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INTRODUCAO

Colesterol
Precursor £
> hormonios esteroides ”G"ﬁ
Transportado

» HDL, LDL, VLDL

KOZLOSKI, 2009; NDLOVU et al., 2007
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INTRODUCAO
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SCHNEIDER, et al., 2013
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INTRODUCAO

Mudangas NN
 Citoplasma |\ A
- Ndcleo Qf\k
Competéncia Blastocisto Gestacéao
A
In vitro —

« Alta tensao de oxigénio,

* Interferéncia de luz,

7 EROs —=< * Mudancas de temperatura,

* Auséncia de antioxidantes presentes
no fluido folicular.

AGARWAL, et al., 2005; CARREL et al., 2005; FAIR et al., 1996; WANG, et al., 2002.
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INTRODUCAO

Competéncia Blastocisto Gestacéao
Cultivo Maturacao A
embrionario oocitaria | Eficiéncia PIVE

AGARWAL, et al., 2005; CARREL et al., 2005; FAIR et al., 1996; WANG, et al., 2002.


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.cptcursospresenciais.com.br/cursos/reproducao-bovina/curso-de-aspiracao-folicular-opu-para-fiv-em-bovinos/&ei=SnLKVJyHKMWpNuu_gwg&bvm=bv.84607526,d.eXY&psig=AFQjCNHTwheGihaw2YA8VV8HScaw7FXpMg&ust=1422640017813431
http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.unipampa.edu.br/portal/noticias/3052-biotech-realiza-pesquisas-sobre-reproducao-animal&ei=2nLKVNiVPIifgwTJz4G4Dg&psig=AFQjCNHTwheGihaw2YA8VV8HScaw7FXpMg&ust=1422640017813431
http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/Agencia45/AG01/arvore/AG01_4_1211200714127.html&ei=TrnYVM-6BIODNvWqhMAN&bvm=bv.85464276,d.cWc&psig=AFQjCNFdS_ESJqO7pHKYju3uDBJGwiB_nQ&ust=1423575644531228

—

INTRODUCAO
\

Susceptibilidade a
mudancas de °T

Diversos
fatores

Mecanismos: Desenvolvimento

» Bioquimico
» Molecular

Diferencas:
» Racga —
> Genética Resistencia

S -
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INTRODUCAO
\

R

térmico

| ‘ |
| 8 Desenvolvimento
|
|

I Sintese de colesterol = regula a fluidez da membrana

Relagdo positiva entre o colesterol em diferentes tipos de células de
mamiferos e a resisténcia a morte devido a aquecimento

Edwards e Hansen, 1997; Krininger et al., 2002; Bonilla et al., 2011
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OBJETIVO
e

Determinar, se 0 aumento do teor de colesterol livre e da
lipoproteina de alta densidade (HDL) podem melhorar a
resisténcia embrionaria ao choque téermico
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METODOLOGIA

\

Ealiciilar  Bos taurus, B. indicus e
PIVE Seus cruzamentos

< Ovarios >< A >  Abatedouro




METODOLOGIA

Folicular

e

)
)

« Selecao quanto a morfologia
(Loos et al., 1991)
« Ceélulas do cumulos
e Grupos de 10 COCs
« 20-22hs; 5% de CO, e 38,5 °C

* Foliculos (2-10mm)




METODOLOGIA

Folicular

e

)
)

« Selecao quanto a morfologia
(Loos et al., 1991)
e Células do cumulos
e Grupos de 10 COCs
« 20-22hs; 5% de CO, e 38,5 °C




METODOLOGIA

Folicular

N
=

3 Touros
Selecéo espermatica
« Percoll®
1x10° espermatozdéides/mL
18hs, mesmas condicoes que a MIV

- -




METODOLOGIA

< Ovérios > N
<Tratamemos> < Folicular >
CIlVv < - > MIV
D €

 Descarte dos nao fertilizados
 Desnudamento

e 100 pL de hialuronidase (vortex)
* Grupos de 30 zigotos (50uL : KSOM-BE2)
* Sob 6leo mineral
* 5% CO,, 5% O, e 90% N,

Soto et al.(2003)
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METODOLOGIA

Experimentos

1) - KSOM-BE?2 (Potassium Simplex Optimized Medium—Bovine Embryo 2)

- MBCD (Metil-B-ciclodextrina)



METODOLOGIA

\\
\

Metil-B-ciclodextrina (MBCD)

Superficie hidrofilica (*Afinidade Colesterol)

Nucleo hidrofdbico

Oligossacarideo ciclico
> Pode retirar o colesterol de células

» ‘I Transferéncia de colesterol (quando
pré-carregado)

Christian et al., 1997; Gimpl e Gehrig-Burger, 2011.



METODOLOGIA

Experimentos

1) - KSOM-BE?2 (Potassium Simplex Optimized Medium—Bovine Embryo 2)
- MBCD (Metil-B-ciclodextrina)

2) - KSOM-PVA (polyvinyl alcohol)
- MBCD

3) - KSOM-BE2
- HDL

4) — Analises de colesterol



METODOLOGIA

—
Experimento 1
KSOM-BE?2 Taxa de
Tratamento blastocisto
e ————
38,5°C 0
KSOM-BE2 2
A I e ‘ 38 5°C >
MBCD 38,5°C
B , 0
(5,1mM) 41°C ‘ de2 >
C MBCD 38,5°C .
0.85mm| +coL 41°C 38,5°C >
27h 30h 45h D8

Tempo apés a FIV



METODOLOGIA

Experimento 2

KSOM-PVA KSOM-BE
———————————l G —————————————————————————————
Tratamento
—————————————
38,5°C
IKSOM-PVA 4 °
A a1°C ‘ 38,5°C
MBCD 38,5°C .
B )/
(2,6 mM) 41°C ‘ EpIE
C MBCD 38,5°C 0
0,41 mM| +COL 41°C 38,5°C
27h 30h 45h

Tempo apés a FIV

oS NSNS



METODOLOGIA

\\

Experimento 3 D
KSOM-BE?2
Tratamento
—2ameno
38,5°C o
KSOM-BE2 '
A I e ‘ 38,5°C >
B: 0,07mM -
Commi ot st s >
D: 2,74mM T : T
27h 30h 45h DS

Tempo apods a FIV



METODOLOGIA

Experimento 4
v KSOM-PVA
v KSOM-PVA + 2,6 mM de MBCD KSOM-PVA
v KSOM-PVA + 2,6 mM MBCD mM e 0,41 f

mM de colesterol 27h 30h

Tempo apos a FIV

i Andlise de 2mL de
i colesterol agua

v KSOM-PVA + HDL e 2,74 mM de
colesterol.
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METODOLOGIA

Experimento 4 B

KSOM-BE2

—

27h 30h D5

Qapésay
T
| Analise de |
. colesterol !

2mL de agua
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METODOLOGIA
\,

Avaliacao de desenvolvimento embrionario

D3
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METODOLOGIA

\\
\

Analise de colesterol

Extracao de colesterol

» HPLC (high performance liquid chromatography)

» Metanol
» Cloroférmio

Quantificacao de colesterol

» Espectrometria de massa
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METODOLOGIA

Analise estatistica

ANOVA, GLM (SAS®)
= Temperatura

= Colesterol

= Tratamento

= Rotina

v’ Efeitos
v’ Interacdes

Valores
> Quadrados minimos médios

Valores porcentuais
> Transformados arcsin

v’ P <0,05 - diferenca
v 0,05<P<0,10 = tendéncia

SAS, Cary, NC, EUA
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

40-B )
%13l el
o
2. 30- J
Q
2 |
e
2 20 -
£
o
O
Q@
0
% 10 -
>
o
o
0

Temperature, °C  38.5 41.0

No treatment

38.5

d

[

Efeito (P < 0.001):
v Tratamento
v’ Temperatura

X Temperatura*tratamento
Choque térmico afetou a todos

41.0

38.5 41.0

MBCD

MBCD + cholesterol



RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 2

Tendéncia:

40 - B ., Y Tratamento (P = 0,10)
= . I v Temperatura (P < 0,07)
% 30 I X Temperatura*tratamento
o
s b
g 20 I h
£
g T
Z
g 101
: %

0 |

Temperature, °C 38.5 41.0 38.5 41.0 38.5 41.0

Mo treatment MBCD MECD + cholesterol



RESULTADOS E DISCUSSAO

—
\
Experimento 1 e 2
iaie : MBCD + Col. ndo aumenta resisténcia
iy il i » Manejo nutricional
§ I Col. Circulante
£ Nao diminui perda embrionaria
8 d
I

0
Temperature, °C  38.5 41.0 38.5 41.0 385 41.0

No treatment MBCD MBCD + cholesterol > Esgotamento de COl. Com MBDC

40 - .
< |B ; J,Desenvolvimento
€50l I
g Independente da T.
; T
KSOM-PVA
§ i MBCD + Col.

||

0
Temperature, °C  38.5 41.0 38.5 41.0 38.5 41.0

No treatment MBCD MBCD + chalesterol



RESULTADOS E DISCUSSAO

\\
\

Efeito:
v Temperatura (P < 0.05)

Experimento 4

< 0 v’ Temperatura*tratamento (P < 0.01).
) a
17
> 40 I ad
IS I
% cd cd
S 30 b |
= bc be
E |
g 20 - b
D
L
0
1;\ 10'
(&
o
© 0
Temperature,°C 385 410 385 410 385 410 385 41.0
0 0.07 0.27 2.74

[HDL], mM cholesterol equivalents



RESULTADOS E DISCUSSAO

R

Experimento 4

0.5

O
N

o
w

o
(V)

Cholesterol/embryo, pmol
-

Efeito:

v’ Tratamento (P < 0.05)
\/Temcperatura*tratamento (P<0.01).
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Outros trabalhos

Mulheres submetidas a FIV

APo-l
T Atividade PON1

HDL

« Maior numero de blastbmeros
* Melhor qualidade do embriéao

* Efeito protetor nas membranas
 Melhor competéncia do odcito

BROWNE et al., 2008.
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Adicao de PON1 na MIV
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Outros trabalhos

Adicao Butafosfan na MIV
Avaliando:

Ovdcitos
» Maturacao - Hoescht
Células do cumulos
v Expressdo Génica
v’ Apoptose

Embrides
v’ Clivagem
v Desenvolvimento (D7)
v’ Expressdo Génica
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» Resultados ultimo experimento



_covciosces I

v O aumento do teor de colesterol ndo melhora a sobrevivéncia
embrionaria em resposta ao choque térmico.

v' A deplecido de colesterol reduz o desenvolvimento
embrionario inicial, independentemente da ocorréncia de
choque térmico.

v' A capacidade termo protetora do HDL em embrides,
provavelmente age através de um mecanismo independente
do conteudo de colesterol livre.
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