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RESUMO

Durante a produg¢do in vitro de embrides, a maturagdo ovocitaria pode ser influenciada pelo
estresse oxidativo. Assim, ¢ importante conhecer os meios para controlar a producido de
espécies reativas de oxigé€nio (ROs). Objetivou-se avaliar o uso do resveratrol associado a
nanoparticulas de silica durante a maturag@o in vitro de ovdcitos bovinos. Ovarios bovinos
foram coletados em frigorifico comercial e os ovdcitos foram distribuidos nos seguintes
tratamentos durante o processo de maturagdo: controle, resveratrol 0,5 uM, resveratrol 1 uM,
resveratrol ligado a nanoparticulas 0,5 uM e resveratrol ligado a nanoparticulas 1 pM. Foram
avaliadas as taxas de clivagem e producdao de blastocistos, produ¢do de ROs, maturagdao
nuclear ovocitaria e apoptose celular. Para mensurar a taxa de produgdo foram utilizados 789
ovocitos e a andlise de ROs e maturagdo nuclear através das probes 2'.7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetato (DCFDA) e 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI),
respectivamente, com 130 e 95 ovdcitos. A taxa de apoptose celular embriondria foi feita em
117 embrides, através do iodeto de propidio. A analise estatistica foi realizada pelo programa
Sigma Plot versao 11 e os dados foram considerados significativos quando P < 0,05
(bilateral). O uso do resveratrol na forma diluida na concentragdo de 1uM diminuiu a taxa de
clivagem e de blastocistos € nao foi detectada diferenga entre os tratamentos em relacdo a
producao de ROs, maturagao ovocitaria e apoptose celular. O resveratrol quando associado a
nanoparticulas de silica apresenta um melhor resultado para a taxa de clivagem e blastocistos
em relacdo a forma diluida na concentracdo de 1 uM, o que pode estar relacionado a uma
diminuicao da toxicidade do antioxidante, devido a liberacdo controlada quando o mesmo esta
associado a estes nanomateriais.

Palavras-chave: Antioxidantes. Embrides. Espécies reativas de oxigénio. Estresse oxidativo.
Producao in vitro de embrides.



ABSTRACT

During the in vitro embryo production, the oocyte maturation may be influenced by oxidative
stress. This way, it is important to know the means of controlling the production of oxygen
reactive species (ROs). The aim of this study was to evaluate the use of resveratrol associated
to nanoparticles of silica during the in vitro maturation of bovine oocytes. We collected
bovine ovaries in regional slaughterhouses and the oocytes were distributed during the
maturation process in the following treatments: control group, resveratrol 0.5 uM, resveratrol
1 puM, resveratrol connected to nanoparticles 0.5 uM, and resveratrol connected to
nanoparticles 1 pM. We evaluated the cleavage rate and blastocysts production, ROs
production, oocyte nuclear maturation, and cellular apoptosis rate. To measure the production
rate, we used 789 oocytes and the Ros and nuclear maturation analysis were made using
probes 2'.7'- dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) and 4',6'-diamidino-2-phenylindole
(DAPI), respectively, with 130 and 95 oocytes. The cellular apoptosis rate was done in 117
embryos through propidium iodide. The statistical analysis was made using the Sigma Plot
program version 11, and the data were considered significant with P< 0.05 (bilateral). The use
of diluted resveratrol at 1uM decreased the cleavage rate of the blastocysts, and there was no
difference between the treatments at ROs production, oocyte maturation and cellular
apoptosis. The resveratrol shows better results when associated to silica nanoparticles at the
cleavage rate and blastocysts related to its diluted form at 1uM concentration, which may be
associated to a decrease of the toxicity of the antioxidant because of the controlled release
when it is associated to these nanomaterials.

Keywords: Antioxidants. Embryo. Reactive oxygen species. Oxidative stress. In vitro
production of embryos.
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1 INTRODUCAO

As biotecnologias tém sido usadas cada vez mais para aumentar a eficiéncia
reprodutiva de animais geneticamente superiores e também modificar em um curto espago de
tempo, o cenario de selecdo animal (COUTO et al., 2017). Entre elas destaca-se a produgao in
vitro de embrides (PIVE), utilizada para aumentar o uso de ovdcitos, pois € possivel coletar os
ovocitos imaturos ainda no ovario, matura-los, fertiliza-los e cultiva-los in vitro até o estadio
de blastocisto (CHAVES et al., 2010). O Brasil se destaca na PIVE, ocupando um lugar de
destaque no ranking mundial (VIANA et al., 2018). Diante disso torna-se cada vez mais
importante buscar medidas para aprimorar os resultados da PIVE (VIANA et al., 2018;
GONCALVES e VIANA, 2019).

Entre as vantagens da PIVE comercial estdo: diminuicdo do intervalo de geragdes,
producdo de um grande niimero de embrides por vaca e observagdo de eventos biologicos que
ocorrem durante o desenvolvimento embrionario inicial (GOTTARDI e MINGOTI, 2009).
Para que a PIVE tenha sua eficiéncia maxima € preciso ter conhecimento dos fatores que
interferem nas suas etapas, sendo estas: matura¢do ovocitdria, fecundagdo na qual sdo
determinantes os procedimentos de capacitagdo dos espermatozoides e o cultivo in vitro, em
que as necessidades do embrido devem ser atendidas para seu desenvolvimento até o estagio
de blastocisto (THOMPSON, 2000).

Somente 25 a 40% dos ovocitos submetidos a etapa de maturacdo (MIV) sdo
competentes para o desenvolvimento até o estagio de blastocisto, o que se torna um entrave
para a producao in vitro de embrides (FARIN et al., 2007). Entre os fatores que influenciam
essa etapa cita-se a alta tensdo de oxigénio associada a interferéncia de luz, temperatura e
auséncia de antioxidantes naturalmente presentes no fluido folicular (WANG et al., 2002).
Assim, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROs), e, portanto, o estresse oxidativo
esta relacionado a baixa eficiéncia da maturagdo ovocitaria ¢ desenvolvimento embrionario
(AGARWAL, GUPTA e SHARMA, 2005). Além disso, apesar da técnica da PIVE estar
consolidada a qualidade dos embrides produzidos in vitro ainda ¢ inferior aos produzidos in
vivo, com taxas de produgdo dos protocolos usuais ndo ultrapassando 40%. Assim torna-se
importante buscar cada vez mais ferramentas para incrementar os resultados, para com isso
fazer com que os embrides produzidos in vitro tenham o potencial de sobrevivéncia proximo

dos produzidos in vivo (VIANA et al., 2012).
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A tensdo de oxigénio esta ligada ao estresse oxidativo, o qual pode ser amenizado com
o uso de antioxidantes, definidos como qualquer substancia que retarda ou previne a oxidac¢ao
de determinado substrato. S3o importantes por converter as espécies reativas de oxigénio em
agua, prevenindo assim a superproducao das mesmas (LUZ et al., 2011).

Os antioxidantes sdo classificados como enzimdticos ou naturais (superoxido
dismutase, glutationa, glutationa redutase, glutationa peroxidase, catalase), sendo o primeiro
sistema a agir nas espécies reativas de oxigénio, ou ndo enzimaticos (4acido ascorbico, o-
tocoferol, zinco, selénio, carotenoides), que reduzem as lesdes induzidas pelas espécies
reativas de oxigénio (AGARWAL et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005; RUDER et al., 2008).

O resveratrol estd ligado a diminui¢do na produg¢do de ROs, reduzindo assim o
acimulo de producdo das mesmas. Esta diminui¢do ocorre diretamente ou por atuacdo nas
vias de sinalizagdo que produzem estes radicais livres (LOPEZ-VELEZ et al., 2003).

As nanoparticulas podem ser usadas em diversas areas da saude e em aplicacdes como
biosseparacdao, adsorcdo, catdlise, liberagao controlada de farmacos, marcadores quimicos,
hormonios, peptideos, corantes, cosméticos entre outros (SHEN et al, 2014), e
especificamente, as de silica tem se destacado na ultima década em relagdo ao seu uso como
carreadoras de medicamentos (VAZQUEZ et al., 2017). Entre as caracteristicas da
nanoparticula de silica estdo: alta area especifica, volume de poros grande, alta estabilidade
mecanica e quimica e serem biodegradaveis (VALLET-REGI et al., 2007; SLOWING et al.,
2007). Seu uso associado ao resveratrol se torna interessante pelo armazenamento do
antioxidante e liberacdo controlada do mesmo (ANDERSON et al., 2004). Assim o uso do
resveratrol ligado as nanoparticulas de silica ¢ uma das ferramentas que pode ser utilizada

para aprimorar o resultado da PIVE (LONERGAN et al., 2000).

2 OBJETIVO

Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos das diferentes concentragdes de
resveratrol na forma diluida (0,5uM; 1uM) e sua associacao a nanoparticulas de silica (0,5uM
e 1uM) durante a maturacdo in vitro de ovocitos bovinos, em relagdo a taxa de clivagem e
formagdo de blastocistos, produg¢do de espécies reativas de oxigénio, maturacdo nuclear

ovocitaria e apoptose celular embrionaria.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PROCESSOS DA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

A PIVE compreende trés etapas: maturacdo, fecundagdo e cultivo in vitro, as quais
devem ocorrer de forma sincronica para que o processo tenha bons resultados (COUTO et al.,
2017). Durante a maturacao ovocitaria nuclear e citoplasmatica ocorrem os eventos para que o
ovocito expresse seu maximo desenvolvimento apos a fecundagdo (CROCOMO et al., 2012).
Entre estes eventos estdo cascatas de ativacao e inibi¢do de enzimas, hormonios ¢ fatores de
crescimento (CASTRO; PAULO e HANSEN, 2007).

Para que a maturagdo in vitro seja iniciada, o fluido folicular ¢ aspirado dos ovarios
vindo de abatedouros ou in vivo por puncao ovariana, sendo que ap6s a retirada do foliculo, os
ovocitos retomam espontaneamente a meiose pela perda de comunicagdo celular entre as
células do complexo cumulus-oo6cito (COCs) e também pelo bloqueio da agdo dos fatores
inibidores presentes nas células foliculares (GOTTARDI e MINGOTI, 2009).

A etapa de maturacao nuclear envolve a progressdao da meiose a partir do diploteno da
profase 1, designado morfologicamente como vesicula germinativa, até a metafase II, sendo
que os ovocitos completam a sua maturagdo nuclear e citoplasmatica em 18 a 24 horas
(GOTTARDI et al., 2012). Entre as mudangas que ocorrem durante a maturagdao nuclear
estdo: condensagcdo dos cromossomos, quebra da vesicula germinativa e extrusdo do 1°
corpusculo polar (GOTTARDI e MINGOTI, 2009). Além da maturacao nuclear também
ocorrem alteragdes relacionadas a maturagdo citoplasmatica, as quais envolvem rearranjo de
organelas, sintese de proteinas e mRNA, as quais sdo determinantes para a fertilizagao e
posterior desenvolvimento embriondrio (WU et al., 1996).

Também se pode considerar que a presenga das COCs ¢ importante na maturacao in
vitro para que o ovdcito atinja competéncia para ser fecundado e se desenvolver, pois o grau
de expansdao da COCs esta relacionado com uma maior taxa de clivagem em relagdo aos
ovocitos sem as células do cumulus ou com o cumulus compacto (GUTNISKY et al., 2007).

A expansdo das COCs na maturagdo ovocitaria se torna importante pela secre¢do de
fatores que promovem o crescimento, desenvolvimento e a competéncia de desenvolvimento

do ovobcito, como pela remocdo dos componentes supressores do desenvolvimento

embrionario (HASHIMOTO et al., 1998).
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O efeito benéfico das células do cumulus durante a maturagdo in vitro foi mostrada
quando se comparou complexos cumulus-o6cito, ovécitos desnudos e ovocitos desnudos
cocultivados com células do cumulus em suspensao, pois quando ha o acoplamento entre os
ovocitos e as células do cumulus hd uma maior porcentagem de blastocistos e eclosdo em
relagdo a ovocitos desnudos e aos cocultivados com células do cumulus em suspensdo,
demostrando assim que o COC ¢ essencial para aquisicdo da competéncia do ovécito e o
desenvolvimento embrionario inicial (GOTTARDI et al., 2012).

Ap6s a finalizacdo do processo de maturacdo nuclear e citoplasmatica o ovécito se
torna apto a ser fecundado, sendo que durante a FIV ¢ importante avaliar aspectos como o
preparo do sémen e indugcdo da capacitacdo espermatica (COELHO et al., 2000).
Posteriormente, durante o cultivo in vitro se da o desenvolvimento do ovocito fertilizado até o
estagio de blastocisto e durante esta etapa fatores intrinsecos e extrinsecos como meios de

cultivo, condi¢des de temperatura e atmosfera gasosa interferem no processo (NAGAI, 2001).

3.2 ESTRESSE OXIDATIVO E PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Um dos fatores que influéncia o processo de maturagdo ovocitaria e consequentemente
producdo e qualidade embriondria nas etapas seguintes ¢ o estresse oxidativo. Em condigdes
fisiologicas existe a produgdo de ROs, as quais estdo equilibradas com a quantidade de
antioxidantes. Quando ha uma liberacdo excessiva de ROs ocorre o estresse oxidativo ¢
consequentemente injurias celulares (ANDRADE et al., 2010).

Pode-se definir ROs como todos os radicais € nao radicais derivados do oxigénio que
possuem a capacidade de reagir com os compostos que estejam proximos. Compostos sao
consideradas agentes oxidantes ou agentes redutores, quando sdo considerados receptores e
doadores de elétrons e possuem como principal local de producdo a mitocondria (AGARWAL
et al., 2005).

Durante o processo de fosforilagdo oxidativa ocorre o transporte de elétrons através
das reacdes de reducdes oxidativas (REDOX), que vao se ligar a uma molécula de oxigénio.
Em situa¢des normais, o oxigénio ¢ convertido em agua e a energia armazenada ¢ usada para
producdo de ATP. Porém, fisiologicamente durante este processo uma pequena quantidade de
oxigénio consumido pela mitocondria € convertida em ROs no lugar da 4gua (DOWNLING e
SIMMONS, 2009). Assim, ¢ normal a produgdo de uma quantidade minima de ROs,
exercendo um papel importante no funcionamento do organismo, por serem responsaveis pelo

transporte de elétrons na cadeia respiratédria e atuar como moléculas sinalizadoras. Este efeito
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benéfico se torna prejudicial quando ocorre uma produc¢dao anormal de ROs e diminui a
liberagdo de agentes antioxidantes. Entre os ROs estdo: radical anion superoxido (O,),
perdxido de hidrogénio (H,05) e radical hidroxila (OH) (DOWNLING e SIMMONS, 2009).

O sistema de defesa antioxidante possui duas classificagdes: a que atua como
detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo e a que tem a fungdo de reparar a lesdo
ocorrida. A catalase ¢ um dos sistemas de defesa antioxidante, sendo classificada como uma
hemeproteina citoplasmatica produzida pelo corpo que catalisa a reducao de H,O, a H,O e O..
Assim, ¢ um dos métodos utilizados para afericdo indireta das ROs e consequentemente das
lesdes oxidativas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Na situacdo de estresse oxidativo, tanto o sistema reprodutor feminino como o
masculino vao ser prejudicados, por disturbios na maturacdo do ovocito até na gestacao e na
espermatogénese, respectivamente. Além disso, diversos processos fisiologicos podem ser
prejudicados nesta condicdo, gerando consequéncias como peroxidacao dos lipidios das
membranas celulares, danos ao DNA das células da linha germinativa e morte celular por
apoptose das células da granulosa ou degeneragdao de gametas e embrides (ANDRADE et al.,
2010; SILVA et al., 2010).

Dentre estes efeitos a peroxida¢dao lipidica ¢ considerada a que tem efeito mais
prejudicial, por resultar em alteragdes celulares irreversiveis, sendo assim uma das principais
causas da baixa eficiéncia da maturacdo ovocitaria ¢ cultivo embrionario in vitro,
comprometendo a qualidade ovocitaria e embrionaria (LIMA e ABDALLA, 2001). Nesta
condicdo, ha uma reducao de passagem de nutrientes e fatores de sobrevivéncia para os
ovocitos, o que impede o seu desenvolvimento (KHAZAEI e AGHAZ, 2017). Durante o
estresse oxidativo também podem ocorrer alteragdes estruturais em moléculas como proteinas
e lipidios, que levam a alteragdes mitocondriais, bloqueio do desenvolvimento celular no
embrido, excesso de consumo de ATP e consequentemente apoptose (KARASAHIN e
ARIKAN, 2015).

Em relacdo ao processo de maturacdo ovocitaria, alguns autores citam que uma
minima tensdo de oxigénio, como 5% ¢ benéfica para o processo, enquanto outros trabalhos
mostram que uma quantidade maior como 20% melhora o desenvolvimento dos ovdcitos.
Hashimoto et al. (2000) relataram que a tensdo de oxigénio de 5% ¢ benéfica para o
desenvolvimento dos ovocitos em relacdo a de 20%, assim como Karja et al. (2004). Apos o
processo de fertilizacdo, a atmosfera de 5% de O, ¢ melhor para o desenvolvimento de

embrides em relagcdo a de 20% (PABON et al., 1989). Thompson et al. (1990) também viram
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que durante o cultivo in vitro concentragdes reduzidas de tensdo de oxigénio em relagdo a de
20% aumentam o numero de células dos embrides. Assim, acredita-se que a baixa tensdo de
oxigénio esta ligada a reducdo do estresse oxidativo e consequente melhor qualidade e
desenvolvimento embrionario (FUJITANI et al., 1997). Baseado nas controvérsias presentes
na literatura ainda sdo necessarios mais estudos para definir os valores de tensdo de oxigénio

que devem ser usadas em cada etapa da PIVE e suas consequéncias durante o processo.

3.3 ACAO DO RESVERATROL

Os antioxidantes presentes no fluido folicular e oviduto protegem os ovocitos e
embrides do estresse oxidativo in vivo. Assim, durante o processo da producdo in vitro em
embrides, estd defesa natural ¢ perdida. Com esta limitagdo torna-se necessario o uso de
algumas medidas para que a eficiéncia desta biotecnologia ndo seja comprometida.

O resveratrol ¢ um dos antioxidantes que pode ser utilizado durante a maturagdo
ovocitaria para diminuir a produ¢do de ROs, porém o mesmo apresenta um efeito dose
dependente e em concentragcdes maiores pode se tornar prejudicial para o processo. Uma das
alternativas para aprimorar o uso do resveratrol ¢ a sua associagdo com nanoparticulas
(GARCIA PEREZ et al., 2012).

Inicialmente, foi visto que o resveratrol estava relacionado a protecao das plantas
contra fungos e bactérias e com os estudos posteriores pode-se concluir que a substancia
também possui atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e antitumorais (LANGCAKE;
CORNFORD ¢ PRYCE, 1979; ITAMI et al., 2015).

Em relagdo ao sistema reprodutivo das fémeas pode ser visto que o resveratrol possui
acdo tanto in vitro como in vivo em diferentes espécies, atuando desde a maturacao ovocitaria
até o desenvolvimento final do blastocisto e também na regulacdo de genes, aumentando por
exemplo, a expressdo do gene ligado a familia das sirtuinas, conhecido como SIRT-I,
presente nas células da granulosa, nos ovdcitos e nos blastocistos (ITAMI et al., 2015;
WANG et al., 2014).

Lee et al. (2010) e Kwaka et al. (2012) ao avaliarem o uso de resveratrol em
concentragdo como a de 2,0 uM durante o processo de maturagdo ovocitaria observaram uma
diminui¢do na producdo de ROs e posteriormente aumento na taxa de formacao de blastocisto

e melhora na qualidade embrionaria.
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A SIRT- 1, ligada ao coativador transcricional de receptor ativado por proliferador de
peroxissomo gama l-alfa (PGC-lalfa), estd envolvida na regulagdo positiva de enzimas
antioxidantes, como a catalase, assim desempenha um papel importante na detec¢do e
modulagdo da condi¢do REDOX, protegendo as células e tecidos que sdo expostas ao estresse
oxidativo (HASEGAWA et al., 2008). Também foi relatado que o resveratrol estd ligado ao
aumento da concentracdo de ATP nos ovocitos, o que leva a ativagdo da SIRT-1 e ao aumento
da habilidade de crescimento e desenvolvimento dos mesmos (ITAMI et al., 2015).

Além de conferir resisténcia em relagdo a disfuncdo mitocondrial, o resveratrol
também impede a apoptose € aumenta a concentragdo intracelular de glutationa (ROBB et al.,
2008). Se comparado a outros antioxidantes como a cisteamina e quercetina, o resveratrol se
torna mais eficiente na reducdo da producdo de ROs e aumento do nimero de células dos
embrioes, respectivamente (SOVERNIGO et al., 2017).

A SIRT-1 atua a nivel mitocondrial, sendo juntamente com a producao de ATP,
essenciais para a qualidade e desenvolvimento ovocitario (WAI et al., 2010). Ao comparar o
tratamento controle com o grupo em que o meio de maturagdo foi suplementado com 20 uM
do resveratrol, pode ser visto que o tratamento com o antioxidante aumentou a expressao da
SIRT-1 e também o nimero total de células dos blastocistos (TAKEO et al., 2014). Sugiwama
et al. (2015) também observaram que o resveratrol esta ligado ao aumento da concentragao de
ATP nos ovocitos e da expressdo da SIRT- 1, aumentando assim o desenvolvimento dos
mesmos até o estagio de blastocisto.

Em processos como o de vitrificagdo dos ovocitos ha uma alteracao na expressao de
genes € na epigenética, como a diminuicdo da expressao da SIRT-1, efeito que pode ser
revertido quando ¢ adicionado o resveratrol. Também ha uma melhora na taxa de formagao e
qualidade de blastocistos com o uso do antioxidante em ovocitos vitrificados, além da
restauragdo de genes que tinham sido afetados pelo processo e da metilagdo do DNA (CHEN
et al., 2019).

O resveratrol quando adicionado ao meio de maturagdo também ¢ responsavel pelo
aumento da secrecdo de progesterona e diminuicdo de estradiol pelas COCs, promovendo
assim a expansdo destas células e consequentemente formacao de corpusculo polar (WANG
et al., 2014). O mesmo, quando utilizado na concentracdo de 5 uM durante a maturacio in
vitro de ovdcitos suinos culminou em uma maior taxa de extrusdo do primeiro corpusculo
polar, além da menor produgdo de ROs. Além disso, houve uma maior expressdo de genes

que codificam enzimas antioxidantes como a catalase e superdxido dismutase 1, menor
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expressdo de genes relacionados a apoptose e aumento na taxa blastocisto com adi¢do do
resveratrol indicando assim uma melhora tanto na qualidade dos ovdcitos como no
desenvolvimento e competéncia dos blastocistos (WANG et al., 2019).

Existe também uma forma glicosidica do resveratrol conhecida como “polidatina” que
pode ser adicionada durante a maturacdo in vitro para melhorar o resultado da mesma. Foi
relatado que a concentragdo de 1,0 uM melhorou o desenvolvimento dos blastocistos, assim
como o tratamento com o antioxidante aumentou a expressdo da SIRT- 1 e diminuiu a
producdo das ROs (KHAN et al., 2017).

A adicdo de resveratrol no meio de maturacdo promoveu maior expansdo das células
do cumulus, o que ¢ necessario para o processo de maturacdo (WANG et al., 2014). O mesmo
pode ser visto nos estudos de Lee et al. (2017). Os autores citaram que o tratamento com
resveratrol levou a uma completa expansao das COCs (grau 4), o que estd ligado com uma
melhor maturacdo nuclear do ovocito e consequente elevacdo nas taxas de clivagem,
formacao de blastocistos e de células totais no embrido. Também pode-se observar que o
tratamento com resveratrol e resveratrol associado com melatonina promoveu uma maior
expansdo das COCs em relagao ao grupo controle (LEE et al., 2018).

A apoptose, considerada a morte programada das células, ¢ marcada por condensacao
da cromatina e fragmentacdao do DNA. A mesma ¢ importante para eliminar células que nao
sdo necessarias ou sao indesejaveis durante o desenvolvimento embrionario normal, mas nao
¢ comum de ocorrer no blastocisto (HARDY, 1997; HARDY et al., 2003). Quando h& uma
reducdo de 30% no nimero de células da massa celular interna (MCI) dos blastocistos, ha
risco de ndo desenvolvimento dos mesmos, pois seu crescimento e o potencial de
embriogénese ¢ comprometido (TAM, 1988). O estresse oxidativo, ¢ um dos responsaveis por
este processo. Ao se utilizar antioxidantes durante o processo de maturagdo ha uma
diminui¢do dos genes relacionados a apoptose, o que aumenta a eficiéncia da producdo in
vitro de embrides (KWAKA et al., 2012). Também foi observado por Chan (2011) a relagdo
entre o resveratrol e a diminuigdo da produgao de ROs e consequentemente reducao do indice
de apoptose da MCI dos blastocistos.

O resveratrol, quando utilizado durante a maturagdo in vitro em pequenas
concentragdes como a de 0,25 uM; 0,5 uM e 2,0 uM aumenta a taxa de formagdo de
blastocistos se comparado a concentragdes maiores como a de 5 uM e ao grupo controle

(KWAKA et al., 2012; MUKHERIJEE et al., 2014; ZABIHI et al., 2019).

18



Ao se estudar o efeito do resveratrol no meio de matura¢ao ovocitaria de cabras pré-
puberes foi visto que a adicdo do antioxidante melhorou a taxa de desenvolvimento de
blastocistos, efeito que foi mais evidente nos ovdcitos mais desenvolvidos ¢ com melhor
qualidade (PIRAS et al., 2018).

Em relagdo ao niimero total de células dos blastocistos pode-se observar que o mesmo
apresentou um aumento mais acentuado quando utilizado o resveratrol em concentracdes de

2,0 uM € 0,5 uM durante a MIV (KWAK et al., 2012; ZABIHI et al., 2019).

3.4 ACAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas podem ser consideradas particulas ou material de tamanho inferior a
100nm, que possuem a capacidade de se ligar a outras substincias, sendo assim carreadores,
ou que sejam por si sO6 biologicamente ativa. Assim podem ser utilizadas em diversas areas
como a de saude e pesquisa por controlar a liberacdo de determinadas substancias, o que
reduz a citotoxicidade e também sdo responsaveis pelo aumento da solubilidade e
biodisponibilidade (KREUTER, 2007; SHI; GUSTAFSON ¢ MAC KAY, 2014). Diversas
caracteristicas como composi¢do, tamanho, forma, revestimento da superficie vao interferir na
sua acao (WANG et al.,, 2013; SARIKAYA et al., 2003; HOU, ZHU, 2017).

As nanoparticulas mesoporosas de silica (poros de tamanho entre 2 e 50 nm) sdo
usadas com a finalidade de transporte de medicamentos ou encapsulamento de moléculas
(HAO; LI e TANG; 2016). Possuem como caracteristica serem biocompativeis, possuirem
grande area de superficie e volumes de poros, aumentarem a solubilidade de drogas, a cinética
de liberacdo dos farmacos e possuirem alta capacidade de se ligar a outras substancias
(SANTOS et al,, 2013). Sao feitas a partir de um precursor (tetraetilortossilicato ou sodio
silicato) em meio alcoodlico sob condi¢cdes bésicas e com um surfactante (HODALI,
MARZOUQA e TEKFA, 2016).

Em relagdo ao resveratrol o mesmo possui como caracteristicas ter baixa
biodisponibilidade e solubilidade, ser instavel por sofrer interferéncia do ar e da luz, além de
ser facilmente oxidavel, o que reduz a sua viabilidade (WANG et al., 2002; KIM et al., 2009).

Assim, torna-se importante a busca por mecanismos para aperfeicoar o uso do
resveratrol, preservando suas atividades bioldgicas e aumentando sua biodisponibilidade,

levando-se em conta que o estresse oxidativo decorrente da PIVE ndo pode ser evitado e que
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o excesso de produgdo de espécies reativas de oxigénio pode ser controlado pelo uso da
suplementagdo dos meios de cultivo com antioxidantes (TRINDADE et al., 2016).

O sistema de liberacio modificada de antioxidantes como a ligagdo com
nanoparticulas de silica pode ser uma opg¢ao viavel e promissora para aumentar a eficacia do
uso do resveratrol. As nanoparticulas também s3o responsaveis pela liberagdo gradativa e
lenta das substancias a que estdo ligadas, o que se torna interessante para o uso na PIVE, pois
o uso de antioxidantes em alta concentracdo pode ser prejudicial ao processo (WANG et al.,

2002).

3.5 MODO DE ACAO DAS PROBES DCF, DAPI E IODETO DE PROPIDEO

Um método quantitativo que pode ser utilizada para avaliagdo do estresse oxidativo ¢
a probe DCF, o qual se origina do 2',7'- dichlorodihydrofluorescein diacetato (DCFH-DA). O
DCFH-DA possui como caracteristica ser ndo fluorescente e atravessar facilmente a
membrana celular. Ao sofrer o processo de desacetilagdo por acdo de enzimas esterases
intracelular se transforma em DCFH, que em contato com as ROs forma o DCF, o qual ¢
altamente fluorescente e produz uma marcagdao em verde, sendo que quanto maior o estresse
oxidativo da célula maior sera a emissao da colora¢dao fluorescente. Para ser feita a marcacao
ovocitaria com o DCF, os ovocitos sdo incubados na auséncia de luz, em meio contendo 10
uM da probe por 30 minutos, em 38,5°C e sob 5% de CO,. Em seguida, a leitura das laminas
¢ feita pela microscopia confocal LSM 510 meta, a qual ira quantificar a emissao de ROs.
(ARANDA et al., 2013; AFRI et a., 2004).

Em relacdo a classificagdo do estadgio da matura¢do ovocitaria, a probe que pode ser
utilizada ¢ o 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI), marcador especifico para o DNA ligado a
regido adenina-timina. O DAPI também pode ser relacionado com a citometria de fluxo,
coloragdo cromossdmica, visualizagdo e quantificacio do DNA em histoquimica e
bioquimica. Para avaliagdo da maturagdo ovocitaria, 0 mesmo ¢ responsavel pela marcagao
em azul fluorescente da vesicula germinativa, placa metafisaria e corptisculo polar. Para ser
feita esta avaliagdo, os ovocitos sdo colocados em ldmina de microscopio adicionando uma
gota do meio de montagem FluoroshieldTM com DAPI em seguida ¢ feita a avaliagdo da
marcacdo das estruturas citadas através do microscopio de epifluorescéncia EVOs®FL

(KAPUSCINSKI, 2009).
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Um dos métodos utilizados para a avaliacdo embrionaria ¢ a marcagdo com iodeto de
propideo. O mesmo ¢ responsavel pela marca¢ao de células que estdo mortas ou que tem sua
membrana plasmatica danificada, pois 0 mesmo ndo ¢ permeavel na membrana integra.
Assim, € possivel diferenciar as células viaveis das que estdo em processo de degeneracao.
Para ser feita a marcagdo com o iodeto de propidio os embrides devem permanecer em
contato com a probe por 15 minutos e posteriormente fixados em paraformol por 15 minutos.
A leitura da lamina ¢ feita através da microscopia confocal LSM 510 meta, a qual ira

quantificar a emissdo de fluorescéncia vermelho pela probe (ASSUMPCAO et al., 2002).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

OVOCITOS
Control Resveratrol Resveratrol 1 Nano + resv. 1 Nano + resv.
ontrofe 0,5 uM uM uM 0,5 UM
MIV
ROs e maturacao
ovocitaria
FIV
CIv
D3
D7, Apoptose
celular
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4.1 REAGENTES

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

4.2 LOCAL E ANIMAIS

Os ovarios foram coletados de vacas ap6s o abate no frigorifico Luciana, localizado no
municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. O transporte ocorreu em garrafa térmica com
temperatura entre 34°C a 38°C, em um periodo maximo de duas horas. Apds a coleta, os
ovarios foram aquecidos com solucao fisiologica a 0.9% para manter a temperatura adequada
e, posteriormente, conduzido ao Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade Federal

de Uberlandia.

4.3 COLETA E SELECAO DE OVOCITOS

A temperatura dos ovdarios, ao chegar ao laboratorio estava entre 36 e 37°C. Os
ovarios foram lavados por trés vezes em NaCl 0,9% estéril e os foliculos ovarianos aspirados
com uso de seringa descartavel de 10,0 ou 20,0 mL e agulha 40 x 1,2 (21G). O liquido
folicular aspirado foi armazenado em tubos tipo corning de 15,0 mL em banho maria a 37°C.
Apdés 15 minutos decorrente da aspiragdo, tempo necessario para que ocorresse a
sedimentagdo, iniciou-se o rastreamento dos ovocitos. O pellet foi transferido para placa de
Petri (100 x 20 mm) e sob estereomicroscopios (15x) foi feita a selegdo dos ovodcitos de
acordo com Leibfried e First (1979). Somente os ovocitos classificados como graus I e II

foram utilizados no experimento (LEIBFRIED E FIRST, 1979).

4.4 MATURACAO IN VITRO

Os ovocitos de graus I e II foram separados aleatoriamente em 1 dos 4 tratamentos:
controle (sem antioxidantes), resveratrol diluido (0,5 pM), resveratrol diluido (1uM),
resveratrol ligado a nanoparticula (0,5 uM) e resveratrol ligado a nanoparticula (1uM). Foram
feitas 17 réplicas durante o experimento, com um total de 789 ovdcitos.

Os ovocitos grau I e grau II foram transferidos para outra placa de Petri de 35 mm,
onde foram lavados uma vez em meio de lavagem base TCM-199 HEPES e em seguida
lavados duas vezes em meio base de maturacdo, de acordo com Appoloni et al. (2016) com

adaptacdes, constituido de base TCM-199 suplementado com 1 mg/mL de BSA, 1 mM de
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piruvato, 0,5 pg/mL de hormonio foliculo estimulante (FSH, Folltropin-V, Bioniche, Ontario,
Canadd), 5 pg/mL de hormonio luteinizante (LH), 1 pg/mL 17B-estradiol e 100 uM de
cisteamina. Ap6s a lavagem, os ovocitos foram transferidos para gotas de 100 pLL de meio de
maturacdo sob oleo mineral e incubados em estufa a 38,5°C em atmosfera umida contendo

5% de gas carbonico durante 22 a 24 horas.

4.5 FECUNDACAO E CULTIVO IN VITRO (FIV E CIV)

Para ser realizada a fecundagdo in vitro foram preparados os meios TALP- SPERM,
TALP- FERT e o gradiente percoll. Apds a maturagdo, os ovocitos foram lavados em duas
gotas do meio TALP-FERT ou meio FIV acrescido de amicacina (83 mg/mL), solucao de
piruvato (0,11 mg/mL), PHE (2 puM penicilamina, 1 pM hipotaurina, 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. do mesmo meio TALP-FERT
seguindo a mesma distribuicado da MIV. A placa de fecundagdo foi colocada na estufa até a
finalizacdo da capacitagcdo espermatica.

A fecundacao foi realizada com sémen selecionado do mesmo touro para todas as
réplicas. As palhetas de sémen foram descongeladas e os espermatozoides submetidos ao
processo de selecdo e capacitacao pelo método de centrifugacdo com gradientes descontinuos
de Percoll® adaptado de Parrish et al. (1995). Foi depositado em um tubo de 15 mL, 500 uL
de TALP-SPERM e 500 uL da solucao de Percoll 90%, formando assim, a camada de Percoll
45%. Abaixo da camada de Percoll 45% foi colocado 1 mL da solugao de Percoll 90%,
totalizado assim 2 mL dos gradientes. Apos a formagdo do gradiente Percoll, o sémen foi
depositado sobre ele e centrifugado a 2400 rpm por 30 minutos.

ApOs a capacitagao foram avaliados motilidade, vigor e concentracdo por contagem
em camara de Neubauer, com o auxilio de um microscopio de luz. Foi feita a contagem de
espermatozoides para determinar o volume de meio TALP-SPERM adicionado ao tubo FIV
para ajustar a concentragdo espermatica em 100.000 espermatozoides por gota de 100 pL, e
posteriormente, calculada a quantidade de meio TALP-FERT acrescido no sémen para que
este se encontrasse na concentracdo de 25 x 10-6 de espermatozoides/mL, sendo a dose
inseminante utilizada de 4 pL por gota, considerando assim o dia da FIV como o dia 0 (DO0)
do desenvolvimento embrionario. A fecundacdo foi realizada na placa de FIV em gotas
contendo meio TALP-FERT. Os COCs juntamente com os espermatozoides foram levados

para a estufa por 12 a 18 horas nas mesmas condi¢des da maturagao.
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Para a etapa de CIV, os possiveis zigotos foram desnudos e lavados 3 vezes em meio
com base SOF (Synthetic Oviduct Fluid) suplementado com solu¢do de piruvato
(0,11mg/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 separacao de gotas/tratamento, contendo de 10 a 15 zigotos em gotas de 100 uL do
meio com base SOF e incubados a 38,5°C em atmosfera imida contendo 5% de gas carbdnico
durante sete dias. Quarenta e oito horas apos a fecundacdo foi contado o numero de estruturas
que se dividiram (taxa de clivagem) e sete dias depois de avaliado o niimero de blastocistos

(taxa de blastocisto).

4.6 AVALIACAO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E DA MATURACAO
OVOCITARIA

Apds a maturagdo, os ovocitos foram desnudados mecanicamente (remocgao das
c€lulas do cumulus) e foram feitas trés lavagens em solugao PBS acrescido de BSA (0,4%).
Ap6s a lavagem, parte dos ovocitos foram incubados na auséncia de luz, em meio contendo
10 uM de 2',7'- dichlorodihydrofluorescein diacetato (DCFDA) por 30 minutos, em 38,5°C ¢
sob 5% de CO; para marcar a producao de ROs.

Apo6s a marcagao com DCF, os ovocitos foram lavados trés vezes em PBS e fixados
em paraformaldeido 4% por 15 minutos em temperatura de 36°C. Apos a fixagdo, foram
lavados novamente em gotas contendo solugao de PBS e colocados em lamina de microscopio
adicionando uma gota do meio de montagem FluoroshieldTM com DAPI (Sigma Aldrich,
F6057).

A mensuracao das espécies reativas de oxigénio foi realizada em 130 ovdcitos, por
meio da microscopia confocal LSM 510 meta e do DCF. O DCEF ¢ caracterizado por ser um
composto altamente fluorescente, e quando estd em contato com as ROs gera uma marcacao
verde nos ovocitos, a qual é quantificada através da leitura da lamina com os ovoécitos corados
com DCF pela microscopia confocal.

A avaliacdo da maturacdo ovocitaria foi realizada em 95 ovdcitos por meio da
coloragdo DAPI, vista através do microscopio de epifluorescéncia EVOs®FL. O DAPI ¢ um
marcador fluorescente que se liga fortemente ao DNA (regido adenina-timina), sendo
responsavel pela marcagdo da vesicula germinativa (presenga de um nticleo esférico rodeado
por uma membrana nuclear e cromossomos descondensados), placa metafasica e corpusculo

polar.
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4.7 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA

Para avaliar a integridade da membrana plasmatica os embrides no D7 foram lavados
3 vezes em solugdo PBS- soro feral bovino, corados com iodeto de propidio por 15 minutos e
posteriormente fixados em paraformol por 15 minutos. Foram avaliados 117 embrides através
da microscopia confocal LSM 510 meta e coloragdo iodeto de propidio, o qual gera uma
marcacdo vermelho fluorescente. O iodeto de propidio ¢ responsavel por corar o DNA de

células que estao mortas ou tem sua membrana danificada.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada por meio do programa Sigma Plot versdao 11 (Systat
Software Inc., EUA). Os efeitos do tratamento nas variaveis vesicula germinativa, metéafase |
e metafase Il foram analisados pelo teste qui-quadrado ou exato de Fisher. A comparacao de
médias (clivagem, blastocisto, producao de ROs e iodeto de propideo) foi realizada pelo teste
de Fisher (LSD). Os dados foram apresentados na forma de porcentagem e média (£ erro

padrao da média) e considerados significativos quando P< 0,05 (bilateral).

S RESULTADOS

Um total de 789 ovdcitos foi submetido ao processo de PIVE. O tratamento com
resveratrol 1 uM apresentou uma taxa reduzida (P < 0,05) de clivagem em relagdo aos demais
grupos. Além disso, os grupos controle, resveratrol 0,5 uM, nanoparticula + resveratrol 1 uM
e nanoparticula + resveratrol 0,5 uM, apresentaram taxas de clivagem semelhantes (P > 0,05).
As taxas de blastocistos (% blastocistos / ovocitos) dos grupos controle, resveratrol 0,5 uM,
nanoparticula + resveratrol 1 uM e nanoparticula + resveratrol 0,5 uM foram similares (P >
0,05). Entretanto, foi observada uma reducao (P < 0,05) na propor¢ao de blastocistos no
tratamento resveratrol 1uM. Adicionalmente, pode-se observar que a porcentagem de
producado de blastocistos considerando o nimero de embrides clivados foi semelhante entre os

tratamentos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Propor¢ao (média + epm) de clivagem e de produgdo de blastocistos (Blas.) nos

tratamentos de maturagdo ovocitaria utilizando resveratrol (Resv.) e nanoparticula de

resveratrol.
Grupos %C Clivagem %Blas./Ovécito  %Blas./Clivados

Controle (n=159) 83,1 +3,8" 39,6 + 4,17 47,7 + 4,34
Resv. 1 uM (n= 155) 47,9 +2,8% 20,5+2,8% 42,7 +5,14
Resv. 0,5 uM (n=158) 81,1+ 2,38 31,2 + 4,88 39,2 + 6,24
Nano + Resv. 1 uM (n=158) 84,5+3,28 40,2 + 4,6° 474 +5,1%
Nano + Resv. 0,5 uM (n=159) 79,1+4,6° 34,5+ 3,98 53+4,9%

A B

valores diferem na coluna (P<0,05).

Controle = sem tratamento

Resv. 1 uM = resveratrol diluido 1 pM,

Resv. 0,5 uM = resveratrol diluido 0,5 uM,

Nano + Resv. 1 uM = nanoparticulas de silica + resveratrol 1 pM,
Nano + Resv. 0,5 uM = nanoparticulas de silica + resveratrol 0,5 uM.

Blas = blastocisto

A producdo de ROs medida pela intensidade de fluorescéncia emitida pelo DCF foi

semelhante entre os tratamentos (P>0,05; Tabela 2).

Tabela 2 - Intensidade de fluorescéncia emitida pela probe DCF em ovocitos apds o processo

de maturacdo com os diferentes tratamentos.

Grupos Intensidade de fluorescéncia emitida pela probe DCF
Controle 10,4+3,0
Resveratrol 1 uM 11,342,74
Resveratrol 0,5 uM 7,8ﬂ:1,9A
Nano + Resveratrol 1 uM 8,5ﬂ:1,9A
Nano + Resveratrol 0,5 uM 6,6ﬂ:1,6A

A8 valores diferem na coluna (P > 0,05).

Controle = sem tratamento

Resv. 1 uM = resveratrol diluido 1 pM,

Resv. 0,5 uM =resveratrol diluido 0,5 uM,

Nano + Resv. 1 uM = nanoparticulas de silica + resveratrol 1 pM,
Nano + Resv. 0,5 pM = nanoparticulas de silica + resveratrol 0,5 pM.

A porcentagem média de ovocitos nas diferentes fases do processo de maturagdo foi

semelhante entre os tratamentos (P > 0,05, Tabela 3). Os ovocitos considerados imaturos no
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presente estudo foram aqueles em que foi possivel visualizar a fase de vesicula germinativa e
metafase I (cromossomos altamente condensados e formacdo de placa metafésica). Ja os
maturos foram aqueles que estavam na metafase II (placa metafasica e liberagdo do primeiro

corpusculo polar).

Tabela 3 - Porcentagem (média = epm) de ovocitos nas fases de vesicula germinativa (VG),

metafase 1 (MI), metafase 11 (MII) de acordo com os tratamentos apos o processo de

maturagao.

Grupos VG MI MII (taxa de
maturacao)

Controle 19,04 (421)* 23,81 (521)* 57,14 (12/21)*
Resv. 1 uM 14,28 (2/14)* 14,28 (2/14)* 71,42 (10/14)*
Resv. 0,5 uM 27,27 (6/22)* 9,09 (2/22)* 63,63 (14/22)"
Nano + Resv. 1uM 13,33 (2/15)* 6,66 (1/15)* 80,00 (12/15)*
Nano + Resv. 0,5 uM 21,73 (5/23)* 17,39 (4/23)* 60,86 (14/23)*

AB

valores diferem na coluna (P > 0,05).
Controle = sem tratamento

Resv. 1 uM = resveratrol diluido 1 uM,

Resv. 0,5 uM = resveratrol diluido 0,5 uM,

Nano + Resv. 1 uM = nanoparticulas de silica + resveratrol 1 uM,
Nano + Resv. 0,5 uM = nanoparticulas de silica + resveratrol 0,5 uM.
VG (vesicula germinativa), MI (metafase I), MII (metéafase II).

A intensidade de fluorescéncia emitida pelo iodeto de propideo foi semelhante (P >

0,05) entre os grupos avaliados (Tabela 4).

Tabela 4 - Taxa de degeneracdo celular (média + epm) medida pela emissdo de fluorescéncia
do iodeto de propideo emitida pelos embrides produzidos a partir dos ovocitos submetidos aos

diferentes tratamentos de maturacao.

Grupos 1P

Controle 34,1+3,6%
Resveratrol 1 uM 30,8+5,0"
Resveratrol 0,5 uM 45,245,774
Nano + Resveratrol 1 uM 36,1+3,8"
Nano + Resveratrol 0,5 uM 41,6+4,6

AB valores diferem na coluna (P < 0,05).
Controle = sem tratamento
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Resv. 1 uM = resveratrol diluido 1 pM,

Resv. 0,5 uM = resveratrol diluido 0,5 uM,

Nano + Resv. 1 uM = nanoparticulas de silica + resveratrol 1 pM,
Nano + Resv. 0,5 uM = nanoparticulas de silica + resveratrol 0,5 pM.

IP (iodeto de propideo)

6 DISCUSSAO

No presente estudo o resveratrol utilizado de forma diluida no meio de maturagdo na
concentragdo de 1 uM foi prejudicial para a taxa de clivagem e de blastocistos/ovocitos € nao
houve diferenga entre a porcentagem de blastocistos em relagdo ao clivados. Assim, pode-se
supor que o efeito prejudicial do resveratrol na concentragdo de 1 uM ocorre na fase de
maturacao folicular, ¢ uma vez os ovdcitos conseguem atingir a maturacdo e clivar, o
desenvolvimento embrionario subsequente nao ¢ alterada pelo antioxidante.

Diversos resultados sdo encontrados na literatura, na qual o uso do resveratrol durante
a maturacdo ovocitaria esta ligado a uma maior taxa de clivagem e de formagao de
blastocistos ou resultados em que a taxa de produc¢ao com o uso do antioxidante ¢ semelhante
ao grupo controle (LEE et al., 2018).

Algumas das limitacdes do uso do resveratrol sdo suas caracteristicas como baixa
estabilidade, solubilidade e também a sensibilidade a luz, além de possuir efeito dose
dependente (KIM et al., 2009). Uma das possiveis explicagdes para o uso do resveratrol
associado as nanoparticulas na concentracao de 1 uM nao ter resultado em efeito prejudicial
no processo de maturagdao ovocitaria seria a sua liberacao gradativa no meio de maturagdo, o
que reduziu sua possivel toxicidade.

Estudos prévios com antioxidantes associados a nanoparticulas reportaram a reducao
da producio de ROs e da degeneragio celular na producdo in vitro de embrides (REMIAO et
al., 2016). Outros estudos envolvendo a 4rea da reproducdo e nanotecnologias mostram que
em ovocitos que estdo em fase de desenvolvimento as nanoparticulas atravessam a barreira
protetora das células da teca, camadas celulares da granula e zona pelucida (HOU e ZHU,
2017).

A taxa de clivagem e blastocistos ndo diferiu entre os tratamentos controle e
nanoparticulas de resveratrol. A concentragdo de resveratrol associado as nanoparticulas ainda
deve ser adaptada ao processo de maturacdo ovocitdria sugerindo que a semelhanga com o

grupo controle pode estar associada a concentragdes insuficientes. Ja foi demonstrado que o
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resveratrol diluido exerce efeitos anti-proliferacdo e pro-apoptoticos em concentragdes mais
elevadas (SZENDE; TYIHAK e KIRALY-VEGHELY, 2000; KUWAJERWALA et al,
2002). Também foi reportado que o resveratrol, dependendo da concentracdo em que foi
adicionado ao meio de maturagdo, ocasionou uma inibicdo competitiva das atividades de
varias fosfodiesterases, o que levou a um aumento na concentragdo de cAMP citosdlico e o
nivel intracelular de Ca*", e posteriormente, atraso na maturagcdo do odcito (PARK et al.,
2012).

Também pode ser visto que a suplementagdo de resveratrol durante a MIV regula o
estado bioenergético/redox dos ovdcitos e a distribuicdo citoplasmatica das organelas, como a
proporcao de mitocondrias ativas e a concentragdo de ATP (PIRAS et al., 2019).

A producao de ROs avaliada pela intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda
DCF avalidada em microscopia confocal foi semelhante entre todos os tratamentos apos a
maturacao ovocitaria. Nos casos em que ha uma alta produgdo de ROs durante a maturacao
ovocitaria evidenciada pela marcacdo com DCF e também pelos niveis intracelulares de
glutationa, a viabilidade ovocitaria pode estar comprometida por alteragdo na fosforilagao
oxidativa e consequentemente sintese de ATP, além da ocorréncia de mudangas citogenéticas
(HARVEY, 2007). Resultados contraditérios foram observados por outros autores em que o
uso de antioxidantes em concentragdes adequadas durante o processo de maturagdo in vitro
resultaram em menor producdo de ROs em diferentes espécies, o que foi relacionado a uma
melhor qualidade ovocitaria e embrionaria (ZABIHI et al., 2019; KWAK et al., 2012).

Levando- se em conta que as ROs sao produzidas naturalmente como consequéncia do
metabolismo celular ou em desordens bioldgicas, e que quando o odcito € retirado do seu
ambiente natural a defesa antioxidante ¢ perdida, torna-se importante controlar a produgao
ROs durante a produgdo in vitro de embrides, avaliando a quantidade em que esta mesma
proporc¢ao ndo afetara a eficdcia desta biotecnologia. Além disso, também deve ser levado em
consideragdo que fatores como a tensdo de oxigénio durante a MIV estdo ligados com o
estresse oxidativo, que tem como consequéncia a diminui¢do intracelular do Ca®", o que
influéncia na ativagao e fertilizacao do oocito (GIGLI et al., 2006; BANWELL et al., 2007;
JIAO et al., 2013).

Os tratamentos ndo interferiram na taxa de matura¢do nuclear. Esses dados sugerem
que as concentracdes de nanoparticulas mesoporosas de silica ainda devem ser ajustadas para
se observar seu efeito no processo de maturacdo. Resultado semelhante foi observado por

Piras et al. (2018), ao estudaram o efeito do resveratrol em diferentes concentragdes (1; 2,5 e
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5 uM), adicionado durante o processo de maturagdo nuclear ovocitaria de gatas. Eles
concluiram que os tratamentos ndo alteraram a porcentagem de maturagdo, porém o uso do
antioxidante foi eficiente para diminuir o nivel de ROs, aumentar a taxa e o numero de células
nos blastocistos. J4& Wang et al. (2019) observaram que ao utilizar o resveratrol na
concentragdo de 5 uM durante a maturagdo ovocitaria de suinos, houve uma maior taxa de
extrusdo do corpusculo polar em relagdo ao grupo controle € ao grupo em que foi utilizado 0,1
uM.

Em relacdo a apoptose celular embriondria, avaliada pela marcacao das células pelo
iodeto de propidio, ndo houve diferenca entre os tratamentos, resultado diferente do
encontrado por Wang et al. (2019) em que o uso de resveratrol durante a maturagdo ovocitaria
foi relacionado a uma diminuicao na morte programada das células através da regulacdo de
genes envolvidos no processo.

Assim, uma das possiveis explicagdes para os resultados encontrados no presente
estudo em relagdo a emissdo de ROs, maturacdo nuclear ovocitdria e apoptose celular
embrionaria para os quais ndo foi detectado efeito dos tratamentos, seria as concentragdes
utilizadas de resveratrol na forma diluida e associado as nanoparticulas, as quais apresentaram
pouca variacdo na concentracdo, diferente de outros estudos que as concentracdes de

resveratrol foram mais distantes uma das outras.

7 CONCLUSAO

Concluir-se que a suplementacdo do meio de maturacdo in vitro com o resveratrol
diluido na concentracdo de 1 uM ¢ prejudicial para a taxa de clivagem e de formagdo de

blastocistos.
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