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RESUMO

Embrides produzidos in vitro (PIV) possuem diferencas morfologicas dos in vivo. O
processo de producdo in vitro pode afetar negativamente o reticulo endoplasmatico
(RE) pelo acumulo de proteinas que ndo se dobraram ou dobraram-se incorretamente,
ocasionando danos celulares como apoptose e degeneracdo. Dependendo da
intensidade e para combater os efeitos deletérios do estresse do RE, as células
desenvolvem varias estratégias, coletivamente conhecida como resposta a proteinas
mal formadas ou UPR (Unfolded Protein Response). Assim, a regulacdo do estresse
do RE mostra-se possivelmente um mecanismo importante durante as etapas de PIV.
Desta forma, varios inibidores ja foram utilizados para reduzir o estresse do RE, sendo
0 acido tauroursodesoxicolico (TUDCA) utilizado para minimizar o estresse do RE de
odcitos e de embrides in vitro em varias espécies quando suplementado ao meio de

maturacdo ou no meio de cultivo, respectivamente.

Palavras-chave: Blastocisto; Bovino; Estresse do reticulo endoplasmético; Odcito;
PIV; TUDCA.



ABSTRACT

Embryos produced in vitro (IVP) have morphological differences from those in vivo.
The in vitro process can negatively affect the endoplasmic reticulum (ER) by
accumulating proteins that did not fold or fold incorrectly, causing cell damage such as
apoptosis and degeneration. Depending on the intensity and to combat the deleterious
effects of ER stress, cells have developed several strategies, collectively known as
Unfolded Protein Response (UPR). Thus, the regulation of ER stress is possibly an
important mechanism during the stages of IVP. Several inhibitors have already been
used to reduce ER stress. The tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) has been used to
minimize the ER stress of oocytes and embryos in vitro in various species when

supplemented in the maturation medium or in the culture medium, respectively.

Keywords: Blastocyst; Cattle; Endoplasmic reticulum stress; IVP; Oocyte; TUDCA.
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1. INTRODUCAO

As biotécnicas da reproducédo animal contribuem de modo decisivo para a
cadeia produtiva da pecuéria de corte e de leite no mundo (Lopes et al., 2012). A
crescente demanda alimenticia pela populacdo mundial evidencia a relevancia das
biotécnicas, uma vez que sua aplicacdo a reproducdo animal fornece diversas
ferramentas para a producao de um rebanho superior (Smidt, 1999).

A participacao do setor do agronegdécio no PIB brasileiro para 2022 foi estimado
em 25,5%, calculado pelo Cepea (Centro de Estudos Avancados em Economia
Aplicada), da Esalg/USP, em parceria com a CNA (Confederacdo da Agricultura e
Pecuaria do Brasil). Com a expressiva representatividade econémica, a demanda por
eficiéncia na producao de gado apresenta tendéncia de aumento.

Dentre as biotécnicas utilizadas na pecuaria, uma das que mais se destaca em
nameros € a producéo in vitro de embrides (PIVE), a qual consiste na producao de
embribes em condicbes artificiais, englobando as etapas de maturacdo (MIV),
fertilizac&o (FIV) e cultivo in vitro (CIV). Entretanto, sabe-se que as condi¢des in vitro
causam uma variedade de estresses celulares que contribuem para a perda da
competéncia na maturacdo oocitaria e no desenvolvimento do embrido (Lane e
Gardner et al., 2005). Principais fatores causadores de estresse celular incluem
alteracdes térmica, osmaotica, oxidativa, hipoxia, hiperdxia, restricdo de nutrientes, pH,
osmolaridade, tensao de cisalhamento, toxinas, lipidios, citocinas e fatores enddcrinos
(Latham, 2015).

As consequéncias a tais fatores podem ser decisivos na cadeia de producéo.
Alteracfes na expressao génica, epigenética, apoptose e no metabolismo séo
recorrentes, acarretando a diminuicdo ou inibicdo do desenvolvimento embrionario
quando comparado com embrides produzidos in vivo. (Lane e Gardner, 2000;
Thompson et al., 2002; Fong et al., 2007; Bell et al., 2009).

Como resposta ao estresse gerado, as células ativam algumas vias para
retornar ao seu estado de homeostase. O reticulo endoplasmatico (RE) corresponde
a uma das principais organelas a responder a esse estimulo. O estresse exdgeno
afeta 0 RE ao desencadear o ndo/mau dobramento de proteinas no seu lumen.
(Kaufman, 1999). Quando a concentracdo de proteinas mal dobradas excede o
capacidade de dobragem, o RE ativa algumas vias de resposta na tentativa de retornar
ao equilibrio, conhecidas como Resposta a Proteinas Mal Formadas ou UPR

(Unfolded Protein Response) (Schroder e Kaufman, 2005). Entretanto, quando os



10

fatores estressantes sao constantes e prolongados, a UPR n&do consegue retornar a
célula aos seus padrdes ideais e ativa a via apoptotica, desencadeando a morte
oocitaria/lembrionaria  (Szegezdi et al., 2006). Assim, a regulacdo do
estresse/homeostase do RE provavelmente € um mecanismo importante durante a
PIVE.

O uso de moléculas anti-estressoras e antioxidantes com o objetivo de
minimizar as consequéncias do estresse do RE in vitro vem sendo utilizado nas etapas
de maturacao oocitaria e de cultivo in vitro de blastocistos em varias espécies. O acido
tauroursodesoxicélico (TUDCA), uma chaperona quimica atuante no RE, ja
demonstrou regular positivamente a expressdo de transcritos relacionados ao

estresse e a apoptose (Khatun et al., 2020).

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo realizar o levantamento
bibliografico a respeito do uso do TUDCA sobre od6citos e embribes bovinos
produzidos in vitro, considerando que essa forma de produc¢éo induz estresse exégeno

no reticulo endoplasmatico, e o TUDCA pode atuar como molécula anti-estressora.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho consiste em uma revisdo bibliografica realizada por meio do
levantamento de artigos cientificos disponiveis on-line nos bancos de dados Pubmed
e Google Scholar. Mais de 80 artigos foram revisados, dentre estes, 39 foram
selecionados para amparar a reviséo realizada.

As palavras-chaves utilizadas para selecdo dos artigos foram: Blastocyst;

Cattle; Endoplasmic reticulum stress; IVP; Oocyte; TUDCA.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral dessa reviséo foi apresentar os efeitos causados no reticulo
endoplasmatico de odcitos e de embribes bovinos quando suplementados com
TUDCA nas etapas de MIV e de CIV.

4. A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINO
A producéo in vitro de embrides € uma técnica de reproducdo assistida que
consiste na preparagdo e co-cultivo de gametas em ambiente laboratorial para
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geracdo do zigoto, e seu cultivo até o estadgio de desenvolvimento embrionario
desejado (Oliveira, 2014).

Na producdo comercial, a PIV possibilita acelerar a producdo de animais
geneticamente superiores e evitar que fémeas geneticamente privilegiadas sejam
descartadas precocemente em decorréncia de problemas que inviabilizam a
reproducdo natural (Goncalves et al., 2002). Ja na pesquisa, permite agregar
informacdes referentes a espécies tanto para interesse comercial quanto para
preservacao de espécies ameacadas de extingao.

A PIVE possui destaque no cenario mundial, uma vez que o0 numero de
embrides PIVE ultrapassou o nimero de embrides bovinos produzidos in vivo em 2016
(Figura 1), no entanto, os valores enviados a International Embryo Transfer Society
correspondem ao volume enviado por voluntarios, assim, ndo incluem o total real da
producdo mundial, ndo excluindo a possibilidade do evento ter ocorrido antes (IETS,
2018).
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Figura 1. Evolugéo na quantidade de embrides produzidos in vivo (MOET) e in vitro
(IVP) em todo o mundo para Bos indicus e Bos taurus. Adaptado de IETS, 2018.

Apesar do aumento da producédo de embrides PIV, sabemos que existem
diferencas entre estes e seus pares produzidos in vivo (Gad et al., 2012). Apesar dos

grandes esforcos direcionados para melhorar o rendimento de blastocistos a partir de
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o0citos imaturos in vitro, a qualidade desses blastocistos fica continuamente atras da
dos blastocistos produzidos in vivo (Rizos et al.,, 2008). Recentemente, estudos
indicaram que as condig¢des in vitro causam uma variedade de estresses celulares que
contribuem para a perda da competéncia no desenvolvimento do embrido (Song et al.,
2012). Assim, os danos a maturacao oocitaria e ao desenvolvimento embrionario sao
grandes obstaculos para a producdo em larga escala de embrides PIV de alta
qualidade.

As etapas iniciais da PIVE (Figura 2) consistem na obtenc&o e maturagéo do
gameta feminino, no entanto a forma de coleta ira variar se o material € destinado ao
comércio ou a pesquisa. Na primeira situacéo, a coleta do gameta feminino se da por
aspiracao folicular transvaginal guiada por ultrassonografia (Ovum Pick Up; OPU).
Antes do procedimento, € recomendado a sincronizagdo da onda de crescimento
folicular das doadoras de gameta para aumentar a probabilidade de sucesso na
obtencdo de complexos cumulus-o6cito (CCOs). Quando destinada a pesquisa, a
coleta do gameta feminino se déa por meio da aspiracédo folicular de ovarios obtidos de
animais de abatedouro (pés mortem) com o manuseio de agulha acoplada a seringa
(Pfeifer et al., 2009)

Em ambas situacdes, os CCOs passam por avaliacdo morfolégica, levando em
consideracdo a quantidade de camadas de células do cumulus ao redor do odcito,
pois estas desempenham papel vital na regulagdo da maturacdo (Jainudeen et
al.,2004). Apos a coleta e selecdo dos CCOs, faz-se necessario induzir a maturagao
nuclear (migrando de préfase | para metafase Il) e citoplasmatica do oécito. Nessa
etapa, conhecida como maturacdo in vitro (MIV), os CCOs sdo incubados em
ambiente controlado (temperatura, concentracdo atmosférica e umidade) por um
periodo espécie dependente no caso de bovinos, por 24h (Jainudeen et al.,2004).

A etapa seguinte, fertilizacao in vitro (FIV), consiste na selecéo e capacitagcéo
(inducdo da reagdo acromatica) dos espermatozoides criopreservados que
apresentam nado progressivo por técnicas de hipermotilidade, como swim up ou
gradiente de Percoll, seguido pelo co-cultivo dos gametas por um periodo de 18h a
20h também em ambiente controlado (Jainudeen et al.,2004; Parrish et al.,1995)

Posteriormente, as estruturas submetidas a FIV tém suas células do cumulus
removidas para que nao haja competicdo por nutrientes entre estas e o provavel
zigoto. As estruturas denudadas sdo incubadas em ambiente controlado, podendo ser

de baixa (5%) ou alta (20%) tens&o de oxigénio dependendo do protocolo. Essa etapa



13

€ conhecida como cultivo in vitro (CIV). As interrupcdes na incubacdo mais usuais sao
feitas no dia 3 (o dia da FIV é considerado 0) para a taxa de clivagem e/ou feeding,
dia 5 para segundo feeding, dia 7 para taxa de blastocistos e 8 e 9 para taxas de
eclosao ou cinética de eclosao (Gongalves et al.,2002).

De acordo com a finalidade da PIVE, o embrido pode ser criopreservado em
fase de blastocisto expandido e posteriormente transferido para a fémea receptora ou
transferido a fresco, isto €, sem criopreservacao prévia. Quando o embrido é
destinado a pesquisa, pode ser criopreservado ou ndo para as analises propostas.

Os meios de cultivo utilizados ao longo de todo o processo possuem
constituintes que permitem as modificacfes fisiologicas necessarias para cada etapa
de producdo, no entanto ndo sao capazes de reverter as consequéncias do estresse
celular causado pelas condi¢Oes artificiais. Tais consequéncias podem desencadear

apoptose, diminuindo a taxa de producao de blastocistos.
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Figura 2. Exemplificacdo das etapas da PIVE, sendo MIV: maturacao, FIV:
fertilizagéo e CIV: cultivo in vitro. Fonte: Autora (2022).

5. O RETICULO ENDOPLASMATICO

O reticulo endoplasmatico (RE) nas células eucariotas é uma importante
organela que corresponde a um dos principais sitios de sintese, dobramento e
transporte de proteinas, além de realizar sintese lipidica e de esteroides, metabolizar
carboidratos e armazenar Ca2+ (Schwarz, 2016). Devido a sua relevancia
multifuncional, faz-se necessario que o RE consiga responder as mudancas
intracelulares desencadeadas por questdes ambientais. No entanto, in vitro, o

microambiente do RE pode ser perturbado pela deplecdo de Ca2+, hipdxia e a
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disfuncéo da glicosilagcdo N terminal, resultando em proteinas ndo dobradas ou que
dobraram incorretamente (Kaufman, 1999).

Quando o fluxo dessas proteinas excede a capacidade de dobragem e de
processamento, resulta na interrup¢gdo da homeostase e estresse do RE. O estresse
pode desencadear a ativacao de trés vias por upregulation. As duas primeiras atuam
como uma adaptacao transitéria, diminuindo o fluxo de proteinas para o RE (Schroder
M., Kaufman RJ, 2005), enquanto a terceira esta relacionada a apoptose,
degeneragdo e carcinogénese (Yoon et al., 2014). Estes mecanismos sao
coletivamente conhecidos como Resposta a Proteinas Mal Formadas ou UPR
(Unfolded Protein Response), a qual as células desenvolveram para combater os
efeitos deletérios do estresse do RE.

Inicialmente a UPR tenta restaurar a homeostase do RE pelo aumento da
producdo de chaperonas moleculares envolvidas no dobramento de proteinas e,
guando ndo suficiente, atua para diminuir a demanda por dobramento proteico por
downregulation da transcricdo de genes, codificagdo de proteinas secretoras e
traducdo (Harding et a.l, 1999; Travers et al., 2000). Concomitantemente induz a
liberacdo ou degradacao de proteinas mal formadas por upregulation (Hussain et al.,
2007).

Entretanto, o acumulo excessivo e prolongado de proteinas mal formadas no
limen do RE, redireciona a UPR para ativar a sinalizagcdo apoptoética (Szegezdi et al.,
2006) e € a base para doencas neurodegenerativas (Dimcheff et al., 2003; Davis et
al., 1999; Nakagawa et al., 2000). A perda da sinalizacdo UPR pode revogar secrecao
e causar doencas ligadas ao estresse do RE como diabetes (Delépine et al. 2000;
Scheuner et al., 2001). Além disso, perturbacdes celulares fora do microambiente do
RE podem ser propagadas para o RE e ativar a UPR (Nishitoh et al.,2002).

5.1 O RETICULO ENDOPLASMATICO NA PRODUCAO IN VITRO DE

EMBRIOES

Odcitos e embrides produzidos tanto in vivo quanto in vitro podem passar por
uma gama de fatores estressores ambientais. Tensao de cisalhamento, exposicao
prolongada a temperaturas inadequadas, pH alterado, alta tenséo de Oz e constituicao
nutricional desajustada do meio de cultura séo alguns fatores causadores de estresse
(Figura 3) (Lane e Gardner, 2000; Thompson et al., 2002; Fleming et al., 2004; Bell
et al., 2009).
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Na PIVE, a tensédo de cisalhamento, por exemplo, é causada principalmente
pela manipulacédo via pipetagem de odcitos e de embrides, a qual, quando transitoria
pode nédo influenciar negativamente as estruturas, porém em situacao prolongada
pode induzir o estresse do RE (Xie et al., 2007). O estresse térmico também j4
demonstrou estar correlacionado ao estresse do RE, causando aumento nos niveis
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e na apoptose em odcitos e embrides (Paula-
Lopes e Hansen, 2002; Tseng et al., 2006). Os danos causados pela exposi¢ao
prolongada em situacdes térmicas estdo ligados tanto a temperaturas baixas, como
na criopreservacao, como também em temperatura ambiente (Saenz-de-Juano et al.,
2012; Hegele-Hartung et al., 1991).

Estresse térmico Hiperdxia
Estresse osmético Fatores endocrinos
Tesdo de cisalhamento Infecgdo viral
Oxidacdo/ROS Citocinas
Restricao nutricional Disfungao mitocondrial
Toxicidade/restri¢do lipidica Deficiéncia na secregao proteica
Deplecdo de calcio no RE Proteinas ndo/mal dobradas no
Hipoxia [Umen do RE

L)

O~O~E-0O

QOécito Zigoto Mérula Blastocisto
(Clivagem)

Inibidores de
estresse do RE

— | Estresse do RE  Estresse Oxidativo Qutras respostas ao estresse

Antioxidantes

Apoptose Homeostase restabelecida  Anormalidades de crescimento

Figura 3. Relacdo entre os estagios de desenvolvimento, fatores ambientais estressantes, resposta
celular e suas consequéncias. Adaptado de Latham, 2015.

O estresse oxidativo causado pelas espécies reativas de oxigénio tem conexao
com o estresse do RE (Yoon et al., 2014). O estresse oxidativo contribui para que nao
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ocorra o dobramento correto e transporte de proteinas, e impede a homeostase de
calcio, podendo desencadear o estresse do RE (Malhotra e Kaufman, 2007).

As consequéncias do estresse em odcitos podem incluir alteragbes na
expressao génica, fungdo mitocondrial e nos fusos meioticos. Ao reduzir a qualidade
oocitaria, pode-se levar a morte do blastocisto ou causar anormalidades de
crescimento (Latham, 2015), além de tornar o embrido pré-implantacdo mais
suscetivel ao estresse devido a auséncia de alguns mecanismos homeostéaticos
padrao (Kolajova et al., 2001; Steeves e Baltz 2005; Tartia et al., 2009; Zhao et al.,
1995).

Como descrito anteriormente, as células desenvolveram maneiras de
responder a esses estimulos negativos. Quando em situacdo de estresse no
microambiente do RE, a UPR induz a downregulation da transcricdo e traducao de
genes. Entretanto tal estimulo pode resultar na inibicdo do recrutamento e na traducéo
do mRNA materno, prejudicando o desenvolvimento e a maturacdo apropriada do
odcito, além de prejudicar a embriogénese inicial antes da ativacao transcricional do
genoma embrionario (Lee et al., 2014; Barckmann etal., 2013; Li etal., 2010; Gosden
et al., 2003).

Ja no estagio de blastocisto, a reacdo ao estresse também cascateia alteracdes
na expressao génica, além de mudancas nos mecanismos epigenéticos e no
metabolismo, podendo prejudicar ou inviabilizar o desenvolvimento embrionario pré
implantagéo. Basar et al. demonstram que, sob condi¢des de cultivo in vitro, as baixas
taxas de desenvolvimento e formacéo de blastocisto estdo atreladas a ativacéo severa
da sinalizacdo UPR mediada pelo estresse do RE. Portanto, a regulacdo da
homeostase e o controle do estresse do RE provavelmente sdo mecanismos chave
durante a maturacdo do odcito e no desenvolvimento do blastocisto (Latham et al.,
2015; Guzel et al., 2017).

De forma geral, os estudos mencionados apresentam os principais fatores que
estimulam o estresse do RE e suas vias de sinalizacdo UPR no ambiente in vitro em
oocitos e blastocistos. Por esses motivos, ha estudos sobre a suplementacdo com
agentes anti-estressores nos meios de maturagdo e cultivo durante as etapas da
PIVE, uma vez que parecem desempenhar papéis criticos durante a retomada
meidtica oocitaria e no desenvolvimento embrionario pré-implantacdo (Song et al.,
2014; Sutton-McDowall et al., 2015; Latham et al., 2016).
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6. O ACIDO TAUROURSODESOXICOLICO

Os acidos biliares sao popularmente conhecidos por emulsificar moléculas de
gordura permitindo a lipolise, entretanto ndo se resumem apenas nisso. Sao atuantes
em vias de modulacéo ao interagir com diversos receptores celulares, principalmente,
no figado e no trato gastrointestinal (Hylemon et al.,2009).

O acido tauroursodesoxicolico (TUDCA) corresponde ao conjugado de taurina
do &cido ursodesoxicdlico (UDCA), um acido biliar secundario enddégeno considerado
uma chaperona quimica. Por ser secundario, em humanos, o UDCA € produzido
exclusivamente pela microbiota intestinal, direcionado ao figado pela circulagcéo
entero-hepatica e entdo conjugado com a taurina, formando o TUDCA (Kusaczuk,
2019).

E sabido que o TUDCA tem maior afinidade pelos receptores de membrana
TGR5, S1PR2 e a5B1 (Figura 4). A ativacdo desses receptores cascateia em
complexas reacdes com ativacao e/ou inibicdo de vias moleculares, como as ERKs
(quinases reguladas por sinais extracelulares) e AKT (proteina quinase B), as quais
estdo envolvidas no processo de modulacdo apoptética, estresse do reticulo
endoplasmatico, estresse oxidativo, sobrevivéncia e proliferacdo celular.

(Zangerolamo et al., 2021).
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Figura 4. Elucidagao da acado do TUDCA nos receptores de membrana e suas

consequéncias. Adaptado de Zangerolamo et al.,2021.

O T/UDCA tem sido frequentemente estudado quanto ao seu potencial efeito
de melhoria sobre patologias ligadas ao estresse do RE como diabetes, obesidade e
problemas cardiovasculares (Ni & Lee, 2007; Okada et al., 2004; Kudo et al., 2008).
As chaperonas quimicas, quando em microambiente que contém proteinas mal
dobradas, como no RE, podem atuar ligando-se e estabilizando o estado de transi¢céo
do enovelamento das proteinas e toda a sua estrutura proteica, 0 que aumentaria a
taxa de dobramento, todavia a exata interacdo quimica envolvida ainda ndo esta

inteiramente elucidada (Ringe, 2009).

6.1 O ACIDO TAUROURSODESOXICOLICO NA PRODUCAO IN VITRO DE

EMBRIOES

A acdo do acido tauroursodesoxicolico como chaperona quimica ndo se
restringe em células somaticas, contemplando também gametas e blastocistos. O
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TUDCA tem sido utilizado durante a maturacdo in vitro (MIV) de o0d0citos ou no
desenvolvimento embrionario em varias espécies (Zhang et al., 2012; Mochizuki et al.,
2018; Khatun et al., 2020). Conforme descrito, o beneficio do TUDCA ¢€ atribuido a
sua acdo supressora da resposta deletéria deflagrada pelo acumulo de proteinas
incorretamente dobradas no limen do RE (Seyhun et al., 2011) causado por inducao
de estresse no RE durante as etapas da PIVE.

Durante a MIV em bovinos anelorados, o TUDCA pareceu aliviar o estresse do
RE nos odcitos ao reduzir a producdo de espécies reativas do oxigénio e por regular
positivamente os transcritos relacionados a via antioxidante (CAT, GPX1 e HMOX1)
(Pioltine et al., 2021). Entretanto, concentracdes elevadas de TUDCA diminuiram as
taxas de maturacédo nuclear, atividade mitocondrial e aumentou a expresséo de genes
pro-apoptoéticos (Pioltine et al., 2021). J& em vacas da raca Wagyu, foi observado
aumento na taxa de maturacdo e diminuicdo de EROs, além de menor niumero de
células apoptédicas em CCOs maturados causado pela diminuicdo na expressao
génica de CHOP e BAX sugerindo que os danos no RE gerados pelo estresse da MIV
possam ser revertidos com o TUDCA (Khatun et al., 2020).

Atualmente, referente a suplementacdo do TUDCA na MIV na espécie bovina,
encontra-se na literatura apenas os dois trabalhos descritos acima, contudo existem
estudos nas espécies suina e em camundongo. Em ambas espécies, de forma
semelhante, o TUDCA demonstrou melhorar as taxas de maturacdo oocitaria e
amenizou a producao de ERO (Park et al., 2017; Zhao et al., 2015).

Em relacédo ao uso do TUDCA na etapa de cultivo in vitro de blastocistos, na
raca bovina Wagyo foi demonstrado reducdo das espécies reativas de oxigénio, a
atenuacao na expressao de genes relacionados ao estresse do RE (GRP78, ATF4,
ATF6, IER1 e sXBP1l) e nos genes pro-apoptoticos (CHOP e BAX), enquanto
aumentou a expressao génica anti-apoptética BCL2 e os niveis de glutationa (Khatun
et al., 2020). Em bufalos, de forma semelhante, o uso do TUDCA ndo aumentou a
qualidade ou a taxa de desenvolvimento embrionéario, no entanto diminuiu a apoptose
induzida pela tunicamicina ao regular negativamente o gene BAX e chaperonas do RE
(Sharma et al., 2015). Na espécie suina por outro lado, o TUDCA demonstrou
melhorar as taxas de desenvolvimento embrionario, evitando a apoptose induzida por
estresse de RE ao interromper as vias classicas de apoptose in vitro (Kim et al., 2012).
De maneira semelhante, o cultivo de embriées de camundongos com TUDCA sugere

0 aumento na taxa de desenvolvimento de embrides de duas células para blastocistos
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ao atenuar tanto a expressdo da proteina XBP1ls no nucleo quanto a apoptose
induzida por estresse de RE (Zhang, 2012).

Avaliando as condi¢des de cultivo, Khatun et al., (2020) demonstrou em bovinos
gue ao utilizar concentracéo baixa de TUDCA (10uM) suplementado ao meio CIV em
ambiente de baixa tenséo de O2 (5%), ha melhora na taxa de producéo de blastocisto
comparado ao controle. No entanto, a porcentagem de blastocistos diminuiu quando
foi utilizada uma concentracdo maior (100uM), podendo ter sido toxico para as
estruturas ao induzir a apoptose. Porém, embrides submetidos a alta tensdo de O:2
(20%), tiveram seus niveis de ERO e de mRNA marcadores de estresse do RE
atenuados, ocasionando no aumento da taxa de blastocisto em bovinos e suinos
guando suplementado com 50 e 200uM (Kim et al., 2012; Yoon et al.,2014; Pioltine et
al.,2021). Assim, provavelmente o efeito do TUDCA no CIV é potencializado
dependendo da condicéo de cultivo, ja que a alta tensdo de Oz esta relacionada com
o aumento de EROs e, por isso, faz-se necessario uma concentracdo mais elevada
do anti-estressor para minimizar os efeitos negativos.

Embora os detalhes mecanicistas da acdo do TUDCA em 0d4citos e blastocistos
sobre a via de estresse do RE nado estejam totalmente descritos, pelos artigos
apresentados, pode-se concluir que essa chaperona quimica apresenta efeito
citoprotetor e com grande potencial para atenuacdo e inibicdo de vias ligadas ao

estresse do RE.

Tabela 1 - Resumo da suplementacdao do TUDCA nas etapas de MIV ou CIV.

Etapa da

Estrutura .
suplementacao

Espécie Resultados Referéncia

Reducdo na producéo

de EROS e regulacdo

positiva dos transcritos

CAR, GPX1 e HMOX1.
Concentracdes

elevadas diminuiram Pioltine et al.,
as taxas de maturacao 2021
nuclear, atividade
mitocondrial e

aumentou a expressao

de genes pro-
apoptéticos.

Odbcito MIV Bovino



Odbcito

Odbcito

Odbcito

Blastocisto

Blastocisto

Blastocisto

MIV

MIV

MIV

CIv

Clv

Clv

Bovino

Suino

Camundongo

Bovino

Bufalo

Camundongo

Aumento na taxa de
maturagdo, diminuigao
de EROs e na

expressao génica
CHOP e BAX.
Aumento na taxa de
maturacao

diminuicdo de EROs.
Aumento na taxa de

maturacao
diminuicdo de EROs.
Atenuacéao das

espécies reativas de
oxigénio, a atenuagdo
na expressao de genes
GRP78, ATF4, ATF®6,
IER1 e sXBP1 CHOP e
BAX, e aumento na
expressdo de genes
BCL2 e nos niveis de
glutationa.

Diminuicao da taxa de
apoptose induzida pela
tunicamicina ao regular
negativamente o gene
BAX e chaperonas do
RE. Nao houve
aumento na taxa de
desenvolvimento
embrionario.
Atenuacéao na
expressado da proteina
XBP1s no nucleo e na
apoptose induzida por
estresse de RE. Houve
aumento na taxa de
desenvolvimento  de
duas células para
blastocisto.
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Khatun et al.,

2020

Park et al.,

2017

Zhao et al.,
2015

Khatun et al.,
2020

Kim et al., 2012

Zhang, 2012

Fonte: Autora (2022).

7.

DISCUSSAO

Este trabalho levantou os artigos relacionados ao impacto da suplementacgéo

de TUDCA, nas etapas de maturacao e cultivo in vitro de embrides bovinos, sobre o

reticulo endoplasmatico.

Foi possivel observar a crescente necessidade de melhoria da qualidade dos

embrides PIV devido a crescente demanda no cenério nacional e internacional frente
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a reproducédo assistida animal, no entanto, o estresse que embrifes produzidos in
vitro sdo submetidos devido as condicbes de manipulacdo e cultivo, acarreta
alteracdes no microambiente do reticulo endoplasmatico, resultando na interrupgéo
da homeostase e no estresse do RE. Apesar das células ativarem vias UPR com o
objetivo de reverter ou controlar os efeitos deletérios, nem sempre € o suficiente.
Assim, faz-se necessario a busca por maneiras de minimizar estes efeitos. O uso de
moléculas inibidoras de estresse, como o TUDCA vem sendo cada vez mais frequente
como um aliado pelo seu efeito citoprotetor.

Os descritos acima sugerem que a suplementacdo com TUDCA no meio de
maturacdo e de cultivo estd ligada a atenuacdo de estresse no reticulo
endoplasmatico e de estresse oxidativo no odcito e no embrido respectivamente.

Ao suplementar o meio de maturacao com esta chaperona quimica, em bovinos
anelorados foi observado a modulacdo na producdo de ROS e a regulacdo da
expressdo dos transcritos CAT, GPX1 e HMOX1, os quais estdo ligados a vias
antioxidantes, apesar de nao refletir em aumento na taxa de maturacéo (Pioltine et
al.,2021). J4 em bovinos Wagyu, observou-se aumento na taxa de maturacao, além
do menor nimero de células apoptddicas ao diminuir a expressdo dos genes pro
apoptédicos CHOP e BAX (Khatun et al.,2020)

Ao suplementar o meio de cultivo com TUDCA, foi demonstrado reducédo de
ROS, atenuacdo na expressao de genes relacionados ao estresse do RE (GRP78,
ATF4, ATF6, IER1 e sXBP1) e nos genes CHOP e BAX, porém sem aumentar as
taxas de producdo de blastocisto em bovinos (Khatun et al.,2020). Entretanto, em
suinos e em camundongos, o TUDCA pareceu modular o estresse do RE ao evitar a
apoptose induzida, resultando em aumento nas taxas de producao (Kim et al., 2012;
Zhang, 2012). Todavia, em altas concentracdes, o TUDCA pareceu ser toxico tanto
para odcitos quanto para blastocistos (Pioltine et al.,2021, Khatun et al.,2020).

Os detalhes mecanicistas da atuacdo do TUDCA ainda n&do foram totalmente
descritos, assim, mais estudos sdo necessarios, considerando que ha oportunidade
de pesquisa sobre sua modulacdo em outras espécies, em outras etapas da PIVE (ou
em mais de uma etapa concomitantemente) e/ou em diferentes condi¢des de cultivo

(considerando pressao atmosférica, por exemplo).
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8. CONSIDERACOES FINAIS
A partir do levantamento apresentado, tem-se que 0s principais resultados
observados com este trabalho foram:

¢ A adicdo de TUDCA durante a maturacao in vitro (MIV) pareceu atenuar
o0 estresse do RE ao diminuir a producéo de espécies reativas de oxigénio no
o0cito e suprimir a expressao de genes ligados ao estresse e pré-apoptoticos.

¢ A adicdo de TUDCA durante o cultivo in vitro (CIV) pareceu atenuar a
expressdo de genes relacionados ao estresse do RE e nos genes pro-
apoptoéticos, enquanto aumentou a expressao génica anti-apoptotica.

e A principio, concentracfes elevadas de TUDCA podem apresentar
embriotoxicidade, devendo considerar as condi¢cdes de cultivo, espécie e 0
protocolo no momento da determinacdo da concentracdo. Porém, mais estudos

S0 necessarios.
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