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Resumo

DA SILVA, Thais Casarin. Butafosfan e Paraoxanase-1 na maturacao in vitro de
o6citos bovinos e seus efeitos sobre a expressao de genes ligados ao estresse
oxidativo na fase embrionaria inicial. 2015. 42.f. Trabalho de Conclusdo de Curso,
Graduacao em Ciéncias Bioldgicas. Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2015.

Para melhorar a eficiéncia da producdo de embrides bovinos in vitro, diversas
estratégias estdo sendo testadas. A adicdo de minerais, como o Butafosfan, que é
uma fonte de fosforo organico, pode enriquecer o meio de maturagdo oocitéria.
Assim como, a adicdo de substancias antioxidantes, como a Paraoxanase-1, uma
enzima com efeito antioxidante em membranas celulares, pode contribuir para o
desenvolvimento in vitro. O objetivo deste estudo foi determinar o efeito do
Butafosfan e da Paraoxanase-1 durante a maturacdo in vitro de odécitos bovinos,
através da expressao de genes ligados ao estresse oxidativo e a apoptose. Foi
realizada aspiracé@o folicular de ovarios provenientes de abatedouro local para a
obtencdo dos odcitos. No experimento com Butafosfan, os odcitos foram divididos
em 4 tratamentos, recebendo doses crescentes de Butafosfan (T,=0,0 mg/L,
T,:=50mg/L, T,=100mg/L e T3=200mg/L de meio de maturacédo), contendo 25 odcitos
por tratamento. No experimento com paraoxanase-1, os oocitos foram divididos em 4
grupos contendo 50 oécitos cada, cujo meio de maturacéo in vitro foi suplementado
com doses crescentes de Paraoxanase-1 recombinante humana (T,=0,0, T;=0,02,
T,=0,04 e T3=0,08 mg/mL). A metodologia da rotina para producgéao in vitro foi igual
nos dois experimentos. A incubacao dos o6citos com 0s espermatozoides foi de 22-
24h a 39°C em estufa com 5% de CO,, sendo considerado como o dia 0. Os
provaveis zigotos foram submetidos ao desnudamento e retirada de
espermatozoides através de lavagem em meio in vitro de transporte e meio de
cultivo. Os zigotos permaneceram em estufa a 39°C, acondicionados em bags com
5% CO,, 5% O, e 90% N, durante 7 dias. Apos 48h da fecundacéo foi realizada a
avaliacdo da clivagem. As avaliagbes do desenvolvimento embrionario foram
realizadas no D7 de cultivo. O RNA foi isolado e a expresséo génica dos genes BAX,
BCL2 e MnSOD, foi avaliada mediante a técnica de PCR quantitativa em tempo real.
A andlise estatistica foi através do procedimento GLM usando o programa SAS
(SAS, Cary, NC, EUA). A producédo de embrides foi 34,7%(To), 28,5%(T1), 33,5%(T>)
e 31,6%(T3) paras os tratamentos com Butafosfan, ndo apresentando diferenca
significativa (P>0,05). A adicdo de Paraoxanase-1, ndo apresentou diferenca
significativa nas taxas de clivagem, porém foi observado efeito linear positivo na
producdo embrionaria (22,1%; 29,2%; 31,7% e 33,8%) a medida que as doses foram
aumentadas (P>0,0001). A expressdo dos genes BAX, BCL-2 e MnSOD nos
embrides ndo foi afetada. Porém, mais estudos s&o necessarios para melhor
elucidar os efeitos do Butafosfan e Paraoxanase-1 durante a maturacgao in vitro de
oocitos bovinos.

Palavras-chave: desenvolvimento embrionario; BAX; BCL2; MnSOD



Abstract

DA SILVA, Thais Casarin. Butafosfan and Paraoxanase-1 in vitro maturation of
bovine oocytes and the effects on the expression of genes related to oxidative
stress in preimplantation embrios. 2015. 42f. Work of course completion,
Graduation in Biological Sciences. Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2015.

To improve the efficiency of in vitro bovine embryos production, several strategies
have being tested. The addition of minerals, such as Butafosfan, which is an organic
source of phosphorus, can improve the oocyte maturation medium. Also, the addition
of antioxidants, such Paraoxanase-1, an enzyme that has antioxidant effect on cell
membranes, might contribute to in vitro development. This study aim to determine the
effect of Butafosfan and Paraoxanase-1, during in vitro maturation of bovine oocytes,
on expression of genes related to oxidative stress and apoptosis. Follicular
aspirations of ovaries, from a local slaughterhouse, were performed to obtain the
oocytes. In the experiment with Butafosfan, the oocytes were divided into 4
treatments, receiving increasing doses of Butafosfan (T¢=0,0 mg/L, T:=50mg/L, T,=
100mg/L e T3=200mg/L by liter of maturation medium), containing 25 oocytes by
treatment. In the experiment with Paraoxanase-1, the oocytes were divided into 4
groups, containing 50 oocytes by group, with increasing doses of paraoxanase-1 in
the maturation medium (T,=0,0, T,=0,02, T,=0,04 e T3=0,08 mg/mL). The in vitro
production routine methodology was similar in both experiments. The incubation of
oocytes with spermatozoids occurred during 22-24h at 39°C in an incubator with 5%
CO,, being considered as day 0. The possible zygotes were submitted to denudation
and removal of spermatozoids by washing in medium in vitro of transport and culture
medium. The zygotes remained in the incubator at 39 °C, conditioned in bags with
5% CO, + 5% O, + 90% N, during 7 days. After 48h of fertilization, was performed
the evaluation of the cleavage. The evaluations of embryonic development were
realized in D7 of development. The RNA was isolated and gene expression of BAX,
BCL2 e MnSOD were evaluated by the Real-Time Quantitative Reverse Transcription
PCR. Statistical analysis was performed through the GLM proceedings using the
SAS program (SAS, Cary, NC, EUA). The embryo production was 34,7% (To), 28,5%
(T1), 33,5% (T,) and 31,6% (T3) for treatments with Butafosfan, were not different
between treatments (P>0,05). The addition of Paraoxanase-1, did not affect the
cleavage rates, however, a linear improvement in embryo production was observed
(22,1%; 29,2%; 31,7% e 33,8) (P<0,05) when the doses were increased. The mRNA
expression of BAX, BCL-2 e MnSOD was not affected by treatments. Nevertheless,
more studies are necessary to better elucidate the effects of Butafosfan and
Paraoxanase-1 addition in the in vitro embryo production.

Key words: development embryonic; BAX; BCL2; MnSOD
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1 Introducéo

O melhoramento genético tem sido um importante foco de estudo como
estratégia para maximizar a eficiéncia produtiva dos rebanhos. Neste sentido, torna-
se indispensavel a utilizacdo e desenvolvimento de biotecnologias que permitam o
aumento da eficiéncia reprodutiva. Umas das alternativas para atingir esse objetivo é
a producéo in vitro (PI1V) e in vivo de embrides, onde o Brasil se encontra entre os
maiores produtores de embrides do mundo (PARRA, 2008).

O gado indiano (Bos taurus indicus) possui maior resisténcia a temperaturas
elevadas, umidade, parasitas e ainda, possui maior eficiéncia na produgao in vitro e
in vivo de embrides do que o gado europeu (Bos taurus taurus) (NABHAN, 2011). No
Rio Grande do Sul, os rebanhos bovinos séo constituidos principalmente por gado
europeu, sendo que o estado é o sexto maior produtor de gado do Brasil. Desta
maneira, a melhora da eficiéncia reprodutiva destes animais € essencial,
demostrando a grande importancia de estudos na area visando o melhoramento das
técnicas reprodutivas (SEPLAG, 2014).

Segundo Mota (2012), a producao in vivo de embrides possui maior eficiéncia
na maturacdo dos odcitos, ndo sendo necessario controlar variaveis, como
temperatura e oxigénio, além de produzir embrides com maior qualidade e
viabilidade. Porém, a producao in vitro de embrides (PIVE) permite a intensificagdo
reprodutiva de animais com alto valor genético, possibilitando aumentar a taxa de
natalidade através de uma uUnica fémea e um macho para producdo de varios
embrides, que mais tarde poderdo ser transferidos a vacas de baixo valor genético,

ou seja, uma unica fémea pode produzir, 36 crias ao ano (RUMPF, 2007).
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Para a PIVE, devem ocorrer trés principais processos. maturacdao (MIV),
fecundacdo (FIV) e cultivo (CIV). Em bovinos, a MIV ocorre durante 18 a 24h,
periodo no qual o odcito progride da primeira profase meiodtica até a fase de
metafase Il. Na FIV ocorre a fecundacao do ovécito, processo que dura cerca de 18
a 24h, a partir da previa avaliacdo de vigor, motilidade e ajuste na concentracéo de
espermatozoides. Posteriormente, os provaveis zigotos sao levados a CIV por
aproximadamente sete dias, para que ocorra 0 desenvolvimento do ovdcito
fertilizado até o estadio de blastocisto. Durante este periodo ocorrem diversos
eventos de extrema importancia, como ativagdo do genoma embrionario, divisdo
celular, compactacédo dos blastdbmeros no estadio de mérula e inicio da diferenciacéo
embrionaria com a formacéo da blastocele (GONCALVES, 2007; BUENO, 2008).

A maturacdo € um dos mais importantes processos da PIVE, por ser o
periodo no qual o odcito adquire capacidade para prosseguir nos préximos
processos de FIV e CIV. Durante a maturacdo ocorrem diversas alteracoes
nucleares e citoplasmaticas, como condensacao da cromatina, extrusdo do primeiro
corpusculo polar, formacdo do segundo fuso meidtico, sintese de proteinas e
diversas atividades bioquimicas que ocorrem através de cascatas de fosforilacdo e
desfosforilacdo de proteinas envolvidas na regulacdo meidtica, as quais dependem
da disponibilidade de fésforo (MEINECKE et al, 2001; DE SOUSA et al, 2004).
Durante esses processos, 0 consumo de oxigénio decorrente do metabolismo
oocitario produz espécies reativas de oxigénio (EROs) (AGARWAL et al, 2005).

A geracdo excessiva de EROs e/ou a diminuicdo de antioxidantes causa
estresse oxidativo, podendo diminuir a eficiéncia da maturacéo oocitaria (WANG, et
al, 2002; AGARWAL et al, 2005), prejudicando o processo de aquisicdo de
competéncia oocitaria (CARREL et al, 2005). A deterioracdo oxidativa dos &cidos
graxos poli-insaturados, chamada de peroxidagcdo lipidica, acarreta em injlrias
celulares irreversiveis (LIMA; ABDALLA, 2001). Em funcéo da grande quantidade de
acidos graxos poli-insaturados, a membrana celular é a organela mais afetada pelo
estresse oxidativo. Consequentemente, ocorre perda da permeabilidade e
seletividade da membrana, formacdo de produtos citotoxicos dentre outros efeitos
prejudiciais a saude da célula que a levam a apoptose (MELLO et al, 1983;
HERSHKO, 1989; WANG et al, 2002).

Visando estas probleméticas, apesar de ter ocorrido avancos das técnicas

nas ultimas trés décadas, apenas 30 a 40% dos oO0citos bovinos suportam o
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desenvolvimento até a fase de blastocisto. Com isso, sdo necessarios mais estudos,
para aumentar a eficiéncia e desenvolvimento de novas técnicas ou aprimorar as ja
existentes, na PIVE (LONERGAN, 2014).

Atualmente muitos trabalhos estudam a utilizacdo de diversas substancias
para enriquecer o meio de cultura dos od6citos, desta maneira, surge a possibilidade
da utilizacdo do farmaco Butafosfan, que € uma fonte organica de fdésforo, o qual
possui melhor biodisponibilidade em comparacdo com o fosforo inorganico. Sendo
assim, € responsavel pelo fornecimento de ions de fosfato (Pi), essenciais para a
catalise de varias reacdes celulares, como a fosforilacado e sintese de ATP (DENIZ,
2008; MACIEL et al, 2010; SCHNEIDER et al, 2013; PEREIRA et al, 2013a; LUCAS,
2014). Além disso, alguns autores sugerem que o fésforo pode aumentar a atividade
de diversas enzimas antioxidantes, importantes para a homeostase celular e previne
a oxidacao dos lipideos presentes no organismo (PENINO et al, 2013).

Deste modo, a utilizacdo de Butafosfan poderia enriquecer o meio de MIV,
melhorando a qualidade de maturacédo do odécito, que esta relacionada diretamente
com a taxa de apoptose no embrido, o qual € dependente do tipo e quantidade de
estoque materno de RNAmM e proteinas armazenadas durante a maturacdo
citoplasmatica (MESQUITA, 2005).

Outra alternativa para melhora do processo de MIV é a utilizacdo da
Paraoxonase-1 (PON1), uma enzima de origem hepdtica, definida como uma
esterase calcio-dependente, que apresenta capacidade antioxidante em membranas
celulares. A PON1 é capaz de reduzir as EROs e hidrolisar peréxidos lipidicos
(DRAGANOQV et al, 2000, 2004).

Existem algumas proteinas que estdo associadas a regulacdo do processo
apoptaético, como € o caso da familia da B cell leukemia/lymphoma protein 2 (bcl-2),
gue pode estar presente no citosol ou em algumas das organelas celulares. Neste
contexto, diversos genes estdo envolvidos, podendo ser pré-apoptéticos, como o
Bcl-2 associated protein X (BAX) ou anti-apoptoticos, como o B cell
leukemia/lymphoma protein 2 (BCL-2) (MESQUITA, 2005). Estudos indicam que a
relacdo de BCL2/BAX pode determinar se a célula ira sofrer apoptose ou ndo. Além
disso, odcitos de boa qualidade possuem maior concentracédo de proteina BCL-2 do
que proteina BAX (YANG; RAJAMAHENDRAN, 2002; DE BEM et al, 2014).
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A Superoéxido Dismutase dependente de Manganés (MnSOD) é a proteina
que corresponde ao gene que desempenha um papel na protecdo das células contra
0 estresse oxidativo, sendo importante na defesa antioxidante, protegendo os
componentes mitocondriais de superoxidacdo no sistema intracelular (KIM et al,
2012).

Portanto, a utilizagdo do Butafosfan ou PON1 durante a MIV aumenta a
viabilidade e qualidade dos embrides, principalmente pela possibilidade de promover
uma melhor maturacao oocitaria através da suplementacéo de fosforo ou reducéao do
estresse oxidativo e com isso, ter potencial de diminuir a taxa de apoptose. Ha
diversas formas de analisar os efeitos da suplementacdo no meio de cultivo, uma
delas é através da expressao génica, que avalia e compara os produtos sintetizados
por cada gene (GYU-JIN et al, 2007).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Determinar o efeito do Butafosfan e da PON 1 durante a maturacgéao in vitro de
odcitos bovinos sobre o desenvolvimento embrionério inicial, através da expressao

de genes ligados ao estresse oxidativo e a apoptose.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de Butafosfan e PON1
durante a maturacao oocitaria sobre o desenvolvimento embrionario inicial;

e Avaliar a expressdo dos genes BAX, BCL2 e MnSOD em embribes bovinos,
conforme a adicdo de Butafosfan e PON1 na maturacdo oocitéria in vitro;

e Relacionar o efeito da PON1 com o estresse oxidativo sobre o desenvolvimento

embrionario inicial.



2 Revisado de Literatura

2.1 Producéao de embrides in vitro

A técnica de PIVE se expandiu a partir de 1982, quando nasceu o primeiro
bezerro através da FIV nos Estados Unidos (BRACKETT et al, 1982). E com o
trabalho de Fukuda et al (1990), houve nascimento dos primeiros terneiros produtos
dos processos de FIV, MIV e CIV. Desde entéo, esta técnica vem se estabelecendo,
sendo amplamente utilizada em diferentes estudos, relacionados com a
biotecnologia da reprodugéo, tanto em animais como em humanos. Em bovinos, é
muito utilizada para buscar o melhoramento genético (ANDREOTI, 2007) e esta
sendo incorporada lentamente nos protocolos de producdo (RUMPF, 2007).

Apesar disso, a PIVE ainda é ineficiente em comparacédo a producéo in vivo
(MOTA et al. 2012). Em bovinos, apenas 80% dos odcitos sdo fecundados, dos
quais 30 a 40% chegam a fase de blastocisto no cultivo (LONERGAN et al. 2014).

Atualmente a PIVE é realizada através de trés etapas: maturacao, fecundacéo
e cultivo, sendo a maturacdo um processo essencial, pois é neste periodo que o
oocito adquire capacidade para se desenvolver até o estadgio de blastocisto e
posteriormente, ser capaz de induzir uma gestacao (CARREL et al, 2005; FARIN et
al, 2007). Sendo assim, decorre a necessidade de se avaliar a qualidade do meio de
MIV, pois € uma das etapas determinantes para o sucesso da técnica de PIVE
(PINTO, 2012).

Desta forma, diversos estudos como os de Schneider et al (2013), Pinto
(2012) e Lucas (2014), buscam alternativas para melhorar a eficiéncia da PIVE,
como a utilizagdo de substancias, entre elas farmacos, horménios e antioxidantes

gue estao sendo testados experimentalmente para enriquecer as culturas tanto de
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odcitos, quanto de possiveis embrides. Neste contexto, encontra-se a Tretinoina,
PONZ1, prostaglandina, fator de crescimento fibroblastico, entre outras.

2.2 Butafosfan

O Butafosfan juntamente com a cianocobalamina (Catosal®, solucao injetavel,
Bayer) vem sendo estudado a mais de 50 anos em varios paises do mundo, para
prevencdo ou tratamento de problemas metabdlicos ou reprodutivos em bovinos
(DENIZ, 2009). Atualmente, o Butafosfan tem sido usado como ferramenta de
modulacdo metabdlica em bovinos leiteiros no pés-parto (PEREIRA et al, 2013a) e
no trabalho de Rollin et al (2010) aplicou-se uma dose de 25mL de 10% de
Butafosfan e cianocobalamina (Catosal®, Bayer, Shawnee Mission, KS) antes do
parto e outra dose apds o0 parto, em vacas de diversos grupos etarios, porém, entre
0S grupos tratamento e controle, ndo apresentaram diferencas significativas em
relacdo as concentracfes de fésforo e nem de B-hidroxibutirato (BHB), embora
houvesse um aumento nas concentracdes médias de BHB nos dois grupos entre as
primeira e segunda mensuracao.

Por outro lado, o estudo de Pereira et al (2013a), indicou aumento da
producéo de leite e reducdo das concentraces de acidos graxos ndo esterificados
(AGNE) e BHB em vacas da raca Holandés, apos aplicacdes de Butafosfan no
periodo pos-parto, melhorando também a funcéo imunoldgica e consequentemente
diminuido a ocorréncia de doencas nestes animais. Em outro trabalho de Pereira et
al (2013b), foi aplicado 1000mg de Butafosfan e 0,5mg de cianocobalamina em
ovelhas no pos-parto, que apresentaram menores concentracdes séricas de AGNE e
de acetona, além de apresentarem maiores concentracfes de glicose, fésforo e
consumo de matéria seca no periodo poés-parto, consequentemente apresentando
uma melhora no status energético.

Segundo o estudo de Turk (2013), o aumento dos niveis de AGNE podem
aumentar os niveis BHB, o que também pode estar relacionado com elevagédo da
geracao de EROs na mitocondria (PEDERNERA et al., 2009). Com isso, entende-se
que a diminuicdo dos niveis de AGNE e BHB pode prevenir o estresse oxidativo
celular nos animais tratados com Butafosfan e cianocobalamina (GUIMARAES, et al.
2013).
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O trabalho de Lima (2014) avaliou o efeito do Butafosfan e cianocobalamina
em vacas da raca Jersey sobre a recuperacdo de odcitos in vivo e na PIVE. As
vacas que receberam 4500mg de Butafosfan e 2,25mg de cianocobalamina, tiveram
uma tendéncia (P=0.08) de reducao do colesterol sérico, uma maior (P=0.02) média
de embrides produzidos na aspiracao folicular e aumento (P=0.07) na producao de
odcitos grau Il. Além disso, o Butafosfan e a cianocobalamina também foram
utilizados para melhoramento de sémen fresco e refrigerado de garanhdes (PENINO
et al, 2013).

Apesar dos esfor¢cos de diversos autores, o mecanismo de acao da molécula
de Butafosfan em nivel celular e molecular ainda precisa ser melhor elucidado.
Alguns estudos sugerem que o fosforo aumenta a atividade de varias enzimas
antioxidantes no metabolismo celular e atua na replicacdo celular, podendo aportar
alguns dos cofatores necessarios na replicacdo do DNA, além de ter um importante
papel na manutencdo da estabilidade genética e na sinalizagdo hormonal (PENINO
et al, 2013).

2.3 Paraoxanase-1

A PON1, uma enzima produzida no figado e que se apresenta ligada
exclusivamente a lipoproteina de alta densidade (HDL) (GRAGONOV et al, 2000),
possui atividade anti-inflamatéria e anti-atrogénica juntamente ao HDL. A PONL1
protege as células, os lipideos, o HDL e as lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
dos maleficios oxidativos e peroxidativos (DRAGONOV et al, 2000; 2004).

Em bovinos, esta enzima é caracterizada como uma proteina de fase aguda
negativa, por reduzir seus niveis séricos em resposta a citosina liberada durante a
inflamacédo (BIONAZ et al, 2007), podendo ser utilizada para detectar doencas
precoces no pré-parto (SCHNEIDER; CORREA e BUTLER, 2013). J& em humanos,
PONL1 esta sendo associada a diversas doencas que afetam diferentes érgaos,
como o envelhecimento e doencas dos sistemas cardiovascular, endocrino, nervoso
e gastrointestinal (PEZZULO et al, 2012). Além disso, sabe-se que a atividade sérica
de PON1 pode ser influenciada por diversos parametros, tais como fatores
genéticos, nutricionais, estilo de vida, idade, estado de saude, uso de farmacos e
estresse oxidativo (SCHRADER; RIMBACH, 2011).
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Essa enzima é capaz de hidrolizar peroxidos lipidicos e prevenir o aumento
das EROs (DURRINGTON et al, 2001). Em funcdo da permeabilidade da membrana
basal do foliculo ovariano, a Unica lipoproteina presente no liquido folicular € o HDL
(JASPARD et al, 1996). Como a PON1 encontra-se conjugada ao HDL, a mesma é
transferida do soro para dentro do foliculo juntamente com a lipoproteina
(SCHNEIDER et al, 2013).

A atividade de PONL1 no fluido folicular varia de acordo com a atividade do
foliculo. Foliculos estrogénio ativos apresentaram 82,6 U/mL enquanto foliculos
atrésicos apresentaram 53,9 U/mL de PON1 (SCHNEIDER et al, 2013). A maior
atividade intra-folicular e sérica de PON1 foi associada a melhor qualidade
embrionaria e aumento no nimero de blastdmeros em mulheres submetidas a FIV
(BROWNE et. al, 2008). Esses resultados indicam que a PON1 pode conferir
protecdo ao od6cito, possibilitando um melhor desenvolvimento do embrido nos
estadios iniciais (FUJIMOTO et al, 2010).

Existem diversas formas de analisar os efeitos da suplementacdo no meio de
cultivo, uma destas formas é através da expressao génica, que avalia e compara 0s
produtos sintetizados por cada gene (GYU-JIN et al, 2007). Em relacao a qualidade
oocitéria, alguns autores indicam que a expressdo de genes pontuais pode ser
utilizada como indicador de qualidade embrionaria (LAZARRI, 2011). Neste contexto,
no trabalho de Kim (2012) observou-se que os genes BAX e BCL2 indicaram a
melhora ou piora do desenvolvimento celular e o gene MnSOD foi utilizado como
indicador da atividade mitocondrial, relacionado a desintoxicacdo de espécies
reativas de oxigénio, a diferenciacéo celular e a compactacao do embrido.

Sabendo que o Butafosfan é uma fonte de fésforo orgéanico, o qual € essencial
para a fosforilacdo e sintese de ATP (DENIZ, 2008; MACIEL et al, 2010;
SCHNEIDER et al, 2013; PEREIRA et al, 2013a; PENINO, et al. 2013; LUCAS,
2014) e além disso, que PON1 possui agao antioxidante em membranas celulares,
sendo capaz de reduzir as EROs e hidrolisar peroxidos lipidicos (DRAGANOV et al,

2000, 2004) entende-se que os mesmos, podem aperfeicoar a técnica de PIVE.



3 Material e Métodos

3.1 Obtencdo e maturacao de od6citos bovinos in vitro

O experimento foi realizado em trés locais, sendo as etapas de aspiracao
folicular, selecdo dos odcitos, maturagdo, fecundacdo e cultivo embrionario in vitro
com meio de MIV suplementado com Butafosfan realizadas no laboratério da
empresa In Vitro Sul® localizado no municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul (RS).
As mesmas etapas da PIV realizadas com meios de MIV suplementados com PON1
foram desenvolvidas na EMBRAPA Estacao Terras Baixas, ho municipio de Capéo
do Ledo, RS. As etapas de analises moleculares do experimento foram realizadas no
laboratorio de Bioquimica Clinica e Biologia Molecular, da Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, RS.

Em ambos os laboratérios de PIV, foram utilizados ovarios provenientes de
abatedouro local para a obtencdo de odcitos viaveis. Os ovarios coletados foram
acondicionados em recipiente estéril contendo solucdo salina (NaCl a 0,9%)
suplementada com antibiético, mantidos a 32-35°C até o laboratério. Com a ajuda de
uma bomba de vacuo (Figura 1), foi realizada a aspiracdo dos foliculos com diametro
entre 2 e 8mm, que foram armazenados em tubos falcon de 15ml. O conteudo foi
filtrado e colocado em uma placa de Petri contendo meio de lavagem e com ajuda
do estereoscopio (40x), foi realizada a procura e selecdo dos odcitos quanto a
gualidade morfolégica (DE LOOS et al, 1991). Os odcitos selecionados foram

transferidos para outra placa contendo 4ml de meio de lavagem.
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Figura 1 - Aspiracdo folicular de ovério bovino
através da utilizagdo de uma bomba de vacuo.

Experimento 1 — Adicdo de Butafosfan no meio de MIV

Apo6s a selegdo, foram utilizados 100 odcitos, divididos aleatoriamente e
transferidos para tubos de incubacéo conforme os tratamentos, sendo 25 odcitos por
tratamento. Desta maneira, foram realizados quatro tratamentos de acordo com a
adicdo de Butafosfan ao meio de MIV, sendo To= 0,0 mg/L, T;= 50mg/L, T,=
100mg/L e T3= 200mg/L de Butafosfan, tendo 8 repeticbes de cada tratamento,
totalizando 800 odcitos. Os od6citos permaneceram 24h no meio de maturagédo
(CENNATE®, Pedro Leopoldo — MG — Brasil), em estufa a 39°C em 5% de CO,.

Experimento 2 — Adicdo de PON1 no meio de MIV

Apbs a selecao, foram utilizados 200 odcitos, divididos de forma aleatéria em
quatro tratamentos contendo 50 odcitos e doses crescentes, sendo To= 0,0,T;= 0,02,
T,=0,04 e T3=0,08mg/mL de PON1 recombinante humana (rPON1) (Chesapeake
PERL Inc., Savage, EUA). Foram realizadas 8 repeticfes totalizando 1600 odcitos.
Os o06citos permaneceram por 24h no meio de MIV (Biotecnologia Animal®, Brasilia,
DF, Brasil), em estufa a 39°C em 5% de CO..
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3.2 Fecundacgéo in vitro

Faltando entre 1h e 1h30min para o final da maturacdo foi realizada a
preparacdo do sémen. Foram utilizadas doses de um mesmo touro e de uma Unica
partida. O sémen foi descongelado em banho-maria a 35°C por 30seg e foi retirada
uma aliguota do sémen para avaliacdo da motilidade e vigor. A selecao espermatica
foi realizada através de gradiente de mini Percoll®.

ApOs a maturacdo, os odcitos foram transferidos para o meio de FIV. A
incubacao dos odécitos com os espermatozoides foi de 22-24h a 39°C em estufa com
5% de CO,. O dia da FIV foi considerado como dia 0 (DO) do cultivo.

3.3 Cultivo e avaliacdo embrionéaria

Apbs o periodo de FIV, os provaveis zigotos foram retirados do meio de FIV e
submetidos ao desnudamento (remoc¢do das células do cumulus) e retirada de
espermatozoides através de lavagem em meio MIV-T (meio in vitro de transporte) e
meio de cultivo (Experimento 1 - CENNATE®, Pedro Leopoldo — MG — Brasil e
Experimento 2 - Biotecnologia Animal®, Brasilia - DF - Brasil). Em seguida, os
provaveis zigotos foram transferidos a placa de cultivo previamente preparada. Os
zigotos permaneceram em estufa a 39°C, acondicionados em bags com 5% COx,
5% O, e 90% de N, durante 7 dias (Figura 2).

,'..‘."B'y%:u",o.a‘u':.'

Figura 2 — Placa com zigotos bovinos acondicionados em bags
com 5% CO, + 5% O, + 90% N, durante 7 dias.

Apés 48h da fecundacdo foi realizada a avaliagdo da clivagem (numero

clivados/namero clivados). A taxa de desenvolvimento embrionario no experimento 1
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(n° de blastocistos/n® de odcitos inseminados) e no experimento 2 (numero de
blastocistos/nimero de clivados) foi avaliada no sétimo dia de cultivo (D7). No D7de
cultivo, os embrides de cada grupo foram transferidos a microtubos contendo Trizol,

sendo homogeneizados e armazenados a -70°C até avaliacao.

3.4 Extracédo de RNA total

Experimento 1 — Adicdo de Butafosfan no meio de MIV

Para realizar o isolamento do RNA total, em cada amostra, foram adicionados
100ul de Trizol e posteriormente as amostras foram homogeneizadas no vortex
rapidamente. Apos, foram adicionados 40ul de cloroférmio e homogeneizadas no
votex novamente e colocadas no gelo por 15min.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15min em 7727xg a 4°C.
Apos, foi transferido o sobrenadante para um novo tubo eppendorf, no qual, foram
adicionados 128ul de alcool isopropilico. Feito isso, as amostras foram
homogeneizadas no vortex rapidamente e foram colocadas no ultra freezer durante
15min a -80°C. Apos foram centrifugadas novamente por 15min em 7727xg a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 400ul de etanol 70% e centrifugou-
se por 5min em 3018xg, a 4°C.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado novamente e os tubos foram
colocados invertidos sobre papel toalha até a secagem completa do tubo, apés
foram adicionados 10pl de agua milli-Q e as amostras foram armazenadas no ultra

freezer & -80°C.

Experimento 2 — Adicdo de PON1 no meio de MIV

No segundo experimento, para realizar isolamento do RNA total, as amostras
foram homogeneizadas no vortex apdés a adicao de 100ul de Quick-Zol (Ludwig
Biotec LTDA., Alvorada, RS, Brasil). Posteriormente, foram adicionados 40ul de
cloroférmio e entdo as amostras foram homogeneizadas e incubadas a temperatura
ambiente durante 3min. Com isso, as amostras foram centrifugadas por 15min em
7727 xg a 4°C e foram transferidos 80ul do sobrenadante para um novo microtubo

contendo 160u de isopropanol frio
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As amostras foram transferidas para um sistema de purificagcdo de coluna comercial
(RNeasy®MicroarrayTissue Mini Kit, QIAGEN®Hilden, NW, Alemanha) e foram
tratadas com DNase (RNase-freeDNase Conjunto, QIAGEN®) seguindo as
instrucdes do fabricante. Para finalizar, o RNA foi eluido com 15 pL de &gua
ultrapura e armazenado em microtubos.

Para as demais andlises nos dois experimentos, a concentracdo de RNA foi

padronizada utilizando NanoDrop Lite (ThermoScientific®, Massachusetts, EUA).
3.5 Confirmacéao daintegridade do RNA total

A confirmacdo de integridade das amostras do RNA total extraido, foi
realizada a partir da eletroforese em gel de agarose, utilizando 220ml de solucao
tampao eletrolitico (TBE) 0,5X (KOCH; ANDRADE, 2008) e 2,159 de p6 de agarose
(Agarose LE - 100g, Uniscience, SP, Brasil), os quais foram colocados em um
frasco e homogeneizados. Essa solucdo (agarose + TBE) foi aquecida no micro
ondas até ficar translucida. Apos, foi resfriada, colocada na cuba e foram inseridos
0s pentes, para confec¢do dos poc¢os. Posterior a polimerizacdo do gel, os pentes
foram retirados cuidadosamente.

Foi pipetado primeiramente 3,0ul de loading buffer em parafilme (Figura 3) e
apos foi pipetado 1,5ul de cada amostra sobre o corante, procedendo-se com a
homogeneizacdo no parafiime através da pipeta e posteriormente esse misto
(loading buffer + amostra) foi pipetado nos pocos do gel de agarose (Figura 4). Além

disso, foram pipetadas duas amostras controle.

(]
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Figura 3 - Loading buffer (3,0pl) pipetado em
parafilme.
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Figura 4 — Loading buffer e amostras nos poc¢os do gel
de agarose, na cuba de eletroforese.

A corrida teve duracdo de 1h30min a 80v. A revelacdo do gel foi realizada
através do fotodocumentador, utilizando o software L-PIX Image (Locus

Biotecnologia, Software de Captura de Imagem).

Experimento 1 — Adicdo de Butafosfan no meio de MIV

No primeiro experimento, as amostras nao ficaram aparentes, apenas as duas
amostras controle. Desta forma, o gel foi repetido e novamente apenas as amostras
controle ficaram evidentes. Com isso, foi concluido que as amostras estavam
degradadas sem motivo claro. Suspeita-se que tenha ocorrido armazenagem
incorreta das mesmas ou até mesmo, queda de energia em determinado periodo de
armazenagem, a qual pode ter causado a degradacdo das amostras, sabendo que
RNA é extremamente vulneravel (BUSTIN, 2000; NOLAN, 2006). Sendo assim, ndo
se prosseguiu com as demais analises moleculares, por ser impossivel realizar

expressao génica das mesmas.

Experimento 2 — Adicdo de PON1 no meio de MIV

No segundo experimento, as amostras foram visualizadas facilmente no gel,
afirmando a integridade do RNA. Com isso, foi possivel realizar as andlises

moleculares a sequir.
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3.6 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, foi utilizado 13ul do RNA extraido, utilizando
iScript™Synthesis Kit (BIORAD, Hercules, CA, EUA) no volume de 20pL incubados
por 5min & 25°C, 30min & 42°C e 5min & 85°C (MyCycler"™ThermalCycler, BIO
RAD).

3.7 Expressao génica

A expressdo génica foi avaliada mediante a técnica de PCR quantitativa em
tempo real (RT-gPCR) a qual, foi realizada usando o corante Syber. As curvas
padrdo para os oligonucleotideos iniciadores, foram feitas para determinar a
eficiéncia de amplificagcdo dos genes alvos e de referéncia. A RT-gPCR foi realizada
num sistema ABI 7500 (Apllied- Biosystens) com 100nM de iniciadores, conforme
tabela 1 e 5-10ng de cDNA. Expressdo de mRNA alvo foi normalizada para a
expressdo do gene Histona H2A e expressa como um valor relativo usando o
método de comparacéo de ciclo limiar (2" *®/2°P) (em que A é o valor limiar do ciclo
[Ct] para 0 gene de interesse na primeira amostra do controle; B, o valor de Ct para
0 gene de interesse na amostra analisada; C, o valor de Ct para o gene Histona H2A
na primeira amostra do controle e D, o niumero Ct para o gene Histona H2A na
amostra analisada).

A primeira amostra do controle foi expressa como 1,00 e todas as outras
amostras foram calculadas em relagéo a este valor. Com isso, os resultados do To=
0,0 mg/mL rPONL1 (controle) foram ponderadas, e todos os outros resultados foram
divididos pelo valor médio da expressao relativa do controle, para se obter a
mudanca na expressao dos genes de interesse em comparagdo com 0 grupo de
controle (MASTERNAK et al, 2005). Foram analisadas as expressdes de mRNA dos
genes reguladores de algumas das vias metabdlicas, como: BAX, BCL2 e MnSOD

dos embrides acima descritos.
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Tabela 1- Sequéncia especifica de primers utilizados para RT-PCR para os genes BCL2, BAX,
MnSOD e H2A (GYU-JIN et al, 2007).

Genes

Primers

BCL-2I

BAX

MnSOD

H2A

For- GATGACTTCTCTCGGCGCTAC
Rev- GTGCCTTCAGAGACAGCCAG

For- TGCAGAGGATGATCGCAGCTGTG
Rev- CCAATGTCCAGCCCATCATGGTC

For- CCCATGAAGCCCTTTCTAATCCTG
Rev- TTCAGAGGCGCTACTATTTCCTTC

For- AGGACGACTAGCCATGGACGTGTG
Rev- CCACCACCAGCAATTGTAGCCTTG

A andlise estatistica foi realizada através do procedimento GLM no programa
SAS (SAS, Cary, NC, EUA) para o teste do efeito linear, quadratico e cubico da
adicao de doses crescentes de Butafosfan e rPON1 no meio de maturacdo sobre a
taxa de clivagem, producéo de embribes no D7 e expressao dos genes BAX, BCL2 e

MnSOD no cultivo de embrides. Além disso, realizou-se o teste de correlacdo de

Pearson entre o nivel de atividade de rPON1 e a taxa de blastocisto no D7 do cultivo

embrionario.



4 Resultados e Discussao

Experimento 1 — Adicdo de Butafosfan no meio de MIV

As taxas de clivagem, assim como a producdo de embrides no D7 de cultivo
nos tratamentos contendo 0,0, 50, 100 e 200mg/L To, T1, T» € T3 respectivamente,

nao diferiram entre tratamentos (P>0,05, Tabela 2).

Tabela 2— Taxa de clivagem e percentual de embrides bovinos no dia 7 de cultivo, de acordo com a
adicdo de Butafosfan no meio de maturacéo in vitro (P>0,05).

% de embrides no D7 sobre a MIV

To T: Tz Ts
N° de
N° de | Odcitos % % % % % % % %
Rotinas por Embries | Clivag | Embrides | Clivag| Embrides | Clivag | Embrides | Clivag
rotina
8 100 34,7 57,25 28,5 63 33,5 61,87 31,6 54,87

Clivag: Clivagem.

Estes resultados podem ter sido influenciados pela qualidade dos odcitos
escolhidos, sendo todos de boa qualidade, dificultando a visualizagcdo da acdo da
molécula de Butafosfan. Possivelmente, a utilizacdo de odécitos de menor qualidade
possibilite o aparecimento do efeito do Butafosfan, por possuirem maior debilidade
energética.

Para que o odcito tenha bom desenvolvimento in vitro, € necessario conter
reservas citoplasmaticas, como proteinas e RNAm, o qual é adquirido antes da
maturacdo, no ambiente folicular (ARLOTTO et al, 1996; CAMARGO et al, 2006; LI,
ALBERTINI, 2013). Além disso, sugere-se que a resposta das doadoras aos
tratamentos de superovulagcédo, pode afetar a qualidade dos odcitos (PEIXOTO et al.
2002) e ainda que fatores como ECC, BEM, concentragbes sanguineas de

progesterona e estradiol, entre outros, também podem afetar a viabilidade do odcito
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(SARTORI; GUARDIEIRO 2010). Com isso, o0s resultados podem ter sido
influenciados pelo desenvolvimento anterior a maturacao, no ambiente materno, pois
0s oocitos foram obtidos de abatedouros e se desconhece as caracteristicas das
doadoras.

Mesmo que neste estudo, as taxas de clivagem e producdo de embrides in
vitro ndo tenham diferido entre tratamentos, podem ter ocorrido alteracbes nas
expressdes génicas, as quais ndo foram possiveis de ser realizadas neste

experimento, conforme descrito no item 3.5.

Experimento 2 — Adicdo de rPON 1 no meio de MIV

As taxas de clivagem foram de 81,7%, 85,1%, 81,0% e 82,5% para 0s
tratamentos contendo 0,0, 0,02, 0,04 e 0,08mg/mL de rPON1 respectivamente. Nao
houve diferenca entre tratamentos (P>0,05). No entanto, foi observado efeito linear
positivo na producdo embrionaria de acordo com a adicdo de rPON1 no meio de MIV
(P<0,0001). A producéo de embrides em D7 foi de 22,1%; 29,2%; 31,7% e 33,8%
nos tratamentos contendo 0,0, 0,02, 0,04 e 008mg/mL de rPONL1 respectivamente
(Figura 5). Além disso, este efeito foi confirmado pela correlacdo positiva entre a
adicdo da rPON1 no meio MIV e a taxa de blastocistos no D7 (r=0,35; P=0,04). A
expressdo dos genes BAX, BCL-2 e MnSOD nos embribes ndo foi afetada pela
adicao de rPONL1 (Tabela 3).

50 1
P<0,0001, r=0,35

40 A

30 1

20 ~

10 “~

Producéo de embrides no dia 7 (%)
_|

0 0,02 0,04 0,08
Adicé@o de rPON1 (mg/mL)
Figura 5 - Producdo de embrides bovinos no dia 7 de acordo com a

adicao de doses crescentes de rPON1 durante a maturacéo oocitaria
in vitro.



31

Tabela 3 - Expressao relativa dos genes BAX, BCL-2 e MnSOD nos embrides, apds
adicdo de rPON1 no meio MIV, no D7.

PON1 (mg/uL) Genes
BAX BCL-2 MnSOD
0.00 1,00 40,23 1,00 +0,48 1,00 0,36
0.02 2,58 +0,36 0,61+0,31 1,15 40,45
0.04 2,33 0,63 0,40 0,20 0,87 £0,28
0.08 1,27 40,69 0,76 £0,47 0,43 £0,15

P>0,05

Varios autores descrevem um aumento no nimero e qualidade de embrifes
provenientes de MIV suplementada com diversas moléculas sem a constatacdo de
diferencas nas taxas de clivagem (GUEMRA et al, 2013; ROCHA, 2013; PEREIRA,
S. 2013). Dessa forma, a qualidade da maturacdo do odcito ndo pode ser medida
somente pela taxa de clivagem.

Um dos fatores que € responséavel pela baixa eficiéncia da PIVE, € o estresse
oxidativo, que ocorre a partir do desequilibrio entre a formacdo excessiva de EROs
e/ou a diminuicdo de antioxidantes (WANG et al, 2002; AGARWAL et al, 2005),
podendo causar alteracbes em lipideos, proteinas, acidos nucléicos e até mesmo
bloquear o desenvolvimento embrionario, levando a apoptose (WANG et al, 2002).

Os resultados observados nesse experimento demonstraram que a rPON1
proporcionou um aumento no namero de embrides no D7. Esses dados sugerem
gue a rPON1 aumenta o numero de embrides através da melhora na qualidade das
membranas celulares, fazendo com que néo altere sua permeabilidade, pois confere
protecdo contra danos provenientes do estresse oxidativo através da sua
capacidade de diminuir a susceptibilidade das membranas a peroxidacao, hidrolisar
peréxidos lipidicos e prevenir o aumento das EROs (DURRINGTON et al, 2001).

N&o houve diferenca entre os tratamento quanto a expressao dos genes BAX,
BCL-2 e MNnSOD no embrides em D7. Nesta fase, os embrides estavam em estagio
de blastocisto inicial e expandido, consequentemente é possivel que o padrdo de
expressdo génica desses embrides tenha sido muito semelhante. No entanto, a
avaliacdo da expressdo génica logo nos primeiros dias de cultivo poderia ter

demonstrado um padréo diferente de expresséao dos genes avaliados.



5 Consideracdes Finais

Neste estudo, o Butafosfan provavelmente n&o apresentou melhora na
producdo de embrides bovinos. Entretanto, podem ter ocorrido modificacbes nas
expressdes génicas dos embrides, que ndo puderam ser identificadas.

A suplementacdo com rPON1 no meio de MIV nao apresentou efeito sobre a
taxa de clivagem. No entanto, proporcionou aumento no numero de embriées no D7.
Ja a expressdo dos genes BAX, BCL-2 e MNnSOD nos embrifes nao foi afetada pela
adicao de rPONL1.



6 Perspectivas Futuras
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Para melhor elucidar a acdo da molécula de Butafosfan e PON1, é
necessario realizar novos experimentos, utilizando odcitos de diferentes qualidades
e além disso avaliar a acdo do Butafosfan e PON1 em outras fases da PIV, para
melhor elucidar as suas acgoes.

A dosagem utilizada de Butafosfan, pode néo ter sido a ideal, pois este
estudo foi o primeiro a utilizar estd molécula na maturacdo oocitaria, sendo
necessario realizar outros estudos com dosagens diferentes.

Contudo, este trabalho foi de extrema importancia para a minha formacéo
académica, pois possibilitou crescimento cientifico e profissional, permitindo concluir

a graduacdo de forma satisfatéria.
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