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1. INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) tem sido amplamente utilizada, tanto
com finalidades cientificas quanto comerciais. A PIVE em bovinos tem contribuido
nesses dois setores, demonstrando ser uma excelente ferramenta biotecnolégica
com resultados aplicaveis, ndo apenas para solucionar questbes zootécnicas e
veterinarias, mas também para um melhor entendimento da fisiologia da
reproducdo humana (SYLVESTRE et al., 2013). Ainda que 0s progressos sejam
notaveis, muito ainda ha a ser elucidado e aperfeicoado, em vista que ja &
bastante descrita a qualidade superior de embrides produzidos in vivo e relacéo
aos produzidos in vitro. (GOOVAERTS et al., 2012; WOCLAWEK-POTOCKA et
al., 2013)

A PIVE é constituida basicamente de trés etapas: a maturacéo in vitro (MIV),
a fertilizacao in vitro (FIV), e o cultivo in vitro (CIV). A MIV é um processo chave,
fundamental para o sucesso da PIVE. Os odcitos obtidos dos foliculos ndo estéo
aptos a fecundacdo, e sdo denominados ‘imaturos’. Em laboratério, esses
gametas sdo estimulados a sofrer modificacdes nucleares e citoplasmaticas para
gue atinjam a maturacdo. Esse processo na espécie bovina leva em torno de 22 a
26 horas, onde a maturacdo nuclear consiste no desenvolvimento do ciclo celular
até o estagio de metafase Il, enquanto a maturacdo citoplasmatica esta
relacionada as organelas e padrbes de transcricdo, e a preparacdo para a
transicdo materno-zigotica (GARCIA et al., 2012).

Porém, tem sido relatado que o sistema de cultivo in vitro de gametas e
embrides causa certa vulnerabilidade destas células ao estresse oxidativo (WANG
et al., 2013). Com isso, sérios danos podem ser causados aos o0citos durante o
periodo de maturacao in vitro, resultando em uma maturacdo inapropriada. Isso
teria como consequéncia uma baixa eficiéncia da técnica, reduzindo as taxas de
producéo in vitro de embrides (KWAK E HYUN, 2012). Uma das razbes do
estresse oxidativo € devido a presenca de radicais livres (um atomo ou molécula
gue contém um ou mais elétrons ndo pareados). Estes radicais sdo produzidos
durante o cultivo in vitro e causam danos as estruturas celulares, afetando a
integridade de seus compartimentos e compromentendo processos fisiologicos
(OLSON E SEIDEL, 2000).

Buscando minimizar os efeitos nocivos dos radicais livres e promover um
incremento no numero de embribes obtidos in vitro, varias moléculas naturais
reconhecidas por seus efeitos antioxidantes vém sendo adicionadas aos meios
utilizados para a PIVE (WANG et al., 2013). Dentre essas moléculas, uma que
vem sendo destacada € o resveratrol. O resveratrol € um polifenol de origem
vegetal que apresenta vérias fungbes celulares, sendo reconhecida por sua
atividade anticancer, antidiabética e beneficios cardiovasculares (KWAK E HYUN,



C'DQOl 4

\CONGRESSO HNICIACAO
)EFEDERALD PElOTAS

2012). Acredita-se que o resveratrol amplia a estabilidade das mitocondrias,
contribuindo para uma maior eficiéncia dos processos oxidativos (TAKEO et
al.,2014).

Estudos de Wang et al. (2013) demonstraram que a presenca do resveratrol
no meio de maturacdo de odcitos diminuiu a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) tanto em suinos quanto em bovinos. Takeo et al. (2014) sugere
que o resveratrol quando adicionado ao meio de MIV na espécie bovina ajuda no
processo de fertilizacéo por afetar a funcdo mitocondrial em odcitos.

Sabendo da importancia do estudo de novas alternativas para diminuir a
producéo de radicais livres, nosso trabalho tem como objetivo verificar o efeito do
resveratrol em relacédo , quando adicionado em trés diferentes concentracées no
meio de MIV de bovinos, sobre a viabilidade celular de odécitos.

2. METODOLOGIA

2.1 Puncéo, selec&o e maturagéo in vitro dos oocitos

Ovarios oriundos de um abatedouro bovino localizado na cidade de
Pelotas/RS, foram coletados e transportados em um recipiente térmico até o
laboratério de Embriologia Molecular/UFPel. Os ovarios foram lavados com
solucédo salina a 0,9% aquecida e mantidos a 35°C. Os foliculos de 2 a 8mm
foram puncionados utilizando agulha 40x12 e seringas de 10 mL. Durante a
puncéo, o liquido folicular foi sendo colocado em tubo de 50mL, mantido aquecido
a 35 °C em banho seco.

O fluido puncionado foi filtrado e lavado com PBS (tamp&o salino fosfato)
utilizando filtro coletor de embrides. O conteudo filtrado foi transferido para uma
placa de petri para selecdo em lupa estereomicroscopica.

Os o6citos que apresentavam mais de trés camadas de células do cumulus
compactas e citoplasma homogéneo foram selecionados e colocados para
maturacdo em meio MIV [meio de cultivo de tecidos 199 Hank’s, FSH (100
ng/mL), LH (100 ng/mL) e 17b-estradiol (1 mg/mL), e sulfato de amicacina],
suplementado ou ndo com resveratrol nas concentracées de 0.5 uM, 1 uM, ou 2
MM. Foram feitas 4 repeticdes, utilizando 84 ovarios e um total de 180 oocitos
distribuidos entre os tratamentos.

2.2 Ensaio de viabilidade de membrana

Para esse ensaio, 0s o00citos maturados na presenca ou ndo das
concentragcfes de 0.5, 1 e 2 uM de resveratrol foram desnudados em gotas de
hialuronidase (160U/mL) seguida de sucessivas pipetagens. Os odcitos foram
lavados em gotas de PBS 3 vezes e colocados em gota contendo corantes do kit
LIVE/DEAD ® Viability/Cytotoxicity (Invitrogen) para células de mamiferos,
seguindo instrucbes do fabricante. Passados 30 minutos em temperatura
ambiente, os gametas foram lavadas em PBS e visualizadas em microscépio de
fluorescéncia (~ 495 nm), e capturadas imagens para a contagem do numero de
o0citos viaveis e inviaveis.

2.3 Anélise dos dados

As taxas de clivagem, de desenvolvimento embrionario e do ensaio de
viabilidade de membrana, foram comparadas entre os tratamento e o controle,
através do teste de Qui-quadrado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de viabilidade celular mostrou que o tratamento com o resveratrol
adicionado ao MIV nao afeta os odcitos negativamente, demonstrando que o
tratamento ndo é toxico a ponto de desestabilizar a membrana celular. Os
tratamentos tiveram resultados estatisticamente iguais ao controle (p=0,05),
apresentando baixas taxas de o0citos inviaveis (Tabela 1).

Tabela 1. Taxas de viabilidade celular nos tratamentos com resveratrol na MIV e no controle sem
tratamento utilizando a técnica de Live/Dead.

Numero de odcitos avaliados

Tratamentos Taxa de viabilidade celular (%)
Controle 45 97,8
Resveratrol 0.5 uM 39 92,3
Resveratrol 1 uM 44 95,5
Resveratrol 2 uM 45 97,8

Takeo et al. (2014) testou o resveratrol adicionado no meio MIV nas
concentragcbes de 0 e 20 pM, e encontrou um aumento das taxas de fertilizacao
guando a molécula estava presente. Wang et al. (2013) testou o resveratrol na
MIV de bovinos nas concentragbes 0.1, 1, e 10 uM, onde a concentracdo com
melhores taxas de maturacdo e melhor qualidade de blastocisto foi a de 1uM.
Ambos os trabalhos encontraram beneficios no processo de PIVE bovina com a
adicdo de resveratrol no MIV. Porém, nenhum destes trabalhos testou quanto a
viabilidade de membrana dos odcitos tratados, nos levando a concluir que novos
testes devem ser realizados para que possa ser confirmado que a adicdo de
resveratrol no meio é benéfica para a producao in vitro de embrides.

4. CONCLUSOES

Os dados demonstram que a adicao de resveratrol no meio de maturacao in
vitro de bovinos ndo causa danos a membrana celular dos odcitos tratados.
Porém, novos testes como a quantificacdo de espécies reativas de oxigénio, o
nivel de glutationa intracelular, o desenvolvimento embrionério, a quantidade de
células por blastocisto e a expressao génica de embrides devem ser realizadas
para que possa ser avaliado se a adicdo da molécula durante a maturacao traz
algum tipo de beneficio para a producdo in vitro de embriGes bovinos.
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