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Resumo

A produgdo in vitro de embrides € uma técnica com fins experimentais que é
também utilizada como ferramenta de campo, para o melhoramento reprodutivo e
genético das exploragdes.

O presente trabalho foi delineado para avaliar o efeito do antioxidante Alfa-
Tocoferol na taxa de maturagdo de ovdcitos bovinos. Para tal, foram recolhidos no
Matadouro do IAMA da Ilha Terceira, um total de 194 ovarios transportados para o
laboratorio em solucdo salina, sendo processados no maximo 2 horas apds o abate. Foram
feitas no total 12 manipulacdes. Os foliculos de 2 a 8mm de diametro, foram puncionados
tendo sido conseguidos um total de 779 complexos de cumulus — ovocitarios (COCs)
considerados de qualidade 1 e 2 de acordo com o seu aspeto morfologico. Estes COCs
foram divididos em 4 grupos, tendo sido cultivados em meio de matura¢do suplementado
com diferentes concentracdes (0; 0,5; 1 e 2mM) de Alfa-Tocoferol durante 24h a 38,5°C,
com 5% de CO2 no ar e saturada de humidade. Apds este periodo, os COCs foram
transferidos para tubos conicos de 15mL devidamente identificados que continham 2-
3mL de meio de lavagem. Posteriormente, as células do cumulus foram removidas, os
ovdcitos foram corados com aceto-orceina e observados ao microscépio de contraste de
fase, procedendo-se a avaliacio das diferentes fases nucleares nas diferentes
concentragdes de a-Tocoferol. Os resultados da maturacdo in vitro foram expressos em
percentagem.

O antioxidante a-Tocoferol numa concentracdo de 0,5mM fez aumentar
significativamente (P<0.05) a taxa de maturacdo, relativamente ao grupo de controlo,
tendo os resultados sido, respetivamente de 60,87 vs 68,00. Para as outras duas

concentragdes, nao foram observadas diferencas significativas quando comparados com



os resultados obtidos no grupo de controlo, tendo a taxa de maturagao sido respetivamente
de 64,29 e de 60,61, respetivamente para as concentragoes de 1 e 2mM de a-Tocoferol.
Este estudo sugere-nos que adi¢do do antioxidante a-Tocoferol na concentracao
de 0,5mM aumenta a Taxa de Maturagao dos ovoécitos da espécie bovina. Futuramente,
seria importante complementar este estudo com a realizagao de trabalhos sobre o efeito
deste antioxidante sobre a taxa de producdo in vitro de embrides, bem como a

suplementagdo da alimentacdo das fémeas bovinas com Vitamina E.

Palavras chave: Espécies reativas de oxigénio, antioxidante, a-Tocoferol, meiose e
maturacao in vitro



Abstract

The in vitro production of embryos is a technique with experimental purposes that
is also used as a field tool for the breeding and genetic improvement of the farms.

The present work was designed to evaluate the effect of the antioxidant Alpha-
Tocopherol on the maturation rate of bovine oocytes. For this purpose, a total of 194
ovaries transported to the laboratory in saline were collected at the IAMA Slaughterhouse
in Terceira Island, being processed no more than 2 hours after slaughter. A total of 12
manipulations were made. The follicles 2 to 8 mm in diameter were punctured and a total
of 779 cumulus - oocyte complexes (COCs) were obtained, considered of quality 1 and 2
according to their morphological aspect. These COCs were divided into 4 groups and
grown in maturation medium supplemented with different concentrations (0,0.5, 1 and 2
mM) of alpha-Tocopherol for 24 h at 38.5 ° C, with 5% CO2 in the air and saturated with
moisture. After this period, the COCs were transferred to properly identified 15mL
conical tubes containing 2-3mL of wash medium. Subsequently, the cumulus cells were
removed, the oocytes were stained with aceto-orcein and observed under the phase
contrast microscope, and the different nuclear phases were evaluated at the different a-
Tocopherol concentrations. In vitro maturation results were expressed as a percentage.

The a-Tocopherol antioxidant at a concentration of 0.5mM increased significantly
(P <0.05) the maturation rate, relative to the control group, with the results being
respectively 60.87 vs 68.00. For the other two concentrations, no significant differences
were observed when compared to the results obtained in the control group, the maturation
rate being respectively 64.29 and 60.61, respectively for the concentrations of 1 and 2mM
a-Tocopherol.

This study suggests that addition of the antioxidant o-Tocopherol at the

concentration of 0.5mM increases the Maturation Rate of oocytes of the bovine species.



In the future, it would be important to complement this study with the work carried out
on the effect of this antioxidant on the rate of in vitro production of embryos, as well as

the supplementation of the feeding of the bovine females with Vitamin E.
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CAPITULO I

Introducao

A producdo in vitro de embrides (PIV) compreende vdérias etapas como, a
recuperacdo, maturacao e fertilizagdao dos ovdcitos in vitro (FIV) bem como o posterior
cultivo de embrides in vitro (CIV) até as fases de morula e de blastocisto, por um periodo
de aproximadamente 7-9 dias. ApOs este estado de desenvolvimento, os embrides
produzidos poderao ser transferidos para recetoras ou criopreservados, sendo mais tarde
usados para transferéncia, ou eventualmente usados para fins cientificos. No decorrer da
maturacdo os ovodcitos passam por diversas alteracdes nucleares e citoplasmaticas. Dos
eventos nucleares destacam-se a quebra da vesicula germinativa, o desaparecimento do
nucléolo, a condensacdo da cromatina, a extrusdo do 1° corpusculo polar e formagao do
2° fuso meidtico. De acordo com Gottardi e Mingoti (2009), os eventos citoplasmaticos

incluem a sintese de proteinas, modificagdes moleculares, redistribui¢do dos organelos

intracelulares e maturagdo dos mecanismos de libertacdo de Ca’*.

Apesar da FIV ser ja uma pritica comum em alguns paises quer como prética de
maior aproveitamento do potencial genético de um determinado animal, quer como
pritica de testagem da capacidade fecundante de touros utilizados na inseminagdo
artificial. A maturacdo dos ovocitos bem como o desenvolvimento inicial dos embrides
continuam a ser os passos mais limitativos de todo o processo. Sabe-se que o stress
oxidativo faz variar a efici€ncia da PIV de embrides podendo causar alteracdes negativas
nos processos de maturacdo e de fecundagdo dos ovdcitos e também no cultivo de

embrides, a estratégia de otimizacao das taxas de maturagdo passa por adicionar ao meio



de maturac@o antioxidantes, os quais visam reduzir a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Trindade et al., 2016).

Durante o metabolismo celular sdo originadas as ROS, sendo a produgdo destas
substancias maximizada em condi¢Oes in vitro, pela presenca de elevadas quantidades de
oxigénio. Nos gdmetas e nos embrides os efeitos nocivos das ROS envolvem peroxidagdo
dos lipidos das membranas, danos no DNA e morte celular por apoptose ou necrose (Silva
e Gongalves, 2010). Para colmatar o efeito negativo das ROS, as células possuem um
mecanismo de defesa que pode atuar em duas vertentes. Numa delas retira as substancias
potencialmente toxicas que podem causar lesdes. Por outro lado, t€tm como fun¢ao reparar
as lesoes ocorridas (Trindade et al., 2016).

De acordo com Halliwell (2011) um antioxidante € uma molécula que protege um
alvo biologico contra danos oxidativos. Os antioxidantes que representam a defesa dos
organismos contra as espécies reativas sdo classificados como enzimaticos € nao
enzimaticos: os enzimaticos neutralizam o excesso de ROS e impedem que estes
danifiquem a estrutura celular. Os ndo enzimdticos estdo subdivididos naqueles
endogenamente produzidos ou aqueles que sdo consumidos através de alimentos ou
suplementos (Khazaei & Aghaz,2017). A vitamina E € um conjunto de tocoferois, sendo
0 mais importante como agente antioxidante, o alfa-tocoferol. Como € solivel em gordura
(lipossoluvel), atua protegendo as membranas celulares (formadas por lipidios) da acdo
dos radicais livres. Também protege as lipoproteinas de baixa densidade que atuam no
transporte do colesterol. A forma bioativa da vitamina E € o a-Tocoferol e € designado,
segundo Mock et al., 2017 como o antioxidante mais potente encontrado na membrana
celular capaz de inibir a propaga¢ao da peroxidacao lipidica. Esta molécula é encontrada
em quantidade substancial no ovério, no fluido folicular, sendo considerado um

componente vital da fisiologia do ovario normal (Trindade et al., 2016).



O objetivo do presente trabalho foi avaliar, o efeito de diferentes concentracdes
do antioxidante a-Tocoferol no desenvolvimento meidtico durante a maturacao in vitro

de ovicitos bovinos.



