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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da quercetina como antioxidante
alternativo a cisteamina na maturagao in vitro. Ovarios caprinos foram transportados
do matadouro local para laboratério em solucao salina a 0,9%, a 30°C, até trés horas
apos o abate. ApOs a colheita, os odcitos foram avaliados e divididos em trés
grupos: Grupo CIS, onde os odcitos foram imersos em meio MIV base: TCM-199,
suplementado com EGF (10 pg/mL), FSH/LH (10 uL/mL), soro de ovelha em estro
(100 pL/mL) e cisteamina (10 pL/mL); nos Grupos Q4 ou Q8, os odcitos foram
imersos em meio base isento de cisteamina, suplementado com 4 uM ou 8 uM de
guercetina, respectivamente. A MIV dos odcitos foi realizada a 38,5°C em atmosfera
umidificada de 5% de CO, em ar, durante 24 horas. Os grupos CIS e Q4
apresentaram a mesma porcentagem de células cumulus expandidas, mas o grupo
Q8 foi significativamente menor que os demais grupos (P<0,05). A taxa de retracéo
de odcitos no grupo Q8 foi maior (P<0,05) do que os tratamentos adicionais. Em
relacdo a expansao das células do cumulus, o tratamento com 8 uM de quercetina
apresentou menor proporcao de odécitos expandidos com grau 1 (Total) do que os
tratamentos adicionais (P<0,05). A percentagem de odcitos MIl foi maior no grupo
Q4 do que no grupo CIS (P<0,05), mas os grupos CIS e Q8 foram semelhantes. A
taxa de apoptose foi maior no grupo CIS do que nos grupos adicionais (P<0,05). Os
odcitos dos grupos CIS e Q4 apresentaram 0s mesmos hiveis de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e glutationa (GSH). Além disso, os odcitos maturados com 4 yM
de quercetina apresentaram maior atividade mitocondrial do que os odcitos
maturados nos grupos CIS e Q8 (P<0,05). Em conclusao, 4 uM de quercetina pode
ser utilizada como alternativa a cisteamina na maturacdo in vitro de odcitos de
caprinos, pois, a mesma resultou em taxas de maturacdo oocitaria de caprinos
maiores que aquelas obtidas com cisteamina, mantendo constantes os niveis de
expansdo das células do cumulus, glutationa, ERO, além, de elevar a atividade
mitocondrial. Contudo, a concentracao de 8 uM, levou a reducéo dos niveis de ERO,
GSH e atividade mitocondrial oocitaria, demonstrando menor viabilidade celular.

Palavras-chave: Antioxidante. Flavonoide. GSH. MitocOndria. Ovario.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of quercetin as an
alternative antioxidant to cysteamine during in vitro maturation. Ovary goats were
transported from the local slaughterhouse to the laboratory in 0.9% saline at 30 ° C
until three hours after slaughter. After collection, the oocytes were evaluated and
divided into three groups: CIS Group, where the oocytes were immersed in MIV
medium: TCM-199, supplemented with EGF (10 ug / mL), FSH / LH (10 uL / mL),
Estrus sheep serum (100 pL / mL) and cysteamine (10 yL / mL); In Groups Q4 or Q8,
oocytes were immersed in cysteamine-free base medium, supplemented with 4 yM
or 8 uM quercetin, respectively. The IVM of the oocytes was performed at 38.5 ° C in
humidified atmosphere of 5% CO2 in air for 24 hours. The CIS and Q4 groups
presented the same percentage of expanded cumulus cells, but the Q8 group was
significantly lower than the other groups (P <0.05). The oocyte retraction rate in the
Q8 group was higher (P <0.05) than the additional treatments. In relation to the
expansion of cumulus cells, treatment with 8 yM quercetin presented a lower
proportion of expanded oocytes with grade 1 (Total) than the additional treatments (P
<0.05). The percentage of MIl oocytes was higher in the Q4 group than in the CIS
group (P <0.05), but the CIS and Q8 groups were similar. The rate of apoptosis was
higher in the CIS group than in the additional groups (P <0.05). Oocytes from the CIS
and Q4 groups showed the same levels of reactive oxygen species (ROS) and
glutathione (GSH). In addition, oocytes matured with 4 uM quercetin showed higher
mitochondrial activity than mature oocytes in the CIS and Q8 groups (P <0.05). In
conclusion, 4 uM of quercetin can be used as an alternative to cysteamine in the in
vitro maturation of goat oocytes, as it resulted in rates of oocyte maturation of goats
larger than those obtained with cysteamine, maintaining constant levels of cell
expansion Of the cumulus, glutathione, ERO, in addition to elevating mitochondrial
activity. However, the concentration of 8 uM led to the reduction of ROS levels, GSH

and oocyte mitochondrial activity, demonstrating lower cell viability.

Keywords: Antioxidant. Flavonoid. GSH. Mitochondria. Ovary.
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l. INTRODUCAO

As taxas de maturacdo oocitdria em condi¢des in vitro sdo inferiores quando
comparadas aquelas in vivo. Um possivel fator que justifica essa realidade é a
producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio (ERO) durante a maturacao
in vitro (MIV) de odcitos (SILVA et al., 2010), o que pode culminar com o blogueio ou
retardo do desenvolvimento oocitario, afetando, negativamente, a viabilidade destas
células (KANG et al., 2013). Em condicbes adequadas, o equilibrio das
concentracfes de ERO tém impacto positivo na producéo in vitro de embrides (PIV),
pois culmina na promogdo das competéncias oocitaria e embrionaria, a partir da
geracdo de energia durante o metabolismo (GUEMRA et al., 2013). Nesse sentido,
algumas substancias inibidoras de ERO, ou seja, os antioxidantes, tém sido
considerados importantes componentes para complementar os meios de MIV, como,
por exemplo, a cisteamina (MUDO et al., 2015), cisteina (PU et al., 2014), vitamina E
(SILVA, 2015), dentre outras. No entanto, apesar de apresentarem resultados
satisfatorios, estas substancias tém elevado o custo da composicdo dos meios.
Neste sentido, faz-se necessaria a otimizacdo da MIV, através da adicdo de
substancias alternativas com potencial antioxidante associado a um baixo custo de
aquisicao

A quercetina (3, 5, 7, 3’-4’-pentahidroxiflavona) € um flavonoide natural,
largamente encontrado em vegetais, grdos, frutas, flores, chas, possuindo
propriedades terapéuticas e potencial antioxidante biol6gico (BEHLING et al., 2004).
O efeito positivo da quercetina ja foi observado na maturacdo oocitaria em bovinos
(GUEMRA et al., 2013). Além disso, a presenca de quercetina resultou em
excelentes taxas de maturacdo de odcitos suinos e posterior desenvolvimento até o
estadio de blastocisto, através da reducdo dos niveis de ERO intracelulares
(ORLOVSCHI; MICLEA; ZAHN, 2014). Somado a isso, seu custo de aquisi¢cao é 3,6
vezes mais barato, quando comparado ao antioxidante convencional cisteamina, o
que favorece a reducdo de custos na MIV. Entretanto, na literatura, ndo héa relatos
sobre o efeito da inclusdo de quercetina como antioxidante na MIV de odcitos

caprinos.
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[I. DESENVOLVIMENTO

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Oogénese e Foliculogénese

O mecanismo fisiologico de desenvolvimento oocitario (oogénese) e folicular
(foliculogénese) € caracterizado como o mecanismo de formacdo, crescimento e
maturacdo folicular, que iniciam com a génese do foliculo primordial, culminando
com o estadio de foliculo pré-ovulatério (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). E durante a
fase de desenvolvimento folicular que o odcito adquire a competéncia para seu
posterior desenvolvimento (HOSHI, 2003). Os od6citos sdo morfologicamente
alterados, a medida que os mesmos se desenvolvem, onde as células da granulosa
circundantes proliferam e se diferenciam (BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006). O
crescimento folicular se da continuamente ao longo da vida ou até ocorrer a reducéo
do numero de foliculos primordiais. Quando um determinado foliculo deixa a reserva,
0 mesmo se desenvolve até o processo de ovulacdo ou sofre atresia folicular
(MAYER; DEVINE; DYER, 2004). Os foliculos podem ser classificados, em
primordiais, primarios, secundarios, terciarios e pré-ovulatério (FIGUEIREDO et al.,
2008) (Figura 1).

Podemos denominar como foliculos primordiais, aqueles caracterizados por um
odcito esférico ou oval, circundado por células da pré-granulosa de morfologia
pavimentosa. Esses por sua vez, ddo origem a outros foliculos em processo de
crescimento, a exemplo dos foliculos priméarios, de transicdo, secundarios e
terciarios, (PEPE; BILLIAR; ALBRECHT, 2006).

No tocante aos foliculos priméarios, os mesmos, sdo caracterizados por um
oocito circundado por células da granulosa cubicas, dispostas em uma unica
camada. Nessa etapa, 0 00cito passa a manter um estreito contato com as células
da granulosa (LUCCI; SILVA; CARVALHO, 2001), que por sua vez, sofrem intensa
proliferacédo, resultando na formacdo de uma nova camada de células, culminando
com a formac&o de um novo grupo folicular, denominado de foliculos secundarios.
Nessa classe de foliculos um od6cito é circundado por duas ou mais camadas de
células da granulosa de morfologia cuboide. O nucleo do odécito assume uma

posicdo excéntrica e as organelas comecam a mover-se em direcdo a periferia do
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oocito. Por efeitos gonadotroficos e/ou de fatores de crescimento, os foliculos
secundarios se transformam em foliculos terciarios, & medida que ocorre aumento
do fluido antral entre as camadas de células granulosa, resultando por sua vez, no
aumento do diametro folicular (JAGARLAMUDI; RAJKOVIC, 2012).

Figura 1. Representacdo esquematica das tapas do processo de ativacdo e

desenvolvimento folicular. (Fonte: Adaptado de Rossetto et al., 2009).
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A continuacdo do desenvolvimento dos foliculos terciarios se da pelo
crescimento, recrutamento, sele¢cdo e dominancia (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).
Contudo, o 04cito continua com o nucleo em profase | e s6 retoma a meiose ap0s o
pico pré-ovulatério de LH. Posteriormente, o o0cito permanece no estadio de

metéfase Il até o momento da fecundacédo (HOSHI, 2003).

1.2. Producéo in vitro de embrides (PIV)

A PIV desponta como uma ferramenta promissora, uma vez que possibilita a
utilizacdo otimizada de fémeas doadoras de odcitos, assim como o aumento da

quantidade de embrides produzidos, pois, mimetiza, em condi¢cbes controladas de



22

laborat6rio, o desenvolvimento embrionario (SIMPLICIO; FREITAS; FONSECA,
2007).

A sua eficacia depende de uma série de fatores que, por sua vez, estao ligados
as suas etapas, ou seja, a maturacdo (MIV) e fecundacgédo in vitro (FIV) de odcitos,
bem como ao cultivo in vitro (CIV) de embrides (GONCALVES et al., 2008),
principalmente pela qualidade do odcito recuperado, uma vez que, este parametro €
considerado o fator chave que influencia a PIV (KATSKA-KSIAZKIEWICZ; OPIELA;
RYNSKA, 2007).

1.2.1. Colheita de o6citos

A obtencédo dos odcitos é uma etapa basica para realizacdo da biotécnica de
PIV, podendo ser realizada sob condi¢des in vitro ou in vivo. As colheitas in vitro de
oocitos podem ser realizadas por pungao/aspiragdo ou por fatiamento (“slicing”)
folicular a partir de ovéarios obtidos de abatedouros. Ja aquelas in vivo tém sido
executadas por aspiracdo de foliculos, utilizando-se métodos de laparotomia,
laparoscopia (AVELAR et al., 2012; SILVA, 2015).

1.2.2. Avaliacao e selecdo de o6citos

Logo apds a recuperacdo, os oocitos sdo classificados de acordo com sua
morfologia a fim de estimar seu potencial de maturacdo, fecundacdo e
desenvolvimento embrionario. Sua qualidade €é estimada pela mensuracdo da
qguantidade de células do cumulus oophorus e aspecto do ooplasma (Tabela 1).
Durante o processo de obtencdo dos CCOs, a remoc¢do das células do cumulus
torna os o0citos menos competentes, uma vez que, em condi¢cdes in vivo, estas
células favorecem um melhor ambiente intra-folicular para seu desenvolvimento
(COGNIE et al., 2004). Isso porque a presenca das células do cumulus, bem como
sua intima associacdo com o0cito por meio das jung¢des “GAP” comunicantes,
auxiliam os od6citos a tolerar melhor os eventos da MIV, assim como o
desenvolvimento embrionario (SHIMADA; TERADA, 2002). Através da transferéncia
de nutrientes, essas células asseguram sua nutricdo e conexao do oocito com o
meio externo (TANGHE et al., 2002). Além disso, as células do cumulus utilizam

antioxidantes enddgenos como a cistina do meio extracelular convertendo-a em



23

cisteina, além de sintetizar glutationa (GSH), ambas as substancias protegem os
oocitos de possiveis danos oxidativos, processo este considerado crucial para a
eficiente producéao in vitro de embrides (WANI et al., 2000).

Tabela 1 - Classificacdo oocitéria, quanto ao grau de qualidade (Fonte: Adaptado de
Avelar et al., 2012).

Classificagao Imagem Caracteristicas

Varias camadas de células do cumulus

Grau | . compactas, citoplasma granulado e homogéneo
em toda ZP.
Trés camadas de células do cumulus e
Grau Il citoplasma finamente granulado.
Grau Il Revestimento celular incompleto ou ausente ou
citoplasma oocitario heterogéneo.
Morfologia anormal, citoplasma oocitario
Grau IV (heterogéneo/apoptatico) e revestimento

gelatinoso.

1.2.3. Maturacéo in vitro de o6citos (MIV)

A maturacdo in vitro dos odécitos representa uma das etapas mais desafiadoras
da PIV, uma vez que a traducdo dos genes durante este periodo ira determinar a
eficiéncia das modificacées nucleares, citoplasmaticas e moleculares, estando estas,
por sua vez, ligadas a uma série de mudancgas estruturais e bioquimicas que tornam
0 odcito apto a ser fecundado (HARTWIG et al., 2014).
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Em condic¢bes in vivo, a maturacao tem inicio logo apds o pico pré-ovulatorio de
LH. E durante a fase de desenvolvimento folicular que o obcito adquire a
competéncia para seu posterior desenvolvimento (HOSHI, 2003). J& em condi¢des
in vitro, este processo se inicia com a remoc¢do do odcito do interior do foliculo
ovariano.

A maturacdo oocitaria inadequada, seja no nucleo ou no citoplasma,
compromete o processo de fecundacdo e desenvolvimento embrionario
(LONERGAN et al., 2003).

Varios meios comerciais tém sido usados como base para os sistemas de MIV,
tais como: TCM199, NCSU23 e Meio Essencial Minimo (MEM) (SUTTON;
GILCHRIST; THOMPSON, 2010). Dentre estes, vem ganhando destaque o meio
comercial TCM-199.

O TCM199, é meio comercial padrdo amplamente usado na maturagao in vitro
de odcitos em varias espécies (WATSON et al., 2000; GANDHI et al., 2000; SILVA,
2015), sendo um meio considerado bastante rico (WATSON et al., 2000). Marques
et al. (2007) encontraram excelentes resultados na taxa de MIV de odécitos suinos
em TCM 199, quando comparados aqueles obtidos com NCSU23 como meio de
maturacdo. Entretanto, 0s meios-base podem apresentar necessidade de
suplementacao energética e/ou proteicas, bem como, ajustes na osmolaridade e pH
(GANDHI et al., 2000).

A suplementacdo de diferentes substancias aos meios de maturacdo é uma
pratica rotineira nos laboratérios de PIV. Dentre as sustancias mais empregadas,
ganham destaque: piruvato de sodio, soro fetal bovino (SFB), soro de fémea em
estro, horménio foliculo estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH), estradiol (E>),
fatores de crescimento, cisteamina e glutamina (BERNADI, 2005).

A adicdo de fontes proteicas tem sido amplamente realizada, a exemplo da
inclusdo de SFB (MINGOTI, 2005). Seu efeito benéfico esta relacionado a presenca
de outras substancias como horménios, vitaminas, fatores de crescimento, lipidios e
proteinas que auxiliam na maturacdo nuclear e citoplasmatica oocitaria (SHIRAZI et
al., 2007). Outra fonte proteica bastante utilizada na MIV é a albumina sérica bovina
(BSA), a qual auxilia no equilibrio da osmolaridade, além de remover as espécies
reativas de oxigénio (ERO) (GUERIN; MOUATASSIM; MENEZO, 2001).

Os odcitos imaturos que sao extraidos dos foliculos possuem baixa capacidade

de desenvolvimento. Dessa forma, faz-se necessaria a adicdo de gonadotrofinas e
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esteroides aos meios de maturacdo (COELHO et al., 2002). E sabido que as
gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH) atuam na inducdo da maturacdo nuclear
(SILVA, 2015), na expansdo das ceélulas da granulosa (CHOI et al., 2013),
melhorando, assim, a qualidade embrionaria (GALLI; CROTTI; NOTARI, 2001).

O estradiol (Ez) € outro componente utiimente adicionado em alguns
protocolos, embora seus efeitos na MIV ainda ndo sejam bem explicados (COGNIE
et al., 2004).

Facultativamente, sdo adicionados aos meios MIV, fatores de crescimento,
como o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) e o fator de crescimento
epidermal (EGF) (COGNIE et al., 2004). O EGF possui como principal efeito o
estimulo da sintese de glutationa intracelular oocitaria e, consequentemente, resulta
na protecdo ao DNA, melhorando a sintese de proteinas e aminoéacidos, regulando a
maturacdo através do estimulo para a quebra da vesicula germinativa e expansao
das células do cumulus (WHITAKER; KNIGHT, 2004).

Além da constituicdo dos meios de MIV, outros fatores colaboram para a
eficiéncia da MIV, tais como o controle da tensdo de gas carbbnico e oxigénio,

temperatura, umidade e tempo de maturacdo (TRALDI, 2009).

1.2.3.1. Maturacao nuclear

Na maturacdo nuclear in vivo, a competéncia meidtica inicia-se em
concomitancia com o pico de LH, uma vez que, o aumento dos niveis de LH resulta
na queda dos niveis de AMPc (adenosina monofosfato ciclico), a partir da
dissociacao das juncdes gap entre odcitos e células da granulosa e da reducdo da
sintese do proprio AMPc por estas células (KAWAMURA et al. 2004).
Consequentemente, ocorre desfosforilagdo e ativagdo do fator promotor da
maturacdo (MPF), que passa a desencadear varios eventos nucleares e
citoplasmaticos relacionados a maturacdo oocitéria. A agcdo do LH é mediada pelo
fator de crescimento epidermal (EGF), produzido pelas células da granulosa
(GUIMARAES, 2013). Em condi¢Bes in vitro, o restabelecimento da meiose se da
apos a remoc¢do do odcito de dentro do ambiente folicular, resultante da perda de
contato entre o 00cito e as células intrafoliculares (HOSHI, 2003). Esse processo
compreende os estadios entre a profase | e a metafase I, abrangendo alguns

fendmenos tais como condensacgédo de cromossomos e a desintegracdo do envelope
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nuclear (GVBD), marcando o inicio da maturagdo nuclear (GILCHRIST,;
THOMPSON, 2007). Estas etapas sdo moduladas por fatores presentes no fluido
folicular, a partir de interacdo dos oocitos com as células intrafoliculares e por fatores
enddcrinos, como as gonadotrofinas (KIM; LEE; PARK, 2011). Essa primeira divisdo
da meiose resulta na divisdo assimétrica do citoplasma, gerando duas células de
tamanhos distintos: uma pequena, denominada de corpusculo polar; e outra maior,
chamada de odcito secundario (CAN; SEMIZ; CINAR, 2003). A maturacao nuclear
ocorre entre 16 e 24 h apos o inicio da MIV (COGNIE et al., 2004) (Figura 2). Apos a
maturagcdo nuclear, o odécito permanece nesse estadio do ciclo celular (M 1) até a
fecundacao (MAYES; SIRARD, 2002).

Figura 2. Representacdo esquematica da distribuicdo das organelas durante a
maturacédo, fecundacao oocitaria, bem como a formacgéo do zigoto. A) Progresséo da
maturacdo nuclear e movimento das organelas do estagio de vesicula germinativa

(VG) até MIl e formacéao do zigoto. B) (Fonte: Adaptado de Ferreira et al., 2009).
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Fonte: Ferreira et al. Theriogenology. 71:836-848. 2009

Aléem de modificagbes nucleares e citoplasmaticas, 0s oocitos sofrem
alteracdes nas células do cumulus oophorus. A expanséao das células do cumulus
consiste em modificacbes que vao desde a diferenciacdo celular, deixando de ser
uma massa compacta, tornando-se uma estrutura dispersa, até a sintese da matriz
intercelular mucoide. Tal processo é de suma importancia para assegurar a
maturagéo oocitaria (YOKO; SATO, 2004). Durante a expansao do cumulus, o 4cido

hialurénico mediado por receptores oocitarios especificos induz a ativacao de fatores
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promotores da maturacdo (maturation promoting factors - MPFs), resultando no

rompimento da vesicula germinativa (JAIN et al. 2012).

1.2.3.2. Maturacao citoplasmatica

A etapa de maturacao citoplasmatica pode ser considerada como o conjunto de
processos pelo qual o odcito passa para tornar-se uma célula capaz de ser
fecundada e dar suporte ao desenvolvimento embrionario inicial (LIU; HOU; YAO,
2010). Estas mudancas incluem a redistribuicdo das organelas celulares, dentre elas
0s granulos corticais, sintese e estocagem de proteinas e RNA, maturacdo dos
mecanismos regulatérios de Ca?*, aumento da glutationa intracitoplasmatica e
atividade mitocondrial (ANEL et al., 2007).

1.2.3.2.1. Atividade mitocondrial

Com relacdo a atividade mitocondrial, as mitocéndrias sdo organelas que
instituem a “fabrica bioenergética” da célula, por meio da geracdo de ATP, a partir
fosforilacdo oxidativa via lactato e piruvato. Essas organelas auxiliam a competéncia
funcional dos odcitos durante a fase de maturacdo nuclear ou citoplasmética
(MOUSSA et al., 2015). O desequilibrio do sistema oxido-redu¢éo provoca danos
irreparaveis a essas organelas, culminando na sua disfuncdo (TANABE et al., 2015).

A avaliagdo do metabolismo mitocondrial é uma ferramenta promissora, uma
vez que, mensura as atividades dessa importante organela, como a geracdo de
trifosfato de adenosina, homeostase do calcio, sinalizacdo celular, regulacdo do
estado redox citoplasmatico e, consequente, equilibrio da producdo de ERO. Nesse
sentido, estudos mostraram que a injecdo intracitoplasmatica de mitocéndrias pode
ser uma excelente alternativa para melhorar a qualidade oocitaria (MORRIS et al.,
2006).

A atividade mitocondrial em od0citos € considerada um excelente marcador de
qualidade e viabilidade. Estudos recentes mostram que esta atividade pode estar
relacionada a competéncia intrinseca do o0cito uma vez que 0 potencial de
membrana mitocondrial em odcitos imaturos € menor do que o observado em
oocitos maduros (TARAZONA et al., 2006).
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A medida que o odcito envelhece, ocorre reducdo na sua capacidade de
reduzir o estresse oxidativo (SILVA, 2015), o que contribui como uma das causas de
baixas taxas embrionarias em condi¢des in vitro, em virtude da ocorréncia de
apoptose celular (MEHAISEN et al., 2015).

O processo fisiologico de apoptose ocorre tanto no desenvolvimento oocitério e
embrionario-fetal como no decorrer da vida adulta (BARRETO, 2007). Esse
fendbmeno é caracterizado pela morte celular programada, controlado em resposta a
estimulos fisiolégicos e patologicos (ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001), e
esta entre os fatores que influenciam a competéncia oocitaria (ZARAZA et al., 2010).
Esse processo € controlado por proteinas intracelulares (GOUGEON, 2010), que
promovem alteragdes bioquimicas e morfolégicas, tais como, extravasamento de
conteudo citoplasmatico, fragmentacdo de cromatina e DNA, com consequente
formacéo de corpos apoptéticos (RACHID et al., 2000). A correcdo ineficiente de
danos ao DNA resulta em mutacéo, ou na eliminacéo celular por autofagia, mitose
anormal e apoptose, processos estes que envolvem complexas reacfes enzimaticas
(ROOS; KAINA, 2006).

A apoptose é iniciada por sinais intracelulares e extracelulares por duas vias:
receptores de morte de membrana (extrinseca) e a via mitocondrial (intrinseca). No
tocante, a via extrinseca, a mesma é mediada por “receptores de morte” através da
membrana celular, especialmente: receptor TNF (TNFR1) e TNF-ligante relacionado
com inducéo de apoptose (TRAIL-R1). Tais receptores, uma vez ligados aos ligantes
especificos TNF-a, Fas-L e TRAIL, sinalizam a formacdo de um complexo indutor de
morte a partir do recrutamento da caspase-8 e, posteriormente, ativacdo das
caspases efetoras (caspase-3), (CIRCU; AW, 2010), responsaveis pela quebra das
ligacbes peptidicas de aminoacidos e proteinas essenciais, culminando na morte
celular (HUTT, 2015).

A segunda via da apoptose (via mitocondrial ou via intrinseca), € caracterizada
pela produgéo de sinais emitidos no interior da célula (HUSSEIN, 2005), resultando
na liberacéo de proteinas pro-apoptoticas para o citoplasma, como: citocromo C, AlF
(Apoptosis inducing factor) e Smac/Diablo (Second mitocondrial activator of
caspase/lAP-Binding Protein Directly with low PI) (GREEN; KROEMER, 2004,
YIVGI-OHANA et al., 2011). Tal mecanismo resulta na dissipagdo do potencial da
membrana mitocondrial e, consequente, reducéo de ATP, assim como liberacao de

uma série de proteinas que contribuem para a ativacdo da caspase, a exemplo do
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Fator Indutor da Apoptose (AlIF) e a endonuclease G (endo G), que induz a formagao
de apoptossomo. No apoptossomo, a caspase-9 é ativada que, posteriormente
quebra as ligacdes peptidicas, resultando por sua vez na ativacdo de moléculas,
como a caspase-3, desencadeando a apoptose (FAVALORO et al., 2012) (Figura 3).

Nesse cenério, a adicdo de antioxidantes ao meio de maturagédo tem sido uma
importante alternativa frente ao resgate da fungcdo mitocondrial e, por conseguinte,
producdo de ATP (LANE; GARDNER, 2012), a fim de assegurar desenvolvimento
embrionario (SILVA, 2015).

Figura 3. Representacao esquematica das principais vias moleculares que levam a

apoptose (Fonte: Adaptado de Favaloro et al., 2012).
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1.2.3.3. Uso de antioxidantes na maturacao in vitro (MIV)

Durante a PIV, um fator que interfere no processo de maturacdo oocitaria € o
estresse oxidativo, resultante da producéo exacerbada de ERO, principalmente dos
compostos: superéxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H.0,) e hidroxila (OH),
decorrente, por sua vez, da tensdo de oxigénio, exposicdo a luz e excesso de
manipulagéo (SILVA et al., 2010), causando por sua vez, efeitos deletérios nas
mitocondrias, tais como: ativacdo das proteases e caspases, culminando na
condensacéao e fragmentacédo da cromatina, apoptose, alteracao da divisao celular e
do desenvolvimento embrionario (VELEZ-PARDO et al., 2007), bloqueio ou retardo
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do desenvolvimento do odcito ou embrido, afetando, negativamente, a viabilidade
destas células (ZHANG et al., 2015). Nesse sentido, aos meios in vitros vém sendo
adicionados substancias antioxidantes.

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducao das lesdes
causadas pelo estresse oxidativo, resultante de varios processos de metabolismo
normal das células (BIANCHI; ANTUNES, 1999), evitando a destruicdo da
membrana plasmatica com a formacédo do peroxil, quando o mesmo reage com
oxigénio (SALES, 2005). Essas substancias sdo dividas em duas classes distintas:
antioxidantes endégenos ou enziméaticos e exdgenos ou nao enzimaticos.

No tocante aos antioxidantes enddgenos ou enzimaticos, as substancias mais
conhecidas séo o superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa (GSH).

De modo especial, a GSH esta em maior concentracdo no odécito quando
comparada as outras enzimas supracitadas. Sua sintese € regulada por
gonadotrofinas e sua concentracdo tende a aumentar no decorrer do processo de
maturacao, principalmente em odcitos no estadio de metafase Il. Essa enzima pode
ser considerada um importante marcador bioquimico a fim de estimar a viabilidade e
maturacao oocitaria (ZUELKE et al., 2003).

Em odcitos maturados in vitro, a concentracdo intracelular de GSH é reduzida
guando comparada a maturacgao in vivo. Isto se deve ao desequilibrio na producéo
de ERO no sistema de maturacdo (LIVINGSTON et al., 2004), possivelmente,
porque dentro do liquido folicular e no oviduto ha uma considerada concentracdo de
antioxidantes endogenos e, a medida que o odécito é puncionado, este é submetido a
uma condicdo fisiolégica de estrese oxidativo, o que resulta, por sua vez, em
alteracdes mitocondriais, bloqueio da meiose oocitaria e apoptose (AGARWAL;
PRABAKARAN; SAID, 2005).

Nem sempre o sistema enzimatico é eficiente frente a uma grande quantidade
de ERs. Nesse sentido, quem ganha destaque € o sistema ndo enzimatico ou
exégeno, onde um grande numero de substancias de baixo peso molecular vem
sendo amplamente utilizado (TAKAHASHI, 2012).

A adicdo de antioxidantes exdgenos, como o cobre, selénio, zinco, magnésio,
acido ascorbico (vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E), e aminoacidos, como a
cisteamina (YAMAUCHI; NAGAI, 1999) e cisteina (ALI et al., 2013), podem eliminar
ou equilibrar a concentracédo ERO (MICLEA et al., 2012).



31

A cisteamina é o antioxidante mais empregado nos protocolos de maturacao de
um laboratorio de PIV, sendo considerado o aminotiol estavel mais simples,
resultante da degradacao da cisteina (CLARK et al., 2006). A cisteina € amplamente
aproveitada pelos o0citos e embribes. No entanto, este aminoacido €,
molecularmente, instavel no meio extracelular, passando a ser convertida em cistina.
E a cistina €, por sua vez, de extrema importancia para o aumento da sintese de
GSH, o que resulta em melhor viabilidade oocitaria (TAKAHASHI, 2012).

Apos adicionar cisteamina no meio de maturacdo, Mudo et al. (2015) obtiveram
uma taxa de 72% de o0citos caprinos maduros.

Diante do exposto, percebe-se a importancia de maximizar a eficiéncia da MIV
diante dos sistemas de cultivos atuais, de modo especial, no que se refere ao uso de
antioxidantes alternativos de baixo custo de aquisicdo, que resultem no equilibrio da
produgcéo de ERO. Dentre estas substancias alternativas vem ganhando destaque
os compostos fendlicos, a exemplo da quercetina, cujos resultados positivos sdo
evidenciados na PIV (GUEMRA et al., 2013). Além disso, a quercetina é 3,6 vezes
mais barata que a cisteamina, 0 que passa a reduzir os elevados custos nos

protocolos de PIV.

1.2.3.3.1. Quercetina

A quercetina (3, 5, 7, 3-4-pentahidroxiflavona) € um flavonoide natural,
encontrado em vegetais, grdos, frutas, flores, chas. E uma aglicona, que também
pode ser encontrada na forma glicosilada com diferentes acglcares. Dentre 0s
flavonoides, a quercetina se destaca por ter maior bioatividade que outros
flavonoides, a exemplo da rutina. E insollvel em éter e outros solventes apolares.
Por esta razdo, sua dissolugdo quando, em po6, é feita na presenca de bases
(GARGOURI et al., 2011).

E considerado um excelente agente com propriedades terapéuticas tais como,
antineoplasica, antiarritmica, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria e antioxidante
(KELLY, 2011). Além disso, possui habilidade de se ligar a substancias tais como,
transportadores de hormonios, enzimas e DNA (ALRAWAIQ; ABDULLAH, 2014).
Sua acgao antioxidante no controle ao estresse oxidativo tem sido evidenciada por
varios pesquisadores (LIU; HOU; YAO, 2010; KANG et al., 2013; ZRIBI et al., 2012,
JOHINKE; DE GRAAF; BATHGATE, 2014).
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O mecanismo de acdo da quercetina se da em trés etapas distintas: na
interacdo com ions superoxido; na formacdo de radicais hidroxila (Figura 4), por
quelar ions ferro (Figura 5); e na peroxidacao lipidica, por reagir com radicais de
peréxido de lipidios (AFANAS'EV; DOROZHKOA; BRODSKII, 1989). Este processo
€ baseado na constituicdo primaria dos flavonoides, caracterizados por 15 carbonos,
presentes em dois anéis fendlicos, que sdo ligados a unidade do carbono 3,

apresentando uma molécula de glicidio (LIN et al., 2002).

Figura 4. Representacdo esquemdtica da ag¢do da quercetina estabilizando os
radicais superoéxido (O2") ou radical hidroxil (OHe) (Fonte: Adaptado de Silva, 2016).

H-0-H

(H;0)

Essa substancia exibe trés importantes componentes estruturais que estao
associados com sua acdo antioxidante. Um deles € a presenca do grupo catecol,
responsavel pela formacéo de radicais fenoxil estaveis apos a doacgéo de hidrogénio;
Uma dupla ligacdo entre os carbonos que estdo em conjugagcdo como 0 grupo 4-
carbonil, possibilitando a saida a elétron do radical fenoxil; Um grupamento 3-OH
combinado com uma dupla ligacdo entre carbonos, culminando na estabilizacdo dos
elétrons que foram reorganizados na molécula (SILVA; GUERRA, 2012).

A quercetina apresenta potencial antioxidante de combate aos ERO, cinco
vezes maior que o acido ascorbico (vitamina C) e o tocoferol (vitamina E) (MERCK,
2000). Todavia, por ser hidrossolluvel e metabolizada facilmente, a quercetina
precisa ser associada a um redutor de oxidacao, a exemplo da vitamina C, a fim de

continuar prolongando seu efeito antioxidante (PACE-ASCIAK et al., 1995).
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Figura 5. Esquematizacdo da funcdo da quercetina como quelante do ion férrico
(Fe?") (Fonte: Adaptado de Silva, 2016).

Em humanos, a inclusdo de 50 pyM de quercetina ao sémen congelado-
descongelado resultou no aumento da motilidade e reducdo da fragmentacdo de
DNA (ZRIBI et al., 2012). Quando adicionada ao sémen refrigerado de coelhos, a
quercetina induziu menor dano a membrana plasmatica e acrossomal, bem como
baixos indices de peroxidacao lipidica (JOHINKE; DE GRAAF; BATHGATE, 2014).
Esses dados corroboram com os encontrados por Alrawaiq e Abdullah (2014),
quando trabalhou com antioxidantes na inducdo de estresse oxidativo de
espermatozoides de camundongos.

Na espécie bovina, sua utilizacdo como antioxidante na maturacdo de odcitos
e, principalmente, no desenvolvimento embrionario resultou em dados satisfatorios
(GUEMRA et al., 2013). Da mesma forma, oécitos suinos, quando maturados na
presenca de quercetina, demostraram excelentes taxas de desenvolvimento
embrionario, principalmente no estadio de blastocisto, uma vez que a quercetina
reduziu os niveis de ERO intracelulares (KANG et al., 2013).

Apesar dos flavonoides apresentarem propriedades antioxidantes importantes
na prevencdo de doencas, alguns estudos tém demonstrado uma atividade pro-
oxidante in vitro, que vem resultando em efeitos citotoxicos e pré-apoptéticos. 1sso,
possivelmente, porque a capacidade antioxidante desta substancia pode também
acentuar o estresse oxidativo, causando danos estruturais, funcionais e moleculares
as ceélulas. Diante disso, torna-se necessario a realizacdo de mais investigacoes
acerca do assunto, testando diferentes niveis de inclusdo de quercetina a fim de
encontrar uma concentragdo 6tima deste antioxidante, que equilibre a producédo de
ERO.
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1.2.3.4. Avaliacdo da maturacao in vitro (MIV)

A adocdo de técnicas para a andlise da qualidade oocitaria durante a MIV
permite 0 monitoramento das alteracbes ocorridas nas principais fases da MIV,
sendo, portanto, de grande importancia para a melhoria de seus sistemas. A técnica
mais empregada € a analise subjetiva da morfologia da expansdo das células do
cumulus a partir da utilizacdo de um estereomicroscoépio (SILVA, 2015).

Além desta, outras técnicas sdo amplamente utilizadas nos laboratoérios de PIV.
Dentre elas, podemos langar mado da microscopia de fluorescéncia e analisar a
eficiéncia da MIV a partir da avaliagdo de configuracdo da cromatina de odcitos,
indicando, por sua vez, o estagio meiético alcancado apds terem sido maturados in
vitro (DUARTE et al., 2010). Para tanto, utiliza-se o corante Hoechst 33342, o qual,
por sua vez, adentra as células, se intercalando entre as bases nitrogenadas do
DNA, possibilitando visualizar o grau de organizacdo da cromatina nuclear (Figura
6).

Figura 6. Diferentes fases nucleares de od4citos ovinos corados com Hoechst 33258
apo0s a maturacao in vitro: vesicula germinativa (VG); ruptura da vesicula germinativa
(GVBD); metéafase Il (MIl) com o primeiro corpusculo polar (1 PB) (Fonte: Adaptado
de Rajabi et al., 2013).

Outras analises destinadas a eficiéncia da PIV sdo a quantificacdo das
espécies reativas de oxigénio (ERO) e niveis intracelulares de glutationa (GSH)
(YOON et al., 2014). Para a quantificacdo de ERO, ultiliza-se o marcador diacetato
de diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA), por meio do processo da oxidacédo de
dichlorofluoresceina 2'-7' (H2DCF) a 2'-7'dichlorofluoresceina (DCF) e a formacéo
diacetato, H2DCFDA e seu éster acetometil H2DCFDA-AM que sao absorvidos

pelas células, resultando em um composto carregado e altamente fluorescente, o
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qual é retido no interior da célula. O resultado dessa reag¢do faz com que seja
observada uma fluorescéncia verde, de distintos niveis de intensidades, devido a
diferentes quantidades da ERO na célula (YOU; HYUN; LEE, 2012).

No tocante, a quantificacdo de GSH, a mesma se da a partir da incubacao dos
oocitos na presengca do marcador 4-clorometil-6.8-difluoro-7-hidroxicumarina
(CellTracker azul;, CMF2HC), que passa livremente através das membranas
celulares. Suas sondas de fluorescéncia contém um grupo clorometilo ou
bromometilo, que reage com grupos tiol, utiizando uma reacdo de GSH-S-
transferase-mediada, resultando por sua vez, na expressao da fluorescéncia azul
(YOU; HYUN; LEE, 2012). Os niveis intracelulares de GSH e de ERO, em
concentracfes ideais e em od0citos maturados, podem influenciar a formacao de
pronucleos, reduzir as lesdes celulares causadas pelos ERO, elevando, assim, as
taxas de maturacao in vitro (PINTO et al., 2013).

Outra importante avaliacdo € o metabolismo das mitocdndrias, quando se
deseja estimar a qualidade e viabilidade oocitaria. Véarios estudos tém usado
corantes fluorescentes como MitoTracker Red para determinar a correlacdo
existente entre um bom desenvolvimento oocitario e sua atividade mitocondrial, uma
vez dentro da célula, esse marcador é transformados em produtos
impermeabilizantes. O MitoTracker Red atravessa a membrana celular e se acumula
nas mitocéndrias com potencial de membrana ativa, resultando na emissdo de
fluorescéncia nas tonalidades: vermelha ou laranja (VAN BLERKOM; DAVIS;
ALEXANDER, 2003) (Figura 7).

Para muitos autores, outra técnica que possibilita avaliar a qualidade oocitaria e
embrionaria é a analise de fragmentacdo de DNA, uma vez que, esse processo esta
associado com a reducdo da viabilidade da célula (BYRNE et al., 1999). A forma
mais usada na quantificacdo de fragmentacdo de DNA, é a reacdo de TUNEL a
partir da identificacdo de fragmentacé&o internucleossdomica do DNA. Nessa reacao, o
grupo 3’-OH do DNA fragmentado € marcado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC) pela enzima deoxinucleotideo transferase (Tdt), que, por sua vez, catalisa a
polimerizacdo de nucleotideos modificados no terminal 3’-OH (GJORRET et al.,
2003) (Figura 8).
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Figura 7. Imagens fluorescentes para H2DCFDA (A), CellTracker® Blue (B) e
Mitotracker® Red (C) (Fonte: Arquivo Pessoal, 2017). Barra de escala: 75 pm.

A C

Figura 8. Fotomicrografia de epifluorescéncia de odcito caprino de foliculo preé-
antral, apresentando fragmentacdo do DNA, apds ser submetido a técnica de
TUNEL (Fonte: Adaptado de Gouveia et al., 2016).

Dentro de um programa de PIV, as analises supracitadas sdo de suma
importancia, uma vez que, para esta biotécnica, estimar a qualidade e viabilidade
oocitaria é o ponto chave para se obter excelentes taxas de maturacao e consequente

fecundacgéo in vitro.
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, a producgdo in vitro de embrides caprinos, é marcada por taxas
insatisfatorias, quando comparada aos resultados observados em outras espécies, a
exemplo das espécies humana e bovina. Diante disso, se faz necessario um
conhecimento mais aprofundado da fisiologia dos o0citos caprinos, bem como das
suas exigéncias metabdlicas, o que resulta por sua vez, no fornecimento de
informacfes fundamentais para a formulacdo dos meios de cultivos, a fim de se
obter melhores taxas de MIV, e consequente, fecundacdo destas células. Um fator
que culmina para a instabilidade destas taxas, € a influéncia negativa da elevada
producdo de ERO, que afeta o desenvolvimento embrionario in vitro, nos sistemas
de cultivos convencionais. Isto ocorre, principalmente, na fase de maturacdo do
odcito, em virtude do excesso de manipulacdo, exposicao a luz e alta tensédo de Oy,
ocasionando o desequilibrio no mecanismo de oxido-reducao.

Neste sentido, faz-se necessaria a otimizacdo da MIV caprina, através da
adicdo de substancias alternativas com potencial antioxidante a exemplo da
quercetina em substituicdo ao antioxidante convencional cisteamina, o qual tem
elevado o custo da composi¢do do meio de maturacéo in vitro de odcitos.

O antioxidante quercetina tem demonstrado capacidade de promover protecéo
as células contra o estresse oxidativo, passando a favorecer a reducéo de custos na
MIV, associando, com uma maior viabilidade celular e consequente incremento das

taxas de MIV de odcitos caprinos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

» Avaliar o efeito da quercetina como antioxidante alternativo a cisteamina na

maturacao in vitro de odcitos caprinos.

3.2. Objetivos especificos

» Avaliar o efeito da suplementacdo de 4 uM ou 8 pM de quercetina em
substituicdo a cisteamina no meio de maturacao in vitro de odécitos caprinos

sobre:

e A taxa de maturacgdo in vitro de complexos cumulus-odécitos caprinos;

e O grau de expansao das células do cumulus ap6s a maturacao in vitro de
o0citos caprinos;

e A proporcao de odcitos com retracéo nuclear;

e A producdo de GSH e ERO durante o processo de maturagao in vitro de
o0citos caprinos;

e A atividade mitocondrial presente no ooplasma ap0s a maturacdo in vitro
de odcitos caprinos;

e Avaliacdo do estagio de cromatina e quantificacdo de o6citos com

fragmentacao de DNA.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos

A presente dissertacao faz parte do projeto “Efeito da inclusdo de quercetina e
pentoxiflina na producéo in vitro de embrides caprinos no semiarido do Nordeste do
Brasil”, o qual foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UNIVASF e pelo Comité de Etica e Deontologia em Estudos e Pesquisas —
CEDEP/UNIVASF, sob o protocolo de nimero 0004/120215.

4.2. Meios e reagentes

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
MO, EUA), com excecao do soro de cabra em estro (SCE). Quando necessario, 0s

meios foram ajustados quanto ao pH para valores entre 7,15 a 7,25.

4.3. Local de execucao

O experimento foi realizado no Laboratério de Fisiologia e Biotecnologia da
Reproducdo Animal (LAFIBRA) e no laboratorio de biologia celular, citologia e
histologia (BIOFOV) - UNIVASF.

4.4. Recuperacao e selecao de o6citos

Ovaérios caprinos (n =176) foram obtidos em abatedouro local e transportados,
em até 3 horas, até o laboratério, em solucéo de NaCl 0,9% (Fresenius®, Dismed,
Brasil) a 30°C, em garrafa térmica (Onix®, Soprano, Brasil), conforme a metodologia
de Souza-Fabjan et al. (2016). Os ovérios foram lavados trés vezes em solucdo
salina aquecida e, posteriormente, acondicionados em banho-maria (MODEL 1102°,
Fanem, Brasil), a 30°C (Figura 9). Para a colheita dos oocitos (Figura 10), foi
utilizada uma bomba de véacuo (BV 003®, WTA, Brasil), a uma presséo de 6 a 8
mL/min, agulha 18G (SOLIDOR®, Lamedid Comercial & Servicos, Brasil) e o meio de
recuperacdo TCM199, suplementado com 50 Ul/mL de heparina, 50 pg/mL de

gentamicina e 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB). Logo apds a colheita, os
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complexos cumulus odcitos (CCOs) foram dispostos em placas de petri de 60 mm
(Placa de Petri 60®, Nutricell, Brasil), sendo analisados sob estereomicroscépio
(SMZ 645°, Nikon, Japdo) e classificados em diferentes graus de acordo com a
presenca das células do cumulus e caracteristicas do ooplasma, segundo a
metodologia de Avelar et al. (2012) (Figura 11). Somente CCOs de Graus | (varias
camadas de células do cumulus compactas, citoplasma granulado e homogéneo em
toda zona peldcida) e Il (trés camadas de células do cumulus e citoplasma finamente
granulado) foram selecionados para a maturacao in vitro.

Figura 9. Ovéarios em banho-maria a 30°C (Fonte: Arquivo Pessoal, 2017).
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Figura 11. Avaliacdo de odcitos (Fonte: Arquivo Pessoal, 2017).

4.5. Maturacdo in vitro de o6citos (MIV)

Os CCOs de melhor qualidade (n = 426) foram lavados em meio de
recuperacdo até o momento da maturacao. Posteriormente, foram homogeneamente
divididos em trés grupos de maturacdo: no Grupo CIS (controle), os CCOs foram
imersos em meio composto de TCM-199, suplementado com EGF (10 pg/mL),
FSH/LH (10 pL/mL), soro de ovelha em estro (100 pL/mL) e cisteamina (10 pL/mL);
ja nos Grupos Q4 e Q8, os CCOs foram imersos no meio controle, porém sem
cisteamina e com 4 yM ou 8 UM de quercetina, respectivamente. Os CCOs foram
dispostos em placas de cinco pocos (Thermo Scientific®, Nutricell, Brasil), em
namero de 50 CCOs por poco de 500 pL de meio MIV, sob 6leo mineral, durante 24
horas, em estufa de cultivo, a 38,5°C, em uma atmosfera umidificada com 5% de
CO..

4.6. Avaliacdo da MIV

4.6.1. Avaliacao morfolégica

Para a avaliacdo da expanséo das células do cumulus, os o6citos maturados
foram avaliados sob estereomicroscépio (SMZ 645®, Nikon, Téquio, Japdo), segundo
a metodologia de Avelar et al., (2012), quanto a presenca e auséncia de expansao

das células do cumulus. Além disso, foi estimado o grau de expanséao das células do
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cumulus, classificando-os em: Total (Grau 1), Moderado (Grau 2) e Leve (Grau 3),
conforme a metodologia de Aghaz et al. (2015).

4.6.2. Avaliacao de configuracdo de cromatina e fragmentacdo de DNA

oocitario

Ao final da etapa de maturacdo, os odcitos foram submetidos ao ensaio de
TUNEL segundo a metodologia de Gouveia et al. (2016). Para tanto, os odcitos
foram desnudos, fixados em solucdo de paraformaldeido a 4%, por 1 h, a 37°C.
Inicialmente, o0s od6citos foram lavados trés vezes em Solucdo salina
tamponada/Polivinilpirrolidona e, posteriormente, fixados e armazenados em
eppendorf (Tubo Eppendorf 1,5%, Eppendorf do Brasil, Brasil), com 400 uL de PBS-
PVP, a 4°C, em freezer (Freezer Horizontal H400®, Electrolux, Suécia). Em seguida,
os oocitos foram incubados em gotas de 100 pL de solugdo de permeabilizacéo
[0,1% (v/v) de Triton X-100 em PBS 10 mM], durante 3 h, a 37°C. Os controles
positivos e negativos foram incubados em gotas de 100 uL, contendo DNase livre de
RNase (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), a temperatura ambiente,
durante 1 h e lavados 3 vezes em gotas de 50 uL de PBS-PVP. O ensaio de TUNEL
foi preparado por cerca de 15 minutos antes da utlizagdo e mantido, tal como
indicado pelo fabricante a 4°C (Kit de deteccdo de morte celular in situ,
Fluoresceina: Boehringer Mannheim/Roche, Diagndésticos Ltd, Indianapolis, USA).
Para esta utilizacao final, foi feito 112,5 yL de enzima deoxinucleotideo transferase
(DTT) e 112,5 pL de solugdo marcadora de 2-desoxiuridina trifosfato de 5-FITC
(FITC-dUTP) para se obter 125 uyL de mistura de TUNEL, para a reacdo. Os
tratamentos experimentais e o controle positivo foram incubados com 15 pL desta
solucdo, durante 1 hora, a 37 °C, numa camara Umida (Equilam®, KEQ300UM,
Brasil), na auséncia de luz. O controle negativo foi incubado com 15 uL da solugao
marcadora. Em seguida, os odcitos foram lavados 3 vezes em gotas de 50 uL PBS-
PVP e incubados em gotas de 50 pL, contendo 5 yL/mL de Hoechst 33342 em PBS
10 mM, durante 15 minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Os odcitos foram
lavados 3 vezes em gotas de 50 uL de PBS-PVP e as laminas (Coleman®, Roster,
Brasil) foram preparadas para posterior leitura em microscopio de epifluorescéncia
(Nikon E200®, Nikon, Jap&o), com uma ampliagdo de 400x. Posteriormente, segundo

a metodologia de Rajabi et al. (2013), os respectivos odcitos foram submetidos a
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avaliagdo de cromatina, onde verificou-se os diferentes estagios meioticos de cada
estrutura celular: Vesicula germinativa (VG), Vesicula germinativa rompida (VGBD),
Metéafase | (MI) e Metafase Il (MII).

4.6.3. Avaliacao dos marcadores de estresse oxidativo (niveis intracelulares de

ERO e GSH) e mitocdndrias metabolicamente ativas

Apods a MIV, 10 odcitos maduros de cada grupo experimental foram desnudos e
0s niveis intracelulares de glutationa reduzida (GSH) e ERO e de atividade
mitocondrial foram quantificados como descrito por Lins et al. (2016), com sutis
modificacdes. Resumidamente, 4-clorometil-6.8-difluoro-7-hidroxicumarina
(CellTracker Blue®; CMF2HC®; Invitrogen Corporation, Carlsbad, Estados Unidos),
2’, 7'- diacetato de diclorodihidrofluorosceina (H2DCFDA®, Invitrogen Corporation) e
MitoTracker Red (MitoTracker Red®, CMXRos, Molecular Probes, Melbourne,
Victoria, Australia) foram utilizados para detectar os niveis intracelulares de GSH,
ERO e de atividade mitocondrial através das fluorescéncias azul, verde e vermelho,
respectivamente. Para tanto, os odcitos foram desnudos e incubados (na auséncia
de luz) durante 30 minutos em PBS (PBS Buffer®, Bio-Rad Laboratories Ltda.,
Portugal), suplementado com 10 mM de 2’,7’-diacetato de diclorodihidrofluoresceina
e 10 mM de CellTracker® e 100 mM de MitoTracker Red, a 37°C. Ap6s coloracao, 0s
odcitos foram lavados com PBS (PBS Buffer®, Bio-Rad Laboratories Ltda., Portugal)
e a fluorescéncia foi observada em microscépio de epifluorescéncia (E200®; Nikon,
Toquio, Japdo) com filtros de UV de 370 nm, 460 nm e 579-599 mM para GSH, ERO
e atividade mitocondrial, respectivamente, sendo as imagens fluorescentes salvas
em formato TIFF. As intensidades de fluorescéncia dos odcitos foram analisadas
utilizando o software Image J (versdo 1.47%; National Institutes of Health®, Bethesda,
MD, EUA).

4.7. Pardmetros avaliados

Foram registradas as seguintes variaveis: Taxa de maturacdo oocitaria,;
Proporcao de odcitos em cada grau de expanséo das células do cumulus; Propor¢céo

de oocitos maduros com retragdo nuclear; Quantificagdo dos niveis de GSH,;
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Quantificacdo dos niveis de ERO; Quantificacdo de atividade mitocondrial; Avaliacdo
de configuragédo de cromatina e quantificacdo de fragmentacdo de DNA.

4.8. Analise estatistica

Os dados de taxas de maturacgédo, taxas de expansédo das células do cumulus,
retracdo, taxas de diferentes graus de expansdo das células do cumulus e o
percentual de oocitos com fragmentacdo de DNA, foram expressos em percentuais e
comparados, utilizando o teste do Qui-quadrado, por meio do software estatistico Epi
Info (Epi Info 7.1.5.0, Atlanta, GA, EUA, 2015). Os dados de niveis de GSH, ERO e
atividade mitocondrial foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a
normalidade dos dados e homogeneidade das variancias. Em seguida, foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparac¢des entre os grupos. Quando
0s principais efeitos ou interacdes foram significativos, as médias foram comparadas
pelo teste de Student Newman Keuls. As diferencas foram consideradas

significativas quando P<0,05.
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5. Resultados

O percentual de expansédo de células do cumulus foi similar (P>0,05) entre os
grupos CIS e Q4, sendo ambos o0s grupos, significativamente, superiores ao
tratamento Q8. ApoOs 24 h do inicio da maturacéo, a taxa de retracdo oocitaria em
meio contendo 8 puM de quercetina foi superior (P<0,001) aos demais tratamentos
(Tabela 2: Figura 12).

Tabela 2 — Taxa de expansdo de células do cumulus e retracdo oocitaria (%) em
complexos cumulus odcitos (CCOs) caprinos, maturados in vitro, no grupo controle
(Grupo CIS) ou em meio contendo 4 puM (Grupo Q4) ou 8 uM (Grupo Q8) de
quercetina (Fonte: Arquivo Pessoal, 2017).

Taxa de expansao Taxa de retracéo
Tratamentos oocitaria (n) oocitaria (n)
CIS 67,6% (96) 9,8% (14) °
Q4 71,8% (102) 7.7% (11) °
Q8 46,4% (66) ° 38,0% (54)°

3P valores com letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenca

significativa (P<0,05).

Figura 12. Odcitos caprinos expandidos, maturados in vitro, no grupo controle
(Grupo CIS; A) ou em meio contendo 4 uM (Grupo Q4; B) ou 8 uM (Grupo Q8; C) de
quercetina. (Fonte: Arquivo Pessoal, 2017). Aumento de 70 X.

No tocante aos graus de expansao das células do cumulus, o tratamento
contendo 8 pM de quercetina apresentou menor propor¢gdo de odcitos expandidos

com Grau 1 (Total), comparado aos tratamentos controle e Q4 (P<0,05) e, ao
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mesmo tempo, maior propor¢cdo de odcitos expandidos com Grau 3 (Leve) (P<0,05)
(Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito da inclusdo de quercetina sobre o grau de expanséo das células
do cumulus de odcitos caprinos, maturados in vitro, no grupo controle (Grupo CIS)
ou em meio contendo 4 uM (Grupo Q4) ou 8 pM (Grupo Q8) de quercetina (Fonte:
Arquivo Pessoal, 2017).

Graus de expansao
Tratamentos G1-Total (n) G2 - Moderado (n) G3-Leve(n) G1+ G2(n)

CIS 72,5% (34)? 36,2% (17)° 12,7% (6)°  87,2% (41)®
Q4 53,2% (25)? 29,8 (14)? 17% (8)°  83,0% (39)%
Q8 12,8% (6)° 12,8% (6)° 74,4% (35)%  25,5% (12)°

2P valores com letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenca

significativa (P<0,05). n: nUmero de odcitos expandidos.

Com relacdo a taxa de maturacdo nuclear, o percentual de odcitos que
alcancaram o estagio de metafase Il foi maior nos odcitos maturados em meio
suplementado com 4 uM de quercetina, quando comparados aos o6citos maturados
no tratamento CIS (P<0,05), ndo havendo diferenca significativa para tal parametro

entre os grupos CIS e Q8 (Tabela 4; Figura 13).

Tabela 4 — Taxa de maturacdo nuclear de odécitos caprinos, maturados in vitro, no
grupo controle (Grupo CIS) ou em meio contendo 4 uM ou 8 pM de quercetina

(Fonte: Arquivo Pessoal, 2017).

Estagios de maturacao nuclear, n (%)

Tratamentos VG VGBD M Ml
CIS 0 (0) 4(25,0) 8(50,0) 4(25,0) 2
Q4 0 (0) 5(23,8) 4 (19,1) 12 (57,1) °
Q8 2(11,8) 2(11,8) 5(29,4) 8 (47,0) ®

3P valores com letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenca

significativa (P<0,05).
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Figura 13. Configuragdo da cromatina apés MIV, mostrando odcitos em vesicula
germinativa ap0s tratamento com Q8 (A); quebra da vesicula germinativa apos
tratamento com Q4 (B); MI apés tratamento com CIS (C) e MIl apés tratamento com
Q4 (D). Auséncia de marcacdo do TUNEL no controle negativo (E); fragmentacao de
DNA no controle positivo da reacdo (F) e no tratamento CIS (G); auséncia de
marcagdo no tratamento Q4 (H). Seta branca indica cromatina marcada com
Hoestch. Setas vermelhas indicam cromatina marcada com TUNEL (Fonte: Arquivo

Pessoal, 2017). Barra de escala: 75 pm.

Com relacdo ao percentual de odcitos apresentando fragmentacdo de DNA,

&«

houve um aumento significativo (P<0,05) de células TUNEL-positivas no grupo
controle, contendo cisteamina (28,2%), quando comparado aos grupos contendo 4
(0%) ou 8 (0%) UM de quercetina.

No tocante a emissdo de fluorescéncia quantificada através do numero de
pixels, os niveis intracelulares oocitarios de ERO, GSH e de atividade mitocondrial
estdo demonstrados na Figura 14. Os odcitos tratados com 8 puM de quercetina
apresentaram menores (P<0,05) niveis de ERO e GSH que aqueles maturados nos
grupos CIS e Q4, entre os quais ndo houve diferenca significativa (P>0,05). J& com
relacdo a atividade mitocondrial, os oocitos maturados na presenca de 4 uM de
quercetina (Q4) foram significativamente superiores (P<0,05) que aqueles tratados
nos grupos CIS e Q8. Ainda com relacdo a atividade mitocondrial, € importante
destacar que os odécitos maturados no grupo Q8 foram significativamente inferiores

(P<0,05) que aqueles maturados nos grupos CIS e Q4.
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Figura 14. (1) Niveis intracelulares ERO, GSH e atividade mitocondrial (pixel /
o0cito), maturados no grupo controle (CIS) ou em meio contendo 4 uM (Q4) ou 8 uM
(Q8) de guercetina. As letras diferentes entre colunas, dentro de cada parametro,
indicam diferenca significativa (P<0,05). (2) Fotomicrografia de epifluorescéncia de
odcitos caprinos corados com diclorodihidrofluoresceina (A, B, C), Cell Tracker azul
(D, E, F) e MitoTracker Red (G, H, I), detectando os niveis intracelulares ERO, GSH
e atividade mitocondrial (pixel / o00cito), respectivamente, maturados no grupo
controle (A, D, G) ou em meio contendo 4 uM (B, E, H) ou 8 uM (C, F, 1) de
quercetina (Fonte: Arquivo Pessoal, 2017). Barra de escala: 75 pm.
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6. Discussao

Em nosso conhecimento, este estudo € o primeiro a relatar os feitos da
inclusdo de quercetina em substituicdo a cisteamina na maturagéo in vitro de odcitos
caprinos. Os meios de MIV suplementados com 4 uM de quercetina (Q4) ou 100 uM
de cisteamina (CIS) apresentaram taxas similares de expansdo de células do
cumulus e retracdo oocitaria (ndo promoveram danos celulares). Nossos resultados
sdo semelhantes aos encontrados por Orlovschi, Miclea e Zhan (2014), que
observaram excelentes taxas de expansao de células do cumulus em odcitos suinos
maturados em meio contendo 25 pg/mL de quercetina. Estes resultados sugerem
que a suplementagdo com quercetina ou cisteamina, nas concentracdes
supracitadas, pode influenciar o processo de mucificacdo da célula oocitaria, bem
como sua qualidade.

Por outro lado, a suplementacdo de 8 pM de quercetina ao meio de MIV
resultou numa menor taxa de expansao de células do cumulus e maior percentual de
retracao oocitaria, quando comparado aos demais tratamentos. Uma possivel razéo
para este fenbmeno é que a estrutura molecular deste flavonoide € semelhante a
estrutura de estrégenos e pode, possivelmente, interagir com seus receptores,
atuando como um fitoestrogeno. Dessa forma, na concentracdo testada, a
quercetina modularia a atividade oocitaria (ORLOVSCHI; MICLEA; ZHAN, 2014),
resultando na reducéo de sintese e liberacdo de secrecao de 17f-estradiol (E2) e na
da sintese de fatores de crescimento pelas células da granulosa (SANTINI et al.,
2009), influenciando, assim, o ambiente celular e, consequentemente, reduzindo o
potencial de expansdo das células do cumulus, uma vez que o E, possui um
importante papel pra a mucificacdo das células intrafoliculares (KUBO; ILSE;
MITANO et al., 2015).

Em nosso estudo, observamos um maior percentual de odcitos que atingiram
metafase Il no grupo Q4, quando comparados agqueles maturados no grupo controle
(CIS), esses achados diferem dos observados por Guemra et al. (2013), que nédo
verificaram diferencas significativas apés MIV de odcitos bovinos em meio com
cisteamina e/ou quercetina. E importante salientar que a maturacio nuclear néo
depende diretamente da expansdo das células do cumulus (CROCOMO et al.,

2015), como ja verificado em estudos anteriores em o6citos bovinos (SHIRAZI et al.,
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2007) e caprinos (HAND et al., 2006). Apesar da quercetina ndo atuar diretamente
na maturacao nuclear ou citoplasmatica (KANG et al., 2013), no presente trabalho, a
taxa de maturacdo observada em meio contendo 4 puM de quercetina pode ser
explicada pela maior atividade mitocondrial e menor fragmentacdo de DNA
observadas nos odcitos deste tratamento, quando comparado ao grupo controle
(CIS). A atividade mitocondrial em oécitos € considerada um excelente marcador de
qualidade e viabilidade celular. Uma vez ativas, as mitocondrias asseguram
competéncia funcional dos odcitos, principalmente, durante a maturacdo nuclear
e/ou citoplasmatica (MOUSSA et al., 2015), sendo que esse potencial € maior em
o6citos maduros do que o observado em odcitos imaturos (TARAZONA et al., 2006).
Somado a isso, as mitocondrias desempenham um importante papel na morte
celular programada, uma vez que esse processo € iniciado por sinais intracelulares e
extracelulares pela via intrinseca, também conhecida como via mitocondrial,
culminando na disfuncdo mitocondrial e consequente morte celular (TANABE et al.,
2015).

Nossos resultados corroboram com o0s encontrados por Jia, Lin e Zhang
(2011), quando realizaram o cultivo de foliculos de galinhas com citotoxicidade
induzida por cadmio. Estes autores observaram que a inclusdo de quercetina ao
meio in vitro reduziu o numero de celulas apoptéticas e sugeriram que tais
resultados séo justificados em razdo do potencial antioxidante da quercetina, que
protege, eficientemente, a célula de possiveis lesdes e, consequentemente,
assegura menor incidéncia de apoptose. Desta forma, sugerimos que a maior
maturacdo oocitaria ap0s suplementacdo com 4 puM de quercetina pode estar
associada com uma maior qualidade intrinseca do odcito, conferindo a este, maior
capacidade de retomar a meiose (CROCOMO et al., 2013).

Os efeitos positivos da quercetina e da cisteamina durante a maturacdo ou
cultivo in vitro de odcitos sédo atribuidos ao seu potencial antioxidante, que, em
concentracdes adequadas, sdo capazes de mediar o equilibrio da producéo de ERs,
resultando, por sua vez, em células com melhor qualidade e viabilidade
(ORLOVSCHI; MICLEA; ZHAN, 2014). Entretanto, ndo observamos diferencas
significativas (P>0,05) nos niveis de ERO e GSH intracelulares entre os grupos CIS
e Q4. Nossos dados diferem dos achados por Guemra et al. (2013), que
encontraram menores niveis de GSH em o0citos maturados na presenca de

quercetina (2 e 10 uM). A quercetina equilibra a producéo de ERO, por interagir com



51

ions superéxido, quelar ions ferro e por reduzir a peroxidagéo lipidica, que culmina,
por sua vez, na reducdo dos danos celulares causados pelo estresse oxidativo
(JOHINKE; DE GRAAF; BATHGATE, 2014). No entanto, dependendo da
concentracdo, a quercetina pode proporcionar 0 aumento ou reducao nos niveis de
GSH nos oécitos. Somado a isso, 0s o0citos sdo, naturalmente, portadores de GSH
enddgena, a qual é encontrada em maior quantidade durante a fase de maturacao,
sobretudo em odcitos no estadio de metafase Il. Suas concentracbes podem ser
alteradas, dependendo do protocolo de sistema de cultivo celular in vitro adotado no
laboratério (LIU et al., 2010).

A concentracdo de 8 UM de quercetina reduziu os niveis de ERO, GSH e
mitocOndrias ativas. Resultados semelhantes aos obtidos em nossos estudos foram
observados em espermatozoides bovinos (TVRD et al.,, 2016) e de humanos
(KHANDUJA et al., 2002), & medida que acrescentava quercetina aos diluidores de
sémen. Tais autores sugerem que, em concentracdes elevadas, a quercetina diminui
a atividade modulatoria de Ca®'-ATPase, resultando no maior influxo de calcio
intracelular, culminado, por sua vez, em lesbes celulares e na consequente
disfuncdo mitocondrial, o que resulta, na diminuicdo de atividade mitocondrial e
menor producao de ERO pela mitocondria.
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[1l. CONCLUSOES

Em conclusdo, 4 pM de quercetina pode ser utilizada como alternativa a
cisteamina na maturacdo in vitro de oocitos de caprinos. Pois, a quercetina a 4 UM
promoveu taxas de maturacdo oocitaria de caprinos maiores que aquelas obtidas
com o antioxidante padréo cisteamina, mantendo constantes os niveis de glutationa
e ERO. Além de elevar a atividade mitocondrial oocitaria, assegurando maior
viabilidade e qualidade celular. Contudo, na concentracdo de 8 pM, a quercetina
demonstra ser citotoxica aos o6citos caprinos, levando a reducdo dos niveis de
espécies reativas de oxigénio, de glutationa e a atividade mitocondrial oocitéria,
demonstrando menor viabilidade celular.

Contudo, faz-se necessario a realizacdo de mais estudos a fim de encontrar
uma concentracdo 6tima de quercetina na maturacao in vitro de o0citos caprinos e

consequente fecundacdao in vitro, culminando na producéo in vitro de embrides.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of quercetin as alternative
antioxidant to cysteamine on in vitro maturation. Goat ovaries were transported
from local abattoir to laboratory in 0.9% saline solution, at 30°C, until three
hours after slaughter. After oocyte collection, oocytes were evaluated and
submitted to in vitro maturation (IVM). Oocytes were allocated into three groups:
CIS group, with oocytes matured in TCM-199 supplemented with EGF (10
pL/mL), FSH/LH (10 pL/mL), estrus serum sheep (100 pL/mL) and cysteamine
(10 pL/mL); Q4 and Q8 groups, with oocytes matured at medium used in CIS
group but without cysteamine and supplemented with 4 pyM or 8 pM of
quercetin, respectively. IVM of oocytes was performed at 38.5°C in humidified
atmosphere of 5% CO, in air for 24 hours. The data expressed as percentage
were analyzed using Chi-square test. Means were compared by Student
Newman Keuls test. Differences were considered significant at P < 0.05. CIS
and Q4 groups presented the same percentage of expanded cumulus cells but
Q8 group was significantly lower than additional groups (P < 0.05). Oocyte
retraction rate at Q8 group was higher (P < 0.05) than additional treatments.
Concerning cumulus cells expansion, the treatment using 8 pM of quercetin
presented lower proportion of expanded oocytes with grade 1 (Total) than
additional treatments (P < 0.05). Percentage of oocytes MIl was higher at Q4
group than CIS group (P < 0.05) but CIS and Q8 groups were similar. Apoptosis
rate was higher at CIS group than additional groups (P < 0.05). Oocytes from
CIS and Q4 groups presented the same ROS and GSH levels. Furthermore,
oocytes matured with 4 uM of gercetin presented higher mithocondrial activity

than oocytes matured at CIS and Q8 groups (P < 0.05). In conclusion, 4 uM of
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guercetin can be used as alternative to cysteamine on in vitro maturation of

goat oocytes.

Keywords: Antioxidant. DNA fragmentation. Flavonoid. GSH. Mitochondria.

Ovary.

1. Introduction

In vitro oocyte maturation rates are lower than in vivo oocyte maturation
rates. A possible factor that justifies this reality is the excessive production of
Reactive Oxygen Species (ROS) on in vitro maturation (IVM) of oocytes [1].
High ROS production can block or delay the oocyte development and decrease
the viability of these cells [3]. However, the equilibrium of ROS concentrations in
ideal conditions has positive impact on in vitro embryo production (IVP)
because it promotes oocyte and embryo competency from energy generation
during metabolism [2].

Inhibitory substances of ROS i.e. antioxidants have been considered
significant components to supplement IVM medium such as cysteamine [4],
cysteine [5] and vitamin E [6]. However, these substances have raised the cost
of IVM medium although they present satisfactory results. Therefore, addition of
alternative substances with antioxidant action that reduce the cost of maturation
medium is necessary to improvement of IVM oocytes.

Quercetin (3,5,7,3’-4’-pentahiroxyflavone) is a natural flavonoid widely
found in vegetables, grains, fruits, flowers, teas. It has therapeutics properties
and antioxidant potential [7]. Positive effect of quercetin was already observed

on IVM of bovine [2] and porcine [8] oocytes. Presence of quercetin promoted
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excellent oocyte maturation rates and blastocyst development in swine by
reduction of ROS intracellular levels [8]. Furthermore, quercetin reduces the
cost of IVM of oocytes because this flavonoid is 3.6 times lower than
conventional antioxidant cysteamine. However, there are no reports concerning
effect of quercetin inclusion on IVM of oocytes in goats.

Therefore, the aim of the present study was to evaluate the effect of two
guercetin concentrations (4 uM and 8 uM) as alternative oxidant to cysteamine

on in vitro maturation of goat oocytes.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals
Chemicals used in this study were purchased from Sigma (Sigma-Aldrich

Corp., St. Louis, MO, USA) or from another company specified in the text.

2.2. Aspiration of oocytes

Goat oocytes (n = 88) were collected from a local slaughterhouse and
transported to the laboratory within 3 hours after collection in a termos bottle
(Onix®, Soprano, Brazil) containing saline solution (NaCl 0,9%, Fresenius®,
Dismed, Brazil) at 30°C according to Souza-Fabjan et al. (2016) [9]. Ovaries
were washed in prewarmed three times in fresh saline (30°C) and maintained in
water bath (MODEL 1102°, Fanem, Brazil) at 30°C. Oocytes were aspirated
from all visible follicles between 2 and 6 mm in diameter with a 18-gauge short
bevel needle (SOLIDOR®, Lamedid Comercial & Servicos, Brazil) connected to

a Falcon tube under controlled vacuum (30 mmHg or 6-8 mL/min). The
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collection tube was previously filled with 3 to 5 mL of tissue culture medium 199
(TCM 199) supplemented with 50 IU/mL heparin, 50 pg/mL gentamycin and

10% (v/v) of fetal calve serum (FCS).

2.3. Evaluation of oocytes

After collection, cumulus oocyte complexus (COCs) were transferred to 60
mm petri dishes (Petri Dish60®, Nutricell, Brazil), analyzed under a stereo zoom
microscope (SMZ 645°, Nikon, Japan) and classified into different grades
according Avelar et al. (2012) [10]. Only COCs classified as Grade | (with more
than three layers of cumulus cmpact cells) and Grade Il (with one to three

layers of cumulus cells finely granulated) were indicated to in vitro maturation.

2.4. IVM of oocytes and experimental design

Selected oocytes (n = 426) were washed in collection medium until
maturation moment. After this, these oocytes were randomly allocated into three
maturation groups: CIS group, with oocytes matured in TCM-199 supplemented
with EGF (10 pL/mL), FSH/LH (10 pL/mL), estrus serum sheep (100 pL/mL)
and cysteamine (10 pL/mL); Q4 and Q8 groups, with oocytes matured at
medium used in CIS group but without cysteamine and supplemented with 4 uM
or 8 uM of quercetin, respectively. The COCs were transferred to 5-well petri
dishes (Thermo Scientific®, Nutricell, Brazil) containing 50 oocytes in 500 pL of
maturation medium, under mineral oil, for 24 hours at 38,5°C, in a humidified

atmosphere of 5% CO; in air.

2.5. In vitro maturation evaluation (IVM)
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2.5.1. Morphological evaluation

In order to evaluate the expansion of cumulus cells, matured oocytes were
evaluated under a stereo zoom microscope (SMZ 645® Nikon, Japan)
considering presence or absence of cumulus cells expansion, according
methodology of Avelar et al. (2012) [10]. In addition, the grade of cumulus cells
expansion was evaluated and classified as Total (Grade I), Moderate (Grade II)

and Light (Grade Ill), according Aghaz et al. (2015) [11].

2.5.2. Evaluation of chromatin configuration and oocyte DNA fragmentation

At the end of maturation, oocytes were submitted to TUNEL assay
according Gouveia et al. (2016) [12]. Briefly, oocytes were denuded and fixed in
4% paraformaldehyde solution for 1 hour at room temperature. Then, oocytes
(approximately 10 oocytes per treatment group) were washed three times in
solution of PBS/polyvinylpyrrolidone (PVP) and stored at 4°C in eppendorf
(Tubo Eppendorf 1,5%, Eppendorf do Brasil, Brazil) with 400 pL of PBS/PVP, in
freezer (Freezer Horizontal H400®, Electrolux, Sweden), until the beginning of
TUNEL procedure. Therefore, oocytes were incubated in droplets of 100 pL of
permeabilizing solution (0.1% [v:v] Triton X-100 in 10 mM PBS) for 3 hours at
room temperature. Positive and negative controls were incubated in drops of
100 pL containing DNase free RNase (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
USA) at room temperature for 1 hour and washed three times in drops of
PBS/PVP. The TUNEL assay was prepared for 15 minutes as indicated by the
manufacturer at 4°C (In Situ Cell Detection Kit, Fluorescein: Boehringer
Mannheim/Roche Diagnostics Ltd., Indianapolis, USA). To this end, 112.5 uL

terminal deoxynucleotidyl transferase enzyme and 112.5 pL of marker solution
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of 2-deoxyuridine triphosphate 5-FITC were made to obtain 125 pL of TUNEL
mixture for reaction. The experimental groups and the positive control were
incubated with 15 pL of this solution for 1 hour at 37°C in a moist chamber
(Equilam®, KEQ300UM, Brazil) in the dark. The negative control was incubated
with 15 pL of the marker solution. Oocytes were washed three times in drops of
50 pL of PBS/PVP and incubated in drops of 50 pL of PBS containing 10 mM
Hoechst 33342 for 15 minutes at room temperature in the dark. Then, oocytes
were washed three times in drops of 50 pL of PBS/PVP and slides (Coleman®,
Roster, Brazil) were prepared for evaluation using an epifluorescence
microscope (Nikon E200®, Tokyo, Japan) at a magnification of x 400. Oocytes
were considered apoptotic when they have marked chromatin green
fluorescence. After this, oocytes were submitted to chromatin evaluation and
the different meiosis stages: Germinal vesicle (GV), Germinal vesicle
breakdown (GVBD), Metaphasis | (MI) and Metaphasis Il (MIll), according

methodology of Rajabi et al. (2013) [13].

2.5.3. Assessment of oxidative stress markers (ROS and GSH intracellular
levels) and metabolically active mitochondria

After IVM, 10 matured oocytes from each experimental group were
denuded and intracellular reduced glutathione (GSH) and ROS levels and
mitochondrial activity were measured as previously described Lins et al. (2016)
[14], with  minor modifications. Briefly, 4-chloromethyl-6.8-difluoro-7-
hydroxycoumarin (CellTracker® Blue; CMF2HC; Invitrogen Corporation), 2', 7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA,; Invitrogen Corporation) and

MitoTracker Red (MitoTracker® Red, CMXRos, Molecular Probes, Melbourne,
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Victoria, Australia) were used to detect intracellular GSH, ROS and
mitochondrial activity levels as blue, green and red fluorescence, respectively.
Oocytes (approximately 10 oocytes per treatment group) were incubated in the
dark for 30 minutes in PBS supplemented with 10 mM of CellTracker® Blue, 10
mM of H2DCFDA and 100 nM MitoTracker® Red at 39°C. After incubation, the
oocytes were washed with PBS and the fluorescence was observed under an
epifluorescence microscope with UV filters (370 nm for GSH, 460 nm for ROS
and 579-599 nm for active mitochondria). Fluorescence intensities of oocytes
were analyzed using Image J software (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA).
2.6. Statistical analysis

The data of maturation rate, cumulus cell expansion and retraction rates,
different grades of cumulus cell expansion rates and percentage of DNA
fragmentation were expressed as percentages and compared using Chi-Square
test and software Epi Info (Epi Info 7.1.5.0, Atlanta, GA, USA, 2015). Data from
GSH levels, mitochondrial activity were submitted to the Shapiro—Wilk test to
verify normal distribution of residues and homogeneity of variances. Then,
Kruskal-Wallis nonparametric test was used for comparisons. When main
effects or interactions were significant, means were compared by test Student
Newman Keuls. Data from apoptotic cells (TUNEL) were submitted to least
significant difference Fisher test and expressed as percentage. The results
were expressed as the means + standard error of the mean, and differences

were considered significant when P < 0.05.

3. Results
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3.1. Morphological evaluation after IVM

CIS group (control; Fig. 1A) presented the same percentage of expanded
cumulus cells than Q4 group (Fig. 1B) (Table 1; P > 0.05) but Q8 group was
lower (P < 0.05) than the additional treatments (Fig. 1C). After 24 hours from
maturation onset, oocyte retraction rate at medium containing 8 UM of quercetin
was superior (P < 0.001) than the other treatments (Table 1).

Concerning grades of cumulus cells expansion, the treatment containing 8
MM of quercetin presented lower proportion of expanded oocytes with Grade |
(Total) and higher percentage of expanded oocytes with Grade Il (Ligth) than
treatments containing cysteamine and 4 pM of quercetin (P < 0.05) (Table 2).
3.2. Analysis of chromatin configuration and DNA fragmentation

Concerning nuclear maturation rate, percentage of oocytes that reached
metaphase |l stage was higher in the medium supplemented with 4 pM of
quercetin than medium containing cysteamine (P < 0.05) but there was no
significant difference between CIS and Q8 (Table 3; Fig. 2). Concerning
percentage of oocytes presenting DNA fragmentation, there was a significant
increasing (P < 0.05) of TUNEL-positive cells at CIS group (28.2%) than Q4

(0%) or Q8 (0%) group (Fig. 2).

3.2. Quantification of reactive oxygen species levels (ROS), glutathione levels
(GSH) and mitochondrial activity

Concerning emission of quantified fluorescence by number of pixels,
oocyte intracelular levels of ROS, GSH and mitochondrial activity are presented

at Figures 3 and 4. Oocytes treated with 8 UM of quercetin presented lower (P <



222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

77

0.05) ROS and GSH levels than female gametes matured at CIS and Q4
groups but there was no significant difference between CIS and Q4 groups (P >
0.05). Oocytes matured on the presence of 4 uM of quercetin (Q4) presented
higher (P < 0.05) mitochondrial activity than female gametes treated at CIS and
Q8 groups. Moreover, oocytes matured at Q8 group presented lower (P < 0.05)

mitochondrial activity than female gametes treated at CIS and Q4 groups.

4. Discussion

This study is the first to report the effects of inclusion of quercetin as
alternative to cysteamine on in vitro maturation of goat oocytes. IVM means
supplemented with 4 uM of quercetin (Q4) or 100 uM of cysteamine (CIS)
presented similar expanded cumulus cells and oocyte retraction rates (they did
not promote cell damages). Our results are similar to reports of Orlovschi et al.
(2013) [8] that observed excellent cumulus cells expansion rates in porcine
oocytes matured at medium containing 25 pg/mL of quercetin. These results
suggest that supplementing with 4 uM of quercetin or 100 uM of cysteamine
can influence the mucification process and quality of oocyte.

In contrast, supplementing with 8 puM of quercetin at IVM medium
promoted a lower cumulus cells expansion rate and a higher percentage of
oocyte retraction than other treatments. A possible explanation is that the
molecular structure of this flavonoid is similar to structure of estrogens and thus
it probably interacts with estrogen receptors as well as a phytoestrogen.
Therefore, quercetin would modulate the oocyte activity [8] promoting the
decrease of synthesis and release of 17p-estradiol (E,) as well as synthesis of

growth factors from granulosa cells [15]. This flavonoid thus affects the cellular
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environment reducing the expansion potential of cumulus cells since E, has a
significant function to the mucification of intrafollicular cells [16].

We observed at present study a higher percentage of oocytes that
reached metaphase Il stage at Q4 group than female gametes matured at
control group (CIS). In contrast, Guemra et al. (2013) [2] verified no significant
difference at proportion of bovine oocytes that reached metaphase Il stage after
IVM on presence of quercetin or cysteamine. It is important to emphasize that
the nuclear maturation does not depend directly on cumulus cells expansion
[17] as well as it was previously verified in cattle [18] and goat [19].

Although quercetin does not act directly on nuclear or cytoplasmic
maturation [3], the maturation rate observed at medium containing 4 uM of
quercetin can be explained by higher mitochondrial activity and lower DNA
fragmentation observed at oocytes from Q4 group than female gametes
matured with cysteamine (CIS group). Mitochondrial activity is considered an
excellent marker of oocyte quality and viability. Since active, mitochondria
ensure functional competence of oocytes mainly during citoplasmic and nuclear
maturation [20]. Mitochondrial activity on nuclear and citoplasmic maturation is
higher at mature oocytes [21]. In addition, mitochondrias have a significant
function on programmed cellular death which starts with intracellular and
extracellular signals propagated by mitochondrial way promoting mitochondrial
disorder and cellular death [22].

Corroborating our results, Jia et al. (2011) [23] evaluated the effect of
inclusion of quercetin on the culture of chicken follicles submitted to cytotoxicity
with cadmium. They observed that the inclusion of quercetin at culture medium

reduced the number of apoptosis cells. The antioxidant potential of quercetin
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protects successfully the cell from possible damages and it ensures
consequently a lower incidence of apoptosis [23]. Therefore, we suggest that
the higher maturation rate after supplementing with 4 uM of quercetin can be
associated to higher oocyte quality conferring to female gamete higher
competence to restart the meiosis [24].

Positive effects of quercetin and cysteamine during in vitro maturation and
culture of oocytes are assigned to antioxidant potential of these substances. In
adequate concentrations, these antioxidants mediate the equilibrium of ROS
production resulting in cells with more quality and viability [8]. However, there
was no significant difference (P > 0.05) between CIS and Q4 groups concerning
intracellular ROS and GSH levels. In contrast, Guemra et al. (2013) [2] found
lower GSH levels at oocytes matured on presence of quercetin (2 e 10 pM).
Quercetin equilibrates ROS production because it interacts with superoxide
ions, chelate iron ions and it reduces lipid peroxidation, reducing cellular
damages associated to oxidative stress [25]. However, quercetin can increase
or decrease GSH levels according to concentration used. In addition, oocytes
have endogenous GSH which it is found during maturation and metaphase Il
stage. Concentrations of quercetin can be changed according to in vitro cellular
culture system adopted in laboratory [26].

Quercetin (8 pM) reduced ROS, GSH and mitochondrial activity levels.
Similar results were observed at bovine [27] and human [28] sperms diluted in
semen extensor on the presence of quercetin. High concentrations of quercetin
reduce the modulatory activity of Ca*?-ATPase resulting higher influx of
intracellular calcium, cellular damages, mitochondrial disorder, reduction of

mitochondrial activity and lower production of ROS by mitochondria [27,28].
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In conclusion, 4 uM of quercetin can be used as alternative to cysteamine
on in vitro maturation of goat oocytes. However, more studies are necessary in
order to find an ideal concentration of quercetin on in vitro maturation of goat

oocytes and consequent in vitro fertilization and in vitro embryo production.
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Figure captions

Figure 1. Expanded goat oocytes matured in vitro at medium containing
cysteamine (CIS group; A), 4 uM (Q4 group; B) or 8 uM (Q8 group; C) of

quercetin (x 70 magnification).

Figure 2. Stained chromatin after TUNEL reaction. Germinal vesicle after
treatment with 8 uM of quercetin (A). Germinal vesicle breakdown treated with 4
UM of quercetin (B). MI oocyte treated with 100 puM of cysteamine (C). Ml
oocyte after treatment with 4 uM of quercetin (D). Absence of TUNEL staining at
negative control (E) and Q4 group (H). Staining of fragmented DNA with TUNEL
in positive control (F) and CIS group (G). White arrows indicate chromatin
stained with Hoechst. Red arrows indicate chromatin stained with TUNEL.

Scale bar: 75 pm.

Figure 3. Intracellular levels of ROS, GSH and mitochondrial activity
(pixel/oocyte) of oocytes matured under different concentrations of quercetin: O
UM (CIS); 4 uM (Q4) e 8 puM (Q8). Different small letters among columns, within
of each parameter, indicate significant difference (P < 0.05). Epifluorescence
photomicrograph of goat oocytes stained with Dichlorofluorescin (A, B, C),
CellTracker Blue (D, E, F) and MitoTracker Red (G, H, ) representing
intracellular levels of ROS, GSH and mitochondrial activity (pixel/oocyte)
respectively of oocytes matured under different concentrations of quercetin: O

uM (A, D, G); 4 uM (B, E, H) e 8 uM (C, F, I). Scale bar: 75 pum.
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Table 1. Cumulus cells expansion and oocyte retraction rates (%) in goat
cumulus oocyte complexes (COCs) matured in vitro at medium containing

cysteamine (CIS group; A), 4 uM (Q4 group; B) or 8 uM (Q8 group; C) of

quercetin.
Cumulus cells Oocyte retraction
Treatments expansion rate (n) rate (n)
CIS 67,6% (96/142) @ 9,9% (14/142) °
Q4 71,8% (102/142) @ 7,7% (11/142) °
Q8 46,5% (66/142)° 38,0% (54/142) 2

2 b within a column, values with different superscripts differ significantly (P <

0.05).

Table 2. Effect of inclusion of quercetin on grade of expansion of goat cumulus
oocyte complexes (COCs) matured in vitro at medium containing cysteamine

(CIS group; A), 4 uM (Q4 group; B) or 8 uM (Q8 group; C) of quercetin.

Grades of expansion (%)

Treatments G1 - Total (n) G2 — Moderate(n) G3-Light(n) G1+G2 (n)

CIS 46,9%(45) ® 36,4%(35) ? 16,7%(16)®  83,3%
Q4 53,9%(55) 34,3%(35) ? 11,8%(12)°  88,2%
Q8 24,2%(16) ° 18,2%(12)° 57,6%(38)%  42,4%

2 b within a column, values with different superscripts differ significantly (P <
0.05).

n: number of expanded oocytes.
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Table 3. Stages of nuclear maturation of goat oocytes matured in vitro at
medium containing cysteamine (CIS group; A), 4 uM (Q4 group; B) or 8 uM (Q8

group; C) of quercetin.

Stages of nuclear maturation, n (%)

Treatments GV GVBD MI MII
CIS 0 (0) 4 (25,0) 8 (50,0) 4(25,0)°
Q4 0 (0) 5 (23,8) 4(19,1) 12 (57,1) °
Q8 2 (11,8) 2 (11,8) 5 (29,4) 8 (47,0) ®

2 b within a column, values with different superscripts differ significantly (P <

0.05).



