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RESUMO

A maturacao in vitro (MIV) de odcitos bovinos é influenciada pela composicéo lipidica
do meio de cultivo, fator que pode afetar a competéncia oocitaria e o desenvolvimento
embrionario. O acido oleico, um acido graxo monoinsaturado, esta associado a
melhoria da fluidez de membranas, a modulagdo da atividade mitocondrial e a
protecao contra o estresse oxidativo. Este estudo avaliou o efeito da suplementacao
com acido oleico (25 pyM) durante a MIV, em comparagao ao acido estearico (25 yM)
e aum grupo controle. A atividade mitocondrial ndo diferiu entre os odécitos (P = 0,300),
porém foi maior nas células do cumulus do grupo acido oleico (mediana = 34.331) em
relagcdo ao controle (24.987) e ao acido estearico (22.676; P < 0,001). O estresse
oxidativo nos odcitos foi inferior no grupo acido oleico (10.732) em relagdo ao controle
(12.575), embora sem significancia estatistica (P = 0,056). A peroxidagao lipidica foi
menor no grupo acido oleico tanto nos odécitos (0,386) quanto nas células do cumulus
(0,656) quando comparado ao controle (0,658 e 0,946, respectivamente), com
diferengas significativas para as células do cumulus (P < 0,001). A expressao da
enzima estearoil-CoA dessaturase 1 (SCD1) foi mais elevada no grupo acido estearico
em relagao ao controle e ao grupo acido oleico (P < 0,001). Conclui-se que o acido
oleico é um suplemento promissor para a MIV, favorecendo parametros associados a
qualidade oocitaria e podendo contribuir para maior eficiéncia em protocolos de

producgao in vitro de embrides bovinos.

Palavras-chave: acido oleico; producao in vitro de embrides; estresse oxidativo;

maturagao in vitro de odcitos; metabolismo lipidico; bovinos.



ABSTRACT

In vitro maturation (IVM) of bovine oocytes is influenced by the lipid composition of the
culture medium, which can affect oocyte competence and embryonic development.
Oleic acid, a monounsaturated fatty acid, is associated with improved membrane
fluidity, modulation of mitochondrial activity, and protection against oxidative stress.
This study evaluated the effect of oleic acid supplementation (25 yM) during IVM,
compared to stearic acid (25 uyM) and a control group. Mitochondrial activity did not
differ among oocytes (P = 0.300) but was higher in cumulus cells from the oleic acid
group (median = 34,331) compared to the control (24,987) and stearic acid (22,676; P
< 0.001). Oxidative stress in oocytes was lower in the oleic acid group (10,732)
compared to the control (12,575), although not statistically significant (P = 0.056). Lipid
peroxidation was reduced in the oleic acid group for both oocytes (0.386) and cumulus
cells (0.656) compared to the control (0.658 and 0.946, respectively), with significant
differences for cumulus cells (P < 0.001). Stearic acid led to higher expression of the
stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1) enzyme compared to the control and oleic acid
groups (P < 0.001). It is concluded that oleic acid is a promising supplement for IVM,
improving parameters associated with oocyte quality and potentially increasing the

efficiency of in vitro embryo production protocols in cattle.

Keywords: oleic acid; in vitro embryo production; oxidative stress; in vitro oocyte

maturation; lipid metabolism; cattle.
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1.0 INTRODUGAO

A producao in vitro de embrides € uma biotecnologia de grande importancia no
mercado mundial da bovinocultura, apesar de pouco difundida pelo pais, tem ganhado
espago como alternativa para producao de cruzamentos, ou ainda para obter o

maximo de potencial genético na prole.

Apesar de ser uma técnica bem fundamentada e estruturada, ainda possui
pontos a serem aprimorados, como as taxas de sobrevivéncia, maturagao, apoptose
que contribuem diretamente para a eficiéncia da técnica em gerar um embrido viavel
para a transferéncia. Um dos pontos criticos desse processo € a composicao lipidica
dos oocitos e embrides, questionamentos sobre a quantidade de lipideos
intracelulares e o perfil desses lipideos sao estudados cada dia mais, ja que estes sao
de extrema importancia para o desenvolvimento embrionario e impactam diretamente

nos resultados da criopreservagao.

Assim sendo, alternativas como adi¢éo de acidos graxos aos meios de cultivo
celular vém sendo estudadas buscando detectar um ponto que possa otimizar os

resultados sem comprometer a viabilidade embrionaria.

Uma das alternativas de lipideo € o acido oleico, um &cido graxo
monoinsaturado, que possui propriedades benéficas demonstradas em diversas
outras areas da medicina. Bezerra et al., 2020 constataram que o acido oleico pode
atenuar a resposta inflamatéria em células. Esse acido desempenha importante papel
na melhoria da fluidez da membrana celular, que é um fator essencial para a
funcionalidade e integridade celular (Vireque et al., 2017). Além disso, Cheng et al.,
2014, afirmam que o acido oleico protege contra o estresse oxidativo, uma condigcao
que pode comprometer a qualidade e o potencial de desenvolvimento dos odcitos,

durante a maturacéo in vitro.

Outro lipideo de interesse seria 0 acido Estearico, um acido graxo saturado e
bastante abundante no fluido folicular. Devido a sua saturagéo ele pode ser mais
susceptivel a peroxidacao lipidica, mas uma carateristica o torna mais interessante

para este trabalho, o fato deste ser um precursor para o acido oleico.
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A enzima estearoil-CoA dessaturase 1 (SCD1) é um componente fundamental
para a maturacdo de odcitos, devido seu papel no metabolismo lipidico. A SCD1
catalisa a conversao de acidos graxos saturados em insaturados, como por exemplo
do acido estearico para o acido oleico, que é essencial para a manutengao da fluidez
e funcionalidade das membranas celulares (Launay, 2023). Além disso, a atividade da
SCD1 esta intimamente ligada a regulagdo do metabolismo energético e a resposta
ao estresse oxidativo, fatores criticos para a qualidade e competéncia de
desenvolvimento dos odcitos (Launay, 2023). Alteragdes na atividade da SCD1 podem
resultar em perfis lipidicos desbalanceados, prejudicando a maturagéo e a viabilidade

dos odcitos (Vireque et al., 2017).

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo com acidos
graxos no meio de maturagao in vitro de odécitos bovinos, analisando seu impacto
sobre a qualidade oocitaria, utilizando como parametro os indicadores de estresse
oxidativo, atividade mitocondrial, peroxidacdo lipidica, e atividade e expressédo da

enzima SCD1, que se correlaciona com o metabolismo lipidico nos odcitos.

2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1Composicao dos meios de maturagao

Os meios de MIV geralmente contém uma combinagdo de aminoacidos,
vitaminas, hormdbnios e fatores de crescimento, que s&o essenciais para o
desenvolvimento adequado dos odcitos. Tendo como base o TCM199 (Tissue Culture
Medium 199) compondo cerca de 90 a 95% do meio MIV (Tabela 1). Além disso,
horménios que mimetizam o ambiente folicular como estrogeno, LH e FSH sao

adicionados para que ocorra a maturagao citoplasmatica e nuclear do odcito.

Estudos sobre a suplementacdo com antioxidantes, como a quercetina, pode
reduzir o estresse oxidativo, um fator prejudicial a qualidade dos odcitos e embrides
(Guemra et al., 2013).
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Componente Concentracio
TCM-199 90-95%
FSH 0,5-10 pg/mL
LH 1-10 pg/mL
Estradiol-17p I pug/mL
Soro fetal bovino (SFB) ou BSA 10%
Cisteamina 100 uM
Antibioticos (penicilina/estreptomicina) 50-100 IU/mL
Piruvato 0,2 mM
Lactato 2-5 mM
Glicose 5,5 mM

Tabela 1 Composicdo basica de meio de maturagao in vitro

Outro aspecto importante na composi¢cao dos meios de MIV é a presencga de
soro fetal bovino (SFB). Embora o SFB seja frequentemente utilizado, pesquisas
indicam que a reducao ou substituicdo deste componente por outros compostos pode
melhorar a eficiéncia da maturacéo e a qualidade dos embrides (Collado et al., 2014;
Amaral et al., 2022). A utilizagdo de alternativas ao SFB, como o BSA, mio-inositol,
também tem mostrado resultados promissores, contribuindo para a melhora no

desenvolvimento dos blastémeros (Aureliano et al., 2023).

2.2Incorporacgao de lipideos pelo oécito

A incorporagao de lipidios pelos odcitos € um processo essencial para a
maturagcdo e o desenvolvimento embrionario inicial, sendo regulado por diversos
mecanismos que envolvem transporte, armazenamento e metabolismo energético. Os
acidos graxos presentes no fluido folicular séo transportados para os odcitos por meio
de proteinas transportadoras de acidos graxos e difusao passiva, além da interagao
com lipoproteinas de alta densidade (HDL), as quais sdo absorvidas pelos odcitos
através de receptores especificos (Dunning et al., 2014). A lipoproteina lipase e outras

lipases extracelulares também desempenham um papel fundamental na mobilizagao
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de lipidios das lipoproteinas para as células da granulosa e, consequentemente, para

os oocitos (Prates et al., 2014).

O armazenamento lipidico ocorre em goticulas no citoplasma do odcito, sendo
estas reguladas por proteinas da familia Perilipina, que modulam a acessibilidade aos
lipidios estocados (Kim et al., 2001). Os principais lipidios armazenados incluem
triacilglicerois (TAG) e fosfolipidios, como fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina,
sendo a composigao lipidica influenciada pelo meio de cultivo in vitro, particularmente

pela presenca de soro fetal bovino (SFB) (Carro et al., 2013).

Durante a maturagdo do complexo cumullus oophorus (COC), os lipidios sao
utilizados como fonte de energia por meio da (-oxidagdo mitocondrial, processo
essencial para a manutencgao da viabilidade e competéncia oocitaria (Dunning et al.,
2014). A ativacado da B-oxidagao no odcito aumenta significativamente ao longo da
maturacdo, sendo fundamental para o desenvolvimento embrionario precoce (Prates
et al.,, 2014). Evidéncias demonstram que o bloqueio farmacolégico dessa via
metabodlica compromete a maturagdo nuclear e citoplasmatica, reduzindo a
competéncia do odcito para o desenvolvimento subsequente (Dunning et al., 2014).
Além disso, a presenga das células do cumulus influenciam diretamente o
metabolismo lipidico do odcito, uma vez que a remocgao dessas células resulta em
menores niveis de lipidios intracelulares, sugerindo que elas fornecem substratos

energéticos cruciais para a maturagao oocitaria (Carro et al., 2013).

A composicao lipidica do odcito pode ser modulada por fatores ambientais e
nutricionais, incluindo a suplementagdo com acidos graxos essenciais, como o acido
linoleico (LA), que pode ser incorporado as membranas celulares na forma de
fosfolipidios e triglicerideos, aumentando a disponibilidade de lipidios para B-oxidagao
e influenciando positivamente a competéncia oocitaria (Carro et al., 2013). Estudos
indicam que a adi¢do de acido linoleico conjugado (CLA) pode alterar a composigao
lipidica das membranas celulares dos odécitos, melhorando suas caracteristicas
funcionais e aumentando a taxa de desenvolvimento embrionario apds a fecundacao
(Leite et al., 2017).

Entretanto, um acumulo excessivo de lipidios, especialmente acidos graxos

saturados, pode comprometer a qualidade do od6cito e o desenvolvimento embrionario
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subsequente, evidenciando a importancia do equilibrio na regulagao lipidica para a

otimizac&o da biotecnologia reprodutiva (Dunning et al., 2014).

2.3 Utilizacao de acido oleico na nutricao, em meios de cultura e na

medicina

O acido oleico (C18:1, w-9) é um acido graxo monoinsaturado amplamente
encontrado em Oleos vegetais, tais como azeite de oliva e 6leo de abacate, e é
reconhecido por suas propriedades benéficas a saude. A estrutura quimica do acido
oleico é caracterizada por uma cadeia longa de atomos de carbono contendo uma
unica dupla ligagao, que confere a ele caracteristicas de estabilidade e resisténcia a
oxidacéao lipidica. Além disso, o acido oleico ndo reduz as concentragbes de HDL
(High Density Lipoprotein - Lipoproteina de Alta Densidade) no sangue, conforme
indicado em estudos que analisam a composicéo lipidica de diferentes 6leos (Nozaki
et al., 2012; Silva et al., 2012).

Figura 1 molécula de acido oleico

HO

oleic acid

A presenga de acido oleico em dietas esta associada a redugéo do risco de

doencas cardiovasculares, devido sua capacidade de diminuir as concentragdes de
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LDL (Low Density Lipoprotein - Lipoproteina de Baixa Densidade) e triglicerideos
(Gewehr et al., 2012).

A beta-oxidagao do acido oleico ocorre principalmente nas mitocdndrias, onde
€ degradado em subunidades de dois atomos de carbono, formando acetil-CoA, que
pode ser utilizado no ciclo de Krebs para a produgdo de energia. Este processo &
crucial para a geragado de ATP em células que utilizam acidos graxos como fonte de
energia (Ferreira et al., 2012). A beta-oxidagao também € um mecanismo importante
na regulacdo do metabolismo lipidico, influenciando a homeostase energética e a

composicéo lipidica das membranas celulares (Canuto & Buzato, 2015).

Na medicina humana e veterinaria, o acido oleico tem sido estudado por suas
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes. Estudos indicam que ele pode ter
papel na cicatrizacao de feridas, embora a evidéncia clinica ainda seja limitada e mais
pesquisas sejam necessarias para estabelecer diretrizes claras para sua aplicagcéo
pratica (Ferreira et al., 2012). Além disso, a suplementacdo de dietas com acido
oleico em ruminantes tem mostrado melhorar a qualidade do leite, influenciando

positivamente o perfil de acidos graxos do leite produzido (Ribeiro et al., 2014).

No contexto do cultivo celular e produgdo de embrides, o acido oleico tem
demonstrado efeitos benéficos. A adigdo de acidos graxos em meios de cultura tem
sido associada ao aumento da viabilidade e resisténcia dos embrides ao
congelamento, o que € crucial para a preservagao de linhagens celulares e a
producao de embrides, em técnicas de reproducao assistida (Leite et al., 2017). A
utilizacédo de acidos graxos, como o acido oleico, em meios de cultura pode melhorar
a qualidade dos embrides, promovendo ambiente mais favoravel ao desenvolvimento

celular (Domingues et al., 2014).

2.4 Utilizacao de acido estearico na medicina humana e veterinaria
O éacido estearico (C18:0), € um acido graxo saturado de cadeia longa, € um
componente relevante na nutricdo animal por estar presente em alimentos de
consumo frequente como graos, além de ser produzido no rimen por biohidrogenagao
de acidos graxos insaturados especialmente em vacas leiteiras. Sua presenga no
fluido folicular &@ abundante e seu impacto na producgao in vitro de embrides (PI1V) tém

sido areas de crescente interesse na pesquisa cientifica.
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O fluido folicular de vacas contém uma diversidade de lipidios, incluindo acidos graxos
como o acido estearico que desempenham fun¢des fundamentais na maturacao
oocitaria e no desenvolvimento embrionario. Estudos sugerem que a composi¢cao
lipidica do FF pode influenciar a habilidade dos od6citos em se desenvolver no
ambiente in vitro. O acido estearico, por ser um precursor de lipidios de membrana e
de energia, € considerado crucial para o desenvolvimento adequado dos embrides
(Ribeiro et al., 2014).

2.5Estresse oxidativo na producao in vitro de embrides

O estresse oxidativo € um dos principais desafios para a producgéao in vitro de
embrides bovinos, afetando diretamente a qualidade e a viabilidade dos odcitos. Esse
fendbmeno ocorre quando ha desequilibrio entre a producao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e a capacidade antioxidante celular, resultando em danos estruturais
e funcionais, como peroxidagao lipidica, fragmentacdo do DNA e disfungao
mitocondrial (Lin & Wang, 2020).

O metabolismo mitocondrial € uma das principais fontes de EROs nos odcitos,
e a exposigao prolongada a essas moléculas pode comprometer a competéncia
oocitaria, reduzindo a taxa de fecundagdo, e impactando negativamente o
desenvolvimento embrionario inicial (Silva & Silva, 2023). A produgao excessiva de
EROs também pode desregular a homeostase do calcio e induzir apoptose celular,

contribuindo para a menor taxa de formacgao de blastocistos (Pioltine et al., 2021).

Para minimizar esses efeitos, os odécitos possuem mecanismos de defesa
antioxidante, tais como as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPX) e catalase (CAT), que atuam na neutralizagdo das EROs e na
manutengdo da estabilidade celular (Barrozo et al., 2021). No entanto, durante a
maturacdo in vitro, a auséncia do ambiente fisiolégico ovariano pode reduzir a
eficiéncia desses sistemas, tornando necessaria a suplementagédo com antioxidantes

exdgenos.

Os estudos de Silva & Silva, 2023 indicam que a adicdo de compostos como

melatonina, N-acetilcisteina (NAC) e resveratrol ao meio de cultivo pode melhorar a
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qualidade oocitaria, reduzindo o estresse oxidativo, e aumentando as taxas de
desenvolvimento embrionario. A melatonina, por exemplo, regula a expressao de
genes antioxidantes e protege contra danos mitocondriais, enquanto a NAC atua como
precursora da glutationa, fortalecendo a defesa celular contra os radicais livres (Lin &
Wang, 2020).

Além da influéncia direta no metabolismo do odcito, o estresse oxidativo
também afeta as células do cumulus, que desempenham papel fundamental na
nutricdo e comunicacgao celular durante a maturagao oocitaria (Keane & Ealy, 2024).
A peroxidagao lipidica e o acumulo de EROs nessas células podem comprometer a
expansdo das células do cumulus, reduzindo o fornecimento de substratos
energéticos essenciais para o desenvolvimento do odcito (Wang et al., 2023). Dessa
forma, o controle do estresse oxidativo no ambiente de cultivo é essencial para garantir
a maturagao oocitaria eficiente, otimizando a competéncia embrionaria. Estratégias
como o ajuste da concentragdo de oxigénio na estufa incubadora e a modulagéao do
perfil lipidico do meio de cultivo tém sido exploradas para mitigar os efeitos do estresse
oxidativo (Silva & Silva, 2023).

A manutencao do equilibrio redox € essencial para a preservagao da qualidade
oocitaria, sendo que alteracdes nesse sistema podem comprometer a viabilidade dos
embrides produzidos in vitro. A exposi¢cao prolongada dos embrides a elevadas
concentracbes de EROs pode desregular vias metabdlicas criticas, levando a
desorganizacéao do citoesqueleto, reduzindo a compactagao celular e aumentando da
taxa de apoptose (Martin et al., 2022). Estudos sugerem que a otimizagado do meio de
cultivo com antioxidantes pode melhorar significativamente a qualidade dos embrides,
aumentando o numero total de células e reduzindo a incidéncia de apoptose,
contribuindo para taxas mais elevadas de desenvolvimento embrionario (Wang et al.,
2023).

2.6 Atividade Mitocondrial em Oécitos Bovinos

A atividade mitocondrial desempenha papel essencial no desenvolvimento e na
competéncia dos odcitos, sendo responsavel pela geragdo de ATP, manutengao do

potencial de membrana mitocondrial, e regulagdo das concentracbes de espécies
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reativas de oxigénio (ROS) (Kirillova et al., 2021). Odcitos bovinos, devido a sua alta
demanda energética, dependem fortemente da fungcdo mitocondrial para processos
como maturagao, fecundagédo e desenvolvimento embrionario precoce (Dadarwal et
al.,, 2024). No entanto, diversos fatores, incluindo o envelhecimento, o estresse
oxidativo e técnicas de manipulacado in vitro, podem comprometer essa funcao e

reduzir a competéncia do odcito.

A criopreservacdao dos odcitos por vitrificagdo, por exemplo, tem sido
amplamente estudada devido ao seu impacto na atividade mitocondrial. A exposi¢ao
a crioprotetores e o rapido resfriamento podem induzir alteracbes morfolégicas e
moleculares, como o inchago mitocondrial € a redugdo do potencial de membrana
mitocondrial, resultando em menores taxas de fecundacdo e desenvolvimento
embrionario (Gutierrez-Castillo et al., 2023). Além disso, a vitrificagdo pode reduzir as
concentracbes de ATP e aumentar a producdo de ROS, comprometendo a

homeostase celular e a viabilidade do odcito (Rodriguez-Nuevo et al., 2022).

Para mitigar esses efeitos, diversas abordagens tém sido exploradas, incluindo
0 uso de antioxidantes e a suplementacao mitocondrial. Compostos como o leonurine
e 0 acido ferulico demonstraram potencial na redu¢ado do estresse oxidativo e na
melhoria da fungdo mitocondrial, aumentando as concentragdes de ATP e reduzindo
danos oxidativos ao DNA mitocondrial (Yin et al., 2023; Zheng et al., 2023). Além
disso, a suplementacao com nicotinamida mononucleotideo (NMN) foi associada com
a melhoria da fungao mitocondrial e com a redugao de anormalidades cromossdmicas

nos oocitos, favorecendo o desenvolvimento embrionario (Hashimoto et al., 2025).

2.7Peroxidacao lipidica na producgao in vitro de embrides

A peroxidacado lipidica € um processo destrutivo causado pelo acumulo
excessivo de espécies reativas de oxigénio (EROs), afetando a viabilidade e o
desenvolvimento dos odcitos bovinos. Este processo ocorre devido a oxidagado de
acidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares, resultando na
formacéao de aldeidos toxicos, como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-
HNE), que comprometem a integridade estrutural das células reprodutivas (Keane &

Ealy, 2024). Estudos demonstram que o estresse oxidativo gerado por EROs pode
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comprometer o desenvolvimento embrionario, especialmente em sistemas de
producéo in vitro (P1V), onde a exposi¢ao a tensdes ambientais exacerbadas contribui

para o acumulo de radicais livres (Cao et al., 2022).

A composicao lipidica dos odécitos € um fator critico para o processo de
maturacdo, bem como para a competéncia do desenvolvimento embrionario. Os
acidos graxos insaturados, como o acido oleico e o linoleico, desempenham papel
protetor contra a peroxidagao lipidica, promovendo maior estabilidade da membrana
e aumentando a resisténcia ao estresse oxidativo, durante a criopreservagao e

maturacgéo in vitro (Melo-Sterza & Poehland, 2021).

O aumento da fluidez da membrana, conferido por esses lipidios, melhora a
homeostase celular, reduzindo a suscetibilidade dos odcitos aos danos oxidativos
(Wang et al., 2021). Por outro lado, a presencga excessiva de acidos graxos saturados,
como o acido palmitico e o estearico, tem sido associada a ativagdo de vias
apoptaéticas e a reducio da taxa de desenvolvimento embrionario, devido ao aumento
da producao de EROs (Keane & Ealy, 2024).

A adicao de acidos graxos insaturados ao meio de cultura tem sido associada
com a maior taxa de sobrevivéncia de embrides, mitigando os efeitos deletérios do
estresse oxidativo (Gao et al.,, 2023). Além disso, a presenga de antioxidantes
enddégenos, como glutationa peroxidase (GPX4), superéxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT), é essencial para neutralizar os radicais livres gerados no
metabolismo mitocondrial (Cao et al., 2022). Estratégias como a adicdo de
antioxidantes exdgenos, incluindo melatonina e resveratrol, demonstraram eficiéncia
na reducao da peroxidagao lipidica e na melhoria das taxas de desenvolvimento

embrionario em protocolos de maturacao in vitro (Wang et al., 2021).

A peroxidacao lipidica também esta diretamente associada com a disfuncéo
mitocondrial, que pode afetar a producao de ATP e comprometer a competéncia
oocitaria (Keane & Ealy, 2024). Durante a maturagdo oocitaria, a atividade
mitocondrial € essencial para a geragcao de energia, e qualquer desequilibrio na
homeostase redox pode levar a fragmentagao mitocondrial e a ativagado de vias
apoptéticas (Zheng et al., 2023). O estresse oxidativo causado pela peroxidagao
lipidica pode, portanto, reduzir a eficiéncia dos processos de maturacgéo, fecundacgao

e desenvolvimento inicial do embrido (Cao et al., 2022).
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2.8Enzima SCD1 na maturagao in vitro de oécitos

A estearoil-CoA dessaturase 1 (SCD1) é uma enzima essencial para a
conversao de acidos graxos saturados em monoinsaturados, desempenhando papel
critico na homeostase lipidica e na regulagao da fluidez da membrana celular. Nos
oocitos, a SCD1 é fundamental para a manutencdo da integridade estrutural e
funcional, contribuindo para a maturagéo e o desenvolvimento inicial do embrido (Niu
et al., 2023). A atividade dessa enzima influencia diretamente a organizacdo do
citoesqueleto e a formagédo de goticulas lipidicas, que servem como reservas
energéticas fundamentais durante a embriogénese (Kong & Gao, 2024). Além disso,
a SCD1 esta associada a regulagdo do metabolismo lipidico nos ovarios, e a
expressao dessa enzima € modulada por fatores hormonais e ambientais (Niu et al.,
2023).

A deficiéncia de SCD1 impacta negativamente o desenvolvimento embrionario,
levando a redugao na fluidez da membrana e ao comprometimento da polarizagao
celular, elementos cruciais para a diferenciacdo do trofectoderma e a formacao do
blastocisto (Kong & Gao, 2024).

Estudos mostram que a auséncia da SCD1 resulta na ativacdo da via RPs-
Mdm2-p53, desencadeando estresse oxidativo e apoptose celular, 0 que compromete
a viabilidade embrionaria (Niu et al., 2023). Além disso, a regulagao inadequada da
biossintese de acidos graxos insaturados pode levar a alteragdes no metabolismo
energeético e a disfungao mitocondrial, afetando diretamente a capacidade do embrido

de se desenvolver até o estadio de blastocisto (Sun et al., 2024).

No contexto da biologia reprodutiva, a SCD1 também se relaciona com a
plasticidade da membrana plasmatica e a organizagdo do citoesqueleto. A inibicao
dessa enzima compromete a distribuicdo de proteinas estruturais, tais como
queratina 8 e queratina 18, resultando em falhas na delimitagdo das células
embrionarias e na formagao da blastocele (Niu et al., 2023). Além disso, a presenca
de fosfolipidios insaturados na membrana celular, regulada pela SCD1, € essencial
para a comunicacao intercelular e a ativagcado de vias metabdlicas relacionadas ao

crescimento embrionario (Xuan et al., 2022). Estudos também sugerem que a
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deficiéncia de SCD1 pode afetar a resposta ao estresse celular e a capacidade de
implantagdo embrionaria no endométrio, reduzindo as taxas de implantacédo e o

sucesso gestacional (Niu et al., 2023).

A modulagédo da SCD1 tem sido investigada como estratégia potencial para
melhorar a qualidade dos odcitos, otimizando o desenvolvimento embrionario em
técnicas de reproducéio assistida. A suplementacao de acido oleico, um dos produtos
da SCD1, demonstrou ser capaz de reverter parcialmente os efeitos deletérios da sua
inibicdo, restaurando a fluidez da membrana e melhorando a viabilidade celular (Kong
& Gao, 2024). Além disso, a pesquisa realizada por Niu et al., 2023 indica que a
regulagao dos lipidios, durante a maturagao oocitaria, pode ter implicagdes diretas na
qualidade dos embrides e na taxa de sucesso da fecundacéo in vitro. Dessa forma,
compreender os mecanismos moleculares que envolvem a SCD1 pode contribuir

significativamente para o avango das biotecnologias reprodutivas.

3.0MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Reproducdo Animal da Embrapa
Gado de Leite (Juiz de Fora, MG). Os produtos quimicos foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), e os meios de maturagcéo foram adquiridos da

empresa Bioklone® Reprodugdo Animal (Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil).

Os complexos cumulus-odcitos (COCs) foram obtidos de ovarios provenientes
de fémeas bovinas abatidas de acordo com o Servico de Inspeg¢ao Federal. O
transporte dos ovarios foi realizado em garrafa térmica com solucéo fisiologica (NaCl
0,9%) aquecida a 37°C, contendo antibiéticos (estreptomicina e penicilina) e aspirados
em um intervalo maximo de uma hora apés o fim da coleta. Os COCs foram
recuperados a partir de foliculos medindo 2-8mm por meio de aspiragao folicular

realizada por pungao com seringas estéreis de 10mL e agulhas descartaveis 40x12G.

O fluido folicular recuperado foi mantido em “banho maria” a 37°C por
aproximadamente dez minutos, até que houvesse a completa decantacido das células
em suspencao. Posteriormente, foi realizado descarte do sobrenadante e a analise do
pellet formado, diluido em TALP lavagem, composto de Tyrode’s (solugao salina com

ions essenciais e bicarbonato para manter o pH), albumina (geralmente BSA, que
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protege e estabiliza as células) e os metabdlitos lactato e piruvato (fontes de energia
para os gametas). O conteudo foi examinado sob estereomicroscépio no aumento de
2.5, e apenas os COCs classificados como Grau 1 e Grau 2 foram selecionados
seguindo a metodologia proposta por Viana et al (2004). Essa classificacao refere-se
a COCs com mais de duas camadas de células do cumulus, citoplasma homogéneo,

compactacgao das células do cumulus.

3.1Meios de cultura e montagem das placas de cultivo

Para a elaboracdo dos meios de maturacdo foram desenvolvidas trés
composi¢des especificas. O primeiro, grupo controle, foi composto do meio de
maturacdo in vitro (MIV) comercial sem a adicdo de soro fetal bovino em sua
composic¢ao, acrescido de 0,8% de Albumina Sérica Bovina (BSA). O segundo grupo
experimental, denominado de AE (acido estearico), foi constituido MIV acrescido de
0,99mL de acido estearico na concentragéo de 25uM; e o terceiro grupo, denominado
como AO (Acido Oleico), foi composto de MIV acrescido de 0,98mL de &cido oleico

na concentragéo de 25uM.

As concentragcdes e composigao utilizadas se espelham no experimento piloto

previamente realizado pela equipe de pesquisa da Embrapa.

Na montagem das placas foram utilizadas duas placas Nunc de quatro pocos.
Dois pogos foram identificados para cada grupo experimental, e a tampa das placas

foi identificada com a data, repeticao e experimento.

Os meios de cultura foram mantidos em estufa a 38,5°C, 5% de CO2 em ar
atmosférico e alta umidade e tampados. Cada tubo foi homogeneizado com vortex por
1 minuto e 30 segundos e, em seguida, 400uL de cada meio de cultura foi adicionado
aos pogos correspondentes a cada grupo experimental. Os tubos foram mantidos com
200uL de cada meio, para posterior uso durante a lavagem dos odcitos. Foram
adicionados 2mL de agua Milli-Q ao espago entre os pocgos das placas Nunc,
armazenadas em estufa com as mesmas condi¢cdes supracitadas até o momento de

Seu uso.
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Os COCs foram adicionados aos pogos e as placas foram incubadas por 24
horas a 38,5°C, 5% de CO, em ar atmosférico e alta umidade. Cada experimento

contou com trés repeticdes.

Para desnudar os COCs, adicionou-se 100uL de hialuronidase para grupos de
25 COCs e, em seguida, foram submetidos a sucessivas pipetagens até o
desnudamento e a separagdao completa das células do cumulus e os odcitos
desnudos. Quando a técnica necessitava de fixagdo, os odécitos e as células do
cumulus foram distribuidos em dois microtubos distintos. No primeiro, colocou-se
100uL da solugao contendo as células e adicionou-se 100uL de paraformaldeido a
4%. No segundo, os odcitos foram combinados com 100uL de paraformaldeido a 4%.
A fixagao foi realizada durante 40 minutos. Para o armazenamento e posterior analise,
o paraformaldeido foi substituido por Solugdo Salina Tamponada Fosfatada (PBS)

contendo 1% de SFB e mantidas refrigeradas em geladeira a 5°C.

3.2 Avaliacao da atividade mitocondrial

A atividade mitocondrial dos odcitos bovinos foi avaliada utilizando a sonda
fluorescente MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen, Cat. No. M7512). Inicialmente, a
solucdo estoque de 1mM foi preparada dissolvendo o corante em 94uL de
dimetilsulfoxido (DMSO anidro) de alta pureza (99.9%). Para a coloracao, 1uL dessa
solugao estoque foi diluido em 100uL de meio de cultivo TCM-199, resultando em
concentracao final de 10uM. Os odcitos e as células foram incubados nessa solucéo
a 37°C e 5% de CO, por 30 minutos, protegidos da luz. Apds a incubacgéo, as células
foram lavadas trés vezes com TALP lavagem para remover o excesso de corante nao
ligado. A analise foi realizada em microscopio de fluorescéncia EVOS M5000 200 X
nos comprimentos de onda 579/599 nm, utilizando-se o canal vermelho. Imagens
foram capturadas para posterior avaliacdo da distribuicdo e intensidade da

fluorescéncia mitocondrial.

3.3 Avaliacao do estresse oxidativo
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Para a deteccdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em odcitos bovinos,
utilizou-se a sonda fluorescente CellROX™ Green Reagent (Invitrogen, Cat. No.
C10444). Uma solugao estoque de 2,5mM foi preparada dissolvendo-se o corante em
dimetilsulféxido (DMSO) de alta pureza (99.9%).

Para as analises de estresse oxidativo e atividade mitocondrial utilizou-se a
seguinte composigdo: C (Controle; n =77); AE (Acido Estearico; n = 73; AO (Acido
Oleico; n = 42. Nas analises das células do cumulus foram contadas 210 células por

grupo experimental.

Para a coloracao, 1L dessa solucéo estoque foi diluido em 100uL de meio de
cultivo TCM-199, resultando em concentragao final de 25uM. Os odcitos foram
incubados nessa solugao a 37°C e 5% de CO, por 30 minutos, protegidos da luz. Apés
a incubacao, as células foram lavadas trés vezes com meio TALP lavagem para
remover o excesso de corante nao ligado. A analise foi realizada em microscépio de
fluorescéncia EVOS M5000 200X, nos comprimentos de onda 485/520 nm utilizando-
se o canal verde. Imagens foram capturadas para posterior avaliagado da intensidade

de fluorescéncia, indicando as concentragdes de EROs nos odcitos.

3.4 Avaliacao da peroxidacao lipidica

Para a avaliagdo da peroxidagao lipidica em odcitos bovinos, utilizou-se a
sonda fluorescente BODIPY™ 581/591 C11 (Invitrogen, Cat. No. D3861). A solucao
inicial foi preparada dissolvendo-se 1mg de BODIPY em 400uL de dimetilsulfoxido
(DMSO) 99.9%. Posteriormente, a solugao estoque foi obtida diluindo-se 50uL dessa
solucgao inicial em 450uL de PBS. Para a coloragao, 3uL da solugédo estoque foram
diluidos em 100uL de meio de cultivo TCM-199, resultando em concentragao final de
60uM.

Os odcitos foram incubados por 30 minutos a 37°C e 5% de CO,, protegidos
da luz. Apds a incubagao, as amostras foram lavadas em duas gotas de 100uL de
PBS, livres de corantes. A analise foi realizada em microscépio de fluorescéncia
EVOS M5000 200X, utilizando-se o canal verde para avaliar lipidios oxidados, e o

canal vermelho para lipidios ndo oxidados.
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No estado reduzido, a BODIPY™ 581/591 C11 emite fluorescéncia vermelha
e, quando oxidada por radicais lipidicos, ha mudanca para fluorescéncia verde. Essa
mudanca espectral possibilita a deteccéo da peroxidagao lipidica, comparando-se as
intensidades de fluorescéncia nos dois comprimentos de onda. Assim, a razao entre
as intensidades de fluorescéncia verde e vermelha fornece medida quantitativa da

peroxidacao lipidica, permitindo a comparacao entre diferentes grupos experimentais.

Imagens foram capturadas em condi¢des padronizadas de luz e exposi¢ao, de
modo garantir a comparagao entre os grupos experimentais. A composigao total dos
grupos foram: Controle (n = 69); Acido Estearico (n = 138); Acido Oleico (n = 120). As
células do cumulus por sua vez se deram da seguinte forma: 223 no grupo Controle,

214 no grupo Acido Estearico, e 226 no grupo Acido Oleico.

3.5Atividade da enzima SCD1

A andlise da atividade da enzima SCD1 foi realizada com diferentes grupos
experimentais: grupo de oocitos imaturos, composto por odcitos previamente
selecionados e classificados, porém que ainda n&o foram submetidos a MIV; grupo
controle, sem suplementacao lipidica; grupo estearico com suplementagédo de acido

estearico; e grupo oleico onde houve a suplementagao de acido oleico.

Nos grupos em que houve a suplementagcao seguiu-se a metodologia ja citada
para a confecgao dos meios. Todos os odcitos foram fixados seguindo a metodologia
proposta neste trabalho e posteriormente submetidos ao processo de coloragao para

imunofluorescéncia.

Para a realizagdo da imunofluorescéncia, as amostras foram inicialmente
permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5% por 30 minutos, permitindo o acesso dos
anticorpos aos antigenos intracelulares. Em seguida, as amostras foram lavadas duas
vezes com PBS para remover o excesso de detergente. Para bloquear ligagbes
inespecificas, as amostras foram incubadas em solugao de BSA a 5% por um periodo
de 40 a 60 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram
incubadas overnight (18:00 as 08:00h) com o anticorpo primario para SCD1 diluido na
propor¢cao de 1:50, em ambiente refrigerado a 5°C. Apds essa etapa, as amostras

foram submetidas a trés lavagens de 10 a 20 minutos cada, utilizando-se solugéo de
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lavagem contendo Tween 20 a 0,2% e SFB a 2%, para retirar anticorpos n&o ligados.
Em seguida, procedeu-se a incubagdo com o anticorpo secundario conjugado a Alexa
Fluor 555 (em canal vermelho), Hoechst 33342 (em canal azul) para contracoloragao
do nucleo, e BODIPY™ 493/503 (P3922) (em canal verde) para marcagao dos

lipideos, por um periodo de 40 a 60 minutos em temperatura ambiente.

ApOs essa etapa, as amostras foram novamente lavadas com a solugdo
contendo Tween 20 a 0,2% e SFB a 2%, para remover anticorpos secundarios nao
ligados. Por fim, as amostras foram preparadas para andlise por microscopia de
fluorescéncia. Este protocolo baseou-se em metodologias estabelecidas para

imunofluorescéncia, conforme descrito por Thermo Fisher Scientific (2020).

Na interpretagdo dos dados, considerou-se a expressao da enzima SCD1 e a

coloragao lipidica com Bodipy 493/503.

3.6 Processamento de Imagens

As imagens foram analisadas no software ImageJ, onde a area total de cada
célula foi selecionada utilizando-se a ferramenta "Region of Interest" (ROI). A
intensidade média de fluorescéncia foi medida dentro de cada ROI, permitindo a
quantificagdo da fluorescéncia em cada pixel dentro da regido selecionada, gerando
um valor total de intensidade de coloragdo para cada analise realizada como
concentracdes de espécies reativas de oxigénio, atividade mitocondrial, peroxidacao
lipidica e atividade da enzima SCD1 em odcitos e células do cumulus. Para garantir a
precisdo dos resultados, todas as imagens foram processadas sob as mesmas

condi¢cdes de aquisi¢cao e analise.

3.7 Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Instat 3.1
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Inicialmente, a normalidade dos
dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk, e nenhuma das variaveis
analisadas apresentou distribuigdo normal (P<0,05). Diante disso, optou-se pelo uso

de testes ndo paramétricos para comparagciao entre os grupos experimentais. As
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diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste de comparagdes multiplas de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner para identificar
diferengas especificas entre os grupos. Os resultados foram considerados

significativos para P<0,05.

4.0 RESULTADOS

4.1 Atividade mitocondrial

Os valores do Mitotracker dos odécitos nao diferiram (Kruskal-Wallis, P = 0,300)
entre os grupos. As medianas foram de 7.286, 8.944 e 10.734 para os grupos C, AE
e AQ, respectivamente. O grupo AO apresentou aumento de 47% na mediana, quando

comparado com o grupo C, sem significancia estatistica.

Na analise das células do cumulus, para a avaliacao de Mitotracker, foram
verificadas diferencas (Kruskal-Wallis, P< 0,001) entre os grupos. As medianas foram
de 22.676, 34.331 e 24.987 para os grupos AE, AO e C, respectivamente. O grupo
AO apresentou valores superiores ao grupo C (W= -9,21, P< 0,001) e ao grupo AE
(W=9,32, P< 0,001). Nao foi verificada diferenc¢a significativa entre os grupos AE e C
(W= 2,29, P=0,237) (Figura 2).
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Figura 2 - Atividade mitocondrial (MitoTracker)

Atividade mitocondrial relativa em células do cumulus e odcitos bovinos maturados in vitro sob diferentes
condi¢cdes de suplementacgdo lipidica, avaliada por fluorescéncia da sonda MitoTracker®. Valores
expressos como mediana e desvio-padrao (Odcitos: C (n=77), AE (n=73), AO (n=42); Cimulus: C
(n=210), AE (n=210), AO (n=210)). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre grupos pelo teste
de Dwass—Steel-Critchlow—Fligner apos Kruskal-Wallis (p<0,05).

Figura 3 - Atividade mitocondrial e estresse oxidativo em odcitos bovinos

Imagens representativas de oécitos bovinos maturados in vitro, evidenciando atividade mitocondrial
(vermelho, sonda MitoTracker®) e estresse oxidativo (verde, sonda CellROX®) nos grupos Controle
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(C), Acido Estearico (AE) e Acido Oleico (AO). As imagens foram obtidas por microscopia de
fluorescéncia, com detecg¢do nos canais correspondentes aos comprimentos de onda de emissdo das
sondas.

Figura 4 - Atividade mitocondrial e estresse oxidativo em células do cumulus bovino

Imagens representativas de células do cumulus bovino maturadas in vitro, evidenciando atividade
mitocondrial (vermelho, sonda MitoTracker®) e estresse oxidativo (verde, sonda CellROX®) nos grupos
Controle (C), Acido Estearico (AE) e Acido Oleico (AO). As imagens foram obtidas por microscopia de
fluorescéncia, com detecgéo nos canais correspondentes aos comprimentos de onda de emissao das
sondas.

4.2Estresse oxidativo

A variavel CellROX, apesar de apresentar diferenga (Kruskal-Wallis, P = 0,040)
entre os grupos, nao diferiu quando realizado o teste de comparagdes multiplas. As
medianas foram de 12.575, 10.525 10.732 para os grupos C, AE e AO,
respectivamente. O grupo C apresentou mais estresse oxidativo quando comparado
com o grupo AO e grupo AE. Todavia, as comparagdes multiplas ndo foram
estatisticamente significativas (C x AO: W = -3,256, P=0,056; C x AE: W = -2,840,
P=0,110) (Figura 5).

Para as células do cumulus, a anélise de CellROX nao diferiu (Kruskal-Wallis, P 0,466)

entre os grupos. As medianas foram de 31.954, 32.986 e 32.068 para os grupos AE,
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AO e C, respectivamente, com variagcées inferiores a 3% entre os grupos

experimentais (Figura 5).
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Figura 5 — Estresse oxidativo (CellROX)

Estresse oxidativo relativo em células do cumulus e odcitos bovinos maturados in vitro sob diferentes
condicdes de suplementagdo lipidica, avaliado por fluorescéncia da sonda CellROX®. Valores
expressos como mediana e desvio-padréo (Odcitos: C (n=77), AE (n=73), AO (n=42); Cumulus: C
(n=210), AE (n=210), AO (n=210)). Nao houve diferencas significativas entre os grupos pelo teste de
Dwass—Steel-Critchlow—Fligner apés Kruskal-Wallis (p>0,05)..

4.3 Peroxidacao Lipidica

Nos odcitos, a razdo da sonda BODIPY C11 diferiu entre os grupos analisados
(Kruskal-Wallis, P=0,006). As medianas observadas foram de 0.264, 0.386 e 0.658
para os grupos AE, AO e C, respectivamente. O grupo C apresentou raz&do maior em
relacdo ao grupo AE (W=3,52, P=0,034) e maior em comparagao ao grupo AO
(W=3,48, P=0,037). Esses resultados sugerem que o grupo AE apresenta os menores
niveis de peroxidagéo lipidica, seguido pelo grupo AO, enquanto o grupo C apresenta

as maiores concentragdes (Figuras 6 e 7).

Quando analisada nas células do cumulus, a razédo entre os canais verde e
vermelho do BODIPY C11 diferiu entre os grupos AE, AO e C (Kruskal-Wallis, P<
0,001). As medianas verificadas foram 0,908, 0,656 e 0,946 para os grupos AE, AO e
C, respectivamente. O grupo AO apresentou valores 31% inferiores em relagado ao

grupo AE (W= -10,79, P< 0,001) e 31% menores em comparagao ao grupo C (W=
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11,68, P< 0,001). Por outro lado, as diferengas entre os grupos AE e C nao foram
significativas (W= -1,01, P= 0,756) (Figuras 7 e 8).

Peroxidacio lipidica relativa em odcitos bovinos (BODIPY C11) Peroxidacdo lipidica relativa em células do cimulus (BODIPY C11)
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Figura 6 — Peroxidacao lipidica (BODIPY C11)

Peroxidagao lipidica relativa em células do cumulus e odcitos bovinos maturados in vitro sob diferentes
condi¢des de suplementagao lipidica, avaliada por fluorescéncia da sonda BODIPY™ 581/591 C11
(razao fluorescéncia verde/vermelho). Valores expressos como mediana e desvio-padrao (Odcitos: C
(n=69), AE (n=138), AO (n=120); Cumulus: C (n=223), AE (n=214), AO (n=226)). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre grupos pelo teste de Dwass—Steel-Critchlow—Fligner apos Kruskal—
Wallis (p<0,05).
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Figura 7 — Peroxidacgao lipidica em odcitos bovinos
Imagens representativas de odécitos bovinos maturados in vitro, evidenciando peroxidagao lipidica
medida pela razdo de fluorescéncia verde (lipidios peroxidados) sobre vermelho (lipidios ndo

peroxidados), utilizando a sonda BODIPY™ 581/591 C11, nos grupos Controle (C), Acido Estearico
(AE) e Acido Oleico (AO).



Figura 8 — Peroxidacao lipidica em células do cumulus bovino

Imagens representativas de células do cumulus bovino maturadas in vitro, evidenciando peroxidagao
lipidica medida pela razéo de fluorescéncia verde (lipidios peroxidados) sobre vermelho (lipidios totais),
utilizando a sonda BODIPY™ 581/591 C11, nos grupos Controle (C), Acido Estearico (AE) e Acido
Oleico (AO).

4.4 Atividade da enzima SCD1

A expressao da enzima SCD1 foi analisada em diferentes grupos de odcitos
bovinos (controle, estearico, imaturos e oleico). O grupo acido estearico se destacou,
sendo o grupo com maior diferenga estatistica com os demais, sendo a ordem,
imaturos (P< 0,001), controle (P= 0,01) e oleico (P= 0,025). (Figuras 9 e 10).

Quando analisado o BODIPY, o grupo de odcitos imaturos apresentou valores

superiores ao grupo controle (P= 0,003), enquanto o grupo estearico exibiu valores

maiores em relagédo ao grupo de odcitos imaturos (P= 0,030). Por outro lado, o grupo

oleico apresentou valores 32% inferiores ao grupo imaturos (P= 0,004) (Figuras 9 e
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10).

Expressao da enzima SCD1 em complexos cumulus oophorus (A555)
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Figura 9 — Expressao da enzima SCD1 (A555)

Expressao da enzima estearoil-CoA dessaturase 1 (SCD1) em complexos cumulus oophorus bovinos
maturados in vitro sob diferentes condigbes de suplementagao lipidica, mensurada por fluorescéncia
(A555). Valores expressos como mediana e desvio-padrao (Controle (n=55), Estearico (n=51), Imaturos
(n=35), Oleico (n=66)). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre grupos pelo teste de
Dwass—Steel-Critchlow—Fligner apos Kruskal-Wallis (p<0,05)..
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Figura 10 - Expressao da enzima SCD1 em complexos cumulus ooc:|to bovmos o

Imagens representativas de complexos cumulus-oécito bovinos, mostrando marcagéo de nucleos (azul,
Hoechst 33342), lipidios totais (verde, sonda BODIPY®), e expressdo da enzima estearoil-CoA
dessaturase 1 (SCD1) (vermelho, anticorpo anti-SCD1 conjugado), obtidas por microscopia de
fluorescéncia. Apresenta-se também a imagem de contraste de fase para cada grupo experimental
(Controle — C, Acido Esteéarico — AE, Imaturos — IMAT e Acido Oleico — AO).

5.0DISCUSAO

5.1 Atividade Mitocondrial

No presente estudo, os valores de atividade mitocondrial nos odcitos nao

apresentaram diferencas significativas entre os grupos analisados. Resultados
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semelhantes foram descritos na literatura, em que modificagdes no ambiente de
maturacao in vitro, como a adicdo de antioxidantes, nem sempre resultam em
aumento expressivo na atividade mitocondrial dos odécitos, mas podem influenciar
outros aspectos da competéncia oocitaria (Zheng et al., 2023; Yin et al., 2023). A
atividade mitocondrial € um dos principais indicadores da qualidade oocitaria e do
potencial de desenvolvimento embrionario, sendo essencial para o fornecimento de

ATP e a regulagdo do metabolismo celular (Kirillova et al., 2021).

Apesar de nao diferirem nos odcitos dos trés grupos experimentais, os valores
de atividade mitocondrial nas células do cumulus apresentaram variagdes expressivas
entre os grupos. O grupo oleico apresentou aumento significativo na atividade
mitocondrial em comparagao com os grupos controle e estearico, indicando possivel
efeito da intervengao sobre a funcionalidade mitocondrial das células do cumulus.
Essas células desempenham papel crucial no suporte metabdlico dos odcitos, sendo
responsaveis pelo fornecimento de substratos energéticos e pela regulagcdo da
homeostase redox (McKeegan et al., 2021). Dessa forma, o aumento da atividade
mitocondrial nas células do cumulus do grupo AO pode indicar a maior capacidade de
suporte ao metabolismo oocitario, mesmo que isso ndo tenha se refletido diretamente

nos valores de Mitotracker dos odcitos (Figura 11).

Estudos prévios demonstram que a modulagdo da atividade mitocondrial nas
células do cumulus pode impactar a qualidade oocitaria e a competéncia de
desenvolvimento embrionario (Hashimoto et al., 2025). Em particular, a
suplementacao de precursores mitocondriais, como a nicotinamida mononucleotideo
(NMN), foi associada a melhor fungdo mitocondrial das células do cumulus e a
otimizagcao das condicbes de maturacao oocitaria (Rodriguez-Nuevo et al., 2022).
Além disso, a influéncia do estresse oxidativo sobre a fungdo mitocondrial também
pode ser um fator relevante. Trabalhos anteriores sugerem que a exposi¢ao a altas
concentragdes de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode comprometer a atividade
mitocondrial oocitaria, enquanto estratégias antioxidantes podem atenuar esses

efeitos, principalmente nas células do cumulus (Zheng et al., 2023; Yin et al., 2023).

A auséncia de diferencas estatisticas nos odcitos pode estar associada a
regulacdo compensatdria do metabolismo energético. Segundo Rodriguez-Nuevo et

al. (2022), odcitos possuem mecanismos de adaptagao que permitem manter sua
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atividade mitocondrial relativamente estavel, mesmo diante de variagdes nas células

adjacentes.

MitoTracker™ CellROX™ Sobreposigéo

Figura 11 — Canais de fluorescéncia de MitoTracker® e CellROX® em odcitos bovinos

Imagem de fluorescéncia de odcitos bovinos mostrando separadamente o canal vermelho
(MitoTracker®), o canal verde (CelROX®) e a sobreposi¢cado dos canais. As imagens foram adquiridas
por microscopia de fluorescéncia, permitindo a visualizagao simultanea da atividade mitocondrial e do
estresse oxidativo.

5.2Estresse oxidativo

A analise do estresse oxidativo nos odcitos, utilizando a sonda CellROX,
revelou nao diferenca significativa entre os grupos avaliados os valores médios
indicam que o grupo controle apresentou nivel de estresse oxidativo 20% superior ao
grupo tratado com acido oleico e 19% superior ao grupo tratado com acido estearico
(AE). Esses achados corroboram estudos que apontam o papel modulador dos acidos
graxos sobre o metabolismo lipidico e a homeostase redox, mas também destacam a
complexidade dos mecanismos envolvidos na resposta antioxidante oocitaria (Silva &
Silva, 2023).

A relacao entre a modulagao lipidica e o estresse oxidativo nos odécitos tem sido
amplamente estudada, e evidéncias indicam que os acidos graxos insaturados, como
o acido oleico, possuem efeitos protetores ao reduzir a peroxidagao lipidica e
favorecer a homeostase antioxidante (Lin & Wang, 2020). No entanto, a auséncia de
significancia estatistica nas comparagdes multiplas do presente estudo pode indicar
que os efeitos do acido oleico e do acido estearico nao foram suficientemente intensos
para impactar a producdao de espécies reativas de oxigénio (EROs) de forma

expressiva.

Nas células do cumulus, a analise de estresse oxidativo n&o revelou diferencas

significativas (P>0,05) entre os grupos experimentais, com variagdes inferiores a 3%
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entre as medianas dos grupos AE, AO e C. Estudos indicam que as células do
cumulus desempenham papel essencial na protecdo dos odcitos contra o estresse
oxidativo, agindo como um sistema tamponante e regulando a homeostase redox do
microambiente folicular (Barrozo et al.,, 2021). A estabilidade observada entre os
grupos pode ser explicada pelo fato de que essas células expressam elevadas
concentracbes de enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT), além de possuirem metabolismo ativo

que contribui para a neutralizagdo das EROs (Silva & Silva, 2023).

Outro aspecto relevante é que a resposta ao estresse oxidativo nos oocitos e
no cumulus pode ser modulada por vias metabdlicas mitocondriais, que influenciam
diretamente a producao e a neutralizagao das EROs (Figura 6) (Wang et al., 2023). A
atividade mitocondrial desempenha papel central na geragdo de ATP e no
metabolismo lipidico, sendo um dos principais reguladores da homeostase oxidativa

durante a maturacao oocitaria (Kirillova et al., 2021).

5.3Peroxidacao Lipidica

A analise da peroxidacao lipidica nos odcitos, utilizando a razdo da sonda
BODIPY C11, revelou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos
avaliados, sugerindo que a composigao lipidica do meio influencia diretamente a
homeostase redox dessas células. O grupo tratado com acido estearico (AE)
apresentou menor peroxidagao lipidica, enquanto o grupo controle (C) exibiu os
maiores valores, com diferenca de 149% em relagcdo ao AE. Esses achados indicam
que a presenca do acido estearico pode exercer efeito protetor contra a oxidagao
lipidica nos odcitos, possivelmente por modular a fluidez da membrana e reduzir a
suscetibilidade das células ao ataque de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Keane
& Ealy, 2024). Estudos demonstram que acidos graxos saturados, como o estearico,
podem ser convertidos em monoinsaturados pela agcao da estearoil-CoA dessaturase
1 (SCD1), contribuindo para a estabilidade estrutural das membranas e mitigando o

impacto do estresse oxidativo (Melo-Sterza & Poehland, 2021).

Por outro lado, o grupo tratado com acido oleico (AO) apresentou valores

intermediarios de peroxidacao lipidica nos odcitos, 46% superiores ao grupo AE, mas
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sem significancia estatistica. O acido oleico, por ser um acido graxo monoinsaturado,
esta associado a efeitos protetores contra o estresse oxidativo, pois melhora a fluidez
da membrana celular e regula a homeostase lipidica mitocondrial (Cao et al., 2022).
No entanto, a menor redugdo da peroxidagao lipidica observada no grupo AO, em
comparagao ao grupo AE, pode indicar que a conversao de acidos graxos saturados
em insaturados, catalisada pela SCD1, desempenha papel ainda mais relevante na
protegdo contra a oxidagao lipidica do que a simples presenga de acidos graxos
insaturados no meio (Gao et al., 2023). Além disso, a atividade mitocondrial € um fator
crucial na geracdo de EROs, e o metabolismo diferencial entre os grupos pode ter

influenciado os niveis de peroxidagéo lipidica observados (Zheng et al., 2023).

Na analise das células do cumulus, a razao entre os canais verde e vermelho
do BODIPY C11 também apresentou diferencas estatisticamente significativas entre
os grupos. O grupo AO exibiu valores 31% inferiores ao grupo AE e ao grupo C,
indicando reduzida peroxidacéo lipidica no cumulus das células tratadas com acido
oleico (Figura 12). Esse achado reforga a hipotese de que o acido oleico pode atuar
como regulador da homeostase lipidica e da resposta antioxidante no ambiente

oocitario (Wang et al., 2021).

A presenga de acidos graxos monoinsaturados tem sido associada a maior
resisténcia das células ao estresse oxidativo, promovendo a ativagcdo de mecanismos
antioxidantes endogenos, como a glutationa peroxidase (GPX4) e a superodxido
dismutase (SOD) (Cao et al., 2022). Além disso, a reducao da peroxidacao lipidica no
cumulus do grupo AO pode indicar maior eficiéncia na comunicagdo metabdlica entre
as células do cumulus e os oécitos, favorecendo a maturacéo e a qualidade oocitaria
(Keane & Ealy, 2024).

Por outro lado, a auséncia de diferencas significativas entre os grupos AE e C
na peroxidagéo lipidica do cumulus sugere que o efeito protetor do acido estearico
pode ser mais pronunciado nos odcitos do que nas células do cumulus. Esse resultado
pode estar relacionado ao papel das células do cumulus como barreira protetora
contra o estresse oxidativo, atuando como um sistema tamponante que minimiza a
exposicao dos odcitos a altos niveis de EROs (Melo-Sterza & Poehland, 2021). No

entanto, a diferenga observada entre os grupos na peroxidagao lipidica dos odcitos
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indica que o metabolismo lipidico intrinseco dessas células pode ser mais sensivel as

alteragdes no perfil de acidos graxos do meio de cultivo.

Figura 12 — Imagem de fluorescéncia de BODIPY™ 581/591 C11 em células do
cumulus

Imagem representativa de células do cumulus bovino mostrando sobreposigdo dos canais verde e
vermelho da sonda BODIPY™ 581/591 C11, que indicam, respectivamente, lipidios peroxidados e
lipidios nao peroxidados.

5.4 Atividade da enzima SCD1

A expressdo da enzima estearoil-CoA dessaturase 1 (SCD1) nos diferentes
grupos de od6citos bovinos revelou diferencas estatisticamente significativas,
destacando o impacto do ambiente lipidico sobre a regulagdo dessa enzima. O grupo
tratado com acido estearico apresentou a maior expressao de SCD1 em comparagao
com os demais grupos, sugerindo que esse acido graxo saturado pode atuar como
indutor da atividade da enzima. Esses achados corroboram estudos anteriores que
indicam que a SCD1 desempenha papel crucial na homeostase lipidica dos odcitos,
sendo responsavel pela conversao de acidos graxos saturados, como o estearico, em
monoinsaturados, como o oleico (Niu et al., 2023). O aumento expressivo da SCD1

no grupo estearico pode estar associado a um mecanismo compensatério da célula
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para manter a fluidez da membrana plasmatica, uma vez que os acidos graxos

saturados tendem a torna-la rigida (Kong & Gao, 2024).

A diferenca significativa entre os grupos tratados com acido estearico e oleico
reforca a hipétese de que a SCD1 responde diferencialmente aos tipos de acidos
graxos disponiveis no ambiente oocitario. Enquanto o acido estearico induziu a maior
expressao da enzima, o acido oleico, principal produto da SCD1, exibiu menor taxa
de expressdao quando comparado ao grupo imaturos e ao grupo controle. Essa
resposta pode estar relacionada ao feedback negativo da enzima, em que o acumulo
de produtos finais, como os acidos graxos monoinsaturados, inibe sua propria sintese
(Niu et al., 2023). Esse fenébmeno ja foi descrito em estudos que demonstram que o
metabolismo lipidico é finamente regulado durante a maturagéo oocitaria, sendo a
SCD1 um dos principais moduladores da composicao lipidica dos odcitos (Sun et al.,
2024).

Os resultados da analise de BODIPY também fornecem evidéncias relevantes
sobre o metabolismo lipidico nos diferentes grupos de odécitos. O maior acumulo de
lipidios observado nos odcitos imaturos em relagdo ao grupo controle sugere que o0s
lipidios sdo armazenados em goticulas lipidicas antes da maturagao, servindo como
uma reserva energética para o desenvolvimento embrionario inicial (Kong & Gao,
2024). Além disso, a elevagao dos niveis de BODIPY no grupo tratado com acido
estearico pode indicar que esse acido graxo favorece o acumulo de lipidios nos
odcitos, possivelmente devido ao aumento na conversao de acidos graxos saturados
em monoinsaturados pela acdo da SCD1. Esse efeito é condizente com estudos que
demonstram que a SCD1 é essencial para a homeostase lipidica e que sua inibicao
leva ao acumulo de acidos graxos saturados, impactando negativamente o

desenvolvimento embrionario (Niu et al., 2023).

Por outro lado, o grupo tratado com acido oleico apresentou niveis de lipideos
significativamente menores em relagdo ao grupo imaturos, sugerindo que a presenca
desse acido graxo favorece a mobilizagdo e a utilizacdo de lipidios, reduzindo seu
armazenamento nas goticulas lipidicas. Estudos prévios indicam que o acido oleico
pode melhorar a qualidade oocitaria ao reduzir o estresse lipotoxico e favorecer a
maturagao (Xuan et al., 2022). Dessa forma, a menor taxa de lipideos observada no

grupo oleico pode indicar um metabolismo lipidico mais eficiente, com maior
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mobilizagcédo de acidos graxos para a producdo de energia, o que pode ser benéfico
para a competéncia do odcito em se desenvolver até os estagios iniciais da

embriogénese.

6.0 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a suplementagcdo com acido oleico durante a
maturacao in vitro de odécitos bovinos pode promover beneficios significativos para o
microambiente folicular, especialmente ao melhorar a atividade mitocondrial das

células do cumulus, reduzir a peroxidacao lipidica e modular o estresse oxidativo.

Além disso, a utilizacdo de BSA em conjunto com acidos graxos como
alternativa ao soro fetal bovino apresenta-se como uma estratégia viavel para
aprimorar os protocolos de maturagao in vitro, reduzindo variagdes associadas a
componentes biolégicos indefinidos e possivelmente tornando a produgdo de

embrides mais eficiente e padronizada.

Conclui-se, portanto, que o acido oleico € um suplemento promissor para a
maturagao oocitaria em bovinos, com potencial para melhorar a eficiéncia da producao
in vitro de embrides. No entanto, estudos futuros devem explorar seu impacto no
desenvolvimento embrionario e na viabilidade dos embrides a longo prazo, visando
validar seu uso em larga escala e compreender melhor os mecanismos pelos quais

ele influencia a qualidade e o sucesso reprodutivo dos odcitos bovinos.
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