Arqg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.65, n.6, p.1616-1624, 2013

Maturacéo in vitro de odcitos bovinos em meios suplementados com quercetina
e seu efeito sobre o desenvolvimento embrionario

[In vitro maturation of bovine oocytes in medium supplemented with quercetin, and its
effect on embryonic development]

S. Guemra®?, P.S. Monzani'®, E.S. Santos?, R. Zanin®, O.M. Ohashi?,
M.S. Miranda? P.R. Adona®®

!Agropecudria Laffranchi — Tamarana, PR
2Universidade Federal do Para — Belém, PA
3Universidade Norte do Parana — Londrina, PR

RESUMO

A quercetina ¢ um flavonoide, amplamente encontrada em frutas, vegetais, grdos, flores, com elevada
concentragdo no vinho tinto, e tem sido caracterizada funcionalmente pela atividade antioxidante. Para
avaliacdo da maturagdo nuclear e do desenvolvimento embrionario bovino, os odcitos foram maturados
por 22h na presenca de quercetina (0,4, 2, 10 e 50uM), cisteamina (100uM) e na auséncia dos
antioxidantes. Os odcitos maturados foram corados com Hoechst para avaliagdo da maturagdo in vitro.
Para avaliacdo do desenvolvimento embrionario, os oocitos foram fertilizados e cultivados in vitro, as
taxas de desenvolvimento embrionario foram determinadas no sétimo dia de cultivo e o percentual de
eclosdo e o nimero de células dos embrifes no oitavo dia. Os niveis de glutationa (GSH) dos od6citos
foram mensurados por emissdo de fluorescéncia com CMF,HC. A porcentagem de maturacdo nuclear
(x89%) ndo diferiu entre os grupos. O desenvolvimento embriondario variou entre os tratamentos, o
percentual de blastocisto foi superior (P<0,05) nos grupos tratados com 0,4, 2, 10 e 50uM de quercetina
(56,9, 59,5, 53,6 e 49,6%, respectivamente) e com 100uM de cisteamina (50,4%) em relagdo ao grupo
controle (42,3%). Na comparagéo entre os dois antioxidantes, a quercetina (0,4 e 2uM) foi superior na
producdo de embribes (56,9 e 59,5%, respectivamente) em comparacdo com cisteamina (50,4%). As taxas
de embrides eclodidos foram similares (P>0,05) entre os grupos (£63,0%). O nimero médio de células
dos embrides também foi similar entre os grupos (£233). Os niveis intracelulares de GSH foram
superiores nos odcitos maturados com cisteamina, mas similares entre os o6citos tratados com quercetina
e o controle. A suplementacdo da maturagdo in vitro com antioxidantes melhora as taxas de blastocistos.
A quercetina foi superior a cisteamina, que, por sua vez, foi superior ao controle. Mas os niveis de GSH
foram superiores somente nos odcitos tratados com cisteamina.

Palavra-chave: antioxidante, bovino, embrido, quercetina e odcito
ABSTRACT

Quercetin is a flavonoid widely found in fruit, vegetables, grains and flowers, with a high concentration
in red wine, and has been functionally characterized by its antioxidant activity. For assessment of nuclear
maturation and bovine embryo, oocytes were matured for 22h in the presence of quercetin (0.4, 2, 10 and
50uM), cysteamine (100uM) and in the absence of antioxidants. The matured oocytes were stained with
Hoechst to evaluate the in vitro maturation. To assess embryonic development, oocytes were fertilized
and cultured in vitro and rates of embryo development were obtained in the seventh day of culture and
the percentage of hatching and the number of cells on eighth day embryos. The levels of glutathione
(GSH) of the oocytes were measured by fluorescence emission with CMF,HC. The percentage of nuclear
maturation (x89%) did not differ between groups. Embryonic development varied between treatments, the
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percentage of blastocyst was higher (P<0.05) in the groups treated with 0.4, 2, 10 and 50.M of quercetin
(56.9, 59.5, 53.6 and 49.6%, respectively) and 100 @M cysteamine (50.4%) compared to the control
group (42.3%). Comparing the two antioxidants, quercetin (0.4 to 2uM) was superior in embryo
production (56.9 and 59.5% respectively) compared with cysteamine (50.4%). The rates of hatched
embryos were similar (P>0.05) between groups (£63.0%). The average number of embryo cells was also
similar in both groups (x233). The intracellular GSH levels were higher in oocytes matured with
cysteamine, but similar between the oocytes treated with quercetin and control. The supplementation of
matured in vitro with antioxidants improves blastocyst rates. Quercetin was greater than cysteamine,
which in turn was superior to the control. However, GSH levels were higher in oocytes treated only with

cysteamine.
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INTRODUCAO

As condi¢Bes de maturacdo in vitro (MIV) dos
odcitos bovinos sdo essenciais para a produgdo
de embriGes. A MIV ¢é influenciada por
diferentes fatores, como atmosfera gasosa, meio
de cultivo, temperatura, suplementacdo proteica
e fatores de crescimento (Santos et al., 2002;
Sutton-McDowall et al., 2012). Avancos
significantes foram obtidos modificando-se 0s
meios de cultivo embrionarios, o que resultou no
aumento da taxa na producgdo in vitro (PIV) de
embrides. No entanto, varios trabalhos tém sido
realizados visando & maior eficiéncia da técnica
(De Matos et al., 2002; Schwarz et al., 2010;
Adona et al., 2011; Dey et al., 2012), visto que a
capacidade de fecundacdo e de desenvolvimento
embrionéario depende da maturacdo nuclear e
citoplasmaética do odcito (Ferreira et al., 2008). A
maturagdo dos odcitos é caracterizada por uma
série de transformagdes bioquimicas e estruturais
no ndcleo e citoplasma, sendo essenciais para o
processo da fecundacdo e  subsequente
desenvolvimento embrionario.

Durante a PIV de embriBes, ocorre a geracdo das
espécies reativas de oxigénios (EROs), oriundas
da tensdo de oxigénio, exposicao a luz e excesso
de manipulagdo (Guerin et al., 2001). O aumento
na producdo de H,O, em embribes de
camundongos foi observado, quando expostos a
luz por mais de cinco minutos (Goto et al.,
1992). A presenca equilibrada das EROs e
antioxidantes tem impacto positivo para a PIV de
embriBes (Guerin et al., 2001; Andrade et al.,
2010). Portanto, o uso de antioxidantes em
sistemas de alta concentracdo de oxigénio (20%
de O,) é considerado um fator importante para a
PIV de embrides, devido as suas acfes na
diminuicdo dos efeitos danosos causados pelas
ERO:s.
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As EROs sdo espécies quimicas, tais como
atomos, moléculas ou fragmento de moléculas,
que apresentam pelo menos um elétron ndo
compartilhado na camada de valéncia. Quando as
espécies reativas sdo formadas a partir do
oxigénio, elas sdo chamadas de EROs, no
entanto outros tipos de espécies reativas podem
surgir do nitrogénio, carbono ou enxofre (Silva et
al., 2011). As espécies reativas de maior
relevancia sdo as EROs, pois sdo produzidas pelo
metabolismo fisiolégico dos embrides (Guerin et
al., 2001; Silva et al., 2011). Quando em baixas
concentrages, as EROs  desempenham
importante papel fisioldgico in vitro, como a
promog¢do das competéncias dos odcitos e do
desenvolvimento do embrido (Blondin et al.,
1997; Guerin et al., 2001). Quando uma
quantidade excessiva de EROs é liberada, ocorre
0 estresse oxidativo (Andrade et al., 2010). A
abundancia das EROs pode ter efeitos deletérios
sobre a funcdo celular, conduzindo aos danos
oxidativos dos componentes intracelulares, os
quais podem induzir a apoptose (Yang et al.,
1998; Guerin et al, 2001). O wuso de
antioxidantes visa balancear a formacdo das
EROs e manter as funcbes fisiologicas dos
odcitos, contrapondo o aumento indiscriminado
das EROs na MIV.

A quercetina é um flavonoide do grupo dos
compostos polifendlicos, amplamente encontrado
nas frutas, vegetais, grdos, flores, com elevada
concentragdo no vinho tinto, e que apresenta
acdo antioxidante. O seu desempenho terapéutico
no combate ao estresse oxidativo tem sido
mencionado por varios autores (Peres et al.,
2000; Behling et al., 2004; Liu et al., 2010) e se
d& em trés etapas diferentes: na iniciagdo pela
interacdo com ions superdxido, na formacdo de
radicais hidroxila por quelar ions de ferro e na
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peroxidacdo lipidica por reagir com radicais
peroxido de lipideos (Afanas'ev et al., 1989). O
radical hidroxila e o anion superéxido estdo
envolvidos no dano tecidual por iniciarem a
peroxidagdo lipidica e a disrupcdo da matriz
intersticial (Silva et al., 2011).

Vaérios trabalhos utilizando a quercetina foram
realizados com o intuito de identificar os efeitos
fisiologicos e as atividades bioldgicas desse
flavonoide para fins terapéuticos em humanos,
no entanto ndo ha informacdo disponivel sobre
os efeitos da quercetina sobre a maturagdo in
vitro de odcitos bovinos. Neste estudo, foi
investigado o uso da quercetina durante a fase de
maturagdo in vitro e o seu efeito sobre a taxa de
producdo de blastocisto e o0s niveis de glutationa
nos o6citos maturados.

MATERIAL E METODOS

Os produtos para PIV de embribes foram
adquiridos da Sigma Chemical Company, St
Louis, MO, EUA, a menos que especificados de
outro modo.

Os ovérios de fémeas bovinas foram coletados
no frigorifico logo apds o abate e transportados
em solugdo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%)
acrescida de 50pg/mL de gentamicina a 30°C.
No laboratério, os ovérios foram lavados em
NaCl 0,9%, e os foliculos com diametro de 2 —
8mm foram aspirados com auxilio de uma agulha
(1,20 X 40mm) conectada a uma seringa
descartadvel de 10mL. O liquido folicular
contendo os odcitos foi depositado em tubos
conicos de 50mL e mantido em repouso para
decantacdo por cinco minutos. O pellet contendo
o0s odcitos foi adicionado a 5mL de meio H199
(Meio 199 com 25mM de hepes acrescido de
50pug/mL de gentamicina e 5% de soro fetal
bovino - SFB) em uma placa de Petri, para a
selecdo dos odcitos sob estereomicroscépio.
Somente o6citos classificados como graus | e I,
contendo mais de trés camadas de células do
cumulus e citoplasma uniforme, foram utilizados
para 0s experimentos.

A quercetina (Sigma, Q4951) foi preparada em
solugdo estoque de 50mg/mL em hidroxido de
sodio 1M, e a cisteamina (Sigma, C8397) foi
preparada em solugdo estoque de 100mg/mL em
H,0, aliquotadas em microtubos e estocadas a -
20°C.

1618

Maturacdo in vitro (MIV): Apo6s a classificacdo,
os oocitos foram transferidos para o meio de
maturacdo, constituido pelo Meio 199 (Sigma,
M4530) suplementado com 10% de SFB,
5,0ug/mL de LH (Lutropin-v, Vetrepharm),
0,5ug/mL de FSH (Folltropin-v, Vetrepharm),
0,2uM de piruvato e 50ug/mL de gentamicina.
Os odcitos foram cultivados separadamente na
presenca de quercetina (0,4, 2, 10 e 50uM),
cisteamina (100uM) e na auséncia dos
antioxidantes (controle) durante 22 horas, em
gotas de 100uL de meio de maturacdo sob 6leo
mineral, montadas em placa de Petri, a 38,5°C e
atmosfera de 5% de CO,. Cada gota continha
aproximadamente 20 odcitos.

Avaliacéo da MIV: Os o6citos foram desnudados
(remocdo das células do cumulus) em tubo de
5mL, com 0,3mL de PBS (Nutricell) acrescida
de 1% de SFB, e agitados no “vortex” por quatro
minutos. Os ovécitos desnudos foram expostos
ao corante Hoechst (33342), na concentragdo de
1ug/mL em PBS, e incubados por cinco minutos,
protegidos da luz. Apds este periodo, foram
lavados por trés vezes em PBS e fixados entre
lamina e laminula para avaliacdo quanto a taxa
de MIV no microscopio de epifluorescéncia
(Eclipse Ti Nikon - filtro UV-2A, com
comprimento de onda de 330-380/420-700nm de
absorcdo/emissao).

Os niveis de glutationa (GSH) intracelular nos
oocitos bovinos foram determinados com
marcador de fluorescéncia Cell Tracker Blue -
CMF,HC (4-clorometil-6, 8 - difluoro-7-
hidroxicumarina, Life Technologies, C12881).
Para as avaliacOes, os odcitos foram desnudados
em PBS-PVA (Alcool polivinilico, 0,05%) e
corados com 10uM de CMF,HC em PBS-PVA
por 30 minutos em estufa de CO, a 38,5°C. Apds
coloracdo, os odcitos foram lavados trés vezes e
colocados em uma l&mina com 10uL de PBS-
PVA. A emissdo de fluorescéncia foi capturada
automaticamente (cinco segundos) com auxilio
da cémera Infinity ap6s a exposicdo na luz
ultravioleta (filtro UV-2A) do microscépio
Eclipse Ti Nikon. As imagens registradas foram
analisadas usando-se o programa de analises de
imagens da cdmera Infinity (software V6.2.0).

Fecundacédo in vitro (FIV): Foi utilizado sémen
congelado de um mesmo touro (raga Nelore) e da
mesma partida, o qual foi preparado segundo a
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técnica de gradiente de Percoll. Em um tubo de
microcentrifuga, foram adicionados 400uL de
Percoll 90% e, em seguida, 400uL de Percoll
45%. O sémen foi descongelado a uma
temperatura de 37°C por 30 segundos,
adicionado na porcdo superior do gradiente de
Percoll e centrifugado por cinco minutos a 800
“g”. ApoOs a retirada do sobrenadante, foi
adicionado 1mL de meio TALP (Parrish et al.,
1988), e uma nova centrifugacdo de dois minutos
a 200 “g” foi realizada para remover o excedente
do Percoll. A FIV foi feita em TALP com 2uM
de penicilamina, 1uM de hipotaurina, 250uM de
epinefrina, 20ug/mL de heparina e 6mg/mL de
albumina sérica bovina (BSA — Sigma, A8806).
Os espermatozoides (2x10° espermatozoides/
mL) e os odcitos foram coincubados em gotas de
100pL de meio sob 6leo mineral, montadas em
placa de Petri, por um periodo de 18 horas.

Apoés a FIV, os odcitos foram desnudados com
auxilio de um micropipetador de 50uL e
transferidos para 0 meio de cultivo in vitro (CIV)
fluido de oviduto sintético (SOF), suplementado
com aminoacidos essenciais (BME) e ndo
essenciais (MEM), 0,34mM de sodio tricitrato,
2,77mM de mioinositol (Holm et al., 1999),
3% de SFB, 4mg/mL de BSA, ITS (insulina
5ug/mL, transferrina 5pg/mL e selénio 5ng/mL)
e aminoacidos (glicina 0,75mg/mL, alanina
0,15mg/mL e glutamina 0,09mg/mL), em gotas
de 100pL de meio com monocamada de células
somaéticas (cumulus). O cultivo in vitro foi feito
em estufa de CO,, a 38,5°C, em atmosfera de 5%
de CO, emar.

Para avaliagdo do nimero de células dos
embrides eclodidos no oitavo dia apés
fecundacdo, os embrides foram expostos ao
corante Hoechst como descrito na avaliacdo dos
odcitos. Apds o meétodo de coloragdo, 0s
embrides foram fotografados (Infinity caAmera -
software  V6.2.0) no  microscopio  de
epifluorescéncia para contagem do nimero de
células.

Experimento 1. Avaliagio do efeito dos
antioxidantes sobre a maturacdo nuclear. Os
oocitos foram maturados separadamente na
presenca de quercetina (0,4, 2, 10 e 50uM),
cisteamina (100uM) e na auséncia dos
antioxidantes (controle) durante 22h e avaliados
guanto ao estadio de maturacéo nuclear.
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Experimento Il. Avaliagdo do efeito dos
antioxidantes na maturacdo in vitro sobre o
desenvolvimento embrionario. Os o6citos foram
cultivados separadamente na presenca de
quercetina (0,4, 2, 10 e 50uM), cisteamina
(100uM) e controle durante 22h. Ap6s a M1V, os
oocitos foram submetidos a FIV (18h) seguida
pelo CIV. As taxas de clivagem foram
determinadas no segundo dia de cultivo (D2), o
desenvolvimento dos embrides em estadio de
blastocistos foi determinado no sétimo dia (D7)
do CIV, e a eclosdo e o nimero de células dos
embrides no oitavo dia (D8). Todos os sistemas
de cultivo foram feitos em estufa de CO,, a
38,5°C, e em atmosfera de 5% de CO,.

Experimento I11. Avaliacdo dos niveis glutationa
(GSH) intracelular em o6citos imaturos e
maturados in  vitro com marcador de
fluorescéncia Cell Tracker Blue. Os odcitos em
estddio de wvesicula germinativa (VG) e
maturados na presenga de quercetina (2uM),
cisteamina e na auséncia dos antioxidantes
(MIV) foram corados com Cell Tracker Blue
para avaliacdo dos niveis de GSH. Para controle
da técnica, um grupo de odcitos imaturos e outro
maturado foram expostos a 0,009% de perdxido
de hidrogénio (H,O,) por 30 minutos junto ao
corante e avaliados quanto aos niveis de GSH.

As andlises estatisticas foram realizadas com o
programa BioEstat 2. Para os resultados
significativos nas analises de variancia, foi
utilizado o Bonferroni como procedimento de
comparacfes multiplas entre os tratamentos. O
nivel de significancia adotado foi de 5% para
evidenciar diferencas entre os tratamentos.

RESULTADOS

No experimento I, foram utilizados 512 odcitos,
distribuidos em sete tratamentos e trés repeticdes
(Tab. 1). O percentual de odcitos em vesicula
germinativa (VG) ap6s aspiracdo folicular
foi de 100% para o controle zero hora (Fig. 2A),
e 0 percentual de odbcitos que completaram
a maturacdo nuclear (metafase 1) foi de
aproximadamente 89,0% para 0s grupos tratados
com quercetina (0,4, 2, 10 e 50uM), cisteamina
(100uM) e controle (22h), ndo havendo variacdo
significativa (P>0,05) nas taxas de maturacdo
nuclear.

1619



Guemra et al.

Tabela 1. Efeitos da quercetina e da cisteamina sobre a maturacado in vitro de o6citos bovinos

Tratamentos Odcitos VG RVG Metéfase Il
N° N° (%xdpm) N° (%=dpm) N° (%=dpm)
Quercetina 0,4 uM 78 0 (0,0£0,0)b 7 (9,0£6,0)a 71 (91,046,0)a
Quercetina 2uM 71 0 (0,0£0,0)b 7 (9,817,3)a 64 (90,1+7,3)a
Quercetina 10pM 78 0 (0,0+0,0)b 11 (14,1+12)a 67 (85,8+12)a
Quercetina 50puM 72 0 (0,0+0,0)b 10 (13,9+11)a 62 (86,1+11)a
Cisteamina 71 0 (0,0£0,0)b 6 (8,5t7,1)a 65 (91,547,1)a
Controle (22 horas) 67 0 (0,0+0,0)b 7 (10,4+7,5)a 60 (89,5+7,5)a
Controle (0 hora) 75 75 (100+0,0)a 0 (0,0£0,0)b 0 (0,0+0,0)b

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga (P<0,05) entre tratamentos. Desvio-padrdo médio (dpm) de trés
repeti¢cdes. Odcitos em vesicula germinativa (VG), rompimento da VG (RVG) e maturados (metéafase I1).

Para a realizacdo do experimento II, foram
utilizados 1.684 odcitos, distribuidos em seis
tratamentos e sete repeticfes, os quais estdo
descritos na Tab. 2. Pelas andlises dos resultados,
as taxas de clivagem foram similares (P>0,05)
entre 0s grupos, obtendo-se uma porcentagem
média de aproximadamente 80,0% para 0s
oocitos tratados com quercetina, de 76,3% para
0s tratados com cisteamina e de 76,6% para 0s
do grupo controle. O  desenvolvimento
embrionario variou entre os tratamentos (Tab. 2),
0 percentual de blastocisto D7 foi superior
(P<0,05) nos grupos tratados com 0,4, 2, 10 e
50uM de quercetina (56,9, 59,5, 53,6 e 49,6%,
respectivamente) e com 100uM de cisteamina
(50,4%) em relacdo ao grupo controle (42,3%).
Na comparagdo entre os dois antioxidantes, a
quercetina (0,4 e 2uM) foi superior (P<0,05) na
producdo de embrides (56,9 e 59,5%,
respectivamente) em comparagdo com a
cisteamina (50,4%), mas as concentracfes de
10uM (53,6%) e 50uM (49,6%) de quercetina
foram similares (P>0,05) as encontradas com a
cisteamina (50,4%). Nas comparagfes entre as
concentragdes de quercetina, a dose de 2uM
(59,5%) foi similar (P>0,05) a dose de 0,4uM
(56,9), mas diferiu (P<0,05) das concentracdes
de 10uM (53,6%) e 50uM (49,6%), que foram
similares entre si. As concentracdes de 0,4uM

(56,9) e 10uM (53,6%) de quercetina também
apresentaram similaridade (P>0,05) na produgéo
de embriBes. As taxas de embrides eclodidos no
dia oito apés a FIV (Tab. 2) foram similares
(P>0,05) entre o0s grupos, obtendo-se um
percentual médio de aproximadamente 64,0% de
eclosdo com quercetina, 56,2% com cisteamina e
64,4% no grupo controle. O nimero de células
dos embrides eclodidos (Tab. 2) também foi
similar (P>0,05) entre os grupos, a média
aproximada de células (Fig. 2A) foi de 238 com
quercetina, de 223 com cisteamina e de 225 no
grupo controle.

No experimento Ill, foram utilizados 210
odcitos, distribuidos em seis tratamentos e trés
repeticdes (Fig. 1). Os o6citos imaturos
VG/H,0, (0,86) e VG (1,00) apresentaram
emissdo de fluorescéncia inferior (P<0,05) aos
oocitos submetidos a maturagdo MIV/H,0;
(1,31) e MIV (1,67). Na comparacdo entre o0s
grupos controle (MIV), quercetina (2uUM) e
cisteamina, o nivel de GSH intracelular avaliado
pela emissdo de fluorescéncia (Fig. 2B) ndo
diferiu significativamente (P>0,05) entre o
controle (1,67) e a quercetina (1,64), mas ambos
diferiram (P<0,05) do grupo com cisteamina
(1,76).

Tabela 2. Uso da quercetina e da cisteamina na maturacdo in vitro e seu efeito para a competéncia do
desenvolvimento embrionario

Tratamentos Odcitos  Clivagem D2 Blastocisto D7 Eclosdo D8 Células D8
N° N° (%zdpm) N° (%=dpm) N° (%=dpm) N° (Min-Méx+dpm)

Q 0,4uM 295 241 (81,6+10) 168 (56,9+3,3)ab 100 (59,5+33) 224 (108-477+71)
Q2uM 287 246 (85,7+5,4) 171 (59,5+1,9)a 114 (66,6+18) 246 (110-432+65)
Q 10pM 287 222 (77,3+3,5) 154 (53,614,9)bc 99 (64,2+20) 249 (108-419+77)
Q 50uM 294 226 (76,8+8,4) 146 (49,6+3,1)c 95 (65,0+18) 232 (114-443+78)
Cisteamina 268 210 (76,3%4,4) 135 (50,4+3,8)c 76 (56,2+22) 223 (106-415+74)
Controle 253 194 (76,6+7,9) 107 (42,3+4,2)d 69 (64,4+13) 225 (108-425+79)

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P<0,05) entre tratamentos. Desvio-padrao médio (dpm) de sete
repeticdes. Nimero minimo e méaximo (Min-Max) de célula dos embrides eclodidos. Diferentes concentrages de

quercetina (Q).
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Figura 1. Niveis de glutationa (GSH) intracelular em odcitos bovinos avaliado com Cell Tracker Blue. Os
odcitos em vesicula germinativa (VG/H,0,) e maturados (MIV/H,0,) foram tratados com 0,009% de
perdxido de hidrogénio por 30 minutos. As barras com letras (*°) diferentes indicam diferenca (P<0,05)
entre tratamentos. Resultados de trés repeticdes.

(A) (B)

Figura 2. Coloragdo com Hoechst para avaliacdo da maturagdo e do nimero de células dos embribes (A).
Odcito em vesicula germinativa (a), estadio intermediério (b), metéafase Il (c), liberacdo do 1° corplsculo
polar (d), embrido com +110 células (e) e embrido com £360 células (f). Intensidade de fluorescéncia do
nivel GSH intracelular em odcitos avaliados com Cell Tracker Blue (B). O6citos VG/H,0, (a) VG (b)
MIV/H,0, (c) MIV (d) quercetina (e) e cisteamina (f).

DISCUSSAO

Durante a PIV de embrides, os odcitos e
embrides sdo expostos a concentracdes maiores
de oxigénio do que aqueles produzidos in vivo.
Esta maior exposicdo ao oxigénio faz com que
ocorra uma producdo de radicais livres. Altos
niveis de radicais livres causam danos celulares,
levando a perda de suas fun¢des (Yang et al.,
1998). Os radicais livres gerados in vitro, como o
superdxido, o peréxido de hidrogénio e a
hidroxila, reagem com as proteinas celulares, 0s
lipideos e o DNA, resultando na inativagdo
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enzimatica, na peroxidagdo lipidica da membrana
e em alteracBes do DNA (Andrade et al., 2010;
Silva et al.,, 2011). A PIV de embribes em
sistema com alta concentracdo de oxigénio
atmosférico requer que o0s o00citos sejam
protegidos contra o estresse oxidativo. A adi¢do
de antioxidante no meio de maturacdo na PIV de
embriBes visa reduzir os danos celulares
causados pelo estresse oxidativo, durante a
maturacdo oocitaria, resultando no aumento das
taxas de desenvolvimento embrionario.
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Os antioxidantes da classe dos flavonoides tém
despertado um amplo interesse cientifico devido
a suas propriedades sequestrantes de radicais
livres (Behling et al., 2004). A quercetina é um
flavonoide que tem propriedades quelantes e de
sequestro de radicais de oxigénio, como o
superéxido e a hidroxila, e também atua na
inibicdo da enzima xantina oxidase e na
peroxidacdo lipidica (Behling et al., 2004; Liu et
al., 2010). O radical hidroxila e o anion
superoxido estdo envolvidos no dano tecidual por
iniciarem a peroxidacdo lipidica (Silva et al.,
2011).

Vérias propriedades terapéuticas da quercetina
tém sido estudadas nas ultimas décadas (Formica
e Regelson, 1995; Larson et al., 2012),
destacando-a como potencial antioxidante
(Behling et al., 2004). O uso da quercetina na
PIV de embriGes bovinos e seu efeito sobre a
maturacdo oocitaria ndo se encontram reportados
na literatura. No presente estudo, foi analisada a
suplementacédo de diferentes concentracdes (0,4,
2, 10 e 50uM) de quercetina, durante a MIV, no
intuito de investigar o potencial beneficio
na PIV de embribes. Paralelamente, foram
delineados outros dois grupos experimentais:
sem suplementagdo de antioxidante e outros
suplementados com 100uM cisteamina, um
antioxidante descrito na literatura para PIV de
embrides (De Matos et al., 2002; Deleuze e
Goudet, 2010), o qual ¢ utilizado rotineiramente
no laboratério.

No presente estudo, a suplementacdo dos meios
de maturacdo com (quercetina e cisteamina) ou
sem antioxidantes ndo provocou diferenca nas
taxas de maturagdo nuclear e de clivagem, o que
sugere que ndo seria necesséria a suplementagéo
dos meios de maturagdo com os referidos
antioxidantes. No entanto, a literatura descreve
gue a presenca de antioxidante é essencial para a
maturagdo de odcitos, particularmente para a
maturagdo citoplasmatica, necessaria para 0
desenvolvimento embrionaria (Furnus et al.,
2008; Silva, et al., 2011). A maturacdo
citoplasmatica esta diretamente relacionada com
a taxa de desenvolvimento embrionario (Rizos et
al., 2002), portanto, quando os odcitos foram
tratados com o0s respectivos antioxidantes,
obtiveram-se maiores taxas de desenvolvimento
(Tab. 2). Estes resultados sugerem que a
maturagdo suplementada com quercetina ou
cisteamina pode afetar positivamente a
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proporcao de blastocistos formados, mas ndo sua
qualidade, visto que o0s embrides ndo
apresentaram diferenca (P>0,05) nas taxas de
eclosdio e nem no numero de células dos
blastocistos. De acordo com a literatura, a
porcentagem de produgdo de embrides in vitro é
afetada pela qualidade intrinseca dos odcitos e
pela composicdo dos meios de maturacdo, e a
qualidade dos embrifes (blastocistos) é afetada
pelo sistema de cultivo in vitro (Rizos et al.,
2002; Sananmuang et al., 2011).

O uso de antioxidante no processo de MIV
pode também influenciar negativamente o
desenvolvimento de blastocistos (Guerin et
al., 2001), pois a formacdo equilibrada de
EROs exerce papel importante nos processos
metabdlicos da maturacdo oocitaria e no
desenvolvimento dos blastocistos (Sabatini et al.,
1999). Neste estudo, foi observado que maior
concentragdo de quercetina (50pM) apresentou a
menor taxa (49,7%) na producgdo de embries em
comparacdo com 2uM (59,6%), porém foi
superior (42,3%) a ndo adicdo de antioxidantes.
Isto mostra que a suplementacdo equilibrada de
antioxidante é fundamental para a PIV de
embrides, em sistema de alta concentracdo de
oxigénio atmosférico. E a concentragdo de
antioxidante deve ser ajustada no sentido de
manter o equilibrio entre os beneficios na
reducdo das EROs, bem como permitir que 0s
processos de oxirredugdo dos odcitos sejam
mantidos.

As provaveis causas do beneficio na producéo de
embrides podem estar correlacionadas com a
reducdo do estresse oxidativo durante o processo
de MIV. Experimentos in vitro e in vivo
demonstraram que quercetina e cisteamina sdo
capazes de reduzir os danos celulares causados
pelo estresse oxidativo (Liu et al., 2010; Deleuze
e Goudet, 2010). A suplementa¢io dos meios de
maturagdo com cisteamina foi utilizada como
padrdo de antioxidante no sistema de producdo,
pois a cisteamina, quando adicionada no meio de
maturacdo in vitro, estimula a sintese de
glutationa (GSH) e melhora as taxas de
desenvolvimento embrionério (De Matos et al.,
2002). Esse aumento nos niveis de GSH também
foi constatado neste estudo nos odcitos
suplementados com cisteamina, sendo que a
glutationa fornece a primeira linha de defesa
contra as EROs em odcitos.
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Maturagéo in vitro de o6citos

Como ja mencionado, a quercetina é capaz de
reduzir os radicais livres (Braun et al., 2011),
mas esse atributo da quercetina (2uM) néo
propiciou aumento ou redugdo nos niveis de
GSH nos oo6citos em relagdo ao grupo controle.
A quercetina ndo é precursora da sintese de GSH
e, portanto, ndo aumentaria diretamente sua
sintese. Os niveis de GSH podem ser alterados
(1) na presenca de quercetina, dependendo do
sistema de cultivo ou do tipo de estresse sofrido
pelos odcitos. O sistema de maturacdo foi similar
entre 0s grupos, e somente a cisteamina
proporcionou aumento nos niveis de GSH, por
ser precursora da sintese de GSH (De Matos et
al., 2002), enquanto os cultivos com quercetina
ou na auséncia dos antioxidantes mantiveram
niveis similares de GSH. Essa similaridade pode
ser pela disponibilidade de aminoacidos
precursores de GSH no meio de MIV e pode
atuar estimulando a sintese de GSH. Segundo
Furnus et al. (2008), a concentracdo de GSH
aumenta em o06citos bovinos durante o processo
da MIV decorrente dos aminoacidos disponiveis
nos meios de maturacdo. Estudos mais
aprofundados serdo necessarios para entender
melhor as relagdes entre quercetina e a PIV de
embrides e os niveis de GSH em odcitos
bovinos.

CONCLUSAO

A suplementacdo do meio de maturacédo in vitro
com os antioxidantes quercetina ou cisteamina,
em um sistema de alta concentragdo de oxigénio
atmosférico, aumenta as taxas de producdo de
blastocistos. A suplementagdo de 2uM de
quercetina apresentou a maior taxa de produgdo
de blastocisto, sendo superior aquelas
encontradas para a cisteamina e o controle. A
cisteamina proporcionou aumento nos niveis de
GSH, enquanto a quercetina manteve 0 mesmo
nivel encontrado no controle.
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