PERSPECTIVAS PARA A APLICACAO DA TECNICA DE ESPECTROMETRIA DE
MASSAS NA CARACTERIZACAO DO LIPIDOMA DE EMBRIOES BOVINOS
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Introducao

Resultados

Embora vérios protocolos de criopreservagdo para embrides bovinos produzidos
in vitro tenham sido desenvolvidos e aplicados com sucesso, a eficiéncia do
procedimento apresenta desafios para o emprego da técnica em escala
comercial. A criosensibilidade dos embrides bovinos produzidos in vitro tem sido
relacionada principalmente ao alto contetido de lipideos acumulados durante o
processo de cultivo in vitro. O melhor conhecimento da composicéo lipidica (ou
lipidoma) de embrides bovinos pode levar a avangos nas estratégias ja utilizadas
para melhorar a eficiéncia do processo. A técnica de espectrometria de massas
(MS) é utilizada com sucesso para estudos de lipidoma de células e tecidos. O
objetivo deste trabalho é relatar a utilizacdo de lonizagdo/Dessorcdo de Matriz
Assistida por Laser - Tempo-de-V6o (MALDI-TOF MS) para obtenc¢é@o de perfis
lipidicos de odcitos e embrides bovinos produzidos in vitro.

Material e Métodos

Odcitos e embrides tiveram a zona pellcida removida em pronase 0,5% (w/v),
foram acondicionados em microtubos contendo 50uL de solugdo 1:1 (v/v)
metanol/agua ultrapura e estocados a 4°C por no maximo 7 dias. Os embrides e
od6citos foram colocados sobre uma placa de MALDI (Waters, Manchester,UK) e
posteriormente recobriu-se as amostras com a matriz acido 2,5-dihidroxibenzoéico
(DHB). Para coleta dos espectros foi utilizado um equipamento MALDI-TOF
(Micromass. Manchester, UK) no intervalo de m/z de 600 a 1200, voltagem de
pulso 2500V; reflectron 2000V, fonte 15000V e MCP 2100V. Os espectros foram
processados no software MassLynx v4.0 (Waters, Manchester, UK).
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Figura 1. Espectros de massas indicando TAGs de um odcito imaturo, um oécito maturado e
de um blastocisto. Os espectros foram obtidos por MALDI-TOF MS com matriz DHB.

A matriz DHB mostrou-se apropriada para observar o perfil de triglicerideos
(TAGs) nas amostras, sendo possivel verificar que os TAGs estdo pouco
presentes nos odécitos imaturos, mas aumentam em quantidade nos odcitos
maturados e aparecem claramente nos embrides (Figura 1), sendo que os TAGs
sdo detectados como adutos de sédio [M+Na]*. Através da andlise dos espectros
de massas de alta resolucgéo, foi possivel identificar os TAGs presentes e a partir
das massas moleculares, determinar a composicdo elementar e o nimero de
carbonos/nimero de duplas ligagdes das trés unidades de acidos graxos (Tabela
1). Os TAGs descritos (Tabela 2) possuem em sua composi¢ao os acidos graxos
palmitoleico (16:1), palmitico (16:0), linolénico (18:3), linoleico (18:2), oleico (18:1)
e estedrico (18:0). Os resultados mostraram que o uso de MALDI-TOF MS
permitiu a obtengdo de perfis lipidicos informativos para odcitos e embrides. Além
disso, foi possivel obter espectros individuais.
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Tabela 2. Caracterizagdo dos TAGs
encontrados em odécitos e embrides

o
N «— Acido palmitico
e AAAAAAAN »

Lo I~ —— Acido oléico

HE=07g"
i e e i
AN I e+ Asido alfeinaléico TAG Cadeias graxas | TAG® | NCDL*>
mjz [M+Na’]
Exemplo de TAG 825 C16/C16:1/C16:1 | PPoPg | 482
827 Cl6/C16CI61 | PPPo 381
829 C16/Cl6 Cl6 PP 480
851 CI6ICI6C183, | PPLm, | 503
C16:1/C16/C182 | PoPL
Tabela 1. valores de m/z dos TAGs 3 ciecle PL | s02
observados em o6citos imaturos, 555 Cl6CI6CI81 | PPO | 501
- i 857 CI6C16/C18 PPS 500
o6citos maturados e  embrides o9 Cio sy e | pro | 523
o 881 Cl6/C18.1C181 | POO 522
TAG Odcito | Obeito | Blastocisto 583 Cloiglcls | POS 21
miz [M+Na] | imaturo | maturado 885 CI6CISICIS LS 520
e 901 C182/C182/C182 | LLL 546
825 X X 503 C182/C182C18 1, | LLO. 545
827 X X Ci8:1/C18-1/C183 | 00Ln
829 X X 905 CIE1/CI81/CI82, | OOL 544
851 X C182/C182/C18 | LLS
853 X < %07 CIEICIEICISL | 000, [ 543
5 X X S5 i rcricn | o0s |
= CIs: 7 5 543
857 X X CIS/C18/C182 SSL
£79 X X o11 CIS/CIBCIS] 550 5]
881 X X
883 X X e A A -
385 < < L: acido linoléico, Ln: &cido linolénico, O: &cido
901 X oléico, S: acido estedrico, P: &cido palmitico, Po:
903 X 4cido palmitoléico
905 X ** numero de carbonos/duplas ligacdes dos &cidos
907 X graxos graxos presentes no TAG.
909 X
911 X

Conclusao

Os resultados mostraram que o uso da técnica MALDI-TOF MS permitiu a
obtencéo de perfis lipidicos informativos para o6citos e embrides. Além disso, foi
possivel obter espectros individuais de oécitos e de embrides. O emprego dessa
técnica para comparagédo do perfil lipidico de embriées produzidos in vivo e in
vitro podera trazer contribuigdes em estudos visando proporcionar suplementagdo
de acidos graxos apropriada com o objetivo de diminuir a criosensibilidade de
embrides bovinos produzidos in vitro.




