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RESUMO

A melhoria na eficiéncia reprodutiva no rebanho bovino brasileiro possui impacto
econdmico significativo. A producdo in vitro de embrides é uma biotecnologia bastante
utilizada no Brasil que permite 0 no aumento de animais por ano através da transferéncia
de embrides obtidos em laboratorio. Contudo, a producdo excessiva das espécies reativas
ao oxigénio pela técnica resulta em danos celulares aos oécito e embribes, levando as
células ao processo de apoptose, devido ao estresse oxidativo. O uso de antioxidantes
durante os processos de maturagéo, fertilizagdo e cultivo in vitro reduz os efeitos das
espécies reativas ao oxigénio. As propriedades antioxidantes dos frutos de Morinda
citrifolia deve-se a presenca de substancias como os compostos fendlicos, destacando-se
a quercetina. O objetivo desta pesquisa é avaliar os efeitos da Morinda citrifolia sobre os
apectos celulares e moleculares da etapa de maturacdo in vitro de odcitos bovinos.
Obteve-se um total de 817 o0citos vidveis para a maturacao in vitro, distribuidos para os
tratamentos com Morinda citrifolia e os grupos controle. Ap6s a etapa da maturacao,
determinou-se a taxa de odcitos maturados pela técnica Hoescht 33342. Alguns odcitos foram
avaliados para os genes da apoptose, 0s genes para mensurar a a¢do antioxidante de Morinda
citrifolia e o estresse oxidativo através da expressdo de mRNA na técnica de gRT-PCR. Os
dados da pesquisa um indicam que Morinda citrifolia possui efeito antiapoptético durante
maturacdo in vitro.

Palavras-chave: antioxidante; Morinda citrifolia;; Producdo in vitro.



ABSTRACT

The improvement in reproductive efficiency in the Brazilian cattle herd has a significant
economic impact. The in vitro production of embryos is a biotechnology widely used in
Brazil that allows the increase of animals per year through the transfer of embryos
obtained in the laboratory. However, excessive production of oxygen reactive species by
the technique results in cellular damage to oocytes and embryos, leading to apoptosis due
to oxidative stress. The use of antioxidants during in vitro maturation, fertilization and
cultivation processes reduces the effects of oxygen reactive species. The antioxidant
properties of Morinda citrifolia fruits are due to the presence of substances such as
phenolic compounds, especially quercetin. The objective of this research is to evaluate
the effects of Morinda citrifolia on the cellular and molecular aspects of the in vitro
maturation stage of bovine oocytes. A total of 817 viable oocytes were obtained for in
vitro maturation, distributed for treatments with Morinda citrifolia and control groups.
After the maturation stage, the rate of oocytes matured by the Hoescht 33342 technique
was determined. Some oocytes were evaluated for apoptosis genes, genes for measuring
the antioxidant action of Morinda citrifolia and oxidative stress through mRNA
expression in the technique of gRT-PCR. The data from research one indicate that

Morinda citrifolia has antiapoptotic effect during in vitro maturation.

Key-words: Antioxidant; in vitro production; Morinda citrifolia.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo dos grupos experimentais dos odcitos submetidos a
maturagéo in vitro e tratados com diferentes concentragdes de Morinda citrifolia.

Figura 2. Processo de obtencao dos odcitos e maturacdo in vitro. A: Ovarios em
PBS a 37,5°C. B: Aspiracdo folicular. C: Contetido aspirado dos ovarios. D:
Odcitos ap6s o rastreamento. E: Placa de MIV com meio de maturacédo
suplementado com Morinda citrifolia. F: O6citos apos 24 horas de maturag&o in
vitro.

Figura 3. Coloracao dos odcitos bovinos com Hoescht 33342 para avaliacdo dos
estagios de maturacdo. A: O6cito em estagio de vesicula germinativa, B: Odcito
em estagio intermediario com rompimento da vesicula germinativa da maturacéo,
C: Od6cito em metéafase I, D: Nao Identificado/ Odcito degenerado.

Obijetiva 20X.

Figura 4. Expressdo relativa de mRNA analisada em RT-PCR realizado em
duplicata para os grupos experimentais controle Oh, controle 24h, Noni 1mg/Ml e
Noni 5mg/mL, para os genes Casp3, BCL2, BAX, CAT1, NrF2 e SOD1. Os dados
representam média + desvio padrdo. Asteriscos* indicam diferenca estatistica entre
os grupos (P < 0,05).

31

32

38

41




LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Lista de genes utilizados no RT-PCR em tempo real.

Tabela 2. Classificacdo dos odcitos bovinos selecionados para a maturacao in
vitro, tratados com diferentes doses de M. citrifolia.

Tabela 3. Qualidade dos odcitos bovinos selecionados para a Maturacéo in vitro,
tratados com diferentes doses de M. citrifolia.

Tabela 4. Estagios de maturacdo oocitaria identificados na coloracdo Hoescht
33342 e 0s grupos experimentais tratados com Morinda citrifolia.

Tabela 5. Taxa de maturagdo dos odcitos submetidos a coloracdo de Hoescht
33342.

34

36

37

39

39




LISTA DE ABREVIAGOES E SIMBOLOS
%- Percentual
°C- Graus Celsius
pL- microlitro
p-actina- Beta actina
ANOVA- Andlise de variancia

BAX- “Bcl-2 associated protein X”

Bcl-2- Gene: “B cell lymphoma protein 2”
Casp3- Caspase 3

CAT1- Catalase 1

CCOs- Complexo cumulus-o0cito
CDKZ1- Cyclin-dependant kinase

cDNA- DNA complementar

CO:»- Dioxido de carbono

CIV- Cultivo in vitro

cm- Centimetro

EROs- Espécies Reativas ao Oxigénio
FIV- Fertilizagao in vitro

FSH- Horménio foliculo estimulante

g- Grama

GAPDH- “Human Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase”
h- Hora

H2?0O?- Peroxido de hidrogénio

Km- Quilémetro



LH- Horménio luteinizante

LHr- Receptores do hormdnio luteinizante
m- Metro

MA- Maranhdo

M. citrifolia- Morinda citrifolia

mg/kg- Miligrama por kilograma

MII- Metéfase 2

MPF- Maturation promotor factor

MIV- Maturacao in vitro

mg/ml- Miligrama por mililitro

mm- Milimetro

MRNA- RNA mensageiro

nm- Nanémetro

Nrf-2- Nuclear fator (erythroid-derived?2)
O?~Radical superdxido

OH-" - Radical hidroxila

gRT PCR- Real-Time Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
PBS- Phosphate-bufferid saline

PIV- Producéo in vitro

rpm- Rotagdo por minuto

RVG- Rompimento da vesicula germinativa
SAS- Statistical Analysis System

SOD- Superoxido dismutase



SOD1- Gene superoxido dismutase
S.R.D.- Sem raca definida

VG- Vesicula germinativa



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oogénese

2.2 Foliculogénese

2.3 Maturagdo oocitaria

2.3.1 Maturacdo nuclear

2.3.2 Maturacdo citoplasmatica

2.3.3 Morte celular

2.3.4 Apoptose

2.4 Biotecnologias da reproducéo

2.4.1 Producéo in vivo de embrides

2.4.2 Producéo in vitro de embrides

2.5 Estresse oxidativo

2.5.1 Espécies reativas ao oxigénio

2.5.2 Antioxidantes

Pégina

16

19

19

19

21

21

22

22

22

23

23

24

25

25

26



2.6 Morinda citrifolia

2.6.1 Potencial terapéutico de Morinda citrifolia

2.6.2 Potencial antioxidante de Morinda citrifolia

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

3.2 Especificos

4. METODOLOGIA

4.1 Preparo do suco do fruto de Morinda Citrifolia

4.2 Obtencéo das amostras

4.3 Pungdo folicular dos ovarios

4.4 Grupos experimentais

4.5 Maturacdo In vitro

4.6 Avaliacdo dos estagios de maturagdo nuclear

4.7 Extracdo do RNA e confeccdo do Cdna

4.7.1 PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

4.8 Delineamento experimental e analise estatistica

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

26

27

28

29

29

29

30

30

30

30

31

31

33

33

34

34

36



5.1 Qualidade dos CCOs

5.2 Avalia¢do da maturagéo in vitro dos odcitos com Hoescht 33342

5.3 Expressdo de mRNA por gRT-PCR

6. CONCLUSAO

REFERENCIAS

36

37

40

43

44



1. INTRODUCAO

A pecuaria € uma das atividades econbmicas mais importantes no Brasil,
destacando o pais a nivel mundial como um dos principais exportadores de carne bovina
de qualidade, representando 3 % das exportacGes brasileiras e um faturamento de 6
bilhdes de Reais (GOMES, 2017). Tanto a bovinocultura de corte, quanto a de leite
atingem numeros satisfatorios para a economia do pais. Segundo o IBGE em 2015, o
Brasil atingiu a marca de 215,2 milhdes de cabecas de gado. Em 1995, o nimero de
bovinos abatidos chegou a 10 milhdes de cabecas. Em 2015, esse nimero atingiu 26
milhdes de cabecas de gado abatidas, representando um crescimento consideravel ao
longo desses 20 anos (GOMES, 2017).

A atividade de destaque no estado do Maranhdo é a bovinocultura de corte.
Segundo IBGE, em 2015 o Maranhdo apresentou com crescimento de 7,9% de bovinos
abatidos em relacdo ao ano anterior. Cerca de 472.636 bovinos foram abatidos no
Maranh&o nesse ano, ocupando o 12° lugar no ranking de cabecas de bovinos abatidas.

O aumento no rebanho bovino no Brasil e no estado do Maranhdo pode ser
justificado na aplicacdo de biotecnologias através de biotécnicas reprodutivas, que
respondem com melhorias na produtividade, rentabilidade e eficiéncia reprodutiva dos
animais (VISINTIN et al., 2008). Segundo a Sociedade Brasileira de Tecnologia de
Embrides, este aumento estd diretamente relacionado com o desenvolvimento da
producéo in vitro destes embrides (LOIOLA, 2013).

A produgéo in vitro de embrides (PIV) tem se mostrado como uma ferramenta
promissora, devido a recuperacdo in vivo de odcitos de fémeas doadoras em diferentes
status reprodutivos (pré-puberes, em anestro, ciclicas, gestantes), potencializando a
utilizacdo de fémeas com caracteristicas zootécnicas desejaveis (BARUSSELI et al.,
2007). Estes oocitos sdo fertilizados e submetidos ao cultivo in vitro (CIV), formando
desta forma um embrido. Os embrifes por sua vez desenvolvem-se até o estagio de
blastocisto, tornando-se aptos para serem transferidos as fémeas receptoras sincronizadas
ou sdo congelados para futuras transferéncias (VARAGO et. al, 2008).

Dentre as biotécnicas que sdo aplicadas na reproducdo animal, a Maturagéo In
vitro (MIV) consiste no crecimento e maturacdo de oocitos na auséncia de fatores
orginarios do ovario e do organismo. A MIV consiste na aspiracdo dos complexos
cumulus-oocito (CCOs) dos foliculos ovarianos e submetidos a cultivo em meio

apropriado em condigdes adequadas para a maturacdo (CUNHA, 2014).



A MIV é uma das etapas da PIV. Esta técnica possui algumas limitacGes que
precisam ser melhoradas e solucionadas, haja vista que a raca, estacdo, manejo, tipo de
gonadotrofinas, conhecimento da fisiologia reprodutiva e drogas auxiliares podem
influenciar negativamente nesta biotécnica. Além disso, a auséncia da agdo das
gonadotrofinas e esteroides gonadais que estariam presentes durante a maturagdo
oocitaria no animal pode influenciar negativamente nas taxas de embrido. A produgdo em
excesso das espécies reativas ao oxigénio (EROs) devido as concentracgdes diferentes de
oxigénio nas incubadoras, quando comparada ao ambiente uterino das vacas, pode
influenciar no processo de maturagdo oocitéria e resultar em danos celulares aos oécitos
devido ao estresse oxidativo (FONSECA, 2005).

Desta forma, pesquisas associando uma substancia com propriedades
antioxidantes juntamente com os meios de maturacao estdo sendo realizadas no intuito de
minimizar os efeitos adversos que as tensdes de oxigénio causam aos odcitos durante o
processo de maturacdo. A quercetina é um flavonoide presente em frutas, vegetais, flores,
grdos, e dentre suas propriedades destaca-se a atividade antioxidante (GUEMRA et al.,
2013).

Morinda citrifolia (M. citrifolia) € uma planta que possui diversas propriedades
terapéuticas e esta listada como uma das plantas de interesse medicinal do medicinal no
Maranhdo. Seu fruto possui um suco rico em metabdlitos que conferem essas
propriedades medicinais, dentre eles os compostos fenolicos, acidos organicos e
alcaloides e dentre os compostos ativos encontrados estdo cumarinas, acidos graxos,
flavonoides  (Quercetina), lignanas, polissacarideos, irridoides, antraquinonas,
terpenoides e esterdis (DENG et al., 2015). No fruto as vitaminas em maior quantidade
sdo acido ascorbico e provitamina A. Os flavondides sdo uma classe de compostos
naturais de consideravel interesse cientifico e terapéutico. Eles sdo um grupo de
substancias naturais com estrutura fenolica variavel e que possuem acdo antioxidante
(CHAN-BLANCO et al., 2006).

Tendo em vista que a bovinocultura de corte € uma das atividades econdmicas
mais importantes para o0 pais e para o estado do Maranhdo, é necessario o investimento
em pesquisas para viabilizar técnicas que aumentem o nimero de cabegas de gado por
ano. A utilizacdo de antioxidantes sintéticos para essas pesquisas possui alto custo. A
viabilizacdo de um antioxidante baseado em recursos naturais pode causar impactos
positivos para a técnica da PIV, melhorando a taxa de embrifes produzidos pela técnica.

Portanto, M. citrifolia possui esse potencial e pode contribuir com os eventos da



maturacdo oocitaria durante o processo de maturacdo in vitro. Esta pesquisa visa
contribuir cientificamente através da utilizacdo do noni para a investigacdo dos aspectos
celulares, como estagio de desenvolvimento do odcito e moleculares, através da detecgédo
dos genes apoptoticos e anti-apoptéticos envolvido na maturacao in vitro dos complexos

cumulus-od4citos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oogénese

O processo de desenvolvimento dos odcitos é denominado de oogénese, na qual
tem inicio durante a vida fetal e continua ap6s a puberdade. Complexos cumulus-o6cito
€ 0 nome da estrutura formada pelo o6cito, zona pellcida e corona radiata. Durante a vida
pré-natal, as células germinativas primordiais originarias do endoderma do saco vitelinico
e na crista genital sdo diferenciadas em oogonias, que multiplicam-se por divisoes
mitoticas durante a fase de multiplicacdo (VAN DER HURK et al, 1997). Durante a fase
de crescimento, as oogonias transformam-se em odcitos primarios, iniciando a fase de
maturacdo, onde esses oocitos sofrem divisdo meidtica. A primeira divisdo meidtica
ocorre durante o desenvolvimento do embrido e o o6cito encontra-se estacionado em
profase | na subfase de dipl6teno até a fémea atingir a puberdade (ARAUJO et al., 2007).
Esse momento é conhecido como o primeiro blogueio da meiose, onde o oécito organiza
seu ndcleo em vesicula germinativa.

Apbs o animal atingir a puberdade, ocorre a quebra da vesicula germinativa,
caracterizando o retorno a meiose e ao processo de maturagdo oocitaria. O nucleo do
oocito entra em diacinese devido a liberacdo da onda pré-ovulatoria pelo horménio
luteinizante (LH). Com o retorno da meiose, 0 00cito chega a metafase | e continua o
processo de maturacdo normal até tel6fase I, onde ocorre citocinese assimétrica formando
0 primeiro corplsculo polar e no odcito secundario. A segunda meiose prossegue por
profase Il e metafase Il (MII), onde ocorre o segundo bloqueio da meiose e retornara a
meiose somente se houver a fecundacao por penetracdo espermatica. A meiose termina
em anafase I, com a fecundacdo do odcito e formacdo do segundo corpusculo polar
(FIGUEIREDO et al., 2002).

2.2 Foliculogénese

Os foliculos sdo estruturas funcionais do ovario que contém o liquido folicular,
onde estdo os o0ocitos. Esse liquido favorece o ambiente para a formacdo dos odcitos e
sdo responsaveis pela producdo de horménios importantes para o ciclo estral das fémeas,
como o estrogeno (GORDON et al., 1994).

Na vida pré-natal, a foliculogénese é caracterizada por todos os eventos de
formacdo, crescimento e maturacdo folicular, iniciando com a origem do foliculo
primordial e terminando com o foliculo De Graaf ou pré-ovulatorio. A foliculogénese é

dividida em duas partes: Fase pré-antral onde ocorre a ativacao dos foliculos primordiais



e crescimento dos foliculos primarios e secundarios. Estes foliculos ndo dependem da
estimulacdo por hormdnios gonadotroficos, uma vez que estes sdo estimulados por fatores
intraovarianos e locais; Fase antral, onde ocorre o crescimento inicial e terminal dos
foliculos pré-antral e antral (MAGALHAES et. al., 2012).

A foliculogénese é caracterizada por ondas de crescimento folicular. Essas ondas
ocorrem durante o ciclo estral, onde grupos de foliculos iniciam o desenvolvimento
sincronicamente. Estas ondas ocorrem em todos os mamiferos e promovem a ovulagéo
de um ou mais foliculos ou podem causar também atresia folicular. O fator determinante
para a ovulagdo de um foliculo ou atresia do mesmo sdo os niveis do horménio
progesterona, que quando estdo elevados vai inibir a ovulacdo, promover a atresia
folicular por meio da apoptose e quando os niveis de progesterona ndo estdo elevados, o0s
foliculos podem ovular normalmente (ANTONIOLLI, 2002).

Em bovinos, o desenvolvimento dos foliculos inicia com as células germinativas
primordiais. Essas células quando diferenciadas em odgonias, formam os foliculos
primordiais. Esses foliculos primordiais possuem internamente 0s 00citos que estdo em
estado de quiescéncia, portanto em repouso até o estimulo necessario para 0 seu
crescimento (DINIZ et al., 2015). Quando as células da granulosa posicionam-se ao redor
do od6cito e completam o numero de 11 a 20 células, o foliculo é chamado de foliculo
primario. Os foliculos secundarios sdo formados por duas ou mais camadas de células da
granulosa cuboides e inicio da formacdo da zona pellcida, enquanto os primarios
possuem somente uma camada de células da granulosa e ndo possuem zona pelUcida.
Apo6s a organizacdo dos foliculos, é formada uma cavidade chamada de antro, que é
repleta de liquido, caracterizando o foliculo antral (HULSHOF et al., 1994).

Os foliculos secundarios sofrem acdo dos hormonios gonadotréficos e podem
progredir para os foliculos antrais. O LH apresenta uma maior importancia para o
desenvolvimento dos foliculos uma vez que as células da teca possuem receptores para o
LH (LHr). Através da biossintese de andrdgenos tecais pelos LHr, pode haver estimulacéo
de novos receptores do Horménio Foliculo Estimulante (FSH) nas células da granulosa,
aumentando os efeitos deste hormdnio sobre os foliculos secundarios (VAN DER HURK,
2005). O antro acumula liquido folicular no interior das multicamadas de células da
granulosa. A medida que o foliculo cresce, a producédo desse liquido também aumenta e
esse liquido tem como funcdo atuar como fonte de moléculas reguladoras tais como as
gonadotrofinas, os esteroides, os fatores de crescimento, as enzimas, as proteoglicanas e

as lipoproteinas (VAN DER HURK, 2005). Entretanto, os mecanismos de formagdo do



antro ndo sédo bem compreendidos, mas existem estudos in vitro da acdo do FSH sob a
formacéo do antro (GUTIERREZ, 2000).

O crescimento dos foliculos antrais em bovinos ocorre em duas fases: Fase lenta,
onde os odcitos atingem seu crescimento final e onde ocorre crescimento folicular,
originando os foliculos pequenos (0,3mm para 3mm de diametro); Fase rapida, onde 0s
foliculos pequenos tornam-se foliculos dominantes (3mm para 8mm de diametro). Esta
fase encerra com a ovulagdo (MIHM, 2003). O ciclo de recrutamento ocorre em ondas e
sdo acompanhadas da selecdo dos foliculos antrais. Em bovinos, quando os foliculos
atingem 8mm é iniciada a selecdo dos foliculos antrais e o desenvolvimento dos
receptores para LH nas células da granulosa. Esses foliculos dependendo dos niveis dos
hormdnios gonadotréficos podem chegar até 15mm de diametro (VAN DER HURK,
2005).

2.3 Maturacdo oocitaria

O processo de maturacdo dos odcitos in vivo ocorre juntamente com o
desenvolvimento dos foliculos. Quando os foliculos chegam a fase terciaria, 0 odcito
alcanga 100-120um, onde o odcito armazena mRNA necessario para maturagdo oocitaria
e desenvolvimento embrionario inicial (LEMES, 2013).

O odcito encontra-se na fase de dipléteno da profase | quando o animal nasce e
permanece nessa fase até a puberdade. Com o pico de LH, ocorre reativacdo do fator
promotor de maturacdo (MPF), um complexo proteico formado por ciclina B1 e CDK1
(cyclin-dependant kinase). O ciclo celular é novamente estabelecido, completando a
primeira meiose e a extrusdo do primeiro corpusculo polar. O o6cito segue o processo de
maturacdo até a MIl, onde cessa seu desenvolvimento tornando-se apto para a fertilizacao.
A habilidade do odcito em ser fertilizado depende dos processos de maturacao

citoplasmatica e maturacdo nuclear. (SIRARD et al., 2006).

2.3.1 Maturagéo Nuclear

O processo de maturagdo nuclear resulta na divisdo reducional dos cromossomos
para a producdo de odcitos aptos para fecundacdo. O processo ocorre em duas fases, a
fase de crescimento e a fase de maturacao final. A fase de crescimento é caracterizada por
capacitar o odcito em reiniciar a meiose. A sintese protéica e a formacdo das
mitocdndrias, ribossomos, granulos corticais e a vesicula germinativa que contém fontes
energeticas. A segunda fase, de maturacgéo, € caracterizada pelo reinicio & meiose apos a

puberdade, na quebra da vesicula germinativa, condensacdo da cromatina, formacéo dos



fusos da segunda divisdo meidtica, seguida da extrusdo do primeiro corpusculo polar e
por fim, da progressdo préfase | para a MIl. Neste momento, 0 odcito torna-se apto para
ser fecundado e se ocorrer a fecundacdo, o segundo corplsculo polar € formado
juntamente com o zigoto (CRAN et al., 1980; EPPIG, 2001; VAN BLERKOM, 1991).

2.3.2 Maturacéo Citoplasmatica

E o processo caracterizado pelas mudancas no formato e localizacdo das
organelas, necessarias para a aquisicdo de competéncia meiética e capacidade de
fecundacdo. A complexidade dos eventos que ocorrem durante a maturacdo depende da
separacdo dos cromossomos da maturacdo nuclear, da redistribuicdo das organelas
citoplasmaticas e do acumulo de mRNA, proteinas e fatores de transcricdo (HYTTEL et
al., 1989).

A maturacdo citoplasmética é dividida em trés eventos: Redistribuicdo das
organelas citoplasmaticas, maturacdo molecular e dindmica dos filamentos do
citoesqueleto. O processo de maturacdo citoplasmatica € uma capacitacao gradual, que
juntamente com a maturacéo nuclear, favorece a capacitacao funcional do odcito e reflete

em um bom desenvolvimento embrionario (FERREIRA et al., 2009).

2.3.3 Morte Celular

E o processo em que a célula perde suas func@es vitais e estrutura. Este evento
pode ocorrer atraves da necrose ou apoptose. A forma mais comum da morte celular dos
odcitos e embrides é a apoptose, onde existem as reservas de ATP na célula. A necrose
ocorre quando ndo existe ATP na célula (WYLLIE et al., 1980).

A necrose é caracterizada pela quebra da integridade membrana plasmatica,
ocorrendo a liberacdo de constituintes intracelulares para o fora da célula, estimulando a
inflamacdo e ampliacdo da lesdo tecidual. A apoptose por sua vez é caracterizada pela

XA

“autodigestdo” das estruturas celulares, pela ativacdo de enzimas proteicas. A ativacao
dessas proteases afeta a integridade do citoesqueleto, danificando o meio intracelular sem
extravasamento para o meio extracelular. Como consequéncia desse evento, ocorre
resposta inflamatoria que se expande para células vizinhas (BETTS; KING, 2001,

WYLLIE et al., 1980).

2.3.4 Apoptose
A apoptose pode ser ativada de diversas formas, através de sinalizacdo extra ou

intracelular gerados pela célula, onde as caspases atuam como enzimas proteoliticas. Esse



processo é regulado pelas reservas de ATP, onde a célula é danificada internamente de
forma que ndo causa dano ao tecido (MARTIN & GREEN, 1995; NICHOLSON &
THORNBERRY, 1997; PEREZ et al., 1997). Microscopicamente, a apoptose caracteriza-
se por condensacdo do nucleo, citoplasma e cromatina, fragmentagdo nuclear e agregacao
da cromatina, contracdo das organelas e do citoplasma, formacéo de corpos apoptoticos,
colapso estrutural das células e extravasamento do contetdo intracelular (BROOKER et
al., 2005).

Os mecanismos da morte celular programada s&o ativados por mediadores
externos e internos. Os externos estdo relacionados aos receptores de superficie da
membrana celular, chamados de receptores da morte. Os internos, por sua vez, sdo
causados por lesbes ao DNA, alteracGes no ciclo celular ou vias metabolicas que
desencadeam o estresse intracelular (CHANG et al., 2002). Esses estimulos alteram as
proteinas micondriais relacionadas a apoptose, levando a ativagdo das caspases. Os
mecanismos apoptoticos ocorrem de maneiras diferentes, dependendo o estagio das
células e do tipo celular. Ap6s o mecanismo ser desencadeado, as células possuem um
destino em comum e irreversivel, iniciando a ativacdo das caspases 3 e 8 (CRYNS;
YUAN, 1998).

A principal familia de genes envolvidas no processo de apoptose é a do Bcl-2 (B
cell leucemia/lynphoma 2) presente no citosol e nas mitocéndrias. Os niveis das proteinas
proteinas BAX e Bcl-2 determinam a susceptibilidade de uma célula a morte celular
programada. As proteinas da familia Bcl-2 estdo inseridas em formas de dimeros ou
polimeros na membrana mitocondrial e sua estrutura esta diretamente relacionada com o
poder de inibir ou ativar a apoptose. Ao passo que a proteina BAX possui agao pro-
apoptotica, onde na presenca de estimulos apoptoticos, ocorre sua translocacao do citosol
para as mitocondrias e inser¢do nas membranas mitocondriais. Na auséncia de estimulos
apoptoticos, a proteina BAX encontra-se solivel no citosol (KROEMER, 1997;
WOLTER etal., 1997; ZHANG et al., 1998).

2.4 Biotecnologias da Reproducéo

A aplicacdo de biotécnicas da reproducdo em rebanhos bovinos produz 6timos
resultados na eficiéncia produtiva e reprodutiva desses animais. O modelo de dupla hélice
de DNA apresentado por Watson e Crick em 1953 é considerado o marco inicial das

biotecnologias da reproducdo. A primeiro relato da utilizagédo de uma biotecnologia in



vivo foi realizado por Spallazani em 1784, onde ele coletou o sémen de um céo, introduziu
em uma cadela em estro e cerca de 62 dias depois nasceram 3 filhotes (VIEIRA, 2012).

As biotecnologias da reproducdo podem ser classificadas de acordo com
geracdes, conforme elas progrediram ao longo dos tempos. A 12 geracdo € caracterizada
pelas técnicas mais antigas como a inseminagdo artificial, criopreservacdo de gametas e
embriBes. A 22 geracao é formada pela superovulacdo e transferéncia de embrides. A 3?
geracdo inclui técnicas relativamente recentes como a maturacdo in vitro, sexagem
espermatica e embrionéria, a recuperacdo de odcitos, fertilizacdo in vitro e a producéo in
vitro de embriBes. Por fim, a 42 geracdo compreende as técnicas mais recentes como a
clonagem por transferéncia nuclear, a transgenia e o cultivo de células tronco in vitro
(BERTOLINI e BERTOLINI, 2009).

2.4.1 Produgdo in vivo de embrides

A producdo in vivo consiste em utilizar protocolos de superovulagdo em uma
fémea, submete-la a inseminacdo artificial e posteriormente coletar os presumiveis
embriGes para transferi-los para fémeas receptoras. Uma vaca em média produz
aproximadamente 10 milhdes de odcitos que podem ser fertilizados, porém, cerca de 5
odcitos sdo fertilizados naturalmente. Portanto, a transferéncia de embrides por utilizagdo
da superovulagdo aumenta o potencial das fémeas de gerar individuos de genética
superior (MORRIS et al., 2001).

2.4.2 Produgdo in vitro de embrides

A producdo in vitro de embriGes consiste em um conjunto de medidas que
permitem a interacdo entre o espermatozoide e oocito fora da fémea resultando na
formacdo do embrido. A recuperacdo dos oocitos se da pela aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia transvaginal e posteriormente esses 00citos sdo submetidos as etapas da
PIV (LONERGAN; FAIR, 2015). Os o6citos bovinos também podem ser obtidos pela
aspiracdo folicular de ovérios provenientes de abatedouros (GONCALVES et al., 2007).

Esta técnica compreende as etapas de maturacdo in vitro, fertilizacdo in vitro e
cultivo in vitro. Durante a MIV, o odcito deve ser maturado para que esteja pronto para
ser fecundado, através das mudancas simultaneas no citoplasma e no nucleo.
Posteriormente a Fertilizacdo in vitro (FIV) é realizada logo apds os odcitos serem
transferidos para o meio FIV, onde os espermatozoides sdo depositados (MACHATY et

al., 2012). A CIV é a etapa onde o zigoto formado devera sofrer clivagem até a fase de



blastocisto, onde o embrido estara formado e pronto para a transferéncia para uma fémea
receptora (GORDON, 2003).

A técnica da PIV esté cada vez mais ganhando destaque nacional, devido ao seu
potencial de melhoramento genético animal e na obtencédo de diversos embrides. Em 2014
0 Brasil foi considerado o maior produtor mundial de embribes com 366.517 unidades
produzidas por ano, cerca de 70% do total mundial (IETS, 2014). Porém, a limitacdo de
ser uma técnica cara, necessitando de profissionais experientes e controle de qualidade
laboratorial para maximizar a eficiéncia e minimizar as perdas das amostras (NEVESs et
al., 2010).Contudo, as taxas medias de embriGes obtidos in vitro ainda precisam ser
estudadas visando resultados mais satisfatorios, levando em conta que a qualidade e a
viabilidade dos embriGes obtidos in vitro sdo inferiores a dos embrides obtidos in vivo
(REINCHENBACH, 2003) com variacdo de 50 a 80% (RIZOS et al., 2002).

2.5 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo dos embrifes causada pelas espécies reativas ao oxigénio €
uma das limitacGes apresentadas pela PIV. Fisiologicamente, a atmosfera do Utero
apresenta cerca de 2-8% de oxigénio, concentragcdes bem menores que as trabalhadas nas
estufas onde sdo realizadas a PIV. Esse excesso de oxigénio leva a formacdo das EROs,
que pode prejudicar o desenvolvimento do embriéo in vitro (LONERGAN e FAIR, 2008).

Em nivel celular, o estresse oxidativo causa danos aos lipidios, proteinas,
carboidratos e até mesmo no DNA, podendo levar ao processo de apoptose e consequente
morte celular. Pode levar também ao aumento da proliferagdo celular, onde a célula na
tentativa de se adaptar cria mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo (ASSIS,
2014).

2.5.1 Espécies reativas ao oxigénio

As principais EROs responsaveis pelos danos aos odcitos sdo: radical superdxido
(0%), radical hidroxila (OH) e peréxido de hidrogénio (H?0?). Sdo substincias
produzidas naturalmente durante o metabolismo celular, onde a produgdo é
potencializada pela alta tensdo de oxigénio (O2?), ocasionando o estresse oxidativo. A
peroxidacao lipidica é um efeito causado pela producao excessiva EROs, que atingem 0s
gametas e embrides durante as etapas da PIV, resultando em danos ao DNA e morte
celular por necrose ou apoptose. Em condicdes fisioldgicas normais, estudos revelam que
o0citos de humanos, bovinos e suinos em condic@es fisiologicas normais de 2% de O?

resulta em fosforilacdo oxidativa e sintese de ATP. Entretando, 20% de O2 utilizado nos



protocolos de PIV resulta estresse oxidativo e consequentemente, alteragOes
citogenéticas. Portanto, concentracdes intermediarias de O sugerem melhores resultados
para a PIV (TRINDADE et al., 2016).

As EROs possuem papel importante na ruptura dos foliculos, local onde séo
produzidas. Porém, quando as EROs estdo em maior quantidade causam estresse
oxidativo nos o0citos e devem ser continuamente desativadas para manter a quantidade
necessaria para que as células desempenhem sua funcdo normal (FATEHI et al., 2005).
Entretanto, estudos indicam que enzimas antioxidantes endégenas e antioxidantes nao
enzimaticos dos foliculos combatem a peroxidacgéo lipidica. Logo, qualquer alteracdo que
afete a atividade dessas substancias pode levar ao aumento da atividade das EROs,

aumentando o estresse oxidativo nos oécitos (GUERIN et al., 2001).

2.5.2 Antioxidantes

A substancia que em baixa concentracdo € capaz de retardar ou prevenir a
oxidacdo de um substrato € denominada de antioxidante (HALLIWELL et al., 2007).
Durante o processo de maturacdo odcitaria na ampola do oviduto, os antioxidantes
naturais da fémea estdo presentes. No entanto, quando os o6citos sdo maturados in vitro,
ndo existe a presenca dos agentes antioxidantes. Portanto, € necessario a adi¢ao de agentes
que previnam a peroxidacdo lipidica e consequentemente, os danos celulares causados
aos embrides e oocitos (GARDINER et al., 1995).

A principal fungdo de um antioxidante & na remogdo das EROs, através da
remocdo enzimatica e remo¢do ndo enzimatica. O superoxido dismutase (SOD), a
catalase e a glutationa peroxidase sdo 0s antioxidantes enzimaticos. As vitaminas C e E,
os carotenoides, tidis, melatonina e flavanoides naturais estdo entre os antioxidantes ndo
enzimaticos (CUNHA, 2014).

2.6 Morinda citrifolia

M. citrifolia € uma planta nativa do sudoeste da &sia na polinésia e que cresce
também no Havai e no Brasil. Esta espécie pertence a familia Rubiaceae e ao género
Morinda, que totalizam 80 espécies diferentes, com presenca em regides tropicais no
mundo todo, podendo ser encontrada na América Central, América do Sul, Australia e na
Asia. E popularmente conhecida como “noni”, “nonu”, “amora indiana” ¢ “Fruta queijo”
(THOO et. al., 2013).

As arvores desta espécie possuem forma de arbusto, podendo crescer até 6 m de

altura, com folhas verdes brilhantes, ovais e medindo entre 10 a 30 cm, conhecida por ter



uma alta tolerdncia ambiental. Suas sementes possuem coloragdo escura e a polpa
esbranquicada. O fruto da M. Citrifolia tem forma ovoide, apresenta cor amarelada
guando esta maduro e verde claro quando ndo maturado, possui sabor adstrigente quando
maduro e sua semente possui um saco de ar permitindo flutuacdo (TORRES et al., 2017).

No Brasil, 0 noni possui importancia comercial, visto que o seu fruto sdo
comercializados em mercados e 0 suco € utilizado na producdo de produtos
industrializados. Devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, principalmente o valor
nutritivo e as propriedades terapéuticas, a polpa de M.citrifolia é comercializada e
utilizada na producdo de cosméticos e produtos naturais. Em 2005 a espécie foi
introduzida na cidade de Sdo Luis do Maranhdo, onde rapidamente adaptou-se as
condicbes de clima e solo. Diversos produtos baseados no fruto do noni séo
comercializados em mercados pela capital e pelo interior do estado do Maranhdo (SILVA,
2010).

2.6.1 Potencial terapéutico de Morinda citrifolia

O uso terapéutico e empirico do fruto e folhas do noni é milenar, onde fora
utilizado no tratamento de feridas, doengas, dores e artrite. Atualmente esta tradi¢ao ainda
é viva, com os frutos, as folhas, as sementes e as raizes utilizadas amplamente na medicina
popular (BASAR et al., 2010). Entretanto, varios efeitos terapéuticos de M. Citrifolia ja
foram relatados e estudos in vivo/ in vitro foram realizados para demonstrar o potencial
bioldgico do noni e seus compostos, onde obtiveram resultados positivos (WANG et al.,
2002; TORRES et al., 2017). Estudos toxicoldgicos de M. Citrifolia em cultura de tecidos,
na experimentacdo animal e em humanos revelaram que o noni ndo apresenta
citotoxicidade em concentracOes terapéuticas (WEST et al., 2006; WESTENDORF et al.,
2007).

Inicialmente, os estudos explorando o potencial terapéutico de M. Citrifolia
concentraram-se nas analises fitoquimicas dos metabdlitos secundarios das folhas, cascas
e raizes. As folhas de M. Citrifolia contém iridoides, flavonoides e triterpenos, enquanto
que antraquinonas (rubiadina, damnacanthal e alizarina) podem ser encontrados nas
raizes (SANG E HO, 2006). Devido ao suco do noni ser utilizado como suplemento
alimentar, pesquisas foram conduzidas para identificar seus constituintes metabélicos e
sua toxicidade. Dentre as classes de metabdlitos identificadas, as principais sao

polissacarideos, acidos graxos, iridoides, antraquinonas, cumarinas, flavonoides,



lignanas, fitoesterdis, carotenoides e uma variedade de constituintes volateis, como
monoterpenos e acidos graxos volateis de cadeia curta (SANG et al, 2002).

Dentre as propriedades terapéuticas de M. Citrifolia, destacam-se 0s potenciais
antiinflamatdrio, antitumoral, antimicrobiano, imunomodulador, analgésico e hipotensor
(CHAN-BLANCO et al. 2006; WANG et al. 2002 & Yu et al. 2008). Os efeitos benéficos
do suco do noni estdo atribuidos a sua composicdo rica em compostos fendlicos, que
compdem diversas classes de substancias naturais que nao estdo presentes no organismo
humano. Dentre as classes dos compostos fendlicos destacam-se os flavonoides, que
possui atividade antioxidante comprovada (AKIHISA et al. 2007; KAMIYA et al. 2004).

2.6.2 Potencial antioxidante da Morinda citrifolia

A acdo antioxidante do noni € uma das propriedades de interesse para a medicina
humana. Os antioxidantes naturais tem sido alvo de pesquisas recentemente devido ao
menor risco de efeitos colaterais para a saude humana, ainda que a eficacia seja inferior
quando comparados com antioxidantes sintéticos (THOO et. al., 2013). Alguns
compostos como glicosideos de flavonois, glicosideos iridoides e antraquinonas foram
identificados no suco de M. citrifolia através de cromatografias (WANG et al., 1999). Os
flavondides sdo antioxidantes efetivos devido a suas propriedades sequestrantes de
radicais livres e por quelar ions metélicos, protegendo assim os tecidos dos radicais livres
e da peroxidacao lipidica. A propriedade antioxidante € direcionada sobre os radicais OH
e O, que sdo espécies altamente reativas envolvidas na iniciacio da peroxidagio lipidica
(KANDASWAMI et al, 1994).

A quercetina (3,5,7,3’- 4’-pentahidroxi flavona) é o principal flavondide
presente no fruto e apresenta varias propriedades terapéuticas, destacando-se o potencial
antioxidante (BEHLING et al., 2004).

Segundo Franchi et al. 2013, o suco de M. citrifolia oriundo da polinésia teve
efeito antioxidante e removeu radicais livres em células somaticas da espécie Drosophila
melanogaster in vitro através do ensaio “Terazolium nitroblue”, avaliando o potencial
protetor do suco do noni de proteger células ou lipidios de alteracdo oxidativa promovida
pelo radical anion superdxido. Em camundongos com linfoma, o tratamento com extrato
metanolico de M. citrifolia administrado por via oral com dose de 50mg/kg teve aumento
na acao das enzimas antioxidantes catalase, glutationa peroxidase e superdxido dismutase
(ANITHA e MOHANDASS, 2006).



3. OBJETIVOS
3.1 Geral

e Avaliar o efeito da adicdo da M. citrifolia liofilizada sobre os aspectos celulares e
moleculares de complexos cumulus-o6cito (CCOs) bovinos durante o processo de
maturacao in vitro.

3.2 Especificos

e Avaliar a taxa de maturagdo dos CCOs submetidos a maturagéo in vitro e tratados
com diferentes concentracdes de M. citrifolia;
e Pesquisar a presenca de genes apoptéticos, anti-apopitoticos e proteinas

antioxidantes por meio de gRT-PCR em tempo real.



4. METODOLOGIA

4.1 Preparo do suco do fruto de Morinda Citrifolia

Os frutos de M. citrifolia provenientes da llha de Sao Luis, Maranhdo, com
classificacdo botanica do Herbario Rosa Mochel, do Departamento de Quimica e Biologia
da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, depositados sob exsicata n° 200046
foram coletados e processados no Laboratério de Anatomopatologia, do Departamento
de Patologia do Curso de Medicina Veterindria. Os frutos foram lavados com &gua
destilada, secos com papel toalha e acondicionados em frasco de vidro estéril por dois a
trés dias para que o sumo seja liberado pelo fruto. O sumo do fruto foi entdo coletado e
centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi liofilizado e o0 p6 mantido a
4°C até o uso (ALMEIDA-SOUZA et al., 2016).

4.2 Obtencao das amostras

Os CCOs foram obtidos através da puncéo folicular (Ovum pick-up) de ovarios
originarios de vacas S.R.D., abatidas no abatedouro municipal DA Vital, localizado na
BR-135 km 03, em Sao Luis-MA. Esses ovarios foram transportados ao laboratério de
reproducdo animal da UEMA, em recipiente térmico contendo solugdo salina-fosfato
tampdo (PBS) a 37°C suplementado com 10% de gentamicina (Gentrin®, Ourofino Ltda.
Brasil. 100ml).

4.3 Puncéo folicular dos ovarios

No laboratério, os ovarios foram lavados com PBS a 37°C e os CCOs recuperados
por aspiracdo folicular. Foram aspirados foliculos ovarianos medindo entre 2 a 8 mm de
diametro, utilizando agulha descartaveis 25x0,7 mm (22G), acoplado a uma seringa de 5
ml. O liquido folicular obtido na puncéo foi depositado em tubo do tipo Falcon de 15 ml
em Banho-Maria a 37,5°C durante 10 minutos para sedimentacao.

Apobs o tempo, o conteldo decantado no fundo do tubo foi depositado em uma
placa de Petri de 100x20 mm para pesquisa sob lupa estereomicroscépio (NOVA optical
systems). Os CCOs foram classificados conforme a qualidade morfologica em Graus I,
Il, Il e IV (LEIDFRIED & FIRST, 1979). Somente os CCOs que apresentaram grau | e
Il foram selecionados e transferidos para placa de Petri 30 x 10 mm contendo meio de
manutencdo TCM 199 1x (gibco life technologies™, Brasil Ltda., Itapevi-Sdo Paulo,
Brasil. 500ml).



4.4 Grupos experimentais

As amostras de noni liofilizado (375mg/mL) foram diluidas em eppendorfs
conforme os tratamentos: Omg (grupo controle), 1mg/mL, 5mg/mL e 10mg/mL.
Posteriormente, seréo adicionados 1mL de meio de maturacdo (Gene-up Biotecnologia;
Sé&o Paulo-SP, Brasil. 50ml) aos eppendorfs conforme os tratamentos com M. citrifolia.
A placa de maturacéo foi preparada utilizando placa de petri 60x15 mm, com 4 gotas de
100 pl contendo meio de maturacao suplementados com noni conforme os tratamentos

descritos e recobertos em 6leo mineral estéril.

Figura 1. Representacdo dos grupos experimentais dos o6citos submetidos a maturagao
in vitro e tratados com diferentes concentracdes de Morinda citrifolia.

CONTROLE Noni 1 mg/mL

N Noni 10 mg/mL

4.5 Maturagéo In vitro

Apos o rastreio e classificacdo, os CCOs foram isolados atavés da lavagem em
microgotas de 50 uL. contendo meio de manutencdo TCM 199 em placas de Petri de 100
x 20 mm. Ap6s individualizagdo dos grupos e lavagem, os CCOs foram transferidos para
a placa de maturacdo preparada previamente e colocados em estufa B.O.D., a temperatura
de 38,8°C, em atmosfera gasosa de 5% de CO> por 24h, iniciando o processo de

maturacdo in vitro.



Figura 2. Processo de obtencdo dos odcitos e maturacdo in vitro. A: Ovarios em PBS a
37,5°C. B: Aspiracao folicular. C: Contetdo aspirado dos ovarios. D: Odcitos apds o
rastreamento. E: Placa de MIV com meio de maturacdo suplementado com Morinda
citrifolia. F: O6citos ap6s 24 horas de maturacdo in vitro.

Fonte: SOUZA (2019).



4.6 Avaliacao dos estagios de maturacao nuclear

A avaliacdo da maturacdo nuclear foi feita utilizando a técnica de fluorescéncia
Hoescht 33342 (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil; 100mg;), pelos estagios
de meiose dos o6citos ap6s 24 horas de maturacdo. Os principais achados nucleares
foram: A presenca da vesicula germinativa (VG), na qual o odcito esta na fase de
diploteno da proféase I, com a presenca de nucleo vesicular com cromossomos pouco
condensados; O rompimento da vesicula germinativa (RVG), onde 0s cromossomos
apresentam alto grau de condensacdo com distribuicdo dispersa e com nucleo de aspecto
vesicular; E a presenca da placa metafasica caracteriza o estagio final da maturacéo
oocitaria, onde os cromossomos formam a placa metafasica, localizada a periferia do
nucleo do odcito, caracterizando a MIl (HEWITT & ENGLAND, 1998).

Para retirar as células do cumulus, os CCOs foram incubados por 10 minutos em
hialuronidase (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil; 0,2%; v/v).
Adicionalmente, as células do cumulus foram removidas mecanicamente por
turbilhonamento. Apds a remocdo das células, os oocitos foram lavados em meio TQC
para retirar o excesso de hialuronidase e incluidos em 50 uL contendo solucdo de
Hoescht- 33342 em placa de petri 60 x 15mm. A visualizacdo do material genético
fluorescente em azul foi verificada por microscopia de epifluorescéncia (filtro de
excitacdo de 365 nm e de emissdo 420 nm) que indica o estagio de meiose das células.

Odbcitos em metafase 2 foram considerados maduros.

4.7 Extracdo de RNA e confeccéo do cDNA

Os CCOs foram agrupados em pools de 5 CCOs, separados antes e apds 0 processo
de maturagdo, sendo incluidos em TRIzol Reagent® e congelados em nitrogénio liquido.
Um total de 80 amostras foram obtidas dentre os tratamentos com M. citrifolia. Os o6citos
tiveram seu RNA extraido utilizando cloroférmio e isopropanol, segundo protocolo. A
concentracdo do RNA total extraido foi avaliada por espectrofotometria e a qualidade do
RNA avaliada por eletroforese em gel de agarose/formaldeido. Posteriormente, realizou-
se a diluicdo do RNA e armazenadas a -80°C.

A confecgdo de cDNA foi feita usando o kit TagMan Reverse Transcription
Reagents, seguindo as especifica¢Oes do fabricante e usando uma concentragéo de 500 ng
de RNA em uma rea¢do com volume final de 20 uL. O cDNA foi estocado a -20°C.



4.7.1 PCR guantitativa em tempo real (QRT-PCR)

A determinagdo quantitativa dos niveis de transcricdo dos genes de interesse, a

partir do cDNA, foi feita por PCR em tempo real (QRT-PCR) usando o kit GoTag® qPCR

Master Mix (Promega — USA) e o termociclador da Applied Biosystems modelo

QuantStudio 3 Real-Time PCR System. Os iniciadores usados estdo descritos na Tabela

1. Os resultados foram obtidos em valores de limiar de deteccdo (Ct - cycle threshold)

com o software QuantStudio™ Design & Analysis v.1.4.3, e a quantificagdo relativa

expressa por 2042 ysando GAPDH como gene enddgeno.

Tabela 1. Lista de genes utilizados no RT-PCR em tempo real.

Gene Iniciadores (5°-3”) Produto  Sequéncia de Referéncia
referéncia no
NCBI
BAX GTGCCCGAGTTGATCAGGAC 126 NM_173894.1 Boruszewsk
CCATGTGGGTGTCCCAAAGT aetal., 2015
Bcl-2 GAGTTCGGAGGGGTCATGTG 203 NM_001166486.1 Boruszewsk
GCCTTCAGAGACAGCCAGGA aetal., 2015
Casp3 TGCCACTGTATCAGGGAACA 192 NM_ 201107726  Saeed-
TGCTCAGCACAAACATCACA Zidane et
al., 2017
CAT1 TGGGACCCAACTATCTCCAG 178 NM_001035386.1 Saeed-
AAGTGGGTCCTGTGTTCCAG Zidane et
al., 2017
SOD1 TGCCATCGTGGATATTGTAG 189 NM_174615 Saeed-
GCAATTCCAATTACACCACA Zidane et
al., 2017
Nrf-2 CCCAGTCTTCACTGCTCCTC 165 NM_001011678  Saeed-
TCAGCCAGCTTGTCATTTTG Zidane et
al., 2017
B-actina  TGTCCACCTTCCAGCAGAT 249 NM_173979 Saeed-
TCACCTTCACCGTTCCAGT Zidane et
al., 2017
GAPDH GAGAAGGCTGGGGCTCACTTG 195 NM_001034034.2 Davies et
GCTGACAATCTTGAGGGTGTTG al., 2006

4.8 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento foi inteiramente ao acaso com 4 tratamentos x 200, dependendo

da quantidade de odcitos viaveis por coleta.

As variaveis taxa de maturacgdo e estagios da meiose foram submetidas ao teste

de normalidade. Realizou-se a anéalise de variancia (ANOVA) e os dados qualitativos



foram comparados pelo teste do %2, considerando P < 0,05. As analises foram executadas
utilizando o programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2015).

Os dados da expressdo de mRNA por RT-PCR foram avaliadas pelo teste
Kruskal-Wallis e o teste de Dunn para comparacdo multipla entre 0s grupos

experimentais. As analises foram executadas utilizando o software graph pad prism 5.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Qualidade dos CCOs

Foram realizadas 18 baterias de Maturacdo in vitro de odcitos bovinos, nos quais
obteve-se um total de 681 ovarios viaveis para a aspiracao folicular. O peso inicial médio
dos ovarios (antes da aspiracdo folicular) foi de 369,90 g, enquanto que o peso final médio
dos ovarios (Apos a aspiracao folicular) foi de 312,70 g, obtendo-se 0,17 odcitos/ grama
de ovério.

Obteve-se um total de 817 estruturas viaveis para a MIV e elas foram divididas
entre os 4 tratamentos de M. citrifolia. A tabela 2 ilustra a qualidade dos odcitos

selecionados paraa MIV.

Tabela 2. Classificacdo dos odcitos bovinos selecionados para a maturagdo in vitro,
tratados com diferentes doses de M. citrifolia.

Dose Gl Gll Gl GlIV TOTAL
Noni
Omg/mL 122 ol 29 0 202
1mg/mL 119 70 16 0 205
5mg/mL 135 48 18 0 201
10mg/mL 129 57 23 0 209

Legenda: GI: o6cito Grau 1; GlI: odcito Grau 2; GllI: o6cito Grau 3; GIV: o6cito Grau 4.

A avaliacdo da qualidade dos odcitos bovinos é importante para definir quais
odcitos estdo aptos para o processo de maturacdo. Sdo considerados odcitos de alta
qualidade os odcitos que apresentarem graus | e Il. Sdo considerados odcitos de baixa
qualidade os que apresentarem graus Il e IV (SIRARD, 2001). A tabela 3 ilustra a

qualidade dos o6citos submetidos a MIV, baseada nessa classificacéo.



Tabela 3. Qualidade dos odcitos bovinos selecionados para a Maturagao in vitro, tratados
com diferentes doses de M. citrifolia.

Dose CCOscomalta CCOs com baixa
Noni qualidade qualidade
Omg/mL 86% 14%
1mg/mL 92,20% 7,80%
5mg/mL 91% 9%
10mg/mL 89% 11%

Legenda: CCOS: Complexo Cumulus-odcito.

Ap0s 24 horas do inicio da maturacdo in vitro, é necessario realizar a avaliacdo
dos odcitos para verificar o estagio de maturacdo em que se encontra a célula. A coloragédo
Hoescht 33342 é realizada para corar odcitos e embrides submetidos ao processo de

maturacao.

5.2 Avaliacdo da maturacéo in vitro dos Odcitos com Hoescht 33342

Os resultados do Hoescht 33342 foram classificados conforme os achados
nucleares dos oocitos. O estdgio de VG é caracterizado pela presenga de nucleo
desenvolvido, porém imaturo. O odcito encontra-se na fase de diploteno da Profase |I.
Estruturas encontradas nesse estagio ndo obtiveram maturacao oocitaria. O rompimento
da vesicula germinativa (RVG) é caracterizado por estruturas que entraram em metéafase
I, onde a vesicula apresenta aspecto fragmentado. O nucleo é caracterizado como um
ponto fluorescente com aspecto granulado mais préximo ao centro da célula. Por fim, a
metéfase Il € caracterizada pelo fim da maturacdo. Estruturas com ponto fluorescente
proximo a membrana plasmatica estdo em MII, portanto, concluiram o processo de

maturacdo. A figura 2 ilustra os estagios de maturacdo oocitéria.



Figura 3. Coloragdo dos o6citos bovinos com Hoescht 33342 para avaliagdo dos estagios
de maturacdo. A: Odcito em estagio de vesicula germinativa, B: OGcito em estagio
intermediario com rompimento da vesicula germinativa da maturagdo, C: Odcito em
metéafase Il, D: N&o Identificado/ Odcito degenerado. Objetiva 20X.

.

Fonte: SOUZA (2019).

Obteve-se poucos odcitos em estagio de VG e RVG (Tabela 4), indicando que 0s
odcitos iniciaram a meiose, porém ndo completaram o processo. No entanto, obteve-se
um grande nimero de odcitos sem estagio nuclear identificavel e degenerados (NI). Nao
houve diferenca estatistica significativa para os achados nucleares entre 0s grupos
tratados com M. citrifolia. O experimento de Santos et al. 2002 obteve menores taxas de
odcitos degenerados/ ndo identificados com tempos de maturacdo in vitro reduzido.
Paschoal em 2013 relatou que obteve maior taxa de odcitos degenerados com o tempo de
24h. Portanto, € necessario realizar mais testes para determinar o tempo ideal para a
maturacdo in vitro dos odcitos tratados com M. citrifolia, no intuito de aumentar o nimero

de odcitos em MII e diminuir o numero de oocitos degenerados.



Tabela 4. Estagios de maturacgdo oocitaria identificados na coloragdo Hoescht 33342 e 0s
grupos experimentais tratados com Morinda citrifolia.

TRAT VG RVG MII NI Total
Omg/mL 144 7A 1064 75% 202
1mg/mL gA 2A 1217 74% 205
5mg/mL 7A 5A 103 86" 201

10mg/mL 124 64 119 724 209

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste de ¥2 (P<0,05) entre os tratamentos. Legenda:
TRAT: Tratamento VG: Vesicula germinativa; RVG: Rompimento da vesicula germinativa; MII: Metafase 2; NO: Ndo

identificado.

A taxa de maturacéo indica o percentual de estruturas que completaram o processo
de maturacdo, identificadas no estagio de Metéfase Il. A tabela 5 ilustra o percentual de

estruturas maturadas submetidas a coloragdo de Hoescht.

Tabela 5. Taxa de maturacao dos oocitos submetidos a coloragdo de Hoescht 33342,

Dose Total de Oocitos Tx. De
noni Odcitos maturados maturacao
Omg/mL 202 106 53%"
1mg/mL 205 121 59%"
5mg/mL 201 103 51%"
10mg/mL 209 119 57%"

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste de 2 (P<0,05) entre os tratamentos.

Segundo andlise estatistica deste estudo para avaliagdo da maturacdo nuclear dos
CCOs (Tabela 5), observou-se que a suplementacdo dos meios de maturagdo com M.
citrifolia ou sem o fitoterapico, ndo provocou diferenca significativa nas taxas de
maturacdo nuclear. Estes dados indicam que a M. citrifolia como antioxidante ndo
provocou melhorias significativas na taxa de maturacdo dos odcitos. Porém, a literatura
relata que a presenca de antioxidante durante a maturacdo in vitro é essencial para
maturacdo citoplasmatica, resultando em melhores taxas de embrides (FURNUS et al.,
2008; SILVA et al., 2011).



Dentre as dificuldades nas pesquisas envolvendo etapas da PIV, esta no sucesso
em obter boas taxas de maturacdo dos odcitos. Fatores como o manejo nutricional
adequado, assim como a perda da interacdo hormonal e molecular entre os odcitos e as
células foliculares no ambiente intrauterino das vacas pode ter influenciado nos resultados
do experimento. A auséncia do ambiente folicular pode levar a perda da qualidade
funcional dos odcitos, influenciando nos resultados obtidos na etapa da MIV
(GOTTARDI; MINGOTI, 2009).

No entanto, os odcitos somente reiniciam a meiose quando saem dos foliculos
ovarianos, onde existem fatores que bloqueiam a meiose, nas quais séo inativados com
estimulos hormonais com o surgimento da onda de crescimento folicular (PINCUS;
ENZMANN, 1935).

Estudos envolvendo a utilizagdo de antioxidantes na maturag&o in vitro ja foram
realizados anteriormente obtendo bons resultados (GUEMRA et al., 2013; GAD et al.,
2018). Assim como também existem estudos que demonstram a a¢do da quercetina como
um potencial antioxidante. A quercetina € um dos principais metabolitos com acao
antioxidante presentes na M. citrifolia. Em um experimento com PIV, a quercetina foi
capaz de promover melhorias nas taxas de embrides quando utilizada durante a etapa da
maturacdo in vitro (GUEMRA et al., 2013). A quercetina sintética promoveu a inibicdo
de radicais livres em um estudo relatado por Braun et al. 2011. No estudo in vivo com
camundongos, a quercetina foi capaz de reduzir danos celulares aos hepatocitos (LI1U et
al., 2010). Desta forma, esse estudo € pioneiro em utilizar o noni como antioxidante
durante a MIV.

Tendo em vista que a M. citrifolia possui outros compostos quimicos que podem
atuar sinergicamente com a quercetina, existem também diversos metabolitos secundarios
que podem influenciar negativamente o processo da MIV. Portanto, uma analise da acdo
da quercetina extraida do suco do fruto de M. citrifolia na maturag&o in vitro, poderia

trazer resultados complementares para esta pesquisa.

5.3 Expressdo de mRNA por gRT-PCR

A analise da expressdo do mRNA dos od6citos desta pesquisa revelou diferenca
estatistica significativa entre 0s grupos experimentais para os genes Bcl-2 e BAX. A
amostra do grupo tratado com M. citrifolia dose 10 mg/mL ndo obteve expressdo para 0s
controles endogenos, ndo apresentando amplificacdo. A Figura 3 ilustra os resultados
obtidos para mMRNA na RT-PCR.



Figura 3. Expressao relativa de mRNA analisada por gPCR realizado em duplicata para
0s grupos experimentais controle Oh, controle 24h, Noni 1Img/mL e Noni 5mg/mL, para
0s genes Casp3, BCL2, BAX, CAT1, NrF2 e SOD1, e GAPDH como gene enddgeno. Os
dados representam meédia + desvio padrdao. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando
comparado com o controle Oh ou entre os colchetes, apds analise de Kruskal-Wallis e
teste de comparacdo multipla de Dunn.
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O grupo controle 24h e o grupo noni 5mg/mL apresentaram boas expressdes de
mMRNA para o gene BCL-2, sendo diferentes estatisticamente dos grupos controle O h e
noni Img/mL. O grupo Noni 1mg/mL apresentou expressdes elevadas de BCL-2, sendo
distinto dos demais grupos. O gene BCL-2 foi utilizado na pesquisa no intuito de verificar
0S mecanismos anti-apoptoticos apds os eventos da MIV.

Os genes pro-apoptoticos casp3 e BAX obtiveram expressdes de mRNA baixas
quando comparados ao gene anti-apoptético BCL-2. As expressdes do grupo controle Oh
para o gene BCL-2 foram baixas em comparagéo aos demais grupos (Controle 24h, noni
Img/mL e noni 5mg/mL). Todavia, os dados mostram que as amostras das células de
todos o0s grupos obtiveram expressbes de mRNA baixas para o gene Casp3 e
relativamente baixas para o gene BAX, na qual ambos sdo genes pro-apoptaéticos (BAX
e Casp3). Essa andlise revela que ap6s a maturacdo in vitro, os odcitos ativam
mecanismos contra a apoptose, uma vez que o aumento da producdo das EROs durante a
MIV, causam danos celulares aos odcitos e podem levar a morte celular (TRINDADE et

al., 2016). Portanto, essas informacdes indicam que o tratamento com M. citrifolia



desempenhou um papel importante de protecdo dos odcitos contra a apoptose durante a
MIV, evidenciado principalmente pela expressdo de mRNA do grupo noni 1mg/mL.

O grupo tratado com noni 5mg/mL obteve expressdo de mMRNA relativamente alta
para 0 gene BAX, obtendo diferenca estatistica significativa em relacdo aos demais
grupos. No entanto, esse mesmo grupo obteve alta expressao de mRNA para o gene BCL-
2. A natureza de ambos 0s genes sdo opostas, onde um atua em favor da morte celular
(BAX) e o outro atua nos mecanismos antiapoptoticos (BCL-2). Vale ressaltar que o gene
BAX é derivado do gene BCL-2, pertecendo a mesma familia. Os genes BAX e BCL-2
possuem relacéo inversa para a expressao de mRNA, na qual resulta na prevencdo da
liberacdo do citocromo-e (BORNER, 2003; HENGARTNER, 2000), que por sua vez leva
a ativacdo da Caspase 3 (Proteina afetora da apoptose). A enzima Caspase aumenta a
permeabilidade da membrana mitocondrial e estabelece a chamada morte celular caspase
dependente (KUMAR, 2007). Esse fator explica a baixa expressdo de Casp 3 nessa
pesquisa, devido aos niveis distintos da expressdo de mMRNA dos genes BCL-2 e BAX.

Os genes NrF-2, CAT1 e SOD1 foram utilizados no intuito de avaliar a acédo
antioxidante de M. citrifolia e mesurar o estresse oxidativo causado as células. Nao houve
diferenca estatistica significativa para nenhum dos genes avaliados nesta pesquisa, porém
é possivel notar que na expressdo de MRNA, para o gene SOD1 foi relativamente maior
para o grupo 1mg/MI, quando comparado ao controle 24 horas. A expressdo do gene
SOD1 indica a acao da enzima superoxido dismutase que atua na detoxificacao de radicais
livres (HALLIWELL et al., 2007).



6. CONCLUSAO

Os tratamentos utilizados neste trabalho com M. citrifolia ndo evidenciaram a acdo
antioxidante sobre a morfologia dos o6citos maturados in vitro. A expressdo de mRNA
do gene BCL-2 evidenciou que a M. citrifolia desempenhou fun¢do antiapoptotica sobre

0s aspectos moleculares dos odcitos maturados in vitro.
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