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RESUMO

GUALTER, Marcela Pereira. Efeitos da crocina e da antocianina na maturagao de
odcitos bovinos in vitro.Dissertagdo (Mestrado em Zootecnia Tropical)-Universidade
Federal do Piaui, Teresina, 2025.

A maturagao in vitro (MIV) de odécitos bovinos representa uma etapa critica para a
eficiéncia da producgao in vitro de embrides (PIVE), sendo altamente suscetivel ao estresse
oxidativo induzido pelas condigbes de cultivo. Nesse cenario, antioxidantes naturais tém sido
propostos como aditivos promissores para mitigar danos celulares e preservar a
competéncia oocitaria. Este estudo avaliou os efeitos da suplementagdo com crocina
(derivada de Crocus sativus) e antocianina (extrato seco de Vaccinium macrocarpon) sobre
a MIV de odcitos bovinos. Odcitos grau | e |l foram alocados em sete grupos experimentais:
controle (sem antioxidantes), trés grupos tratados com crocina (0,5, 1,0 e 10 ug/mL) e trés
com antocianina (0,2 1,0 e 10 yg/mL). Os cultivos foram realizados em meio MIV por 20
horas, com 25 odcitos por gota de 100 pL, em trés repeti¢cdes. Avaliaram-se a expansao do
complexo cumulo-oécito (CCO) e a extrusdo do corpusculo polar . Todos os grupos,
inclusive os tratados com antioxidantes, apresentaram expansdo satisfatéria do CCO.
Entretanto, a taxa de extrusdo do CP foi significativamente reduzida nos grupos tratados
com 10 pg/mL de crocina e antocianina, indicando comprometimento da maturagéo meidtica,
possivelmente por interferéncia no equilibrio redox intracelular. Os dados sugerem que,
embora a crocina e a antocianina nao afetem a morfologia do CCO, podem prejudicar a
progressao meidtica em concentracdes elevadas. Estes achados reforcam a necessidade de
ajustes na dosagem de antioxidantes naturais utilizados na MIV, visando otimizar a
qualidade oocitaria sem comprometer o desenvolvimento nuclear.

Palavras-chave: Células do cumulus.Cdrpusculo polar. Antioxidantes naturais.



ABSTRACT

GUALTER, Marcela Pereira .Effects of crocin and anthocyanin on the maturation of
bovine oocytes in vitro. Dissertation (Master in Tropical Animal Science) - Federal
University of Piaui, Teresina, 2025.

In vitro maturation (IVM) of bovine oocytes is a critical step for the efficiency of in vitro
embryo production (IVEP), being highly susceptible to oxidative stress induced by culture
conditions. In this context, natural antioxidants have been proposed as promising additives to
mitigate cellular damage and preserve oocyte competence. This study evaluated the effects
of crocin (derived from Crocus sativus) and anthocyanin (dry extract of Vaccinium
macrocarpon) supplementation on bovine oocyte IVM. Grade | and Il oocytes were allocated
into seven experimental groups: control (no antioxidants), three treated with crocin (0.5, 1.0,
and 10 pg/mL), and three with anthocyanin (0.2, 1.0, and 10 ug/mL). Oocytes were cultured
in IVM medium for 20 hours, with 25 oocytes per 100 pyL drop, in three replicates. The
expansion of the cumulus-oocyte complex (COC) and extrusion of the first polar body (PB)
were evaluated. All groups, including those treated with antioxidants, showed satisfactory
COC expansion. However, PB extrusion rates were significantly reduced in groups treated
with 10 pg/mL of crocin and anthocyanin, indicating impaired meiotic progression, possibly
due to disruption of intracellular redox balance. The findings suggest that, although crocin and
anthocyanin do not compromise COC morphology, they may impair nuclear maturation at
higher concentrations. These results highlight the need to fine-tune antioxidant dosages in
IVM protocols to optimize oocyte quality without compromising nuclear development.

Keywords: Cumulus cells. Polar corpuscle. Natural antioxidants
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1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, os avangos na biotecnologia da reprodu¢do animal tém
ampliado as possibilidades de manipulagdo in vitro de gametas e embrides,
contribuindo significativamente para o melhoramento genético e a produtividade de
rebanhos bovinos. A técnica de maturagao in vitro (MIV) de odcitos representa uma
etapa critica nesse processo, uma vez que a qualidade do odcito influencia
diretamente o sucesso da fertilizacdo e do desenvolvimento embrionario
subsequente (BURATINI et al., 2023)

Durante a MIV, no entanto, os odcitos sdo expostos a condi¢des extracelulares
artificiais que favorecem o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
resultando em estresse oxidativo. Esse desequilibrio redox pode comprometer a
integridade das membranas celulares, o fuso meidtico, a fungdo mitocondrial € o DNA,
culminando em prejuizos a competéncia oocitaria e as taxas de clivagem e formacéao
de blastocistos (WANG et al., 2021).

Nesse contexto, o uso de antioxidantes no meio de maturacdo tem se
consolidado como uma estratégia para mitigar os danos oxidativos e preservar a
viabilidade celular. Mas recentemente, o foco de pesquisas tém se voltado para
antioxidantes de origem natural, devido a sua biocompatibilidade, menor toxicidade e
potencial bioativo. Dentre esses, destacam-se a crocina, um carotenoide presente no
acgafrdo (Crocus sativus L.), e as antocianinas, flavonoides abundantes em frutas
vermelhas como o cranberry (Vaccinium macrocarpon), ambas com reconhecida agao
antioxidante, antiapoptotica e anti-inflamatoria (Mokhber Maleki et al., 2016).

Apesar dos avangos, ainda existem lacunas relevantes na literatura cientifica
no que se refere a aplicagado dessas moléculas na reprodugao in vitro de bovinos. A
maioria dos estudos concentra-se em modelos murinos ou utiliza formulagcdes pouco
padronizadas dos compostos, o que dificulta a extrapolagdo dos resultados. Além
disso, sdo escassas as investigacbes comparativas entre crocina e antocianinas no
mesmo modelo experimental, especialmente utilizando critérios simultdneos como
expansdo do complexo cumulo-odécito e extrusdo do corpusculo polar. Tais lacunas
limitam o conhecimento acerca dos mecanismos de agcao dessas substancias e suas
reais contribuicdes a competéncia oocitaria.

Diante disso, a presente pesquisa se propde a investigar os efeitos da
crocina e das antocianinas durante a maturagao in vitro de odcitos bovinos, com o
objetivo de elucidar suas potenciais contribuicbes na protegcdo contra o estresse
oxidativo e na promogao da competéncia nuclear dos gametas. Ao abordar um tema
ainda pouco explorado em bovinos, com metodologia padronizada e critérios
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de avaliacdo multiplos, o estudo busca avancar no entendimento da utilizagao racional
e eficaz de antioxidantes naturais em sistemas de produgao in vitro.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementagdo com crocina e antocianina no meio de
maturacédo in vitro (MIV) de odcitos bovinos, com base na expansdo do complexo

cumulo-odcito, na extrusao do corpusculo polar
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o grau de expansao das células do cumulo ooforo em odcitos
submetidos a MIV com diferentes concentracdes de crocina e antocianina.

e Avaliar a taxa de extrusdo do corpusculo polar, como indicador de maturagao
nuclear, em odcitos tratados com os antioxidantes naturais.

e Comparar os efeitos entre as diferentes concentragdes de crocina e antocianina
utilizadas, verificando a possivel existéncia de dose-resposta e 0 desempenho
relativo entre os dois antioxidantes.

e Contribuir para o conhecimento sobre o uso de antioxidantes naturais na
biotecnologia da reproducéao bovina, visando ao aprimoramento das técnicas
de producéo in vitro de embrides.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1Biologia e maturagao dos oécitos mamiferos

O odcito é a célula germinativa feminina responsavel por armazenar o material
genético e o0s componentes citoplasmaticos necessarios para o inicio do
desenvolvimento embrionario apds a fecundacdo. Nos mamiferos, incluindo os
bovinos, os odécitos permanecem bloqueados na fase de préfase | da meiose desde
antes do nascimento, sendo ativados para retomar a divisdo meidtica durante o
desenvolvimento folicular (Buratini et al., 2023;Gottardi; Mingoti, 2009)

Durante o crescimento folicular, os odcitos mantém intima interacdo com as
células do cumulo, formando o chamado complexo cumulo-odcito (CCO). Essa
interacao é essencial para a aquisicdo da competéncia oocitaria, isto €, a capacidade
do oécito de retomar e completar a meiose, ser fertilizado e originar um embrido viavel
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(Appeltant et al., 2015). As células do cumulo fornecem substratos energéticos, ions,
fatores de crescimento e sinalizagdo, fundamentais para a maturagdo nuclear e
citoplasmatica do odcito.

A maturagdo nuclear corresponde a retomada da meiose e envolve a
progressao da vesicula germinativa (VG) até a metafase Il (MIl), estagio no qual o
o0cito é considerado pronto para a fertilizagdo. Essa progressao inclui eventos como
a ruptura da membrana, saida da vesicula germinativa (GVBD), a condensagéo
cromossOmica e a extrusdo do primeiro corpusculo polar (Brown et al., 2017;Sirard,
2012). Paralelamente, ocorre a maturagdo citoplasmatica, que compreende a
reorganizagao do citoesqueleto, redistribuicdo de organelas (como mitocondrias e
reticulo endoplasmatico), acumulo de RNAs mensageiros e proteinas essenciais a
fertilizacdo e ao desenvolvimento embrionario inicial (Reader; Stanton; Juengel, 2017)

A adequada coordenacao entre os processos de maturagdo nuclear e
citoplasmatica € essencial para a competéncia do odcito. Alteragdes ambientais,
metabdlicas ou oxidativas durante o desenvolvimento folicular ou a manipulagao in
vitro podem comprometer essa competéncia, resultando em oécitos que atingem a Ml|
morfologicamente, mas que sao biologicamente ineficazes (Rizos et al., 2008;Britt,
2008).

3.2Maturacgao in vitro de oocitos (MIV)

A maturacéo in vitro (MIV) é uma das etapas mais criticas da biotecnologia da
reproducgao assistida em bovinos. Essa técnica consiste na retomada e progressao da
meiose dos odcitos imaturos, provenientes de foliculos ovarianos antrais, em
ambiente controlado e livre de estimulos enddcrinos naturais. A MIV tem como
objetivo alcancar o estagio de metafase Il (MIl), no qual os odécitos apresentam
competéncia para serem fertilizados e iniciarem o desenvolvimento embrionario
(Rizos et al., 2008)

O sucesso da MIV esta diretamente relacionado a qualidade inicial do odcito e
a composicao do meio de cultivo. Os meios comerciais mais utilizados, como o TCM-
199, séo geralmente suplementados com horménios (FSH, LH e estradiol), soro fetal
bovino (SFB), piruvato, aminoacidos e antibioticos, com o intuito de mimetizar o
ambiente folicular (Mori; Amano; Shimizu, 2000). Durante o cultivo, que normalmente
dura de 20 a 24 horas, 0s odcitos sdo mantidos em estufas de atmosfera controlada
(5% CO, a 38,5 °C), em gotas de meio sob 6leo mineral.

A avaliagdo da maturacdo oocitaria pode ser feita por diferentes métodos,
sendo 0s mais comuns a expansao das células do cumulo e a extrusdo do corpusculo
polar. O grau de expansdo do complexo cumulo-odcito (CCO) é um indicativo de
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resposta as condi¢gdes do meio e a presenga de gonadotrofinas, enquanto a presenga
do corpusculo polar confirma a progresséo meidtica até a Mll.(Lonergan; Fair, 2014)

No entanto, a maturacao in vitro frequentemente apresenta taxas inferiores de
sucesso quando comparada a maturacéo in vivo, em razao da auséncia de fatores
enddécrinos, paracrinos € do microambiente fisiologico. Além disso, o cultivo em
condigdes artificiais favorece o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
podem comprometer tanto a maturagao nuclear quanto a citoplasmatica, prejudicando
a competéncia do oocito e o desenvolvimento embrionario subsequente (Khazaei;
Aghaz, 2017).

Durante a maturagao in vitro de odcitos (MIV), uma das principais limitagbes
enfrentadas é a exposicdo das células a niveis elevados de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que podem comprometer a qualidade oocitaria e,
consequentemente, o sucesso das etapas subsequentes do desenvolvimento
embrionario. As EROs sdo moléculas altamente instaveis, formadas principalmente a
partir da redugao incompleta do oxigénio molecular, e incluem radicais livres como o
anion superoxido (O,7), perdéxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila
(OH¢)(Guérin; El Mouatassim; Ménézo, 2001)

Embora os EROs exercam fungdes fisioldgicas importantes em concentragdes
controladas,como regulagcdo da transducdo de sinais celulares e modulagdo da
ovulagao e da fertilizagado , seu excesso pode causar desequilibrio redox, levando ao
estresse oxidativo. Esse fendbmeno é caracterizado por danos a estruturas celulares
sensiveis, incluindo membranas lipidicas, proteinas, mitocéndrias e DNA, afetando
negativamente a viabilidade e a competéncia dos odcitos(Agarwal; Gupta; Sharma,
2005).

Nas condigdes in vitro, a geracao de EROs tende a ser exacerbada em virtude
da auséncia de mecanismos naturais de defesa antioxidante presentes no
microambiente folicular in vivo, como enzimas (superéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase) e compostos antioxidantes ndo enzimaticos (vitaminas E e C,
glutationa, entre outros). Além disso, fatores como a alta tensdo de oxigénio
atmosférico, manipulacdo mecanica, exposi¢cao a luz e composi¢cdao dos meios de
cultivo podem contribuir significativamente para o acumulo de espécies oxidantes
durante a MIV (Agarwal; Saleh; Bedaiwy, 2003)

Diversos estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo esta associado a
alteracbes na maturacdo nuclear, comprometimento da expansao do complexo
cumulo-odcito, fragmentagcédo do DNA, disfungdo mitocondrial e aumento de apoptose,
0 que reduz a taxa de fecundagao e o potencial de desenvolvimento embrionario
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(Somfai et al., 2007). Dessa forma, o controle da homeostase redox durante a MIV
tem sido considerado um fator chave para a melhoria da competéncia oocitaria.

Neste contexto, o uso de substancias com acido antioxidante vem sendo
amplamente investigado como uma estratégia promissora para proteger os oocitos
dos efeitos deletérios do estresse oxidativo. A adicdo de compostos antioxidantes aos
meios de maturacdo visa restabelecer o equilibrio redox celular, preservando a
integridade das estruturas celulares e favorecendo o desenvolvimento embrionario
pos-fertilizagéo.

3.3Uso de antioxidantes naturais na reproducgao in vitro

A crescente compreensdo dos impactos negativos do estresse oxidativo sobre
a qualidade dos odcitos e o desenvolvimento embrionario tem estimulado a busca por
estratégias que promovam a homeostase redox durante a maturagao in vitro (MIV).
Dentre essas estratégias, destaca-se a utilizacdo de antioxidantes naturais,
compostos bioativos capazes de neutralizar as espécies reativas de oxigénio (EROs),
protegendo as estruturas celulares contra danos oxidativos (Guemra et al., 2013).

Antioxidantes naturais sdo encontrados em uma ampla variedade de fontes
vegetais, como frutas, raizes, flores e especiarias, e incluem moléculas como
polifendis, flavonoides, carotenoides e antocianinas. Estas substancias apresentam
elevado potencial redutor, agindo por diferentes mecanismos, como a doagao de
elétrons, quelagdo de metais e modulagdo da expressdo génica de enzimas
antioxidantes enddgenas (Tripathi et al., 2023). A aplicacdo dessas moléculas na
reproducdo assistida representa uma alternativa promissora frente a antioxidantes
sintéticos, devido a sua biocompatibilidade e baixa toxicidade.

No contexto da biotecnologia da reprodug¢ao bovina, estudos tém avaliado o
efeito da suplementacdo do meio de maturacdo com antioxidantes naturais,
demonstrando resultados positivos sobre a morfologia dos complexos cumulo-odcito,
a taxa de extrusdo do corpusculo polar e o desempenho pés-fertilizacdo (De Oliveira
Santos et al., 2018). Compostos como o resveratrol, o acido ascorbico, a quercetina e
os extratos de frutas ricas em antocianinas, como o mirtilo e o cranberry, tém sido
utilizados com sucesso na atenuacgao dos efeitos deletérios das EROs.

Além disso, antioxidantes naturais podem influenciar positivamente a funcao
mitocondrial, a integridade do DNA e o perfil de expressdo génica relacionado a
apoptose e ao metabolismo energético dos odcitos (Rakha et al., 2022). Estes efeitos
contribuem para a melhora da qualidade oocitaria, aumento da taxa de clivagem e
elevagao da proporgéo de blastocistos viaveis em protocolos de fertilizagdo in vitro
(FIV).
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3.4Crocina: origem, propriedades e aplicagoes biotecnolégicas

A crocina € um carotenoide glicosilado hidrossoluvel, extraido principalmente
dos estigmas secos da flor Crocus sativus L., conhecida como agafrdo verdadeiro.
Trata-se de um dos principais constituintes bioativos do acgafréo, responsavel por sua
coloragcdo alaranjada e por diversas propriedades farmacologicas e bioldgicas
atribuidas a planta(Farkhondeh et al., 2018).

Do ponto de vista quimico, a crocina pertence a classe dos apocarotenoides e
possui elevada capacidade antioxidante, devido a sua estrutura rica em ligagdes
duplas conjugadas, que atuam na neutralizagdo de radicais livres e na prevengao da
peroxidagdo lipidica (Pourmousavi et al.,, 2024). Diferente da maioria dos
carotenoides, que sao lipossoluveis, a crocina é soluvel em agua, o que favorece sua
utilizacdo em sistemas bioldgicos aquosos, como os meios de cultivo celular e
embrionario.

Diversos estudos tém demonstrado que a crocina apresenta efeitos benéficos
em diferentes sistemas biolégicos, incluindo atividade anti-inflamatéria,
neuroprotetora, anticancerigena e hepatoprotetora (Pourmousavi et al., 2024). Além
disso, sua agao antioxidante tem sido particularmente estudada em modelos celulares
e animais submetidos a estresse oxidativo, o que a torna uma candidata promissora
para aplicagdes na biotecnologia da reproducao.

Na reproducgao assistida, a crocina tem sido explorada como suplemento em
meios de cultivo de gametas e embrides, com o objetivo de minimizar os danos
provocados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) durante a maturagao in vitro
(MIV) e o cultivo embrionario. Em modelos murinos e bovinos, a crocina demonstrou
melhorar a morfologia dos complexos cumulo-oécito, aumentar a taxa de extruséo do
corpusculo polar, preservar a integridade mitocondrial e reduzir os indices de
apoptose celular (Maleki et al., 2016;Peetinarak et al., 2023)

3.5 Antocianinas: origem, propriedades e aplicagées na reproducgao in vitro

As antocianinas sao pigmentos naturais pertencentes ao grupo dos flavonoides,
amplamente distribuidos em vegetais, especialmente em frutas de coloracao
vermelha, roxa e azul, como uva, amora, mirtilo, jabuticaba e cranberry (Vaccinium
macrocarpon). Quimicamente, trata-se de glicosideos de antocianidinas, como
cianidina, delfinidina e pelargonidina, responsaveis pela intensa coloragéo e pelas
propriedades bioativas dessas moléculas(He; Giusti, 2010)

Além de seu valor estético e funcional na alimentacado, as antocianinas tém
despertado interesse crescente na area biomédica devido ao seu elevado potencial
antioxidante, anti-inflamatdrio, imunomodulador e citoprotetor. Sua capacidade de
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neutralizar espécies reativas de oxigénio (EROs) e de modular enzimas antioxidantes
enddégenas, como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx), posiciona esses compostos como candidatos promissores para
diversas aplicagdes biotecnologicas(Kong et al., 2003;Wang; Stoner, 2008)

Na reproducdo in vitro, o uso de antocianinas tem sido estudado como
estratégia para atenuar o estresse oxidativo durante a maturagdo oocitaria,
protegendo as células contra os efeitos deletérios causados pelo acumulo de radicais
livres. Estudos recentes demonstraram que a suplementacao do meio de maturacao
com extratos ricos em antocianinas pode melhorar a expansdo do complexo cumulo-
oocito, preservar a integridade do fuso meidtico, aumentar a taxa de extrusdo do
corpusculo polar e favorecer a expressdo de genes associados a competéncia
oocitaria (You et al., 2010;Zegarra et al., 2021)

Em modelos bovinos e murinos, as antocianinas também se mostraram
eficazes na redugao da apoptose e no aumento da viabilidade celular apés a MIV, o
que se reflete em maior eficiéncia nos protocolos de fertilizagdo in vitro (FIV) e
desenvolvimento embrionario subsequente. A atuagido antioxidante dessas moléculas
ocorre tanto pela inativagao direta das EROs quanto pela modulagao de vias celulares
que regulam a resposta ao estresse, como a via da proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK) e a via da proteina nuclear Nrf2 (Liu et al., 2021).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Parecer do comité de ética

Este trabalho foi submetido a avaliagdo e apreciacdo na Comissao de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Piaui ( CEUA/UFPI) aprovado em 12 de
Abril de 2021 ,sob o n° de protocolo 670/21.

4.2 Obtencgao de Ovarios

Os ovarios foram obtidos de fémeas bovinas abatidas em matadouro sob
inspecao municipal, localizado no Municipio de Teresina-Pl. Apds a coleta, estes eram
transportados até o laboratério em um recipiente térmico com solugao fisioldgica 0,9%
a uma temperatura de 37°C. O tempo total entre deslocamento ao laboratério de
biotecnologia da reproducéo, coleta e retorno , foi em média de 3 horas.
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4.3 Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Reprodugéo
Animal (LBRA) do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui —
UFPI, Teresina — PI, Brasil.

4.4 Obtencao e aspiragao dos complexos cumulus-o6citos

No laboratério, os ovarios foram lavados com solucéo fisiolégica, desinfetados com
alcool etilico hidratado 70% e enxaguados trés vezes em solugéo fisiologica (NaCl 0,9%)
a 37°C sendo os complexos cumulus odcitos (CCOs) recuperados por aspiragao dos
foliculos antrais, utilizando agulhas descartaveis 25 x 8 mm (21G), acopladas a uma
seringa de 3mL. O liquido folicular obtido foi colocado em um tubo do tipo Falcon de
15mL e armazenado em banho-maria a 37°C, durante 10 minutos para sedimentacio. O
conteudo do aspirado folicular foi depositado em uma placa de Petri de 90 x 15 mm
mantida em uma platina aquecedora, para rastreamento dos CCOs sob uma lupa
estereomicroscopica Nikon SMZ 645. Os CCOs selecionados foram transferidos para
uma placa de Petri 60 x 15 mm contendo meio de manutengéo Holding (Reprodux®), e
classificados de acordo com a qualidade morfolégica em Graus |, Il, Il e IV (Leidfried;
First, 1979). Somente os CCOs viaveis (Grau | e |l) foram selecionados para maturacéo
de acordo com os tratamentos

, conforme a figura 1.

Figura 1 Classificacédo de odcitos.

Observacgao a lupa de complexos cumulus oécito de Bos taurus, com massa completa e compacta de
cumulus odécito e ooplasma homogéneo, classificacdo Grau | e Grau Il (A) e cumulus odcitos
parcialmente expandidos e desnudo, classificagdo Grau lll e IV (B) 40x. Fonte: Elaboragdo da autora
(2025).
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4.5 Delineamento Experimental — (MIV)

Para avaliar os efeitos da Crocina e Antocionina na maturagéo in vitro de
oocitos, foram utilizados 350 odcitos, cultivados na auséncia ou presenga desses
antioxidantes. Os complexos cumulus oécito (CCOs) foram submetidos a maturagao
in vitro (MIV) em diferentes concentragcdes de antioxidantes naturais, organizados em
sete grupos experimentais: um grupo controle (C) com meio MIV Bioklone®, trés
grupos tratados com antocianina (Al — 0,2 pg/mL, All — 1,0 yg/mL, Alll — 10 pg/mL) e
trés grupos com crocina (Cl — 0,5 uyg/mL, Cll — 1,0 ug/mL, Clll = 10 pg/mL). Cada
grupo foi avaliado em duas repeticées experimentais, com 25 CCOs por gota.

Figura 2.Delineamento experimental.

Sem adicdo
de Antioxidantes

Com adicgdo de
Antioxidantes
7! 'I

Antocionina m

Esquema representativo do delineamento experimental para avaliar a maturagédo de odcitos in vitro .
Os grupos formados a partir da MIV foram separados de acordo com a adicdo dos extratos de
Antocionina (Grupo Al 0,2ug/ml; All 1,0ug/ml;All 10ug/ml) Crocina (Grupo CRI 0,5ug/ml; CRII 1,0 pg/ml;
CRIII 10ug/ml) e grupo controle sem a adigdo de antioxidantes. Fonte: Elaboragao da autora (2025)

4.6 Diluicao e estoques das substancias antioxidantes

Para a suplementagdo do meio de maturacéo in vitro (MIV), utilizaram-se
antocianina e crocina em formulagdes comerciais (Equilibrio ® ) na forma de pd, sendo
estas previamente pesadas (10 mg) e diluidas em 100 mL de solugao fisioldgica, sob
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condigbes assépticas. Essa preparagao originou solu¢des estoque com concentragao
final de 10 mg/mL~" (10.000 pg-mL™).

Essa solugdo estoque do extrato, no momento de ser adicionada ao meio de
maturacdo, foi diluida em solugéo fisiologica até alcangar as concentragbes dos
grupos tratados (Controle: sem adigcdo de antioxidante) antocionina (Al 0,2ug; All
1,0ug; e All 10 ug) e crocina (CRI 0,5ug; CRII 1,0ug; e CRIII 10 ug), conforme a
Tabela 1.

Tabela 1: As substancias foram aliquotadas em microtubos e estocadas a - 20°C.

Antioxidante | Concentragao Diluente | Nome Comercial Volume de
s Meio MIV
Antocionina 10mg /mL NaCl Manipulado

0,9%
Antocianina 0,2 ug/mL MIV Bioklone ©® 99,8uL
Antocionina | 1,0ug/mL MIV Bioklone ® 99 uL
Antocionina 10pg/mL MIV Bioklone ® 90 uL
Crocina 10mg /mL NaCl 0,9% | Manipulado
Crocina 10mg /mL NaCl Manipulado

0,9%
Crocina 0,5 yg/mL MIV Bioklone ® 99,5uL
Crocina 1,0ug/mL MIV Bioklone ©® 99 uL
Crocina 10pg/mL MIV Bioklone ® 90 uL

4.7 Maturagao in vitro (MIV)

Os CCOs selecionados, foram lavados trés vezes em meio de maturagao
(Bioklone®), em placas de petri 90 x 15mm, sendo que para cada uma das lavagens
foi utilizado 50 pyL de meio, e maturados de acordo com os tratamentos: antocionina
(Al 0,2ug; All 1,0ug; e All 10 ug) e crocina (CRI 0,5ug; CRII 1,0ug; e CRIII 10 pg), e
na auséncia dos antioxidantes (controle) em microgotas contendo 100 puL de meio de
maturagéo (Bioklone®), em uma placa de petri 35 x10mm sob 6leo mineral (BotuFIV®
Oil) em incubadora com atmosfera de 5,5% de CO2 a 38,5°C por um periodo de 20
horas. .Cada gota continha aproximadamente 25 odcitos.
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4.8 Avaliagao da maturagao oocitaria

A avaliagcdo da maturagdo dos odécitos foi realizada por meio de duas
abordagens complementares: a analise morfologica da expansédo das células do
cumulo e a verificagdo da extrusdo do corpusculo polar apés desnudamento.

4.9 Avaliacao da expansao do complexo cumulo-oécito

Ao término das 20 horas de cultivo no meio de maturacéo in vitro (MIV), os
oocitos foram avaliados quanto ao grau de expansdo das células do cumulo sob
estereomicroscopio( Nikon® SMZ 645). O grau de expanséo foi classificado em trés
categorias:

. Sem expanséo: células do cumulo compactas, firmemente aderidas ao odcito;
o Expansao parcial: expansao evidente, porém com algumas camadas ainda
compactas;

o Expansao total: dispersao completa das células do cumulo, indicando resposta

adequada ao estimulo de maturagao.

4.10 Avaliagao da extrusao do corpusculo polar

ApoOs a avaliagao da expansao, os odcitos foram submetidos ao processo de
desnudamento mecanico e quimico (DENUD BIOKLONE ®), por pipetagem repetida
em meio tamponado, com o objetivo de remover as células do cumulo e expor a zona
pelucida.

Os odcitos desnudados foram entdo analisados sob microscopio invertido
Nikon Eclipse Ti, as imagens foram capturadas pela camera HIROCAM® (aumento de
200x a 400x), sendo classificados quanto a presenga ou auséncia do corpusculo polar.
A extrusdo do corpusculo polar é considerada um indicador confiavel de maturacéo
nuclear até a metafase Il (Mll), estagio ideal para fertilizago.

5 RESULTADOS
5.1 Expansao do complexo cumulo-odécito

Em todos os grupos experimentais, incluindo o controle e os grupos tratados
com antocianina e crocina, foi observada expansao do complexo do cumulo ao final
do periodo de maturagao (20 horas). A expanséao foi visivel macroscopicamente pela
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dispersao das células do cumulo ao redor do odcito e pela perda da compactacao
tipica dos CCOs imaturos. Nao foram observadas diferengas visuais marcantes entre
0s grupos com relagéo ao grau de expansao, conforme as figuras 1 e 2.

Figura 3. Morfologia dos complexos cumulos oécito (CCOs) apdés 20 horas de
maturacgao in vitro sob agado da Antocionina

Observa-se boa expansao das células do cumulo, com estrutura compacta. (A) Grupo Al 0,2ug/mL;(B)
Grupo All 1,0 pg/mL. (C) Grupo Alll 10pg/mL. Fonte: Elaboragéo da autora (2025).

Figura 4. Morfologia dos complexos cumulo-oocito (CCOs) apdés 20 horas de
maturacao in vitro sob agao da crocina

C

Observa-se expansdo moderada e mais uniforme do cumulo,com evidéncia de descompactagéo
periférica (A) Grupo CRI 0,5ug/ml; (B) CRII 1,0 pyg/ml; (C) CRIIl 10pg/ml.Fonte: Elaboracédo da autora
(2025).

A andlise estatistica da expansao das células do cumulus em odcitos bovinos
submetidos a maturagdo in vitro (MIV) revelou que nado houve diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (P = 0,061). As médias
dos minimos quadrados demonstraram que os grupos controle (C), Al (antocianina
0,2 pg/mL) e CRI (crocina 0,5 ug/mL) apresentaram as maiores médias de expansao
(25,000 £ 0,199). Ja os grupos submetidos as concentragdes mais elevadas dos
antioxidantes, como Alll (antocianina 10 pg/mL) e CRIIl (crocina 10 pg/mL),



apresentaram médias ligeiramente inferiores (24,333 £ 0,199), conforme a tabela 1.24

Esses dados indicam que a adigdo de antocianina ou crocina, nas
concentragbes testadas, ndo comprometeu de forma significativa a expansédo do
complexo cumulo-oocito, sendo mantidos niveis semelhantes ao controle mesmo nos
grupos tratados. No entanto, as menores médias observadas nos grupos com maiores
concentragdes sugerem um possivel efeito dose-dependente moderado, o que pode
refletir alguma interferéncia metabdlica sutil dos antioxidantes na arquitetura celular
do cumulus, ainda que sem repercussao estatistica detectavel neste delineamento

experimental.

Tabela 2. Efeito de diferentes tratamentos antioxidantes sobre a expansao das células
do cumulus em odcitos bovinos submetidos a maturagao in vitro (médias dos minimos
quadrados).

Grupo |Tratamento Concentragao (ug/mL) Média * EP
C Controle — 25,000 £ 0,199
Al Antocianina 0,2 25,000 + 0,199
All Antocianina 1,0 24,333 £ 0,199
Alll Antocianina 10,0 24,333 £ 0,199
CRI Crocina 0,5 25,000 + 0,199
CRII Crocina 1,0 24,667 £ 0,199
CRIill Crocina 10,0 24,333 £ 0,199

Fonte: Dados experimentais.Legenda: EP = erro padrado; n = 3 repetigbes por grupo com 25 odcitos
cada (total de 75 odcitos por grupo).Analise estatistica: Modelo Linear Geral (sem interagdes);Teste F
para Tratamento: F(6,12) = 2,800; P = 0,061 ;Erro padrao comum = 0,199.Diferenca significativa entre
coletas (P = 0,024); coleta 3 diferiu de coleta 1 e 2 (P < 0,05; Teste de Duncan).
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5.2 Extrusao do corpusculo polar

A taxa de extrus&o do corpusculo polar foi significativamente influenciada pelos
tratamentos antioxidantes (P < 0,001), evidenciando um efeito marcante dos
compostos utilizados durante a maturacgao in vitro dos odcitos bovinos. As médias dos
minimos quadrados indicaram que o grupo controle (C) apresentou a maior taxa de
extrusao (22,667 + 0,882), seguido pelos grupos Al (antocianina 0,2 pg/mL; 20,000 +
0,882) e All (antocianina 1,0 ug/mL; 17,333 = 0,882). Em contraste, os grupos Alll
(antocianina 10 ug/mL) e CRIII (crocina 10 ug/mL) apresentaram as menores médias,
10,333 £ 0,882 e 8,333 + 0,882, respectivamente conforme a tabela 2.

O teste de comparacdes multiplas de Duncan evidenciou diferencas estatisticas
entre diversos grupos, destacando que concentragdes elevadas de ambos os
antioxidantes comprometeram significativamente a extrusdo do corpusculo polar em
relagdo ao grupo controle. As concentragdes intermediarias de crocina (CRII: 13,667)

e antocianina (All: 17,333) também apresentaram desempenho inferior ao controle,
embora com redugdo menos acentuada.

Esses achados indicam que, apesar da manutencao da expansao do cumulus,
os antioxidantes testados, especialmente em concentragcdes mais elevadas, podem
interferir negativamente no processo de maturacédo nuclear dos odcitos, refletido na
reducao da extrusdo do corpusculo polar. Tal efeito sugere que o equilibrio redox
durante a MIV pode ser sensivel a concentragdo de antioxidantes exdgenos,
comprometendo etapas criticas da maturacéo oocitaria.

Tabela 3. Efeito de diferentes tratamentos antioxidantes sobre a taxa de extrusao do

corpusculo polar em odcitos bovinos submetidos a MIV (médias dos minimos
quadrados).

Grupo Tratamento Concentragao (ug/mL) Média * EP

C Controle — 22,667 + 0,882
Al Antocianina 0,2 20,000 + 0,882
All Antocianina 1,0 17,333 £ 0,882
Alll Antocianina 10,0 10,333 £ 0,882
CRI Crocina 0,5 16,667 + 0,882
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Grupo Tratamento | Concentragao (ug/mL) Média £ EP
CRII Crocina 1,0 13,667 + 0,882
CRIII Crocina 10,0 8,333 £+ 0,882

Fonte: Dados experimentais.Legenda: EP = erro padréo; n = 3 repeticdes por grupo com 25 odcitos
cada (total de 75 odcitos por grupo).Analise estatistica: Modelo Linear Geral (sem interagdes);Teste F
para Tratamento: F(6,12) = 33,796; P < 0,001 (significativo);Erro padrao comum = 0,882.Comparacdes
multiplas (Duncan): CRIII, Alll e CRII diferiram significativamente do grupo controle (P < 0,05); Al ndo
diferiu do controle.

A extrusdo do corpusculo polar (CP) foi observada em todos os grupos,
indicando progressdo até a metafase Il da meiose, portanto a presenga desses

antioxidantes nao interferiu na progressao da maturagcao nuclear.

Figura 5 — Avaliagdo da extrusao do corpusculo polar em odécitos bovinos desnudos
apdés maturacio in vitro com antocianina.

A

Qdcitos com presenga evidente do corpusculo polar (CP) indicativo de sucesso na retomada da meiose
até a metafase II. (A) Grupo Al 0,2ug/mL;(B) Grupo All 1,0 pg/mL. (C) Grupo Alll 10ug/mL. Fonte:
Elaboragéo da autora (2025). Fonte: Elaboragdo da autora (2025).

Figura 6 — Avaliagdo da extrusao do corpusculo polar em odécitos bovinos desnudos
apdés maturacgio in vitro com crocina
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Odcitos com presenca evidente do corpusculo polar (CP), indicativo de sucesso na retomada da meiose
até a metafase Il. (A) Grupo CRI 0,5ug/ml; (B) CRII 1,0 pg/ml; (C) CRIII 10ug/ml.Fonte: Elaboragao da
autora (2025).

6 DISCUSSAO

Neste estudo, observou-se que a adigdo de crocina e antocianina ao meio de
maturacao in vitro (MIV) de odcitos bovinos ndo comprometeu a expansao das células
do cumulus, mas reduziu significativamente a extrusdo do corpusculo polar,
principalmente nas maiores concentragdes testadas. Tais resultados sugerem que,
embora a morfologia do complexo cumulo-odcito (CCO) tenha sido preservada, a

maturacao nuclear foi sensivelmente afetada.

A expansao do cumulus esta relacionada a producao de matriz extracelular por
células do CCO, mediada principalmente por acido hialurénico, prostaglandinas e pela
ativagao da via do AMPc (Turathum; Gao; Chian, 2021). A presenga de antioxidantes
no meio pode atenuar os efeitos nocivos do estresse oxidativo, promovendo a
integridade celular e mantendo a expressao de genes associados a expansao, como
HAS2, PTGS2 e TNFAIP6 (THONGKITTIDILOK et al., 2022). Isso pode justificar os
resultados positivos da expansao mesmo nos grupos tratados com elevadas
concentracdes de antioxidantes. A manutencao dessa expansido mesmo nas maiores
doses indica que os antioxidantes empregados nao interferiram com a funcao de

secre¢ao e comunicagdo paracrina no cumulo, alinhando-se a evidéncias de que
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antioxidantes em concentragdes fisioldgicas preservam o CCO sem comprometer sua
integridade estrutural (MOKHBER MALEKI et al., 2016).

Contudo, a redugado na extrusdao do corpusculo polar observada nos grupos
tratados com 10 ug/mL de crocina (CRIIlI) e antocianina (Alll) indica prejuizo na
progressdo meiotica. A extrusdo do primeiro corpusculo polar € um marcador de
transicdo da metafase | para a metafase I, exigindo integridade do fuso meidtico,
organizacao adequada dos microtubulos e homeostase mitocondrial (Buratini et al.,
2023;Liang et al., 2023 ;WANG et al., 2021).

A crocina, um carotenoide derivado do agafréo (Crocus sativus), tem sido
descrita como antioxidante eficaz em MIV, por reduzir EROs e preservar o conteudo
mitocondrial e a expressdo de genes relacionados a competéncia oocitaria, como

GDF9 e BMP15 (Chen et al.,, 2018). O estudo de Mokhber Maleki et al. (2016)

demonstrou que a crocina exerce efeito positivo sobre a taxa de maturacgéao in vitro
(MIV) e o desenvolvimento subsequente de odcitos murinos, especialmente na
concentragcédo de 10 ug/mL. Contudo, os beneficios da crocina estiveram diretamente
associados a presenga intracelular de glutationa (GSH), principal antioxidante
enddégeno envolvido na defesa redox e maturagdo citoplasmatica. A adigcao de
butionina sulfoximina (BSO), um inibidor da sintese de GSH, levou a deplecao
significativa deste antioxidante, comprometendo a maturagdo mesmo na presenga da
crocina, evidenciando que a acgao protetora da crocina depende da integridade do
sistema de defesa antioxidante celular No presente estudo, os grupos tratados com
10 pg/mL apresentaram um padrdo compativel com tais efeitos, com severa redugao
na extrusao do corpusculo polar mesmo diante da manutengdo da expansdo do
cumulus. Por outro lado, doses muito elevadas de crocina (50—-400 pug/mL) também
nao resultaram em beneficios, reforcando a hipétese de que a eficacia da crocina é
dose-dependente e que concentracdes supraterapéuticas podem ser ineficazes ou até

prejudiciais.

As antocianinas, por sua vez, sao flavonoides com reconhecida atividade
antioxidante e anti-inflamatéria. Em odécitos bovinos, Sakatani et al. (2007) investigou
os efeitos das antocianinas extraidas da batata-doce roxa (lpomoea batatas) sobre o

desenvolvimento embrionario bovino pré-implantagcdo em condicbes de estresse
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térmico. Os autores relataram que a suplementagdo com antocianinas durante a
cultura in vitro resultou em aumento na taxa de desenvolvimento até o estagio de
blastocisto e melhora no estado redox intracelular dos embrides submetidos a choque
térmico.Esse comportamento bifasico — antioxidante em baixas doses e pro-oxidante
em altas — ja foi descrito na literatura para diversos compostos fendlicos, devido a
sua capacidade de gerar espécies reativas em presenga de metais redoxativos como
o ferro e o cobre (GALATI; O'BRIEN, 2004).

De forma semelhante, estudos em odcitos ovinos revelaram que o uso de
antioxidantes como melatonina (30 pM), vitamina C (100 uM) e a-tocoferol (100 uM)
durante a maturacéo in vitro foi eficaz na redu¢do da producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS). Esses compostos também induziram a elevagdo nas taxas de
blastocisto, com efeitos associados a alteragdes na expressao de genes envolvidos
no estresse oxidativo e na regulagao do crescimento oocitario, como GDF9, BMP15,
SOD1 e BCL-2 (Tripathi et al., 2023).

Esses resultados indicam que, independentemente da espécie, o uso de
antioxidantes naturais pode modular vias moleculares criticas para o sucesso da M1V,
melhorando ndo apenas a maturacdo nuclear e citoplasmatica, mas também a
competéncia para o desenvolvimento embrionario. Portanto, a avaliagado da crocina e
da antocianina como antioxidantes naturais em odcitos bovinos revela-se alinhada
com as evidéncias disponiveis na literatura, embora suas acdes moleculares

especificas ainda demandem investigacao aprofundada.

7 CONCLUSAO

A presente pesquisa demonstrou que a adicdo dos antioxidantes naturais
crocina e antocianina ao meio de maturacao in vitro de odcitos bovinos interferiu
significativamente nos eventos de maturagdo oocitaria, avaliados por meio da
expansado do complexo cumulus-odcito (COC) e pela extrusdo do corpusculo polar
(CP). Embora todos os grupos experimentais tenham apresentado graus de expansao
do cumulus comparaveis ao grupo controle, indicando atividade paracrina preservada

entre as células do cumulo e o odcito, a taxa de extrusdo do CP foi significativamente
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reduzida nos grupos tratados com os antioxidantes, especialmente nas concentragdes

mais elevadas.

Tais achados sugerem que, apesar do potencial antioxidante dessas
substancias, sua utilizacdo em determinadas concentragdes pode comprometer a
progressdo da maturacdo nuclear. Esse efeito possivelmente decorre de
desequilibrios na sinalizagao redox intracelular, que desempenha papel fundamental
na reativagao meiotica e na organizagao do fuso mitético. A literatura ja aponta efeitos
semelhantes de outros compostos antioxidantes naturais em diferentes espécies,

reforcando a complexidade dose-dependente do uso dessas moléculas na MIV.

Portanto, este estudo destaca a necessidade de pesquisas para elucidar os
mecanismos moleculares subjacentes as a¢des da crocina e da antocianina durante
a maturagcdo oocitaria, bem como para definir concentragdes fisiologicamente
seguras e eficazes. Esses dados sdo fundamentais para o aprimoramento das
biotécnicas da reproducéao assistida, visando a otimizacdo da competéncia oocitaria

e dos indices de sucesso em programas de produgéo in vitro de embrides bovinos.
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