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1. INTRODUCAO

Embora o papel da lipoproteina de alta densidade (HDL) seja conhecido no
sistema cardiovascular (WANG et al., 2002; FUJIMOTO et al., 2010), pesquisas
sugerem que também existe uma relacdo entre o HDL e a fertilidade. O HDL é a
Unica lipoproteina presente no fluido folicular (FF), uma vez que a membrana
folicular é semipermeavel e impede a entrada de moléculas maiores, como a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (BROWNE et al., 2008; FUJIMOTO et al.,
2010). Desta forma, o colesterol é o substrato para a sintese de estradiol e
progesterona (JASPARD et al., 1996).

Estudos indicam que o HDL possui propriedades anti-inflamatoria,
antioxidante e citoprotetora, que por sua vez, estao relacionadas com o tamanho
e 0s componentes da molécula de HDL (LUND-KATZ e PHILLIPS, 2010). Os
principais constituintes do HDL s&o apolipoproteina Al (ApoAl), colesterol,
paraoxonase 1 (PONL1) e fosfolipidios (FUJIMOTO et al., 2010). Portanto, essa
lipoproteina pode funcionar como carreador de fatores importantes para a
fertilidade (YESILALTAY et al., 2014). Neste sentido, estudos em humanos
mostram uma relagéo positiva entre a atividade de PON1 e concentracdo de
ApoAl com a qualidade embrionaria (BROWNE et al., 2008). Além disso, em
humanos (BROWNE et al. 2008) foi encontrada uma associacdo negativa da
concentracdo intrafolicular e sanguinea de colesterol HDL (C-HDL) e de ApoAl
com o grau de fragmentacéo de embrides .

Ainda, durante seu desenvolvimento no foliculo, o o6cito esta sujeito a
influéncias enddécrinas e locais, que podem gerar estresse oxidativo. Assim, 0
potencial reprodutivo da fémea é influenciado pelo estresse oxidativo resultante
do metabolismo folicular, que pode interferir na integridade nuclear e
citoplasmatica do odcito (BROWNE et al., 2008). Esta por sua vez, é uma das
principais causas da baixa eficiéncia da maturacdo oocitaria in vitro (MIV) e
consequente desenvolvimento embriondrio inicial. ISso ocorre visto que ao retirar-
se oaqcitos e embrides do ambiente natural para técnicas de reproducao assistida,
seu sistema de defesa natural contra o estresse oxidativo é perdido (WANG et al.,
2002). Sendo assim, ainda sao necessarios estudos para elucidar a relagcéo entre
o HDL e a reproducéo.

Por outro lado, a produgéo in vitro de embrides (PIVE) é uma ferramenta de
grande valor, uma vez que possibilita assemelhar eventos fisiolégicos que
ocorrem in vivo a travées de experiéncias em condigbes controladas em
laboratério. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adi¢cdo de
diferentes concentracdes de HDL durante a maturagdo de o0citos bovinos in vitro
e sua influéncia sobre as taxas de maturacéo nuclear e de clivagem.
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2. METODOLOGIA

Segundo a literatura, a concentracdo meédia de HDL no FF varia de 0,2 a 1,0
mg/mL (SCHNEIDER et al., 2013; CAMPOS et al, 2017). Sendo assim,
estabeleceram-se as seguintes concentracdes de proteina HDL (P-HDL): 0, 0,5 e
1,5 mg/mL de P-HDL (SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO, USA).

Para obtencdo dos complexos cumulus odcitos (COCs), foram aspirados
foliculos com didmetro de 2 a 8 mm de ovarios bovinos provenientes de
abatedouros locais. Os COCs foram selecionados quanto a morfologia e
distribuidos aleatoriamente em trés grupos (n=50 COCs/grupo), conforme a
adicdo de P-HDL no meio de MIV (Progest® Biotecnologia em reproducao
Animal, Botucatu, SP, Brasil): 0, 0,5 e 1,5 mg/mL de P-HDL. A MIV ocorreu em
estufa com 5% de COg, a 39 °C, durante 22 horas. Apos a MIV, os COCs foram
transferidos ao meio de fecundacdo (Progest®) e realizada a inseminacdo com
concentracdo de 1x10° espermatozoides/mL. Apdés 18 horas da inseminacéo,
foram removidas as células do cumulos dos provaveis zigotos e, transferidos ao
meio de cultivo (Progest®). A determinacdo da taxa clivagem foi realizada no
terceiro dia do cultivo (D3), através da avaliacao visual em estereomicroscépio e
contagem das estruturas que apresentavam divisao celular.

Para andlise da taxa de maturagdo nuclear, 20-25 od6citos/grupo apos a MIV
foram desnudados das células do cumulus através da enzima hialuronidase (1
mg/mL) (SIGMA-ALDRICH®) e sucessivas pipetagens. Os od6citos desnudos
foram fixados por 30 min em PBS suplementado com 0,5% de glutaraldeido,
corados por 15 min em PBS acrescido de 1 mg/mL de PVA e 5 pg/mL de Hoechst
33342 (SIGMA-ALDRICH®), lavados por 5 min em PBS e transferidos as laminas
em gotas com cerca de 10 pL de PBS-Glicerol (1:1) acrescido de 0,5 pg/mL de
Hoechst 33342. A fluorescéncia foi avaliada utilizando o microscépio de
fluorescéncia invertido IX 71 (Olympus®, Shinjuku-ku, Tokyo, Japao) equipado
com filtros UV de 330-385 nm. Foram considerados como 06citos maturos os que
apresentaram extrusdo do primeiro corpusculo polar (metafase Il) e ndo maturos,
0S que nao apresentaram esta caracteristica. Assim, foram conduzidas 3
repeti¢des, totalizando 60-75 odcitos/grupo.

Os resultados da maturacdo nuclear foram analisados através do teste de
chi-quadrado, a taxa de clivagem, a través de analise de variancia (ANOVA) e o
teste de Tukey para a comparacdo de médias, no programa GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Os resultados sdo apresentados
como média * erro padréo. Foi considerada diferenca estatistica P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicdo de P-HDL n&o afetou a taxa de maturagao nuclear (Figura 1),
sendo as médias obtidas 70,59 + 3,25, 73,68 + 6,15 e 72,73 £ 8,36 (P>0,05) para
0s grupos suplementados com 0, 0,5 e 1,5 mg/mL de P-HDL, respectivamente.

Na Figura 2, estda demonstrada a taxa de clivagem, onde o grupo
suplementado com 1,5 de P-HDL apresentou menor taxa de clivagem (52,27 +
3,98%) do que o grupo 0 mg/mL (68,89 + 2,34%) e o grupo 0,5 mg/mL (70,59 +
3,30%) de P-HDL (P<0,05). Em contrapartida, os grupos 0 e 0,5 mg/mL de P-HDL
nao diferiram entre si (P>0,05). Esses resultados indicam que o P-HDL em altas
concentragcbes pode afetar negativamente o desenvolvimento embrionario inicial,
uma vez que diminuiu a taxa de clivagem na concentracdo mais alta testada neste
trabalho. No entanto, existe uma associacdo positiva entre os niveis de C-HDL
intrafolicular e maior qualidade embrionaria (BROWNE et al. 2008).
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Figura 1. Taxa de maturacdo nuclear de o6citos maturados com diferentes
concentracfes de P-HDL.
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Figura 2. Taxa de clivagem proveniente de odcitos maturados com diferentes
concentracfes de P-HDL. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (P<0,05).

Entretanto, estudos indicam que as propriedades do HDL sao determinadas
pela sua composic¢éao lipidica, presenca de ApoAl, atividade de PON1 (FUJIMOTO
et al., 2010) e niveis de micronutrientes lipofilicos (GOULINET e CHAPMAN,
1997). Neste sentido, KIM et al. (2017) detectaram na molécula de HDL
intrafolicular em mulheres: 15 componentes e 26 tamanhos de particula.
Adicionalmente, o tamanho de particula de HDL tem sido associado com seu
potencial antioxidante, onde particulas de HDL com menor tamanho possuem
maior potencial antioxidante em comparacdo com particulas de maior tamanho
(NOBECOURT et al., 2005).

Por outro lado, as concentracdes de P-HDL que utilizamos durante a MIV
foram definidas a partir de resultados obtidos de C-HDL, ou seja, da concentracéo
de colesterol presente na molécula de HDL. Com isso, torna-se necessario
determinar a composi¢ao proteica do HDL para saber como isto poderia afetar
sua capacidade antioxidante. Sendo assim, o efeito negativo da maior dose P-
HDL testada neste trabalho, provavelmente esteja associado & composi¢cdo e
tamanho da particula.
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4. CONCLUSOES

De acordo com as condicOes deste estudo, observou-se que a maior
suplementacdo de P-HDL (1,5 mg/mL) apresentou um efeito negativo na
maturacdo oocitaria, suportado pela diminuicdo da taxa de clivagem. No entanto,
ainda estdo sendo realizadas outras andlises para elucidar os mecanismos pelos
quais o HDL pode influenciar a fertilidade.
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