EFEITO DA SUPLEMEN'[A(;AO COM TRETINOiI\lA NANOENCAPSULADA NA
PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

LUCAS, Caroline®: REMIAO, Mariana®’; HAAS, Cristina’; KOMMNINOU, Eliza; DE

LEON, Priscila’, COLLARES, Tiago *
!Laboratério de Embriologia Molecular e Transgénese Animal, Centro de Desenvolvimento
Tecnolégico (CDTec), Universidade Federal de Pelotas
carol_gl@hotmail.com

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de estudos relacionados a producéo in vitro (PIV) de
embrides bovinos, vém promovendo o aumento do padrdo genético e da producao
animal (CAMARGO et al.,, 2003). No entanto, a proporcdo de embrides que
alcancam o estagio de blastocisto € raramente superior a 40%, sendo frequente o
comprometimento da qualidade e competéncia embrionaria (LONERGAN; FAIR,
2008).

O melhoramento dos protocolos de maturagdo in vitro (MIV) através da
suplementacdo com diferentes horménios, vitaminas e outras moléculas tornou-se
uma necessidade para aumentar a eficiéncia dos meios de cultura e permitir que
oécitos imaturos adquiram competéncia para a fertilizacdo e embriogénese (ABE;
HOSHI, 2003).

A suplementacdo com &cidos retindicos (ARs) vem demonstrando efeitos
benéficos na PIV. A tretinoina (TTN, acido retindico all-trans, ATRA), um retindide
natural, também chamada de &cido retindico all-trans, € metabdlito ativo da vitamina
A (OURIQUE, et al., 2008), com acéo importante na proliferacdo e diferenciacéo
celular, e no desenvolvimento embrionario tanto em condi¢cfes in vivo como in vitro.
Diversos estudos tém demonstrado que TTN age no processo de maturacao
citoplasmatica, no desenvolvimento inicial embrionario (Deb et al., 2011) e
competéncia oocitaria (Hidalgo et al., 2003), melhorando a qualidade dos embriGes
gerados.

Estudos vém demonstrando a presenca de subtipos a e B do receptor
retindide X (RXRa, RXRB) para a TTN no odcito, em blastocistos eclodidos e nas
células do cumulus (Mohan et al., 2001; Mohan et al., 2002). Além disso, Barekati et
al. (2008), observou o aumento das taxas de maturacdo e competéncia em 00citos
desnudos de camundongos maturados in vitro na presenca de &cidos retindicos,
sugerindo efeito benéfico destas moléculas sobre o processo de MIV.

Uma das alternativas para a avaliacdo da acdo deste composto € a utilizacéao
de testes colorimétricos que permitem quantificar, através da emissdo de
fluorescéncia, a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). O aumento do
estresse oxidativo observado nos processos de manipulacdo in vitro causa a
fragmentacdo de DNA, a oxidacdo de proteinas e peroxidacao lipidica, interferindo
na embriogénese (Hashimoto et al., 2000).

Nexte contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca EROs nos
embrides bovinos no estagio de 2 a 4 células submetidos ao processo de MIV em
meio suplementado com diferentes concentracdes de tretinoina livre (TTN) e
nanoencapsulada (TTN-LNC).
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2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

2.1 Delineamento experimental

Foram estabelecidos 9 grupos experimentais, de acordo com a
suplementacdo do meio de MIV, com diferentes concentracfes de tretinoina livre e
nanoencapsulada. Para os grupos da tretinoina livre e nanoencapsulada, foram
utilizadas as concentragdes de 0,25, 0,5 e 1 uM. Os grupos controles compostos por
complexos cumulus-o6cito (CCOs) maturados sem a presenca de tratamento e
CCOs tratados somente com LNC, também foram avaliados.

2.2 Producéo de embrides in vitro

Os ovarios utilizados para a obtencdo dos CCOs foram coletados de fémeas
bovinas abatidas em frigorifico localizado na cidade de Pelotas/RS. Os CCOs foram
aspirados dos foliculos com tamanhos entre 2 a 8 mm de diametro.

A selecdo dos CCOs foi realizada de acordo com as caracteristicas
morfologicas (Loos et al., 1989), avaliando-se o numero de camadas e grau de
compactacado das células do cumulus, homogeneidade do citoplasma e integridade
da zona pelucida. Apenas o0s o0citos considerados viaveis foram selecionados para
a maturacao in vitro (MIV).

Grupo de COCs (maximo 20) foram maturados em gotas de 90 yL do mesmo
meio, sob dleo mineral a 38.5 °C, 5% CO:no ar, com umidade maxima por 22-24 h.
COCs foram lavadas trés vezes em meio de fertilizagdo TALP com 25 mM HEPES,
em seguida, os odcitos foram transferidos em grupos de até 25 para cada gota de
FIV. Zigotos rodeados por algumas camadas de células granulosas foram entéo
transferidos para placas com gotas de 100 yL de meio e cultivadas por 7 dias no
meio de cultura SOF a uma temperatura de 38.5 °C em uma atmosfera de 5% de
CO:2no ar com umidade méxima.

2.3 Quantificacdo das espécies reativas de oxigénio

A formacdo de espécies reativas de oxigénio foi avaliada nos embrides em
estagio de 2 a 4 células segundo protocolo modificado de Morado et al. (2009). Os
embrides foram incubados em gotas de PBS (phosphate buffer saline) contendo
diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (Sigma-Aldrich®) durante 30 min. O DCFDA
(diacetato 2’,7’-diclorofluoresceina) penetra nas células sendo hidrolisado por
esterases e transformado no composto ndo fluorescente 2'7' -diclorofluoresceina
(DCFH), impermeavel a membrana celular (Hashimoto et al.,, 2000). Este, em
presenca de EROs é rapidamente oxidado e transformado em diclorofluoresceina
(DCF) que emite fluorescéncia quando excitado em 503 nanémetro.

Apos transcorrido o tempo determinado, as emissdes fluorescentes dos
embrides foram registradas utilizando uma camera digital ligada a um microscopio
invertido de fluorescéncia. A intensidade emitida foi quantificada através do software
Cell"F, o qual gerou dados numeéricos de intensidade de fluorescéncia, em pixels.

2.4 Andlise estatistica
Os resultados dos testes colorimétricos foram analisados por Two-way ANOVA,
sendo considerados significantes valores de P < 0,05.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito de TTN e TTN-LNC na geracdo de EROs em embrides é mostrada
na Fig. 1.Comparando com o grupo controle, os niveis de EROs foram menores nos
embrides derivados de oocitos maturados na presenca de TTN ou TTN-LNC. Ambos
TTN-LNC como TTN protegem a célula de forma mais eficaz contra danos oxidativos
reduzindo a producdo de EROs. Uma reducéo significante (p <0,05) na producéo de
EROs foi detectada na presenga de TTN-LNC em comparagdo com 0s controles.
Nos grupos TTN e TTN-LNC, néo ocorreu diferenga entre as concentracoes.

A acdo antioxidante dos retindides ja foi descrita anteriormente,
demonstrando que estes compostos sdo considerados importantes reguladores das
vias de sinalizacdo das reac¢fes de reducao-oxidacéo (redox) (Olson, 19930). Além
disso, segundo o estudo realizado por Guerin e colaboradores (2001), os retindides
exercem protecdo contra os danos oxidativos, mantendo os niveis adequados de
compostos e enzimas antioxidantes, confirmando os resultados encontrados ao se
utilizar tretinoina nanoencapsulada e livre.
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Figura 1.Gréfico da producdo de EROs nos tratamentos e grupos controles
(maturos, imaturos e nanocapsulas). *LNC= somente nanocapsulas;
*TTN-LNC= tretinoina nanoencapsulada, *TTTN= tretinoina livre.
Letras mailsculas representam diferenca significativa entre os grupos
e letras mindsculas, entre as concentragdes testadas, P<0,05.

4 CONCLUSAO

A tretinoina nanoencapsulada oferece maior protecdo contra o estresse
oxidativo aos embrifes produzidos in vitro. A realizacdo de estudos a nivel molecular
através da utilizacdo de marcadores da competéncia oocitaria, surge como
alternativa para esclarecer a funcdo da tretinoina nanoencapsulada na maturacao in
vitro e no desenvolvimento embrionario.
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