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R195 - EMBRIOLOGIA, BIOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO E FISIOLOGIA DA REPRODUCAO

O ANTAGONISTA DKK1 DA VIA DE SINALIZAGAO CELULAR WNT NAO PREJUDICA O DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES BOVINOS
AO ESTAGIO DE BLASTOCISTO
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A via de sinalizagao celular WNT é fundamental no desenvolvimento embrionario e fetal em mamiferos. Antagonistas como Dickkopf-related
protem 1 (DKKT1) atuam juntamente com WNT para manter um equilibrio entre ativagdo e inativagdo dessa via durante o desenvolvimento
embnonério (Lieven et al.,, Dev Biol 340, 256-258, 2010). Estudos realizados em nosso laboratdrio demonstraram que a ativagdo da via de
smallzaqéo WNT em embrides bovinos no dia 5 apos a inseminagéo resultou em diminuigéo do desenvolvimento de blastocistos no dia 8. O
objetivo do presente trabalho foi de avaliar se o antagonista DKK1 melhora o desenvolvimento embrionario e a dindmica de desenvolvimento. Em
caso afirmativo, seria provavel que os embries em cultivo produzam agonistas WNT. DKK1 é um antagonista de co-receptores LRP5/6 da via
WNT que, adicionado ao cultivo de embrides bovinos na dose de 100 ng/ml, bloqueou a sinalizagao celular por essa via. O presente estudo foi
realizado em trés replicatas utilizando entre 10 e 63 embrides/tratamento. Embrides produzidos in vitro foram tratados com concentragdes de 0,
50, 100, 200 ou 400 ng/ml de DKK1 a partir do dia 5 ou 6 apds a inseminagéo. O percentual de embrides que atingiram o estégio de blastocisto,
berp como o percentual de blastocistos em estagios avangados (expandidos, em ecloséo ou eclodidos) foi avaliado no dia 8 apds a inseminagao; a
analise estatistica utilizada foi ANOVA, com nivel de significancia P<0.05. A adicdo de DKK1 ao cultivo embrionario no dia 5 ndo afetou o
desenvolvimento ao estagio de blastocisto. No dia 8, por exemplo, o percentual de blastocistos foi de 58,6, 33,1, 48,5, 31,2 e 41,8% (EPM = 7,6)
para as concentragdes de 0, 50, 100, 200 ou 400 ng/ml, respectivamente. DKK1 tampouco afetou o percentual de blastocistos em estagios
avangados [dia 8: 89,2, 90,7, 97,2, 77,6 e 94,4% (EPM = 7,7) para as concentragdes de 0, 50, 100, 200 ou 400 ng/ml]. Resultados semelhantes
foram obtidos com a adigéo de DKK1 no dia 6. O percentual de blastocistos no dia 8 foi de 32,7, 33,9, 39,3, 31,4 e 41% para as concentragdes de
0, 50, 100, 200 ou 400 ng/ml, respectivamente (EPM = 5,0), e o percentual de blastocistos em estagios avangados no dia 8 foi de 72,9, 75,6, 65,4,
79,5 e 72,6% (EPM = 8,4). Em concluséo, a inibicéo da via de sinalizaggo celular WNT pelo antagonista DKK1 néo afetou o desenvolvimento de
embrides bovinos cultivados in vitro até o estagio de blastocisto e tampouco a continuagéo de seu crescimento para estagios avangados. Os
presentes resultados sugerem que ha pouca sinalizagao através de co-receptores LRP5/6 mediada por agonistas WNT de origem embrionaria
nesse estagio de desenvolvimento. Suporte para a realizagdo desse estudo: USDA — AFRI Grant No. 2009-65203-05732
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O EFEITO DO FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA-I NA ATIVIDADE MITOCONDRIAL DE 0OCITOS BOVINOS
EXPOSTOS AO ESTRESSE TERMICO
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O estresse térmico materno compromete a fertilidade de vacas leiteiras, resultando em prejuizos econdmieos para indUstria de leite. J4 foi
demonstrado que o odcito e o embrido no estagio pré-implantacional sao alvos principais dos efeitos deletérios causados pelo estresse térmico
(Hansen, Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2009 27;364:3341-50). No entanto, os mecanismos celulares desencadeados pela temperatura
elevada séo pouco conhecidos, assim como os eventos moleculares que acarretam na morte ou sobrevivéncia oocitaria em resposta ao estresse.
Estudos anteriores indicaram que o fator de crescimento semelhante & insulina-| (IGF-I) exerceu efeito termo-protetor reduzindo a apoptose
induzida pelo estresse térmico em odcitos bovinos (Ispada et al., Il International Symposium on Animal Biology of Reproduction, 2010 7:333).
Considerando que varios estresses celulares ativam a via mitocondrial de apoptose, o presente estudo visou determinar o efeito do estresse
termico durante a MIV na atividade mitocondrial de odcitos bovinos e avaliar o papel termo-protetor do IGF-I neste contexto. Os complexos
cumulus-oécito (CCOs) foram submetidos aos tratamentos Controle (22 horas a 38,5°C) e Estresse Térmico (14 horas a 41°C seguido de 8 horas
a38,5°C) durante a MIV na presenca de 0 ou 100 ng/mL de IGF-I. Apés as 22 horas de maturagdo os odcitos foram denudados mecanicamente e
submetidos ao ensaio MitoTracker Red CMX-Ros (Invitrogen M-7512, Oregon, USA) para a identificagao e quantificagio de mitocondrias ativas.
Os obcitos foram incubados em meio TCM-199-Hepes contendo 50 pg/ml polivinilalcool e 50 nM de MitoTracker por 15 minutos & 37° C, avaliados
em microscopio de fluorescéncia e imagens digitais de cada odcito foram armazenadas como arquivos tiff. A atividade mitocondrial foi quantificada
utilizando o programa livre Image J 1.43. Foram realizadas seis réplicas contendo 97-204 CCOs por tratamento. Os dados foram submetidos &
andlise de variancia pelo método dos quadrados minimos utilizando o programa estatistico SAS. Na auséncia do IGF- o estresse térmico reduziu
(P< 0,001) a atividade mitocondrial de 64,31%1,91 no grupo controle para 56,74+1,26 unidades arbitrarias no grupo estresse térmico. A
suplementagéo do meio MIV com IGF-I néo afetou a atividade mitocondrial do grupo controle (66,25+1,56), porém o IGF-| resgatou (Temperatura
x IGF-I P< 0,001) a atividade mitocondrial dos odcitos submetidos ao estresse térmico (70,32+1,32). Em conclusao, o estresse térmico reduziu a
atividade mitocondrial em odcitos bovinos, sugerindo que houve ativag&o da via mitocondrial de apoptose. No entanto, o IGF-I exerceu papel
termo-protetor reduzindo este efeito deletério.

(Fapesp 2007/53323-0; CNPq 478558/2008-2)
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