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1. INTRODUCAO

Devido a maior presenca de gotas de lipidios no citoplasma de odcitos e
embrides suinos (ROMEK et al., 2011), seu zigoto apresenta maior sensibilidade
a variacdo de temperatura na criopreservacdo (ZHOU & LI, 2009), portanto
havendo uma menor eficiéncia na producéo in vitro (PIV) de embrides suinos
(MITO et al., 2015). O metabolismo lipidico desenvolve um papel relevante no
desenvolvimento de embrifes suinos. Os 4cidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa (AGPIs), sdo importantes fontes de energia, em especial os da série
Omega-3, que, além disso, desempenham um papel estrutural na bicamada
fosfolipidica das membranas celulares, controlando sua fluidez e mecanismos de
sinalizacao intracelular (STILLWELL & WASSALL, 2003; CALDER et al.,2016).

O écido docosaexaenoico (DHA) é um dos AGPIs da série Omega-3 com
maior relevancia fisioldgica (KURLAK et al., 1999). OS AGPIs Omega-3 podem
ser essenciais para alguns estagios de desenvolvimento embrionario em espécies
com poucas reservas lipidicas, como camundongos (DOWNS et al., 2009). Além
disso, os AGPIs participam da regulacdo da transcricdo génica (JUMP, 2008),
quando usados como suplemento em procedimentos de PIV, principalmente
durante a maturacao in vitro (MIV), afetando a expressao de genes responsaveis
pela formacéo de goticulas de lipidios (BARBER et al., 2013).

Com o intuito de melhorar o desenvolvimento embrionario através da
reducdo do conteudo lipidico, esse estudo buscou avaliar o efeito da adi¢do de
DHA ao meio de MIV de oécitos suinos sobre as taxas de clivagem,
desenvolvimento embriondrio e conteudo lipidico de od6citos e embribes
produzidos in vitro.

2. METODOLOGIA

Ovaérios de fémeas suinas pré-puberes foram coletados em frigorifico e
transportados até o laboratério em solucéo de cloreto de sddio 0,9% a 32°C. Fez-
se a aspiracao de foliculos (3-6 mm) para a obtencdo de Complexos cumulus-
oocitos (CCOs), que foram acondicionados em meio para manipula¢do (TCM 199
- Hepes). Somente CCOs com od6citos com o citoplasma homogéneo e totalmente
envolvido por células do cumulus-odcitos foram selecionados para posterior MIV.

Os CCOs foram maturados em meio de maturacao (TCM 199, com 0,1%
de alcool polivinilico, suplementado com FSH e LH nas primeiras 22 horas)
durante 44 horas em estufa com temperatura de 38,5°C, 5% de CO2 e umidade
saturada. Grupos de 30 estruturas foram maturados em gotas de 90 pL sob 6leo
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mineral. O meio base foi suplementado com 10% de fluido folicular suino (grupo
controle) ou com diferentes concentragdes de DHA (12,5, 25 e 50 puM).

No final do periodo de MIV, os CCOs foram desnudados e
partenogeneticamente ativados, utilizando meios com ionomicina, estroncio,
citocalasina B e cicloheximida. Os possiveis partenotos foram cultivados in vitro,
em gotas de 90 pL de meio PZM (+) sob 6leo mineral.

ApOs a ativacdo partenogenética, as estruturas foram avaliadas para
clivagem as 24 e 48 horas, como também no dia 7 para obtencdo da taxa de
blastocistos, que foram fixados em paraformoldeido a 4% por 15 minutos e o
namero de blastdmeros foi contado com auxilio de Hoechst 333342 (30ug/ml).
Além disso, utilizando a concentracdo de 50 uM de DHA durante a MIV, foi
avaliado o conteudo lipidico dos odcitos coletados, 22 e 44 horas ap0s o inicio da
MIV, bem como o de blastocistos no dia 7. As goticulas lipidicas foram avaliadas
utilizando Nile Red (ROMEK et al.,, 2011) e a intensidade de fluorescéncia foi
determinada com o auxilio do software Image J (FU et al., 2011).

As taxas de clivagem e de blastocisto foram analisadas com testes de qui-
quadrado. Visando obter a normalidade dos dados, o numero de células
embrionérias e a intensidade de fluorescéncia foram transformados para escala
logaritmica e comparadas através de analise de variancia, com comparacao das
médias pelo teste LSD.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de clivagem de odcitos maturados em meio contendo 50 uyM de
DHA foram superiores (P< 0,05) ao grupo controle tanto as 24 horas quanto as 48
horas, conforme demonstrado na Tabela 1. O desenvolvimento até blastocisto foi
similar entre todos os tratamentos. O nimero de células embrionarias foi maior
com a menor dose de DHA, quando comparado ao grupo controle. O efeito da
maior concentracdo de DHA foi observado somente na clivagem, ndo sendo
observada influéncia nas taxas de desenvolvimento até blastocisto (Tabela 1).

Tanto odécitos quanto embrides oriundos de odcitos maturados na presenca
de 50 uM de DHA possuem menor conteltdo lipidico que o controle, conforme
evidenciado pela Figura 1. Diferentemente do observado na taxa de blastocisto,
que nao foi afetada pelo tratamento, a presenca do AGPI reduziu o contetdo
lipidico de embrifes no sétimo dia de cultivo in vitro.

O efeito benéfico que ocorre na MIV na presenca de DHA é provavelmente
devido a reducdo no acumulo de lipidios observada, dado que a comunicacao
entre oocitos e células do cumulus-oécitos € mediada por proteinas de ligacdo a
acidos graxos via projecdes transzonais. Ao contrario do que ocorre nas
condic¢des in vivo, na MIV os od6citos possuem um mecanismo que desregula as
células do cumulus-od6citos, o qual poderia levar ao aumento de lipidios no
citoplasma do odcito (DEL COLLADO et al., 2017).
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Tabela 1: Taxas de clivagem, desenvolvimento até o estagio de blastocisto e
namero de células embrionarias de oocitos suinos maturados in vitro em meio
contendo diferentes concentracdes de acido docosaexaenoico (DHA)

Desenvolvimento Numero de

DHA (UM) Clivagem (%) até blastocisto (%) células
24 h 48 h
0 32.2 (46/143) ° 65.7 (94/143) ° 27.3 (39/143) 26.1+3.3,
12.5 42.9 (60/140) ° 72.9 (102/140) ° 30.7 (43/140) 35.7+23¢
25.0 47.6 (68/143) @ 72.7 (104/143) ° 36.4 (52/143) 28.7 2.9 gc
50.0 54.5 (78/143) @ 76.9 (110/143) @ 30.1 (43/143) 34.2+3.4 s

25 Frequéncias com letras distintas diferem estatisticamente (P < 0.05)
A Médias +- Desvio padrdo das médias com letras distintas diferem
estatisticamente (P < 0.05)

B Controle ® 50 uM DHA

Intensidade de fluorescéncia (%)

S N A SN ®

22h 44 h D7

Figura 1: Intensidade de fluorescéncia das goticulas lipidicas (%) em odcitos
suinos apoés 22h e 44h de MIV e de embriBes no dia 7 (D7) apés a ativacao
partenogenética. Todas as estruturas foram maturadas em meio contendo 50 pM
de DHA ou em sua auséncia (Controle). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica dentro de cada momento de avaliacao.

4. CONCLUSOES

A inclusdo de DHA no meio de maturacdo in vitro de odcitos suinos na
concentragdo de 50 pM melhorou os indices de clivagem e reduziu o conteudo
lipidico de odcitos e embrides, porém nao afetou os indices de desenvolvimento
até blastocisto. Mais estudos devem ser realizados visando elucidar quais rotas
estdo envolvidas na reducéo do conteudo lipidico observada.
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