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RESUMO

KAWAMOTO, Taynan Stonoga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2015. Producéo de proteina especifica do oviduto (pOSP) recombinante por
Escherichia coli e sua associacdo com melatonina na maturacao vitro de
ovacitos de suinoOrientador: José Domingos Guimardesorientadores: Leandro
Licursi de Oliveira e Lincoln da Silva Amorim.

O presente estudo teve como objetivo a producao de proteina especifica do oviduto
de porcas para usan meios de maturacgdn vitro (MIV). Avaliou-seo aumento da
eficiéncia dos meios de M|\para ovécitos de suino, quando adicionados a melatonina
ao meio, durante todo o processo de MIV, e a proteina especifica do oviduto (pOSP),
nas ultimas quatro horas de maturacdo. Para aquisicdo da proteina, foram realizadas
técnicas de transgenia, inducdo da expressao, purificagcdo e dosagem da proteina. As
caracteristicas avaliadas foram: a expanséao das célutasndibus compacto ooforus
(CCQs), as concentracdes intracelulares de espécies reativas de oxigénioe(ROS)
desenvolvimento embrionario nos diferentes grupos experimentais (C = controle; T1
= somente com melatonina; T2 = com melatonina e proteina e T3 somente com
proteina). As taxas de expansdo do CCOs e de desenvolvimento embrionario foram
analisadas pelo qujuadrado (x2) e a dosagem de ROS foi analisada pela ANOVA

teste de Duncan pelo programa estatistico SAEG 9.1 (SAEG-UFV, 2007) com
probabilidade de erro de%. A avaliacdo da producao de proteina recombinante foi
feito por eletroforese e a dosagem, pelo método de Bradford. Em relacdo a expanséo
do CCOs, houve diferenca (p<0,05) dos valores obtidos no grupo controle em relacéo
aos valores médios dos grupos experimentais 1, 2 e 3, com 0S grupos experimentais
mostrando resultados satisfatérios em relacéo ao controle, porém ndo houve diferenca
entre os valores dos grupos tratados (p>0,05). Na dosagem de ROS nao houve
diferenca (p>0,05) entre os valores médios obtidos no grupo controle (26,4+10,9) e 0
valor médio verificado no grupo do tratamento 1 (23,4+7,8), porém no grupo do
tratamento 2 (21,3+9)7 valor médio mostrose satisfatorio em relacdo ao valor
médio do grupo controle. No entanto, o valor médio do tratamento 3 (16,6+10,5) foi o
guemastrou o resultado mais satisfatorio quando comparado aos demais tratamentos
(p<0,05). A producao de embrides foi avaliada por meio da taxa de clivagem, nao
houve diferenca (p>0,05) entre os valores obtidos no grupo controle (48,9 %) e os
valores verificados nos grupos de tratamento 1 (51,5t%tgpmento 2 (50 %),
tratamento 3 (57,7 %), e nem destes entre si. Coselyitea proteina especifica do
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oviduto recombinante (pOSP) e a melatonina foram eficientes em melhorar a expansao
das células d&€COs. Além disso, as células tratadas com pOSP mostraram-se com

menor quantidade de ROS, podendo a pOSP ser considerada um antioxidante proteico.



ABSTRACT

KAWAMOTO, Taynan Stonoga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february,
2015.Production of recombinant oviduct specific protein (pOSP) byEscherichia

coli and your association with melatonin onn vitro maturation of porcine oocytes.
Adviser: José Domingos Guimara&€3o-advisers: Leandro Licursi de Oliveira and
Lincoln da Silva Amorim.

The present study aimed the production of oviduct specific protein (pOSP) for its use
onin vitro maturation(IlVM). The increase on the efficiency of IVM was evaluated

for porcine oocytes, when melatonin is added to the environment, during the entire
IVM process, and when the pO8&radded in the last four hours of maturation. In order

to acquire the protein, transgenic techniques, induction of the expression, purification
and determination of protein were used. The expansion of cumulus compact oophorus
(CCOQs), intracellular concentrations of reactive oxygen species (ROS) and embryonic
development in the different experimental groups were evaluated (C = control; T1 =
melatonin only; T2 = melatonin and pOSP and T3 = pOSP only). The CCOs growth
rates and embryonic development were analyzed by the chi-square@)esid the

ROS dosage was analyzed by ANOVA and by the Duncan Test, using the statistical
program SAEG 9.1 (SAEG-UFV, 2007) with a 5% probability of effbe evaluation

of the production of recombinant protein was done through electrophoresis, and the
dosage was done by using the Bradford Method. Regarding the expansion of CCOs,
there was a difference (p<0.05) on the values obtained in the control group in relation
to the average values of the treatment group 1, 2 and 3, with the experimental groups
showing satisfactory results compared with the control, however, there was no
difference between treatments (p>0,05). In the ROS dosage, there was no difference
between the mean values obtained in the control group (26.4 £ 10.9) and the average
value observed in the treatment group 1 (23.4 = 7.8). However, in the treatment group
2 (21.3 £ 9.7), the average value was found to be satisfactory in relation the average
of the control group. Despite that, the average value of treatment 3 (16.6 £ 10.5) was
found that the most satisfactory result compared to the other treatments (p <0.05). The
production of embryos was evaluated by cleavage rate and there was no difference (p>
0.05) between the values obtained in the control group (48.9%) and the values that
were verified in treatment groups of numbers 1 (51.5%), 2 (50%), 3 (57.7%), and
neither of these with each oth@&his study showed that the pOSP and the melatonin

Xi



were effective in the improvement of the expansion of CCOs. In addition, the cells that
were treated with pOSP presented less amount of ROS, allowing the pOSP to be

considered a proteic antioxidant.
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1. INTRODUCAO

A producéain vitro de embrides (PIV) de suinos apresenta muitas limitagoes,
principalmente devido a baixa eficiéncia dos sistemas de produgédino o que
acarreta em baixa quantidade e qualidade de blastocistos produzidos. As principais
causas dessa baixa eficiéncia sdo a grande producdo de ROS e as altas taxas de
polispermia que promovem sérios danos a ovocitos e embrides. Dessa maneira, 0 uso
de coadjuvantes que auxiliem na regulacdo de ROS e na diminuicdo dos indices de
polispermia, seriam de grande beneficio para a PIV.

Contudo,a PIV de suinos tem sido de muito interesse para os pesquisadores,
poisadisponibilidade de um grande niumero de ovécitos e embrides obtidos por meio
de maturacaan vitro (MIV), técnicas de fertilizacan vitro (FIV) e cultivo de
embridesin vitro (CIV) séo essenciais para fins zootécnicos e biomédicos. Por ser
uma técnica que permite a producdo de embrides em larga escala, isso facilita a
propagacdo de material genético por diferentes regides do mundo permitindo um
ganho genético superior ao alcancado pela inseminacédo artificial. Devido as suas
semelhancas fisioldgicas com os seres humanos, os suinos podem ser utilizados como
biomodelos para pesquisa de doencas, além da criagdo de animais geneticamente
modificados, os quais podseiam tornar potenciais doadores de tecidos e &rgdo
para xenotransplantes, serem utilizados para a producdo de biofarmacos e para o
aumento da producédo. Estas biotecnologias exigem ovocitos maturados e zigotos de
boa qualidade.

Apesar de todos os beneficios que as biotecnologias de PIV podem oferecer,
ainda ha limitacdes que afetam a eficiéncia da PIV em suinos como o estresse
oxidativo que é causado principalmente pelo ROS como: peroxido de hidrogénio,
radicais hidroxila, anions superdxido e 6xido nitrico que sdo moléculas altamente
reativas formadas pelo metabolismo do oxigénio. Isso pode prejudicar a célula por
fragmentacdo de DNA e RNA e/ou induarperoxidacao lipidica. As células
produzem antioxidantes como o superéxido dismutase (SOD), catalase e a glutationa
para reduzir a concentracdes de ROS intracelulares e extracelulares.

Adicionalmente, h& ocorréncias de altas taxas de polisp@rmitro, sendo

esta o fendmeno patolégico mais comumente observado durante a fertilizacdo de
ovoécitos suinos, alcancando indices superiores a 50 % do total dos ovocitos

penetrados A polispermiain vitro deve-se a inumeros fatores, entre ekes,



fertilizac@o de ovocitos imaturos e/ou velhos, a alta concentragéo de espermsitozoide
capacitados, a ocorréncia de falhas no processo de reacdo da zona pellcida apés a
penetracdo espermatica e falhas na liberacéo dos granulos corticais. Contudo, estudos
in vitro tém avaliado o papel das células e secrecdes do oviduto em bloquear a
polispermia em suinos. A rapida e eficiente aquisi¢do de proteinas presentes no fluido
do oviduto seria de grande interesse caso 0 uso dessas seja constante na formulacao
dos meios. Isso seria possivel pela técnica de DNA recombinante, ao contrario da
técnica de purificacdo da proteina a partir do tecido do oviduto.

Deste modo, muitas pesquisas tornam-se necessarias em relacdo a producao de
melhores meios de MIV que possam diminuir a producdo de ROS e que
proporcionem condi¢cdes necessarias para um processo de fertilizacdo eficiente, de

modo a propiciar o desenvolvimento embriondrio inicial.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Maturagao in vitro

A MIV é a etapa mais importante durante a PIV (Fig. 1). No sistema de PIV,
0s ovocitos sdo geralmente obtidos de abatedouros ou por meio de animais descarte.

Esses sdo selecionados utilizando critérios de morfologia, incluindo o nimero de

camadas de células do CCOs e pela homogeneidade do citoplasma (SOMFAI et al.,
2004).

FIG 1. Ovécitos. A: Contumuluscompacto apos selecdo. B: Caeomulus
compacto em processo de expansao, 22 horas de MI\Cu@ulus compacto
expandido apGs 44 horas de MIV

A maturacdo do ovocito € um componente critico de PIV. Se néo for realizada
de forma correta sob condic¢des ideais, a fertilizacao e o desenvolvimento embrionario
estardo comprometido¥ AN e KRISHER, 2012). Embora a maturacéo nuclear seja
completada com sucesso durante a maturacaaro, outros processos dentro do
ovdcito sdo necessarios para que ocorra o completo desenvolvimento na competéncia
do ovécito, para que este seja fertilizado. O completo sucesso desses eventos €
dependente da maturacao citoplasmatica (EPPIG et al., 1996).

Véarios meio de maturacdo sdo utilizados para suinos incluindo o North
Caroline State University (NCSU) (PETER e WELLS, 1993), meio de cultura de
tecido modificado 199 (TCM 192 o meio Tyrode’s contendo lactato e piruvato
(YOSHIDA et al., 1993). Geralmente os meios séo suplementados com fluido folicular
que, apesar de ter varios fatores indefinidos que poderiam causar riscos em relacdo a
contaminacgdo por patégenos (GREG et al., 2011), fornecem um ambiente favoravel

ao desenvolvimento do ovacito por estimular a expainsétro das células do CCOs,
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aumentar a taxa de maturacdo nuclear dos ovocitos e de blastocistos (ALGRIANY et
al., 2004). Tatemoto et al. (2004) verificou que o fluido folicular possui ainda uma
outra funcéo sendo critico na protecédo dos ovocitos contra o estresse oxidativo, ja que
neste foi verificado concentracdes de superoxido dismutase. Uma das principais razdes
para a inconsisténcia nos resultados entre diferentes laboratdrios, que utilizam dos
diferentes meios, foi em relacdo a suplementacdo dos meios de MIV com fluido

folicular, pois sua composicao indefinida varia entre os lotes preparados.

E inegavel a importancia das célulasamulus ooforugpara a maturacao
citoplasmatica (NAGAI, 2001). Essas células sdo indispensaveis para 0s ovOcitos
adquirirem desenvolvimento da competéncia durante a MIV, pois elas sintetizam e
transportam glutationa (GSH) para os ovécitos (MAEDOMARI et al., 2007). A GSH
€ um antioxidante com funcéo de controlar as concentracdes de ROS, protegendo o

ovocito dos efeitos danosos do estresse oxidativo.

2.2. Fertilizac&o in vitro

Os maiores problemas verificados na FIV em suinos séo a baixa frequéncia de
ovocitos penetrados e a alta incidéncia de polispermia. A polispermia pode ser devido
a inadequada maturacao e/ou inadequadas condicdes de fertilizacdo (NIWA, 1993). A
alta incidéncia de polispermia nao tem sido atribuida ao atraso ou incompleta exocitose
dos granulos corticais, mas sim ao atraso na reacao de zona peltucida (WANG et al.,
1998) de modo que a fertilizacdo e as taxas de monospermia sdo dependentes da
concentracdo de espermatozoides e do tempo de co-incubacdo de ovocitos e
espermatozoides (NAGAI, 1996).

Nos sistemas tradicionais de FIV de suino, embora a penetracdo do
espermatozoide demore cerca de trés horas apds inseminacao e € completada ap0s seis
horas, a incidéncia de polispermia aumenta quando a duragéo do co-cultivo é estendida
(FUNAHASHI et al., 2000). Em alguns laboratérios, os gametas sédo incubados por
seis horas (ABEYDEERA BAY, 1997; FUNAHASHI et al., 1997; YOSHIOKA et
al., 2003), entretanto, Kikuchi et al. (2Q@2rificaram que este periodo de incubacgéo
de ovécitos com espermatozoides por seis horas dobrou o nimero de espermatozoides

por ovocito com maior taxa de polispermia em relagéo ao periodo de trés horas.



Estudos recentes tem visado alterar o tempo de co-incubagao de seis horas para
dez minutos, mantendo os ovOcitos com o0s espermatozoides, aderidos a zona pellcida,
no mesmo meio de FIV sem espermatozoides em suspensdo no meio por mais duas
horas. Isso tem sido proposto como uma possivel estratégia a fim de melhorar a
eficiéncia do sistema, porém deve-se considerar que ha o efeito do macho sobre a
capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides, além da proporcao

espermatozoides:ovocitos (GIL et al., 2007).

Além desse método, existem outros que visam mimetizar a selecdo que ocorre
in vivo, dessa maneira 0 espermatozoide deve superar algum obstaculo imposto
artificialmente, apesar desta abordagem reduzir a incidéncia de polispermia, ele ndo
elimina o problema completamente. Sao estes os métodos de: climbing-over-a-wall
method (FUNAHASHIe NAGAI, 2000); biomimetric microchannel IVF system
(WHEELER et al., 2004)straw IVF (LI et al., 2003), modified swim-up method
(PARK et al., 2009% microfluidic sperm sorter (SANO et al., 2010).

Contudo a eficiéncia da FIV é afetada pelo meio de cultivo e pelos
componentes nele suplementados. Os meios de FIV mais comuns sdo o0 meio Tris
tamponado modificado (MTBM), o meio de cultura de tecidos 199 (TCM199), o meio
de Tyrode modificado (NnTALP) e o meio de Whitten modificado (mWM). A maioria
desses meios sdo suplementados com cafeina para aumentar a motilidade espermatica
e induzir a capacitacdo, entretanto, pode ocorrer reacdo acrossOmica espontanea
induzida pela cafeina e isto se relaciona com aumento na incidéncia de polispermia
(FUNAHASHI e NAGAI, 2001). Funahashi et al. (2000) diminuiram a penetracao
polispérmica por meio da substituicdo da cafeina pela adenosina e pelo peptideo
promotor de fertilizacdo (8versus21l e 25%, respectivamente). Similar a esses
componentes, Suzuki et al. (2000) verificaram que o acido hialurdnico parece induzir
a capacitacdo espermatica sem que ocorra reacao acrossémica espontanea e diminuir

apolispermia sem efeito na taxa de penetracao.

2.3. Cultivo in vitro

Como consequéncia dos problemas ocorridos durante a MIV e a FIV, os

embrides durante a etapa de cultivo apresentam baixo desenvolvimento em termos de



taxa de formacdo de blastocistos e numero de células por blastocisto (DANG-
NGUYEN et al., 2011

E amplamente difundido que a atmosfera de incubac&o ideal para CIV de
embrides de suinos € de 5 % de CO2 e 5 % de O2 (BERTHEO®RQUI, 1996;
KIKUCHI et al.,, 2002). De acordo com Kikuchi et al. (2002), quando ovdcitos
maturados e fertilizadas vitro foram cultivados em meio suplementado com piruvato
e lactato pelos primeiros dois dias e, em seguida, com glicose durante quatro dias
subsequentes, a propor¢cdo e a qualidade dos blastocistos foram maiores. Alguns
estudos indicaram que a glicose no meio de CIV nos primeiros dois dias de cultura, é
prejudicial para o desenvolvimento de embrides por resultar na formacdo de maiores
guantidades de ROS, que induz a apoptose (KARJA et al., 2006).

O meio de cultivo mais utilizado é o NCSU (PETTER®ELLS, 1993) e,
normalmente este é suplementado com albumina sérica bovina (BSA) para suportar o
desenvolvimento de embrides de uma célula (MENINO e WRIGHT, 1982) até o
estagio de blastocisto (DOBRINSKY et al., 1996). A combinacdo do meio NCSU com
BSA aumentou a porcentagem de blastocistos quando comparado a outros meios
(LONG et al., 1999). Yoshioka et al. (2008) desenvolveram um meio quimicamente
definido para o cultivo de embridesvitro (Porcine Zygote Medium - PZM) baseado
na composicdo do fluido do oviduto. Além desses meios, existem o meio de Whitten
(MENINO e WRIGHT, 1982), meio de Kreb modificado (KRISHER et al., 1989) e o
meio Beltsville de cultura de embrides-3 (DOBRINSKY et al., 1996).

Estudos que compararam a eficacia entre os diferentes meios mostraram que o
meio NCSU-23 foi superior em termos de desenvolvimento até o estagio de blastocisto
(LONG et al., 1999). Diferencas na quantidade de glicose, piruvato e lactato foram

considerados como sendo a causa primaria para a variancia observada entre 0s meios.

2.4. Espécies reativas de oxigénio

Na respiracdo aerébia sdo produzidas as espécies reativas de oxigénio, como:

superoéxido de hidrogénio, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila.



Essas sdo moléculas altamente reativas e podem prejudicar a célula por
remover elétrons de outras moléculas, podendo causar fragmentacdo de DNA e RNA
e/ou induzir peroxidacao lipidica (BING et al., 2002). Para neutralizar o ROS, a
células produzem antioxidantes os quais podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos.
Dentre os enziméaticos tém-se o superéxido dismutase (SOD), catalase e a glutationa
peroxidase e entre 0s ndo enzimaticos se encontram os antioxidantes protéicos como a
melatonina, além das vitaminas, flavonoides, a GSH e quelantes de metais F€u
*249) (TAKAHASHI, 2012) (Fig. 2).
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FIG. 2 Esquema da geracdo de ROS e seus efeitos sobre as funcdes celulares. Adaptac
Takahashi (2012).

Em particular, ovécitos em estagio inicial de desenvolvimento sdo mais
susceptiveis ao estresse oxidativo, e a competéncia do desenvolvimento fica
comprometida, por acelerar o processo de apoptose celular (KARJA et al., 2004),
reduzindo o numero de células do embrido. Ademais, estudos revelaram alteracdes no
padrédo de expressao génica de ovdcitos produiridatso em relacdo aos produzidos

in vivoem camundongos (LEE et al., 2001)

Como protecao, o ovocito sintetiza GSH por meio das células do (MEDs
MATOS et al., 2002) que sugeriram que essas celulas, durante a MIV, desempenham
papel importante na sintese de GSH para o ovdcito, por meio da cisteina, presente nos
meios,e utilizada como precursora. Além disso, Yoshiba et al. (1992) comprovou que
o fluido folicular contém substancias que melhoram a expanséo das células do CCOs

a maturacdo nuclear e a fecundacéo, quando é adicionado ao meio de maturacgao.



Corroborando, Tatemoto et al. (2004) sugeriram que o fluido folicular contribui na
protecdo dos ovécitos contra o0 estresse oxidativo, pois possui altas concentragfes de
SOD, o que melhora a maturacéao citoplasmatica e a competéncia de desenvolvimento

pos-fecundacéo.

2.5. Proteina especifica do oviduto

O oviduto € um orgao secretério que fornece ambiente adequado para
maturacdo ovocitaria, capacitacdo espermatica, fertilizacdo e desenvolvimento
embrionério inicial (HUNTER, 2003). Isso ocorre devido a mudangas bioquimicas e
fisiologicas devido a agcdo hormonal durante os diferentes periodos do ciclo estral. O
oviduto de suinos expressa e libera, pelo menos 14 proteinas (BUHI et al., 1990) e
apenas algumas foram identificadas e caracterizadas, como: glicoproteina especifica
do oviduto (BUHI et al., 1990; BUHI, 2002), inibidor tecidual de metaloproteinases
(BUHI et al., 1997) e inibidor do ativador do plasminogénio (KOUBA et al., 2000).
Expressao destas proteinas sugere interacdes fisiologicamente relevantes com gametas
antes e durante a fertilizacéo e na clivagem inicial embrionaria.

Estudos identificaram a glicoproteina especifica do oviduto em ratas (KAPUR
e JOHNSON, 1985), hamster (LEVEILLE, 1987), coelhas (OLIPHA&NROSS
1982), ovelhas (MURRAY, 1993) vacas (BOICE, 1990), babuino (FAZLEABAS
VERHAGE, 1986), mulheres (BUHI, 1989) e suinos (BUHI et al., 1992), e esta é
dependente das elevadas concentracdes de estrogeno durante o estro ou periodos pré e
pés-ovulatoérios. A glicoproteina especifica do oviduto, que possui peso molecular de
56,3 kDa, foi observada em forte associacdo com a zona pellicida e espaco perivitelino
do ovécito (BUHI et al., 1993). Essa associacdo, possivelmente, reduziu os indices de
polispermiain vitro, sem alterar os indices de penetracdo dos espermatozoides no
ovocito e, consequentemente, melhorou o desenvolvimento embrionario (BUHI,
2002).

Nos estudos de Kouba et al. (2000) foram observados que concentragdes de
100 pg/mL de pOSP diminuiram a ligagédo dos espermatozoides nos ovocitos de suinos
comparado com o controle (41 versus 74 %). Concentractes de pOSP 10-100 pg/mL
diminuiu a polispermia quando comparado com o controle (24-29 versus 61 %). Por
isso, a concentragdo de 10 pg/mL de pOSP foi selecionado para a maioria dos

experimentos subsequentes, pois esta concentragcdo diminuiu significativamente a



polispermia, enquanto as taxas de penetracdo foram semelhantes aos do controle.
Outro evento analisado neste estudo foram as taxas de clivagem e o desenvolvimento
dos blastocistos, onde nao se observou efeito dos tratamentos nas taxas de clivagem
de ovacitos fertilizados e cultivados na presenca de pOSP. No entanto, houve efeito
do tratamento com pOSP no desenvolvimento de blastocistos. Aumento no nimero de
blastocistos monospérmicos foi observado quando pOSP foi adicionada durante a preé-

incubacéo / FIV em comparagcdo com o controle.

Semelhante a esses estudos, Mc Cauley et al. (2003) verificaram que ovécitos
pré-incubados com a glicoproteina especifica do oviduto por trés horas, nas
concentragdes de 10 e 20 pg/mL, diminuiram a incidéncia de polispermia e o nimero
de espermatozoides ligados por ovacito, sem alterar a taxa de penetracdo. Também foi
avaliada a pré-incubacao da pOSP com o ovécito, com 0 espermatozoide e com ambos
para avaliar se haveria sinergismo entre os tratamentos. Houve diminuicdo da
polispermia, porém sem efeito sinérgico. No caso do espermatozoide, foi avaliado se
a pOSP teria efeito na reacdo acrossbmica, porém ndo houve diferenca quando
comparado ao controle. Logo, foi sugerido que a reducédo da polispermia deveu-se a
diminuicdo do nimero de espermatozoides que interagiram com a zona pellcida e, ndo
devido a modulacdo da capacitacdo. Contudo, ndo houve aumento no namero de
blastocistos formados, porém aumentou o0 numero de embribes monospérmicos.
Segundo os autores, a reducdo da polispermiaedarpelo fato da pOSP se ligar a
zona pelicida e formar uma barreira fisica para ligacdo de espermatozoides ou
ocupar/modificar os sitios de ligacdo de espermatozoides ja que o numero de
espermatozoides ligados a zona pellcida foi reduzido por exposicdo dos ovdcitos a
pOSP. Entretanto, ndo se deve descartar os efeitos diretos da pOSP sobre a fungéo
espermatica, porque o tratamento isolado de espermatozoides, também, reduziu a

polispermia.

Nos estudos de Coy et al. (2008) foi analisado o efeito do fluido do oviduto no
tempo de digestao da zona pellcida e no efeito do mesmo na polispermia em suinos e
bovinos. Em suinos houve maior tempo de digestdo da zona pellcida a pronase quando
foi utilizado fluido do oviduto pré-ovulatério de porcas ou, quando fora utilizado
fluido do oviduto de novilhas, mostrando que ha reacdo cruzada entre essas espécies.
Em bovinos também houve aumento no tempo de digestdo a pronase com fluido de

oviduto de novilhas em fase folicular. Em consequéncia destes resultados, foram



observados que houve aumento nas taxas de monospermia, sem alterar as porcentagens
de penetracdo, em ovécitos de suinos fertilizados com o fluido do oviduto.
Adicionalmerte, houve diminuicdo no niamero de espermatozoides ligados a zona

pelucida.

Deste modoin vivo, a fertilizagdo polispérmica é controlada por pelo menos
dois mecanismos principais: 0 sistema reprodutivo que restringe 0 numero de
espermatozoides capacitados que atingem o sitio da fertilizacdo; e a penetracao
espermatica que desencadeia a exocitose dos granulos corticais e, consequentemente,
a reacao na superficie da zona pellcida. O ambrenito, aumenta drasticamente o
namero de espermatozoides que alcancam a superficie do ovOcito e se ligam a zona
pelucida, no entanto, a razao pela qual isso é mais problematico para ovocitos de suino
do que para os ovocitos de outras espécies, ainda é desconhecida. O papel que a pOSP

pode desempenhar na reagao cortical ou na reacao da zona, ainda € desconhecido.

Quando foram depositados mais que o suficiente de espermatozoides no local
de fertilizacdo do suino, muitos ovdcitos foram penetrados por mais do que um
espermatozoide mesmo em condigdesvo (HUNTER, 1973). Parece, portanto, que
0s ovocitos suinos tém, por natureza, limitada competéncia para bloquear a
polispermia, e as condi¢des de fertilizacdo podem muito bem afetar a penetracéo
monospérmicdNAGAI, 1994). As células epiteliais do oviduto demonstraram serem
eficazes na reducédo de polispermia de embrides suinos produziitos (NAGAI e
MOOR, 1990, KANO et al., 1994). Nagai e Moor (1990) sugeriram que uma das
razBes para esta melhoria foi a presenca de glicoproteinas. Porém as células do
oviduto, também, secretam glicosaminoglicanos (como o acido hialurénico) que tanto
no fluido do ovidutqin vivo) como no meioif vitro), podem muito bem ser a causa

das melhorias nas taxas de monospermia.

Apesar disso, mecanismos moleculares das interacdes de gametas no ambiente
do oviduto ndo sdo completamente compreendidos. Portanto, mais pesquisas sao
necessarias para avaliar a atuacéo da pOSP nos processos da feitil@agiicomo
a possibilidade de diferentes glicosilacdes da pOSP, em relagéo ao tempo de ovulagéo,
poderem afetar a funcédo da pOSP ou, ainda, analisar a funcéo especifica de diferentes
isoformas da pOSP (E1, E2 e E3), determinando a funcdo especifica das mesmas

como seriam suas atuacoes.
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Além disso a fungdo da pOSP como susbstancia antioxidante e outras
potenciais func¢des protetoras durante o desenvolvinientdro de ovocitos suinos
ainda sdo desconhecidas. Até o presente, nenhum mecanismo foi encontrado para a via
a qual a pOSP poderia atuar protegendo contra a peroxidacao lipidica em suinos e a

geracao de ROS.

2.6. Melatonina

A melatonina (N - acetil - 5 metoxitriptamina) € sintetizada a partir do
triptofano via serotonina e possui peso molecular de 232 kDa (SUGDEN, 1989). Além
de ser produzida na glandula pineal, também o é em diversos 6rgéos, células e tecidos
como: cérebro, células do sistema gastrointestinal, testiculos, ovarios, medula
espinhal, linfécitos, retina, cornea e na pele (REITER et al., 2013)

A biossintese da melatonina compreende a captacao do triptofano, do sangue,
pelos pinealécitos onde havera a conversao de triptofano em 5-hidroxitriptofano por
meio da acdo da 5-triptofano hidroxilase. Este sofre descarboxilacdo e forma a
serotonina (TAMURA et al., 2009). Em seguida a serotonina é convertida em N-
acetilserotonina por meio de reacado de acetilacdo (IUVONE et al., 2005) e, finalmente,
a enzima acetilserotonina O-metiltransferase catalisa a reagéo de metilagéo formando
a melatonina (STEHLE et al., 2011).

A melatonina tem papéis fisioldgicos essenciais e é importante para 0 sono,
regulacédo da temperatura, metabolismo, ritmicidade circadiana e sazonal, bem como
a fisiologia reprodutiva em alguns mamiferos (ARENDT et al., 1995). Além disso, ela
esta envolvida na protecdo dos embrifes contra 0os danos oxidativos, agindo como
guelante de radicais livres, incluindo o radical peroxido e o radical hidroxila (REITER
et al., 2000). Além disso, pode estimular a atividade da SOD e glutationa peroxidase
(TAMURA et al., 2009). O efeito benéfico da suplementacdo de meios de cultivo com
a melatonina, durante o desenvolviment@itro de embrides, tem sido relatado em
espécies, como ramsters e suinos (TIAN et al., 2010). No entanto, o mecanismo de
acdo da melatonina sobre o desenvolvimentgitro de embrides continua sendo
elucidado.

Todas as células vivas produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) que séo
pré-requisitos essenciais para as suas fun¢des normais, no entanto, a formacéo

excessiva de ROS pode influenciar a estrutura e funcdo dos diferentes tipos de

11



moléculas como lipideos, proteinas e acidos nucléicos, o que resulta em dano
mitocondrial, deplegcdo de ATP e a apoptose (GUERIN et al., 2001). O aumento do
estresse oxidativo parece ser um fator importante, prejudicando o desenvolvimento
embrionario de mamiferogn vitro. Fisiologicamente, os embrides podem ser
protegidos contra os radicais livres por antioxidantes presente no fluido do oviduto
(LEGGE e SELLENS, 1991), mas os embrifesvitro sdo suscetiveis ao estresse
oxidativo durante o cultivo (GUERIN et al., 2001). Em contraste com outros
antioxidantes que séo, lipdfilicos ou hidrofilicos, a melatonina € ampifilica e, por isso,
atravessa facilmente as barreiras morfofisiologicas (REITER et al., 2013) Em bufalas,
a suplementacéo da melatonina nos meios de maturacao melhorou a taxa de maturacao
nuclear de ovocitos, reduzindo o estresse oxidativo, a peroxidacao de lipideos e danos
aoDNA (MANJUNATHA et al., 2009).

A melatonina, além de estimular a expressdo de enzimas antioxidantes
(KORKMAZ e REITER, 2008), também estimula o sistema imune e genes anti-
inflamatorios (MAURIZ et al.,, 2013) que protegem as células contra infeccbes
bacterianas e virais (BOGA et al., 2012). Além disso, estudos revelam um papel da
melatonina nas modificagfes epigenéticas (KORKMAZ et al., 2012).

A melatonina, também, influencia a producéo de esterdides sexuais durante os
diferentes estadios de maturacdo do foliculo, por inibicdo da expressdo de genes
especificos para a producdo de progesterona, androstenediona e estrogénio
(ADRIAENS et al., 2006). Nos seres humanos, Woo et al. (2001) observaram que a
melatonina modula a resposta folicular ao LH por aumentar a expressdo de mRNA de
receptores de LH nas células da granulosa. Além disso, a melatonina promove o
desenvolvimento folicular por elevacdo da producdo do fator de crescimento
semelhante a insulina | (IGF-1) que promove o crescimento de células da granulosa
(PICINATO et al., 2008

A melatonina, também, desempenha papel na regulacdo da maturacdo do
ovocito. Um esterdide progestacad 170, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona, foi
identificado como horménio de inducao de maturacéo (MIH) (SEN et al., 2002}, o qua
€ regulado pela melatonina que acelerborsnacdo de MPF (fator promotor da
maturagcdo) e promove a quebra da vesicula germinativa de ovocitos de carpas
(CHATTORAJ et al., 2005). Além disso, a outra forma de promoc¢éo da sintese de
MPF regulada pela melatonina € pelo aumento do receptor de hormonitofolicu

estimulante. Os receptores da melatonina foram identificados, também, em células da
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granulosa, o que sugere possibilidade de que a melatonina pode ter participacado na
maturacdo do ovécito (KOWALTOWSKe VERCESI, 1999). Essa funcdo na
promocao da maturacao do ovocito foi observado em diversas espécies como bovinos,
suinos, bufalos e ovinos (RODRIGUEZ-OSORIO et al., 2007; MANJUNATHA et al.,
2009; CASAO et al., 201EL-RAEY et al., 2011).

Em ovinos, a melatonina melhorou a sobrevivéncia de embrides descongelados
submetidos ao cultivo. Quando utilizada na concentracido entri10° M, ela
aumentou a taxa de embrides eclodidos apés 24 horas em cultivo e diminuiu a
porcentagem de degeneracédo em embrides no final do CIV (ABECIA et al., 2002). Em
bovinos, a melatonina também melhorou o desenvolvimantdro de embrides e
diminuindo o estresse oxidativo quando utilizada na concentragio ds1,18ob
atmosfera com 20 % de-@PAPIS et al., 2007)Em suinos, a melatonina tem sido
usada para promover a MIV dos ovocitos e o desenvolvimento embrionario.

No estudo de Shi et al. (2009) os autores verificaram que a melatonina no fluido
folicular de suinos apresentava concentracdo déMQOsugerindo que a melatonina
tem importante papel na maturacéo vivo. Neste mesmo trabalho, os autores
adicionaram melatonina no meio de maturagawitro e observaram que a melhor
concentracdo, que poderia aumentar o nimero de ovécitos maturados e melhorar o
desenvolvimento de embrid@s vitro, seria de 18 M. J& em outro experimento,
suplementacdes superiores de 4&W0de melatonina durante a maturagéeitro de
ovocitos resultou em maior percentual de ovocitos com extrusdo do corpusculo polar
e porcentagem maior de ovécitos ativados partenogeneticamente desenvolvidos para
blastocistosKANG et al., 2009).

Os efeitos benéficos da melatonina observados durante o desenvolvimento
embrionario sdo parcialmente atribuidos a sua capacidade para regular negativamente
a expressao de genes pro-apoptoticos (BAX e caspase-3) e para regular a expressao de
gene anti-apoptoticos (Bcl-2), acompanhados por aumento de glutationa intracelular e
reducdo da producdo de ROS (MOHSENI et al., 2012). Essas mudancas levam a
diminuicdo de apoptose nos blastocistos, a melhoria na qualidade do embrido e
aumento da eficiéncia da implantagdo (WANG et al., 2013).

Durante o CIV, os embribes sdo expostos a condicbes de estresse oxidativo
relativamente altos em comparagdo com o ambient®/o, em que a producdo de
ROS em embribes é muito menor (CHOI et al., 2008). A producdo de ROS nas

condicOes de cultivo é deletério para o embrido, porque a geracdo de excedentes de
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ROS interagem com lipidios, causando danos as moléculas. Isto resulta em perda de
integridade da membrana, altera¢des estruturais ou funcionais de proteinas, danos em
acidos nucléicos (TAMURA et al., 2012). Além disso, ovoécitos e embrides de racas
ou linhagens especificas de suinos poderiam se comportar de maneira diferente
apresentando maiores prejuizos em relacdo a peroxidacdo durante o cultivo, ja que o
contelido de lipideos difere entre estas substancialmente (AMORIM et a)., 2012

Enriguecendo o meio de cultivo com a melatonina tem mostrado efeitos
benéficos a longo prazo sobre o desenvolvimento de embrides em murinos
(ISHIZUKA et al., 2000), suinos (RODRIGUEZ-OSORIO et al., 2007), bovinos
(SAMPAIO et al., 2012), ovinos (ABECIA et al., 2002) e caprinos (BERLINGUER et
al., 2009). Por outro lado, o efeito da melatonina sobre a taxa de producédo de
blastocisto pode variar amplamente dependendo das concentracoes (MANJUNATHA
et al., 2009) e condic¢des de cultivo (KIM et al., 2013), tal como a tensao de oxigénio
empregada (PAPIS et al., 2007).

Embora existam trabalhos sobre os possiveis efeitos da melatonina no
desenvolvimentm vitro de ovécitos e embrides suinos, a literatura ainda é deficitaria.
Ha necessidade de maiores esclarecimentos sobre 0 mecanismo exato de atuacédo da
melatonina nas diferentes fases da PIV de diferentes espécies, desde como ela pode
ser usada na maturacdo mimetizando as condigd@go jA que ela esta presente no
fluido folicular, assim como maiores investigacdes sobre o beneficio que ela pode

trazer durante a fertilizacao e cultivo embrionario.

3. HIPOTESE
A técnica de DNA recombinante facilita o uso da proteina especifica do
oviduto na suplementacdo dos meios de matuiagétyo de ovicitos de suinos e sua

associacdo com a melatonina melhoram a qualidade dos ovdcitos e embrides.

4. OBJETIVOS
-Produzir de maneira eficaz a pOSP recombinante.
-Avaliar os efeitos da pOSP e da melatonina nos meios de maturagéio,
sendo para isso avaliados nos ovocitos a maturagdo ovocitaria a partir da andlise da

expansao das células do cumulus;
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-Realizar a dosagem de ROS presentes nos ovécitos e sua relagcdo com a
qualidade ovocitaria;

-Avaliar a producéo de embrido pelas taxas de clivagens.
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CAPITULO 1 - Transferéncia de DNA exdgeno par&scherichia coli para
producéo de proteina especifica do oviduto de porcas, e seu uso na maturagao

vitro

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo a producédo de proteina especifica do
oviduto de porcas recombinante (pOSP) para uso em meios de maiaragéo
(MIV) de ovécitos de porcas. Avaliou-se o aumento da eficiéncia dos meios de MIV
quando adicionado a pOSP durante as ultimas quatro horas de maturacdo. Para
aquisicao da pOSP, foram realizadas técnicas de transgenia, inducédo da expresséo e
purificacdo e dosagem da proteina. Foram avaliadas a expanséo das célutadu®
compacto ooforugCCOs) e as concentracdes intracelulares de espécies reativas de
oxigénio (ROS) nos seguintes tratamentos (C = controle; T1 = proteina recombinante).
A expansédo de células @ Cs foram analisadas pelo teste de quidrado (y2) ¢ a
dosagem de ROS foi analisada pela ANOVA e as médias comparadas pelo teste de
Duncan com significancia de%. A avaliacao da producao de pOSP foi feito por meio
de eletroforese e a dosagem, pelo método de Bradford. Em relacdo a expansdo das
células do CCOs, houve diferenca do controle em relacdo ao tratamento com a pOSP
(p=0,05). Na dosagem de ROS houve diferenca do grupo controle e o tratamento dos
meios de maturacdo com adicdo da pOSP (26,4+10,9 x 16,6£10,5 %; p<0,05)
Concluiseque a técnica para a producédo de pOSP foi satisfatoria e esta foi eficiente
em melhorar a expansdo das células do CCOs e resultam em menor quantidade de

ROS, podendo a pOSP ser considerada um antioxidante proteico.

Palavras Chave: Maturac#ovitro, proteina recombinante, suino, espécies reativas

de oxigénio.
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ABSTRACT

The present study aimed the production of recombinant oviduct specific
protein (pOSP) for the use in maturation mediumno¥itro porcine oocytesThe
increasing of the efficiency of the medium of maturatioritro, when added to the
pOSP in the last four hours of maturation, was evaluated. For the acquisition of protein,
transgenic techniques, the induction of expression, purification and the dosage of
glycoprotein were used. The expansion ofdbmulus oophuru€CCOs) cells and the
intracellular concentrations of reactive oxygen species (ROS) were evaluated in the
following treatments (C = control; T1 = recombinant protéelime expansion of CCOs
cells was analyzed by the chi-squared tg) &nd the dosage of ROS was analyzed
by ANOVA. The means were compared by the Duncan Test, with a 5% probability of
error. The evaluation of recombinant protein production was done by electrophoresis
and the dosage was done by the Bradford metRedarding the expansion of the
CCOscells, the group treated with the protein showed satisfactory results in relation
to the control group (p<0.05Pn the dosage of ROS, there were differences on the
control group and on the treatment of maturation media with the addition of the
recombinant protein (26.4 + 10.9 x 16.6 + 10.5 %; p <0.05), whereas the experimental
group showed satisfactory results when compared to control. In conclusion, the
technique for the production of recombinant pOSP was satisfactory and is effective in
improving the expansion of the CCOs cells and that resulted in fewer ROS, allowing

the pOSP to be considered a proteic antioxidant.

Keywords: In vitro maturarion, recombinant protein, swine, reactive oxygen species.
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1. INTRODUCAO

O oviduto é um 6érgdo secretorio que fornece ambiente adequado para
maturacdo ovocitaria, capacitacdo espermatica, fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario inicial (HUNTER, 2003). Isso ocorre por meio de mudancas bioquimicas
e fisiolégicas devido a acdo hormonal durante os diferentes periodos do ciclo estral. O
oviduto de suinos expressa e libera, pelo menos 14 proteinas (BUHI et al., 1990) e
apenas algumas foram identificadas e caracterizadas, como: glicoproteina especifica
do oviduto (BUHI et al., 1990; BUHI, 2002), inibidor tecidual de metaloproteinases
(BUHI et al., 1997) e inibidor do ativador do plasminogénio (KOUBA et al., 2000).
Expresséo destas proteinas sugere interacdes fisiologicamente relevantes com gametas
durante a fertilizacao e clivagem inicial embrionaria.

Estudos identificaram a glicoproteina especifica do oviduto em ratos
(KAPUR e JOHNSON, 1985), hamster (LEVEILLE, 1987), coelhos (OLIPHANT
ROSS, 1982), ovinos (MURRAY, 1993) bovinos (BOICE, 1990), babuinos
(FAZLEABAS e VERHAGE, 1986), humanos (BUHI, 1989) e suinos (BUHI et al.,
1992), e esta é dependente das elevadas concentracdes de estrogeno durante o estro ou
periodos pré e pos-ovulatérios. A glicoproteina especifica do oviduto, que possui peso
molecular de 56,3 kDa, foi observada em forte associacdo com a zona pellcida e
espaco perivitelino do ovécito (BUHI et al., 1993). Essa associacao, possivelmente,
foi a causa da diminuicdo dos indices de polispeinmidro, sem alterar os indices de
penetracdo dos espermatozoides no ovOcito e promoveu, consequentemente, a melhora
no desenvolvimento embrionario (BUHI, 2002).

Os estudos sobre o complexo ambiente do limen do oviduto permite melhorar
os conhecimentos sobre os eventos reprodutivos que ocorrem antes e apos a
fertilizagéo o que pode levar a melhora dos meios para produgéim de embrides
(PIV).

Em muitos estudos a glicoproteina especifica do oviduto foi utilizada com a
finalidade de diminuir os indices de polispermia propiciando aumento da eficiéncia da
producao de blastocistos (KOUBA et al., 2000; MCCAULEY et al., 2003; COY et al.,
2008). Nestes estudos ela foi obtida por meio da purificacdo do tecido do oviduto,
porém obtendo-se baixas concentracfes. Assim, a técnica de producdo de proteina
recombinante pode trazer beneficios tornando possivel a producdo de grandes
quantidades de proteina de maneira rapida e eficiente. Deste modo, o presente estudo
teve como objetivo a transferéncia de DNA exogeno para células bacterianas para se
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obter a proteina especifica do oviduto recombinante (pOSP) e utiliza-la em meios de
maturacéan vitro (MIV) de ovacitos suinos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1Local de execucgao

O experimento foi realizado no Laboratério de Reproducdo Animal da Granja
de Melhoramento Genético de Suinos e no Laboratorio de Biotecnologia, do
Departamento de Zootecnia e no Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Vigosa.

Todos os procedimentos relativos a manipulacdo de animais e amostras
bioldgicas foram realizados de acordo com as normas para Uso de Animais em
Experimentacdo e aprovados pelo Comité de Etica da UFV sob nimero 19/2014, no
dia 25/03/2014.

2.2 Reagentes
Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma Aldrich Chemical Company

(St. Louis, MO, USA). Quando néo, estes foram citados.

2.3Producéo de proteina especifica do oviduto recombinante

Para a producéo da proteina especifica do oviduto foi adquirido um plasmideo,
da empresa Gen Script®. A sequéncia foi recuperada a partir da base de dados de
nucleotideos e proteina do GenBanck (U43490

Este plasmideo foi inserido em céluascoli competentes para, entdo se
obter a proteina especifica do oviduto.

A sequéncia génica que codifica a pOSP foi clonada no plasmideo pET21b
Novagen®. O pET21b possui fusdo C-terminal de uma cauda de hexahistidina, a fim
de possibilitar a posterior purificacdo da proteina recombinante por meio de
cromatografia de afinidade por metal. O plasmideo recombinante foi purificado a partir
das células Topl0 (SAMBROOK et al., 1989) e célulasEdeoli C41 foram
transformadas para a expressdo da proteina. A transformacéo foi feita por choque
térmico (30 seg. em gelo e posterior 1 min. em banho maria a 42 °C) e as células
cresceram por 40 min. em meio Luria_Bertani (LB). O pré-indculo foi cultivado
overnightem 4 mL de meio LB contendo %@/mL de ampicilina. A cultura foi
transferida para 500 mL de meio LB (SAMBROOK et al., 1989) e as células cresceram
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até atingir a D@y de 0,4. Para a inducao da expressédo, 1mNsapeopyl p-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) foi adicionado e a inducao foi realizada por 4 horas, sob
agitacao de 200 rpm a temperatura ambiente. Ao final da inducéo os sedimentos foram

armazenados a -80 °C até o uso.

2.4 Purificagao da pOSP recombinante
As bactérias induzidas foram diluidas em tampé&o contendo 50 mM de Tris pH

8,0, 100 mM de NacCl e os inibidores de proteases aprotininar(il.), pepstatina (1

pug/mL), leupeptina (lug/mL) (tampao de equilibrio) e lisadas por sonica¢ao em 6

pulsos de 10 seg. intercalados com intervalos de 30 seg., e amplitude de 20 Hz. O
sobrenadante obtido apds a lise foi aplicado em resina de niquel (GE Healthcare)
previamente equilibradas com tampao de equilibrio. Em seguida as resinas foram
lavadas com o tampéao de lavagem de acordo com as instru¢des do fabricante. ApGs
lavagem, a coluna foi submetida a aumento gradativo ndo continuo da concentracao
de imidazol (0; 15; 30; 50; 80; 100; 150; 200; 250 e 400 mM), sendo as aliquotas
recuperadas em volume de 2 mL e analisadas em SDS-PAGE 12 % corado por azul de
Coomassie Brilliant Blue. As fracdes eluidas em coluna de niquel foram reunidas e
dialisadas com solucdo salina tamponada com fosfato a 10 mM, pH 7,2 (PBS)

contendo 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride).

2.5 Determinacgdo da concentracdo de proteina

A concentracdo de proteina utilizada para os demais ensaios foi determinada
pelo método de Bradford (Bradford, 1976) em microplaca, segundo instru¢des do
fabricante (Biorad®). A leitura foi feita em espectofotébmetro (Thermo Multiskan Go)
com leitora de microplaca no comprimento de onda de 595 nm. Para a conversao de
absorbancia em concentracédo de proteina foi feita uma curva padrdo com albumina
sérica bovina (BSA; Sigma). A pOSP foi mantida em solucéo e estocada a -20 °C até

O USO.

2.6 Anéalise eletroforética

As analises eletroforéticas foram realizadas em gel de poliacrilamiéa 12
(m/v) em condi¢des dissociantes (SDS-PAGE), em sistema Mini-Protean 3 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, EUA). As amostras de pOSP foram ressuspensas em tampao

de amostra [Tris-HCI a 0,5M, pH 6,5, contendo SDS a 2,5 % (m/v), 2-mercaptoetanol
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a 2,5 % e glicerol a 10 % (v/v)], incubadas em banho maria a 100 °C, puoiriuéss

e aplicadas no gel. As corridas eletroforéticas foram feitas em tampé&o contendo 24,8
mM de Tris, 192 mM de glicina e SDS a 0,1 % (m/v), e tiveram duracdo aproximada
de 40minutos (80-120 mA, 200 V). Marcadores protéicos de massa moleRINaY (
conhecidas foram usados como padréo de migragédo. Os géis foram corados com azul
de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250, Pierce Chemical Co., Rockford,
EUA). Marcadores protéicos com MM conhecidas foram usados como padrdo de

migracéo (Bench Mark Protein).

2.7Meios de cultivo

O meio de MIV utilizado foi o North Carolina State University 23 (NCSU 23)
(PETTERS e WELLS, 1993) suplementado com 10 % de fluido folicular suino, 10
mg/mL de EGF (Sigma cat n° E4127), 10 Ul/mL de HCG (Vetecor 5000Ul, part 003-
11), 10 Ul/mL de eCG (Sigma cat n° G4527) e 0,1 mg/mL de Cisteina, nas primeiras
22 horas. Nas 22 horas seguintes os ovocitos foram colocados em meio NCSU 23
sem suplementacédo hormonal.

O meio MIV foi coberto com 6leo mineral e equilibrado em estufa a 39 °C com

5 % de CQ, por pelo menos 12 h antes da utilizagcéo.

2.8 Obtencéo, selecao e maturacédo dos ovocitos

Os ovarios foram obtidos no frigorifico Saudali localizado no municipio de
Ponte Nova- Minas Gerais (SIF 1629), latitude 20° 24' 57" S e longitude 42° 54' 32"
W, distante 52 km do laboratério de biotecnologia, onde foram aspirados. Apds a
insensibilizacdo e sangria dos animais destinados ao abate, os ovarios foram
colheitados e armazenados, para transporte, em garrafa térmica contendo solucéo
salina 0,9 % autoclavada e 10 mg/mL de Gentamicina (GIBCO) mantidos a
temperatura de 32 °C. No limite maximo de duas horas ap6s o abate, no Lahoratério
os ovarios foram lavados com nova solucéo salina 0,9 % e mantidos em um becker o
gual foi acondicionado em banho-maria a 32 °C. Com seringas de 10 mL e agulhas de
18 Gauge, os foliculos de trés a seis mm foram aspirados e o liquido resultante da
aspiracao foi colocado em tubos tipo Falcon® onde os ovdcitos decantaram por
aproximadamente cinco minutos.

Apos a sedimentacao, os ovocitos foram recuperados com pipeta sorolégica de

10 mL e colocados em placas de petri (100 x 15 mm) junto com solucédo de PBS
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adicionado de Fenol red (0,01 g/L) e PVA (0,01 %). Nessas placas, selecionou-se os
ovacitos com citoplasma homogéneo e cocumulus ooforugompacto (Grau | e

Grau 1l) os quais foram lavados com a mesma solucdo e posteriormeme fora
colocados em criotubos de L com meio de maturacdo: North Carolina State
University 23 (NCSU 23) (PETTERS e WELLS, 1993). Estes criotubos foram
dispostos em uma das camaras de uma transportadora de ovécitos (TOE 200 a 39 °C)
e, entdo, encaminhados para o Laboratorio de Reproducdo Animal da Granja de
Melhoramento Genético de Suinos da UFV, distante 2 km. Foram acondicionados 100
ovQcitos por criotubo. Posteriormente, os ovocitos foram lavados trés vezes em meio
NCSU 23 novo e, em seguida, 30 ovdcitos foram dispostos em gotas de maturagéo de
200 pL de meio NCSU 23.

2.9Avaliacdo da Expanséo das células dmmulus ooforus

A avaliacdo da expanséo das célulaswnulus ooforu¢CCOs) foi realizada
44 horas apoés a M1V, conforme Gomez et al. (2012): zero = sem expansao das células
do CCOs; 1 = minimo de resposta observavel; 2 = expansao das camadas mais externas
do CCOs; 3 = expansao de todas as camadas, exceto a corona radiata e 4 = expansao
de todas as camadas do CCOs. As células avaliadas como 3 e 4 foram cossiderada
como tendo a melhor expansdo do CCOs. Estas foram fotografadas para posterior
avaliacdo do grau de expansdo. Foram realizadas 4 repeticoes, sendo observados

aproximadamente 400 ovdcitos, distribuidos nos dois grupos experimentais.

2.10 Dosagem de Espécies Reativas de Oxigénio

A concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos ovoécitos foi
examinada de acordo com o método de diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA)
descrito por Hashimoto et al. (2000). Apdés a MIV, os ovoécitos maturados foram
transferidos para o meio de cultivo contendo 10 uM de DCFDA, e mantidos por 30
minutos em abrigo de luz a 37 °C. Em seguida, foram lavados em PBS com 0,1 % de
PVA e colocados em gotas de 10uL para serem examinados sob microscoépio confocal
de fluorescéncia (Zeiss LSM 510 Meta). No equipamento foram utilizados lazers (ions
argobnio) com excitacdo de 480 nm e emissdo de 510 nm. As imagens foram obtidas
com objetiva de 10 x e cortes seriados de 1,9 um para cada ovacito. A fluorescéncia

foi mensurada por conversdo do nimero de pixels para imagens em escala de cinza
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para a analise usando o software Image J. A &rea utilizada para demarcacadao ovoc
foi de 0,81mm. Foram realizadas 4 repeticdes, sendo observados aproximadamente

80 ovacitos, distribuidos nos dois grupos experimentais.

2.11 Delineamento Experimental

A proteina especifica do oviduto foi obtida por meio da transferéncia de DNA
exdégeno parakE. coli competentes. Estas se desenvolveram, proliferaram e
expressaram a proteina recombinante. Dessa maneira tornou-se possivel a purificacdo
da proteina e dosagem da mesma.

Durante a MIV, em meio NCSU 23 adicionou-se 10 pg/mL (KOUBA, et al.,

2000) de pOSP nas 4 horas finaisAiD et al., 200D (T1). Como controle foram
utilizados ovécitos sem a adicdo desse coadjuvante. Foram realizadas as analises de
expansdo das células do CCOs e dosagem de ROS. Todos os meios tiveram o pH
ajustado para 7, 2 e osmolaridade de 273 a 280 mOsmol/L. Além disso, o cultivo foi
realizado em atmosfera Umida com temperatura de 39 °C, 5 %6 @Qle Qe 90
% de N (Figura 1).

proteina

especifica do
oviduto

FIG.1: Esquema do delineamento experimental do presente experimento em
gue sintetizou-se e utilizou-se pOSP no processo de matumagé&o de ovocitos de

porcas.

2.12 Analise Estatistica
A expanséo das células do CCOs foram analisadas pelpagiuido (¥2) ¢ a
dosagem de ROS foi analisada pela ANOVA e teste de Duncan empregando o
programa estatistico SAEG 9,1 (SAEG-UFV, 2007) com probabilidade de erro de 5%.
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3. RESULTADOS

3.1Avaliacdo da producgéo de proteina recombinante

A avaliacdo da producdo de proteina recombinante foi feita por meio de
eletroforese (figura 2) em gel de poliacrilamida 12 % (m/v) em condi¢gbes dissociantes
(SDS-PAGE). Na primeira coluna encontraaps marcadores protéicos com massa
molecular conhecida. Na segunda coluna tem-se a faixa evidente da proteina
recombinante, conhecida devido ao seu peso molecular (marcada em vermelho),
porém esta amostra foi analisada antes de passar pelo processo de dialise. Na terceira
coluna, tem-se a amostra apos a dialise, restando apenas a proteina recombinante

(marcada em preto).

FIG. 2. Gel de poliacrilamida evidenciando na primeira coluna as bandas com
pesos moleculares conhecidas; na segunda coluna, a producdo de proteina
recombinante de suino (pOSP) demarcada de vermelho apés purificacdo em

HPLC e na terceira coluna a pOSP demarcada em preto, apés da dialise.

Esta amostra dialisada seguiu para a determinacdo da concentracdo de
proteina pelo método de Bradford, em que a solucao de Bradford foi adicionado as
amostras com a proteina recombinante e as amostras padrdo de BSA (figura 3). Na
primeira coluna encontraseasconcentracoes padrbes de BSA, sendo comparadas,
por meio da absorbéncia, com a Unica amostra da segunda coluna (amostra com
proteina recombinante), obtendo-se dessa maneira o valor da absorbancia da proteina

recombinante da amostra.
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FIG. 3. Placa contendo amostras com concentracao de proteina conhecida na
primeira coluna (BSA) e na segunda coluna, a amostra com a pOSP. A placa

seguiu para leitura em espectofotdmetro sendo obtido valores de absorbancia

referentes a cada poco.

De acordo com os valores de absorbancia, construiu-se a equacéo da reta
(figura 4) para dessa maneira obter-se a concentracdo da proteina recombinante, que

no presente estudo foi de 610 pg/mL, para posterior utilizacdo em meios de maturacao

de ovdcitosn vitro.
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FIG. 4 Valores de absorbancia utilizadas para elaboragcédo da curva de
calibracdo padrdo da concentracdo de proteina (BSA) em pg/mL

absorbancia medida a 595 nm.

3.2. Avaliacdo da maturacgdo ovocitaria

Na avaliacdo da maturacdo ovocitaria houve diferenca entre os valores
obtidos no grupo controle em relacdo aos valores do grupo tratamento com a adi¢cao
da proteina (Tabela 1), sendo que o grupo tratado apresentou melhor expansao do

CCOs em relacéo ao contol
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Tab. 1 Adicdo da proteina recombinante de suino (pOSP) durante as ultimas quatro horas da

maturacgaan vitro e seu efeito na expanséo das célulasudaulusooforus de ovécitos suinos

Grupos N° de Grau de expanséao do CCO n(%) Total
ovacitos
0 1 2 3 4
Controle 192 0 0 77 (40) 72 (37,5) 43(22) 192
pOSP 204 0 0 43 (21) 79 (38,782 (40,1) 204

Zero = sem expansao das células do CCOs; 1 = minimo de resposta observavel; 2 =daxpanasiadias
mais externas do CCOs; 3 = expanséo de todas as camadas, exceto a corona radiaaesdo de
todas as camadas do CCOs. N(%) = numero amostral e porcentagem.

3.3. Avaliacéo de espécies reativas de oxigénio produzidos pelos ovocitos
Na determinac&o da concentracdo de ROS houve diferenca (p<0,05kentre o
valores obtidos entre os grupos controle (26,4+10,9) e do grupo tratado com a proteina
recombinante (16,6+10,5), sendo que o grupo tratado apresentou menor quantidade de

ROS em relacdo ao controle (tabela 2).

Tab. 2. Valores médios e desvios-padréo para a concentracdo de espécies reativas de oxigénio
em ovOcitos suinos maturadasvitro com ou sem adicao de proteina especifica do oviduto de
suino (pOSP)

Grupos N° de ovocitos Concentracdo de ROS
Controle 35 26,4+10,9
pOSP 41 16,6+10,8

Nafigura 5 ilustrasea diferenca da concentracdo de ROS, avaliado por
meio da quantificagdo do numero de pixels da imagem obtida dos ovacitos.
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FIG. 5. Reducéo das espécies reativas de oxigénio (ROS) com o uso de pOSP
durante a maturacam vitro de ovécitos de porcas (coloracdo por diacetato de

diclorofluoresceina, apés 44 horas de maturacdo). A: Controle e B: grupo com pOSP.

4. DISCUSSAO

A proposta deste trabalho foi a producao de proteina recombinante por meio de
plasmideo que continha a sequéncia codificadora da proteina. Isso fez-se necessério
uma vez que existe a necessidade de sintetizar a proteina por ndo ser comercializada e
por que a sua obtencdo diretamente do oviduto torna-se demorada e pouco eficiente
em relacdo a quantidade de proteina purificada. Buhi e Alvarez (2003) identificaram,
caracterizaram e localizaram trés proteinas do oviduto, dentre elas a pOSP. Neste
trabalho, eles obtiveram a pOSP por meio do tecido do oviduto, porém existe a
necessidade da manutencéo e abate de animais. Além disso, tais pesquisas incluiram a
clonagem molecular apos extracdo e purificagdo da proteina do oviduto,
provavelmente, para obterem maiores quantidades desta para a realizagcéo da pesquisa
(BUHI et al., 1996; JANJANAM et al., 2012). No entanto, quando a proteina é obtida
a partir do tecido, existe o risco de contaminag¢do da amostra com outras proteinas e
por isso analises com Imunoglobulina G anti pOSP foram feitas para melhorar a
eficiéncia da purificacdo (KOUBA et al., 2000; McCAULEY et al., 2003). Portanto
trabalhar diretamente com o vetor de expressdo torna-se vantajoso, pois ndo ha
necessidade em se manter animais para a extracao do tecido, além de ser uma técnica
de execucdo mais rapida e mais eficiente por utilizar gene especifico desenhado
incluso em vetor e por meio deste, obter-se grandes quantidades da proteina
recombinante.

Estudos que utilizaram o fluido de oviduto bovino demonstraram que a co-
incubacédo de ovaocitos suinos por um curto periodo de 30 minutos, apos a MIV, mas
antes da FIV, produz efeitos benéficos sobre a fertilizacdo (COY et al., 2008). Isso
mostra a importancia do fluido do oviduto sobre os ovoécitos e como seria benéfico
para a producaim vitro conseguir mimetizar essas condigoes.

A concentracdo de pOSP no presente estudo levou a melhor expanséo das
células do CCOs dos ovocitos tratados quando comparado ao controle. Essa melhora
se pode ser devido a maior producdo de acido hialurdnico que propicia melhora na
maturacdo do ovocito, apresentando menores taxas de embrides degenerados quando
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comparados aos embrides cultivados na auséncia de &cido hialurénico. (MIYANO et
al., 1994;,YOKOO, 2008).

Além de melhorar a expansao do CCOs, a pOSP também melhorou a qualidade
do ovacito por diminuir as concentracdes de ROS. Isso revelou que a pOSP pode agir
como um antioxidante proteico propiciando melhor ambiente para o desenvolvimento
final dos ovdcitos.

A pOSP poderia atuar entdo, como um antioxidante proteico promovendo a
neutralizacdo de ROS ou, entdo, poderia agir por meio do aumento da expressao de

enzimas antioxidantes benéficas para o desenvolvimento do ovacito.

5. CONCLUSAO

A técnica para a producdo de proteina especifica do oviduto (pOSP)
recombinante empregada no presente estudo € eficiente e a adicdo de pOSP em meios
de maturacam vitro melhora a expanséo das célulascdmulus ooforusle suinos.
A adicdo de pOSP em meios de maturacdo reduz a quantidade de ROS, podendo ser

considerada um antioxidante proteico para suinos.
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CAPITULO 2 - Adico da proteina especifica do oviduto de porcas (pOSP) e da
melatonina em meios de maturacao e o efeit@ producéoin vitro de embrides

suinos

RESUMO

No presente estudo tewecomo objetivo avaliacdo do aumento da eficiéncia
dos meios de maturac#@ovitro (MIV), para ovécitos de suino, quando adicionados a
melatonina ao meio, durante todo o processo de MIV, e a proteina especifica do
oviduto recombinante (pOSP), nas ultimas quatro horas de maturacdo. Foram
avaliadas a expansao domulus ooforu¢CCQOs), as concentracdes intracelulares de
ROS e desenvolvimento embrionario nos diferentes grupos experisn@Dtai
controle; T1 = somente com melatonina; T2 = com melatonina e pOSP e T3 somente
com pOSP). As taxas de expansad@€@s e de desenvolvimento embrionéario foram
analisadas pelo qujuadrado (y2) ¢ a dosagem de espécies reativas foi analisada pela
ANOVA e teste de Duncan com probabilidade de erro@eBm relacdo a expanséo
do CCOs, houve diferenca (p<0,05) do valores obtidos no grupo controle em relagao
aos valores médios dos grupos de tratamentos 1, 2 e 3, porém ndo houve diferenca
entre os valores obtidos nos tratamentos (p>0,05). Na dosagem de ROS nao houve
diferenca entre os valores médios obtidos no grupo controle (26,4+10,9) e o valor
médio verificado no grupo do tratamento 1 (23,4+7,8), porém no grupo do tratamento
2 (21,3+9,7 o valor médio mostrosesatisfatério em relagéo ao valor médio do grupo
controle. No entanto, o valor médio do tratamento 3 (16,6£10,5) foi o que demonstrou
resultado mais satisfatério quando comparado aos demais tratamentos (px0,05).
producao de embrides foi avaliada por meio da taxa de clivagem, ndo houve diferenca
(p>0,05) entre os valores obtidos no grupo controle (48,9 %) e os valores verificados
nos grupos de tratamento 1 (51,5 #gtamento 2 (50 %), tratamento 3 (57,7 %), e
nem destes entre si. Este estudo permitiu concluiaguateina especifica do oviduto
recombinante e a melatonina foram eficientes em melhorar a expanséo das células do
CCOs. Além disso, as células tratadas com pOSP mostraram-se com menor quantidade

de ROS, podendo a pOSP ser considerada um antioxidante proteico.

Palavras chave:Producéaan vitro de embriesproteina especifica do oviduto,

oviduto, melatonina, antioxidante, suino.
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ABSTRACT

The present study aimed the evaluated of efficiency @itro maturation
medium (IVM) for porcine oocytes, when melatonin is added to the medium, during
the entire IVM process, and when the pOSP is added in the last four hours of
maturation.The expansion of theumulus oophoru¢CCOs) cells, the intracellular
concentrations of reactive oxygen species (ROS) and embryo development of the
different experimental groups were evalug€d- control; T1 = melatonin only; T2 =
melatonin and pOSP and T3 = pOSP only). The CCOs expansion rates and embryonic
development were analyzed by chi-squared tg&f énd the dosage of ROS was
analyzed by ANOVA and by the Duncan Test with a 5 % probability of error.
Regarding the CCOs expansion, there was a difference (p<0,05) in the values obtained
in the control group in relation to the average values of the treatment groups 1, 2 and
3, with the experimental groups showing satisfactory results compared with the
control, but there was no difference between treatments (p>0, 05). In the ROS dosage,
there was no difference between the mean values obtained in the control group (26.4
+ 10.9) and the average value observed in the treatment group 1 (23.4 = 7.8). However,
in the treatment group 2 (21.3 £ 9.7), the average value was found to be satisfactory in
relation the average of the control group. Despite that, the average value of treatment
3 (16.6 £ 10.5) was found that the most satisfactory result compared to the other
treatments (p <0.05). The production of embryos were evaluated by cleavage rate.
There was no difference (p>0.05) between the values obtained in the control group
(48.9 %) and the values recorded in the treatment groups 1 (51.5 %), 2 (50 %), 3 (57.7
%), and neither of these with each othHrnis study showed that the pOSP and the
melatonin were effective in the improvement of the expansion of C&els In
addition, the cells that were treated with pOSP presented less amount of ROS, allowing

the pOSP to be considered a proteic antioxidant.

Keywords: In vitro production of embryos, oviduct specific glycoprotein, oviduct,

melatonin, antioxidant, porcine.

41



1. INTRODUCAO

No intuito de aumentar a producdo vitro de embrides (PIV) vérias
substancias tem sido utilizadas ao longo de varios anos. Dentre essas encontram-se 0s
antioxidantes, utilizados para neutralizar as espécies reativas de oxigénio (ROS), os
quais podem ser enziméticos ou ndo enzimaticos. Dentre os enzimaticos tém-se o
superoxido dismutase (SOD), catalase e a glutationa peroxidase e entre 0s nao
enzimaticos encontram-se 0s antioxidantes proteicos como a melatonina, além das
vitaminas, flavonoides, a glutationa e quelantes de metai$? (EuFe *2*9
(TAKAHASHI, 2012). A melatonina, em contraste com outros antioxidantes que sao,
lipéfilicos ou hidrofilicos, é ampifilica e, por isso, atravessa facilmente as barreiras
morfofisioldgicas (REITER et al., 2013) Em bufalas, a suplementacdo da melatonina
nos meios de maturacdo melhorou a taxa de maturacéo nuclear de ovécitos, reduzindo
0 estresse oxidativo, a peroxidacao de lipideos e danos ao DNA (MANJUNATHA et
al., 2009).

No estudo de Shi et al. (2009) os autores verificaram que a melatonina no fluido
folicular de suinos apresentava concentracdo déMQOsugerindo que a melatonina
tem importante papel na maturagéovivo. Neste mesmo trabalho, Shi et al. (2009)
adicionaram melatonina no meio de maturagawitro e observaram que a melhor
concentracdo, que poderia aumentar o numero de ovocitos maturados e melhorar o
desenvolvimento de embrid@s vitro, seria de 18 M. J& em outro experimento,
suplementacdes superiores de 4&W0de melatonina durante a maturagéeitro de
ovacitos resultou em maior percentual de ovécitos com extrusdo do corpusculo polar
e uma porcentagem maior de ovdcitos ativados partenogeneticamente desenvolvidos
para blastocistos (KANG et al., 2009).

Durante o cultivain vitro (CIV), os embribes sdo expostos a condicdes de
estresse oxidativo relativamente altos em comparacao com o anibMrte em que
a producao de ROS em embrides é muito menor (CHOI et al., 2008). A producao de
ROS nas condi¢cbes de cultivo é deletério para o embrido, porque a geracdo de
excedentes de ROS interagem com lipidios, causando danos as moléculas. Isto resulta
em uma perda de integridade da membrana, alteracdes estruturais ou funcionais de

proteinas, danos em acidos nucléicos (TAMURA et al., 2012).

Alguns estudos utilizaram a glicoproteina especifica do oviduidro para
mimetizar as condi¢dda vivo que ocorrem no Iimen do oviduto. O oviduto é um
42



orgdo secretério que fornece ambiente adequado para maturagdo ovocitaria,
capacitacdo espermética, fertilizagdo e desenvolvimento embrionario inicial
(HUNTER, 2003). Isso ocorre devido a mudancas bioquimicas e fisioldgicas devido a

acdo hormonal durante os diferentes periodos do ciclo estral.

Nos estudos de Kouba (2000), as concentragbes de pOSP 10-100 pg/mL
diminuiu a polispermia quando comparado com o controle (24-29 versus 61 %). Com
isso, a concentracdo de 10 pg/mL pOSP foi selecionado para a maioria dos
experimentos subsequentes, pois esta concentracdo diminuiu a polispermia, enquanto

as taxas de penetracdo foram semelhantes aos do controle.

Corroborando aos estudos anteriores, McCauley et al. (2003) verificaram que
ovocitos pré-incubados com a glicoproteina especifica do oviduto por trés horas, nas
concentracdes de 10 e 20 pg/mL, diminuiram a incidéncia de polispermia e 0 nimero
de espermatozoides ligados por ovécito, sem alterar a taxa de penetracdo. Uma
explicacéo para a reducao da polispermia observada por esses autores foi que a pOSP
se ligaria a zona pelucida e formaria uma barreira fisica para ligacdo de
espermatozoides ou ocuparia/modificaria os sitios de ligacdo de espermatozoides ja
que o numero de espermatozoides ligados a zona pellcida foi reduzido por exposi¢ao
dos ovécitos a pOSP.

Com isso, o objetivo deste trabalho foi mimetizar as condindégo que nao
existemin vitro, como a adi¢cdo de melatonina durante todo o periodo da maturacéo,
ja que esta existe fisiologicamente no fluido folicular, e a adicdo de pOSP nas ultimas
quatro horas de maturacdo o que promoveria a possivel maturacao final do ovdcito.
Essa esta relacionada ao momento que o ovoécito estd presente no oviduto

anteriormente a fertilizacéo

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Local de execucéo.
O experimento foi realizado no Laboratorio de Reproducdo Animal da Granja
de Melhoramento Genético de Suinos e no Laboratério de Biotecnologia, do
Departamento de Zootecnia e no Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia do

Departamento de Biologia da Universidade Federal de Vigosa.
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Todos os procedimentos relativos a manipulacdo de animais e amostras
biolégicas foram realizados de acordo com as normas para Uso de Animais em
Experimentacdo e aprovados pelo Comité de Etica da UFV sob nimero 19/2014, no
dia 25/03/2014.

2.2.Reagentes.
Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma Aldrich Chemical Company

(St. Louis, MO, USA), quando néo, estes foram citados.

2.3. Proteina especifica do oviduto de porcas
A Proteina recombinante utilizada neste estudo foi obtida anteriormente no

capitulo 1.

2.4 Meios de cultivo

O meio de MIV utilizado foi o North Carolina State University 23 (NCSU 23)
(PETTERS e WELLS, 1993 suplementado com 10 % de fluido folicular suino, 10
mg/mL de EGF (Sigma cat n® E4127), 10 Ul/mL de HCG (Vetecor 5000Ul, part 003-
11), 10 Ul/mL de eCG (Sigma cat n°® G4527) e 0,1 mg/mL de Cisteina, nas primeiras
22 horas. Nas 22 horas seguintes os ovécitos foram colocados em meio NCSU 23 sem
suplementacdo hormonal. O meio de FIV utilizado foi Tris Buffered Medium
modificado -TBMm (ABEYDEERA e DAY, 1997). Os embrides foram cultivados em
North Carolina State University (NCSU 23), que foi designado como meio de CIV
suplementado com 4 mg/mL de BSA (albumina sérica bovina), 0,17 mM de piruvato
de sodio, 2,73 mM de lactato dédio e 50 pg/mL dgentamicina. As 72 horas ap0s
a fertilizagéo, todos os embrides clivados foram transferidos para novo meio de cultivo
NCSU 23 suplementado com 4 mg/mL BSA, 50 ug/mL de gentamicina e 5,5 mM de
glicose (WONGSRIKEAO et al., 2006

Os meios (MIV, FIV, e CIV) foram cobertos com éleo mineral e equililwado

em estufa a 39 °C com 5 % de £/@or pelo menos 12 h antes da utilizagéo.

2.5.0btencéo, sele¢do e maturacdo dos ovocitos

Os ovérios foram obtidos no frigorifico Saudali localizado no municipio de
Ponte Nova- Minas Gerais (SIF 1629), latitude 20° 24' 57" S e longitude 42° 54' 32"
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W, distante 52 ik do laboratério de biotecnologia, onde foram aspirados. Apés a
insensibilizacdo e sangria dos animais destinados ao abate, os ovarios foram
colheitados e armazenados, para transporte, em garrafa térmica contendo solucéo
salina 0,9 % autoclavada e 10 mg/mL de Gentamicina (GIBCO) mantidos a
temperatura de 32 °C. No limite maximo de duas horas ap0s o abate, no Laboratério,
0s ovérios foram lavados com nova solugéo salina 0,9 % e mantidos em um becker o
qual foi acondicionado em banho-maria a 32 °C. Com seringas de 10 mL e agulhas de
18 Gauge, os foliculos de trés a seis mm foram aspirados e o liquido resultante da
aspiracédo foi colocado em tubos tipo Falcon® onde os ovécitos decantaram por
aproximadamente cinco minutos.

Apos a sedimentacédo, os ovocitos foram recuperados com pipeta sorolégica de
10 mL e colocados em placas de petri (100 x 15 mm) junto com solucéo de PBS
adicionado de Fenol red (0,01 g/L) e PVA (0,01 %). Nessas placas selecionou-se 0s
ovacitos com citoplasma homogéneo e coroumulus ooforusompacto (CCOs)
(Grau | e Grau Il) os quais foram lavados com a mesma solu¢do e posteriormente
foram colocados em criotubos de 2 mL com meio NCSU 23. Estes criotubos foram
dispostos em uma das camaras de uma transportadora de ovécitos (TOE 200 a 39°C)
e, entdo, encaminhados para o Laboratério de Reproducdo Animal da Granja de
Melhoramento Genético de Suinos da UFV, distante 2 km. Foram acondicionados 100
ovacitos por criotubo. Posteriormente, os ovacitos foram lavados trés vezes em meio
NCSU 23 novo e, em seguida, 30 ovocitos foram dispostos em gotas de maturacéo de
200 pL de meio de MIV.

2.6.Colheita de sémen
O sémen foi obtido de um Unico macho, durante todo o experimento, pela
técnica de méao enluvada e colhida somente a fracédo rica, sendo posteriormente diluido
em BTS (Beltsville Thawing Solution) 1:1 e resfriado a 15 °C.

2.7. Fertilizacdo in vitro
Apbs 44 horas de maturacao os ovacitos tiveram as células dor@t®asdas
com adicao de 0,1 % de hialuronidase no meio de maturacao e, posteriormente, lavados

trés vezes em meio TBMm e depois transferidos para o mesmo.
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No dia da FIV, 10nL de sémen resfriado é aquecido a 37 °C por cinco minutos.
Em seguida, 100 pL do sémen foi colocado delicadamente em PBS contendo 1mg/mL
de BSA, 75ug/mL de penicilina e 50ug/mL de estreptomicina (pH 7.2) e centrifugado
trés vezes por seis minutos, a 1000 G. Apoés a centrifugacéo, ressuspendeu-se o pelete
em 1000 pL de TBMm. Utilizou-se a concentracédo de 300.000 espermatozoides/mL

(McCAULEY, 2003) para fertilizar as gotas com no méaximo 30 ovdcitos/gota.

2.8.Cultivo in vitro
Transcorridas as seis horas de fertilizacao, os possiveis zigotos foram lavados

e transferidos para o meio NCSU 23.

2.9. Avaliacdo da Expanséo das células dmmulus ooforus

A avaliacdo da expansao das células do CCOs foi realizada 44 horas apés a
MIV, conforme Gomez et al. (2012): zero = sem expanséao das células do CCOs; 1 =
minimo de resposta observavel; 2 = expansdo das camadas mais externas do CCOs; 3
= expansao de todas as camadas, exceto a corona radiata e 4 = expansao de todas as
camadas do CCOs. As células avaliadas como 3 e 4 foram considerados como tendo a
melhor expansdo do CCOs. Estas foram fotografadas para posterior avaliacdo do grau
de expanséao.

Foram realizadas 4 repeticdes, sendo observados aproximadamente 830

ovacitos, distribuidos nos quatro grupos experimentais.

2.10. Avaliacao da taxa de clivagem

O efeito da pOSP e da melatonina na taxa de clivagem foi avaliada 72 horas da
fertilizacao, realizou-se a taxa de clivagem e foram retirados aqueles ovdcitos que nédo
fertilizaram e embribes em estadio de desenvolvimento ndo compativel com a data da
fertilizacdo e/ ou degenerados.

Foram realizadas trés repeticdes, sendo observados aproximadamente 520

ovocitos, distribuidos nos quatro grupos experimentais.

2.11. Dosagem de espécies reativas de oxigénio
A concentracdo de ROS nos ovacitos foi examinado de acordo com 0 método
de diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA) descrito por Hashimoto et al. (2000).
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Apds a MIV, os ovocitos maturados foram transferidos para o meio de cultura
contendo 10 uM de DCFDA, e mantidos por 30 minutos em abrigo de luz a 37 °C. Em
seguida, foram lavados em PBS com 0,1 % de PVA e colocados em gotas de 10uL
para serem examinados sob microscopio confocal de fluorescéncia (Zeiss LSM 510
Meta). No equipamento foram utilizados lazers (ions argbnio) com excitacdo de 480
nm e emissado de 510 nm. As imagens foram obtidas com objetiva de 10 x e cortes
seriados de 1,9 um para cada ovacito. A fluorescéncia foi mensurada por conversao
do nimero de pixels para imagens em escala de cinza para a analise usando o software
Image J. A area utilizada para demarcac&o do ovécito foi de 0B81mm

Foram realizadas 4 repeticbes, sendo observados aproximadamente 140

ovacitos, distribuidos nos quatro grupos experimentais.

2.12. Delineamento Experimental

Durante a MIV em meio NCSU 23 adicionou-s€ M de melatonina (SHI, et
al., 2009 em um grupo durante as 44 horas de maturacéo (T1), outro tratado com a
melatonina durante as 44 horas de maturacdo e a pOSP durante as 4 horas finais da
maturacédo (T2) e o ultimo tratado com 10 pg/mL (KOUBA et al., 2000) de pOSP nas
4 horas finais (BY et al., 2000) (T3). Como controle foram utilizados ovocitos sem
a adicdo desses coadjuvantes. Foram realizadas as analises de expanséao das células do
CCOs, dosagem de ROS e taxa de clivagem. Todos os meios tiveram o pH ajustado
para 7, 2 e osmolaridade de 273 a 280 mOsmol/L. Além disso, o cultivo foi realizado
em atmosfera Umida com temperatura de 39 °C, 5 % de5®® de Qe 90 % de N
(Figura 1).

Utilizada nas ultimas Sem adicdo de jjizada durante toda a
4 horas da MIV coadjuvantes no meio
de MIV il

Expansédo do CCQOs
Dosagem de ROS;
Taxa de Clivagem

FIG. 1. Esquema do delineamento experimental do presente experimento em
que utilizou-se pOSP e melatonina no processo de maturagéim de ovocitos de

porcas.
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2.13. Analise Estatistica

As taxas de expanséo de células do CCOs e de desenvolvimento embrionario
foram analisadas pelo qgitadrado (¥2) e a dosagem de ROS foi analisada pela
ANOVA e teste de Duncan empregando o programa estatistico SAEG 9,1 (SAEG-
UFV, 2007) com probabilidade de erro de 5%.

3. RESULTADOS

3.1. Avaliacdo da maturacao ovocitaria

A avaliacdo da maturagdo ovocitaria foi realizada pela andlise do grau de
expansao das células do CCOs. Houve diferenca entre os valores do grupo controle em
relacéo aos valores dos grupos tratados 1, 2 e 3, porém nao houve diferenca entre os

grupos tratados (Tabela 1).

Tab. 1. Adi¢cdo da melatonina e proteina pOSP durante a matiragéio e seus efeitos na
expansao das célulascdmulusooforus de ovacitos de porcas

Grupos N° de Grau de expanséo do CCO n(%) Total
ovocitos
0 1 2 3 4
Controle 192 0 0 77 (40,0) 72 (37,5) 43( 192
Melatonina 215 0 0 48 (22,3) 83(38,6) 84(: 21%
Melatonina + pOSP 222 0 0 31 (13,9) 88(39,6) 105(: 222
pOSP 204 O 0 43 (21,0) 79(38,7) 824 204

Zero = sem expansado das células do CCOs; 1 = minimo de resposta observavel; 2&o aelqmn
camadas mais externas do CCOs; 3 = expansado de todas as camadas, exceto a coronaz¥adiata e 4

expansdo de todas as camadas do CCOs. N(%) nimero amostral e porceptgterr3,84 (grau de
expansao 2 vs 3+4).

3.2. Avaliacdo de Espécies reativas de oxigénio produzidos pelos
ovOcitos
A tabela 2 mostra que ndo houve diferenca entre os valores de pixels obtidos
nos grupos controle e tratamento 1 (p>0,05), porém, diferiu do valor obtido no grupo

de tratamento 2, sendo esténdo melhor do que o controle (p<0,05). No entanto, o
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valores médios do grupo de tratamento 3 foi 0 que teve o melhor resultado quando
comparado aos outros tratamentos (p<0,05).
Tab. 2. Valores médios e desvios-padrdo para a concentracdo de espécies reativas de

oxigénio em ovdcitos de porcas maturadositro com adicdo de melatonina e proteina
especifica do oviduto (pOSP) nos meios

Grupos N° de ovdcitos Dosagem de ROS
Controle 35 26,4+10,9
Melatonina 34 23,4+7,8°
Melatonina + pOSP 33 21,349, 7
pOSP 41 16,6+10,5

A figura 2 ilustra a diferenga da concentracdo de ROS avaliado pela intensidade d¢

fluorescéncia.
-
-

FIG. 2. Reducdo das Espécies reativas de oxigénio (ROS) com o uso de

melatonina e pOSP durante a maturacdo de ovOcitos de poredtso
(coloracao por diacetato de diclorofluoresceina, apds 44 horas de maturagao).
A: Controle; B: grupo com melatonina; C: grupo com melatonina associada

a pOSP e D: grupo com pOSP.
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3.3. Avaliagao da producéo de embrides
A producao de embrides foi avaliada por meio da taxa de clivagem. N&o houve
diferenca entre os valores médios obtidos no grupo Controle (48,9 %) e o grupos de
tratamentos 1 (51,5 P02 (50 %) e 3 (57,7 %), e nem destes entre si (p>0,05; tabela
3).

Tab. 3. Adicdo da melatonina e proteina especifica do oviduto (pOSP) durante a maturacao

in vitro e seus efeitos na taxa de clivagem de embrides de porcas

Grupos N° de ovécitos Taxa de clivagem (%)
Controle 137 48,9
Melatonina 128 51,5
Melatonina + pOSP 130 50,0
pOSP 123 57,7

4. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a melatomngitro utilizada na
concentracédo de M melhorou a expanséo das células do CCOs. Diversos estudos
demonstraram os efeitos benéficos da melatoninagametas e embrides de
mamiferos (NAKANO et al., 2011; KANG et al., 2008; SALEHI et al., 2013). No
cultivo de ovdcitos bovinos, a suplementagcdo de melatonina em concentragées de 10
ou 50 ngmL durante a maturacda vitro promoveu elevada taxa de maturacao
nuclear, aumento na taxa de ovocitos com mitocéndrias dispersas no citoplasma e
melhora na expansao das células do CE&DsRAEY et al., 2011). Nos estudos de
Rodriguez-Osorio et al. (2007) observaram a melhora na maturagdo nuclear e
citoplasmatica do ovécitos de suino quando a melatonina foi adicionada, ja nos estudos
de Abecia et al. (2002) observaram que a melatonina ocasionou a melhora no
desenvolvimento embrionario vitro em ovinos.

A melhora na expansdao do CCOs se deve a maior producdo de acido
hialurdnico que propicia melhora na maturagdo do ovocito, apresentando menores
taxas de embrides degenerados quando comparados aos embrides cul@vados n
auséncia de acido hialurénico (MIYANO et al., 1994; YOKOO et al., 2008). Além
disso, a melatonina desempenha papel na regulacdo da maturacdo do ovocito. Um
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esterdide progestacional, 170, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona foi identificado como
hormonio de indugcédo de maturagdo (MIH) (SEN et al., 2002), o qual é regulado pela
melatonina que acelera a formacéo de MPF (fator promotor da maturacéo) e promove
a quebra da vesicula germinativa de ovocitos de carpas (CHATTORAJ et al., 2005)
Além disso, a outra forma de promocao da sintese de MPF regulada pela melatonina é
pelo aumento dos receptsrde hormonio foliculo-estimulante. Os receptores da
melatonina foram identificados, também, em células da granulosa, o que sugere outra
possibilidade de que a melatonina pode ter participacdo na maturacdo do ovocito
(KOWALTOWSKI e VERCESI, 1999). Esta atividade de inducaonturacao do
ovacito foi observada em diversas espécies como bovinos, suinos, bubalinos e ovinos
(RODRIGUEZ-OSORIO et al., 2007; MANJUNATHA et al., 2009; CASAO et al.,
2010;EL-RAEY et al., 2011).

Entretanto, nos estudos de Nakano et al. (2012) observaram que a adicéo de
melatonina nos meios de maturacdo de ovécitos de suino por 40 h ndo aumentou as
taxas de maturacdo do ovocito (53v&dsus65 e 69 %) ou o potencial de ovocitos
para desenvolver em blastocistos apds ativacdo partenogenética em comparacao com
o controle. Isso pode ser devidomeio de maturacéo e ou a tensao de oxigénio que
foi empregado o trabalho.

No caso da pOSP, esta também melhorou a expansdo das células do CCOs
provavelmente por auxiliar na maturacdo final ovocitaria que ocorreria no oviduto
(MCCAULEY et al., 2003; BUHE ALVAREZ 2003, JANJANAM et al., 2012). No
entanto, a associacdo da melatonina com a pOSP nao apresentou efeito sinérgico.

Durante a producéa vitro de embrides, as espécies reativas de oxigénio sao
produzidas e podem causar danos oxidativos graves, resultando em menor taxa de
formacdo de blastocistos. A melatonina e seus metabdlitos sdo antioxidantes eficazes,
que neutralizam ROS e regulam véarias enzimas antioxidantes (TAN et al., 2007). A
suplementacdo com melatonina nos meios de maturacao diminuiu ANRE®BNO
et al., 2012) e melhorou o desenvolvimento dos ovécitos de $UANG et al., 2009;

SHI et al., 2009). Em Bubalinos houve reducéo do estresse oxidativo, da concentracao
de ROS e danos ao DNA quando a melatonina foi adicionada aos meios de maturacao
(MANJUNATHA et al., 2009).

Entretanto, em relacdo a menores quantidades de ROS produzidos pelos

ovAécitos no presente experimento, o tratamento com a melatonina mostrou-se ineficaz

guando comparado ao controle e aos demais tratamentos. Isso poderia ser explicado,
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pois 0 experimento ocorreu no periodo de verao, o que poderia ter piorado a qualidade
dos ovdcitos, e a melatonina, sob essas condi¢des, ndo ter sido o antioxidante mais
eficaz na diminuicdo de ROS. Além disso, a concentracdo de melatonina utilizada pode
nao ter sido a mais adequada, sendo necessario maiores concentracdes devido as
condicbes ambientais e de cultivo do presente experimento.

Quando a melatonina foi associada a pOSP houve reducgéo da quantidade de
ROS mostrando melhores resultados em relacdo ao controle e ao tratamento que
utilizou-se somente de melatonina. Porém, este resultado foi inferior quando
comparado ao tratamento com pOSP isolada. Isso revelou que as condicbes em que a
melatonina foi utilizada ndo foram as melhores para ela atuar na reducdo de espécies
reativas de oxigénio e que isto poderia ter levado a certos prejuizos, pois quando a
pOSP foi utilizada isoladamente houve reducdo de ROS em relacdo aos grupos que
utilizaram melatonina, tornando a pOSP um antioxidante proteico mais eficaz que a
melatonina no presente estudo.

A pOSP poderia atuar entdo, como um antioxidante proteico ou entdo poderia
agir pelo aumento da expressdo de enzimas antioxidantes benéficas para o
desenvolvimento do ovdcito.

No presente estudo, por mais que a melatonina tenha levado a melhora na
expansdo das células do CCOs, ela ndo se mostrou eficaz em reduzir as espécies
reativas de oxigénio e, por isso, pode nao ter proporcionado os melhores indices de
clivagem embrionaria. Corroborando esse resultado, os estudos de Kang et al. (2009)
utilizando a melatonina na concentracao de 10 ng/mL durante a maturag¢émdo
ovdcito, apesar de resultar em maior percentual de extrusdo do corpusculo polar e
aumento da porcentagem de ovdcitos ativados partenogeneticamente desenvolvidos
até blastocisto, porém a taxa de clivagem e o nimero de células por blastocisto nédo foi
afetado. A taxa de clivagem também ndo se mostrou melhor quando a pOSP foi
adicionada aos meios, como também verificado por Kouba et al. (2000) que n&do houve
efeito dos tratamentos com pOSP sobre a taxa de clivagem de ovdcitos fertilizados e
cultivados in vitro. Possivelmente, devido as condigdes vitro serem menos
adequadas do que asVivo, seriam necessarias maiores quantidades de pOSP no

ambientan vitro para ter efeito em relagéo a taxa de clivagem.
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5. CONCLUSOES

Baseado nos resultados do presente estudo, conclui-se que a melatonina e a
proteina especifica do oviduto (pOSP) séo eficientes em melhorar a expanséao das
células documulus ooforugCCOs)de suinos. Além disso, a pOSP induz a menor
quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) produzida pelos ovocitos, podendo
ser considerada um antioxidante proteico para suinos. Entretanto, a taxa de clivagem

nao apresentou diferenca entre os tratamentos.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Baseado nos resultados do presente estudo conclui-se que a técnica para a producéo
de proteina especifica do oviduto (pOSP) recombinante € eficaz, e esta proteina
associada a melatonina proporcionam melbtaxas de expansao das células do
cumulus ooforugCCOs)de suinos, entretanto, a taxa de clivagem ndo apresentou
diferenca entre os tratamentos. Além disso, a adicdo pOSP no meio de cultivo reduz a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), podendo a pOSP ser considerada

um antioxidante proteico para suinos.
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