todos os embrides foram
retirados com auxilio de uma pipeta, em menos de 2 pL da solugédo VI - 2, sendo
depositados na porgao final de uma haste de polipropileno de 0,7 mm de espessura.
Ao completar o tempo estabelecido no protocolo, a porcao final das hastes foi
mergulhada em nitrogénio liquido e seus protetores foram acoplados. Finalmente, as
hastes foram introduzidas em raques previamente identificadas com os grupos
experimentais e armazenadas em botijdes criogénicos até o momento do uso nas
etapas posteriores.

Para desvitrificacdo dos embrides, as hastes foram retiradas do botijao de
nitrogénio onde estavam armazenadas, e seus protetores foram desacoplados. A
porcao final das hastes foi imersa na solugao de desvitrificacédo 1 (DV — 1), até que a
microgota fosse desfeita. Em seguida, os embrides foram transferidos para a
solugao 2 (DV - 2), e por fim, na solugéo 3 (DV — 3). Apds esse procedimento, os
embrides foram lavados em meio SOFaa e transferidos para placas de pogos
contendo 500 pL de meio SOFaa suplementado com 0,5% de BSA e 20% de SFB.
Os embrides foram cultivados in vitro, a temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5%
CO, em ar, por até 48h. Foram avaliadas as taxas de sobrevivéncia in vitro
(expressa pela taxa de re-expansado as 24h apds reaquecimento) e de eclosao

(expressa pela taxa de embrides eclodidos as 48h apds reaquecimento).

Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Odcitos e embrides foram lavados em PBS acrescido 0,1% PVA e 1 U/uL de
inibidor de RNase, transferidos para microtubos contendo 1 uL desta solugdo e
mergulhados em nitrogénio liquido para posterior avaliagdo da expressao dos genes:
CPT1B, CPT2, SCD1, FASN, SREBP1. O nimero de estruturas utilizadas em cada

"pool" foi determinado de acordo com a eficiéncia da técnica, tendo sido determinado



75

o “pool” de 30 odcitos e de 15 blastocistos expandidos (os resultados dos testes
realizados nao foram apresentados). A validacao dos primers incluiu a utilizagao de
uma curva padrdao com 7 pontos de fator de diluicdo de 1:5 entre cada ponto. Os
“slopes” das curvas foram padronizados para estarem entre -3.02 e -3.2 e o valor de
R superior a 99%.

Para a extragdo do RNA foi utilizado o kit Rneasy Micro Kit (Qiagen,
Maryland, USA), segundo as instru¢gdes do fabricante. Em seguida, o RNA total foi
submetido a transcricdo reversa, utilizando-se a enzima Moloney Murine Leukemia
Virus (MMLYV) (Invitrogen, CA, USA), segundo protocolo do fabricante. Para a reacao
de PCR em tempo real foi utilizado o QuantiTect SYBR Green PCR kit (Qiagen), no
Mx3005P QPCR System (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Os primers para cada
gene e controle endégeno foram obtidos a partir do genoma bovino publicado no
“‘genome browser” da UCSC (KENT et al., 2002), utilizando o programa Primer3
(Primer3web, version 4.0.0: http://primer3.ut.ee), e foram adquiridos da empresa
Sigma Aldrich. As sequéncias dos primers utilizados nesse estudo encontram-se
apresentadas na Tabela 1. Foram utilizados os genes GAPDH, SDHA e [B-actin

como controles endoégenos.

Tabela 1. Sequéncia dos “primers” utilizados na reagdo de PCR em tempo real.

“Primers”
Gene Numero de acesso
Senso (5'- 3') Anti-senso (5’- 3)

CPT1B NM_001034349 GGTCAACAGCAACTACTACG TGAACATCCTCTCCATCTGG

CPT2 NM_001045889 TGACCAGAGAAGCAGCAATG CTGGTGGACAGGATGTTGTG
SCD1 NM_173959 CTGGCTGGTGAATAGTGCTG AAGGTGTGGTGGTAGTTGTGG

FASN AY343889 CACTCCATCCTCGCTCTCC GCCTGTCATCATCTGTCACC

SREBP1 NM_001113302 CCGTTTCTTCGTGGATGG ATGCTGGAGCTGATGGAG

GAPDH NM_001034034.2 ACCCAGAAGACTGTGGATGG CAACAGACACGTTGGGAGTG
SDHA NM_174178 GCAGAACCTGATGCTTTGTG CGTAGGAGAGCGTGTGCTT
B-actin NM_173979 CCAACCGTGAGAAGATGACC AGGGCGTACCCCTCATAGAT

As amostras foram amplificadas apés um periodo de pré-incubagéo a 95°C
por 15 min, seguido de 40 ciclos de amplificagao (15 seg a 94°C, 33 seg at 58°C, 33
seg at 72 °C). Todas as reagdes apresentaram um unico produto, determinado pela

analise da “melting curve”. As reac¢des de PCR foram conduzidas em triplicatas para



76

cada amostra e a expressao foi determinada pela quantificagcao relativa do gene
selecionado ajustado pelos genes controle enddgenos (“cycle threshold” ou valores
ct obtidos através do uso de standard especifico para cada gene utilizado). Os
valores obtidos para cada gene de interesse foram normalizados pela média
geométrica do gene de referéncia e utilizados para a analise estatistica. A escolha
do gene enddégeno foi realizada utilizando-se o programa RefFinder (XIE et al.,
2012), sendo considerados o GAPDH e B-actin como genes de referéncia mais

estaveis para a expressao génica de odcitos e embrides, respectivamente.

Delineamento experimental

Com base nos resultados obtidos nos estudos anteriores, (Capitulos 2 e 3)
foram determinadas as concentragdes de ALA (100 uM) e L-carnitina (5 mM) mais
adequadas para a maturacao in vitro de odcitos bovinos, as quais foram utilizadas
neste estudo. A respeito da suplementacdo proteica, foi utilizada apenas a
suplementagcado com 10% de SFB na MIV, uma vez que a suplementagdo com 0,6%
de BSA resultou em reducédo do desenvolvimento embrionario, como observado nos
experimentos anteriores. Os grupos experimentais encontram-se apresentados na

Figura 1.

10% SFB

] ‘
I - I - ] -— ] i
100 uM ALA
Controle 100 uM ALA 5 mM L-car
i +5mM L-car

Figura 1. Esquema ilustrativo do delineamento experimental de acordo com a

composi¢cao dos meios de maturacgao in vitro utilizados no Experimento IIl.

Para avaliar o impacto da suplementacdo com as concentragdes pré-
determinadas de ALA, L-car e da associacao de ambos tratamentos (ALA + L-car)
sobre o metabolismo lipidico de odcitos bovinos maturados in vitro, foram realizadas

as seguintes avaliagbes em odcitos, apds 22 horas de MIV:
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1) Expressao das enzimas carnitina palmitoil transferase | (CPT1B) e Il (CPT2), as
quais participam ativamente da regulagdo da B-oxidagao de lipideos em odcitos
bovinos;

2) Expressao de genes e fator de crescimento relacionados a sintese de lipideos:
estearoil-CoA-dessaturase (SCD1), “fatty acid synthase” (FASN) e “sterol-regulatory
element binding protein” (SREBP1);

Outra parte dos odcitos MIV foi destinada a producdo de embrides para
avaliagcao do potencial de desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto. No
dia 7 do cultivo, blastocistos de graus 1 e 2 foram destinados as seguintes
avaliagdes:

1) Quantificagéo lipidica intracitoplasmatica (n = 60);

2) Mensuragao do conteudo intracelular de ROS (n = 115);

3) Qualidade embrionaria, a partir da detecgéo de fragmentagao nuclear (n = 103);

4) Analise de transcritos diferencialmente expressos dos mesmos genes e enzimas
listados nos itens 1 e 2 acima (n = 180);

5) Avaliagao da criotolerancia embrionaria (n = 260).

Analise Estatistica

O experimento foi repetido de 4 a 6 vezes para cada avaliagao proposta, em
replicatas independentes. Em cada replicata foi utilizado um pog¢o da placa de cultivo
celular contendo 50 odcitos para cada grupo experimental, sendo este considerado a
unidade experimental. A taxa de blastocistos foi calculada no D7 do CIV, a partir do
numero de odcitos inseminados. Os dados foram analisados pela fracdo de odcitos
ou embrides cultivados atingindo os estagios determinados, reportada em termos de
porcentagem. As porcentagens foram transformadas utilizando arco seno raiz
quadrada. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o
modelo “General linear model” (GLM) do SAS statistical software package 9.3 (SAS
Inst. Inc., Cary, NC, USA). Quando um efeito estatisticamente significativo foi
encontrado, comparagcdes multiplas das médias foram determinadas pelo teste de
Tukey. O estudo comparativo entre variaveis binomiais (reexpansao e eclosao pos-

vitrificagao) foi avaliado pelo teste do Qui-quadrado (x2). As diferengas na expresséo
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dos genes entre os grupos foram avaliadas pelo teste de “Duncan’s Multiple Range
Test”. Diferengas com probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas
significativas. As médias estao apresentadas na forma de quadrados minimos + erro
padrao da média (EPM).

3. RESULTADOS

Quantificagao lipidica intracitoplasmatica em blastocistos

A suplementacdo com 100 uM de ALA, 5 mM de L-car ou sua associagéo
(ALA + L-car) realizada durante a etapa de MIV nao alterou (P>0,05) o conteudo
lipidico intracelular dos blastocistos produzidos (1,03 - 1,15 pixels), como

apresentado na Figura 2.
1,4 -
1,2 -
1,0 -
0,8 1
0,6 1

0,4

Conteudo lipidico (pixels)

0,2 -

0,0 -
Controle ALA L-car ALA + L-car

Figura 2. Conteudo lipidico intracitoplasmatico (em pixels) de blastocistos bovinos
derivados de odcitos maturados in vitro em meio suplementado com acido linolénico

(ALA), L-carnitina (L-car) ou a associagdo de ambos os tratamentos (ALA + L-car).
Dados apresentados como média + EPM. N&o houve diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de
Tukey (P>0,05). ALA: 100 yM; L-car: 5 mM; ALA + L-car: 100 yM de ALA + 5 mM de L-car.

Mensuragao do conteudo intracelular de ROS em blastocistos

Conforme apresentado na Figura 3, os diferentes suplementos utilizados na
MIV de odécitos resultaram em redugao (P<0,05) na concentragdo de ROS nos
blastocistos produzidos nos grupos ALA (0,84 UAF), L-car (0,85 UAF) e ALA + L-car
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(0,82 UAF), em comparagao ao grupo Controle (1,00 UAF).
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Figura 3. Conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (expresso em
unidades arbitrarias de fluorescéncia - UAF) de blastocistos bovinos derivados de
oocitos maturados in vitro em meio suplementado com &cido linolénico (ALA), L-

carnitina (L-car) ou a associagdo de ambos os tratamentos (ALA + L-car). Dados
apresentados como média + EPM. Barras com letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05). ALA: 100 yM; L-car: 5 mM; ALA + L-car: 100 uM de ALA + 5 mM de L-car.

Avaliagcao da fragmentacao nuclear em blastocistos

A suplementagcao com ALA, L-car ou sua associagao (ALA + L-car) durante a
etapa de MIV nao alterou (P>0,05) o numero de células totais dos blastocistos
resultantes (73,56 — 87,26 blastémeros), conforme apresentado na Tabela 2.
Entretanto, todos os tratamentos resultaram em uma redugdo (P<0,05) da
porcentagem de blastémeros apoptéticos (6,94 — 7,50 blastdmeros), em relagao ao

grupo Controle (11,97 blastdmeros).
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Tabela 2. Numero de células totais e propor¢gdo de células apoptdticas em
blastocistos bovinos derivados de odcitos maturados in vitro em meio suplementado
com acido linolénico (ALA), L-carnitina (L-car) ou a associagdo de ambos os
tratamentos (ALA + L-car).

Grupos Células totais Células apoptoticas
Controle 73,56 + 2,57 11,97 £1,18°
ALA 85,71+ 4,44 6,94 + 0,98 °
L-car 87,26 + 4,35 7,50 +1,16°
ALA + L-car 85,69 + 3,82 459 +3,63°

Dados apresentados como quadrados minimos + EPM. *Médias seguidas por
letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). ALA:
100 uM; L-car: 5 mM; ALA + L-car: 100 uM de ALA + 5 mM de L-car.

Avaliagao da criotolerancia embrionaria

Como apresentado na Tabela 3, a suplementacdo com ALA e/ou L-car
durante a MIV, na presenca de soro fetal bovino (SFB) n&o resultou em nenhum
efeito (P>0,05) sobre a criotolerancia embrionaria, avaliada pelas taxas de re-
expansao apos 24h de re-cultivo (67,3 — 78,3%) e de eclosédo apds 48h de re-cultivo
(11,5 - 25,5%).

Tabela 3. Taxa de re-expansao da blastocele e de eclosdo pds-aquecimento em
blastocistos bovinos derivados de odcitos maturados in vitro em meio suplementado
com acido linolénico (ALA), L-carnitina (L-car) ou a associagdo de ambos os
tratamentos (ALA + L-car).

Desvitrificados Re-expansao as 24h Eclosao as 48h
Grupos
(n) n (%) n (%)
Controle 60 47 (78,3) 15 (25,5)
ALA 68 51 (75,0) 13 (19,1)
L-car 80 56 (70,0) 15 (18,8)
ALA + L-car 52 35 (67,3) 6 (11,5)

Nao foram observadas diferengas entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste do Qui-
quadrado. ALA: 100 uM; L-car: 5 mM; ALA + L-car: 100 uM de ALA + 5 mM de L-car.

Producao in vitro de embrides
Nao houve efeito (P>0,05) dos suplementos utilizados durante a MIV sobre as
taxas de clivagem (79,54 — 82,16%) e de desenvolvimento embrionario até o estagio

de blastocisto (29,03 — 30,46%) neste estudo, como apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Taxas de clivagem e de blastocistos obtidos a partir de odcitos bovinos
maturados in vitro em meio suplementado com acido linolénico (ALA), L-carnitina (L-
car) ou a associagao de ambos os tratamentos (ALA + L-car). Dados apresentados como

quadrados minimos + EPM. N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P>0,05).
Clivagem (72 h pés-inseminagéo (h.p.i.)), desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto (168 h.p.i.)
de blastocistos bovinos produzidos a partir de odécitos MIV na presenga de ALA: 100 uM; L-car: 5 mM; ALA + L-
car: 100 uM de ALA + 5 mM de L-car.
Expressao génica em odcitos bovinos maturados in vitro

A suplementacao do meio de MIV de odcitos com ALA e/ou L-car nao alterou
(P>0,05) a expressao das enzimas carnitina palmitoil transferase | (CPT1B) e I
(CPT2), as quais participam ativamente da regulagcdo da via da B-oxidagdo de
lipideos em odcitos bovinos. Além disso, os tratamentos nao influenciaram (P>0,05)
a expressao de genes e fator de crescimento relacionados a sintese de lipideos:
estearoil-CoA-dessaturase (SCD1), “fatty acid synthase” (FASN) e “sterol-regulatory
element binding protein” (SREBP1). Na Figura 5 encontram-se sumarizados os
resultados da expresséao relativa dos genes avaliados neste estudo em relacao a
expressao do gene de controle endéogeno GAPDH, o qual foi considerado o mais

estavel para analise da a expressao génica de odcitos.
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Figura 5. Expressao relativa dos genes carnitina palmitoil transferase | (CPT1B) e Il
(CPT2), “fatty acid synthase” (FASN), estearoil-CoA-dessaturase (SCD1) e “sterol-
regulatory element binding protein” (SREBP1) em oécitos bovinos maturados in vitro
em meio suplementado com acido linolénico (ALA), L-carnitina (L-car) ou a

associagcao de ambos os tratamentos (ALA + L-car). Dados apresentados como média + EPM.
N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan (P>0,05). ALA: 100 puM; L-car: 5
mM; ALA + L-car: 100 uM de ALA + 5 mM de L-car.

Expressao génica em blastocistos bovinos

A expressao relativa dos mesmos genes avaliados na analise anterior foram
realizadas em blastocistos expandidos coletados no dia 7 do cultivo in vitro. Esses
embrides foram produzidos a partir de odcitos MIV em meio suplementado com ALA
e /ou L-carnitina e 10% de SFB, de acordo com o0s grupos experimentais

previamente apresentados. Na Figura 6 encontram-se sumarizados os resultados da



83

expressao relativa dos genes avaliados neste estudo em relagdo a expresséo do
gene de controle endégeno B-actina, o qual foi considerado o mais estavel para
analise da expressao génica dos embrides.

Os tratamentos nao alteraram (P>0,05) a expressao das enzimas carnitina
palmitoil transferase | (CPT1B) e Il (CPT2), as quais participam ativamente da
regulacado da via da B-oxidagao de lipideos em odcitos bovinos. As suplementacdes
com ALA e L-car reduziram (P<0,05) a expressdo do gene “fatty acid synthase”
(FASN), em relacdo ao grupo Controle. Entretanto, um efeito sinérgico nao foi
observado (P>0,05) com a associacdo de ambos os tratamentos. Todos os
tratamentos promoveram reducgao (P<0,05) na expresséao relativa do gene estearoil-
CoA-dessaturase (SCD1), em comparagao ao grupo Controle. Ja em relacdo ao
gene “sterol-regulatory element binding protein” (SREBP1), a suplementagao com L-
car foi o Unico tratamento que resultou em redugdo (P<0,05) na sua expressao

relativa.
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Figura 6. Expressao relativa dos genes carnitina palmitoil transferase | (CPT1B) e Il
(CPT2), “fatty acid synthase” (FASN), estearoil-CoA-dessaturase (SCD1) e “sterol-
regulatory element binding protein” (SREBP1) em blastocistos bovinos produzidos in
vitro a partir de odcitos maturados em meio suplementado com acido linolénico

(ALA), L-carnitina (L-car) ou a associagao de ambos os tratamentos (ALA + L-car).
Dados apresentados como média + EPM. Barras com letras distintas diferem significativamente pelo teste de
Duncan (P<0,05). ALA: 100 uM; L-car: 5 mM; ALA + L-car: 100 yM de ALA + 5 mM de L-car.
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4. DISCUSSAO

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da suplementacao
com ALA e/ou L-car durante o cultivo de MIV sobre o metabolismo celular, potencial
de desenvolvimento oocitario e criotolerancia embrionaria. Baseado nos
mecanismos de acdo das moléculas, a associacdo dos tratamentos foi realizada
buscando um possivel efeito sinérgico sobre o metabolismo lipidico.

As modificacbes nos sistemas de PIV de embrides bovinos podem ser
utilizadas como estratégias para lidar com as baixas taxas de sucesso da
criopreservagao embrionaria, uma vez que podem resultar na produ¢ao de embrides
de melhor qualidade e mais criotolerantes (SEIDEL, 2006). 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).

O acumulo de lipidios em oécitos e embrides, bem como o metabolismo
dessas células, podem ser alterados pela adigao nos meios de cultivo de moléculas
como os PUFA (PEREIRA et al., 2007; LEAO et al., 2015), particularmente os n-3
(AL DARWICH et al., 2010) e, de reguladores do metabolismo como a L-car
(SOMFAI et al., 2011; TAKAHASHI et al., 2013; BALDOCEDA et al., 2015). Todavia,
o efeito positivo da suplementacdo com ALA e L-car na etapa de MIV, observado
anteriormente sobre 0 acumulo lipidico nos odcitos, nao foi continuado nos embrides
produzidos, oriundos de sua fertilizagdo. Também, a associagcdo de ambos o0s
tratamentos (ALA + L-car) nao resultou em qualquer efeito sobre o conteudo
intracitoplasmatico de lipidios.

Diversos estudos demonstraram a relacdo entre o conteudo lipidico e a
criotolerancia embrionaria (SEIDEL, 2006; HORVATH et al., 2006; PEREIRA et al.,
2007; LAPA et al., 2011). Dessa forma, neste estudo pode-se relacionar a auséncia
de efeitos sobre a criotolerdncia embrionaria com a nao alteracdo do conteudo
lipidico nos embrides, oriundos de odcitos tratados. De fato, os odcitos foram
tratados durante a etapa de MIV, fertilizados e os provaveis zigotos cultivados in

vitro por 7 dias. O meio de CIV utilizado inclui a suplementagao com SFB, o qual é
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rico em lipidios (KIM et al. 2001). Portanto, pode-se pensar que a presenca do SFB
no ambiente de CIV possa ser um fator que tenha afetado a qualidade embrionaria e
possa ter mascarado os efeitos positivos dos tratamentos utilizados durante a
maturagao, sobre a criotolerancia e acumulo lipidico nos blastocistos avaliados.

Com respeito a qualidade embrionaria, avaliada a partir do indice apoptético
nos blastocistos produzidos, os tratamentos reduziram a proporcao de blastémeros
apoptéticos, em relacdo ao total de células do embrido (o0 qual permaneceu
inalterado). Além disso, a reducao da apoptose celular foi acompanhada por uma
reducao do acumulo intracelular de ROS, em todos os tratamentos. Esses achados
podem ser em decorréncia de algum efeito antioxidante desses suplementos nos
oocitos e/ou nos embrides produzidos.

A reducao no acumulo de ROS apoés a suplementagcédo do meio de MIV com
ALA, previamente demonstrada em odécitos bovinos (MAREI et al., 2012), foi
relacionada ao efeito de supressao da apoptose celular observada por Veshkini et al.
(2015). Os odcitos ovinos tratados com ALA demonstraram uma reducdo na
expressao do gene Bax e um aumento do gene Bcl-2, os quais sdo genes pré e anti-
apoptéticos, respectivamente (VESHKINI et al., 2015). A L-car ja demonstrou possuir
um efeito antioxidante, por reduzir a produ¢cdo de ROS durante a MIV de odécitos
suinos (SOMFAI et al., 2011; WU et al., 2011). Entretanto, o mesmo efeito ainda nao
foi avaliado em odcitos bovinos. Pode-se concluir que houve um efeito sinérgico
positivo da associagao de ALA + L-car na MIV sobre o indice apoptdtico e nivel de
ROS nos embrides produzidos.

O acumulo de ROS pode resultar em danos ao DNA, em decorréncia da
ruptura das membranas mitocondriais com a consequente liberagdo de citocromo c e
da ativacdo da cascata de caspases, culminando em apoptose e falha do
desenvolvimento embrionario (TRVDA et al., 2011). Assim, o estresse oxidativo
pode reduzir a viabilidade dos embrides produzidos in vitro (KITAGAWA et al.,
2004). Apesar dos efeitos anti-oxidantes dos suplementos utilizados neste estudo,
nenhum efeito foi observado sobre o potencial de desenvolvimento embrionario dos
oocitos tratados. Entretanto, a suplementagdo do meio de MIV com 100 uM de ALA
resultou em melhora da competéncia de oocitos ovinos, devido ao aumento da taxa

de blastocistos (VESHKINI et al., 2015) e, a suplementacdo com L-car também
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demonstou um efeito benéfico sobre a maturacdo oocitaria e no aumento do
potencial de desenvolvimento embrionario em ratos (ABDELRAZIK et al., 2009;
DUNNING et al., 2010), suinos (SOMFAI et al., 2011; WU et al., 2011) e bovinos
(PHONGNIMITR et al., 2013). Todavia a associacdo ALA + L-car ndo havia sido
testada.

Ainda, neste estudo foi avaliada a expressdao de genes envolvidos com o
metabolismo lipidico (regulagao da lipogénese: SCD1, FASN e SREBP1; regulagao
da via metabdlica de B-oxidagcdo: CPT1B e CPT2), em odcitos tratados e nos
embrides produzidos. Nos odcitos tratados, ndao houve alteracdo na expressao de
nenhum dos genes avaliados. Entretanto, nos embrides poduzidos, oriundos dos
odcitos tratados foram detectados alguns efeitos. As enzimas CPT1B e CPT2, nao
foram alteradas pelos tratamentos nos blastocistos bovinos. Todavia, as
suplementagdes com ALA e L-car reduziram a expressao do gene FASN. Todos os
tratamentos promoveram uma redugdo na expressao relativa do gene SCD1 e
apenas a suplementagao com L-car reduziu a expressao relativa do gene SREBP1.

As moléculas de acidos graxos presentes no citoplasma celular sofrem uma
reagcao enzimatica, mediada pela acil-CoA sintetase, e geram as acil-CoA. Nessa
forma sao transportadas para dentro das mitocondrias pela enzima CPT1B,
processo esse facilitado pela ligagdo da molécula de acil-CoA com a L-car (NELSON
e COX, 2002). Uma vez no interior das mitocéndrias, a enzima CPT2 desliga a L-car
da molécula de acil-CoA, a qual entra para a via da ($-oxidagao e é convertida em
acetil-CoA para ser metabolizada no ciclo do acido carboxilico e fosforilacdo
oxidativa, gerando de ATP. Portanto, a enzima CPT1B limita a taxa de -oxidagao e
requer a L- car como co-fator (SUTTON-MCDOWALL et al., 2012), ja que sua
ligacdo com a molécula de acil-CoA torna-se necessaria para o transporte do
complexo acil-carnitina-CoA até o interior da mitocondria.

Em desacordo com os resultados deste estudo Dunning et al. (2010)
demonstraram que a suplementagdo com L-car durante a MIV de odcitos de
camundongos aumentou a expressdo do gene CPT1B nos COC durante a
maturacao. Ja a suplementagcdo com ALA nao alterou a expressao da enzima CPT2
em embrides bovinos (AL DARWICH et al., 2010). Entretanto, em um estudo recente

a suplementagcado com L-car resultou em aumento da expressao das enzimas CPT1B
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e CPT2 em embrides bovinos, porém o tratamento foi realizado durante a etapa de
CIV (GHANEM et al., 2014).

Neste caso, ndo se pode hipotetizar que houve a perda de efeitos sobre a
expressao de ambos genes lipoliticos nos embrides em decorréncia do tratamento
na etapa de MIV, pois a expressao nao foi alterada nos proprios odécitos tratados. Os
resultados da expressao de ambas as enzimas, somados a nao alteragédo do
conteudo lipidico dos embrides observada neste estudo, sugere que o acumulo de
acidos graxos e sua oxidagao a nivel mitocondrial nao foram alterados nos embrides
bovinos em decorréncia dos tratamentos com ALA e/ou L-car, nas concentracdes
utilizadas.

Neste estudo, a suplementagdo com ALA e L-car na MIV demonstrou reduzir
a transcricao das enzimas SCD1 e FASN nos blastocistos produzidos, as quais séo
envolvidas na sintese de acidos graxos (SAMPATH e NTAMBI, 2005; AL DARWICH
et al., 2010). Os PUFA n-3 possuem um papel no controle da lipogénese, e
especificamente a suplementagdo com ALA reprimiu a expressao da enzima SCD1
em embrides bovinos (AL DARWICH et al., 2010). Todavia, a expressdo da enzima
FASN nao foi alterada pela suplementacdo com L-car durante o cultivo embrionario
(GHANEM et al., 2014), como aqui demonstrado. Vale ressaltar que a associagao
dos tratamentos ALA + L-car apresentou um efeito sinérgico positivo apenas sobre a
expressao do gene SCD1. A expressao dos demais genes permaneceu inalterada
em relagao ao grupo Controle.

O SREBP1 é um fator de transcrigdo considerado chave na regulagao da
sintese de acidos graxos e triacilglicerois (SAMPATH e NTAMBI, 2005). Em
embrides bovinos, a transcricdo do gene SREBP1 foi detectada em blastocistos
entre o dia 7 e 8 do desenvolvimento, e demonstrou sofrer “down-regulation” devido
ao tratamento com PUFA (XU et al., 1999). Porém, neste estudo a suplementacao
com ALA nao alterou a expressao desse fator, e sim a suplementagdo com L-car na
etapa de MIV. Em contraste, Ghanem et al. (2014) demonstraram que a
suplementagao com L-car ndo alterou em nada a expresséo do gene SREBP1 nos
embrides tratados na etapa de CIV. Baseado no exposto pode-se supor que 0s
efeitos da L-car sobre a expressao deste fator de transcricdo no embrido sejam

mediados pelo tratamento nos odcitos e que haja a necessidade de tratamento com
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ALA na etapa de CIV para determinar a reducao da expressdo do SREBP1 em

embrides bovinos.

5. CONCLUSAO

Os tratamentos com ALA e L-car realizados na etapa de MIV n&o suportaram
os efeitos positivos observados nos estudos anteriores sobre a redugao do acumulo
lipidico e melhora do potencial de desenvolvimento oocitario. Os tratamentos nao
alteraram o conteudo lipidico e consequentemente a criotolerancia dos embrides
resultantes. Apesar disso, houve melhora da qualidade embrionaria pela reducéo do
indice apoptético e acumulo de ROS. A expressdao 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 sao
necessarios para avaliar a etapa mais adequada da PIV para se realizar a
suplementacdo com ALA, L-car e a associagdo de ambos os tratamentos,
objetivando alterar o conteudo lipidico e consequentemente a criotolerancia

embrionaria.
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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 redugcdo 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
utilizagdo 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 suplementacado 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 lipdlise,
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.



