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RESUMO

A bovinocultura, tanto de corte como de leite, sdo importantes atividades na cadeia produtiva
de proteinas no Brasil. Por isso, buscam-se biotecnologias que melhorem a qualidade dessas
produgdes, como ¢ o caso da producao in vitro de embrides (PIVE). Uma fase importante para
a PIVE ¢ a maturagdo in vitro dos ovdcitos, pois é o0 momento em que ocorre transformagdes
que influenciam diretamente a fecundagdo e o desenvolvimento embrionario inicial.
Recentemente foi descrito que a adigdo de Beta-NGF (Nerve growth factor) no meio de
maturacdo ovocitaria aumenta a eficiéncia da PIVE em bovinos. O presente estudo avaliou a
estrutura citoplasmatica de ovocitos maturados in vitro, com e sem suplementagdo de beta-
NGF, por meio da andlise de mitocondrias, espécies reativas de oxigénio (EROs), apoptose e
necrose celular. Os resultados mostraram que a suplementagdo induziu o aumento na atividade
mitocondrial, além de reduzir a produgcdo de EROs e consequentemente da apoptose e morte
celular. Assim, é possivel concluir que a suplementacdo com Beta-NGF atua de forma positiva

na maturacao citoplasmatica de ovocitos.

Palavras-chave: fator de crescimento nervoso, maturagdo citoplasmatica e producao in vitro de

embrides
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1. INTRODUCAO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) é uma tecnologia reprodutiva assistida que
comegou a ser utilizada comercialmente em bovinos a partir de 1990 (VIZONA et al., 2020).
Cinco anos depois, apesar de sua complexidade e alto custo, o Brasil foi considerado o maior
produtor mundial de embrides bovinos e referéncia na utilizacdo da PIVE em escala comercial
(VIANA ef al., 2012). Em 2019, a producdo mundial de embrides in vitro toi de 1.031.567,
sendo que 29% foram produzidosno Brasil (VIANA,2020). Essa alta exploracdo da tecnologia
no Brasil pode ser explicada pela necessidade de se aumentar a eficiéncia e produtividade da
bovinocultura, ja que o pais se destaca mundialmente como produtor de proteina bovina. A
aspiragdo folicular juntamente com a PIVE surge como uma alternativa para se alcancar um
maior numero de embrides em um menor periodo de tempo. Além disso também permite a

implantacdo de ovocitos de fémeas saudaveis com alto valor genético em receptoras com valor

genético limitado (MELLO et al., 2016).

Desta forma, a PIVE possui como principais aplicagdes a possibilidade de realizar
melhoramento genético animal, pesquisas envolvendo a fecundagdo de gametas e o
desenvolvimento embriondrio inicial, a formacdo de um banco de germoplasma e, por fim, a
reproducdo assistida de fémeas que possuem alto valor genético (GODDARD; HAYES;
MEUWISSEN, 2010). Para a produgdo in vitro de embrides tem-se como principais fases a
coleta dos ovoécitos, maturagdo in vitro (MIV), fecundagao in vitro (FIV), cultivo in vitro (CIV)
¢ transferéncia de embrides (TE) produzidos in vitro (OLIVEIRA etal.,2014). A obtengao dos
ovocitos pode ocorrer por meio de animais vivos ou por aspiragdo post mortem. No primeiro
cenario, ¢ realizada a aspiragdo transvaginal guiada por ultrassonografia (Ovum Pick Up - OPU)
(BUENO; BELTRAN, 2008). Ja no post mortem, utiliza-se a técnica de slashing (W. M.
SALEH, 2017) ou a pungao folicular nos ovérios extraidos (MELLO et al., 2016). A eficiéncia
desse processo influencia diretamente a qualidade do complexo cumulo-o6foro (CCO). A
maturacdo € uma etapa de extrema importancia, pois ¢ o momento em que ocorre a
transformacdo nuclear e citoplasmatica que promovem diretamente mudancas estruturais e

bioquimicas, viabilizando a fecundacao (PEIXER et al., 2018).

A maturacdo nuclear é marcada pela retomada da meiose e a primeira mudanga
morfologica ¢ o rompimento da vesicula germinativa (Germinal Vesicle Breakdown - GVBD).

Além disso, tem-se a forma¢do dos fusos mitdticos e o alinhamento dos cromossomos
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bivalentes, seguido da emissdao do primeiro corpusculo polar (Polar body - PB) contendo um
conjunto de cromossomos (PAN; LI, 2019). Desta forma, o ovocito inicia a segunda divisdo
meiodtica e pausa na metafase da meiose II (MII) até a fertilizacdo (FAN; SUN, 2019). Na
maturacdo citoplasmatica, ocorre o armazenamento de RNAs mensageiros (mRNAs), proteinas
e fatores de transcricio que sdo necessarios para a maturagdo, fertilizacdo e embriogéneses
inicial, além de alteragdes na dispersdo e morfofisiologia das organelas (MAO et al., 2014). E
necessario um maior entendimento na fun¢do das mitocondrias na maturacdo, uma vez que
essas sdo responsaveis pela produgio de adenosina trifosfato (ATP), pelo controle de ions Ca?*,
pela redugdo da homeostase e participam dareagdo em cadeia da apoptose (DUMOLLARD et
al., 2007). A producdo de ATP via mitocondria, utiliza o oxigénio como aceptor final de
elétrons. Como consequéncia desse processo, tem-se a geracao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que quando em excesso, irdo causar estresse oxidativo nas células, danos no DNA,

RNA, proteinas e fungdes mitocondriais, inibem a fecundagao do ovécito pelo espermatozoide

e pode levar a morte celular (AITKEN et al., 1993; COMPORTI, 1989; GUERIN et al., 2001).

O papel das células do cimulos (CC) na maturacdo também precisam de destaque, uma
vez que atuam como mediadoras da transferéncia de mRNAs, proteinas, substratos e nutrientes
para o ovdcito, afetando diretamente a competéncia do desenvolvimento ovocitario (SUN;
YEH, 2021). Ademais, a remocdo das CC pode induzir uma diminuicdo nas taxas de
fertilizagdo, uma vez que estdo associadas a capacitagdo espermatica e construcdo de uma
camada protetora que previne alteragdes na zona pelucida (ZP) (BUENO; BELTRAN, 2008).
Ainda na maturacdo citoplasmatica, tem-se a reorganizacdo das organeclas, no qual a
mitocondria, os ribossomos, o reticulo endoplasmético, os granulos corticais ¢ o complexo de
Golgi mudam de posi¢do durante a transi¢do do estagio de vesicula germinativa para MII e
essas modificacdes sdo essenciais para que o ovoécito adquira um alto potencial de
desenvolvimento (FAN; SUN, 2019; MAO et al., 2014). A maturagdo in vitro tem duragdo de
20 a 24h e a estimativa ¢ que 85% a 90% dos ovdcitos consigam atingir a MII, porém nem
sempre a maturagdo do citoplasma acompanha a maturagdo nuclear e isso ¢ primordial para a

fertilizagdo (FERRE et al., 2020; PEIXER etal., 2018).

Virias pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de baratear ¢ aumentar a
eficiéncia da OPU e da PIVE por meio de diversas estratégias, entre elas a suplementagdo dos
meios de cultivo (PEIXER et al, 2018), inclusive no meio de maturagdo. Isso torna-se

necessario devido a baixa taxa de conversdo dos ovocitos maturados em blastocisto, que
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segundo Mello (2016) ¢ de apenas 30%. Recentemente, um estudo identificou diversas
proteinas do espermatozoide bovino que possuem alta correlagdo com a fertilizacdo e com o
desenvolvimento embrionario inicial in vitro, entre eles a subunidade beta do fator de
crescimento donervo ou “Beta-nerve growth factor” (Beta-NGF) (SILVA,2018). O beta-NGF
também foi descrito como fator de inducao de ovulacao (OIF), podendo estar envolvido com a

ovulacao e o desenvolvimento do corpo luteo (EL ALLALI ezal., 2017).

Por isso, torna-se necessario estudos utilizando suplementacdo de beta-NGF nos meios
daPIVE. Arle (2019) demonstrou que a suplementacao de 100ng/mL de beta-NGF no meio de
MIV melhora os resultados de PIVEs em bovino. Assim, exposto a importancia do processo de
maturagdao para a produgdo in vitro de embrides e a acdo benéfica do beta-NGF nesta etapa,
entende-se a importancia de estudar o efeito da suplementagdo de beta-NGF na maturagdo in

vitro de ovOcitos bovinos.

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a estrutura citoplasmatica de ovocitos bovinos maturados in vitro com e sem
suplementacdo com Beta-NGF no meio de maturacdo ovocitaria normalmente utilizado na

produgao in vitro de embrides.

2.2 Objetivo especifico

e Avaliar, através de microscopia confocal, a atividade mitocondrial, presenca de EROs
e taxa de apoptose e necrose celular apds a maturagdo ovocitdria com e sem

suplementacdo de beta-NGF.

3. METODOLOGIA

3.1 Maturacao in vitro
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3.1.1 Suplementacio com beta-NGF
Foram utilizados 65 complexos CCO, sendo 36 suplementados com 100ng/mL de Beta-
NGF (Thermo Fisher Scientific 11050HNAC) e 29 controles, sem suplementa¢dao. Os
tratamentos foram realizados em placas contendo 7 gotas de 100uL. de meio de maturagdo,
separadas fisicamente por 3mL de 6leo mineral, com o intuito de diminuir o efeito de fatores

ndo controlados.

3.1.2 Obtencao e selecao de CCOs
Os ovarios provenientes de vacas abatidas foram doados pelo abatedouro comercial
Frigorifico Santa Lucia na rua Jalio César de Souza, nimero 970, bairro Bosque na cidade de
Araguari (MG). Esses foram armazenados em garrafas térmicas contendo soro fisioldgico a
37°C e transportados imediatamente para o Laboratorio de Biologia da Reproducao d o ICBIM-
UFU. Apos lavar os ovarios com solugdo salina, os mesmos foram mantidos em banho maria a

37°C para aspiragao folicular.

Os foliculos antrais ovarianos foram aspirados com o auxilio seringas de 10mL e agulha
18G e o fluido aspirado foitransferido para tubos de fundo conico de SO0mL para a sedimentagao
por 15 minutos. Utilizou-se uma pipeta de Pasteur para depositar o sedimento em placas de
poliestireno de 90x15mm e o rastreio dos CCOs foi realizado com auxilio de microscopio
estereoscopico. Os CCOs rastreados foram depositados em uma placa de poliestireno de
35x15mm, contendo meio de lavagem TCM — 199 HEPES (0,2mM piruvato sédico, 10mM
HEPES écido, 10mM HEPES s6dico, SmM bicarbonato de soédio, 83pg/mL de amicacina,
suplementado com 10% de soro fetalbovino). Em seguida, selecionou-se os CCOs classificados
como grau I e IT de acordo com a classificagdo de Stojkovic (2001), ou seja, aqueles em que os
ovocitos apresentaram citoplasma homogéneo, com auséncia de vactolos, distribuicdo

homogénea e altamente presente das células do cumulus com mais de trés camadas.

3.1.3 Maturacio in vitro dos ovécitos
Os CCOsselecionados foram contados e depositados em uma nova placa de poliestireno
de 90x15mm, onde cada gota foilavada em 100uL de meio de lavagem TCM — 199 separando-
as em tratamentos. Uma ultima lavagem foi realizada em gotas de 100uL de meio de maturagao

TCM 199 com bicabornato (0,2mM piruvato sédico, 26mM bicabornato de s6dio, 83ug/mL de
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amicacina, 1pg/mL FSH, Spug/mL LH, suplementado com 10% de soro fetal bovino). Por fim,
os CCOs foram transferidos para a placa de maturacdo contendo 2 gotas controle e 5 gotas
suplementadas, na qual foram colocados 15 CCOs por gota de 100uL de meio de maturagao,
cobertas com 6leo mineral em placas de petri de poliestireno de 35x15 mm, e foram mantidos

por cerca de 22 h em estufa na temperatura de 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de

COa.

3.2 Microscopia confocal

A microscopia confocal foi utilizada para avaliagdo da maturagdo citoplasmatica de 65
CCOs apods o periodo de maturagdo in vitro, sendo 36 suplementados com Beta-NGF e 29
controles (sem suplementacao), em que foram avaliados os seguintes paramentos: atividade
mitocondrial, EROs, apoptose e morte celular. Os ovocitos foram corados com sondas
fluorescentes especificas e a captura das imagens foi realizada utilizando o microscopio Zeiss®
(LSM 510 meta) e o software ZEN 2009. As imagens foram adquiridas com objetiva de 20x,
no modo Z-Stack, utilizando lasers de excitacdo especificos para cada sonda, respeitando os
seguintes comprimentos de onda: 543nm para MitoTracker; 488nm para DCF; 488nm para

YOPRO-01 e 488nm para iodeto de propideo.

A avaliagdo quantitativa da fluorescéncia foi realizada por analise de imagem

computacional por meio de um algoritmo desenvolvido em ambiente de programag@o Scilab.

3.2.1 Mitocondrias

Para a quantificagdo a atividade mitocondrial foram analisados 11 ovdcitos sem
suplementacdo ¢ 7 com suplementagdo. Os CCOs maturados foram transferidos para
microgotas de 200uL de solu¢do contendo 2puL de MitoTracker Orange M-7510 (554/576) em
concentracao de ImM e 2mL de meio de maturacdo TCM 199 com bicabornato. Em seguida
foram incubados por 30 minutos em estufa na temperatura de 38,5°C, 100% de umidade e
atmosfera de 5% de CO2. Apds incubagdo, as estruturas foram lavadas trés vezes em PBS com
2% de soro fetal bovino a 37°C. Os CCOs foram entdo depositados em solucdo de
Paraformaldeido 4% por 12 horas e em seguida colocados em laminas de vidro com 20uL de

glicerina, cobertos com laminula e selados com esmalte.



15

3.2.2 Espécies reativas de oxigénio

Para a produ¢do de EROs, foram analisados 6 ovocitos sem suplementacdo e 14 com
suplementacdo. Inicialmente, depositou-se os CCOs maturados em microgotas de 200uL de
solucdo contendo 2puL de 2°7’-diclorofluresceina (DCF) (504/529) em concentragdo de ImM e
2mL de meio de maturagdo TCM 199 com bicabornato. Em seguida foram incubados por 30
minutos em estufa na temperatura de 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de COo.
Apos incubacdo, as estruturas foram lavadas trés vezes em PBS com 2% de soro fetal bovino a
37°C. Os CCOs foram entdo depositados em solu¢do de Paraformaldeido 4% por 12 horas e
em seguida colocados em laminas de vidro com 20uL de glicerina, cobertos com laminula e

selados com esmalte.

3.2.3 Apoptose e morte celular

Para avaliar as taxas de apoptose e morte celular foram utilizados 12 ovocitos para
controle e 17 ¢ 15 dos CCOs, os mesmos, apos maturagdo, foram depositados em microgotas
de 100uL de solugdo deiodeto de propideo (IP) (493/636) diluido em PBS na concentragio de
2,0pg/mL e entdo incubados por 30 minutos em estufa na temperatura de 38,5°C, com 100%
de umidade e atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, os CCOs foram incubados novamente, nas
mesmas condigdes, por 30 minutos em microgotas de 100uL formadas por solugdo de YOPRO-
01 (491/509) diluido em PBS 1% na concentragdo de 30 nM a 37°C. Os CCOs foram entao
depositados em solu¢do de Paraformaldeido 4% por 30 minutos e em seguida colocados em
laminas devidro com 20uL. demeio de montagem (4dgua destilada, glicerol e Hoescht), cobertos

com laminula e selados com esmalte.

3.2.4 Quantificacao da florescéncia

Utilizando o software ZEN foi realizada a sobreposi¢ao de todas as imagens (“slices™)
capturadas no modo Z-stack na avaliacdo de cada CCO, resultando uma tinica imagem, a qual
foisalva em extensdo BMP. Posteriormente foirealizada a segmentagao do CCO ou do ovdcito
de forma interativa, para finalmente ser avaliada pelo algoritmo desenvolvido em ambiente
Scielab. Este algoritmo transformou a imagem colorida em tons de cinza e quantificou a
fluorescéncia realizando a soma dos valores de pixel, que vai de zero a 255, que compunha a

imagem. Portanto, a intensidade de fluorescéncia ndo possui unidade.
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3.3 Estatistica
Os dados quantitativos foram inicialmente avaliados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov
para verificar se a distribuicdo dos dados era normal (p<0,05). Como os dados apresentaram
distribui¢ao normal, optou-se pelo teste t de Student para verificar se existia diferenca entre os

dois tratamentos.

4. Resultados

4.1 Microscopia Confocal
Os dados obtidos a partir da analise da fluorescéncia estdo expostos na tabela 1,

enquanto a representagdo grafica estd apresentada na Figura 1.

Tabela 1. Média dos valores de emissdao de fluorescéncia de cada marcadorno grupo sem suplementacao (controle)
e com suplementac¢do (Beta-NGF)

Controle Beta-NGF P
MitoTracker CCO 88.400 160.275 0,0750
MitoTracker 19.937 33.216 0,0424
Ovaocito*
DCF* 24.787 15.429 0,0445
IP* 15.217 1.277 0,0001
Yo-Pro-1* 58.160 36.462 0,0027

*Marcadores que apresentaram diferenca significativa entre os grupos (p<0,05)



17

A Mitotracker ovacito B Mitotracker CCO C DCF
50000 u 300000 40000+ —
- o
@ 40000 5 8 30000
e & 200000 c
@ 30000 Q 8
@ § @ 20000
5 20000 o o
3 = S
L |18 -
10000 K- 10009
0- 0-
Controle NGF Controle NGF Controle NGF
D lodeto de propidio E Yo-pro-1
* *
30000 — 80000+ —
b 5 60000
2 20000 2
[{e4] @D
@ ? 40000- T
o g
S 10000- ES
T iC 20000
0- 0-
Controle NGF Controle NGF

Figura 1. Analise estatistica dos dados obtidos a partir da emissdo de fluorescéncia com diferentes marcadores.
Marcagdo com Mitotracker apenasno ovdcito (A). Marcag¢do com Mitotrackerno CCO (B). Marcagdo com
DCF no CCO (C). Marcagdo com lodeto de propideo no CCO (D). Marca¢do com Yo-Pro-1 no CCO (F). *=
diferencga significativa entre os grupos (p<0,05)

4.1.1 Mitocondrias
Foram obtidas a fluorescéncia apenas do ovécito e do CCO (Figura 2 e 3,
respectivamente). Em ambos os casos, o valor numérico da fluorescéncia observado no grupo
com Beta-NGF foi superior quando comparada com o grupo controle (Figura 1A e 1B). Sendo
que no primeiro caso, 0s ovocitos sem suplementacdo emitiram uma florescéncia de 88.400,
enquanto os com suplementa¢do a emissdao foi de 160.275. No segundo caso, a emissdao do
grupo controle foi de 19.937 e do Beta-NGF foi de 33.216. Entretanto, apenas na analise do

ovocito sem as células do cumulus houve diferenca estatistica ao nivel de 5% pelo teste t.
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Figura 2. Ovdcitoss marcados com Mitotracker com sobreposi¢do de "slices” (24) sem e (2B) com
suplementagdo. Fonte: autoria propria

100 wm

Figura 3. CCOs marcados com Mitotracker com sobreposi¢do de "slices" (34) sem suplementagdo e (3B) com
suplementagdo. Fonte: autoria propria.

4.1.2 Espécies Reativas de Oxigénio
Na figura 4 tem-se as imagens capturadas dos ovoécitos corados com DCF. No grupo
controle, a emissao de fluorescéncia foide24.787, enquanto no grupo com Beta-NGF a emissao
foi de 15.429 (Figura 1C). A partir dos dados, foi possivel observar uma diferenca estatistica

ao nivel de 5% pelo teste t entre os grupos analisados.
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Figura 4. CCOs marcados com DCF com sobreposi¢do de "slices” (44) sem e (4B) com suplementa¢do. Fonte:
autoria propria

4.1.3 Apoptose e morte celular
Na avaliagdo dataxa de apoptose e morte celular, realizou-se a coloracdo com IP ¢ com
Yo-Pro-1 (Figura 5 e 6, respectivamente). Em ambas colora¢des foram analisados 12 ovécitos
no grupo controle. Utilizou-se 17 ovocitos para a andlise do grupo com Beta-NGF corados com
IP, sendo que no controle a emissdo de fluorescéncia foi 15.217 e no tratamento foi 1.277
(Figura 1D). Na coloragdo com Y o-Pro-1 foram analisados 15 ovocitos com suplementagao, de
forma que a emissao de fluorescéncia no controle foi de 58.160 e com Beta-NGF foide 36.462

(Figura 1E). Em ambas as andlises houve diferenca estatistica ao nivel de 5% pelo teste t.

Figura 5. CCOs marcados com iodeto de propideo com sobreposi¢do de "slices” (54) sem e (5B) com
suplementag¢do. Fonte: autoria propria
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Figura 6. CCOs marcados com Yo-Pro-1 com sobreposi¢do de "slices" (6A4) sem e (6B) com suplementagdo.
Fonte: autoria propria

5. Discussio
O presente estudo avaliou a a¢ao do Beta-NGF no processo de maturacao in vitro do
complexo cumulus-ovoécito de fémeas bovinas. Por meio das andlises realizadas, observou-se
que as estruturas suplementadas com a proteina apresentaram melhores resultados quanto aos
parametros analisados, revelando grande potencial para aplicagdo na producdo in vitro de

embrides bovinos.

Na primeira analise, utilizou-se o MitoTracker como marcador de atividade
mitocondrial. Esse marcador é capaz de atravessar a membrana de células viaveis de forma
passiva e reagir com os tidis das proteinas e peptideos para formar um conjugado fixavel em
aldeido. Nesse trabalho, a andlise foi divididaem duas partes, a primeira avaliou a atividade
mitocondrial do CCO como um todo, enquanto a segunda avaliou apenas do ovécito. Como
demostrado na Figura 1A e 1B, houve diferenca entre os tratamentos apenas na analise do
ovocito. No entanto, na analise do CCO, obteve-se um P de 0,075. Deste modo, acredita-se que
ha uma tendéncia a diferenga estatistica entre os grupos, a qual poderia ser atingida pelo

aumento do niumero de ovocitos analisados.

O resultado obtido ¢ de extrema importancia, uma vez que a mitocondria desempenha
dois papéis primordiais na cé€lula, sendo eles a manutengdo da célula ou a indugdo da morte
celular. Desta forma, no embrido, a mitocondria determinara se o mesmo ird se desenvolver ou
se sera degenerado. A regulagdo desses processos ird ocorrer por varios mecanismos, como a
modula¢do do Ca?" e sinaliza¢do e produ¢do de ATP, EROs e metabolitos intermediarios
(DUMOLLARD; DUCHEN; CARROLL, 2007). Estudos demonstram que a alta concentragao

de ATP nos ovdcitos, levam ao aumento significativo das taxas de fertilizagdo e blastocistos
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(NAGANO; KATAGIRI; TAKAHASHI, 1994; STOJKOVIC et al., 2001). Sabe-se que a
formagdo dos fusos e os movimentos cromossdémicos dependem da expressdo e atividade de
proteinas motoras que utilizam ATP como fonte de energia. Assim sendo, essa molécula ¢

primordial na maturacdo nuclear e citoplasmatica tanto em humanos como em bovinos

(DURAN et al., 2011; NAGANO; KATAGIRIL; TAKAHASHI, 1994).

Para suprir ademandade ATP necessaria na maturagdo, a quantidade de copias de DNA
mitocondrial (mtDNA) aumenta de 6.000 para 100.000 (FERREIRA et al., 2009). Contudo,
existem hipoteses que apontam outras causas para essa ampliagdo, como a proposta de que se
trata de um mecanismo genético com o intuito de garantir quantidade suficiente de organelas e
genomas até a implantagdo, uma vez que o mtDNA ndo passa por replicagdo durante os estagios
de clivagem em ovocitos de mamiferos (SHOUBRIDGE; WAL, 2007). Outra hip6tese é que a
alta quantidade de mtDNA pode atuar na reducdo do acimulo de muta¢des no mtDNA (CREE
et al., 2008). Desta forma, uma vez que a atividade mitocondrial influéncia no aumento da vida
util dacélula e na conversdao do ovocito em embrido, o dado obtido corrobora com os resultados
apresentados por Arle (2019) de que a suplementagdo com Beta-NGF pode afetar positivamente

a PIVE em bovinos.

Para o estudo da produ¢do de EROs, realizou-se a marca¢do dos ovocitos com DCEF,
que ¢ uma sonda ndo fluorescente que entra nas células por transporte passivo. No interior da
célula ele ¢ desesterificado originando o 2°7’-diclorofluoresceina, que ¢ altamente fluorescente
apos oxidacdo. As espécies reativas de oxigénio foram avaliadas no CCO e encontradas em
maior quantidade nas células sem tratamento. A presenca de EROs ¢ importante, pois atua em
diversas cascatas de sinalizacdo como segundo mensageiro (FUJII; TUCHI; OKADA, 2005).
Contudo, quando em niveis suprafisioldgicos, a célula pode ser afetada pela peroxidacio
lipidica, que ird romper a membrana celular, pela agregacdo e degradacdo de proteinas e danos
ao DNA (ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991; EVANS; DIZDAROGLU; COOKE,
2004; PARK et al., 2010; RICHTER, 1987).

Como exposto anteriormente, o processo de maturacdo ovocitaria exige alta quantidade
de energia na forma de ATP, porém sua produgdo aumenta a geracdo de EROs pelas
mitocondrias (CHAPPEL, 2013). Quando a maturacdo ocorre no fluido folicular, existem
antioxidantes enzimaticos que irdo oxidar essas EROs em moléculas menos nocivas. Porém,
quando em in vitro, além dendo haver os antioxidantes do fluido folicular, ainda ha a exposi¢ao

a fatores oxidativos. (AMBEKAR et al., 2013). Desta forma, a suplementagdo com Beta-NGF
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indica uma redugdo da produgdo de EROs, mesmo em condig¢des favoraveis para sua producao,
o que leva a hipotese dessa proteina, possivelmente, possuir uma atividade antioxidante, que

proporcionara melhor desenvolvimento das células e conversao em embrido.

Complementando a pesquisa, foi feita a analise da taxa de apoptose e morte celular por
meio da coloragdo com iodeto de propideo e Yo-Pro-1. A partir do primeiro corante, obteve-se
a marcagdo de células mortas, uma vez que sua membrana perde integridade permitindo a
passagem do corante e subsequente ligagao ao acidonucleico. O Y o-Pro-1 também foi utilizado
para marcacdo de acido nucleico, porém para a analise de células apoptoéticas, dado que essas
tornam-se permeaveis apenas para o Yo-Pro-1, mas se mantém impermedveis para o IP. Em
ambas coloragdes, a emissdao de fluorescéncia se mostrou superior no grupo controle, indicando

que o grupo com Beta-NGF possui menor taxa de apoptose e morte celular.

Assim como abordado anteriormente, a atividade da mitocondria influencia diretamente
na apoptose e morte celular. Estudos anteriores demonstraram que niveis altos de EROs podem
induzir desestabilizagdo da maturacdo, reduzir os fatores de sobrevivéncia e induzir a apoptose
mediada por mitocondria nos ovocitos (CHAUBE et al., 2008; PRASAD et al., 2016). Também
podem agir por meio de mudancas morfologicas no ovocito e fragmentacao do DNA (ZHANG
et al., 2006). Desta forma, o dados obtidos quanto ao parametro de apoptose e morte celular
condizem com o resultado obtido da avaliagdo da producdo de EROs. Assim sendo, a
suplementacdo com Beta-NGF realmente atua no aumento da longevidade devido as possiveis

propriedades antioxidantes e diminui¢do de EROs e apoptose.

6. Conclusao
A suplementacdo com Beta-NGF atua de forma positiva na produgdo in vitro de
embrides, uma vez que ¢ capaz de aumentar a quantidade ou a atividade de mitocondrias e,
consequentemente, de ATP, sem que haja aumento de espécies reativa de oxigénio, levando a

uma menor taxa de apoptose e morte celular.
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