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1. INTRODUÇÃO 

 
A lipoproteína de alta intensidade (HDL) é a única lipoproteína presente no 

fluido folicular (FF) e tem uma possível relação com a fertilidade, visto que fornece 
colesterol como substrato para a esteroidogênese (JASPARD et al., 1996). Além 
disso, o HDL possui propriedades anti-inflamatória, antioxidante e citoprotetora 
(LUND-KATZ e PHILLIPS, 2010), derivadas da sua composição lipídica, presença 
da Apolipoproteína AI (ApoAI) e enzimas como a paraoxonase 1 e 3 (PON1 e 
PON3) (FUJIMOTO et al., 2010). Um dos componentes mais importantes do HDL 
é a ApoAI, visto que participa na biogênese, remodelação e catabolismo da 
molécula (SANTOS-GALLEGO et al., 2008). A transferência da ApoAI e da PON1 
do sangue para o FF ocorre junto ao HDL, visto que estão correlacionados 
positivamente nos dois compartimentos, em humanos (BROWNE et al., 2008) e 
em bovinos (SCHNEIDER et al., 2013). 

Processos metabólicos normais no folículo ovariano podem resultar em 
estresse oxidativo, podendo interferir com a maturação do oócito (AGARWAL et 
al., 2005). Sendo que, apenas oócitos maturos conseguem retomar a meiose para 
adquirir a habilidade de serem fecundados, atingir o estágio de blastocisto e gerar 
uma gestação (FAIR et al., 1996). Além disso, quando os oócitos são removidos 
do folículo ovariano e submetidos ao cultivo in vitro, o equilíbrio oxidativo se vê 
comprometido. Neste sentido, estudos indicam que aumento do estresse oxidativo 
causa bloqueio do desenvolvimento e da qualidade oocitária (WANG et al., 2002). 
Sendo assim, a maturação oocitária é um dos mecanismos chave no sucesso de 
programas reprodutivos. 

 Estudos em humanos mostram uma relação positiva entre a atividade de 
PON1 e concentração de ApoAI com a qualidade embrionária (BROWNE et al., 
2008). Também foi reportado que a adição de PON1 recombinante durante a 
maturação in vitro (MIV) de oócitos bovinos possui efeito positivo no 
desenvolvimento embrionário inicial (RINCON et al., 2016). A ApoAl está 
diretamente relacionada com a quantidade de colesterol-HDL (C-HDL) (SANTOS-
GALLEGO et al., 2008), à vista disso, tem sido associada negativamente a 
concentração de ApoAI no FF com o grau de fragmentação de embriões humanos 
no dia 3 após a inseminação in vitro (BROWNE et al., 2008). 

Contudo, JASPARD et al. (1997) sugere que o HDL pode sofrer 
transformações metabólicas intrafoliculares em relação à síntese de hormônios e 
transporte reverso de colesterol. Baseado no anteriormente exposto, acredita-se 
que o HDL possa exercer um efeito antioxidante no fluido folicular, podendo 
resultar numa melhoria na qualidade oocitária e por consequência no 
desenvolvimento embrionário. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o 



 

efeito do HDL no status oxidativo de oócitos bovinos maturados in vitro com doses 
crescentes de HDL.   

 
2. METODOLOGIA 

 
Estudos prévios indicam que a concentração intrafolicular de C-HDL varia de 

0,2 a 1,0 mg/mL com média de 0,5 mg/mL (SCHNEIDER et al., 2013; CAMPOS et 
al., 2017), em vista disso foram definidas as concentrações de 0 (controle), 0,5 e 
1,5 mg/mL de proteína HDL (P-HDL, SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO, USA) no 
meio de maturação (Progest Biotecnologia em reprodução Animal, Botucatu, SP, 
Brasil).  

Foram coletados ovários bovinos provenientes de abatedouros locais para 
aspiração dos folículos. Os complexos cumulus oócitos (COCs) foram aspirados a 
partir de folículos com 3-8 mm de diâmetro e selecionados de acordo com a sua 
morfologia (DE LOOS et al., 1991). Os COCs foram distribuídos aleatoriamente 
em três grupos (n = 50 COCs/grupo) conforme a adição de P-HDL no meio de 
MIV (0, 0,5 e 1,5 mg/mL). A MIV ocorreu em estufa com 5% de CO2 e 39 °C 
durante 22 horas.  

Para a mensuração dos níveis de espécies reativas oxigênio (EROs) e os 
níveis de glutationa endógena (GSH), após a MIV os oócitos foram desnudados 
das células do cumulus, com hialuronidase (1 mg/mL) (SIGMA-ALDRICH®), 
seguido de sucessivas pipetagens, lavados 3 vezes em gotas de PBS-PVP, 
incubados em gotas de 100 µL de PBS-PVP contendo 10 µM de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCHF-DA), para EROs, e 10 µM de 4-
clorometil-6,8-difluoro-7-hidroxicoumarin (Cell-Tracker Blue CMF2HC Molecular 
Probes; Beyotime Institute of Biotechnology) para GSH, durante 30 min no escuro, 
posteriormente foram lavados 3 vezes em gotas de 70 µL de PBS-PVP. A 
fluorescência foi avaliada através do microscópio fluorescência invertido IX 71 
(Olympus® Shinjuku-ku, Tokyo, Japão), e as imagens obtidas foram analisadas 
utilizando o software Cell^F (Olympus®) para mensuração da intensidade de 
pixels. Assim, foram conduzidas 3 repetições, totalizando 60-75 oócitos/grupo. 

 A análise estatística foi realizada no programa GraphPad Prism 5 
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA), através do teste de variância 
(ANOVA) e do teste de Tukey para a comparação de médias. Os resultados são 
apresentados como média ± erro padrão. Foi considerado como diferença 
estatística P<0,05. 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A adição de 0, 0,5 e 1,5 mg/mL de P-HDL durante a MIV não influenciou os 

níveis de EROS (27,50±1,78; 28,74±2,08 e 26,47±2,36, respectivamente, P>0,05) 
nem de glutationa endógena (29,83±1,64; 32,59±1,70 e 30,53±1,21; 
respectivamente, P>0,05), conforme mostrado na Figura 1.  

Contrário ao esperado, a adição de P-HDL durante a maturação oocitária 
não apresentou efeito antioxidante, suportado pela mensuração de EROs e GSH. 
Entretanto, a remodelação de partículas de HDL dentro do folículo ovariano 
parece ser um processo complexo e dinâmico, no qual as propriedades 
antioxidantes podem mudar de acordo com sua estrutura e tamanho (KIM et al., 
2017). Neste sentido, NOBECOURT et al. (2005) encontraram que partículas de 
HDL com menor tamanho tem maior potencial antioxidante em comparação com 
partículas de maior tamanho. Somado a isso, modificações estruturais na 
molécula de HDL podem alterar sua atividade antioxidante, decorrente da porção 



 

de ApoAI e presença de PONs (GAIDUKOV e TAWFIK, 2005; VAN LENTEN et 
al., 2006).   

Figura 1. Níveis intracelulares de (a) espécies reativas oxigênio (EROs) e (b) 
glutationa (GSH) de oócitos maturados in vitro com diferentes concentrações de 
HDL. Em (c) microfotografias da epifluorescência de oócitos maturados in vitro 

corados com DCHFDA para EROS e com CellTracker Blue para GSH. Barra de 
escala = 200 µm. 

 
Por outro lado, as concentrações de P-HDL que utilizamos foram definidas a 

partir de resultados obtidos de C-HDL, ou seja, da concentração de colesterol 
presente na molécula de HDL. Com isso, torna-se necessário determinar a 
composição proteica do HDL para saber como isto poderia afetar sua capacidade 
antioxidante. 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Conclui-se que a adição das concentrações de 0,5 e 1,5 mg/mL de P-HDL 

no meio de MIV não alteram o status oxidativo de oócitos bovinos maturados in 
vitro. Entretanto, mais análises estão sendo conduzidas pela nossa equipe para 
validar esses resultados, assim como para elucidar os mecanismos de ação do 
HDL.   
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