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1. INTRODUÇÃO 

 
A lipoproteína de alta densidade (HDL) é reconhecida principalmente pelo 

seu papel na saúde cardiovascular (FUJIMOTO et al., 2010). Entretanto, estudos 
recentes indicam que também existe uma relação entre o HDL e a fertilidade. O 
HDL é a única lipoproteína presente no fluido folicular (FF), responsável por 
fornecer colesterol como substrato para a esteroidogênese (JASPARD et al., 
1996). Além disso, o HDL possui propriedades: anti-inflamatória, antioxidante e 
citoprotetora (DRAGANOV et al., 2005). Estudos indicam que seu potencial anti-
inflamatório e antioxidante derivam de sua composição lipídica, porção de 
Apolipoproteína AI (ApoAI) e presença de enzimas como a paraoxonase 1 e 3 
(PON1 e PON3) (FUJIMOTO et al., 2010). A transferência da ApoAI e da PON1 
do sangue para o FF ocorre junto ao HDL, visto que estão correlacionados 
positivamente nos dois compartimentos, em humanos (BROWNE et al., 2008) e 
em bovinos (SCHNEIDER et al., 2013). 

A atividade metabólica normal no folículo ovariano pode resultar em estresse 
oxidativo (AGARWAL et al., 2005), que por sua vez, é uma das principais causas 
da baixa eficiência da maturação oocitária in vitro (MIV) e consequente 
desenvolvimento embrionário inicial, principalmente por induzir o bloqueio da 
maturação oocitária e comprometimento da qualidade embrionária (WANG et al., 
2002). Tanto in vivo quanto in vitro, somente oócitos maturos são capazes de 
retomar a meiose, adquirir a habilidade de serem fecundados e atingir o estágio 
de blastocisto (FAIR et al., 1996). Portanto, a maturação oocitária é um dos 
mecanismos chave no sucesso de programas reprodutivos. 

Estudos prévios têm associado negativamente a concentração intrafolicular 
e sanguínea de colesterol HDL (C-HDL) e de ApoAI com o grau de fragmentação 
de embriões humanos no dia 3 após a inseminação in vitro (BROWNE et al., 
2008). Inclusive foi associada positivamente a atividade de PON1 e concentração 
de ApoAI com o número de blastômeros e qualidade embrionária (BROWNE et 
al., 2008). Da mesma forma, o nosso grupo de pesquisa demonstrou que quando 
adicionada PON1 recombinante em doses crescentes durante a MIV de oócitos 
bovinos, há um efeito positivo linear sobre o desenvolvimento embrionário no dia 
7 de cultivo (RINCON et al., 2016). Desta maneira, objetivou-se avaliar o efeito da 
adição de doses crescentes de HDL durante a MIV de oócitos bovinos sobre o 
desenvolvimento embrionário inicial. 
 

2. METODOLOGIA 
 

Estudos prévios indicam que em bovinos, a concentração 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 



 

concentrações de HDL durante a MIV: 0 (controle), 0,5 e 1,5 mg/mL de proteína 
HDL (P-HDL, SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO, USA). Os meios de maturação 
(MIV), fecundação (FIV) e cultivo (CIV) foram adquiridos comercialmente 
(Progest® Biotecnologia em reprodução Animal, Botucatu, SP, Brasil). 

Para obtenção dos complexos cumulus oócitos (COCs), foram aspirados 
folículos com diâmetro de 3 a 8 mm, de ovários de vacas provenientes de 
abatedouros locais. Foram selecionados COCs de grau I, II e III (DE LOOS et al., 
1991) e distribuídos aleatoriamente em três grupos (n = 50 COCs/grupo) 
conforme a adição de P-HDL no meio de MIV: G0 (0 mg/mL); G1 (0,5 mg/mL) e G2 
(1,5 mg/mL). A maturação ocorreu em estufa com 5% de CO2 e 39 °C durante 22 
horas. Após a MIV, os COCs foram transferidos ao meio FIV e procedida a 
inseminação, com concentração de 1x106 espermatozóides/mL. Os COCs foram 
incubados com os espermatozoides em estufa com as mesmas condições que a 
MIV durante 20 horas. O dia da inseminação foi considerado como o dia 0 de 
cultivo. Após a FIV, os prováveis zigotos foram desnudados das células do 
cumulus mediante sucessivas pipetagens e, transferidos a gotas de meio de CIV 
sob óleo mineral. O cultivo embrionário ocorreu em estufa com 5% de CO2 à 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 embrionário (blastocistos / inseminados). Desta forma foram 
realizadas 8 repetições, totalizando 400 COCs/grupo. 

Para contagem total de células/blastocisto, em D7 ± 10 embriões/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 µg/mL de Hoechst 33342, SIGMA®), 
lavados por 5 min em PBS e transferidos a lâminas contendo PBS-Glicerol (1:1) 
acrescido de 0,5 µg/mL de Hoechst. A fluorescência foi registrada utilizando 
câmera digital DP72 (Olympus® Shinjuku-ku, Tokyo, Japão) ligada ao microscópio 
de fluorescência 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 repetições, totalizando 30 
embriões/grupo. 

A análise estatística foi realizada no programa GraphPad Prism 5 (GraphPad 
Software Inc., La Jolla, CA, USA) através de análise de variância (ANOVA) e o 
teste de Tukey para a comparação de médias. Os resultados são apresentados 
como média ± erro padrão. Foi considerada diferença estatistica P<0,05. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A adição de 1,5 mg/mL P-HDL (G2) durante a MIV afetou negativamente o 

desenvolvimento embrionário no dia 7 de cultivo (P=0,005), como mostrado na 
Figura 1. A taxa de blastocisto do G0 e do G1 foi 29,9 ± 2,3% e 32,9 ± 3,5% 
respectivamente, não diferindo entre si. No entanto, a taxa de blastocisto do G2 
(17,9 ± 3,0 %) foi menor do que G0 e G1 (P<0,05). 

 A adiçao de P-HDL durante a MIV tambem afetou o número total de 
células/blastocisto no dia de 7 de cultivo embrionário (P=0,038). Não houve 
diferença entre G0 e G1, 122,9 ± 6,96 e 139,6 ± 7,79 repectivamente. Porém, o G2 
(106,5 ± 8,96) apresentou menor número de células em comparação com G1 

(P<0,05), e não diferiu de G0 (Figura 1). 
Apesar das propriedades anti-inflamatória, antioxidante e citoprotetora do 

HDL (DRAGANOV et al., 2005) o P-HDL em altas concentrações durante a 
maturação oocitária pode afetar negativamente o desenvolvimento embrionário 
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) número total de células/blastocisto, 
derivados de oócitos maturados in vitro com P-HDL durante 22h. Letras diferentes 
representam diferenças significativas (P<0,05). Microfotografias (Escala:100 µm) 

representando em (c) embrião sem coloração e em (d) epifluorescencia de 
embrião corado com Hoechst 33342 para contagem total de células. 

 
Entretanto, estudos indicam que as propriedades do HDL são determinadas 

pela sua composição lipídica, presença de ApoAI, atividade de PON1 (FUJIMOTO 
et al., 2010) e níveis de micronutrientes lipofílicos (GOULINET e CHAPMAN, 
1997). Além disso, o tamanho de partícula 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 remodelação 
intrafolicular. Adicionalmente KIM et al. (2017) detectaram 15 componentes na 
molécula de HDL intrafolicular em mulheres e 26 tamanhos de partícula. Deste 
modo, o efeito negativo da maior dose P-HDL testada neste trabalho, 
provavelmente esteja associado à composição e tamanho desta partícula. 

Uma dificuldade encontrada foi assemelhar os níveis de HDL intrafoliculares 
(in vivo) durante a maturação oocitária in vitro, visto que existem poucas 
referências de níveis de P-HDL. Contudo, utilizamos os níveis de C-HDL 
reportados na literatura como parâmetro para definir as doses de P-HDL durante 
a MIV, o que não garante que as reais condições in vivo estão sendo simuladas 
em nosso estudo 
 

4. CONCLUSÕES 
 

Em conclusão, as altas doses de P-HDL durante a maturação oocitária 
podem afetar negativamente o desenvolvimento embrionário inicial em bovinos. 
No entanto, mais análises estão sendo realizadas para validar esses resultados. 
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