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Efeito da astaxantina no estresse oxidativo em odcitos
bovinos

Effect of astaxanthin on oxidative stress of bovine oocytes

RESUMO

Muitos bovinos sofrem a altas temperaturas no verdo, podendo apresentar estresse
térmico no qual observa-se um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes,
aumentando as espécies reativas de oxigénio (ROS) e provocando o estresse oxidativo
celular, causando vdrios problemas ao animal, dentre eles o comprometimento na
competéncia oocitdria. A suplementagao com um antioxidante podera ajudar na eliminagao
das ROS, melhorando a qualidade oocitaria. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito
da suplementagdo com o antioxidante astaxatina na qualidade de odcitos bovinos pela
qguantificagdo do estresse oxidativo destes gametas. Realizou-se um delineamento
experimental comparando trés grupos de tratamento de astaxantina no verdo, sendo eles
o controle (n=15 fémeas), onde ndo foi administrada astaxantina e os demais grupos
suplementados via oral com 0,25 ou 0,50 mg/ kg de peso vivo/ por dia (n=15 fémeas bovinas
por grupo). Apds 75 dias de suplementacdo, foi feita a coleta dos odcitos por OPU para
analise morfoldgica. Na proxima etapa do estudo, sera a analise das amostras por PCR em
tempo real para determinar a expressao do gene HSP70, importante na resposta ao estresse
térmico. Espera-se que o tratamento com astaxantina ofereca melhora da qualidade dos
odcitos em relagdo a analise morfoldgica e ao estresse oxidativo.

PALAVRAS-CHAVE: Temperatura; Antioxidante; Qualidade.

ABSTRACT

Many cattle show high temperatures in the summer, and may experience thermal stress in
which an imbalance between oxidizing and antioxidant compounds is observed, increased
as reactive oxygen species (ROS) and causing cellular oxidative stress, causing several
problems to the animal, among them commitment to oocyte competence.
Supplementation with an antioxidant can help eliminate ROS, improving oocyte quality. The
aim of this work was to verify the effect of supplementation with the antioxidant
astaxanthin on the quality of bovine oocytes by quantifying the oxidative stress of these
gametes. An experimental design was carried out comparing three treatment groups of
astaxanthin in the summer, being the control (n = 15), where astaxanthin was not
administered and the other groups supplemented orally with 0.25 or 0.50 mg / kg of live
weight / per day (n = 15 cattle per group). After 75 days of supplementation, the oocytes
were collected by OPU for morphological analysis. In the next stage of the study, it will be a
real-time PCR analysis to determine the expression of the HSP70 gene, important in the
response to thermal stress. It is expected that treatment with astaxanthin will improve the
quality of oocytes in relation to morphological analysis and oxidative stress.

KEYWORDS: Temperature; Antioxidant; Quality.
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INTRODUCAO

Na regido tropical encontra-se a maior parte do rebanho bovino brasileiro, no
qual a temperatura fica acima da zona de termoneutralidade, e com isso os animais
ficam longos periodos sob estresse térmico (FIALHO et al, 2018). Tal condicdo
prejudica o equilibrio no corpo do animal, provocando alteracdes sobre os eventos
reprodutivos da fémea como diminuicdo ou atraso do estro, altera¢do do
desenvolvimento folicular ovariano, alteragdo do desenvolvimento embriondrio e
comprometimento da competéncia oocitaria (MACEDO et al., 2014). O tempo de
crescimento do odcito varia entre as espécies e se ele for exposto a uma
temperatura acima de 402 durante seu crescimento, sua fungdo estard
comprometida antes do tempo necessario para completar sua maturagao,
reduzindo assim a atividade mitocondrial (LOPES et al., 2017).

Este desequilibrio provocado pelo estresse térmico caldrico interfere na
homeostase entre compostos oxidantes e antioxidantes, sendo este conhecido
como estresse oxidativo (SILVA, GONCALVES, 2010). Os radicais livres e/ou
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) cumprem
fungdes bioldgicas importantes, atuando como mediadores para a transferéncia
de elétrons nas reagGes bioquimicas através das mitocondrias, proporcionando a
geracdo de ATP. Contudo, se ocorrer a producdo em excesso de radicais livres e/ou
ROS poderemos observar danos oxidativos em células e tecidos (BARBOSA et al.,
2010).

Substancias antioxidantes podem ser utilizadas para minimizar o problema
causado pelo estresse oxidativo, pois sdo capazes de atrasar ou inibir a oxidagao
de um substrato oxidavel, que podem ter origem dietética ou enddégena (BARBOSA
et al., 2010).

Dentre os antioxidantes, pode-se citar a astaxantina, ela é um pigmento
oxicarotendide de cor vermelho-alaranjada encontrada no meio marinho, sendo
um dos mais potentes antioxidantes entre os carotenoides, associado a efeitos
protetores contra algumas doencas (CHOCIAI et al., 2002). Suas caracteristicas
antioxidantes foram bem estabelecidas em 1990 (OLAIZOLA, 2003), e em estudos
in vitro foi demonstrado que seu poder antioxidante é dez vezes maior que outros
caratendides (SUH et al., 2006).

Considerando ainda, que a astaxantina pode atuar em prol de algumas
funcdes bioldgicas, tais como aumento da resposta imune, protecdo contra efeitos
da luz UV e protecdo contra oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados esséncias
(LORENZ, CYSEWKI, 2000), é de grande interesse avaliar o seu potencial
antioxidante para combater os efeitos observados no odcito que foi exposto ao
estresse térmico.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um delineamento experimental com trés grupos de tratamento
de astaxantina, sendo o primeiro grupo o controle, que ndo foi administrada
astaxantina as vacas e nos demais grupos os animais suplementados via oral por
meio de uma cépsula com 0,25 ou 0,50 mg/ kg peso vivo/ por dia durante 75 dias
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em uma época do ano, o verdo. Cada grupo foi composto de 15 fémeas bovinas da
raca Holandesa lactantes totalizando 45 animais. Todos os animais estdo
localizados em propriedade leiteira na cidade de Veré, PR e foram submetidos a
trés aspiracdes foliculares (OPU, do inglés ovum pick-up) com intervalo de 15 dias
ao término de cada periodo de suplementacdo. Os odcitos foram obtidos por um
médico veterindrio capacitado pela técnica de OPU e avaliados morfologicamente
pela académica, classificando-os em graus 1, 2, 3 e 4 para determinar quais sdo
vidveis, desta forma foi realizado um pool contendo os oécitos de grau 1 e 2 de
cada coleta para cada tratamento, totalizando trés triplicatas bioldgicas para cada
tratamento, sendo depois congelados estes odcitos para sua preservagdo para a
proxima etapa, ainda a ser realizada.

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via apds verificagdao
distribuicdo normal dos dados e homogeneidade das variancias. Dados ndo
paramétricos foram transformados por raiz quadrada antes da analise de
variancia. Os grupos foram entdo comparados com o pds-teste de Tukey utilizando
um nivel de significancia de 0,05. As andlises foram realizadas pelo software Prism
Graphpad versao 7.0 para MacOS.

PCR em tempo real

Para a avaliar se a astaxantina oferece uma melhora da resposta ao estresse
térmico dos odcitos, serd analisada a expressao génica da proteina HSP70, pois ela
é produzida pela codificacdo de genes de choque térmico.

Desta forma serd realizada a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(qPCR), e sequéncia de primers utilizados foram obtidos de Paixdo (2017).

Para a técnica de qPCR primeiramente o RNA total de pools de 30 oécitos por
réplica (3 réplicas bioldgicas por grupo; 3 grupos experimentais = total de 9 pools
de amostras) sera extraido pelo método de Trizol-Cloroférmio e quantificado por
fluorimetria (Qubit 2.0 Fluorometer, Life Technologies). Ja a sintese de DNA
complementar (cDNA) sera realizada com o kit GoScript™ Reverse Transcriptase
(Promega, Madison, WI, EUA), e sua quantificacdo com o kit Power SYBR™ Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA) pela técnica de PCR
em tempo real. Com isso as instru¢des do fabricante foram seguidas para todos os
procedimentos. A concentracdo de cDNA serd normalizada e a qPCR realizada com
uma reacgao de ciclo de duas etapas, sendo a primeira por 2 min a 50 'C e em
seguida por 10 min a 95 °C, e a segunda por 40 ciclos de 95 °C por 15 s e depois 60
°C por 1 min, seguida de uma curva de dissociacdo (CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A quantificacdo sera realizada pelo
método relativo descrito por Pfaffl (2001), utilizando como genes enddgenos
GAPDH e ACTB (DE BARROS et al., 2012).

RESULTADOS PARCIAIS

Os dados referentes a analise morfoldgica dos odcitos coletados por aspiracao
folicular apds periodo experimental (suplementacdo com astaxantina) estdo
apresentados abaixo (Figura 1). Nao foi observada diferenca estatistica quanto a
guantidade de odcitos recuperados (p=0.0952). Contudo, fémeas suplementadas
com 0,5 mg/ kg de peso vivo/ dia de astaxantina ofereceram odcitos de maior
qualidade (Graus I, Il e lll) comparado com o grupo controle (p=0,0292).
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Figura 1. Média de odcitos recuperados por fémea (A) e média de odcitos vidveis (Graus |,
Il e IlIl) por fémea (B). Dados ndo transformados + erro padrdo da média. * representa
diferenga significativa com p < 0,05.

Fonte: autoria prdépria (2020).

DISCUSSAO

Observou-se, no presente trabalho, melhora da qualidade dos odcitos
coletados de vacas suplementadas com 0,5 mg de astaxantina por kg de peso vivo
por dia (75 dias). Na préxima etapa sera verificada a expressdao do gene HSP70
relacionado a resposta ao estresse térmico. Os dados preliminares deste estudo
sdo positivos e sustentam a hipdtese que a astaxantina pode ser benéfica na
obtencdo de odcitos de maior qualidade de vacas leiteiras.
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