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“What is there that is not poison? All things
are poison and nothing is without poison. Solely the dose

>

determines that a thing is not a poison,’

Paracelsus, 1493 - 1541
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RESUMO

O cultivo in vitro induz uma producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO), que
afeta a producdo e qualidade dos embrifes. Compostos antioxidantes sintéticos ja foram
utilizados para minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo em embrides produzidos in
vitro (PIVE) e, consequentemente, melhorar sua qualidade e criotolerancia. Entretanto, a
demanda para o uso por antioxidantes mais eficientes, estaveis, com propriedades relativamente
seguras e nao toxicas € crescente entre os grupos de pesquisa. Portanto, 0 presente estudo
avaliou o efeito de extratos etandlicos obtidos de folhas de plantas do cerrado, ricos em
polifendis, no cultivo de embrides bovinos. Quatro experimentos foram conduzidos para validar
um extrato etanolico capaz de minimizar os efeitos adversos do estresse oxidativo e melhorar a
qualidade embrionaria. Em um primeiro momento, comparou-se o extrato etanolico de folhas
secas de cinco plantas e selecionou-se as duas com a maior capacidade antioxidante e com o
maior teor de compostos fendlicos. Apos essa etapa, foi determinada a melhor concentracao
dos extratos etandlicos de cagaita (Eugenia dysenterica) e murici (Byrsonima crassifolia), a ser
utilizada durante o cultivo in vitro, na producéo e qualidade embrionaria e na taxa de apoptose.
Entdo, avaliou-se a influéncia da suplementacdo dos extratos na producdo de ERO, de
glutationa (GSH) e na abundancia de transcritos de genes relacionados a apoptose e ao
metabolismo de ERO de blastocistos expandidos. Finalmente, foi avaliado o efeito da
suplementacdo dos extratos etanolicos de folhas secas de cagaita e murici, durante o cultivo
embrionario, na criotolerancia dos blastocistos expandidos. Os resultados obtidos
demonstraram uma reducdo (p<0,05) na proporcdo de células apoptéticas de embribes
cultivados com 0,01mg/mL de extrato etandlico de cagaita, além de induzir um aumento nos
niveis de transcritos de GPX4 e PRDX3. O extrato etandlico de murici também induziu um
aumento na abundancia de transcritos desses genes mas ndo reduziu a propor¢do de células
apoptéticas. Além disso, os blastocistos expandidos cultivados com o0s extratos, na
concentracdo de 0,01mg/mL e criopreservados, pelo método de transferéncia direta, obtiveram
taxas de eclosédo maiores e de degeneracdo menores (p<0,05) quando comparados ao grupo
congelado sem a suplementacéo prévia com os extratos. Ainda, a taxa de apoptose dos embrides
cultivados por 12 horas ap6s a criopreservacao foi menor (p<0,05) nos grupos previamente
expostos aos extratos durante o cultivo in vitro. Conclui-se que tais extratos podem ser uma
alternativa para aumentar a criotoleréncia de embrides bovinos produzidos in vitro.

Palavras-chave: Antioxidantes; compostos fendlicos; criopreservacéo.



ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) induces excessive production of reactive oxygen species
(ROS), which affects blastocyst quality. Therefore, the supplementation of culture media with
antioxidants is an alternative to overcome oxidative stress damage. However, there is growing
demand for the use of antioxidant compounds that are more natural and less toxic in cell
cultures. Therefore, the present study aimed to evaluate the effect of ethanolic extracts from
cerrado leaves on IVP. Four experiments were conducted to identify an ethanolic extract
concentration that would minimize the adverse effects of oxidative stress and improve
embryonic quality. First, the antioxidant capacity and the amount of phenolic compounds of the
leaves were evaluated. Then, the best ethanolic extract concentration composed of cagaita
(Eugenia dysenterica) and murici (Byrsonima crassifolia) to be used during the in vitro culture
of in vitro produced embryos, was determined. Afterwards, we evaluated the influence of the
extract of both plants on the embryos’ oxidative metabolism and apoptosis, by ROS and
glutathione (GSH) production, while also evaluating the apoptosis and ROS metabolism gene
expression. In a subsequent step, the effect of the ethanolic extracts of dried cagaita and murici
leaves during embryonic cultivation on the cryotolerance of expanded blastocysts was studied.
The results showed a significant reduction (p<0.05) in the proportion of apoptotic cells from
embryos cultivated with 0.01 mg/mL of cagaita ethanolic extract, besides inducing an increase
in the GPX4 and PRDX3 transcription levels. Murici ethanolic extract induced an increase in
the transcription abundance of these genes but did not reduce the proportion of apoptotic cells.
In addition, expanded blastocysts cultivated with extracts at a concentration of 0.01 mg/mL and
cryopreserved had higher hatching rates and lower degeneration rates (p<0.05) when compared
to the frozen group previously supplemented with the extracts. Moreover, the apoptosis rate of
embryos cultured for 12 h after cryopreservation was lower (p<0.05) in groups previously
exposed to extracts during in vitro cultivation. Such extracts may be used as alternatives to
increase the cryotolerance of in vitro produced embryos.

Key words: Antioxidants; cryopreservation; phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

Dentre as biotecnologias de reproducéo assistida em bovinos, a producao in vitro
de embrides (PIVE) se destaca no cenario nacional, tanto na bovinocultura de corte quanto na
bovinocultura de leite. Essa biotécnica permite a multiplicacdo rapida de animais geneticamente
superiores e, consequentemente, proporciona um ganho genético bastante expressivo em um
sistema produtivo. Nesse contexto, o Brasil assumiu uma posic¢ao de vanguarda ao consolidar-
se, ha mais de uma década, como um dos maiores produtores de embrides in vitro do mundo
(VIANA et al, 2018). Entretanto, apesar dessa posicdo bastante significativa na producéo
embrionaria, ainda ha um desequilibrio entre o nimero de embrides produzidos e a quantidade
de receptoras aptas disponiveis. Diante desse entrave, a necessidade de criopreservar embriGes
excedentes torna-se evidente, pois possibiliza uma logistica economicamente vidvel para o
sistema agropecuario, fazendo com que a transferéncia embrionaria possa ser realizada em
momento mais adequado, de acordo com as condicdes da propriedade. Além do impacto no
setor produtivo, a criopreservacgdo é indispensavel para o comércio internacional de embrides e
na conservacdo de racas e espécies ameacadas de extingao.

Entretanto, os altos niveis de espécies reativas de oxigénio (do inglés — reactive
oxigen species — ROS) produzidos no sistema de cultivo in vitro induzem um estresse oxidativo
intracelular, responsaveis por causar injurias moleculares e afetar a criotolerancia em embrides
PIVE (RIZOS etal. 2002, L1 et al. 2016, BOMFIM et al. 2017, ANDRADE et al. 2019). Com
iss0, para garantir um desenvolvimento embrionéario adequado, um equilibrio entre a geracao e
a eliminacdo de ROS, fundamentais na transducgéo de sinais intracelulares (responsaveis pelo
controle do ciclo celular, diferenciacdo e apoptose), deve ser mantido (JONES e SIES 2015,
SIES 2017). Enquanto baixos niveis de ROS, produzidos in vivo por gametas e embrides, séo
necessarios para a fecundagdo e o desenvolvimento inicial (HARVEY et al. 2002,
SUNDERAM et al. 2014), altas concentracdes tém sido associadas a uma diminuicdo da

viabilidade embrionaria, por induzir danos as biomoléculas (oxidacdo de carboidratos e
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proteinas, fragmentacdo de A&cidos nucleicos, peroxidacdo de lipideos) e apoptose dos
blastdmeros (LEVY et al. 2001, LIU et al. 2003, NAVARRO et al. 2006).

Durante o desenvolvimento embrionario inicial, o0 ambiente tubarico fornece
nutrientes, horménios e fatores de crescimento até a chegada do embrido na luz uterina
(HANNAN et al. 2011, THOUAS et al. 2015). Esse cenario é muito diferente do ambiente de
cultivo in vitro, uma vez que a concentracdo atmosférica de oxigénio usada (20%), a exposicao
excessiva dos gametas a luz, a auséncia de enzimas antioxidantes do trato genital, a utilizacdo
de excessivos volumes de meios de cultivo, além da natureza estatica do embrido durante o
cultivo, promovem um acumulo de ROS e toxinas no meio de cultivo, os quais afetam a
qualidade e a criotolerancia dos embrides produzidos in vitro (SMITH e MONTEIRO DA
ROCHA 2012, CASTILLO-MARTIN et al. 2014, WALE e GARDNER 2016).

Por esse motivo, a suplementacao de compostos antioxidantes durante a PIVE é
de suma importancia, uma vez que controla a producdo excessiva de ROS, além de melhorar a
qualidade de embrides. De fato, estudos tém mostrado que a suplementacdo do meio de
maturacao e/ou meio de cultivo embrionario com compostos antioxidantes, tais como a cisteina,
cisteamina, -mercaptoetanol e cistina, é capaz de promover um incremento nas taxas e na
qualidade embrionaria (TAKAHASHI et al. 1993, DE MATOS e FURNUS 2000, DE MATOS
et al. 2002, DE MATOS et al. 2002, FIDELIS 2014) . No entanto, nem todas as concentragdes
e nem todos os tipos desses compostos tidis demonstraram efeitos benéficos na PIVE em
diferentes espécies (DE MATOS et al. 2002, SONGSASEN e APIMETEETUMRONG 2002,
MERLO et al. 2016). Logo, a demanda por antioxidantes mais eficientes, estaveis, com
propriedades relativamente seguras e ndo toxicas é crescente entre 0s grupos de pesquisa.

Os compostos fendlicos, oriundos do metabolismo secundario de plantas,
possuem caracteristicas antioxidantes ja comprovadas, além de outras propriedades medicinais,
como anti-inflamatdrios naturais, antibidticos e antifungicos (COSTA et al. 2000, AMARAL
et al. 2014, CORREIA et al. 2016, BAPTISTA et al. 2018). O resveratrol, a icarina, a
quercetina, a antocianina, sdo compostos fenolicos ja testados na producao in vitro de embrides
de mamiferos que resultaram em um incremento na qualidade embrionaria (SAKATANI et al.
2007, YOU et al. 2010, KWAK et al. 2012, MUKHERJEE et al. 2014, ABE et al. 2017,
SOVERNIGO et al. 2017, SPRICIGO et al. 2017, YE et al. 2017, HAYASHI et al. 2018,
MADRID GAVIRIA et al. 2019). Isso sugere que 0s extratos de plantas podem ser mais uma

alternativa para melhorar resultados da PIVE, ndo sé devido a suas atividades antioxidantes,
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mas porque também podem ter outras propriedades, além do controle do estresse oxidativo, as
quais podem ser benéficas aos embrides.

Nesse contexto, o cerrado brasileiro, que é o segundo maior bioma da América
do sul e a savana mais rica do mundo no que se refere a diversidade bioldgica, torna-se uma
fonte potencial para a obtencdo de compostos antioxidantes naturais. As plantas adaptadas ao
solo e as condicgdes climaticas adversas (com intensas queimadas) podem ter desenvolvido
mecanismos moleculares eficientes de defesa contra ROS em seu processo de evolugédo, 0s
quais envolvem a producdo de potentes compostos antioxidantes, dentre outros compostos
bioativos, ja relatados por varios pesquisadores (SIQUEIRA et al. 2013, AMARAL et al. 2014,
TAKAO et al. 2015, BAPTISTA et al. 2018).

Considerando o grande potencial antioxidante das plantas do bioma cerrado e a
necessidade de testar novos compostos no controle do estresse oxidativo na rotina da PIVE
bovina, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito da suplementacéo do meio de cultivo
com extratos etandlicos de plantas do cerrado na qualidade e criotolerdncia de embrides

bovinos.

1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo de extratos etandlicos de plantas do cerrado

no meio de cultivo in vitro na qualidade de embrides bovinos.

1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o teor de compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante
dos extratos etanolicos de folhas secas de plantas do cerrado

b) Determinar a concentracdo mais adequada dos extratos a ser utilizada no
cultivo embrionario para melhorar a producédo e qualidade de embrides.

C) Avaliar o efeito dos extratos etanolicos adicionados ao meio de cultivo
nos niveis intracelulares de ROS e GSH de blastocistos bovinos.

d) Avaliar o efeito dos extratos etan6licos nos niveis de transcritos de genes
relacionados a apoptose (BAX, BCL2L1, CASP3 e CASP8) e ao metabolismo de ROS (SOD2,
CAT, GPX4 e PRDX3).

e) Avaliar o efeito d0a suplementacdo dos extratos de plantas do cerrado,

durante o cultivo embriondrio, na criotolerancia de blastocistos bovinos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fatores que afetam a producéo in vitro de embrides.

Gametas e embrides, quando manipulados para uso em técnicas de reproducao
assistida (TRA), estdo mais sujeitos ao estresse oxidativo. Isso ocorre pela insuficiéncia dos
mecanismos celulares de defesa (antioxidantes enddgenos), ou por exposicao a diversos fatores
indutores de ROS inerentes ao processo de cultivo celular (HALLIWELL 2014), tais como a
concentracdo de Oz na estufa, manipulacdo sob luz, composi¢cdo dos meios de cultivo
(AGARWAL et al. 2006).

Pabon e colaboradores (1989) ja relatavam, ha quase 30 anos, 0s prejuizos
causados pela tensdo atmosférica de oxigénio (20%) no ambiente de cultivo embrionario de
murinos. Além disso, Wale e Gardner (2010) também mostraram que a alta tensdo de O causa
um atraso na clivagem de embriées humanos cultivados e compromete o perfil de expressdo
génica (RINAUDO e SCHULTZ 2004, CORREA et al. 2008) e o metabolismo embrionario
(HALLIWELL e ARUOMA 1991, UMAOKA et al. 1992, JOHNSON e NASR-ESFAHANI
1994, ORSI e LEESE 2001, ALI et al. 2003, KITAGAWA et al. 2004, WALE e GARDNER
2012).

A exposicdo de ovocitos, sémen e embrides a luz (da lupa ou do ambiente
laboratorial) é inevitavel nesses tipos de procedimentos. E isso pode ser deletério para o
desenvolvimento embrionario. O bindmio tempo e intensidade de exposi¢do a luz é
fundamental para atenuar ou agravar tais efeitos nocivos. Sabe-se que a luz azul (400 a 500nm),
por exemplo, pode induzir a formacao de perdxido de hidrogénio e alterar o funcionamento das
enzimas da cadeia respiratoria, além de aumentar a taxa de apoptose e a geragdo de ROS (OH
et al. 2007), assim como o tempo de exposicdo a luz compromete a qualidade embrionaria
(UMAOKA et al. 1992, TAKENAKA et al. 2007, WALE e GARDNER 2016).

Outro ponto agravante na producdo de ROS na PIVE esta intimamente ligado a
composicado do meio de cultivo dos gametas e embriées (SMITH e MONTEIRO DA ROCHA
2012). As células, em geral, precisam de ions metalicos, especialmente o ferro e o cobre. Grande
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parte dos reagentes usados na confeccdo dos meios contém concentragcdes de ions inorganicos
muito acima do necesséario (FIRTH e GIESEG 2007, HALLIWELL 2014). Isso acelera a reacéo
de Haber-Weiss, a reacao de Fenton e produz, como consequéncia, o radical hidroxil. Quando
adicionados ao meio de cultivo, esses ions metalicos aumentam o0s niveis de peroxido de
hidrogénio e afetam, invariavelmente, o desenvolvimento embrionério inicial (NASR-
ESFAHANI et al. 1990).

2.2 — Producao de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

Qualquer tipo de atomo, molécula ou fragmento de molécula que possui pelo
menos um elétron ndo compartilhado na camada de valéncia é considerado um radical livre ou
espécie reativa. As espécies reativas de enxofre, carbono, nitrogénio e oxigénio (O2) sdo as
mais comuns. Dentre elas, a espécie reativa de oxigénio é considerada uma das mais relevantes.
Isso deve-se ao fato dessas espécies reativas serem produzidas durante a etapa final da cadeia
transportadora de elétrons (CTE), que ocorre na mitocéndria, para formacdo de ATP
(DORMANDY 1980, AGARWAL e ALLAMANENI 2004).

O oxigénio pode ser considerado um radical livre por definicdo, ja que possui
dois elétrons desemparelhados, cada um localizado em um orbital, o que Ihe confere uma alta
reatividade (EVANS e HALLIWELL 1999). O O, considerada a molécula mais abundante
presente nos sistemas biol6gicos, pode sofrer adi¢cdo de um elétron na mitocdndria e formar o
radical anion superdxido (O2"), a forma primaria de ROS (GUTTERIDGE e HALLIWELL
2000). Além do oxigénio, outras formas de espécies reativas podem ser geradas, como 0
peroxido de hidrogénio (H203); o radical hidroxil (OH) e, em alguns casos, perdxidos de
nitrogénio (NOx). Essas variantes possuem, apesar de destinos distintos, a mitocondria
envolvida em parte da sua producdo (MENEZO et al. 2016). O anion superéxido, por exemplo,
é gerado continuamente por diversos processos celulares durante a CTE ou por reducgdo
monoeletronica de O,, o qual desaparece rapidamente, em solucdo aquosa, pelo processo de
dismutacdo (catalisada pela enzima superoxido dismutase — SOD) (HALLIWELL 1996). O
produto dessa reacdo é o H20., um fraco agente redutor, que possui habilidade em iniciar
reacOes radicalares, além de causar peroxidaces lipidicas. Em presenca de metal de transicéo
(Fe*, por exemplo), o peréxido de hidrogénio pode gerar o radical hidroxil, por meio da reacio
de Fenton [(H202 + Fe*?> > Fe*3+ OH + OH (BEYER 1992, RAHA et al. 2000)]. Esse radical
é considerado o0 mais reativo e mais lesivo e, para o qual, uma vez formado, ndo ha mecanismos

de defesa celular eficientes.
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As espécies reativas, quando presentes em baixas concentragdes, possuem
funcéo sinalizadora de etapas do processo de ovulagcdo (SHKOLNIK et al. 2011), formacéo e
funcionamento do corpo luteo (VU et al. 2012), além de ser crucial no processo de capacitacdo
espermatica, fecundacdo e desenvolvimento embrionéario inicial (HARVEY et al. 2002,
SUNDERAM et al. 2014). Entretanto, quando sua producdo é excessiva, a maquinaria celular
dispde de um eficiente sistema antioxidante, o qual consegue controlar e reestabelecer o
equilibrio. Caso essa homeostasia do status redox ndo ocorra, 0 estresse oxidativo — resultante
do desequilibrio entre os sistemas pro e antioxidante, € iniciado. Tal estresse pode ocasionar
danos as biomoléculas, como proteinas, &cidos nucleicos e lipideos (LIU et al. 2003) e induzir
a apoptose em diversos tipos celulares, além de alteragdes no desenvolvimento embrionério
(LEVY etal. 2001, NAVARRO et al. 2006). Os principais alvos de acdo dos radicais livres sao:

. Carboidratos: O radical hidroxil, principalmente, faz uma abstracdo
aleatéria de um atomo de H* de um dos 4tomos de carbono e, como consequéncia, ocorre uma
oxidacéo da molécula.

o Acidos nucleicos: As espécies reativas, como 'OH, reagem com 0
carbono 4’ ou 5’ da desoxirribose ¢/ ou com as bases purinicas e pirimidinicas dos nucleotideos.
Ha uma predilecdo com a guanina. O resultado dessa interacéo é a quebra da fita de DNA, com
possiveis ligacdes cruzadas entre as bases nitrogenadas, o0 que leva a provaveis mutacoes e
apoptose (MENEZO et al. 2016).

o Proteinas: Por possuir muitos sitios reativos, a extracao do H* do carbono
a induz uma fragmentacao das cadeias e, consequentemente, uma oxidacao de quase todos os
tipos de aminoécidos (mais frequentemente em prolina, arginina e lisina). Adicionalmente,
proteinas podem conter sitios de ligagdo com metais, que sdo passiveis de oxidagdo/reducao.
Essas reacGes podem ativar proteases celulares, e, consequentemente, induzir protedlise.

. Lipideos: A peroxidacdo lipidica ocorre, geralmente, pelo ataque do
radical hidroxil, o qual retira um atomo de hidrogénio, deixando um elétron desemparelhado no
carbono. Essas oxidagcbes modificam as propriedades fisico/quimicas das membranas
plasmaticas e alteram sua fluidez e permeabilidade (HALLIWELL 1996).

No intuito de manter os niveis fisioldgicos de ROS e prevenir o estresse
oxidativo, o excesso dessas espécies reativas deve ser constantemente neutralizado. Para isso,
um sistema antioxidante celular é acionado (SMITH e MONTEIRO DA ROCHA 2012).
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2.3 — Sistemas antioxidantes

Os antioxidantes sdo definidos como moléculas que, quando em baixas
concentracdes, sdo capazes de inibir a oxidacdo de outras moléculas. Dentro desse grupo,
encontram-se algumas enzimas, aminoacidos, vitaminas, substratos energéticos e compostos
tiois, os quais agem por diferentes mecanismos: quelantes, sequestradores de ROS ou redutores
(GUTTERIDGE e HALLIWELL 2000). Eles compdem, de maneira complexa, um eficiente
sistema de defesa, 0s quais podem ser classificados em sistemas de defesa enzimaticos e ndo
enzimaticos, responsaveis por reciclar ou sintetizar substratos para as defesas enzimaticas ou
ainda, podem servir como substrato oxidavel para as espécies reativas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE 2015).

Antioxidantes enziméticos

Os componentes do sistema antioxidante enzimatico possuem um papel chave
na prevencao dos danos oxidativos causados pelas espécies reativas de oxigénio. As enzimas
interceptam os ROS antes que elas cheguem ao alvo. Fazem parte dessa categoria as enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX) e peroxiredoxina
(PRDX) (HALLIWELL e GUTTERIDGE 2015, KHAZAEI e AGHAZ 2017).

No que se refere a SOD, quatro classes ja foram descritas: Mn-SOD, localizada
na mitocondria; Cu-SOD e Zn-SOD, localizadas no citosol, lisossomos, nicleo e mitocondria
(membrana interna e externa) e SOD extracelular. Sua funcdo consiste em dismutar o anion
superoxido em peroxido de hidrogénio (H202), considerado um dos mais abundantes ROS
existentes na célula (HALLIWELL et al. 1992, GUTTERIDGE e HALLIWELL 2000, RAHA
et al. 2000). Essa espécie reativa de oxigénio (H202) é neutralizada pela CAT e pela GPX
(Figura 1).

A catalase, encontrada apenas nos peroxissomos, € uma das mais eficientes
enzimas conhecidas e ndo sofre qualquer influéncia na sua atividade em decorréncia da
concentragdo de H>O> (MICHIELS et al. 1994, LLEDIAS et al. 1998). Entretanto, atua apenas
contra o peroxido de hidrogénio (Figura 1).

A glutationa peroxidase, por sua vez, possui um espectro de atuagcdo mais amplo,
pois alem de agir no H2O», atua na reducdo de hidroperoxidos lipidicos, convertendo-os em
H20 (LIMAYE et al. 2003). Ela possui 4 formas e locais distintos: GPX 1 ou classica, localizada
no citoplasma; GPX 2 ou gastrointestinal; GPX3 ou plasmatica, encontrada no plasma

sanguineo; e GPX4, encontrada no citoplasma. Essas enzimas atuam sobre os perdxidos de



19

residuos de acidos graxos nas membranas e lipoproteinas, e reduzem o hidroperdxido da
timina, resultante do ataque de ROS a base timina do DNA (RAYMAN 2000).

As peroxiredoxinas (PRDXs) constituem uma familia de peroxidases muito
eficientes, que reduzem os perdxidos a partir do residuo de cisteina em sua estrutura (CHAE et
al. 1999, WOO et al. 2010). Atualmente, seis isoformas de peroxiredoxinas (PRDX 1 a 6) foram
isoladas e divididas em trés subgrupos (2-Cys, 2-Cys atipica e 1-Cys). Formam, juntamente
com as tioredoxinas (TRX), umas das primeiras linhas de defesa contra 0 H20. produzido na
cadeia respiratoria mitocondrial (SPYROU et al. 1997). Os 2 residuos de cisteinas presentes em
sua estrutura molecular dimérica (uma cisteina em cada mondmero) servem como local
primario de oxidacao dos peroxidos. Como processo final dessa reacéo, dissulfitos sdo gerados,
0s quais poderao ser reduzidos pela TRX (WOOD et al. 2003), glutationa redutase ou NADPH
para a sua forma original. Além de sua atividade de peroxidase, 0s membros da subfamilia 2-
Cys atuam como sensores de perdxido para outras proteinas. A hiperoxidacdo da 2-Cys
peroxiredoxina — oriunda da oxidacdo dos dois residuos de cisteina — resulta em uma
transicdo do dimero para um decamero, o qual pode sofrer agregacdo com outros decameros.
Essas formas decaméricas e agregadas ganham funcéo de proteina chaperona (JANG et al.
2004). Esse equilibrio de dimeros, decameros e complexos de alto peso molecular depende do
estado redox da cisteina catalitica. A hiperoxidagao favorece a formacéo de complexos de alto
peso molecular — as quais exibem uma atividade de chaperona. J& a reducdo da enzima leva a
uma reativacdo da atividade de peroxidase e suprime, concomitantemente, a atividade de
chaperona ao mudar o equilibrio em favor dos dimeros (RHEE e WOO 2011). Esse grupo
enzimatico possui, portanto, duas funcdes: de peroxidase (quanto em forma de dimeros) e de
chaperona (em forma de decameros).

Antioxidantes ndo enzimaticos

Essa classe engloba compostos ndo enziméaticos — geralmente pequenas
moléculas — com funcdo antioxidante, tais como compostos tidis (glutationa, cisteamina),
aminoacidos (taurina e hipotaurina), vitaminas como o- tocoferol, &cido ascérbico
(GUTTERIDGE e HALLIWELL 2000, HALLIWELL e GUTTERIDGE 2015), além de
substratos energeticos, como o piruvato (SMITH e MONTEIRO DA ROCHA 2012).

A glutationa, um tripeptideo tiol (y-glutamil-L-cisteinilglicina), é o maior
composto sulfidrico ndo proteico presente nas células de mamiferos. Detém um papel chave

como cofator na familia das peroxidases. Ainda, a GSH esta envolvida no metabolismo do acido
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ascorbico, comunicacdo intercelular, transporte intracelular de cobre, além de prevenir
proteinas com grupo -SH da oxidacdo. A glutationa pode quelar ions de cobre e diminuir sua
habilidade em gerar ROS. Participa na detoxificacdo de compostos exdgenos e endogenos,
mantendo o estado redox intracelular (LUBERDA 2005). A capacidade redutora da glutationa
confere uma acdo protetora contra danos oriundos do estresse oxidativo. A glutationa é
encontrada em duas formas: a forma reduzida (GSH) e a forma oxidada (GSSG). O mecanismo
de oxirreducdo ocorre na presenca das enzimas glutationa peroxidase (1) e/ou glutationa
redutase (2), conforme demonstrado a seguir.
(1) 2GSH + H202 — GSSG + 2H20
(2)  GSSG + 2NADPH + H — 2GSH + 2NADP+

A cisteamina atua na reducdo do radical hidroxil além de ajudar, em partes, na
conversdo da glutationa oxidada (GSSG) para glutationa reduzida (efeito similar ao da
glutationa redutase). Outra funcdo antioxidante indireta da cisteamina consiste em aumentar o0s
niveis de glutationa, pois possibilita uma maior disponibilidade do amino&cido cisteina,
precursor desse tiol (ISHII et al. 1981, RATHBUN e MURRAY 1991). Ao ser oxidada pelo
radical hidroxila, a cisteamina é convertida em hipotaurina (Figura 1), que por sua vez reage
com espécies reativas de oxigénio, neutralizando-as. Em decorréncia dessa reacdo, a
hipotaurina rapidamente se torna taurina, a qual possui a fungcdo de interacdo com alguns
aldeidos (citotoxicos) oriundos da oxidacao lipidica causadas pelo ROS.

O acido ascorbico (vitamina C) possui uma alta atividade antioxidante, assim
como o a- tocoferol (vitamina E). Quando suplementados em cultivo embrionario in vitro de
diversas espécies de mamiferos, as taxas de embriGes aumentaram e os danos no DNA
reduziram de maneira significativa (OLSON e SEIDEL 2000, KITAGAWA et al. 2004,
NATARAJAN et al. 2010).

O piruvato, oriundo da glicolise, além de ser fonte de producdo de ATP, atua
como agente antioxidante. Na presenca de peroxido de hidrogénio, o piruvato é descarboxilado
para produzir acetato, didéxido de carbono e 4gua. Ainda, o piruvato, quando suplementado em
meios de cultivo celular, é capaz de proteger a célula contra apoptose (SMITH e MONTEIRO
DA ROCHA 2012).
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Figura 1: Mecanismo de neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos sistemas enziméticos e nao
enziméticos. H4 uma rede de interacBGes entre o sistema antioxidante enzimatico, pelas enzimas superéxido
dismutase (1), glutationa peroxidase (2) e catalase (3), com intuito de reduzir ou neutralizar as espécies reativas
de oxigénio oriundas do metabolismo celular, como o &nion superdxido (x), peroxido de hidrogénio (y) e radical
hidroxila (z). Esse ultimo é neutralizado pela a¢do de antioxidantes ndo enzimaticos, como a cisteamina, que ap6s
ser oxidada pelo radical hidroxil (z), é convertida em hipotaurina (a) €, logo em seguida é convertida em taurina
(b), cuja funcéo € eliminar alguns metabdlitos (aldeidos) oriundos da oxidacdo lipidica causada pelos ROS. Fonte:
Adaptado de (SMITH e MONTEIRO DA ROCHA 2012).

Os agentes queladores ou quelantes sdo moléculas com pelo menos dois grupos
carregados negativamente, os quais lhes permitem formar complexos, ou quelatos, com ions
metalicos que possuem mdltiplas cargas positivas. Os grupos carregados negativamente,
normalmente contendo oxigénio, enxofre ou nitrogénio, estdo dispostos de maneira espacada
ao longo da molécula, o que permite a formacdo de um anel com pelo menos uma ligacao
covalente entre o quelante e o ion (LINDENBAUM 1973). Os anéis mais estaveis sdo aqueles
gue possuem entre 5 e 7 ligacdes, ou pontos de contato. Essa configuracdo geométrica remete
a uma garra (chele, em grego), que deu origem a palavra quelante.

Os quelantes sdo fundamentais dentro da maquinaria celular para impedir a
propagacdo de ROS, pois sequestram os ions metalicos e, com isso, impedem a participacéo

deles na reacédo de Fenton (Figura 2), cruciais para a formacéo do radical hidroxil.
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Figura 2:Reacéo de Fenton.

A reacdo de Fenton forma radicais hidroxil a partir do perdxido de hidrogénio e metal. Essas reacGes sdo catalisadas
pelos fons ferroso (Fe?*) e férrico (Fe3*). O primeiro passo da reacdo (1) é a reducéo do ion Fe** para Fe?* pela
superoxido. Assim, o oxigénio é gerado. A reacdo de Fenton (2) é a segunda etapa, cujo o H20; é convertido em
radical hidroxila, ao passo que o ion ferroso é oxidado em ion férrico. Fonte: Adaptado de (SMITH e MONTEIRO
DA ROCHA 2012).

Os antioxidantes com atividade enzimatica e ndo enzimatica estdo presentes,
naturalmente, no aparelho reprodutivo feminino dos mamiferos (Utero, tuba uterina) e nos
embrides. Ha relatos de transcritos das enzimas SOD, GPX, CAT tuba uterina de bovinos,
suinos, humanos, camundongos e coelhos (NODA et al. 1991, LAPOINTE et al. 1998,
LAPOINTE e BILODEAU 2003). Alem disso, os antioxidantes ndo enzimaticos como a
glutationa, cisteamina, hipotaurina e taurina também ja foram isolados de fluido folicular, Gtero
e tuba uterina (CASSLEN 1987, GUERIN et al. 1995). Adicionalmente a todos esses
mecanismos eficientes de combate ao excesso de ROS, a concentracdo de O> no ambiente
tubarico é de, aproximadamente, 2 a 6% (PABON et al. 1989, FISCHER e BAVISTER 1993).
Dessa forma, a propensdo para producdo de espécies reativas no local de desenvolvimento
embrionario nos mamiferos tende a ser mais baixa quando comparada ao ambiente laboratorial
(AGARWAL e ALLAMANENI 2004).

Considerando que no ambiente in vitro muitas dessas defesas podem né&o estar
presentes, ou serem insuficientes para lidar com o aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio, o uso de moléculas antioxidantes para melhoria de processo, torna-se imprescindivel.
Vaérias pesquisas com foco em diferentes fontes de antioxidantes exogenos, como medidas

paliativas para incrementar a taxa e a qualidade embrionéria, tém sido realizadas.

2.4 Uso de antioxidantes na producéo in vitro de embrides.

Com o intuito de minimizar os efeitos do estresse oxidativo € mimetizar o

ambiente fisioldgico, a adicdo de compostos antioxidantes no sistema de producao de embrides
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tem se tornado uma rotina. Diversos deles, encontrados no trato reprodutivo e em fluidos
seminais, sdo utilizados nos meios de maturacdo ou cultivo embrionério e tem demonstrado
melhorias nas taxas e na qualidade embrionaria (AGARWAL et al. 2014). Os compostos sao
variados e abrangem desde antioxidantes enddgenos, tais como a taurina, hipotaurina, L-
carnitina, horménios (melatonina), vitaminas (acido ascérbico), compostos tidis — como a
glutationa e cisteamina (SMITH e MONTEIRO DA ROCHA 2012), até compostos naturais,
obtidos de plantas medicinais, como os compostos fendlicos (WANG et al. 2007, WANG et al.
2007, YU et al. 2014).

A taurina é rotineiramente utilizada nos meios de cultivo embrionario de
mamiferos. Ela propicia um aumento no nimero de células embrionarias em camundongos e
coelhos (DUMOULIN et al. 1992, L1 et al. 1993), além de contribuir com o equilibrio osmético
dos embrides (DUMOULIN et al. 1997). A hipotaurina pode ser sintetizada a partir da cisteina
e atua como sequestrador (scarvenger) durante o cultivo embrionario in vitro, promovendo uma
melhoria nas taxas de blastocistos bovinos (GUERIN et al. 1995).

A L-carnitina previne os prejuizos da beta-oxidacao ocorridos na mitocéndria,
repara as oxidacdes lipidicas na membrana plasmatica (DUNNING e ROBKER 2012), além de
reduzir apoptose (DOKMECI 2005), os niveis de ROS e aumentar as concentra¢cdes de GSH
(MISHRA et al. 2016). Quando adicionados ao meio de cultivo de embrides murinos,
Abdelrazik et al (2009) relataram um significativo decréscimo nos danos causados no DNA.

Diversos meios de cultivo adicionam vitaminas em seu preparo, de maneira
individual ou uma mistura delas. A vitamina E (a — tocoferol) € um potente antioxidante usado
no cultivo embrionario, pois promove melhorias na taxa de clivagem, mdrula e blastocisto
(GUIMARAES et al. 2016). O seu efeito € maior em sistemas de cultivo com alta tensdo de O
(20%) do que em baixa tensdo (5%) (NATARAJAN et al. 2010)

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um horménio produzido pela
glandula pineal e possui um importante papel no controle de espécies reativas de oxigénio, pois
sequestra esses derivados toxicos. Também modula a expressdo génica de enzimas
antioxidantes, como a superéxido dismutase (MEHAISEN et al. 2015). Em contraste a outros
antioxidantes, a melatonina ndo participa de outros ciclos de oxirreducdo, pois, uma vez
oxidada, ela gera produtos estaveis, incapazes de participar, novamente, de tais processos redox
(RODRIGUES-CUNHA et al. 2016). Ainda assim, seu uso tem propiciado importantes
acréscimos na qualidade dos blastocistos produzidos in vitro (CRUZ et al. 2014, MARQUES
et al. 2018).
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O uso de moléculas precursoras de glutationa, como a cistina, cisteina, -
mercaptoetanol, também promovem um incremento nas taxas e qualidade embrionaria, seja
adicionado ao meio de maturagdo e/ou meio de cultivo (TAKAHASHI et al. 1993, CAAMANO
etal. 1996, DE MATOS e FURNUS 2000, DE MATOS et al. 2002, TAKAHASHI et al. 2002,
HOSSEINI et al. 2009).

2.4.1 — Uso de compostos fendlicos como antioxidante

Um instigante fendmeno intitulado como “o paradoxo francés”, por Renaud e
De Lorgeril em 1992, induziu um interesse global nos potenciais efeitos benéficos oriundos dos
compostos fendlicos. Tal paradoxo referia-se a baixa incidéncia de doengas coronarias nos
franceses, conhecidos pela alimentacdo bastante gordurosa e pelo consumo de tabaco. A alta
ingestdo de vinho, rico em polifendis, foi uma das explicacdes para tal episodio. De fato, sabe-
se que esses metabolitos secundarios de plantas (compostos fendlicos), de alguma maneira,
diminuem os riscos dessas doengas (RENAUD e DE LORGERIL 1992).

Os compostos fendlicos sdo encontrados em diversas plantas e frutos, como uva,
azeitona, brocolis, café, cha, vinho, grdo e cereais em geral. S&o responsaveis, muitas vezes,
em conferir as cores atrativas das folhas, frutos e flores (LEOPOLDINI 2011). Com
aproximadamente 8.000 ja identificados, os compostos fendlicos possuem uma caracteristica
estrutural em comum: o fenol (um anel aroméatico com pelo menos um grupo hidroxila). Esses
compostos abrangem desde moléculas mais simples, com apenas um fenol (como &cidos
fenolicos), a compostos polimerizados (polifendis) complexos, como o0s taninos. Sao
subdivididos em quatro grupos:

o Acidos fendlicos, como o acido clorogénico, presente no café;

o Estilbenos, como o resveratrol, presente nas uvas e vinho;

o Ligninas, como as lignanas encontradas na linhaca;

o Flavonoides, como as antocianinas, encontradas em frutas vermelhas.

Os flavonoides compdem o maior grupo de baixo peso molecular, estratificado
em diversas subclasses: flavononas, isoflavonas, flavandis (catequinas, quercetina, miracetina),
flavonas (apegenina, lutelolina, diosmetina), flavonois e antocianinas (BRAVO 1998), de
acordo como grau de insaturagdes e oxidacdes do carbono (Figura 3). O forte poder antioxidante
dos flavonoides é umas das propriedades mais documentadas (HANASAKI et al. 1994,
BURDA e OLESZEK 2001). Sua estrutura molecular € ideal para tal atividade, pois confere

uma alta capacidade em doar 4&tomos de hidrogénio ou transferir elétrons. Os flavonoides
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possuem, ainda, uma atividade quelante de ions metalicos e isso impede, portanto, a formacéo
de radicais livres (LEOPOLDINI et al. 2006).

COOH

RE R3
R4
benzoic acid derivatives flavone flavanone

flavanol stilbenes

Figura 3: Esqueleto molecular do acido benzoico (fenol simples) e de polifenois (flavonoides e estilbeno).
Adaptado de (LEOPOLDINI 2011).

H4, na literatura, relatos de producdo de compostos antioxidantes em diversas
plantas tipicas do cerrado. Em um estudo recente, Siqueira e colaboradores (2013) mensuraram
a guantidade de compostos bioativos (polifendis, vitamina C e carotenoides) de frutos de 12
exemplares desse bioma: araticum (Annona crassiflora), baru (Dipteryx alata), cagaita
(Eugenia dysenterica), cajuzinho (Anacardium humile), guariroba (Syagrus oleracea), inga
(Inga laurina), jatobd (Hymenaea stigonocarpa), jenipapo (Genipa americana), jurubeba
(Solanum paniculatum), lobeira (Solanum grandiflorum), mangaba (Hancornia speciosa) e
tucum (Bactris setosa). A quantidade de flavonoides, antocianinas, vitamina C e carotenoides
foi maior nessas plantas em relacdo a macéa verde. A cagaita, por exemplo, possuia 4,4 vezes
mais polifendis do que a maca verde. Além disso, os autores observaram que, para algumas
plantas, o teor desse composto fenolico também foi maior do que exemplares de plantas obtidas
do nordeste brasileiro. A grande quantidade de compostos fendlicos, presente em determinada
amostra de planta, esté correlacionada com a sua atividade antioxidante (TAKAO et al. 2015).
Diante disso, a utilizagéo de extratos obtidos de plantas do cerrado, como agentes antioxidantes,
em tecnologias de reproducéo assistida pode vir a ser uma alternativa interessante no combate

as adversidades geradas no processo.
2.4.2 — Compostos fendlicos utilizados na produgdo in vitro de embrides.

A quercetina, flavonoide presente na dieta humana, é encontrada em altas
concentragcdes no brdcolis, macé, cebola, repolho, dentre outros. Ao adiciona-la no meio de
maturacgdo de ovocitos de bovinos, na concentracdo de 2uM, Sovernigo et al, (2017) obtiveram
uma reducdo significativa na producao de ROS. A vitamina C, na concentracdo de 50 pg/mL,
nesse mesmo trabalho, também diminuiu a producdo de ROS. Kang et al, (2013) constataram
significativos decréscimos nos niveis de ROS em embrides suinos cultivados in vitro com a

adigéo de quercetina (1 pug/mL).



26

O resveratrol, composto fendlico da classe dos estilbenos, é encontrado em uvas
e vinhos. Kwak et al (2012), ao usé-lo numa concentracdo de 2uM, em ovdcitos de suinos,
relatam uma relativa diminui¢do na producéo de ROS, assim como um incremento na sintese
de GSH e um aumento nas taxas de blastocisto e no nimero de células embrionarias. Sovernigo
et al (2017), ao usar a mesma concentracdo de resveratrol na maturagdo ovocitaria, obtiveram
decréscimos nos niveis intracelulares de ROS em embriGes de bovinos.

You et al (2010), ao utilizarem 0,1pug/mL de antocianina no meio de maturacéao
de ovocitos de suinos, aumentaram as taxas de blastocistos oriundos de transferéncia nuclear
em 16%, além de reduzirem a produgdo de ROS. A icarina, flavonoide encontrado nas folhas
de Epimedium brevicornum (planta natural da Asia), em uma concentracéo de 40uM, diminuiu
a producdo de ROS e aumentou a taxa de blastocisto, quando adicionada ao meio de cultivo
embrionario de camundongos (YE et al. 2017).

Os compostos fenodlicos do cha verde sdo 0s maiores componentes
hidrossollveis presentes na bebida, tais como a epicatequina, a epigalocatequina. Em uma
concentracdo de 15uM de polifendis do cha verde purificados, Wang e sua equipe (2007)
mostraram melhorias na maturacdo ovocitaria de bovinos, além de um aumento nos niveis
intracelulares de glutationa. Essa mesma equipe, em um estudo a posteriori, constatou que além
desses beneficios, os flavonoides do cha verde (adicionados na maturagdo e cultivo
embrionario, numa concentracdo de 15uM — com 10% epicatequina e 50% de
epigalocatequina) foram responsaveis por reduzir as taxas de apoptose e induzir aumento dos
transcritos de enzimas pertencentes ao sistema celular antioxidante, como a SOD1, CAT e GPX,
em células embrionarias de bovinos. Ainda, os embrides cultivados sob a presenca desses
compostos fendlicos resultaram em maiores taxas de gestacdo em bovinos (WANG et al. 2013).

A antocianina — composto fendlico responsavel pela coloracdo
roxa/avermelhada do acai, framboesa, amora, cereja e jabuticaba — difere, em sua estrutura
molecular, dos outros flavonoides, por conter um atomo de oxigénio em um dos aneis
(LEOPOLDINI 2011). Em cultivo celular, Lazze e colaboradores (2003) descreveram um alto
poder inibitério na producdo de ROS causado pela antocianina. Ja em cultivo embrionario de
bovinos, Sakatani et al. (2007) encontraram achados similares aos de Lazze em relagdo ao
decréscimo dos niveis de ROS e, ainda, citam um aumento de glutationa reduzida em embrides
submetidos ao estresse termico quando adicionaram no cultivo extrato de batata doce roxa

(Ipomoea batatas), fonte desse composto fenolico. You et al (2010), ao utilizarem 0,1ug/mL
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de antocianina no meio de maturacdo de ovocitos de suinos, aumentaram as taxas de

blastocistos oriundos de transferéncia nuclear em 10%, além de reduzirem a producéo de ROS.

2.4.3 — Criopreservacgao de embrides PI1V cultivados com compostos antioxidantes.

As condicBes de cultivo embrionério in vitro afetam a qualidade dos embribes
produzida e, consequentemente, os deixam mais susceptiveis as injurias oriundas do processo
de criopreservagdo. Para produzir embriGes mais criotolerantes, diferentes estratégias sdo
utilizadas, incluindo a utilizacdo de moléculas antioxidantes para minimizar os efeitos
deletérios do cultivo em laboratdrio.

Alguns antioxidantes sintéticos como o B-mercaptoetanol, ja foram utilizados
com esse proposito. Entretanto, ainda ha divergéncia na literatura sobre o seu real efeito
protetor/toxico (HOSSEINI et al. 2009, FIDELIS 2014). Por esse motivo, compostos
antioxidantes naturais tém sido utilizados para o incremento da qualidade embrionaria e
resisténcia ao processo de criopreservacdo. Nesse contexto, compostos como o resveratrol,
carotenoides (crocetina), melatonina, L-carnitina, quercetina, &cido ascorbico ja foram
adicionados aos meios de cultivo com o objetivo de melhorar a qualidade e criotolerancia
embrionaria (TAKAHASHI et al. 2013, CASTILLO-MARTIN et al. 2014, SALZANO et al.
2014, WANG et al. 2014, MEHAISEN et al. 2015, ZULLO et al. 2016, ABE et al. 2017,
HAYASHI et al. 2018, SARAIVA et al. 2018, MADRID GAVIRIA et al. 2019, ZOLINI et al.
2019).

No entanto, nem todos os compostos usados demonstraram o0s resultados
esperados. O uso da L-carnitina, por exemplo, ndo alterou as taxas de re-expansdo, eclosao e
apoptose de embrides ovinos criopreservados (SARAIVA et al. 2018), assim como em
blastocistos de bovinos, conforme descrito por Zolini et al (2019). Ja os efeitos benéficos do
resveratrol foram descritos na criopreservacdo de sémen de bufalo (LONGOBARDI et al.
2017), ovécitos de suinos e bovinos (GIARETTA et al. 2013, SOVERNIGO et al. 2017,
SPRICIGO et al. 2017), mas ndo em blastocistos criopreservados de bovinos, suplementados
com esse polifenol durante o cultivo (MADRID GAVIRIA et al. 2019). A crocetina (polifenol
encontrado no acafrdo) em contrapartida, foi capaz de melhorar a criotoleréncia de embriGes
bovinos, quando acrescentada durante o cultivo (ZULLO et al. 2016).

As variagOes nos resultados de criotolerancia deixam clara a necessidade de

buscar alternativas para solucionar esse entrave, tais como compostos antioxidantes mais
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estaveis, de baixa toxidade e alto efeito protetor. Por essa razdo, pesquisas com compostos
naturais com alto poder antioxidante, oriundos do cerrado brasileiro, tém despertado grande

interesse de grupos de pesquisas.
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CAPITULO 2

EXTRATO ETANOLICO DE FOLHAS SECAS DE PLANTAS DO CERRADO
MELHORA A QUALIDADE DE EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO.
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1 RESUMO

O cultivo in vitro induz uma producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), que
afeta a producdo e qualidade dos embrides. Compostos antioxidantes sintéticos ja foram
utilizados para minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo em embrides produzidos in
vitro (PIVE) e, consequentemente, melhorar sua qualidade e criotolerancia. Entretanto, a
demanda para o uso por antioxidantes mais eficientes, estaveis, com propriedades relativamente
seguras e nao toxicas € crescente entre os grupos de pesquisa. Portanto, o presente estudo
avaliou o efeito de extratos etandlicos obtidos de folhas de plantas do cerrado, ricos em
polifendis, no cultivo de embrides bovinos. Quatro experimentos foram conduzidos para validar
um extrato etanolico capaz de minimizar os efeitos adversos do estresse oxidativo e melhorar a
qualidade embrionaria. Em um primeiro momento, comparou-se o extrato etanolico de folhas
secas de cinco plantas e selecionou-se duas com a maior capacidade antioxidante e com o maior
teor de compostos fendlicos. Apos essa etapa, foi determinada a melhor concentracdo dos
extratos etandlicos de cagaita (Eugenia dysenterica) e murici (Byrsonima crassifolia), a ser
utilizada durante o cultivo in vitro, na producdo embrionéria e na taxa de apoptose. Entdo,
avaliou-se a influéncia da suplementacdo dos extratos na producdo de ROS, de glutationa
(GSH) e na abundancia de transcritos de genes relacionados a apoptose e ao metabolismo de
ROS de blastocistos expandidos. Finalmente, foi avaliado o efeito da suplementacdo dos
extratos etandlicos de folhas secas de cagaita e murici, durante o cultivo embrionéario, na
criotolerancia dos blastocistos expandidos. Os resultados obtidos demonstraram uma reducao
significativa (p<0,05) na proporcdo de células apoptdticas de embrides cultivados com
0,01mg/mL de extrato etanolico de cagaita, além de induzir um aumento nos niveis de
transcritos de GPX4 e PRDX3. O extrato etanolico de murici também induziu um aumento na
abundancia de transcritos desses genes mas ndo reduziu a propor¢do de células apoptoticas.
Além disso, os blastocistos expandidos cultivados com os extratos, na concentracdo de
0,01mg/mL e criopreservados, pelo método de transferéncia direta, obtiveram taxas de eclosao
maiores e de degeneracdo menores (p<0,05) quando comparados ao grupo congelado sem a
suplementacédo prévia com os extratos. Ainda, a taxa de apoptose dos embrides cultivados por
12 horas ap0s a criopreservacdo foi menor (p<0,05) nos grupos previamente expostos aos
extratos durante o cultivo in vitro. Conclui-se que tais extratos podem ser uma alternativa para
aumentar a criotolerancia de embrides bovinos produzidos in vitro.

Palavras-chave: Compostos fendlicos; criopreservacgdo; antioxidantes.
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2 ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) induces excessive production of reactive oxygen species
(ROS), which affects blastocyst quality. Therefore, the supplementation of culture media with
antioxidants is an alternative to overcome oxidative stress damage. However, there is growing
demand for the use of antioxidant compounds that are more natural and less toxic in cell
cultures. Therefore, the present study aimed to evaluate the effect of ethanolic extracts from
cerrado leaves on IVP. Four experiments were conducted to identify an ethanolic extract
concentration that would minimize the adverse effects of oxidative stress and improve
embryonic quality. First, the antioxidant capacity and the amount of phenolic compounds of the
leaves were evaluated. Then, the best ethanolic extract concentration composed of cagaita
(Eugenia dysenterica) and murici (Byrsonima crassifolia) to be used during the in vitro culture
of in vitro produced embryos, was determined. Afterwards, we evaluated the influence of the
extract of both plants on the embryos’ oxidative metabolism and apoptosis, by ROS and
glutathione (GSH) production, while also evaluating the apoptosis and ROS metabolism gene
expression. In a subsequent step, the effect of the ethanolic extracts of dried cagaita and murici
leaves during embryonic cultivation on the cryotolerance of expanded blastocysts was studied.
The results showed a significant reduction in the proportion of apoptotic cells from embryos
cultivated with 0.01 mg/mL of cagaita ethanolic extract, besides inducing an increase in the
GPX4 and PRDX3 transcription levels. Murici ethanolic extract induced an increase in the
transcription abundance of these genes but did not reduce the proportion of apoptotic cells. In
addition, expanded blastocysts cultivated with extracts at a concentration of 0.01 mg/mL and
cryopreserved had higher hatching rates and lower degeneration rates when compared to the
frozen group previously supplemented with the extracts. Moreover, the apoptosis rate of
embryos cultured for 12 h after cryopreservation was lower in groups previously exposed to
extracts during in vitro cultivation. Such extracts may be used as alternatives to increase the
cryotolerance of in vitro produced embryos.

Key words: Phenolic compounds, cryopreservation, antioxidants
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3. INTRODUCAO

Dentre as biotecnologias de reproducéo assistida em bovinos, a producéo in vitro
de embrides (PIVE) se destaca no cenario nacional, tanto na bovinocultura de corte quanto na
bovinocultura de leite. Essa biotécnica permite a multiplicacdo rapida de animais geneticamente
superiores e, consequentemente, proporciona um ganho genético bastante expressivo em um
sistema produtivo. Nesse contexto, o Brasil assumiu uma posic¢ao de vanguarda ao consolidar-
se, ha mais de uma década, como um dos maiores produtores de embrides in vitro do mundo
(VIANA et al, 2018). Entretanto, apesar dessa posicdo bastante significativa na producédo
embrionaria, ainda ha um desequilibrio entre o nimero de embrides produzidos e a quantidade
de receptoras aptas disponiveis. Diante desse entrave, a necessidade de criopreservar embrides
excedentes torna-se evidente, pois possibiliza uma logistica economicamente vidvel para o
sistema agropecuario, fazendo com que a transferéncia embrionaria possa ser realizada em
momento mais adequado, de acordo com as condicBes da propriedade. Além do impacto no
setor produtivo, a criopreservacgdo é indispensavel para o comércio internacional de embrides e
na conservacdo de racas e espécies ameacadas de extingao.

Entretanto, os altos niveis de espécies reativas de oxigénio (do inglés — reactive
oxigen species — ROS) produzidos no sistema de cultivo in vitro induzem um estresse oxidativo
intracelular, responsaveis por causar injdrias moleculares e afetar a criotolerancia em embrides
PIVE (RIZOS etal. 2002, L1 et al. 2016, BOMFIM et al. 2017, ANDRADE et al. 2019). Com
iss0, para garantir um desenvolvimento embrionério adequado, um equilibrio entre a geracao e
a eliminacdo de ROS, fundamentais na transducgéo de sinais intracelulares (responsaveis pelo
controle do ciclo celular, diferenciacdo e apoptose), deve ser mantido (JONES e SIES 2015,
SIES 2017). Enquanto baixos niveis de ROS, produzidos in vivo por gametas e embrides, séo
necessarios para a fecundagdo e o desenvolvimento inicial (HARVEY et al. 2002,
SUNDERAM et al. 2014), altas concentracdes tém sido associadas a uma diminuicdo da

viabilidade embrionaria, por induzir danos as biomoléculas (oxidacdo de carboidratos e
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proteinas, fragmentacdo de A&cidos nucleicos, peroxidacdo de lipideos) e apoptose dos
blastdmeros (LEVY et al. 2001, LIU et al. 2003, NAVARRO et al. 2006).

Durante o desenvolvimento embrionario inicial, 0 ambiente tubarico fornece
nutrientes, horménios e fatores de crescimento até a chegada do embrido na luz uterina
(HANNAN et al. 2011, THOUAS et al. 2015). Esse cenario é muito diferente do ambiente de
cultivo in vitro, uma vez que a concentragcdo atmosférica de oxigénio usada (20%), a exposicao
excessiva dos gametas a luz, a auséncia de enzimas antioxidantes do trato genital, a utilizacdo
de excessivos volumes de meios de cultivo, além da natureza estatica do embrido durante o
cultivo, promovem um acumulo de ROS e toxinas no meio de cultivo, os quais afetam a
qualidade e a criotolerancia dos embrides produzidos in vitro (SMITH e MONTEIRO DA
ROCHA 2012, CASTILLO-MARTIN et al. 2014, WALE e GARDNER 2016).

Por esse motivo, a suplementacao de compostos antioxidantes durante a PIVE é
de suma importancia, uma vez que controla a producdo excessiva de ROS, além de melhorar a
qualidade de embrides. De fato, estudos tém mostrado que a suplementacdo do meio de
maturacao e/ou meio de cultivo embrionario com compostos antioxidantes, tais como a cisteina,
cisteamina, -mercaptoetanol e cistina, é capaz de promover um incremento nas taxas e na
qualidade embrionaria (TAKAHASHI et al. 1993, DE MATOS e FURNUS 2000, DE MATOS
et al. 2002, DE MATOS et al. 2002, FIDELIS 2014) . No entanto, nem todas as concentragdes
e nem todos os tipos desses compostos tidis demonstraram efeitos benéficos na PIVE em
diferentes espécies (DE MATOS et al. 2002, SONGSASEN e APIMETEETUMRONG 2002,
MERLO et al. 2016). Logo, a demanda por antioxidantes mais eficientes, estaveis, com
propriedades relativamente seguras e ndo toxicas é crescente entre 0s grupos de pesquisa.

Os compostos fendlicos, oriundos do metabolismo secundario de plantas,
possuem caracteristicas antioxidantes ja comprovadas, além de outras propriedades medicinais,
como anti-inflamatdrios naturais, antibidticos e antifungicos (COSTA et al. 2000, AMARAL
et al. 2014, CORREIA et al. 2016, BAPTISTA et al. 2018). O resveratrol, a icarina, a
quercetina, a antocianina, sdo compostos fenolicos ja testados na producao in vitro de embrides
de mamiferos que resultaram em um incremento na qualidade embrionaria (SAKATANI et al.
2007, YOU et al. 2010, KWAK et al. 2012, MUKHERJEE et al. 2014, ABE et al. 2017,
SOVERNIGO et al. 2017, SPRICIGO et al. 2017, YE et al. 2017, HAYASHI et al. 2018,
MADRID GAVIRIA et al. 2019). Isso sugere que 0s extratos de plantas podem ser mais uma

alternativa para melhorar resultados da PIVE, ndo sé devido a suas atividades antioxidantes,
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mas porque também podem ter outras propriedades, além do controle do estresse oxidativo, as
quais podem ser benéficas aos embrides.

Nesse contexto, o cerrado brasileiro, que é o segundo maior bioma da América
do sul e a savana mais rica do mundo no que se refere a diversidade biologica, torna-se uma
fonte potencial para a obtencdo de compostos antioxidantes naturais. As plantas adaptadas ao
solo e as condicgBes climaticas adversas (com intensas queimadas) podem ter desenvolvido
mecanismos moleculares eficientes de defesa contra ROS em seu processo de evolugédo, 0s
quais envolvem a producdo de potentes compostos antioxidantes, dentre outros compostos
bioativos, ja relatados por varios pesquisadores (SIQUEIRA et al. 2013, AMARAL et al. 2014,
TAKAO et al. 2015, BAPTISTA et al. 2018).

Considerando o grande potencial antioxidante das plantas do bioma cerrado e a
necessidade de testar novos compostos no controle do estresse oxidativo na rotina da PIVE
bovina, objetivou-se avaliar o efeito da suplementacdo do meio de cultivo com extratos

etandlicos de plantas do cerrado na qualidade e criotolerdncia de embrides bovinos.
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4. MATERIAL E METODOS

A menos que seja indicado, todos os reagentes utilizados foram comprados da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

4.1 Preparo dos extratos etanolicos de plantas nativas do cerrado.

As plantas selecionadas para obtencdo dos extratos foram: cajuzinho
(Anacardium humile), cagaita (Eugenia dysenterica), araticum (Annona montana), murici
(Byrsonima crassifolia) e jenipapo (Genipa americana). As folhas foram coletadas
manualmente, durante a estiagem de inverno (setembro de 2016) em Planaltina - Distrito
Federal - Brasil (latitude de 15°34’S e na longitude de 47°43°0). Apds a coleta e selecéo, as
folhas foram colocadas em estufa de secagem com circulacgdo e renovagao de ar a 37°C durante
48 horas. Depois de seco, o material foi triturado em moinho na granulometria de 1mm. O p6
resultante foi colocado em béquer com etanol 99,3% PA, numa propor¢do 1:10 peso/volume.
Em seguida, foi realizada a maceracdo (para obtencdo do extrato bruto) a temperatura ambiente,
sob agitacdo constante por 7 dias. ApoOs essa etapa, o material foi filtrado, passando por
evaporacao térmica, com auxilio de mantas aquecedoras reguladas a temperatura de 50° C. Os
extratos secos, depois de obtidos, foram armazenados, individualmente, em temperatura de -
20°C. Para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS (2,2- azino - bis
(ethylbenzo —thiazoline - 6 - sulfonic acid) e mensuragédo do teor de compostos fendlicos totais,
pelo método de Folin — Ciocalteu, os extratos foram diluidos em solucéo salina (NaCl 0,9%) a

uma concentracdo de 1mg/mL.
4.1.1 Ensaio da atividade antioxidante pela captura de radical livre — ABTS

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante dos extratos foi feita pelo
monitoramento do consumo do cation ABTSe+ pelas amostras, através da medida do
decréscimo da absorbéncia de solugdes de diferentes concentragbes. Esse método baseia-se na

geracdo do ABTSe+ (cor azul esverdeado) por meio da reagdo do ABTS com persulfato de
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potéssio, o qual possui absor¢do méxima em 734nm. Com a adi¢do de um antioxidante, ocorre
aredugdo do ABTS+e a ABTS, e consequentemente, ha perda da coloracdo do meio reacional.
Com a perda de cor, a porcentagem de inibicdo do ABTSe+ ¢ determinada em funcdo do
Trolox, um padrdo submetido as mesmas condicdes de analise do antioxidante (NENADIS et
al. 2004). Em suma, quanto menor o valor de absorbancia mensurado pelo espectrofotometro,
maior a atividade antioxidante.

Os extratos foram diluidos em solucdo salina numa concentracao de 1mg/mL.
Aliquotas de 30uL foram colocadas em tubos com 3 mL do radical ABTSe-+, homogeneizados
e lidos em espectrofotémetro (UV-1800, Shimadzu, Nakagyo/Kyoto, Japdo), a 734nm, ap0s
seis minutos. Todas as amostras foram feitas em triplicatas. Uma curva padrdo de absorbancia
do trolox (Figura 4) foi determinada em 5 concentragdes (100, 500, 1000,1500 e 2000uM/L).
A partir da equacdo gerada, a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox dos extratos foi

mensurada.
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Figura 4: Curva padrao de absorbancia do Trolox em micromolar por litro

4.1.2 Ensaio de determinagdo de compostos fenolicos por Folin Ciocalteu

A determinacdo do teor de compostos fenolicos dos extratos foi realizada
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, segundo Singleton (SINGLETON et al. 1999). A
solugéo de Folin foi preparada utilizando o reagente Folin-Ciocalteu (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e agua deionizada 1:1 (v/v). Foram adicionados 30uL do extrato etanodlico
(Img/mL) e 75uL da solugdo de Folin em um tubo eppendorf (Eppendorf, Sdo Paulo, Brasil).
ApoOs cinco minutos de reacdo, foram adicionados 75uL de solugdo de carbonato de sddio

(20%). Utilizou-se &gua deionizada até atingir um volume final de 600 pL. A solucéo reagiu
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por 30 minutos e a leitura feita em seguida, em espectrofotometro (UV-1800, Shimadzu) a
750nm. O écido gélico foi usado como padrdo. Os resultados foram expressos em mg de
equivalentes de acido galico (EAG) por 100g de extrato. Todas as amostras foram feitas em

triplicatas.
4.2 Producao in vitro dos embrides

Os ovacitos utilizados para a producdo in vitro de embrifes foram obtidos de
ovarios de abatedouro, os quais foram transportados ao laboratorio em solucédo salina (NacCl,
0,9%), suplementada com amicacina (250 pug/mL), em uma temperatura de 35°C. Os foliculos
de 3 a 8 mm foram aspirados com auxilio de seringa e agulha (18G). Os ovdcitos foram
selecionados de acordo com aparéncia e numero de camadas de células do cumulus e
homogeneidade de citoplasma. Apenas os classificados em graus | e Il foram utilizados
(STOJKOVIC et al. 2001). O tempo entre o inicio da aspiracdo dos ovarios de abatedouro até
a selecdo e maturacéo dos ovdcitos era de uma hora.

Durante cada etapa da PIVE, gotas com volume de 150uL do meio especifico
(maturacdo, fecundacdo ou cultivo) foram usadas e cobertas com 6leo mineral, mantidas em
estufas com atmosfera de 5% de CO,, com temperatura de 38,5° C e umidade controlada.

Na maturacdo in vitro, grupos de 25 a 30 ovocitos foram colocados em gotas de
150pL com meio de maturacdo in vitro (MIV) cobertas com 6leo mineral e incubados por 22 —
24 horas em estufa. O meio de MIV era composto de TCM 199 sais de Earl’s (Gibco BRL,
Burlington, ON, Canada) suplementado com 10% de soro fetal bovino SFB (Gibco), 10 pug/mL
de horménio foliculo estimulante (FSH), 1 pg/mL de L-glutamina, 250 mg/mL de sulfato de
amicacina.

Apb6s a MIV, os ovdcitos foram fecundados in vitro. As doses de sémen
utilizadas em todos os experimentos foram do mesmo touro e da mesma partida de
congelamento, previamente testadas. Os espermatozoides moveis foram selecionados pela
técnica de gradiente (90%:45%) de Percoll (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) em
microtubos, segundo descrito por Machado et al. (2009). A dose inseminante foi ajustada para
concentragdo final de 1 x 10° espermatozoides/mL. Os gametas foram co-incubados, por 12
horas, em meio de fecundagdo que consistiu de meio Tyrode Albumina Lactato Pyruvato
(TALP) suplementado com 2 mM de penicilamina, 1 mM de hipotaurina, 250 mM de
epinefrina e 10 pg/mL de heparina (PARRISH et al. 1995). Os provaveis zigotos foram lavados
e transferidos para o meio de cultivo Fluido Sintético de Oviduto SOF — suplementado com

aminoacidos essenciais e ndo essenciais, 0,34 mM de sodium tri citrato, 2,77 mM de myo-
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inositol e 5% SFB (HOLM e CALLESEN 1998), em uma atmosfera de 5% de CO2, com
temperatura de 38,5° C e umidade controlada. O momento da inseminagédo foi considerado
como dia 0 (zero). A taxa de clivagem foi avaliada em D2 (48 horas pds- inseminacao — pi). As

taxas de blastocistos foram analisadas em D6 (144 horas pi) e em D7 (168 horas pi).

4.2.1 Adicdo dos extratos etandlicos de folhas secas de cagaita e murici no meio de cultivo

embrionario.

Para todos os experimentos, 0 mesmo extrato etanélico seco, armazenado a -
20°C, foi utilizado. Uma solucdo estoque do extrato foi produzida com solucéo fisioldgica, a
uma concentracdo de 10mg/mL. Essa solucdo estoque do extrato, no momento de ser
adicionada ao meio de cultivo (SOF), foi diluida em solucdo fisiologica até alcancar as
concentragdes dos grupos tratados (Controle: sem adi¢do do extrato; 0,01mg/mL do extrato de
cagaita (Cag0,01) e de murici (Mur0,01); 0,1mg/mL do extrato de cagaita (Cag0,1) e de murici
(Mur0,1) e Img/mL do extrato de cagaita (Cagl) e de murici (Murl).

4.3 Mensuracdo de atividade antioxidante no meio de cultivo embrionario pelo método
ABTS

Para a mensuracdo da atividade antioxidante do extrato diluido em SOF, uma
aliquota (100pL) de cada grupo foi separada no momento do preparo das gotas de cultivo (DO).
Aos sete dias de cultivo, logo apos a avaliacdo dos embrides, foi retirada outra amostra (100pL)
do meio de cada grupo. Para avaliar o efeito do sistema de cultivo na atividade antioxidante dos
extratos testados (controle de estufa), uma outra placa foi preparada simultaneamente de forma
idéntica a descrita anteriormente, entretanto nenhum embrido foi colocado nas gotas. Amostras
de meio dessa placa também foram coletadas no DO e no D7. Todas as aliquotas obtidas de cada
grupo (Omg/mL; 0,01mg/mL; 0,1 mg/mL; 1 mg/mL) nos dois momentos (DO e D7), das duas
placas (placa de cultivo e placa controle sem embrido) foram armazenadas a -20°C até a analise
da atividade antioxidante pelo método ABTS. A analise da atividade antioxidante foi efetuada

conforme descrito no item 4.1.1.

4.4 Contagem total de células embrionarias e de células apoptoticas pelo método de
TUNEL.

Apenas blastocistos expandidos (BX) de cada grupo foram submetidos ao
método TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling —

Thermofisher, Waltham, MA, EUA) para determinar o nimero total de células e de células
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apoptdticas. O método utilizado consiste em detectar fragmentagdo do DNA, por meio de
incorporacdo de nucleotideos (d-UTP) marcados com corante fluorescente, na extremidade
3’0OH da quebra do DNA. Essa reacao ¢ catalisada pela enzima deoxinucleotidil terminal
transferase (ARAMA e STELLER 2006).

Os BX de cada grupo foram lavados em gotas de PBS suplementados com BSA
(Img/mL) e, em seguida, fixados em paraformaldeido a 3,7%, por 15min. Apoés fixados e
novamente lavados em PBS + BSA, os embrides foram incubados com Triton — X a 0,5%, por
20 minutos. A etapa de incubacdo dos blastocistos com a mistura enzimatica do TUNEL e Alexa
Fluor 488 era iniciada e permanecia por 1 hora, & 37° C, em uma camara escura. Apos lavagem
em PBS + BSA, os BX foram corados com o Hoechst 33342, por 15 minutos, sob a mesma
temperatura da etapa anterior. Finalmente, os embrides foram lavados, colocados em laminas
de vidro e observados em microscopio de epifluorescéncia (Axioplan 2, Zeiss®). Os filtros de
onda de excitacdo para o Alexa flor foi de 495nm, com emissdo de fluorescéncia em um
espectro de 520nm (cor verde). J& para a visualizacdo dos nucleos corados (em azul) com
Hoechst, a excitacdo necessaria era de 350nm, com emissdo de fluorescéncia em 461nm. O
numero total de células (cor azul), assim como o nimero de células apoptoticas (cor verde)
foram contados em microscopia de epifluorescéncia e a proporcdo apoptdticas/total foi
estabelecida.

4.5 Mensuracao de espécies reativas de oxigénio intracelular de embrides.

Os niveis intracelulares de ROS foram quantificados com o uso do diacetato de
6-carboxi-2 0,70 diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA), o qual foi dissolvido em
dimetilsulféxido (DMSO) e diluido em PBS a uma concentragcdo de 10 mM. Os blastocistos
expandidos de cada grupo foram lavados trés vezes em gotas de PBS suplementados com BSA
(Img/mL) e, em seguida, colocados em uma placa de quatro pogos — cada po¢o com 500 pL
de 10mM H2DCFDA. A placa foi mantida por 30 minutos, em atmosfera escura, a 38,5°C, em
uma placa aquecedora (WTA, Cravinhos SP Brasil). Apos a incubacdo, os embrides foram
lavados 3 vezes em gotas de PBS com BSA, colocados em uma placa de 35mm, com o fundo
modificado, para visualizacdo em microscopia confocal (TCS SP8, Leica Microsystems
Wetzlar Alemanha). Essa placa continha quatro gotas de 10 pL de PBS+BSA aquecidas, uma
para cada BX de cada grupo, e submersas em 6leo mineral. O corante H2DCFDA possui
absorcéo de 492-495nm e um maximo de emissdo a 517-527 nm. O laser usado foi de 488nm,
com poténcia laser de 9,14% para excitacdo e emissdo gravada na faixa entre 475 e 535 nm,

para obtencdo e quantificacdo das intensidades de sinal de fluorescéncia (pixels). Todas as
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aquisicdes de imagens foram feitam em um sistema vertical Leica SP8, usando lentes de 20x,
com abertura numérica de 1,0 e corte da imagem em 2,52jum para todos os embrides analisados,
assim como as demais configuracdes do microscépio. As imagens fluorescentes gravadas foram
analisadas com o auxilio do software de imagem Adobe Photoshop CC 2017 versdo 18.0.0
(Adobe Systems Incorporated, California, EUA). A resolucéo da figura foi de 72pixels e a
escala de intensidade foi de zero, para auséncia de fluorescéncia até 255, considerada 0 méximo

de fluorescéncia gravavel.
4.6 Mensuracao de glutationa intracelular de embrides.

Os niveis de GSH intracelulares foram quantificados com o marcador de
fluorescéncia Cell Tracker Blue — 4-clorometil-6,8-di  fluor-7-hidroxicocumarina
(Thermofisher), o qual foi dissolvido em DMSO e diluido em PBS a uma concentracdo de 10
mM. Os BX de cada grupo foram lavados trés vezes em gotas de PBS suplementados com BSA
(Img/mL) e, em seguida, colocados em uma placa de quatro pogos — cada po¢o com 500 pL
de 10mM do corante. A placa foi mantida por 20 minutos, em atmosfera escura, a 37,0°C, em
uma placa aquecedora (WTA). Os pocos dos grupos com os extratos foram suplementados com
0,01mg/mL do respectivo extrato. Apos a incubacdo, os embrides foram lavados 3 vezes em
gotas de PBS com BSA e, logo apdés, colocados em laminas para avaliagdo em microscopia de
fluorescéncia (Axioplan 2, Zeiss®). A sonda fluorescente Cell Tracker Blue é excitada em
350nm e a emissdo em 450nm. As imagens foram capturadas num aumento de 40x, com 10
segundos de exposicdo a luz ultravioleta. As imagens fluorescentes gravadas foram analisadas
com o auxilio do software de imagem Adobe Photoshop CC 2017 versdo 18.0.0 (Adobe
Systems Incorporated, California, EUA). A resolucdo da figura foi de 72pixels e a escala de
intensidade foi de zero, para auséncia de fluorescéncia até 255, considerada o maximo de

fluorescéncia gravavel.
4.7 Sintese de cDNA e polimerase chain reaction (PCR) em tempo real

Os niveis de transcritos de quatro genes relacionados ao metabolismo de ROS
(CAT- Catalase; SOD2 — Manganés superéxido dismutase; GPX4 — Glutationa Peroxidase 4;
PRDX3 — Peroxiredoxina 3), além de quatro genes envolvidos no processo de apoptose
(CASP3 — Caspase 3; CASP 8 — Caspase 8; BCL2L1 — B-Cell lymphoma protein 2; BAX —
BCL2 associated protein X) foram quantificados. O qPCR foi realizado em um 7500 Fast Real
Time PCR System (Applied Biosystem, Foster City, California, USA) usando trés réplicas

bioldgicas independentes. Os BX para quantificagdo dos transcritos foram produzidos (mesma
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metodologia descrita acima) até formar 3 pools contendo 18 embrides por pool para cada
tratamento, os quais foram armazenados, individualmente, em RNAlater at¢é o momento da
analise. O RNA total foi isolado usando o Kit RNeasy Plus Micro (Quiagen®, Hilden,
Germany), de acordo com instrucdes do fabricante (com pequenas modificacdes). O volume
total de RNA das amostras foi incubado diretamente com 1U DNase | (Invitrogen®/Life
Technologies, New York, USA) a 37 °C por 30 minutos. A sintese de cDNA foi realizada
usando SuperScriptlll (200 U / uL, Invitrogen) e primer Oligo-dT (0,5 ug / uL, Invitrogen) em
um volume final de 28 pL. As reacdes foram realizadas a 65 °C por 5 minutos e 42 °C por 60
minutos, seguido pela inativagdo da enzima a 70 °C por 15 minutos. A qPCR foi realizada
usando Fast Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems). As reacfes foram otimizadas para
promover eficiéncia de amplificacdo maxima para cada gene (90 — 100%) por calculos usando
as curvas padrdes relativas no programa 7500 2.0.3 (Applied Biosystems). Cada amostra foi
analisada em triplicata e a especificidade de cada produto de PCR foi determinada pela analise
da curva de melting e tamanho do amplicon em gel de agarose. As reacOes foram realizadas em
um volume final de 25 pL usando cDNA correspondente a 0,8 embrido. As condicdes dos ciclos
do PCR foram 95 °C por 5 minutos, seguido de 50 ciclos de desnhaturacdo a 95 °C por 15
segundos e entdo anelamento a 60 °C por 1 minuto. O nome, a sequéncia e concentracao do
primer, tamanho do amplicon e temperatura de anelamento de cada gene estdo listados na
Tabela 1.

Os niveis de expressdao dos trés genes constitutivos, Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), S-Actin (ACTB) e Peptidylprolyl isomerase A (PPIA)
foram submetidos ao programa de analise GeNorm, que indicou 0 GAPDH como o gene mais
estavel. Este gene foi usado como referéncia para normalizacdo dos dados. A expressao relativa
de cada gene foi calculada usando o método de AACt com corre¢do da eficiéncia pelo método
Pfaffl (PFAFFL 2001)
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Tabela 1: Informagdes dos primers especificos usados para amplificagdo dos genes para o RT- gPCR.

Tamanho Concentracao GeneBank

Genes Sequéncia de primer Amplicon  do primer NuUmero de
(pb) (nM) acesso/referéncia
F: GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA
GAPDH R: CCCTCCACGATG CCAAAGT 118 300 NM_001034034.2
F: TTG CTG GAA GCC ATC AAA CGT GAC
SOD2 135 300
R: AATCTGTAAGCGTCCCTGCTCCTT NM_ 201527
CASP3 F: GCC CAG GACTTT AGC AGT CA 185 250
R: AAATGT GAGCGCCTTTGT T NM_001077840.1
CASPS F: CAG AAC AGA TGG AAG CCT AT 209 250
R: GGT TAG GAT GGT CAG AAT GT NM_001045970.2
F: GAA TGA GGA GCA GAG GAA AC
CATALASE R: CTC CGA CCC TCAGAG ATT AG 241 300 NM_001035386.2
F: CGCCGAGTGTGGTTT AC
GPXx4 R: AGG TCC TTC TCT ATC ACC AG 315 300 NM_001346431.1
PRDX3 F: GGC AGG AAC TTT GAT GAG AT 205 300
R: GTG TGT AGC GGA GGT ATT TC NM_174643.1
BAX F: TGC AGAGGATGATCG CAGCTG TG 198 300
R: CCAATG TCCAGCCCATCATGGTC (MUNDIM et al. 2009)
BCLY-L1 F: GAG ATG CAG GTATTG GTG AG a4 250
R: GGT CAGTGT CTGGTCATT TC NM 001077486.2

F: primer forward; R: primer reverse
GAPDH: Gene constitutive

4.8 Criopreservacao dos blastocistos expandidos

Apb6s 168 horas de fecundacdo (D7), os blastocistos expandidos (BX) de
qualidade 1 e 2 (BO e MAPLETOFT 2013) de cada grupo foram criopreservados, de acordo
com o protocolo proposto por Sanches et al (2016). Resumidamente, os BX foram expostos a
solucdo de congelamento (com 1,5M de etilenoglicol) por dez minutos, em temperatura
ambiente (25°C). Apods esse tempo de estabilizacdo, 5 embrides de cada grupo foram envazados
em uma palheta de 0,25mL, alocados em uma coluna (1cm) com a solugéo de congelamento,
no centro da palheta. Outras quatro colunas foram formadas, com a solugéo de descongelamento
(0,75M de etilenoglicol), duas acima e duas abaixo da coluna central, todas separadas por
colunas de ar, com 1 cm cada. As palhetas foram colocadas em um equipamento de
congelamento (FreezeControl - Cryologic®, Blackburn, Victoria, Australia), previamente
estabilizado em -6°C. A cristalizacdo (seeding) dos BX foi induzida dois minutos apos a
insercdo das palhetas na maquina. Os embriGes permaneceram por dez minutos a -6°C até o
inicio da curva de resfriamento, programada para -0,5°C por minuto, até atingir -32°C. Ao

alcancar essa temperatura, 0os embrides foram submersos em nitrogénio liquido.
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4.8.1 Descongelamento dos blastocistos expandidos

Ap6s 5 minutos imersos em nitrogénio liquido, os embrides foram
descongelados, de acordo com o protocolo proposto por Sanches et al (2016). As palhetas foram
retiradas do nitrogénio liquido, expostas ao ar por 10 segundos €, logo em seguidas, submersas
em &gua, a 35°C, por 30 segundos. Apds o descongelamento, as palhetas foram secadas com
papel toalha e agitadas, para a mistura das solugdes dentro da palheta. Os embrides foram
retirados das palhetas e cultivados por 12 horas em estufa, com atmosfera de 5% de CO.,
temperatura de 38,5° C e umidade controlada. A partir de entdo, as avaliacdes de taxas de re-

expansao, eclosdo, degeneracdo, além da taxa de apoptose, foram realizadas.
4.9 Delineamento experimental.

EXPERIMENTO 1: Quantificacdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante de
folhas secas de plantas do cerrado brasileiro.

Neste experimento, cinco plantas nativas do cerrado foram selecionadas para
obtencdo do extrato etandlico das folhas secas. As espécies escolhidas fazem parte de um banco
de plantas do laboratério para pesquisas de atividades anti-helminticas, anti-inflamatorias e
antimicrobianas do Centro Universitario de Brasilia - UniCEUB. Foram elas: cajuzinho
(Anacardium humile), cagaita (Eugenia dysenterica), araticum (Annona montana), murici
(Byrsonima crassifolia) e jenipapo (Genipa americana). O objetivo do presente experimento
foi determinar qual dos extratos etandlicos de folhas secas possuia 0 maior teor de compostos
fenolicos totais (método de Folin-Ciocalteu) assim como a maior atividade antioxidante
(método ABTS).

EXPERIMENTO 2: Determinacdo das melhores concentracfes de extratos etanolicos de
folhas secas de plantas do cerrado brasileiro na producéo in vitro de embrides bovinos.

Os extratos etanolicos de folhas secas da cagaita e do murici mostraram, no
experimento 1, os maiores valores de atividade antioxidante e teor de compostos fenolicos totais
(Tabela 2). Portanto, foram escolhidos para serem utilizados no experimento 2.

O objetivo desse experimento foi determinar a concentra¢do mais adequada dos
extratos de folhas secas da cagaita (Eugenia dysenterica) e do murici (Byrsonima crassifélia),
adicionados ao meio de cultivo embrionario in vitro para o incremento na qualidade dos
embrides (Figura 5). Devido ao grande niumero de ovocitos necessarios por dia de manipulagéo

para a realizacdo do experimento, o extrato de cagaita e de murici foram usados em etapas
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separadas. Quatro tratamentos foram delineados para cada extrato sendo um grupo controle,
composto apenas com o0 meio de cultivo SOF sem adicdo de extrato (controle), e trés grupos
cultivados no SOF suplementado com concentragdo distinta dos extratos. O extrato de cagaita
possuia 0s seguintes grupos: grupo com 0,01lmg/mL do extrato (Cag0,01); grupo com
0,1mg/mL (Cag0,1) e Grupo com 1mg/mL (Cagl). Os grupos tratados com o extrato de murici
também foram denominados de maneira similar (Mur0,01; Mur0,1 e Murl).

Para avaliar a melhor concentracdo do extrato da folha seca de cagaita um total
de 390 embrides de 902 ovocitos (43,2% de taxa de blastocisto) foi produzido, em sete
repeticBes. Ja para o extrato de murici, foram utilizados 684 ovécitos que produziram, em seis
repeticdes, 196 embrides (taxa de blastocisto de 28,7%). Os parametros avaliados foram: taxa
de clivagem e de blastocisto, cinética de desenvolvimento embrionario, nimero total de células
e porcentagem de células apoptoéticas pelo método do TUNEL.

Para avaliar se a presenca do embrido e o tempo de cultivo afetam a atividade
antioxidante dos extratos presentes no meio SOF, para cada tratamento/réplica foi adicionado
um grupo, que consistia de uma gota com o meio suplementado com o0s extratos, mas sem 0s
embrides. A atividade antioxidante foi avaliada no meio em dois momentos no DO (preparacéo
das gotas) e no D7 de cultivo. As amostras de meios foram submetidas a avaliagdo de atividade
antioxidante pelo método ABTS

D-1 DO DO +12h D7 Q

| | I ABTS
I — b

MIV FIV Clv

Controle (Omg)
Cag 1mg/mL
Cag 0,1mg/mL

’

Taxa embrido

Cinética embrionaria|

Taxa apoptose

Controle (Omg)
Mur 1mg/mL
Mur 0,1mg/mL|

Murici

Figura 5: Esquema representativo do experimento 2 para avaliar a melhor concentracdo (Controle: 0 mg/mL;
0,01mg/mL; 0,1mg/mL; 1mg/mL) do extrato etanolico de cagaita e murici na producéo in vitro de embrides. As
variaveis avaliadas foram: taxa de embrido, cinética embrionaria e taxa de apoptose. A atividade antioxidante dos
extratos foi avaliada pelo método ABTS nas amostras colhidas do meio de cultivo no DO e no D7.
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EXPERIMENTO 3: Efeito dos extratos etanolicos de folhas secas de cagaita e murici no
metabolismo de ROS e apoptose de blastocistos produzidos in vitro.

O objetivo desse experimento foi avaliar a influéncia dos extratos na regulacao
do metabolismo de ROS e apoptose dos embrides. Nesta etapa, as melhores concentragdes dos
extratos de murici (Mur0,01) e cagaita (Cag0,01) — obtidas no experimento 2, pela avaliagéo
de taxa de embrido e apoptose — foram selecionadas. Além dos tratamentos com adicdo dos
extratos e do grupo controle, cultivado sob 20% de Oz, um outro grupo, cultivado em baixa
tenséo de O, (G5%), foi inserido com o objetivo de avaliar se a possivel reducéo de ROS devido
a presenca dos extratos cultivado em alta tensdo seria similar ao grupo cultivado com baixa
tensdo (Figura 6). Neste experimento, a producdo in vitro dos embrides seguiu o protocolo
descrito acima, exceto pelo grupo 5% de O, o qual foi realizada em estufa de baixa tensdo de
oxigénio (Eve, WTA, Cravinhos, SP, Brasil). Os provaveis zigotos desse grupo foram
desnudados com auxilio de um vértex (Scientific Industries, Nova York, EUA), em meio de
lavagem — composto de TCM 199 com sais de Hank’s (Gibco) suplementado com 1% de soro
fetal bovino SFB e 250 mg/mL de sulfato de amicacina — por 1 minuto a 10.000 rpm. Logo
apos a centrifugacdo eram transferidos para o cultivo em estufa de baixa tensdo de O por sete
dias.

Um total de 893 embrides de 2135 ovocitos (41,8% de taxa de blastocisto) foi
produzido nesse experimento, em dez repeticdes, e 0s parametros avaliados, nesse experimento
foram: mensuracdo dos niveis de ROS e de glutationa (GSH) e a quantificacdo dos niveis de
transcritos de genes relacionados ao estresse oxidativo e a apoptose em blastocistos expandidos.
Além desses parametros, as taxas de clivagem, blastocisto em D6 e D7 também foram

analisadas.
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D-1 DO D+12 h D7

MV FIV CIv Taxa de BX

Controle 20% O2

({ SEM ADIGAO DE EXTRATO

~

0,01mg/mL cagait

K[ COM ADIGCAO DOS EXTRATOS

[ Expressdo génica ROS e GSH] [Yaxa de blastocisto]

0,01mg/ml murici

Figura 6: Esquema representativo do experimento 3 para avaliar a modula¢do de ROS em embrifes produzidos in
vitro. Os grupos formados a partir do cultivo foram separados de acordo com a adi¢do do extrato etandlico (Grupo
0,01mg de murici e Grupo 0,01mg de cagaita). J& os grupos sem adi¢do de extrato foram subdivididos em dois
(grupo controle, com 20% de O e grupo 5% de O). Os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), glutationa
(GSH) e expressdo de genes relacionados ao metabolismo de ROS e apoptose foram avaliados em blastocistos
expandidos (BX), obtidos em D7.

EXPERIMENTO 4: Efeito dos extratos etanolicos de folhas secas de cagaita e murici na
criotolerancia de blastocistos expandidos produzidos in vitro.

Esse experimento teve por objetivo avaliar a criotolerancia dos embrides
cultivados com a suplementacdo dos extratos etanolicos secos de cagaita e murici. Os
tratamentos utilizados foram: controle fresco (Controle), ndo submetido ao processo de
congelamento, grupo controle congelado (GDT), Cag0,01, Mur0,01 e G5%, Todos o0s
blastocistos expandidos de qualidade 1 e 2, exceto do grupo Controle (o0 qual permaneceu em
temperatura ambiente), foram criopreservados conforme descrito por Sanches et al (2016).
Foram produzidos, em nove repeticdes, 860 embrides de 1824 ovocitos (47, 14% de taxa
embrionaria). Os parametros avaliados nesse experimento foram: taxa de re-expansao, eclosédo
e degeneracdo (12, 24, 36 e 48 horas ap0s o descongelamento e cultivo); producéo de ROS,
numero total de células e taxa de apoptose em BX com 12 horas de cultivo poés

descongelamento.
4.10 Andlise estatistica

A analise de atividade antioxidante pelo método ABTS assim como a quantidade
de fenois totais, pelo método de Folin-Ciocalceu foi feita por regressdo linear. As taxas de
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clivagem, de blastocisto em D6 e D7, cinética de desenvolvimento embrionério, re-expansao,
eclosdo, degeneracdo e apoptose, niveis intracelulares de ROS e GSH, assim como a abundancia
relativa de mRNA foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA), para dados
paramétricos, e Kruskal-Wallis para dados ndo parametricos. O teste de comparacdo de médias
foi feito pelo teste de Tukey, com 5% de significancia. Todas as anélises estatisticas foram
realizadas usando o software Prism 6, GraphPad, La Jolla, CA, EUA.
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5. RESULTADOS

EXPERIMENTO 1: Quantificacdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante de

plantas do cerrado brasileiro.

Dos extratos etandlicos de folhas secas das cinco plantas avaliadas, os dois
extratos com os maiores valores de atividade antioxidante foram o murici e a cagaita (p<0,05),
conforme demonstra a tabela 2. Ja em relacdo ao teor de compostos fendlicos totais, 0 extrato
de murici possuiu a maior concentracdo (p<0,05). A escolha dos dois extratos foi baseada na
atividade antioxidante. Por essa razdo, 0 murici e a cagaita foram selecionados para serem

testados no cultivo in vitro de embrides bovinos (experimento 2).

Tabela 2: Atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais (CFT) de extratos etandlicos de folhas secas
de plantas do cerrado.

Atividade antioxidante CFT
Plantas do cerrado (UM trolox/g)* (mg acido galico/100g)**
Araticum (Annona montana) 190,6 + 3,7° 192,15 +17,3°
Cagaita (Eugenia dysenterica) 729,72 + 10,22 201,15 + 10,7°
Cajuzinho (Anacardium humile) 397,35 + 4,2° 173,25 +11,9°
Jenipapo (Genipa americana) 89,18 * 3,8¢ 111,73 +12,4°
Murici (Byrsonima crassifélia) 844,02 +9,7° 259,22 + 13,8°

Letras distintas na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).
* Ainibicdo do radical ABTS dos extratos é determinada em funcéo do padréo de trolox em pM trolox/L de extrato
** A avaliacdo é feita pelo teste de Folin-Ciocalteu. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido
galico (padrdo) por 100g de extrato.

EXPERIMENTO 2: Determinacéo das melhores concentragdes do extrato etanolico de folhas

secas de cagaita e murici na producéo in vitro de embrides bovinos.

Para avaliar a melhor concentracdo do extrato da folha seca de cagaita um total
de 390 embrides de 902 ovocitos (43,2% de taxa de blastocisto) foi produzido, em sete

repeticdes (Tabela 3). Todos os grupos foram similares para a taxa de clivagem. Entretanto, o



59

grupo Cagl mostrou uma menor taxa (p<0,05) de blastocisto em D6 e em D7, quando
comparado ao grupo Cag0,01.
Tabela 3: Taxa de producéo e de células apoptéticas de blastocistos bovinos cultivados in vitro (porcentagem +

desvio padrdo) com diferentes concentracfes, em mg/mL, de extrato etandlico de folhas secas de cagaita (Eugenia
dysenterica).

Controle Cag0,01 Cag0,1 Cagl
Total de ovécitos (N) 222 223 231 226
Taxa de clivagem 80,6 £7,2 825+94 81+8,8 78,3+5,3

Taxa de blastocisto em D6 25,7 + 8,4 34,1+134* 255+82® 119+9,0°
Taxa de blastocisto em D7 455 + 5 42 50,2 + 14,4° 424 + 6,0 35+6,7°

Total de BX — TUNEL (N) 38 37 39 21
Numero total de células 140,6 + 29,9 1396 +31,7 1255+33,4 120,2+ 27,2
Proporcao apoptoticas/total 8,33 £ 2,42 2,8+21° 54+ 2,6 5+29°

Letras distintas na mesma linha diferem entre si (p<0,05).

Grupo Controle: sem adigéo do extrato.

Bx: Blastocisto expandido

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

O numero total de células dos blastocistos expandidos ndo diferiu entre os grupos
testados (p>0,05). Contudo, ao avaliar a proporcao de células apoptéticas em relacdo ao total
de células embrionaérias, o grupo Cag0,01 mostrou a menor taxa (2,8%) quando comparada aos
demais grupos. Os grupos Cag0,1 e Cagl foram similares na proporcao de células apoptéticas
(Tabela 3, Figura 7).

Figura 7: Numero total de células (a) e células apoptéticas (b) em blastocisto expandido de embriGes com diferentes
concentragdes de extrato etanolico de folhas secas de cagaita. 1: Controle (Omg/mL); 2: 0,01mg/mL; 3: 0,1mg/mL
e 4: Img/ml.
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Na avaliagdo da cinética do desenvolvimento embrionario, o grupo Cagl
demonstrou uma menor velocidade de desenvolvimento (menor quantidade de BX e maior
quantidade de BL) em relacdo ao grupo Cag0,01 em D7 (p<0,05). Os demais estagios
embrionarios foram similares entre os tratamentos (p>0,05) conforme apresentados na Tabela
4,
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Tabela 4:Velocidade de desenvolvimento embrionario com 144 (D6) e 168 horas (D7) p6s fecundagdo — porcentagem (desvio padrdo) com diferentes concentragdes, em

mg/mL, de extrato etandlico de folhas secas de cagaita (Eugenia dysenterica).

Dia 6 Dia 7
Tratamento Bl % BL % BX% TOTAL Bl % BL % BX % BN%  BE% Total
Controle 633+20,0 293+163 74+99 57 75+78 296+110% 57+157% 34+47 25+33 101
Cag0,01 46,8+16,8 385+107 148+116 76 81+81 200+109° 675+11,8° 13+22 22+29 112
Cag0,1 416+114 478+117 106+111 59 6,3+90 23,7+85° 574+174® 90+31 37%37 98
Cagl 542+315 396+271 63+104 27 132+146 498+150° 321+174% 24+32 26+34 79

Grupo Controle: sem adicdo do extrato.
BI: Blastocisto inicial; BL: blastocisto; BX: blastocisto expandido; BN: blastocisto em eclosdo; BE: blastocisto eclodido.
Letras distintas na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).
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Quando o murici foi avaliado na PIV, foram utilizados 684 ovoécitos que
produziram 196 embrides (taxa de blastocisto de 28,7%) (tabela 5). A taxa de clivagem, assim
como a producdo embrionaria em D6 e D7 foram similares em todos os grupos testados
(p>0,05), exceto para o grupo Murl, o qual ndo chegou a clivar. A média do nimero total de
células foi maior (p<0,05) no grupo controle (142,6 + 33,8) em relacdo ao Mur0,1 (114,2 + 24).
Tabela 5: Taxa de producéo e de células apoptoticas de blastocistos bovinos cultivados in vitro (porcentagem +

desvio padrdo) com diferentes concentracBes, em mg/mL, de extrato etandlico de folhas secas de murici
(Byrsonima crassifélia).

Controle Mur0,01 Mur0,1 Murl
Total de ovécitos (N) 169 163 182 170
Taxa de clivagem 80,5+8,5 780+11,1 81991 -
Taxa de blastocisto em D6 30,2+9,1 31,9+10,3 23,6 +154 -
Taxa de blastocisto em D7 40,8+25 38,7+8,1 35,2+125 -
Total de BX — TUNEL (N) 23 24 27 -
Numero total de células 142,6 +33,8% 130,2 + 34,5 114,2 + 24° -
Porcentagem apoptoticas/total 6,0+ 3,1 5734 6,6 +2,8 -

Letras distintas na mesma linha diferem entre si (p<0,05). Dados analisados por analise de variancia - ANOVA
Grupo Controle: sem adigéo do extrato.

BX: Blastocisto expandido

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

A velocidade de desenvolvimento foi similar para todos o0s estagios
embrionarios, entre os grupos Controle, Mur0,1 e Mur0,01 (Tabela 6). J& o grupo Murl teve
efeito deletério ja no inicio do desenvolvimento, pois nenhum dos possiveis zigotos apresentou

a primeira clivagem e, consequentemente, nenhum embrido foi produzido.



Tabela 6: Velocidade de desenvolvimento embrionario com 144 (D6) e 168 horas (D7) pds fecunda¢do — porcentagem (desvio padrdo) com diferentes concentracfes de
extrato etanolico de folhas secas de murici (Byrsonima crassifdlia).

Tratamento Dia 6 Dia 7

Bl % BL % BX%  Total Bl % BL % BX % BN % Total
Controle 56,9+20,5 40,4+209 28+4,6 51 97+9,7 342+10,1 56,1112 0 69
Mur0,01 49,3+194 37,2+229 13,5+9,8 52 75+75 314+14 538+109 7,2+7,2 63
Mur0,1 48,3+156 46,3+1538 54+7,1 43 12+2 496+194 479+195 1321 64
Murl - - - -

Né&o houve diferenca significativa entre os grupos (p>0,05) para todos os parametros analisados.

Grupo Controle: sem adicdo do extrato.

BI: Blastocisto inicial; BL: blastocisto; BX: blastocisto expandido; BN: blastocisto em eclosdo.

63
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A atividade antioxidante (Figura 8) do extrato etandlico de folha seca de cagaita ndo
variou entre os tratamentos e entre os periodos de avaliacdo. Entretanto, o extrato de murici

apresentou maior atividade antioxidante no D7 quando foi utilizado uma concentracdo de

Img/mL.
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Figura 8: Atividade antioxidante dos extratos etandlicos de folhas secas de cagaita e murici pelo método ABTS
em dois momentos no meio de cultivo in vitro de embrides. DO: primeiro dia de cultivo. D7: Apds sete dias de
cultivo. D7 — controle estufa: meio de cultivo com o extrato, sem cultivo de embrides.

* O grupo 1mg/mL de murici, em D7, diferiu (p<0,05) dos demais grupos avaliados em D7.

EXPERIMENTO 3: Efeito dos extratos etanolicos de cagaita e murici no metabolismo de

ROS e apoptose de blastocistos produzidos in vitro.

3.1 Efeito dos extratos etanolicos (0,01mg/mL) de cagaita e murici na taxa de blastocistos
produzidos in vitro.
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Um total de 893 embrides de 2135 ovacitos (41,8% de taxa de blastocisto) foi
produzido nesse experimento. Todos os parametros de producdo embrionéria foram

semelhantes entre os grupos (Tabela 7).

Tabela 7: Taxa de producdo de blastocistos bovinos cultivados in vitro (porcentagem + desvio padrdo) sob
diferentes sistemas de cultivo 20% de O, (sem a adicao de extrato etanolico: controle; com a adicao de 0,01mg/mL
de extrato de folhas secas de cagaita (Cag0,01) ou de murici (Mur0,01) e 5% de O (G5%).

Controle Cag0,01 Mur0,01 G5%
Total de ovécitos 547 561 544 483
Taxa de clivagem 87+8,1 89+ 7,30 89+38,3 88+95
Taxa de blastocistoem D6 26,5+ 12,2 23,9+10,3 27,2+129 26,7+ 16
Taxa de blastocisto em D7 42,7+6,2 42,9+ 6,20 41,1+54 40,1+84

Dados analisados por ANOVA, com 5% de significancia (p<0,05)
Grupo Controle: sem adigéo do extrato.
BI: Blastocisto inicial; BL: blastocisto; BX: blastocisto expandido; BN: blastocisto em eclos&o.

Os parametros de velocidade de desenvolvimento embrionario, em D6 e D7,
foram similares para todos os grupos (p>0,05), em todos os estagios embrionarios analisados
(Tabela 8).
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Tabela 8: Velocidade de desenvolvimento embrionario com 144 (Dia 6) e 168 (Dia 7) horas p6s fecundag¢do — (porcentagem + desvio padréo) sob diferentes sistemas de cultivo
20% de O, (sem a adicdo de extrato etanolico: controle; com a adi¢do de 0,01mg/mL de extrato etandlico de folhas secas de cagaita (Cag0,01) ou de murici (Mur0,01) e 5% de

0, (G5%).
Tratamento Dia 6 Dia 7

Bl % BL % BX % Total Bl % BL % BX % BN % BE % Total
Controle 49,3+224 33,7+19,2 17,0+14,2 145 11,7+9,8 31,0+80 526+16,0 38+33 10+16 234
Cag0,01 459 + 24,7 248+ 151 293+215 134 14,4 +77 290+6,1 50,6+104 56+59 04+0,7 241
Mur0,01 49,3+16,4 295+8,2 21,2+152 148 146+10,3 265+91 51,7+76 6,1+69 1,1+19 224
G5% 43,1 + 23,3 38,1+144 18,8+165 129 133+11,1 326+6,1 485+141 52+45 05+08 194

Dados analisados por ANOVA, com 5% de significancia (p<0,05)
Grupo Controle: sem adicdo do extrato.

BI: Blastocisto inicial; BL: blastocisto; BX: blastocisto expandido; BN: blastocisto em eclosdo; BE: blastocisto eclodido.
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3.2 Efeito dos extratos etandlicos de cagaita e murici na producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e glutationa (GSH).

A emisséo de fluorescéncia de ROS foi similar (p>0,05) entre os grupos controle
(105,24 + 26,04 pixels), Cag0,01(125,92 £ 31,82 pixels), Mur0,01 (135,25 + 29,05 pixels) e
G5% (116,05 £ 27,51 pixels). Resultados similares foram observados na avaliacdo dos niveis

de emissdo de fluorescéncia de GSH (Figura 9) entre os grupos controle (156,36 + 11,39 pixels),
Cag0,01 (159,98 + 10,89 pixels), Mur0,01 (155,36 + 14,07 pixels) e G5% (151,37 £+ 17,45
pixels).
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Figura 9: Niveis intracelulares de GSH em blastocistos expandidos bovinos avaliados com Cell Tracker Blue (a)
e ROS, avaliados com H,DCFDA (b) sob diferentes sistemas de cultivo a 20% de Oy: (1) Controle: sem
suplementacdo com extrato etandlico; (2) Cag0,01: Com a adi¢do de 0,01mg/mL de extrato etandlico de folhas
secas de cagaita; (3) Mur0,01: : Com a adicdo de 0,01mg/mL de extrato etandlico de folhas secas de murici;
(4)G5%: Embrides cultivados sob baixa tensdo (5%) de O,. O nimero de embrides usados em cada grupo esta
dentro do quadrado da respectiva coluna. Dados analisados por ANOVA, com 5% de significancia (p<0,05)

3.3 Efeito dos extratos etandlicos de cagaita e murici no nivel de transcritos de genes
relacionados a apoptose e metabolismo de ROS

Os resultados mostraram que os niveis de transcritos de trés dos quatro genes
relacionados a apoptose, BAX, CASP3 e CASP8, foram semelhantes (p>0,05) entre 0s grupos
(Figura 10). Porém, ao analisar o BCL2L1, a quantidade de transcritos do grupo controle foi
maior do que 0 G5% (p=0,058).
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Figura 10: Quantidade relativa de mRNA dos genes envolvidos no processo de apoptose BCL2L1, BAX, CASP3 e
CASP8 analisados pelo gPCR em blastocistos expandidos bovinos cultivados a 20% de O», suplementado com
0,01mg/mL de extrato etanolico de folhas secas de cagaita, com 0,01mg/mL de extrato etanélico de folhas secas
de murici e cultivado sob baixa tensédo de O, (5%). Média + desvio padrao de trés réplicas biolégicas. Dados foram
normalizados usando a formula AACT (PFAFFL 2001), usando-se 0 GAPDH como controle enddgeno. *p=0,058
de significancia pelo teste T.

Com relacdo aos genes envolvidos no metabolismo de ROS o GPX4 foi mais
expresso (p<0,05) nos grupos cultivados com cagaita e murici do que no grupo sem a adi¢édo
dos extratos (controle e G5%). O gene da peroxiredoxina 3 (PRDX3) foi mais expresso no
grupo Mur0,01 em relagcdo ao grupo G5% (p<0,05). Também houve um maior ndmero de
transcritos do grupo controle em relagcdo ao G5% (Figura 11). A expressdo dos demais genes
do sistema antioxidante enzimatico analisados (SOD2 e CAT) foram semelhantes entre os
tratamentos (p>0,05).
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Figura 11: Quantidade relativa de mRNA dos genes envolvidos no metabolismo de espécies reativas de
oxigénio SOD2, CAT, GPX4 e PRDX3 analisados pelo gPCR em blastocistos expandidos bovinos cultivados

a 20% de O, suplementado com 0,01mg/mL de extrato etanélico de folhas secas de cagaita, com 0,01mg/mL

de extrato etanolico de folhas secas de murici e cultivado sob 5% de tenséo de O,. Média + desvio padrao de
trés réplicas bioldgicas. Dados (Média + S.D) foram normalizados usando a formula AACT (PFAFFL 2001),
usando-se 0 GAPDH como controle enddgeno. Letras diferentes no mesmo gene diferem entre si (P<0,05),
pelo teste T. **p=0,07

EXPERIMENTO 4: Efeito dos extratos etanolicos de folhas secas de cagaita e murici na

criotolerancia de blastocistos expandidos produzidos in vitro.

4.1 Efeito dos extratos etanolicos nas taxas de re-expansdo, ecloséo e degeneracdo embrionéria
pos descongelamento.

A taxa de re-expansdo foi similar em todos os momentos, para todos 0s
tratamentos (p>0,05). Ja a taxa de ecloséao diferiu entre 0s grupos a partir do momento 24 horas,
onde o grupo controle fresco mostrou taxas maiores do que 0s GDT e 0 G5% (p<0,05) e taxas
similares aos grupos suplementados com os extratos. Nos momentos 36 e 48 horas de avaliagéo,
0 grupo controle fresco demonstrou melhores taxas de eclos@o em relacdo aos demais. No
entanto, entre 0s grupos criopreservados, o Cag0,01 teve maior taxa de eclosdo em relagdo ao

GDT (p>0,05). Os demais grupos criopreservados foram similares entre si. Ao avaliar a taxa de
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degeneragdo no momento 12 horas, o GDT apresentou as maiores taxas em relacdo a todos os
outros grupos (p<0,05). Nos demais momentos avaliados (24, 36 e 48 horas), o grupo controle
fresco manteve a menor taxa de degeneracdo. Dentre 0s grupos criopreservados, o
Cag0,01lmostrou menores taxas de degeneracdo no momento 24 horas. No entanto, esse
resultado ndo foi observado nos momentos 36 e 48 horas, no qual o Cag0,01 foi similar a todos
0s grupos submetidos a criopreservacao (p>0,05), conforme demonstra a figura 12.
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Figura 12: Taxas de eclosdo e degeneracdo em 12, 24, 36 e 48 horas apds descongelamento de blastocistos
expandidos congelados pelo método DT (direct transfer) sob diferentes sistemas de cultivo 20% de O, (sem a
adicdo de extrato etandlico: GDT); com a adicdo de 0,01mg/mL de extrato etanélico de folhas secas de cagaita
(Cag0,01) ou de murici (Mur0,01) e 5% de O, (G5%) e grupo controle ndo criopreservados (Controle fresco).
Letras distintas, no mesmo horario avaliado, diferem entre si (p<0,05).
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4.2 Efeito dos extratos etandlicos na producdo de espécies reativas de oxigénio e taxa de
apoptose em embrides pds descongelamento.

Foram avaliados 134 embrides para a produgéo de ROS, avaliacdo da taxa de
apoptose e numero total de células embrionarias. Ndo houve diferenca (p>0,05) na producéo de
ROS entre os tratamentos. O nimero total de células foi maior no grupo controle fresco em
relacdo aos demais grupos. Contudo, a proporgdo de células apoptéticas foi significativamente
maior no GDT (p>0,05) quando comparados aos tratamentos submetidos ao congelamento e ao

grupo controle fresco, conforme demonstra a figura 13.
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Figura 13: NUmero total de células e taxa de células apoptéticas de blastocistos expandidos bovinos cultivados in
vitro (porcentagem + erro padrdo) sob diferentes sistemas de cultivo 20% de O, (sem a adicéo de extrato etandlico:
GDT); com a adicdo de 0,01mg/mL de extrato etandlico de folhas secas de cagaita (Cag0,01) ou de murici
(Mur0,01) e 5% de O, (G5%) e grupo controle ndo criopreservados (Controle fresco), submetidos ao processo de
criopreservacdo pelo método de transferéncia direta (DT), descongelados e cultivados por 12 horas.

*Grupo diferiu significativamente dos demais (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

A busca por compostos naturais com alta atividade antioxidante como alternativa
para o incremento da qualidade embrionéria é crescente entre os grupos de pesquisa (BURDA
e OLESZEK 2001, HIGDON e FREI 2003, ARTS e HOLLMAN 2005, SPINACI et al. 2008,
KWAK et al. 2012, WANG et al. 2013, MUKHERJEE et al. 2014, KANG et al. 2016, DO et
al. 2017). Nesse contexto, o bioma cerrado, caracterizado pela grande biodiversidade, torna-se
uma fonte potencial para obtencdo desses compostos. 1sso porque pesquisas de caracterizacdo
molecular de plantas do cerrado tém mostrado que essas possuem ampla variedade e altas
concentragfes desses compostos fendlicos, com comprovada agdo antioxidante, além de
atividades neuro protetoras, anti-inflamatorias, antiparasitérias e antifungicas (RUFINO et al.
2009, SIQUEIRA et al. 2013, AMARAL et al. 2014, TAKAO et al. 2015, BAPTISTA et al.
2018, DE OLIVEIRA et al. 2018). Considerando desse cenario, foi levantada a hipotese de que
a suplementacdo de extratos etanolicos de plantas do cerrado melhoraria a criotolerancia de
embrides PIVE. As plantas utilizadas para testar essa hipétese foram escolhidas com base em
estudos anteriores (COSTA et al. 2000, RUFINO et al. 2009, CORREIA et al. 2016,
BAPTISTA et al. 2018), as quais mostraram propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias
e antifungicas.

Nessa primeira etapa, essas cinco plantas foram comparadas quanto a atividade
antioxidante e ao teor de compostos fendlicos. Os extratos das folhas que apresentaram
melhores indices com relagdo a esses dois parametros foram do murici e da cagaita. O murici
mostrou valores superiores aos relatados por Silva et al (2007), quando analisaram extratos de
folhas secas dessa planta colhidas no estado do Para, para ambos os parametros. J& os resultados
da folha da cagaita foram inferiores quando comparados a concentracéo de compostos fenolicos
totais e atividade antioxidante obtidos por Takao et al (2015), colhidas no estado de S&o Paulo.
Tais diferencas entre as espécies de plantas j& sdo esperadas, assim como sdo0 esperadas
variacgdes nas concentracgdes e nos tipos de polifenois na mesma planta, dependendo do material

bioldgico analisado (folhas, frutos, casca) e da regido onde se localizam as plantas (NAVARRO
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HOYOS et al. 2015). Ainda, os teores de compostos fendlicos e a atividade antioxidante podem
sofrer variagdes na mesma planta, dependendo da época do ano em que o material é coletado
(CEZAROTTO et al. 2017). Com base nos resultados obtidos no primeiro experimento, 0s
extratos de murici e cagaita foram selecionados para serem adicionados no sistema in vitro para
producdo de embrides bovinos.

Como ndo ha relatos na literatura que avaliam 0 uso desses compostos para a
producdo in vitro de embrides, foi necessario estabelecer as melhores concentracdes antes de
adiciona-las aos meios de cultivo. Varias concentracdes de cada extrato das plantas foram
testadas. A maior concentracdo de extrato de cagaita (Cagl) testada foi prejudicial aos
embrides. Este efeito foi evidencializado pela menor taxa de blastocistos produzida e pelo atraso
na velocidade de desenvolvimento embrionario, em D7, do grupo Cagl em comparagdo com o
grupo Cag0,01. Ja o extrato de murici, ha mesma concentracdo de 1 mg/mL (Murl), inibiu
completamente o desenvolvimento embrionério. No entanto, é importante ressaltar que o efeito
deletério s6 foi observado quando altas concentra¢Ges foram utilizadas. Quando a concentracdo
do extrato diminuiu, esse efeito ndo foi mais detectado.

Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio atuam como um segundo
mensageiro em muitos sistemas metabolicos vitais para a célula, como transporte de proteinas
e regulacdo da atividade transcricional (SIES 2014, SIES 2017, TAVERNE et al. 2018). No
entanto, enquanto baixos niveis de ROS estimulam a proliferacdo celular, altos niveis podem
resultar em acdo citotoxica (HALLIWELL e GUTTERIDGE 2015, JONES e SIES 2015).
Portanto, é possivel que o efeito deletério observado quando altas concentracGes foram
utilizadas seja resultado da alta atividade antioxidante dos extratos. 1sso pode ter diminuido
substancialmente a producdo de ROS no inicio do desenvolvimento embrionério, prejudicando
a sinalizacdo intracelular no zigoto. Essa hipétese foi reforcada pela analise do meio de cultivo
suplementado com 1 mg/mL de murici (Murl), que apresentou alta atividade antioxidante,
mesmo apos sete dias de cultivo. A persisténcia de alta atividade antioxidante por sete dias pode
ter prejudicado o desenvolvimento embriondrio do grupo Murl e, até certo ponto, 0
desenvolvimento no grupo Mur0,1

Por outro lado, as menores concentragdes de extrato ndo afetaram as taxas de
blastocistos nem a cinética de desenvolvimento embrionario, mas influenciaram a taxa de
apoptose. Apesar de a apoptose ser considerada um processo fisiologico em embribes pre-
implantacionais, uma alta incidéncia de células apoptéticas estd correlacionada com
anormalidades morfologicas em embrides (HARDY et al. 1989, BETTS e KING 2001,
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VANDAELE et al. 2006). A suplementacdo de 0,01 mg/mL de cagaita diminuiu a taxa de
apoptose em relacdo as demais concentracbes, 0 que pode ser um indicativo de melhor
qualidade. Esse efeito dose-resposta, que mostra toxicidade em concentracdes mais altas e
melhora na qualidade do embrido quando cultivado em concentracbes mais baixas, ja foi
descrito anteriormente (WANG et al. 2007, WANG et al. 2013, DO et al. 2017).

Ap0s a escolha da concentracdo mais adequada (0,01 mg/mL de cada extrato), a
producdo embrionéria e os niveis intracelulares de ROS e GSH foram avaliados. A presenca
dos extratos no meio de cultivo ou do sistema em baixa tensdo de O, (G5%) ndo afetou a
producéo nem o desenvolvimento embrionario. Da mesma forma, os extratos ndo tiveram efeito
sobre os niveis intracelulares de ROS e GSH. Surpreendentemente, o cultivo sob baixa tenséo
de Oz ndo afetou os niveis de ROS ou GSH. Segundo Leite et al. (2017) e outros pesquisadores
(WALE e GARDNER 2016, MA et al. 2017, SCIORIO e SMITH 2019), a producao de ROS
em embrides cultivados sob baixa tensdo de oxigénio é menor em comparagao com embrides
cultivados sob concentracBes atmosféricas de O,. Uma explicacdo plausivel, embora néo
definitiva, pode ser que os niveis de transcritos dos genes envolvidos no metabolismo de ROS,
que foram semelhantes entre os grupos, podem nao ter contribuido para a eliminacdo da ROS
desse grupo. Sabe-se que a producdo de ROS é regulada por um sistema antioxidante
enzimatico, como enzimas da familia superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase e
um sistema ndo enzimatico, como a glutationa (HALLIWELL e GUTTERIDGE 2015). Nossos
resultados mostraram que a suplementacdo de embriGes com extratos etanolicos de cagaita e
murici ndo afetou os niveis de ROS e GSH dos blastocistos expandidos; isso também é verdade
nos relatos de Rocha-Frigoni et al. (2014), Anjos et al. (2019) e Madrid Gaviria et al. (2019).

Os resultados da avaliacdo da expresséo génica em relacéo ao estresse oxidativo
celular mostraram que a suplementacdo do meio de cultivo com o extrato ndo teve efeito na
producdo de GSH; isso pode ter influenciado o mecanismo de eliminacdo do ROS, tornando-o
menos eficiente. Além disso, ndo foi observado um aumento nos niveis de transcritos de SOD2
e CAT, os quais poderiam ter contribuido para a reducdo de ROS. No entanto, apesar do nivel
de transcritos do GPX4 ser significativamente maior nos grupos suplementados com o0s
extratos, isso ndo foi suficiente para diminuir a concentracdo de ROS detectada. Porém, a acdo
da proteina codificada por esse gene ndo se restringe ao metabolismo da ROS. Ela atua,
também, na regulacdo da apoptose celular, pois pode neutralizar a atividade da lipoxigenase
12/15 (enzima responsavel pela ativacéo do fator indutor de apoptose) uma via alternativa para

apoptose além das caspases (SEILER et al. 2008). Esse aumento nos niveis de transcritos de
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GPX4 parece ter contribuido para a diminuicdo da taxa de apoptose nos embrides cultivados
com extratos de cagaita e murici, uma vez que os demais genes indutores de apoptose avaliados
(CASP3 e CASP8) ndo foram expressos diferencialmente entre os tratamentos. Além disso, a
adicdo desses extratos ndo alterou o nivel de transcricdo de genes-chave no mecanismo
regulador da apoptose, como o BAX (pr6-apoptotico) e o BCL2-L1 (anti-apoptotico) nos
blastocistos expandidos. Alguns autores ja relataram um comportamento semelhante nesses
genes em embrides suplementados com resveratrol durante o cultivo in vitro (TORRES et al.
2018, MADRID GAVIRIA et al. 2019). Estes resultados mostram uma possivel acao anti-
apoptdtica dos extratos etandlicos de cagaita e murici através do aumento dos niveis de
transcritos de GPX4 e ndo por outras vias metabdlicas envolvidas no complexo mecanismo de
apoptose.

Além dos parametros ja citados, também foi avaliada a capacidade dos embrides
de responder & criopreservacio. E bem aceito que a criotolerancia é um marcador altamente
confiavel de qualidade embrionaria (IMAI et al. 2002, LONERGAN et al. 2003, R1ZOS et al.
2003). Nesse sentido, demonstramos claramente uma reducdo significativa nas taxas de
apoptose e degeneracdo 12 horas ap06s o descongelamento em embriBes cultivados na presenca
de extratos de cagaita e murici ou quando cultivados em tensdo de 5% de O». Esse aumento na
criotolerancia, causado pela adicdo de extratos de cagaita e murici, € semelhante ao descrito por
Zullo et al. (2016); isso pode ser explicado pela alta capacidade antioxidante, a qual protege o
embrido do estresse oxidativo causado pelo processo de congelamento e descongelamento e
evita uma possivel peroxidacdo lipidica, lesdo de membrana e outros danos estruturais. Por
outro lado, os beneficios da baixa tensdo de oxigénio, durante o cultivo, na qualidade
embrionaria foram descritos anteriormente (TAKAHASHI et al. 2000, GUERIN et al. 2001,
KITAGAWA et al. 2004). No entanto, esse efeito positivo da criotolerancia nem sempre é
relatado (ROCHA-FRIGONI et al. 2015). Nossos resultados mostraram uma melhora na
criotolerancia de embrides cultivados sob baixa tensdo, mas os beneficios da suplementacéo de
extrato, especialmente cagaita a 0,01 mg / mL, mostraram-se mais eficientes que os demais,

tanto em termos de taxa de degeneragdo quanto de eclosé&o.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, os efeitos dos extratos
etanolicos das folhas secas de cagaita e murici na melhoria da criotolerancia dos blastocistos
bovinos produzidos in vitro. No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar outras vias
antioxidantes e apoptdticas, bem como para avaliar o efeito de embriGes cultivados com os

extratos nas taxas de gestacao.
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