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RESUMO 
 

Avaliação do uso de SOF (Fluido De Oviduto Sintético) e CLA (Ácido Linoleico 
Conjugado) na expressão gênica de genes relacionados ao metabolismo 

lipídico e maturação oocitária em COCs (Complexos Cumulus-Oócito) bovinos 
 

Visando o desenvolvimento de um meio capaz de suportar todas as etapas da 
produção in vitro de embriões bovinos, o objetivo desse estudo foi investigar se a 
utilização de fluido de oviduto sintético (SOF) acrescido ou não de ácido linoleico 
conjugado (CLA) durante a maturação in vitro de oócitos bovinos altera a 
abundância de transcritos ligados ao metabolismo lipídico e maturação oocitária. Os 
complexos cumulus-oócito (COCs) foram aspirados de ovários obtidos em 
abatedouro e maturados em quatro grupos: M199 (Medium 199), M199+CLA (M199 
com 100 µM de CLA), SOF e SOF+CLA (SOF com 100 µM de CLA). A abundância 
relativa de RNAm de oócitos e células do cumulus foi avaliada após a maturação. As 
amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes de serem submetidas ao 
protocolo de transcrição reversa. Foram realizadas análises de RT-qPCR dos genes 
FADS2 (fatty acid desaturase 2), SCD1 (stearoyl-CoA desaturase 1), SREBP1 (sterol 
regulatory element binding transcription factor 1), GREM1 (gremlin 1), AREG 
(amphiregulin) e COX2 (cyclooxygenase 2). O Gene PPIA (peptidylprolyl isomerase 
A) foi utilizado como referência e o método ∆∆Ct com correção de eficiência foi 
usado para calcular os valores de expressão relativa (genes alvo/PPIA) para cada 
gene alvo usando uma amostra de controle como calibrador. As amostras foram 
distribuídas em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2, 
totalizando 4 tratamentos, com 5 repetições. Os dados foram submetidos a análise 
de variância e em caso de diferença significativa (p<0,05) as médias foram 
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância. COCs maturados com SOF 
apresentam maior abundância relativa de RNAm dos marcadores qualidade GREM1 
(p=0,0065) e COX2 (p=0,0040) em oócitos e GREM1 (p=0,0004) em células do 
cumulus. O meio SOF também proporciona maior abundância relativa de FADS2 
(p=0,0001), essencial para o metabolismo lipídico, em oócitos. Adicionalmente, 
oócitos maturados com SOF apresentam menor abundância relativa de SCD1 sem 
influência da adição de CLA. Em contrapartida, a abundância relativa de SCD1 é 
reduzida no meio M199 com a utilização de CLA. Concluímos que o meio SOF 
proporciona maior abundância de marcadores de qualidade em oócitos 
independentemente da adição de CLA. 
 
Palavras-chave: COX2, FADS2, GREM1, PTGS2, SCD1. 

  



ABSTRACT 
 

Evaluation of the use of SOF (Synthetic Ovidute Fluid) and CLA (Conjugated 
Linoleic Acid) in the gene expression of genes related to lipid metabolism and 

oocyte maturation in bovine COCs (Cumulus-Oocyte Complexes) 
 

In order to develop a medium capable of supporting all stages of in vitro production of 
bovine embryos, the aim of this study was to investigate whether the use of synthetic 
oviduct fluid (SOF) with or without conjugated linoleic acid (CLA) during in vitro 
maturation of bovine oocytes changes the abundance of transcripts linked to lipid 
metabolism and oocyte maturation. Cumulus-oocyte complexes (COCs) were 
aspirated from slaughtered ovaries and matured into four groups: M199 (Medium 
199), M199+CLA (M199 with 100 µM CLA), SOF and SOF+CLA (SOF with 100 µM 
CLA). The relative abundance of oocytes and cumulus cells mRNA was evaluated 
after maturation. Total mRNA samples were treated with DNAse before being 
subjected to the reverse transcription protocol. RT-qPCR analyzes of the FADS2 
(fatty acid desaturase 2), SCD1 (stearoyl-CoA desaturase 1), SREBP1 (sterol 
regulatory element binding transcription factor 1), GREM1 (gremlin 1), AREG 
(amphiregulin) and COX2 (cyclooxygenase 2) genes were performed. The gene 
PPIA (peptidylprolyl isomerase A) was used as reference and the ΔΔCt method with 
efficiency correction was used to calculate the relative expression values (target 
genes/PPIA) for each target gene using a control sample and calibrator. The samples 
were distributed in a completely randomized design in a 2x2 factorial scheme, 
totaling 4 treatments with 5 replications. Data were subjected to analysis of variance 
and in case of significant difference (p<0.05) the means were compared by Tukey 
test at 5% significance. The use of the SOF medium in the maturation of bovine 
COCs results in higher relative mRNA abundance of quality markers GREM1 
(p=0.0065) and COX2 (p=0.0040) in oocytes and GREM1 (p=0.0004) in cumulus 
cells. In addition, the SOF medium provides higher relative abundance of FADS2 
(p=0.0001), essential for lipid metabolism, in oocytes. Additionally, oocytes matured 
in SOF medium show lower relative abundance of SCD1 without influence of CLA 
addition. In contrast, the relative abundance of SCD1 is reduced in M199 medium 
using CLA. We conclude that the SOF medium provides greater abundance of 
oocyte quality markers regardless of the addition of CLA. 
 
Keywords: COX2, FADS2, GREM1, PTGS2, SCD1.  
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RESUMO 37 
 38 
Visando desenvolver um meio para todas as etapas da produção in vitro de embriões bovinos, 39 
esse estudo investigou se o fluido de oviduto sintético (SOF) acrescido de ácido linoleico 40 
conjugado (CLA) na maturação in vitro de complexos cumulus-oócito (COCs) bovinos 41 
modula a expressão de genes ligados ao metabolismo lipídico e à maturação oocitária. COCs 42 
foram maturados em diferentes meios: Medium 199 (M199), M199 com 100 μM CLA, SOF e 43 
SOF com 100 μM CLA. COCs maturados com SOF apresentam maior abundância relativa de 44 
RNAm dos marcadores qualidade GREM1, gremlin 1, (p=0,0065) e COX2, cyclooxygenase 2, 45 
(p=0,0040) em oócitos e GREM1 (p=0,0004) em células do cumulus. O meio SOF também 46 
proporciona maior abundância relativa de FADS2, fatty acid desaturase 2, (p=0,0001), 47 
essencial para o metabolismo lipídico, em oócitos. Adicionalmente, oócitos maturados com 48 
SOF apresentam menor abundância relativa de SCD1, (stearoyl-CoA desaturase 1) sem 49 
influência da adição de CLA. Em contrapartida, a abundância relativa de SCD1 é reduzida no 50 
meio M199 com a utilização de CLA. Concluímos que o meio SOF proporciona maior 51 
abundância de marcadores de qualidade em oócitos independentemente da adição de CLA.  52 
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INTRODUÇÃO 53 
 54 

A produção in vitro de embriões (PIVE) abrange a maturação oocitária, fertilização e 55 

cultivo embrionário pré-implantação. Meios de cultivo específicos são utilizados em cada 56 

uma dessas etapas. O meio Tissue Culture Medium 199 (TCM 199), por exemplo, é muito 57 

utilizado como base para a maturação in vitro de oócitos bovinos e pode ser modificado de 58 

acordo com cada laboratório para melhorar os resultados. O meio fluido de oviduto sintético 59 

(SOF) é comumente utilizado no cultivo de embriões e, assim como o TCM 199, pode sofrer 60 

modificações em sua composição (Hosseini et al. 2008).  A viabilidade da utilização de um 61 

meio apto para todas essas etapas foi avaliada por Gandhi et al. 2000. Esses autores 62 

mostraram ser possível obter sucesso utilizando SOF em todas as etapas da PIVE (Gandhi et 63 

al. 2000). Considerando o desenvolvimento de um meio apropriado a todas as etapas da 64 

PIVE, é necessário que este seja capaz de suprir os complexos cumulus-oócito e embriões e, 65 

além disso, é desejável que favoreça a criotolerância dessas estruturas. 66 

O excesso de gotículas lipídicas reduz a criotolerância em embriões (Abe et al. 67 

2002). Modificações nas condições de cultivo podem reduzir o acúmulo de lipídios elevando 68 

a criotolerância de oócitos e embriões (Abe et al. 2002). A adição de ácidos graxos poli-69 

insaturados (AGPI) durante a maturação oocitária pode melhorar a qualidade e resistência 70 

embrionária à criopreservação (Marques et al. 2007). Dentre esses ácidos graxos, destacamos 71 

o ácido linoleico conjugado (CLA) que, adicionado ao meio de cultivo de embriões contendo 72 

soro fetal bovino (SFB), reduz o acúmulo de lipídios embrionários e melhora 73 

significativamente a sobrevivência pós-criopreservação (Pereira et al. 2007). 74 

O metabolismo lipídico é regulado por diferentes genes com destaque para FADS2 75 

(fatty acid desaturase 2), SCD1 (stearoyl-CoA desaturase 1) e SREBP1 (sterol regulatory 76 

element binding transcription factor 1). Além dos genes relacionados ao metabolismo 77 

lipídico, existem outros que também são importantes para a competência oocitária dentre os 78 

quais estão: GREM1 (gremlin 1), AREG (amphiregulin) e COX2 (cyclooxygenase 2) que 79 

também é conhecido como PTGS2 (prostaglandin-endoperoxide synthase 2).  80 

Nossa hipótese é que o meio SOF na maturação in vitro de oócitos pode influenciar a 81 

expressão de genes relacionados ao metabolismo de lipídios e maturação oocitária. Desta 82 

maneira pode-se avançar no desenvolvimento de um meio único adotado para todas as etapas 83 

do processo de PIVE em bovinos. 84 
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Desta forma, o objetivo do presente estudo foi investigar se o uso de SOF acrescido 85 

de CLA na maturação in vitro de COCs bovinos modula a expressão de genes ligados ao 86 

metabolismo lipídico e à maturação oocitária.  87 

 88 
MATERIAIS E MÉTODOS 89 
 90 

Os COCs foram obtidos de ovários de fêmeas bovinas provenientes de um frigorífico 91 

localizado no município de Presidente Prudente, SP. Os ovários foram colhidos 92 

imediatamente após o abate e acondicionados em recipiente isotérmico contendo cloreto de 93 

sódio 0,9% previamente aquecido a 37ºC e encaminhados ao laboratório. Os folículos 94 

ovarianos foram aspirados com agulha 40 x 1,2 mm acoplada a seringa de 20 mL para 95 

obtenção dos COCs. O fluido folicular foi depositado em tubos de 50 mL para decantação em 96 

banho-maria a 37ºC, por aproximadamente 20 minutos. 97 

Apenas COCs com pelo menos três camadas de células do cumulus compactas foram 98 

utilizados na maturação in vitro. Os COCs foram distribuídos entre os quatro grupos 99 

experimentais contendo 10% de SFB: meio de maturação Medium 199 (Anexo 1) 100 

suplementado com 75µg/mL de amicacina, 4 mg/mL de BSA, 0,01 UI/mL de FSHr, 0,001 101 

µg/µL de 17β Estradiol e 1µM de cisteamina (M199); M199 acrescido de 100 µM de CLA 102 

diluído em dimetilsulfóxido (M199+CLA); SOF (Anexo 2) sem hormônios (SOF); SOF 103 

acrescido de 100 µM de CLA (SOF+CLA). Os COCs foram depositados em grupos de 20 em 104 

gotas de maturação contendo 100 µL de M199, M199+CLA, SOF ou SOF+CLA em placas de 105 

Petri livres de RNAse e DNAse sob óleo mineral e incubados à temperatura de 39ºC com 106 

atmosfera úmida contendo 5% de CO2 por um período de 22 a 24 horas. 107 

Os oócitos e células do cumulus foram preparados para a expressão gênica após o 108 

período de maturação. Para tanto, os oócitos foram separados das células do cumulus em meio 109 

de lavagem, LAV, (Anexo 3) suplementado com amicacina e 10% de SFB. Inicialmente por 110 

meio de agitação com pipeta automática e, posteriormente, colocados em tubos com 111 

capacidade para 1,5 mL contendo 30 µL de meio de lavagem e a seguir agitados por 112 

aproximadamente 5 minutos em agitador de amostras. Após a agitação, os tubos de 1,5 mL 113 

foram lavados com LAV e os oócitos foram acondicionados em tubos com capacidade para 114 

1,5 mL previamente identificados e congelados a -80ºC. As células do cumulus resultantes do 115 

processo foram centrifugadas a 10000 rotações por minuto durante 5 minutos em tubos 116 

contendo 100 µL de LAV. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet de 117 

células do cumulus formado foi congelado à -80ºC. Foram realizadas 6 repetições nos grupos 118 
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M199 e M199+CLA e 5 repetições nos grupos SOF e SOF+CLA com 20 oócitos em cada 119 

repetição, sendo que cada repetição de oócitos produziu uma repetição de células do cumulus. 120 

Para a análise da expressão gênica, as amostras foram submetidas à extração de RNA 121 

utilizando o PicoPure™ RNA Isolation Kit (Applied Biosystems™) conforme instruções do 122 

fabricante. As concentrações de RNA total das amostras de células do cumulus foram 123 

mensuradas por espectrofotometria (Nanodrop, ND-2000®). A fim de evitar contaminação 124 

por DNA genômico e interferência nos resultados, todas as amostras de RNA total foram 125 

tratadas com DNAse antes de serem submetidas ao protocolo de transcrição reversa (RT-126 

reverse transcription). O RT das amostras foi realizado utilizando o kit High Capacity 127 

(AppliedBiosystems®) de acordo com as instruções do fabricante. As análises de RT-qPCR de 128 

cada gene alvo (FADS2, SCD1, SREBP1, GREM1, AREG e COX2) foi realizada no 129 

equipamento QuantStudio™ 7 Flex (AppliedBiosystems®), utilizando o Sybr® Green PCR 130 

Master Mix System (Applied Biosystems, São Paulo, Brasil).  131 

Os genes PPIA (peptidylprolyl isomerase A), GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate 132 

dehydrogenase) e RPL15 (ribosomal protein L15) foram utilizados como genes endógenos. 133 

Para selecionar o gene de referência mais estável para análises detalhadas dos oócitos e 134 

células do cumulus, os perfis de amplificação de PPIA, GAPDH e RPL15 foram comparados 135 

utilizando o geNorm applet para Microsoft Excel (medgen.ugent.be/genorm). O gene de 136 

referência mais estável para as células foi o PPIA, e o método ∆∆Ct com correção de 137 

eficiência foi usado para calcular os valores de expressão relativa (genes alvo/PPIA) para cada 138 

gene alvo, usando uma amostra de controle como calibrador. As características dos 139 

oligonucleotídeos iniciadores utilizados estão apresentadas na Tabela 1.  140 

Para a análise de expressão de mRNA dos genes alvo foi utilizado o volume de 1µL 141 

de cada amostra e 24 µL de uma mistura contendo a sonda e o primer de interesse. A reação 142 

foi realizada na sequência: 95ºC por 10 minutos, 40 ciclos para desnaturação a 95ºC por 10 143 

segundos, seguido de anelamento e extensão por 1 minuto. 144 

  145 
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Tabela 1: Características dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na análise da expressão 146 
gênica. 147 

Gene  Sequência do oligonucleotídeo iniciador 
Temperatura de 

anelamento (°C) 

Concentração 

final (µM) 

PPIA (endógeno) 
F: 5’-GCCATGGAGCGCTTTGG-3’ 

R: 5’-CCACAGTCAGCAATGGTGATCT-3’ 
60 300 

AREG (alvo) 
F: 5’-CTTTCGTCTCTGCCATGACCTT-3’ 

R: 5’-CGTTCTTCAGCGACACCTTCA-3’ 
60 300 

GREM1 (alvo) 
F: 5’-TGGTGCAAGGGCAAGAAGGATAGA-3’ 

R: 5’-CACTGTGTTTGGAGGTTGGCCTTT-3’ 
60 300 

COX2 (alvo) 
F: 5’-AAGCCTAGCACTTTGGGTGGAGAA-3’ 

R: 5’-TCCAGAGTGGGAAGAGCTTGCATT-3’ 
60 300 

FADS2 (alvo) 
F: 5’-GGGTGATGATGTGCTGGATT-3’ 

R: 5’-CCCTGGACATCTGAAGAGAAAG-3’ 
60 300 

SCD1 (alvo) 
F: 5’-GACCCTGGGCAAGTCATTTA-3’ 

R: 5’-AAACTGCCCTTTGAGGTAGG-3’ 
60 300 

SREBP1 (alvo) 
F: 5’-GACTACATCCGCTTCCTTCAG-3’ 

R: 5’-CCAGGTCCTTCAGCGATTT-3’ 
60 300 

GAPDH (endógeno) 
F: 5’-GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA-3’ 

R: 5’-CCCTCCACGATGCCAAAGT-3’ 
60 200 

RPL15 (endógeno) 
F 5’-CTCATCGTTGGTGCCAATGCAAGT-3’ 

R 5’-TCACATCCACCCTGGGAAACAGAA-3’ 
60 300 

PPIA: peptidylprolyl isomerase A; AREG: amphiregulin; GREM1: gremlin 1; COX2: cyclooxygenase 2; FADS2: 148 
fatty acid desaturase 2; SCD1: stearoyl-CoA desaturase 1; SREBP1: sterol regulatory element binding 149 
transcription factor 1; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; RPL15: ribosomal protein L15. 150 

 151 

As amostras foram distribuídas em delineamento inteiramente casualizado em 152 

esquema fatorial 2x2, totalizando 4 tratamentos, com 5 repetições. Os dados foram 153 

submetidos a análise de variância e em caso de diferença significativa (p<0,05) as médias 154 

foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância. 155 

 156 

RESULTADOS 157 

 158 

Dos genes diretamente ligados ao metabolismo lipídico, apenas FADS2 apresentou 159 

maior abundância relativa de RNAm em oócitos maturados em meio SOF (p=0,0001). Os 160 

genes GREM1 (p=0,0065) e COX2 (p=0,0040), implicados com a maturação oocitária 161 

também apresentaram maior abundância relativa de RNAm em oócitos maturados em meio 162 

SOF. Os resultados da abundância relativa de RNAm dos oócitos estão apresentados na 163 

Tabela 2. 164 

 165 
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Tabela 2 – Valores médios da abundância relativa de RNAm dos genes FADS2, GREM1, 
SCD1, SREBP1, AREG e COX2 em oócitos maturados nos meios Medium 199 (M199) e 
fluido de oviduto sintético (SOF) acrescidos ou não de ácido linoleico conjugado (CLA). 
Meio FADS2 GREM1 SCD1 SREBP1 AREG COX2 
M199 (n=10) 0,24b 1,26b 0,72 0,92 1,30 0,75b 
SOF (n=10) 0,85a 2,25a 0,23 1,60 1,33 1,86a 
CLA       
Ausente (n=10) 0,51 1,45 0,54 1,36 1,49 1,24 
Presente (n=10) 0,57 2,06 0,41 1,15 1,13 1,37 
Probabilidades       
Meio de maturação 0,0001 0,0065 <0,0001 0,0541 0,9448 0,0040 
CLA 0,5940 0,0722 0,1105 0,5325 0,4698 0,6969 
Interação Meio x CLA 0,2084 0,4095 0,0102 0,5248 0,7176 0,8233 
CV (%) 46,14 40,16 35,42 58,30 82,35 56,53 
FADS2: fatty acid desaturase 2; GREM1: gremlin 1; SCD1: stearoyl-CoA desaturase 1; SREBP1: sterol 166 
regulatory element binding transcription factor 1; AREG: amphiregulin; COX2: cyclooxygenase 2. Médias 167 
seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Tukey a 5% de significância (p<0,05). 168 

 169 

A Tabela 3 mostra o desdobramento da interação entre os meios de maturação M199 170 

e SOF com o CLA para a abundância relativa de RNAm do gene SCD1 em oócitos. Os dados 171 

mostram que a abundância relativa de RNAm de SCD1 é influenciada pelo meio ao qual os 172 

COCs foram maturados. Além disso, essa abundância é influenciada pela presença de CLA 173 

apenas no meio de maturação M199.  174 

 175 

Tabela 3 – Desdobramento da interação entre os meios de maturação Medium 199 (M199) e 
fluido de oviduto sintético (SOF) e ácido linoleico conjugado (CLA) para a abundância 
relativa de RNAm do gene SCD1 (stearoyl-CoA desaturase 1) em oócitos. 

Meio de maturação CLA 
Ausente Presente 

M199 0,89Aa 0,54Ab 
SOF 0,19Ba 0,28Ba 
Médias seguidas por letras diferentes, maiúsculas nas colunas e minúsculas nas linhas, diferem pelo teste de 

Tukey a 5% de significância (p<0,05). 

 176 

Nas células do cumulus o gene GREM1, ligado à maturação oocitária, apresentou 177 

maior abundância relativa de RNAm quando SOF foi utilizado (p=0,0004). Houve tendência 178 

para uma maior abundância de RNAm de SCD1 nas células do cumulus quando M199 foi 179 

utilizado (p=0,524).  Os valores médios da abundância relativa de RNAm dos genes FADS2, 180 

GREM1, SCD1, SREBP1, AREG e COX2 em células do cumulus estão apresentados na 181 

Tabela 4. 182 

 183 
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Tabela 4 – Valores médios da abundância relativa de RNAm dos genes FADS2, GREM1, 
SCD1, SREBP1, AREG e COX2 em células do cumulus de oócitos maturados nos meios 
Medium 199 (M199) e fluido de oviduto sintético (SOF) acrescidos ou não de ácido linoleico 
conjugado (CLA). 
Meio de maturação FADS2 GREM1 SCD1 SREBP1 AREG COX2 
M199 0,52 1,18b 0,51 0,56 0,69 0,27 
SOF 0,37 2,14a 0,32 0,51 0,54 0,20 
CLA       
Ausente 0,49 1,64 0,48 0,57 0,76 0,27 
Presente 0,40 1,68 0,35 0,50 0,47 0,20 
Probabilidades       
Meio de maturação 0,0731 0,0004 0,0524 0,5668 0,3798 0,2224 
CLA 0,3342 0,8521 0,1792 0,3903 0,0927 0,1979 
Interação Meio x CLA 0,1132 0,1390 0,3052 0,1525 0,4396 0,8140 
CV (%) 41,38 29,22 46,90 36,48 59,51 51,17 
FADS2: fatty acid desaturase 2; GREM1: gremlin 1; SCD1: stearoyl-CoA desaturase 1; SREBP1: sterol 184 
regulatory element binding transcription factor 1; AREG: amphiregulin; COX2: cyclooxygenase 2. CLA: ácido 185 
linoleico conjugado. Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Tukey a 5% de significância 186 
(p<0,05). 187 

 188 

DISCUSSÃO 189 

 190 
Visando desenvolver um meio único para todas as etapas da PIVE em bovinos, este 191 

foi o primeiro experimento que avaliou a abundância relativa de RNAm de genes relacionados 192 

à competência oocitária (AREG, GREM1 e COX2) e metabolismo lipídico (FADS2, SCD1 e 193 

SREBP1) em COCs maturados com meio SOF acrescido ou não de CLA. O meio SOF 194 

resultou em maior abundância relativa de FADS2 essencial para o metabolismo lipídico, em 195 

oócitos. Adicionalmente, oócitos maturados com SOF apresentam menor abundância relativa 196 

de SCD1 sem influência da adição de CLA. Em contrapartida, a abundância relativa de SCD1 197 

é reduzida no meio M199 com a utilização de CLA. Os COCs maturados com SOF 198 

apresentam maior abundância relativa de RNAm para os marcadores de qualidade GREM1 e 199 

COX2 em oócitos e GREM1 em células do cumulus. 200 

Observamos maior abundância relativa de RNAm do gene FADS2 em oócitos 201 

maturados em meio SOF. O produto do gene FADS2 catalisa a etapa inicial da cascata 202 

enzimática da síntese de ácidos graxos poli-insaturados (Warzych et al. 2017). Apenas FADS2 203 

inicia a cascata de alongamento da cadeia de dessaturação onde os ácidos graxos essenciais 204 

serão transformados em ácidos graxos poli-insaturados (Stoffel et al. 2008). O metabolismo 205 

lipídico e energético, a síntese de ácidos graxos poli-insaturados, as estruturas da membrana 206 

celular e as vias de sinalização lipídica dependem de ácidos graxos essenciais (Cunnane, 207 
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2003). A expressão do gene FADS2, portanto, é essencial para que o metabolismo de ácidos 208 

graxos aconteça adequadamente. O meio SOF foi o único capaz de proporcionar maior 209 

abundância desse gene no presente estudo. 210 

Também mostramos que a abundância relativa de RNAm do gene SCD1 é 211 

influenciada pelo tipo de meio de maturação utilizado e, além disso, o meio de maturação 212 

Medium 199 sofre influência do CLA nesse parâmetro. A enzima SCD1 é responsável por 213 

reduzir a lipotoxicidade de ácidos graxos saturados através da conversão em ácidos graxos 214 

monoinsaturados (Aardema et al. 2017). Esse processo de conversão é essencial, pois os 215 

ácidos graxos saturados proporcionam elevação dos níveis de espécies reativas de oxigênio 216 

altamente tóxicas interferindo negativamente no metabolismo celular (Brookheart et al. 2009). 217 

A inibição do gene SCD1 resulta em diminuição no acúmulo de triglicerídeos, menor 218 

expressão do gene aromatase e produção de estradiol mais baixa em células do cumulus 219 

humanas (Fayezi et al. 2017). Portanto, a atividade do gene SCD1 é requerida. Observamos 220 

que o meio Medium 199 apresentou menor abundância relativa de SCD1 após a adição de 221 

CLA, mas o meio SOF não sofreu influência da adição de CLA nesse parâmetro. 222 

Com relação aos genes implicados com a maturação oocitária (GREM1, AREG e 223 

COX2), oócitos maturados em meio SOF apresentaram maior abundância relativa dos genes 224 

GREM1 e COX2. Em diferentes espécies a regulação positiva da expressão do gene COX2 em 225 

células do cumulus está relacionada à melhora na competência oocitária. Essa regulação 226 

positiva está ligada à transição de oócitos de camundongas do estágio de vesícula germinativa 227 

para metáfase II (Shao et al. 2015), melhoria da competência oocitária em suínos (Sugimura 228 

et al. 2015) e em células do cumulus humanas está associada ao desenvolvimento de embriões 229 

de qualidade superior (McKenzie et al. 2004). Portanto, a maior abundância relativa de 230 

RNAm de COX2 é desejável e tal característica foi observada nos oócitos maturados em meio 231 

SOF. 232 

O gene GREM1 apresentou maior abundância relativa de RNAm tanto em oócitos 233 

quanto células do cumulus dos COCs maturados em meio SOF. Os genes GREM1 e COX2 234 

são expressos nas células do cumulus onde participam do processo de expansão diretamente 235 

relacionado à retomada da meiose oocitária (Shimada et al. 2006). A expressão de GREM1 e 236 

COX2 é sinalizada pela interação de fatores de crescimento, como AREG, nos receptores das 237 

células do cumulus (Pangas et al. 2004; Shimada et al. 2006). Os genes GREM1 e COX2, 238 

expressos em células do cumulus, interagem com fatores secretados por oócitos, 239 

desempenhando papel na expansão das células do cumulus durante a maturação oocitária 240 

sendo, portanto, associados com maior competência oocitária e embriões de boa qualidade 241 
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(Goldrat et al. 2019). Sendo os mesmos utilizados como marcadores de qualidade em células 242 

do cumulus de búfalas (Pandey et al. 2018). Considerando esses dois marcadores de 243 

qualidade, o meio SOF, mais uma vez mostrou-se superior. 244 

 Todos os grupos foram suplementados com 10% de SFB. O SFB está ligado com o 245 

acúmulo de lipídios intracelulares e consequente diminuição da fluidez da membrana 246 

plasmática, características indesejáveis. Porém, o SFB contém substâncias benéficas para o 247 

desenvolvimento embrionário (Leão et al. 2015) e sua substituição total resulta em baixas 248 

taxas de produção embrionária (Duque et al. 2003). Além disso, mostramos que o meio SOF é 249 

capaz de proporcionar maior abundância relativa de FADS2, um gene chave no metabolismo 250 

lipídico. A manutenção da fluidez de membrana, assim como o controle da proporção de 251 

ácidos graxos saturados e insaturados e distribuição das gotículas lipídicas é imprescindível 252 

para elevar a tolerância à criopreservação de oócitos e embriões.  253 

Concluímos que o uso do meio SOF na maturação oocitária resulta em alteração na 254 

expressão de genes ligados ao metabolismo lipídico e induz maior expressão de genes 255 

marcadores de qualidade em oócitos, independente da adição de CLA.   256 
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ANEXOS 391 

ANEXO 1: Composição básica do meio Medium 199 (M199), Thermo Fisher Scientific Inc., 392 

número de catálogo 31100035. 393 

Componentes Peso molecular Concentração (mg/L) mM 

Amino Acids    

Glycine 75.0 50.0 0.6666667 

L-Alanine 89.0 25.0 0.28089887 

L-Arginine hydrochloride 211.0 70.0 0.33175355 

L-Aspartic acid 133.0 30.0 0.22556391 

L-Cysteine hydrochloride-H2O 176.0 0.1 5.681818E-4 

L-Cystine 2HCl 240.0 26.0 0.108333334 

L-Glutamic Acid 147.0 75.0 0.5102041 

L-Glutamine 146.0 100.0 0.6849315 

L-Histidine hydrochloride-H2O 210.0 21.88 0.10419047 

L-Hydroxyproline 131.0 10.0 0.07633588 

L-Isoleucine 131.0 40.0 0.3053435 

L-Leucine 131.0 60.0 0.45801526 

L-Lysine hydrochloride 183.0 70.0 0.38251367 

L-Methionine 149.0 15.0 0.10067114 

L-Phenylalanine 165.0 25.0 0.15151516 

L-Proline 115.0 40.0 0.3478261 

L-Serine 105.0 25.0 0.23809524 

L-Threonine 119.0 30.0 0.25210086 

L-Tryptophan 204.0 10.0 0.04901961 

L-Tyrosine disodium salt dihydrate 261.0 58.0 0.22222222 

L-Valine 117.0 25.0 0.21367522 

Vitamins    

Ascorbic Acid 176.0 0.05 2.840909E-4 

Biotin 244.0 0.01 4.0983607E-5 

Choline chloride 140.0 0.5 0.0035714286 

D-Calcium pantothenate 477.0 0.01 2.096436E-5 

Folic Acid 441.0 0.01 2.2675737E-5 

Menadione (Vitamin K3) 172.0 0.01 5.8139532E-5 

Niacinamide 122.0 0.025 2.0491803E-4 

Nicotinic acid (Niacin) 123.0 0.025 2.0325204E-4 

Para-Aminobenzoic Acid 137.0 0.05 3.6496352E-4 

Pyridoxal hydrochloride 204.0 0.025 1.2254903E-4 

Pyridoxine hydrochloride 206.0 0.025 1.21359226E-4 

Riboflavin 376.0 0.01 2.6595744E-5 

Thiamine hydrochloride 337.0 0.01 2.967359E-5 

Vitamin A (acetate) 328.0 0.1 3.0487805E-4 

Vitamin D2 (Calciferol) 397.0 0.1 2.5188917E-4 

alpha Tocopherol phos. Na salt 554.7 0.01 1.8027762E-5 

i-Inositol 180.0 0.05 2.7777778E-4 

Inorganic Salts    

Calcium Chloride (CaCl2) (anhyd.) 111.0 200.0 1.8018018 

Ferric nitrate (Fe(NO3)-9H2O) 404.0 0.7 0.0017326733 

Magnesium Sulfate (MgSO4) 120.0 97.67 0.8139166 
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(anhyd.) 

Potassium Chloride (KCl) 75.0 400.0 5.3333335 

Sodium Chloride (NaCl) 58.0 6800.0 117.24138 

Sodium Phosphate monobasic 

(NaH2PO4-H2O) 

138.0 140.0 1.0144928 

Other Components    

Adenine sulfate 404.0 10.0 0.024752475 

Adenosine 5'-phosphate 347.0 0.2 5.763689E-4 

Adenosine 5'-triphosphate 605.0 1.0 0.0016528926 

Cholesterol 387.0 0.2 5.1679584E-4 

D-Glucose (Dextrose) 180.0 1000.0 5.5555553 

Deoxyribose 134.0 0.5 0.0037313432 

Glutathione (reduced) 307.0 0.05 1.6286645E-4 

Guanine hydrochloride 188.0 0.3 0.0015957447 

Hypoxanthine Na 158.11 0.354 0.0022389477 

Phenol Red 376.4 20.0 0.053134963 

Ribose 150.0 0.5 0.0033333334 

Sodium Acetate 82.0 50.0 0.6097561 

Thymine 126.0 0.3 0.0023809525 

Tween 80®  20.0 Infinity 

Uracil 112.0 0.3 0.0026785715 

Xanthine-Na 174.09 0.3 0.0017232466 

Disponível em: https://www.thermofisher.com/br/en/home/technical-resources/media-formulation.90.html  394 

https://www.thermofisher.com/br/en/home/technical-resources/media-formulation.90.html
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ANEXO 2: Composição do meio fluido de oviduto sintético (SOF). 395 

Componentes Concentrações 

NaCl 107.63 mM 

KCl 7.16 mM 

KH2PO4 1.19 mM 

MgSO4 1.51 mM 

CaCl, 2H2O 1.78 mM 

Sodium lactate 5.35 mM 

NaHCO3 25.00 mM 

Na-pyruvate 7.27 mM 

I-Glutamine 0.20 mM 

BME amino acids 45.0 µL/mL 

MEM amino acids 5.0 µL/mL 

Tri-Sodium-Citrate 0.34 mM 

Myo-inositol 2.77 mM 

Gentamycine 50.0 µg/mL 

Amikacin sulfate 78.125 µg/mL 

Bovine serum albumin 4% 

Fetal bovine serum 10% 

  396 
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ANEXO 3: Composição básica do meio de lavagem (LAV), Thermo Fisher Scientific Inc., 397 

número de catálogo 12340030. 398 

Componentes Peso molecular Concentração (mg/L) mM 

Glycine 75.0 50.0 0.6666667 

L-Alanine 89.0 25.0 0.28089887 

L-Arginine hydrochloride 211.0 70.0 0.33175355 

L-Aspartic acid 133.0 30.0 0.22556391 

L-Cysteine hydrochloride-H2O 176.0 0.1 5.681818E-4 

L-Cystine 2HCl 240.0 26.0 0.108333334 

L-Glutamic Acid 147.0 75.0 0.5102041 

L-Glutamine 146.0 100.0 0.6849315 

L-Histidine hydrochloride-H2O 210.0 21.88 0.10419047 

L-Hydroxyproline 131.0 10.0 0.07633588 

L-Isoleucine 131.0 40.0 0.3053435 

L-Leucine 131.0 60.0 0.45801526 

L-Lysine hydrochloride 183.0 70.0 0.38251367 

L-Methionine 149.0 15.0 0.10067114 

L-Phenylalanine 165.0 25.0 0.15151516 

L-Proline 115.0 40.0 0.3478261 

L-Serine 105.0 25.0 0.23809524 

L-Threonine 119.0 30.0 0.25210086 

L-Tryptophan 204.0 10.0 0.04901961 

L-Tyrosine disodium salt dihydrate 261.0 58.0 0.22222222 

L-Valine 117.0 25.0 0.21367522 

Vitamins    

Ascorbic Acid 176.0 0.05 2.840909E-4 

Biotin 244.0 0.01 4.0983607E-5 

Choline chloride 140.0 0.5 0.0035714286 

D-Calcium pantothenate 477.0 0.01 2.096436E-5 

Folic Acid 441.0 0.01 2.2675737E-5 

Menadione (Vitamin K3) 172.0 0.01 5.8139532E-5 

Niacinamide 122.0 0.025 2.0491803E-4 

Nicotinic acid (Niacin) 123.0 0.025 2.0325204E-4 

Para-Aminobenzoic Acid 137.0 0.05 3.6496352E-4 

Pyridoxal hydrochloride 204.0 0.025 1.2254903E-4 

Pyridoxine hydrochloride 206.0 0.025 1.21359226E-4 

Riboflavin 376.0 0.01 2.6595744E-5 

Thiamine hydrochloride 337.0 0.01 2.967359E-5 

Vitamin A (acetate) 328.0 0.1 3.0487805E-4 

Vitamin D2 (Calciferol) 397.0 0.1 2.5188917E-4 

alpha Tocopherol phos. Na salt 554.7 0.01 1.8027762E-5 

i-Inositol 180.0 0.05 2.7777778E-4 

Inorganic Salts    

Calcium Chloride (CaCl2) (anhyd.) 111.0 200.0 1.8018018 

Ferric nitrate (Fe(NO3)-9H2O) 404.0 0.7 0.0017326733 

Magnesium Sulfate (MgSO4) 

(anhyd.) 
120.0 97.67 0.8139166 

Potassium Chloride (KCl) 75.0 400.0 5.3333335 

Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 84.0 2200.0 26.190475 
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Sodium Chloride (NaCl) 58.0 6100.0 105.17242 

Sodium Phosphate monobasic 

(NaH2PO4) anhydrous 
138.0 140.0 1.0144928 

Other Components    

2-deoxy-D-ribose 134.0 0.5 0.0037313432 

Adenine sulfate 404.0 10.0 0.024752475 

Adenosine 5'-phosphate 347.0 0.2 5.763689E-4 

Adenosine 5'-triphosphate 605.0 1.0 0.0016528926 

Cholesterol 387.0 0.2 5.1679584E-4 

D-Glucose (Dextrose) 180.0 1000.0 5.5555553 

Glutathione (reduced) 307.0 0.05 1.6286645E-4 

Guanine hydrochloride 188.0 0.3 0.0015957447 

HEPES 238.0 5960.0 25.042017 

Hypoxanthine Na 136.0 0.4 0.0029411765 

Phenol Red 376.4 20.0 0.053134963 

Ribose 150.0 0.5 0.0033333334 

Sodium Acetate 82.0 50.0 0.6097561 

Thymine 126.0 0.3 0.0023809525 

Tween 80®  20.0 Infinity 

Uracil 112.0 0.3 0.0026785715 

Xanthine-Na 152.0 0.34 0.0022368422 

Disponível em: https://www.thermofisher.com/br/en/home/technical-resources/media-formulation.87.html  399 

https://www.thermofisher.com/br/en/home/technical-resources/media-formulation.87.html
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ANEXO: Normas da Revista Anais da Academia Brasileira de Ciências  400 

 401 



29 
 

(2/4) 402 

 403 



30 
 

 (3/4) 404 

 405 



31 
 

(4/4) 406 

 407 


