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Resumo

ALVES, Barbara da Silva. Adicdo de &cidos graxos poli-insaturados (PUFAs) de
cadeia longa 6mega-3 na maturacdo in vitro de odcitos suinos. 2016. 31f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Poés-Graduacdo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A producdo in vitro de embribes € uma das principais técnicas aplicadas a
reproducdo animal. A suplementacéo com &cidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa (PUFA) da série 6mega-3 nos meios de maturacao in vitro (MIV) pode ser
relevante para a diminuicdo de goticulas lipidicas que prejudicam a eficiéncia da
producdo in vitro e criopreservagdo de embrides suinos. O presente trabalho avaliou
o efeito da suplementagédo do meio de MIV com dois PUFA, o eicosapentaenoico
(EPA) e o docosahexaenoico (DHA), sobre a maturacdo nuclear de odcitos suinos.
Foliculos com 3 a 6 mm de didmetro foram aspirados de ovérios de fémeas suinas
pré-puberes coletados em frigorificos. O meio de maturacao foi constituido de TCM-
199 suplementado com 0,57 mM de cisteina, 0,91 mM de piruvato de sédio, 10
ng/mL de EGF, 0,5ug/mL de LH, 0,5ug/mL de FSH e 0,1% de PVA. A MIV foi
avaliada para grupos com aproximadamente 30 complexos cumulus-0dcitos,
compondo quatro tratamentos, em meios suplementados com: 10% de fluido
folicular suino (FFS), considerado como controle; 50; 100 e 150uM de cada PUFA.
Foi também realizada a suplementacdo com FFS e AMPc para avaliar a possivel
toxicidade desses &cidos graxo. Apos as 44 h de MIV, os odcitos foram corados com
Hoechst 33342. Houve diferenca entre as taxas de MIV obtidas nos meios
suplementados com diferentes niveis de EPA a partir de 100 uM, em comparacao ao
controle (P > 0,05). As taxas de MIV observadas nos meios suplementados com
DHA em concentragbes a partir de 100 uM foram inferiores as observadas para o
controle (P < 0,05). Quando comparadas com meios suplementados FFS e AMPc,
as taxas de MIV observas com 50 yM de EPA e DHA néo diferiram (P > 0,05). Estes
resultados indicam que a suplementacdo de meios para MIV com EPA e DHA
influenciam de forma negativa as taxas de maturacao in vitro nuclear, sugerindo um
efeito toxico para os odcitos suinos.

Palavras-chave: maturagéo nuclear, acido graxo, MIV, odcito, suino.



Abstract

ALVES, Barbara da Silva. Addition of omega-3 long-chain polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) for in vitro maturation of porcine oocytes. 2016. 30f. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

The production of embryos in vitro (IVP) is one of the main techniques applied to
animal reproduction. Supplementation of in vitro maturation (IVM) media with long-
chain polyunsaturated fatty acids (PUFA) of the omega-3 series may be relevant to
the decrease of lipid droplets which hinder efficient IVP and cryopreservation of
porcine embryos. This study evaluated the effects of supplementation of IVM media
with two PUFA, the eicosapentaenoic (EPA) and the docosahexaenoic (DHA) on the
nuclear maturation of pig oocytes. Follicles with 3-6 mm diameter were aspirated
from ovaries collected at abattoirs from prepubertal gilts. The IVM medium was TCM-
199 supplemented with 0.57 mM cysteine, 0.91 mM sodium pyruvate, 10 ng/mL EGF,
0.5 yg/mL LH, 0.5 uyg/mL FSH and 0.1% PVA. The IVM rates were evaluated for
groups having nearly 30 cumulus-oocyte complexes in four treatments, including
media supplemented with: 10% porcine folicular fluido (PFF), as a control; 50; 100
and 150uM of each PUFA. FOS supplementation and cAMP was also performed to
evaluate the possible toxicity of these fatty acids. After 44 h of IVM, oocytes were
stained with Hoechst 33342. Differences were observed between IVM rates obtained
in media supplemented with different levels of EPA from 100 uM, compared to the
control (P> 0.05). The IVM rates observed in media supplemented with DHA at
concentrations from 100 uM were lower than those in the control (P <0.05). When
compared with supplemented FFS and cAMP means IVM rates swarming with 50
mM of EPA and DHA did not differ (P> 0.05). These results indicate that
supplementation of IVM medium with EPA and DHA influenced negatively the rate of
nuclear maturation, suggesting a toxic effect for swine oocytes.

Keywords: nuclear maturation, fatty acid, MIV, oocyte, porcine.
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1 INTRODUCAO

A producéo in vitro (P1V) de embrides comecou a evoluir na década de 1970,
mas essa técnica alcancou resultados mais eficientes nas espécies bovina e ovina
somente nos anos 1980 (Grupen, 2014). Somente nos anos 1990 houveram os
primeiros nascimentos de suinos provenientes de PIV (Yoshida, et al., 1993).

Em funcdo destes avancos, surgiu o interesse de utilizar um meio de
composicao definida em substituicdo aos meios que utilizavam fluido folicular, uma
vez que este fluido possui metabolitos ainda ndo totalmente caracterizados e
apresenta consideravel variacdo (Somfai, et al., 2014). Uma das macromoléculas
gue vem sendo usadas para substituir as proteinas fornecidas pelo fluido folicular é
o alcool polivinilico (PVA), pois este composto ndo € metabolizado pelo complexo
cumulus-o6cito (CCO) (Yoshioka, 2011). Assim sendo, o uso do PVA torna o meio
quimicamente definido, permitindo que sejam avaliados os efeitos de outras
moléculas usadas no meio de maturacao.

A maturacgéo in vitro (MIV) é a primeira etapa e uma das mais importantes
para a PIV de embrides. A utilizacdo de um meio de maturacdo eficiente é
fundamental para a ocorréncia da maturacdo nuclear, citoplasméatica e molecular.
Assim, a suplementacdo de meios de maturacdo € utilizada para possibilitar um
ambiente artificial mais préximo do fisiolégico. As taxas de MIV de odcitos suinos
utilizando meios de composicdo quimica definida atualmente estdo em torno de 70%
(Casilllas, et al., 2014; Somfai, et al., 2014).

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFA) de cadeia longa da série 6mega-3
sdo baseados no acido a-linolénico (ALA), que € obtido pela dieta e sintetiza os
demais acidos graxos O6mega-3 através de reacdes enzimaticas (revisado por
Tanghe e Smet, 2013). Os PUFA da série 6mega-3 podem estar envolvidos no
metabolismo e na producdo de prostaglandinas, horménios e citoquinas que
influenciardo o sucesso da reproducédo (Gulliver, et al., 2012). Além disso, acidos
graxos adicionados ao meio de maturacdo in vitro podem melhorar as taxas de
maturagéo nuclear (Marei, et al., 2009), influenciar no metabolismo lipidico e auxiliar
no desenvolvimento de embrides de melhor qualidade (Lapa, et al., 2011). Levando
em consideragao estes resultados, pode-se esperar que a suplementagéo de meios
de MIV com diferentes niveis do acido eicosapentaenoico (EPA) e do &cido

docosahexaenoico (DHA) podem beneficiar as taxas de maturacdo nuclear de
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odcitos suinos. No entanto, até o momento ndo foi demostrado estudos sobre os

efeitos de EPA e DHA na suplementacéo de meios na MIV de suinos.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Evolucao da producéo in vitro de embrides suinos

Atualmente tem-se utilizado a espécie suina como modelo para a aplicagéo
de diversas tecnologias como, a clonagem e a transgenia, e também para fins
reprodutivos. Devido a sua semelhanca com humanos, 0s suinos servem como
potenciais doadores de tecidos e Orgdos para xenotransplantes (Barros, et al.,
2015). No entanto, diversos mecanismos fisiolégicos que controlam este processo
ainda ndo sao totalmente conhecidos, fazendo com que sejam necessarios muitos
estudos acerca do assunto.

A producéo in vitro de embrides (PIV) envolve quatro etapas fundamentais:
coleta dos ovarios e aspiracdo dos odcitos; maturacdo in vitro dos odcitos (MIV);
fertilizacdo in vitro (FIV); e cultivo in vitro (CIV) até o estagio em que as estruturas
estardo aptas a serem transferidas para as fémeas (Somfai e Hirao, 2011). Em
espécies como bovinos e ovinos esta técnica estad estabelecida. No entanto, na
espécie suina ainda existem etapas a serem aperfeicoadas, uma vez que as atuais
taxas de desenvolvimento até blastocisto ndo ultrapassam os 30% (Dang-Nguyen, et
al., 2011; Liu, et al., 2012), tornando as taxas de desenvolvimento embrionario
inconstantes e baixa qualidade do embrido, limitando a sua utilizagdo em larga
escala (Nagashima, et al., 2012).

Além disso, outro principal impasse que inviabiliza a PIV de embrides suinos
€ as anormalidades cromossdmicas causadas pelas altas taxas de polispermia e a
incapacidade dos embrides para concluirem a eclosédo (Dang-Nguyen, 2011).

Os ovarios utilizados para PIV de embrides costumam ser obtidos em
frigorificos comerciais, o que resulta na coleta de oocitos em diversas fases do ciclo
estral. Estes o0citos sao selecionados usando o critério de morfologia, baseados na
estrutura das camadas de células do cumulus oophurus e do seu citoplasma. No

entanto, além da maturacdo nuclear, é necessario que haja uma série de processos



68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101

14

durante a maturacdo citoplasmatica para que o 0dcito adquira a capacidade de
tornar-se apto a ser fecundado e desenvolva um embrido viavel (Uhm, et al., 2007).

Na FIV, os embrides devem ser produzidos utilizando oécitos maduros, que
poderdo ser fertiizados com espermatozoides do epididimo, frescos ou
congelados/descongelados (Rath e Niemann, 1997). Para que este processo ocorra
com eficiéncia, a melhor estratégia que vem sendo utilizada € a adicdo de fluidos do
Utero e do oviduto de fémeas para obtencéo de melhores taxas de fertiliza¢&o in vitro
(Romar, et al., 2001).

Apés a FIV, é necessario um meio de cultivo para que os possiveis embrides
se desenvolvam até o estagio de blastocisto. Um dos motivos para estas diferencas
seria a modificacdo no metabolismo dos lipideos (Prates, Nunes e Pereira, 2014), o
que altera a fluidez da membrana plasmaética.

Diversos fatores influenciam nas baixas taxas obtidas na PIV de embrides
suinos. Primeiramente, devido ao fato de que a maioria dos odcitos obtidos em
abatedouros sao originarios de fémeas pré-puberes, exibindo uma reduzida
competéncia para o desenvolvimento in vitro (Peters, Milliken e Davis, 2001). Outro
fator que pode afetar a maturacéo seria o0 estresse térmico, que afeta a competéncia
meiotica dos odcitos suinos, reduzindo as taxas de formacdo de blastocisto (Do, et
al., 2015). Além disso, a maturacao citoplasmatica € essencial para a competéncia
de desenvolvimento dos odcitos, devido a maior concentracdo de acidos graxos
(Pawlak, et al., 2012).

2.2 Maturacao oocitaria

Durante a foliculogénese, o odcito € mantido na fase nuclear de profase |, ou
estagio de vesicula germinativa (VG), pelo ambiente folicular. Para que seja
retomada a meiose, € necessario um pico de horménio luteinizante (LH) liberado
pela hipdfise, que desencadeard a ovulacdo. Apds, sera reiniciada a meiose até a
fase competente de metéfase I, na qual ocorre a extrusdo do primeiro corpusculo
polar (Areekijseree e Chuen-Im, 2012).

O processo de MIV é dependente da qualidade dos odcitos imaturos, assim
como do ambiente de maturagdo nuclear, citoplasmatica e molecular, modulando a
competéncia final dos odcitos (Ali, Benkhalifa e Miron, 2006). Além disso, 0 processo

de maturacdo é coordenado pela acdo conjunta das células somaticas que
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circundam o odcito, a granulosa e o cumulus oophurus, através de juncdes
comunicantes mantidas entre essas estruturas (Mermillod, et al., 2008).

A heterogeneidade dos odcitos obtidos representa um grande desafio na PIV
de embrides. A avaliacdo de critérios morfolégicos como citoplasma e numero de
complexos cumulus-odcitos € a forma mais simples para a escolha das estruturas
aptas para este processo (Wurth e Kriup, 1992), j& que outras técnicas, como
avaliacdo da expressdo génica, exigem o comprometimento do odécito (Ouandaogo,
et al.,, 2011). No entanto, vem sendo utilizado o corante Brilliant Cresyl Blue, uma
técnica ndo-invasiva, que avalia as fun¢cdes mitocondriais e tem sido utilizado na
tentativa de avaliar a maturacdo e ndo comprometer os odcitos (Santos, et al.,
2013).

A adenosina 3',5'-monofosfato ciclica (AMPc) € uma molécula sinalizadora
intracelular que exerce controle na meiose de mamiferos (Bilodeau-Goeseels, 2003).
A producédo do AMPc se da tanto pelas células da granulosa, sendo passado para o
o0cito através das juncbes comunicantes (Edry, et al., 2006), quanto pela sintese
através da adenilato ciclase no interior do oécito (Mehlmann, et al., 2005). Altos
niveis de AMPc no interior do o6cito mantem inativo o fator promotor da maturagéo
(MPF), mantendo o odcito bloqueado no estagio de VG (Duckworth, et al., 2002). A
remocdo do oocito do foliculo resulta na retomada espontdanea da meiose,
provocando uma interrupcdo do periodo que o 00cito necessitaria para realizar a
capacitacdo. A inibicdo da meiose pode ser prolongada pela manutencédo dos niveis
basais de MPF (Goren e Dekel, 1994), mantendo altos niveis de AMPc. Quando os
niveis de AMPc no odcito decaem, ocorre a maturacdo (Conti, et al, 2002), pois 0
MPF controla a retomada da meiose nos odcitos, podendo induzir a condensacéao
cromossOmica, o rompimento da VG e a formacdo do fuso (Thibault, Sz6ll6si e
Gérard, 1987), caracterizando-se, assim, a maturacdo nuclear. No entanto, ainda
existem diversos caminhos relacionados com a maturacdo que também sdao
ativados.

Durante a maturacao citoplasmatica, existe uma modificacdo na maquinaria
de transcricdo e traducdo, afetando a sintese de RNA e proteinas (Fair, Hyttel e
Greve, 1995), aléem de ocorrer uma redistribuicdo de organelas (Assey, et al., 1994).
Ja a maturacdo molecular esta relacionada com a capacidade intrinseca do odécito
de se desenvolver, sendo que este tipo de maturacéo esté relacionado com o estado

do odcito ainda dentro do foliculo (Sirard, et al., 2006). Na maturacdo molecular
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existirh um acumulo de moléculas especificas, ainda nao identificadas totalmente
(Humblot, et al., 2005).

Meios quimicamente definidos podem auxiliar na padronizacdo das
condicbes de PIV de embrides, proporcionando melhor confiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados e permitindo a avaliagdo exata dos efeitos dos
diferentes componentes utilizados durante o processo até o desenvolvimento do
embrido. O fluido folicular suino (FFS) é muito utilizado por conter altas
concentracbes de superdxido dismutase, que promove o desenvolvimento dos
odcitos por desempenhar um papel na sua protecdo contra 0 estresse oxidativo
(Tatemoto, et al., 2004). No entanto, o fluido folicular é obtido apenas da preparacao
de ovarios, podendo apresentar variabilidade, em diferentes coletas. Além disso, o
FFS contém diversos fatores indefinidos e pode apresentar risco de contaminagao
com agentes patogénicos (Sur, et al., 2001). Embora forneca um ambiente benéfico
para o odcito imaturo (Ito, et al., 2008; Bijttebier, et al., 2008), embriées PIV que
foram produzidos com a adicdo de FFS podem transferir infec¢cdes aos destinatarios
ou para a sua prole.

Além disso, o meio de cultura que é utilizado para a maturacao in vitro afeta
diretamente a maturacao nuclear e citoplasmatica. O Meio de Cultura de Tecido 199
(TCM-199) é o meio de cultura mais comum que vem sendo utilizado para a MIV
(Abeydeera, et al., 2000; Yoon, et al., 2015). No entanto, este meio foi originalmente
desenvolvido para estudos em fibroblastos, tornando-o néao ideal para a MIV. Apesar
disso, considerando que ainda ndo ha conhecimento suficiente sobre o metabolismo
de odcitos e embrides e suas necessidades metabdlicas, os meios de cultura ainda
necessitam suprir o déficit do sistema de MIV devido as exigéncias nutricionais do

oolcito.

2.3 Papel dos lipideos em odcitos e embrifes

Os odcitos suinos sdo conhecidos como um dos 06citos que possuem altos
indices de lipideos intracelulares entre as espécies. As goticulas lipidicas presentes
nesses oo0citos estdo constantemente mudando sua forma, tamanho e volume
durante a maturacgéo (Prates, et al., 2012).

O elevado conteudo de lipideos intracelulares, principalmente na forma de

goticulas, € considerado o principal fator limitante para a criopreservacao de o0citos
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e embrides suinos (Kikuchi, et al., 2002; Romek, et al., 2011; Zhang, et al., 2012). A
quantidade dessas goticulas depende do estagio em que se encontram as
estruturas, sendo que a partir do estagio de moérula, esses volumes diminuem
(Romek, et al., 2011), o que se reflete em uma elevacdo das taxas de
criossobrevivéncia (Zhang, et al., 2012). Apesar destas limitacdes, os lipideos
intracelulares se constituem na fonte primaria de energia para o desenvolvimento e

competéncia dos odécitos e embrides (Sturmey e Leese, 2003).

2.4 Acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa da série 6mega-3

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFA) sao classificados com base na
posicdo da primeira ligagao dupla relativa a terminacao metil (terminagao 6mega; Q).
Os PUFA da série 6mega-6 tem o acido linoleico como precursor, enquanto 0s
PUFA da série 6mega-3 tem o acido a-linolénico como precursor (revisado por
Tanghe e De Smet, 2013). Segundo Kurlak e Stephenson (1999), juntamente com o
acido aracdoénico, os PUFAs da série 6mega-3 com maior importancia fisiolégica séo
0 acido eicosapentaenoico (C20:5n-3, EPA) e o acido docosahexaenoico (C22:6n-3,
DHA).

Além de servirem como fontes de energia, esses PUFA possuem papel
estrutural importante como parte da bicamada fosfolipidica das membranas,
afetando a sua fluidez e, por conseguinte, 0os mecanismos de transmissao
intracelular de sinais (Stillwell e Wassall, 2003). Além disso, estes PUFA possuem
um papel na adipogénese e em outros eventos fisiologicos, regulando a transcrigdo
génica (Jump, 2008), provocando reducao da expressdo de genes que codificam
diversas enzimas envolvidas no metabolismo dos lipideos (Barber, et al., 2013). Os
animais carecem dessas moléculas, ja que ndo conseguem sintetizar os &cidos
graxos, tendo que obté-los pela dieta.

Em ovinos, dietas ricas em PUFA alteraram a composicéo lipidica de células
da granulosa e de odcitos, além de aumentar a concentragdo de progesterona no
fluido folicular (Wonnacott, et al., 2010). Em relacdo a aplicacdo desses PUFA no
meio de MIV, a suplementacdo com acidos graxos melhorou as taxas de blastocistos
em bovinos (Lapa, et al., 2011). No entanto, a suplementagéo do meio de MIV com
acidos graxos demonstra que as taxas de maturacdo variam conforme a

concentracdo usada, sendo que concentragdes superiores as encontradas no fluido
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folicular podem ser prejudiciais (Carro, et al., 2013). Assim, o resultado depende do
tipo de acido graxo e da concentracdo em que 0s 00citos serdo expostos (Aardema,
et al., 2011).

Em bovinos, ha um aumento das taxas de MIl com 50 yM de acido
linolénico, ja concentracbes maiores demonstraram inibicdo da expansdo do
cumulus (Marei, et al., 2009). Resultados semelhantes foram demonstrados em

ovinos com esse mesmo acido graxo (Ghaffarilaleh, Nashta e Paramio, 2014).

3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

A adicdo de EPA e DHA ao meio de maturacédo in vitro ira contribuir para

melhores taxas de maturacao nuclear in vitro de odécitos suinos.

3.2 Objetivo Geral

Avaliar as taxas de maturacdo nuclear in vitro de odécitos suinos obtidas com

a adicdo de DHA e de EPA ao meio de maturacao.

3.30bjetivos especificos

e Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de EPA e DHA sobre a taxa de

maturacdo nuclear in vitro de odécitos suinos;

e Avaliar se existe efeito de toxicidade do EPA e DHA durante a maturacéo

nuclear in vitro de odcitos suinos.

4 CAPITULOS

4.1.1 Material e métodos
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4.1.1.1 Reagentes quimicos

Todos produtos quimicos e reagentes utilizados no presente trabalho foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Company®, a menos que esteja indicado de

outra forma.

4.1.1.2 Coleta e maturacéao in vitro dos CCO

Ovérios de fémeas suinas pré-puberes foram coletados nos frigorificos
Castro e Bonsul na cidade de Pelotas-RS. Os ovarios foram transportados em
solucédo de NaCl 0,9% aquecida a 35°C para o laboratério ReproPel, da Faculdade
de Veterinaria da UFPel. Apés os ovarios terem sidos lavados com NaCl 0,9% a
35°C, estes foram colocados em frascos de vidro e mantidos em banho-maria com
temperatura constante.

Foliculos com 3 a 6 mm de didametro foram aspirados com agulha calibre
18G acoplada ao sistema de bomba de vacuo. O liquido folicular aspirado foi
colocado em tubos conicos de 15 mL, que foram mantidos em banho-maria por 10
minutos para sedimentacéao.

Para a recuperacao dos CCO, o sobrenadante foi retirado e centrifugado por
3 min a 5000 rpm. O FFS recém aspirado foi centrifugado e colocado em placas de
Petri juntamente com o sedimento restante do tubo conico.

Os CCO foram selecionados e lavados por duas vezes no meio de
maturacdo TCM-199 HEPES, em uma capela de fluxo laminar e usando
estereoscopio (aumento entre 10 a 60x). O meio de maturacado foi constituido de
TCM-199 (Gibco Life Technologies) suplementado com 0,57 mM de cisteina, 0,91
mM de piruvato de sodio, 10 ng/mL de EGF, 0,5ug/mL de LH, 0,5ug/mL de FSH e
0,1% de PVA (Casillas, et al., 2014). Foram selecionados somente CCO
apresentando odécitos com citoplasma homogéneo e células do cumulus oophurus
compactas (Wurth e Kriup, 1992).

Em torno de 30 CCO foram maturados em cada po¢o de uma placa de
quatro pocos (Nunc®) contendo 400uL de meio. Os CCO foram incubados por 44 h a
38,5°C, em 5% de CO, em ar com umidade saturada. Apos 22 h, os CCO foram

trocados para outra placa, sem a inclusao de gonadotrofinas no meio de maturacao.
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Para a suplementacdo do meio de maturacao foi utilizado FFS coletado de
foliculos com 3 a 6 mm de diametro, aspirados de ovéarios de fémeas puberes,
seguindo o0 mesmo procedimento descrito acima. O pool de FFS foi centrifugado,

fracionado e mantido a -20°C até o momento do uso.

4.1.1.3 Delineamento experimental

Para avaliar o efeito de DHA e EPA sobre a maturagcédo oocitaria, o meio foi
suplementado com trés diferentes concentracdes de cada PUFA: 50uM; 100uM (Al
Darwich, et al.,, 2010); e 150uM. Ambos os PUFA foram diluidos em etanol
(Manickam, et al., 2010), acondicionado em botijao de nitrogénio liquido até o
momento do uso. O grupo controle foi suplementado com 10% FFS.

Os quatro tratamentos foram distribuidos entre os po¢os em uma placa de

quatro pogos.

4.1.1.4 Avaliacdes da maturacao nuclear

Apbs o periodo de maturacao, os odcitos foram desnudados por pipetagem
e lavados duas vezes em PBS, fixados por 20 minutos em paraformaldeido e
lavados novamente mais duas vezes em PBS.
Os odécitos foram corados com 30ug/mL de Hoechst 33342 por 15 minutos
(Uhm, et al., 2007). Apoés, foram colocados em |aminas de vidro e laminulas, para
avalicdo da taxa de maturacdo nuclear, através de microscopia de epifluorescéncia.
Os odcitos foram classificados segundo a disposicdo do material genético, nas
seguintes categorias:
a) Vesicula Germinativa (VG): nucleo definido, com ou sem nucléolo, sem

condensacao da cromatina,

b) Quebra de vesicula (QVG): nucleo desintegrado e cromossomos
condensados;

c) Metafase | (Ml): cromossomos formando a placa equatorial;

d) Metafase Il (MIl): cromossomos na placa equatorial com o primeiro corpusculo

polar ja exteriorizado.
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Apenas odcitos classificados na categoria MIl foram considerados
maturados. Para a avaliacdo do efeito dos acidos graxos foram avaliados 1206
o0citos para o tratamento EPA (8 rotinas) e 1339 odcitos para o tratamento DHA (11
rotinas).

Posteriormente, foram realizadas 2 rotinas de MIV (n = 551) onde os odcitos
foram alocados em meios de maturacdo suplementados com EPA e DHA, ambos na
concentracdo de 50 pyM, sendo comparados com o0 meio controle suplementado com

FFS (10%) e com AMP ciclico (20 uM) como bloqueador da meiose.

4.1.1.5 Andlise estatistica

O percentual de odécitos nas categorias de VG, QVG, Ml e Ml foi calculado
para cada poco. As frequéncias médias calculadas para todas as categorias, apos a
conclusdo de todas as rotinas, foram comparadas entre os tratamentos através de
analise de variancia de Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos (Statistix®,
2013).

4.1.2 Resultados

As taxas de MIl observadas com inclusdo de EPA no meio de maturacdo
foram diferentes (P > 0,05) em comparac¢ao ao controle a partir de 100 uM (Tabela
1). A taxa de VG a partir de 50 uM foi superior a observada para o controle (P <
0,05). As taxas de QVG a partir da concentracdo de 100 uM e de MI com 100 uM e
50 uM também foram superiores as taxas do controle. Do total de 1216 odcitos,

0,82% apresentaram-se degenerados.

Tabela 1: Taxas de maturacéo nuclear in vitro de odcitos suinos apos 44 h em meio

suplementado com diferentes concentracfes de acido eicosapentaenoico (EPA)

Tratamentos N Estagios de meiose*
VG QVG M M
FFS 302 59+33° 9,5+ 4,4° 7.4+3,8° 76,3 +2,8"

EPA5S0uM 303 256+114" 20,0+6,7°® 288+11,3* 250+225"
EPA 100uM 300 28,0+11,4" 29, 7+144* 215+9,0" 19,6+25,0°
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EPA 150uM 301 25,3+123" 346+14,7% 196+8,2"® 192+244°

*VG = Vesicula germinativa; QVG = Quebra da vesicula germinativa; MI= Metéafase I;
MIl = Metafase II; FFS = Fluido folicular suino

AB: Frequéncias (média + DP) com expoentes distintos nas colunas (P < 0,05)

Com inclusdo de DHA, as taxas de MIl observadas nas concentragdes a
partir de 50uM foram inferiores (P < 0,05) as observadas no controle (Tabela 2). A
taxa de MI no controle foi inferior as taxas observadas com todas as concentracdes
de DHA (P < 0,05). As taxas de VG e QVG no controle foram menores (P < 0,05)
que as taxas observadas com DHA nas concentragdes de 100 e 150 pyM. De um

total de 1355 odcitos avaliados, 1,18% apresentaram-se degenerados.

Tabela 2: Taxas de maturacéo nuclear in vitro de odécitos suinos apos 44 h em meio

suplementado com diferentes concentragdes de acido docosahexaenoico (DHA)

Tratamentos N Estagios de meiose*
VG QVG MI MII
FFS 336 42+21° 9,4+508 85+5,08 77,3+ 255

DHAS0UM 338 16,9+11,3"® 239+39"® 336+223" 24,3+31,0"
DHA 100uM 332 26,6+12,1* 28,9+86" 26,6+11,2" 16,3+229"
DHA 150uM 333 238+10,2* 32,0+10,3* 27,9+10,3" 15,9+204"

*VG = Vesicula germinativa; QVG = Quebra da vesicula germinativa; MI= Metafase I,
MIl = Metéafase II; FFS = Fluido folicular suino
AB: Frequéncias (média + DP) com expoentes distintos nas colunas (P < 0,05)

As taxas de maturagdo com inclusao de 50 yM de EPA e DHA foram
semelhantes (P > 0,05) as observadas com inclusdo de FFS e AMPc (Tabela 3).
Além disso, de um total de 562 odcitos que foram avaliados, 1,96% apresentaram-se

degenerados.

Tabela 3: Taxas de maturacdo nuclear in vitro de odcitos suinos apos 44 h em meio
suplementado com os acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA)
e AMPc.

Tratamentos N Estagios de meiose*
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VG QVG M1 M1
FFS 130 41+38 137+ 26 7.6+ 12 73.9+ 0,9
AMPc 138 44+02 124+ 15 260+ 30  558+13
EPASOUIM 141 147+60  286+130 438+141 7.9 +36
DHA 50uM

142  20,1+9/4 274+ 28 41,7+ 4.3 10,2+ 38,8

*VG = Vesicula germinativa; QVG = Quebra da vesicula germinativa; MI= Metafase I,
MIl = Metafase II; FFS = Fluido folicular suino

Frequéncias (média £ EP) ndo diferem (P > 0,05)

Além desses resultados, pode ser observado que durante as 44h de
maturacdo in vitro os CCO que foram tratados com ambos acidos graxos
apresentavam uma degradacdo de suas camadas de células de cumulus oophorus,
sendo que conforme as concentragcdes aumentam, essa observacdo morfolégica

tornava-se mais evidente.

4.1.3 Discussao

Este € o primeiro estudo a identificar reducdo nas taxas de maturacdo em
o0citos suinos com inclusdo de EPA e DHA no meio de maturacgéo, contradizendo a
hip6tese de que a inclusdo destes PUFA traria beneficios, ainda que PUFA, em
geral, sejam indispensaveis para o od6cito, gerando ATP necessario para 0 seu
desenvolvimento (Dunning, Russel e Robker, 2014). Segundo Jia, et al. (2014), o
acido linoleico, PUFA diferentes daqueles testados no presente estudo, né&o
apresentam efeito prejudicial para os odcitos, evidenciando algum beneficio para as
taxas de MIV de odcitos suinos, porém utilizando concentracdes inferiores as
testadas nesse trabalho. Em relagdo aos ovinos, concentragdes acima de 100 uM de
DHA resultaram em reducéo na taxa de Mll (Ghaffarilaleh, Nashta e Paramio, 2014),
associando concentracfes mais elevadas com queda na taxa de MIl, evidenciando
associacbes negativas entre a inclusdo de PUFA e a maturacdo nuclear, assim
como o subsequente desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto
(Leroy, et al., 2005; Marei, 2009, 2010; Jorritsma, 2004). Considerando que as taxas
de MIV observadas nos grupos controle com FFS sdo semelhantes as encontradas

em outros trabalhos (Tatemoto, et al., 2004; Yoon, et al., 2015), as reduzidas taxas
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de MIV observadas com ambos os PUFA em todas as concentracdes testadas
sugerem um efeito téxico.

Neste trabalho, o possivel efeito toxico pode ser visto a partir da
concentracdo de 50 uM, apresentando dados significativos em ambos acidos graxos.
Em relagdo ao AMPc, mesmo havendo bloqueio da meiose durante as primeiras
22h, as taxas de MIV foram em torno de 55%. Apesar de n&o haver diferenca
significativa, as taxas de MIV obtidas com os PUFA em qualquer concentracéo foram
muito inferiores. Essas taxas abaixo do esperado podem ser justificadas, pois as
concentragbes empregadas estao muito acima das encontradas no fluido folicular de
suinos (McEvoy, et al., 2000). De acordo com Paczkowski, Strauss e Krisher (2011)
testando o efeito de outro PUFA (&cido palmitico) em odcitos de ratos, houve
inibicdo da maturacdo, da clivagem e do desenvolvimento embrionario de odcitos
das ratas. Este fato sugere que os odécitos nao utilizam eficientemente o acido graxo
do meio externo, mesmo com niveis baixos.

Também é possivel que as taxas insatisfatorias de MIV observadas com a
inclusdo de EPA e DHA tenham sido consequéncia da forma com a qual os acidos
graxos foram diluidos. Outros trabalhos utilizam o DMSO como diluente para outros
acidos graxos ao invés do etanol, obtendo taxas de MIV inferiores com inclusédo de
PUFA nas concentracdes de 100 uM e 200 uM (Marei, et al., 2009; Ghaffarilaleh, et
al., 2014). Com isso, a diluicdo em etanol pode ter prejudicado as taxas de Mil,
auxiliando na toxicidade observada desde a concentracdo mais baixa de 50 uM. O
conjunto de nossos resultados sugere que futuros trabalhos testem a incluséo de
EPA e DHA em concentragdes menores ou com outras formas de diluicdo, para

esclarecer os mecanismos relacionados com o seu potencial efeito toxico.
4.1.4 Concluséo
A inclusdo de acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) no
meio de maturacdo resultou na reducdo nas taxas de maturagcdo nuclear in vitro de
oocitos suinos. Existem evidéncias de toxicidade com a incluséo de EPA e DHA nos

meios de maturacéo a partir da concentracao de 50 uM.
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