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1. INTRODUCAO

A lipoproteina de alta densidade (HDL) é reconhecida principalmente pelo
seu papel na saude cardiovascular (FUJIMOTO et al., 2010). Entretanto, estudos
recentes indicam que também existe uma relacao entre o HDL e a fertilidade. O
HDL € a Uunica lipoproteina presente no fluido folicular (FF), responsavel por
fornecer colesterol como substrato para a esteroidogénese (JASPARD et al.,
1996). Além disso, o HDL possui propriedades: anti-inflamatoria, antioxidante e
citoprotetora (DRAGANOV et al., 2005). Estudos indicam que seu potencial anti-
inflamatoério e antioxidante derivam de sua composicdo lipidica, porcdo de
Apolipoproteina Al (ApoAl) e presenga de enzimas como a paraoxonase 1 e 3
(PON1 e PON3) (FUJIMOTO et al., 2010). A transferéncia da ApoAl e da PON1
do sangue para o FF ocorre junto ao HDL, visto que estdo correlacionados
positivamente nos dois compartimentos, em humanos (BROWNE et al., 2008) e
em bovinos (SCHNEIDER et al., 2013).

A atividade metabdlica normal no foliculo ovariano pode resultar em estresse
oxidativo (AGARWAL et al., 2005), que por sua vez, € uma das principais causas
da baixa eficiéncia da maturacdo oocitaria in vitro (MIV) e consequente
desenvolvimento embrionario inicial, principalmente por induzir o bloqueio da
maturacdo oocitaria e comprometimento da qualidade embrionaria (WANG et al.,
2002). Tanto in vivo quanto in vitro, somente odécitos maturos sao capazes de
retomar a meiose, adquirir a habilidade de serem fecundados e atingir o estagio
de blastocisto (FAIR et al., 1996). Portanto, a maturacdo oocitaria € um dos
mecanismos chave no sucesso de programas reprodutivos.

Estudos prévios tém associado negativamente a concentracao intrafolicular
e sanguinea de colesterol HDL (C-HDL) e de ApoAl com o grau de fragmentacao
de embrides humanos no dia 3 apos a inseminagéo in vitro (BROWNE et al.,
2008). Inclusive foi associada positivamente a atividade de PON1 e concentragao
de ApoAl com o numero de blastbmeros e qualidade embrionaria (BROWNE et
al., 2008). Da mesma forma, 0 nosso grupo de pesquisa demonstrou que quando
adicionada PON1 recombinante em doses crescentes durante a MIV de odcitos
bovinos, ha um efeito positivo linear sobre o desenvolvimento embrionario no dia
7 de cultivo (RINCON et al., 2016). Desta maneira, objetivou-se avaliar o efeito da
adicdo de doses crescentes de HDL durante a MIV de odcitos bovinos sobre o
desenvolvimento embrionario inicial.

2. METODOLOGIA
Estudos prévios indicam que em bovinos, a concentracéao intrafolicular de C-

HDL varia de 0,2 a 1,0 mg/mL com média de 0,5 mg/mL (SCHNEIDER et al.,
2013; CAMPOS et al., 2017). Sendo assim, foram definidas as seguintes
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concentractes de HDL durante a MIV: O (controle), 0,5 e 1,5 mg/mL de proteina
HDL (P-HDL, SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO, USA). Os meios de maturacdo
(MIV), fecundacédo (FIV) e -cultivo (CIV) foram adquiridos comercialmente
(Progest® Biotecnologia em reproducédo Animal, Botucatu, SP, Brasil).

Para obtencdo dos complexos cumulus oécitos (COCs), foram aspirados
foliculos com didmetro de 3 a 8 mm, de ovarios de vacas provenientes de
abatedouros locais. Foram selecionados COCs de grau |, Il e lll (DE LOOS et al.,
1991) e distribuidos aleatoriamente em trés grupos (n = 50 COCs/grupo)
conforme a adigdo de P-HDL no meio de MIV: Go (0 mg/mL); G1 (0,5 mg/mL) e G2
(1,5 mg/mL). A maturacéo ocorreu em estufa com 5% de CO:2 e 39 °C durante 22
horas. Apés a MIV, os COCs foram transferidos ao meio FIV e procedida a
inseminacdo, com concentracdo de 1x10° espermatozéides/mL. Os COCs foram
incubados com os espermatozoides em estufa com as mesmas condi¢cdes que a
MIV durante 20 horas. O dia da inseminacéo foi considerado como o dia O de
cultivo. Apés a FIV, os provaveis zigotos foram desnudados das células do
cumulus mediante sucessivas pipetagens e, transferidos a gotas de meio de CIV
sob 6leo mineral. O cultivo embrionario ocorreu em estufa com 5% de CO2 a 39
°C durante 7 dias. No dia 3 e no dia 5 foi realizada a troca de 70% do meio de
cultivo por meio de cultivo fresco. Ao sétimo dia (D7) foi avaliada a taxa de
desenvolvimento embrionéario (blastocistos / inseminados). Desta forma foram
realizadas 8 repeticdes, totalizando 400 COCs/grupo.

Para contagem total de células/blastocisto, em D7 * 10 embrides/grupo
foram fixados por 30 min (0,5% de glutaraldeido em PBS), corados por 15 min
(PBS acrescido de 1 mg/mL de PVA e 5 pug/mL de Hoechst 33342, SIGMA®),
lavados por 5 min em PBS e transferidos a laminas contendo PBS-Glicerol (1:1)
acrescido de 0,5 pug/mL de Hoechst. A fluorescéncia foi registrada utilizando
camera digital DP72 (Olympus® Shinjuku-ku, Tokyo, Jap&o) ligada ao microscépio
de fluorescéncia invertido IX 71 (Olympus®) equipado com filtro UV de 330-395
nm. As imagens fluorescentes foram analisadas utilizando o software Cell"F
(Olympus®). Desta forma foram conduzidas 3 repeticGes, totalizando 30
embribes/grupo.

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA) através de analise de variancia (ANOVA) e o
teste de Tukey para a comparacdo de médias. Os resultados sdo apresentados
como média * erro padréo. Foi considerada diferenca estatistica P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicdo de 1,5 mg/mL P-HDL (G2) durante a MIV afetou negativamente o
desenvolvimento embrionario no dia 7 de cultivo (P=0,005), como mostrado na
Figura 1. A taxa de blastocisto do Go e do Gi foi 29,9 + 2,3% e 32,9 + 3,5%
respectivamente, ndo diferindo entre si. No entanto, a taxa de blastocisto do G2
(17,9 + 3,0 %) foi menor do que Go e G1 (P<0,05).

A adicao de P-HDL durante a MIV tambem afetou o numero total de
células/blastocisto no dia de 7 de cultivo embrionario (P=0,038). Ndo houve
diferenca entre Go e G1, 122,9 + 6,96 e 139,6 £ 7,79 repectivamente. Porém, o G2
(106,5 + 8,96) apresentou menor numero de células em comparacdo com Gai
(P<0,05), e néo diferiu de Go (Figura 1).

Apesar das propriedades anti-inflamatéria, antioxidante e citoprotetora do
HDL (DRAGANOV et al.,, 2005) o P-HDL em altas concentracbes durante a
maturagcdo oocitaria pode afetar negativamente o desenvolvimento embrionario
inicial em bovinos, visto que diminuiu a taxa de blastocisto no dia 7 de cultivo.
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Figura 1. Em (a) taxa de blastocisto e em (b) niumero total de células/blastocisto,
derivados de oocitos maturados in vitro com P-HDL durante 22h. Letras diferentes
representam diferencas significativas (P<0,05). Microfotografias (Escala:100 pm)
representando em (c) embrido sem coloracéo e em (d) epifluorescencia de
embrido corado com Hoechst 33342 para contagem total de células.

Entretanto, estudos indicam que as propriedades do HDL sdo determinadas
pela sua composic¢ao lipidica, presenca de ApoAl, atividade de PON1 (FUJIMOTO
et al., 2010) e niveis de micronutrientes lipofilicos (GOULINET e CHAPMAN,
1997). Além disso, o tamanho de particula de HDL tem sido associado com seu
potencial antioxidante (NOBECOURT et al., 2005). Neste sentido, JASPARD et al.
(1997) sugerem que o HDL sofre um processo complexo de remodelagao
intrafolicular. Adicionalmente KIM et al. (2017) detectaram 15 componentes na
molécula de HDL intrafolicular em mulheres e 26 tamanhos de particula. Deste
modo, o efeito negativo da maior dose P-HDL testada neste trabalho,
provavelmente esteja associado a composi¢ao e tamanho desta particula.

Uma dificuldade encontrada foi assemelhar os niveis de HDL intrafoliculares
(in vivo) durante a maturacdo oocitaria in vitro, visto que existem poucas
referéncias de niveis de P-HDL. Contudo, utilizamos os niveis de C-HDL
reportados na literatura como parametro para definir as doses de P-HDL durante
a MIV, o que nédo garante que as reais condi¢des in vivo estdo sendo simuladas
em nosso estudo

4. CONCLUSOES
Em conclusdo, as altas doses de P-HDL durante a maturagdo oocitaria

podem afetar negativamente o desenvolvimento embrionario inicial em bovinos.
No entanto, mais analises estdo sendo realizadas para validar esses resultados.
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