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RESUMO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica que visa aumentar a velocidade de
producdo de animais geneticamente superiores. Esse processo ainda ¢ considerado ineficiente e
estagnado, apresentando baixa producdo embriondria € com qualidade inferior. Objetivou-se avaliar
os efeitos do resveratrol ligado a nanoparticulas como antioxidantes durante a maturagdo in vitro de
odcitos bovinos na taxa de clivagem e de blastocistos. Os odcitos utilizados para producao in vitro
de embrides foram obtidos pelo método de aspiracao dos foliculos ovarianos de ovarios coletados
de vacas em abatedouro-frigorifico no municipio de Uberlandia-MG, variando a raca, idade e peso
dos animais. Apds a selecdo, os odcitos seguiram para a etapa de maturacao in vitro (MIV)
divididos de acordo com os tratamentos: controle, resveratrol diluido a 0,5 uM e 1,0 uM e
resveratrol ligado a nanoparticulas de silica nas concentragdes 0,5 uM e 1,0 uM. A fecundagdo foi
feita na placa de FIV sendo realizada com sémen selecionado do mesmo touro para todas as
réplicas. Finalizado o periodo da FIV os possiveis zigotos foram transferidos para a placa de cultivo
CIV. Quarenta e oito horas apos a fecundagdo, foi contado o nimero de estruturas que se dividiram
(taxa de clivagem) e apos sete dias, foi avaliado o nimero de blastocistos (taxa de blastocisto). Os
dados foram analisados por regressao logistica no programa MINITAB, sendo incluido no modelo o
efeito de tratamento. A significancia estatistica foi estabelecida como P < 0,05 e a tendéncia
estatistica como 0,05 <P <0,10. A utilizacdo do resveratrol na concentragao 0,5 uM e resveratrol
ligado a nanoparticula nas concentragdes de 0,5 uM e 1,0 uM nao demonstrou vantagem para a taxa
de producao de embrides quando comparado ao grupo sem tratamento. A utilizacdo do resveratrol
na concentragdo 1,0 uM reduziu a taxa de clivagem e tendeu a reduzir a taxa de blastocisto, porém
associacao do resveratrol em maior concentragdo as nanoparticulas pareceu ser vantajoso, pois nao

causou efeito prejudicial na produgdo in vitro de embrides.

Palavras-chave: Embrides in vitro; estresse oxidativo; maturacdo oocitaria; substancias

antioxidantes.



ABSTRACT

The in vitro embryo production (IVP) is a biotechnology that aims to increase the speed of
production of genetically superior animals. This process is still considered inefficient and stagnant,
presenting low embryo production and inferior quality. The objective of this study was to evaluate
the effects of nanoparticles linked to resveratrol as antioxidants during the in vitro maturation of
bovine oocytes on cleavage and blastocyst rates. The oocytes used for in vitro embryo production
were obtained by the method of aspirations of ovarian follicles collected from cows in a
slaughterhouse in the city of Uberlandia-MG, varying the breed, age and weight of the animals.
After selection the oocytes proceeded to the in vitro maturation (IVM) stage, divided according to
the treatments: control, resveratrol diluted at 0.5 uM and 1.0 uM and resveratrol bound to silica
nanoparticles at concentrations 0.5 uM and 1.0 uM. Fertilization was performed on the IVF plate
and with semen selected form the same bull for all replicas. After the IVG period, the possible
zygotes were transferred to the CIV culture plate. Forty-eight hours after fertilization, the number of
dividing structures (cleavage rate) was counted and after seven days, the number of blastocysts
(blastocyst rate) was evaluated. The numbers were analyzed by logistic regression in the MINTAB
program, and the treatment effect was included in the model. Statistical significance was set at P <
0,05 and statistical trend at 0,05 <P < 0,10. The use of 0.5 uM resveratrol and resveratrol bounded
to nanoparticles at 0.5 uM and 1 uM did not show any advantage for embryo production rate then
compared to the untreated group. However, the use of resveratrol at 1 uM concentration reduced the
cleavage rate and tended to reduce the blastocyst rate. Also, the use of resveratrol at 1.0 uM
concentration associated to nanoparticles appeared to be advantageous because it did not cause any

detrimental effects on in vitro production.

KEY WORDS: antioxidant substances; in vitro embryo; oxidative stress; oocyte maturation.
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1.INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, principalmente bovinos, tem sido alvo de
muitos estudos com intuito de aumentar o numero de descendentes utilizando biotecnologias
associadas a reproducdo animal. De forma indireta, tem-se um aumento no mérito genético do
rebanho (DE LIMA; STERZA, 2016). A producdo in vitro de embrides (PIVE) se encaixa
como uma biotécnica importante para esse avanco, viabilizando a diminuicdo do intervalo
entre geragdes (fémeas a partir de dois meses de idade), permitindo a
introducao/intensificagdo do uso do material genético de fémeas identificadas como
geneticamente superiores. Além disso, pode-se destacar a obtengdo de embrides de fémeas
que sdo incapazes de produzirem descendentes por meio de técnicas convencionais (MELLO
et al., 2016). Outra caracteristica ligada a PIVE ¢ possibilidade de otimizar o uso do material
genético de machos, permitindo a producao de diversos embrides com o uso de uma Unica
palheta de sémen além do uso de touros diferentes para uma unica doadora (BRACKETT;
ZUELKE, 1993; SANTL et al., 1998; BUENO; BELTRAN, 2008).

Mesmo com os avangos relacionados a reproducdo animal, essa biotécnica ainda
possui desempenho insuficiente na producdo de embrides, apenas 40% de odcitos atingem o
estagio de blastocisto (LONERGAN; FAIR, 2008) em laboratérios comerciais e 30% em
ambiente de pesquisa (MAPLETOFT, 2013). Nesse contexto, se faz necessario o
desenvolvimento de estudos para encontrar novas alternativas e produtos para aumentar as
taxas de produ¢ao na PIVE e melhorar a qualidade dos blastocistos.

Muitos fatores podem prejudicar o desenvolvimento dos embrides durante a PIVE, tais
como: meio de cultivo, atmosfera gasosa, tensdo de oxigénio e presenca de agentes quimicos.
(LONERGAN; FAIR, 2008; RODRIGUES, 2009). Outra desvantagem que impede melhores
resultados da PIVE ¢ o conteudo citoplasmatico e as alteragdes no odcito, como mudangas
bioquimicas, estruturais e citoesqueléticas, que acontecem durante o processo de crescimento
até o reinicio da meiose, que sdo de extrema importadncia para a fecundacdo e o
desenvolvimento embrionario (LI e ALBERTINI, 2013).

O estresse oxidativo estd diretamente relacionado a tensdo de oxigénio, porém, pode
ser amenizado com o uso de antioxidantes como o resveratrol durante a maturagdo oocitaria.
Os antioxidantes sdo substincias que atrasam ou previnem a oxidagdo em agua, evitando a

producdo em excesso das mesmas (LUZ ET AL., 2011).



E sabido que o estresse oxidativo influencia a eficiéncia da PIVE. O resultado desse
estresse pode causar alteragdes negativas nos processos de maturagdo e fecundagdo dos
odcitos e também no cultivo dos provaveis embrides. Para que isso ndo aconteca, ¢ necessario
diminuir a produ¢do de espécies reativas do oxigénio (ROS) ou aumentar utilizacdo de
substancias antioxidantes (ANDRADE et al., 2010).

A nanotecnologia pode ser usada para o desenvolvimento de novos produtos
veterinarios e tem como grande vantagem a possibilidade de aumentar a biodisponibilidade de
compostos bioativos para a obtengdo de melhores resultados (MADUREIRA, 2011). Segundo
BRANDAO et al. (2011), a pratica da associagio de um composto bioativo & sistemas
nanoestruturados pode resultar no uso racional destes compostos pois o nimero de doses e a
concentracdo podem ser reduzidas durante o tratamento. Sendo assim, a associacdo da
nanoparticula ao resveratrol pode ser uma opg¢ao interessante para a produgdo in vitro de
embrioes.

Portanto, a proposta de utilizacdo de substancias antioxidantes se encaixa nesse
contexto como uma ferramenta promissora para aumentar esses numeros. Esse sistema de
producdo visa diminuir os danos causados por essas substancias utilizando antioxidantes
como o Resveratrol sozinho ou associado a nanoparticulas. Alguns trabalhos ja apresentam
resultados significativos com essa substancia, porém novos estudos sdo necessarios para

aprimorar e contribuir para o aumento da produtividade do sistema convencional.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producao in vitro de embriio

Grande parte do aumento da produtividade de rebanhos bovinos tem sido atribuido,
principalmente, a intensa sele¢do de caracteristicas produtivas com utilizacdo de biotécnicas
de manejo. Sendo assim, a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), transferéncia de
embrides (TE) e produgdo in vitro de embrides (PIVE) tem sido aperfeicoada com objetivo de
maximizar o potencial reprodutivo das fémeas e melhorar cada vez mais esses indices
(BURATINI JR., 2006). Dentre essas biotécnicas, destaca-se a PIVE que tem como uma de
suas vantagens a utilizacdo de animais jovens com objetivo de diminuir o intervalo de
geracdes e aumentar o ganho genético (VARAGO et al., 2008). Portanto, um dos principais
objetivos da PIVE se da na obteng¢@o de embrides viaveis a partir de fémeas saudaveis de alto

valor genético.



A PIVE ¢é composta por trés etapas: maturagdo in vitro de oocitos (MIV), a fecundacao
in vitro (FIV) e o cultivo in vitro de embrides (CIV). Na maturagdo ocorre varias mudancas
no citoplasma e no nucleo do oocito devido aos estimulos provenientes do meio para
possibilitar a fecundacao e alcangar o estagio de blastocisto (DADARWAL et al., 2015). As
células da granulosa e do cumulus oophorus tem um papel importante para o oocito durante a
maturagdo in vitro, sendo fundamentais na aquisicdo da competéncia do odcito para ser
fecundado e se desenvolver (STAIGMILLER e MOOR, 1984). Sendo assim, trabalhos
mostraram que odcitos com cumulus expandido apos a fecundagdo in vitro, apresentou
maiores taxa de clivagem quando comparado a odcitos sem as células do cumulus ou com o
cumulus compacto (SIRARD e LAMBERT 1985, 1986; HYTTEL ET AL., 1986).

E somente apds a finalizagdo da maturagio citoplasmatica e nuclear, que o odcito se
torna apto a ser fecundado e iniciar o desenvolvimento embrionario. Quando esse processo
ocorre de forma inadequada no nucleo ou citoplasma, a fecundacdo ¢ impossibilitada de
ocorrer adequadamente, aumentando a incidéncia de polispermia e bloqueando o
desenvolvimento embriondrio (MINGOTI, 2005). Sendo assim, a maturagdo ¢ um importante
processo que necessita de uma atengao especial além do desenvolvimento de sistemas in vitro
eficientes que possibilitam o crescimento do o0cito para garantir o sucesso nas etapas
seguintes (CHAVES et al., 2010).

A fecundagdo se refere ao processo no qual o espermatozoide entra em contato com o
odcito, gerando o zigoto. No processo in vivo, esses espermatozoides precisam chegar até a
ampola da tuba uterina para fecundar o odcito, sendo fundamental a presenca de substancias
no sistema reprodutor feminino para que ocorra capacitacdo dos espermatozoides. As
alteragdes relacionadas a capacitacdo espermatica incluem modificacdo bioquimica, como
fluidez e teor lipidico da membrana plasmatica, tendo como consequéncia uma hiperativagao
espermatica. Dessa forma, torna-se possivel a interagdo da membrana do espermatozoide a
receptores especificos da zona pelucida do odcito para ocorrer a reagdo acrossdmica. Ja no
processo in vitro, para que ocorra esse processo ¢ necessario a utilizacdo de protocolos para
fornecer, no meio usado, um ambiente adequado e possibilitar a perfeita interacdo do
espermatozoide com o oocito afim de completar a fecundagdo (YANG et al, 1993;
ASSUMPCADO et al., 2002; GONCALVES et al., 2007).

Apos a fecundacdo, os embrides no estagio de uma célula ou zigoto sdo transferidos
para o meio de cultivo, permanecendo por sete dias até atingirem o estagio de blastocisto,
momento no qual podem ser transferidos para o utero de f€meas receptoras que dardo inicio a

gestagdo (DODE et al.,, 2000). Um dos fatores mais importantes para que os embrides



produzidos in vitro cheguem ao estagio de blastocisto, ¢ a qualidade oocitaria, porém o meio
de cultivo também se faz importante, influenciando principalmente a qualidade dos embrides
(LONERGAN et al., 2003). A ativacdo do genoma embriondrio, processo de divisao celular,
compactagdo dos blastomeros no estagio de morula e inicio da diferenciacdo embrionaria com
a formacdo da blastocele ocorrem durante esse periodo de desenvolvimento pré-implantagao
(HOSHI, 2003). Sendo assim, muitos protocolos tém sido testados durante essa fase de
desenvolvimento embrionario (GALLI, 1996).

As condigdes de cultivo in vitro, como dito anteriormente, sdo determinantes para que
haja bons indices de produ¢do de embrides, portanto muitos estudos sdo feitos visando avaliar
o efeito de diferentes fatores, intrinsecos e extrinsecos, sobre a capacidade de
desenvolvimento desses embrides, como por exemplo a composi¢do dos meios de cultivo,
condicdes de temperatura e atmosfera gasosa, adicdo de aminodcidos, vitaminas,

macromoléculas e fatores de crescimento assim como o uso de soro (NAGAI, 2001).

2.2 Producao de espécies reativas do oxigénio e o estresse oxidativo

As espécies reativas do oxigénio (ROS) sao moléculas instaveis derivadas do oxigénio
que apresentam elétrons ndo pareados na sua orbita mais externa, permitindo que interajam
com outras moléculas. Quando estas moléculas recebem elétrons, exercem a funcao de
agentes oxidantes, ou agentes redutores quando doam elétrons (AGARWAL et al., 2005).

O estresse oxidativo € um fator que influencia diretamente no processo de maturagao
oocitaria e consequentemente, interfere na produg¢do e qualidade embriondria nas etapas
subsequentes. O excesso na produgdo de espécies reativas do oxigénio gera injurias celulares
(Andrade et al., 2010). O metabolismo celular e as condicdes ambientais as quais 0s 00citos e
embrides sao submetidos durante a PIVE pode favorecer o estresse oxidativo. Entre as
condigdes citadas, pode-se destacar a concentracdo de oxigénio, presenca de espermatozoides,
exposi¢do a luz ou ao calor e também os componentes do meio (GUERIN et al., 2001).

Para que as espécies reativas do oxigénio se tornem estaveis € necessario que elas
adquiram elétrons. Assim sendo, podem reagir com qualquer outra molécula que estd ao seu
redor como por exemplo lipidios, carboidratos e acidos nucleicos, tendo como consequéncia
uma oxidacdo. Com isso, reacdes em cadeia sdo desencadeadas gerando alteragdes
mitocondriais, desnaturagdo proteica, peroxida¢do lipidica além do bloqueio no
desenvolvimento embrionario podendo ocorrer também apoptose celular (AGARWAL et al.,

2005; GUERIN et al., 2001).
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A produgdo de uma quantidade minima de ROS ¢ importante para que o
funcionamento do organismo ocorra de forma adequada pois estdo envolvidos no transporte
de elétrons na cadeia respiratoria e atua como moléculas sinalizadoras. Porém, esse efeito
pode se tornar prejudicial quando ha uma producdo anormal de ROS e diminui a liberagdo de
agentes antioxidantes (DOWNLING E SIMMONS, 2009).

O ROS esta envolvido em muitos processos celulares como a proliferacdo celular,
adaptacdo a processos de hipoxia celular e até mesmo no processo apoptotico (DROGE,
2003). Também, pode estar ligado ao processo de manutencdo ou reestabelecimento da
homeostase, agindo como mensageiros intracelulares secundarios e moduladores de sinais de
transdu¢do (CHANDEL e SCHUMACKER, 2000).

Os principais ROS encontrados no cultivo de embrides sdo os radicais anion
superoxido (0Oy), peroxido de hidrogénio (H,O,) e hidroxila (OH’). Quando h4a um
desequilibrio favorecendo a producgdo desses elementos, ocorre o estresse oxidativo. Esse
estresse € capaz de causar danos ao DNA, as proteinas e aos lipideos, gerando problemas e
diminuindo a eficacia da produgdo in vitro de embrides (ANDRADE et al., 2010; SILVA et
al., 2011).

3.3 Resveratrol

Muitas substancias antioxidantes tém sido testadas com o objetivo de aprimorar
resultados na produgdo in vitro de embrides, ¢ muitas vezes, essas substancias apresentam
resultados positivos. Estudos demonstraram isso com a utilizagdo de resveratrol na maturacao
de odcitos bovinos (WANG et al., 2014).

O resveratrol ¢ um antioxidante encontrado em plantas que tem um papel importante
no metabolismo celular. Atua na remog¢ao de radicais superdxidos, na redugdo da produgao de
espécies reativas do oxigénio, participa da inibicdo de peroxida¢do lipidica e tem um papel
importante na expressao de enzimas e co-fatores antioxidantes (PERVAIZ & HOLME, 2009).

Durante a produgdo in vitro de embrides os odcitos e os embrides sdo submetidos a
maiores concentragdes de oxigénio quando comparado aos produzidos in vivo, fazendo com
que haja uma maior producdo de espécies reativas do oxigénio, causando dano celular e
podendo ter como consequéncia perda de suas fungdes (YANG ET AL., 1998). Além disso, a
producdo intermitente de espécies reativas do oxigénio associada a deficiéncia da
concentragdo de glutationa sdo as principais causas de baixa eficiéncia da PIVE em diversas

espécies (AGARWAL et al., 2005; LUBERDA, 2005). Portanto a utilizacdo do resveratrol na
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maturagdo oocitaria parece ser interessante, ja que esse composto confere resisténcia em
relacdo a disfuncdo mitocondrial, também estd relacionado com a inibigdo da apoptose e
aumento do nivel intracelular de enzimas antioxidantes como a glutationa (ROBB et al.,
2008). Ainda, esse antioxidante esta ligado a manutencdo de ciclos estrais regulares, melhoria
na quantidade e qualidade de odcitos, aumento da expressdo de genes relacionados com a
luteinizacdo ¢ aumento na secre¢do de progesterona (KONG et al., 2011; LIU et al., 2013.
MORITA et al., 2012).

Um fator importante foi relatado por Wang et al (2014) quando demostraram que a
suplementagdo com 1 uM de resveratrol na MIV aumentou a secre¢do de progesterona e
diminuiu a de estradiol pelas células do cummulus. Também, observaram uma melhor
expansao do cummulus na maturacao oocitaria favorecendo a producao de blastocistos.

Portanto, o resveratrol ¢ um potente antioxidante que pode levar a melhoria da
atividade biologica. Problemas nas condigdes de cultura in vitro podem acarretar
desenvolvimento anormal do embrido sendo observado uma baixa frequéncia da formacao de
blastocistos que geralmente apresentam células reduzidas, podendo afetar a vida fetal e pos-
natal (DURANTHON et al., 2008). Sendo assim, ¢ necessario a otimizagdo de um sistema de

cultivo in vitro para melhorar a viabilidade do embrido (SALZANO et al. 2014).

2.4 Nanoparticulas

As nanoparticulas podem ser definidas como particulas ou material de tamanho
inferior a 100nm, que podem ser carreadoras por possuirem a capacidade de se ligar a outras
substancias. Sendo assim, podem ser utilizadas para realizacdo de pesquisas por potencializar
o efeito de alguns farmacos e minimizar a libera¢do de determinadas substancias (KREUTER,
2007).

As nanoparticulas mesoporosas de silica (poros de tamanho entre 2 ¢ 50nm) podem ser
usadas para encapsular moléculas ou transportar medicamentos (HAO, LI, TANG; 2016).
Além disso, sdo biocompativeis, possuem grande volume de poros e area de superficie,
aumentam a solubilidade de drogas e a cinética de liberagdo dos fAirmacos e também possuem
grande capacidade de se ligar a outras substancias (SANTOS et al., 2013).

A utilizacdo de nanoparticulas parece ser uma opg¢ao viavel para aumentar a eficacia

do resveratrol ja que elas sdo responsaveis pela liberagdo gradativa e lenta das substancias que
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estdo ligadas, sendo interessante para o uso na PIVE, pois o uso de antioxidantes em altas

concentragdes pode ser prejudicial para o processo (WANG et al., 2002).

3. OBJETIVO

Objetivou-se avaliar os efeitos do resveratrol ligado a nanoparticulas como
antioxidantes durante a maturacdo in vitro de oocitos bovinos na taxa de clivagem e de

blastocistos.

4. METODOLOGIA

4.1 Reagentes

Os reagentes utilizados neste estudo foram provenientes da Sigma (Sto Louis MO,

USA), a menos que indicado de outra forma.

4.2 Local e Animais

Os ovarios usados nesse experimento foram coletados de vacas em abatedouro-
frigorifico no municipio de Uberlandia-MG, variando a raca, idade e peso dos animais. O
transporte ocorreu em garrafa térmica € o tempo nao ultrapassou o periodo de quatro horas,
sendo a temperatura mantida entre 35°C e 38°C. Os ovarios foram aquecidos com solugao
fisiologica a 0.9% para manter a temperatura adequada e levados ao Laboratorio de

Reprodugdao Animal da Universidade Federal de Uberlandia.

4.3 Obtencao e selecio dos complexos cumulus-odcitos (COCs)

Ap0s a chegada dos ovarios, eles foram lavados por trés vezes em NaCl 0,9% estéril e
os foliculos ovarianos que apresentaram didmetro de 3-8mm foram puncionados com a
utilizagdo de uma seringa descartavel de 10 ou 20 mL acoplado a uma agulha 40 x 1,2 (18G).
Sendo assim, o fluido folicular obtido foi depositado em tubos plasticos de 15mL e deixado
em repouso em banho maria (35°C a 38°C) por 10 minutos até a sedimentacdo. Logo apos,
iniciou-se o processo de rastreamento dos odcitos com a utilizagdo de um microscopio

estereoscopico (Olympus Optical®, modelo SZ-40/SZ-ST).
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A classificagdo dos complexos cumulus-oocitos (COCs) foi realizada segundo
Leibfried e First (1979) sendo Grau I: odcitos com cumulus compacto e mais de trés camadas
de células (Figura 1A); Grau II: odcitos apresentando menos de trés camadas de células do
cumulus oophorus e ooplasma com granulacdes levemente heterogéneas (Figura 1B), Grau
III: o6citos com cumulus presente mas mostrando remogao das células do cumulus em menos
de um ter¢o da superficie da zona pelicida (Figura 1C), e Grau I'V: o6citos sem a presencga de
células do cumulus, completamente desnudos e atrésicos (Figura 1D). Os COCs classificados

em Grau I e II seguiram para a etapa de maturagao in vitro (MIV).

Figura 1. Classificagdo dos complexos cummulus-oocitos

Fonte: Penitente Filho, Oliveira, & Torres, 2012. p. 13.

4.4 Maturacio in vitro (M1V)

Os odcitos seguiram para a etapa de maturagdo in vitro (MIV), divididos de acordo
com os tratamentos, sendo eles controle (sem antioxidante), resveratrol 1 uM, resveratrol 0,5
uM, nano 1 uM e nano 0,5 uM. Foram lavados uma vez em meio de lavagem - base TCM-
199 Hepes acrescida de 10 % de soro fetal bovino, solugdo de piruvato (0,11 mg/mL) e
amicacina (83 mg/mL). Apos este processo, os oocitos foram lavados duas vez em meio base
de maturacdo ja contendo o tratamento citado para cada grupo, sendo esse meio constituido de
base TCM-199 Bicarbonato acrescida de 10% de soro fetal bovino (0,11 mg/mL), amicacina
(83 mg/mL), piruvato de sodio (22 pug/mL), FSH (0,5 pg/mL), LH (5 pg/mL) mais o
tratamento e seguiram normalmente para a placa de MIV, sendo distribuidos em gotas de 100
pL do meio de maturagdo com o tratamento especifico utilizado sob 6leo mineral e entdo
incubados em estufa a 38,5°C com atmosfera imida contendo 5% de CO; durante 22 a 24
horas. Depois desse periodo, foi analisado a expansdo das células do cumulus utilizando um

microscopio estereoscopico, indicando assim, a maturag@o oocitaria.
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4.5 Fecundacio in vitro (FIV)

Os o6citos foram lavados em duas gotas do meio TALP-FERT acrescido de amicacina
(83 mg/mL), solugdo de piruvato (0,11 mg/mL), PHE (2 pMpenicilamina, 1 pMhipotaurina, 1
UM epinefrina), heparina (10 pg/mL) e albumina sérica bovina (BSA) livre de acidos graxos
essenciais (6 mg/mL), passados para a placa de FIV em gotas de 100 uL. desse mesmo meio.
Nessa fase ja ndo ha tratamento, porém os oocitos foram separados na placa FIV de acordo
com o tratamento que receberam na MIV para que posteriormente pudesse ser feito a analise
individual de cada grupo tratado. A fecundagdo foi realizada com sémen selecionado do
mesmo touro para todas as réplicas. As palhetas de sémen foram descongeladas, foi feito uma
avaliacdo inicial da motilidade e vigor dos espermatozoides e entdo eles foram submetidos ao
processo de selecdo e capacitagao pelo método de centrifugacdo com gradientes descontinuos
de Percoll® adaptado de Parrish et al. (1995), que consiste na adi¢ao de 1000 pL. de Percoll
90% e 1000 pL de Percoll 45% em um tubo de 15mL depositando entdo o sémen sobre o
gradiente (Figura 2). Esse tubo foi levado a centrifuga sob rotagdo de 2400rpm durante 30
minutos. Os espermatozoides que conseguiram atravessar o gradiente de percoll chegando
entdo ao final do tubo foram considerados aptos para fecundacdo. Com o fim da capacitagao,
foi avaliado motilidade e vigor desses espermatozoides, além da concentragao por contagem
em camara de Neubauer com o auxilio de um microscopio de luz. Esses parametros sdo
fundamentais para que seja calculada a quantidade de meio TALP-FERT que deve ser
acrescido no sémen para que a dose inseminante utilizada (4 pL) tenha uma concentragdo de
25 x 10 espermatozoides/mL. Sendo assim o dia da FIV foi considerado como o dia 0 (DO0)
do desenvolvimento embriondrio. Os COCs juntamente com os espermatozoides foram

levados para a estufa por 12 a 18 horas nas mesmas condi¢cdes da maturagao.

Figura 2. Gradiente de percoll

Fonte: Generar, gradiente de percoll.
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4.6 Cultivo in vitro (CIV)

Finalizado o periodo da FIV os possiveis zigotos foram desnudos, ou seja, foi retirado
as células do cumulus. Esse processo ¢ importante pois a partir desse momento elas podem
competir com os zigotos por nutrientes do meio. E importante ressaltar que nessa fase também
ndo ha presenta de tratamento. Portanto, os zigotos foram lavados em meio com base SOF
(SyntheticOviductFluid) suplementado com solug¢do de piruvato (0,11 mg/mL), amicacina (83
mg/mL), BSA livre de acidos graxos e baixa endotoxina (6 mg/mL) e soro fetal bovino
(2,5%) e transferidos para a placa de cultivo CIV seguindo a mesma separacdo de
gotas/tratamento que receberam na MIV em gotas de 100 uL do meio com base SOF e
incubados a 38,5°C em atmosfera imida contendo 5% de gés carbOnico durante sete dias.
Quarenta e oito horas apos a fecundagao foi contado o nimero de estruturas que se dividiram
(taxa de clivagem) e sete dias depois foi avaliado o nimero de embrides que conseguiram se

desenvolver chegando até o estagio de blastocistos (taxa de blastocisto).

4.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados por regressdo logistica no programa MINITAB, sendo
incluido no modelo o efeito de tratamento. A significancia estatistica foi estabelecida como P

< 0,05 e a tendéncia estatistica como 0,05 <P <0,10.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi detectado efeito de tratamento do grupo Resveratrol 1uM na taxa de clivagem,

porém a taxa de blastocisto apenas tendeu a ser menor que nos demais grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Taxa de clivagem e de blastocisto de embrides bovinos de acordo com o tratamento sendo n

o numero de oocitos utilizados em cada grupo.

Tratamento (n) Taxa de Clivagem (%) Taxa de Blastocisto (%)
Controle (134) 85,82% 41,04*
Resveratrol 1 pM (131) 41,22° 11,45Y
Resveratrol 0,5 uM (136) 84,56 29,41%
Nano 1 uM (131) 83,97% 4427%
Nano 0,5 uM (133) 82,71* 36,09*
Valor de P 0,003 0,083

No processo de producdo in vitro de embrides bovinos, aproximadamente 90% dos
odcitos sdo capazes de atingir a maturagdo nuclear, caracterizada pela mudanca da profase I a
metafase 11, e cerca de 80% dos que sdo fertilizados concluem no minimo o segundo ciclo
celular (GORDON, 1994). Porém, apenas 30% a 40% dos odcitos fertilizados ddo origem a
embrides que eventualmente alcancam o estagio de blastocisto (LONERGAN et al., 2003).

No presente experimento, a adi¢do de antioxidante resveratrol ligado ou ndo a
nanoparticulas de silica ao meio de maturagdo de odcitos ndo demonstrou ser vantajoso ao se
analisar a taxa de clivagem e taxa de blastocisto quando comparado ao grupo controle sem
antioxidante. Porém, muitos estudos retratam o antioxidante como elemento fundamental para
a maturagao de odcitos, especificamente na maturacao citoplasmatica, que ¢ necessaria para o
desenvolvimento embrionario (FURNUS et al., 2008; SILVA, et al., 2011).

Ao se analisar os dados obtidos, foi possivel observar que a menor taxa de clivagem e
a tendéncia de menor taxa de blastocisto foi no grupo Resveratrol 1,0 uM, ou seja, em maior
concentragdo do antioxidante em solucdo, sugerindo que a utilizacdo do resveratrol em altas
concentragdes pode ser prejudicial ao desenvolvimento do embrido. O desenvolvimento de
blastocistos pode ser influenciado negativamente pelo uso de antioxidantes durante a MIV

(GUERIN et al., 2001) pois a formagao equilibrada de espécies reativas do oxigénio exerce
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um papel metabdlico fundamental na maturacdo oocitaria e no desenvolvimento de
blastocistos (SABATINI et al., 1999).

Porém, a utilizagdo do resveratrol em doses pequenas na maturagdo de odcitos leva a
uma maior expressdo de genes que codifica enzimas antioxidantes como a catalase e
superdxido dismutase 1, além de uma menor expressao de genes relacionados a apoptose,
aumentando assim, a taxa de blastocisto, melhorando a qualidade dos odcitos e o
desenvolvimento e competéncia dos blastocistos (WANG et al., 2019). No presente estudo a
adicdo de resveratrol em menor concentracao e ou ligado a nanoparticulas de silica em maior
concentracdo ndo alterou a producdo de blastocisto em relagdo ao controle, mas pode ter
alterado a qualidade dos mesmos.

Nesse experimento, o uso do resveratrol ligado a nanoparticulas de silica na
concentracdo 1,0 uM apresentou taxa de clivagem igual ao grupo controle, ao Resveratrol 0,5
pM e ao Nano 0,5 pM, porém se for desconsiderado a significancia estatistica, nota-se que
esse grupo apresentou a maior taxa de blastocisto mesmo em maior concentragdo, sugerindo
que a nanoparticula de silica seja uma opg¢do viavel para aumentar a eficacia do resveratrol
por libera-lo de forma gradativa e lenta, ja que esse composto tem como caracteristica ser
instavel, apresentar baixa disponibilidade e solubilidade fazendo com que a viabilidade do seu
uso em maiores concentragdes seja reduzida (WANG et al., 2002; KIM et al., 2009).

Nesse contexto, a busca por mecanismos que otimizem o uso desse composto se faz
importante ja& que o estresse oxidativo decorrente da PIVE ¢ inevitavel, e que, a grande
quantidade de espécies reativas do oxigénio pode ser neutralizado através da suplementacao

dos meios de cultivo com antioxidantes (TRINDADE et al., 2016).

6. CONCLUSAO

A suplementacdo de resveratrol na maturacdo oocitdria nas concentracdes 0,5 uM e
resveratrol ligado a nanoparticula nas concentra¢des de 0,5 uM e 1,0 pM ndo demostraram
resultados que justifiquem sua utilizagdo pois a taxa de clivagem e de blastocisto foi a mesma
quando comparado com o grupo sem tratamento. Porém quando o resveratrol foi utilizado na
concentragdo de 1,0 pM a taxa de clivagem reduziu e tendeu a reduzir a taxa de blastocisto.
Portanto, deve-se realizar andlises da qualidade dos embrides produzidos para que a resposta
quanto a utilizagdo ou ndo do resveratrol na maturacdo seja mais fidedigna, considerando nao

apenas a taxa de clivagem e taxa de blastocisto. Além disso, as nanoparticulas de silica
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demonstraram ser eficientes quando utilizadas em associagdo com um composto instavel
como o resveratrol, ja que este, mesmo em maior concentragdo, ndo causou prejuizo na

producao in vitro de embrides.
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