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Por quê o artigo?

Parto 3 sem 

↑ Incidência de 
doenças

3 sem 

Estresse metabólico 

Desempenho
 Produtivo
 Reprodutivo 



Por quê o artigo?

Parto 3 sem 3 sem 

 Condições ambientais
 Nutrição
 Sanidade  
 Manejo

Eficiência 
reprodutiva 
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INTRODUÇÃO

KOZLOSKI, 2009; NDLOVU et al., 2007

Colesterol

Precursor 
 hormônios esteroides

Transportado 
 HDL, LDL, VLDL  



INTRODUÇÃO

HDL

APoA-I

PON1

HDL 
Plasma

HDL FF

SCHNEIDER, et al., 2013
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INTRODUÇÃO

STAR

CYP19A1

LHr

3B-HSD

P450C17
P450scc

Esteroidegênese

Gasperin, 2012



INTRODUÇÃO

Mudanças 

• Citoplasma

• Núcleo 

Competência Blastocisto Gestação

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

↑ EROs

• Alta tensão de oxigênio,

• Interferência de luz,

• Mudanças de temperatura,

• Ausência de antioxidantes presentes 

no fluido folicular.

In vitro
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INTRODUÇÃO

Competência Blastocisto Gestação

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

PIVE
Cultivo 

embrionário

Maturação 

oocitária
↓Eficiência
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INTRODUÇÃO

Desenvolvimento

Susceptibilidade a 
mudanças de °T

Diversos 
fatores

Mecanismos:
 Bioquímico
 Molecular

Diferenças:
 Raça 
 Genética Resistência
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INTRODUÇÃO

Desenvolvimento

Choque 
térmico

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

↑ Síntese de colesterol → regula a fluidez da membrana

Relação positiva  entre o colesterol em diferentes tipos de células de 
mamíferos e a resistência à morte devido a aquecimento 
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OBJETIVO

.

Determinar, se o aumento do teor de colesterol livre e da

lipoproteína de alta densidade (HDL) podem melhorar a

resistência embrionária ao choque térmico
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METODOLOGIA

PIVE

A. 

Folicular

Ovários • Abatedouro

• Bos taurus, B. indicus e 

seus cruzamentos



METODOLOGIA

PIVE

A. 

Folicular

Ovários

MIV

• Seleção quanto à morfologia 

(Loos et al., 1991)

• Células do cúmulos

• Grupos de 10 COCs

• 20-22hs; 5% de CO2 e 38,5 ˚C 

• Folículos (2-10mm)



METODOLOGIA

PIVE

A. 

Folicular

Ovários

MIV

• Seleção quanto à morfologia 

(Loos et al., 1991)

• Células do cúmulos

• Grupos de 10 COCs

• 20-22hs; 5% de CO2 e 38,5 ˚C 



METODOLOGIA

PIVE

FIV

A. 

Folicular

Ovários

MIV

• 3 Touros 

• Seleção espermática

• Percoll®

• 1x106 espermatozóides/mL

• 18hs, mesmas condições que a MIV



METODOLOGIA

PIVE

FIV

CIV

Tratamentos
A. 

Folicular

Ovários

MIV

• Descarte dos não fertilizados

• Desnudamento

• 100 µL de hialuronidase (vortex)

• Grupos de 30 zigotos (50uL : KSOM-BE2)

• Sob óleo mineral

• 5% CO2, 5% O2 e 90% N2 Soto et al.(2003)

http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=KxBmJkIEyOnG2M&tbnid=7EpZSG784bY7SM:&ved=0CAUQjRw&url=http://blog.huntington.com.br/tag/embriao/&ei=DH7nU5_yCqfKsQSI5oD4Bg&bvm=bv.72676100,d.cWc&psig=AFQjCNFDbElvMmYTAmtUTSfiGkcZfbDh0w&ust=1407766398025251


METODOLOGIA

Experimentos 

1) - KSOM-BE2 (Potassium Simplex Optimized Medium–Bovine Embryo 2) 

- MBCD (Metil-β-ciclodextrina)



METODOLOGIA

Metil-β-ciclodextrina (MBCD)

Oligossacarídeo cíclico

 Pode retirar o colesterol de células
 ↑ Transferência de colesterol (quando 

pré-carregado)

Núcleo hidrofóbico 

Superfície hidrofílica (↑Afinidade Colesterol)

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



METODOLOGIA

Experimentos 

1) - KSOM-BE2 (Potassium Simplex Optimized Medium–Bovine Embryo 2) 

- MBCD (Metil-β-ciclodextrina)

2) - KSOM-PVA (polyvinyl alcohol)

- MBCD

3) - KSOM-BE2

- HDL

4) – Análises de colesterol 



38,5°C
41°C

38,5°C
41°C

METODOLOGIA

Experimento 1

KSOM-BE2

27h 30h D8

Tratamento

45h

38,5°C
KSOM-BE2

41°C

MBCD
(5,1mM)

MBCD 
+ COL

A

B

C
0,85mM

Tempo após a FIV

38,5°C

38,5°C

38,5°C



38,5°C
41°C

38,5°C
41°C

METODOLOGIA

Experimento 2

KSOM-BE

27h 30h D8

Tratamento

45h

38,5°C
KSOM-PVA

41°C

MBCD
(2,6 mM)

MBCD 
+ COL

A

B

C
0,41 mM

Tempo após a FIV

KSOM-PVA

38,5°C

38,5°C

38,5°C



38,5°C
41°C

METODOLOGIA

Experimento 3

KSOM-BE2

27h 30h D8

Tratamento

45h

38,5°C
KSOM-BE2

41°C

HDL

A

B: 0,07mM
C: 0,27mM
D: 2,74mM

Tempo após a FIV

38,5°C

38,5°C



METODOLOGIA

Análise de 
colesterol

2mL de 
água

Experimento 4

KSOM-PVA

27h 30h
Tempo após a FIV

 KSOM-PVA 

 KSOM-PVA + 2,6 mM de MBCD 

 KSOM-PVA + 2,6 mM MBCD mM e 0,41 
mM de colesterol

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

-20°C

http://www.clker.com/cliparts/m/4/p/4/Y/u/eppendorf-tube-with-open-cap-md.png


METODOLOGIA

Análise de 
colesterol

2mL de água

Experimento 4

-20°C

KSOM-BE2

27h 30h
Tempo após a FIV

D5

http://www.clker.com/cliparts/m/4/p/4/Y/u/eppendorf-tube-with-open-cap-md.png


METODOLOGIA

Avaliação de desenvolvimento embrionário

D 8
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METODOLOGIA

Análise de colesterol

Extração de colesterol

 HPLC (high performance liquid chromatography)

 Metanol
 Clorofórmio

Quantificação de colesterol 

 Espectrometria de massa

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.clker.com/clipart-10885.html&ei=CSjJVIvyIqjCsATZ5oGoBw&bvm=bv.84607526,d.cWc&psig=AFQjCNEZnFIdIu85tS_ZciRXhrltPbu_OA&ust=1422555521232659


METODOLOGIA

Análise estatística 

SAS, Cary, NC, EUA

ANOVA, GLM (SAS®)
 Temperatura
 Colesterol
 Tratamento
 Rotina 

 Efeitos 
 Interações 

Valores
 Quadrados mínimos médios  

Valores porcentuais
 Transformados arcsin

 P  ˂ 0,05 → diferença
 0,05 < P < 0,10 → tendência 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Experimento 1
Efeito (P < 0.001):
 Tratamento
 Temperatura 

× Temperatura*tratamento

Choque térmico afetou a todos 



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Experimento 2
Tendência:
 Tratamento (P = 0,10)
 Temperatura (P ˂ 0,07)

× Temperatura*tratamento



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Experimento 1 e 2

MBCD + Col. não aumenta resistência

 Manejo nutricional
↑ Col. Circulante 

Não diminui perda embrionária

 Esgotamento de col. Com MBDC
↓Desenvolvimento 

Independente da T.

 ↑ KSOM-PVA 
MBCD + Col. 



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Experimento 4
Efeito:
 Temperatura (P < 0.05)
 Temperatura*tratamento (P < 0.01).



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Experimento 4
Efeito:
 Tratamento (P < 0.05)
 Temperatura*tratamento (P < 0.01).

2 células = 5 células  



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Experimento 4

HDL: ↓ Colesterol
↑ Resistência ao choque térmico

Proteção a radicais livres 
Apo A-I, Apo A-3...



APo-I

Mulheres submetidas a FIV

• Maior número de blastômeros

• Melhor qualidade do embrião 
↑ Atividade PON1

• Efeito protetor nas membranas

• Melhor competência do oócito
HDL

BROWNE et al., 2008.

Outros trabalhos



Adição de PON1 na MIV
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29,2
32,6

34,4

Efeito linear: P<0,0001
Correlação: r=0,35; P=0.04

Outros trabalhos

HDL

APoA-I

PON1



Adição Butafosfan na MIV

Outros trabalhos

Avaliando:

Ovócitos
 Maturação → Hoescht
Células do cúmulos

 Expressão Gênica
 Apoptose 

Embriões
 Clivagem 
 Desenvolvimento (D7) 
 Expressão Gênica
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Considerações finais

38,5°C
KSOM-BE2

41°C

Tratamento

Resultados ultimo experimento

↑ O2



CONCLUSÕES

 O aumento do teor de colesterol não melhora a sobrevivência
embrionária em resposta ao choque térmico.

 A depleção de colesterol reduz o desenvolvimento
embrionário inicial, independentemente da ocorrência de
choque térmico.

 A capacidade termo protetora do HDL em embriões,
provavelmente age através de um mecanismo independente
do conteúdo de colesterol livre.
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