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1. DESCRICAO DA INOVAGAO

Uma estratégia emergente na busca e caracterizagdo de compostos
bioativos é a sintese de moléculas hibridas, resultantes da fusdo de estruturas
quimicas que possuem propriedades bioldgicas relevantes. Diante desse cenario,
e de acordo com as caracteristicas farmacolégicas dos derivados de quinolina e
selénio, o Laboratorio de Sintese Organica Limpa (LaSOL) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), desenvolveu a molécula 4-PSQ, de acordo com a
metodologia apresentada por Savegnago et al. (2013), com o intuito de ser uma
molécula antioxidante e promissora para novas alternativas terapéuticas.

O selénio (Se) destaca-se como um micronutriente fundamental,
desempenhando fungdes fisiolégicas importantes e propriedades antioxidantes.
As selenoproteinas, incluindo as glutationa peroxidases (GPxs), estéo
diretamente ligadas a proteg¢ao antioxidante, contribuindo para a protecao celular
contra os danos oxidativos. Desse modo, a presenga do grupo organosselénio na
estrutura do 4-PSQ desempenha uma grande influéncia na atividade antioxidante
e nas propriedades bioldgicas deste composto (Vogt et al., 2018).

Paralelamente, a quinolina e seus derivados tém atraido interesse dos
pesquisadores devido as suas caracteristicas biolégicas. Estudos vém sugerindo
que determinados derivados quinolinicos possuem propriedades que protegem
contra o estresse oxidativo (Wang et al., 2019). Além disso, derivados de
quinolina apresentam amplo espectro farmacoldgico, sendo empregados como
antivirais, antifungico, agente anti-inflamatorio e antibacteriano (Vogt et al., 2018).
Logo, a presente inovagao, tem o intuito de ser uma molécula sintética com
propriedades antioxidantes e promissora para a suplementacdo do meio de
maturagéo in vitro como forma de otimizar os resultados da producgao in vitro de
embrides.

2. ANALISE DE MERCADO

Conforme dados da da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides
(IETS), em 2024, o valor global de embrides bovinos que foram produzidos in
vitro, conseguiu totalizar 2.029.007 embrides, o que representa um aumento de
8,1% em comparagdo ao ano anterior. No mesmo periodo, o Brasil ficou
responsavel por 24,3% do total mundial, produzindo 493.989 embrides in vitro,
sendo considerado o pais que mais produz embrides in vitro de bovinos no mundo
(IETS, 2024). Logo, esses dados demonstram a importédncia que esse setor
representa para a economia mundial e local, enfatizando a necessidade de
aprimoramento constante das condi¢des de cultivo e de maturagéo dos odcitos.

O uso de técnicas biotecnoldgicas para a produgao in vitro de embrides
(PIV) na reproducédo animal, estabelece com uma abordagem fundamental, tanto
para o aumento do desempenho reprodutivo, quanto para impulsionar o avango
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do melhoramento genético animal, sendo amplamente empregado no cenario
atual (Brackett; Zuelke, 1993).

Dado isso a PIV envolve quatro etapas essenciais para a obtencido de
embrides viaveis, e aptos a transferéncia para a fémeas receptoras: coleta e
aspiragao folicular, maturagéo in vitro dos odcitos (MIV), fertilizagao in vitro (FIV) e
cultivo in vitro (CIV). Dentre essas etapas, a MIV é considerada uma das mais
criticas, pois € nesse momento que o odcito passa por mudangas significativas
que lhe conferem competéncia para seu desenvolvimento, exercendo influéncia
direta sobre a qualidade nos eventos posteriores da PIV (Ferreira et al., 2009).

Durante a Maturacao In Vitro (MIV), o estresse oxidativo é gerado pelo
excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo causar danos
celulares que prejudicam o desenvolvimento do odcito. Para contornar esse
problema e melhorar a competéncia oocitaria, a principal estratégia é suplementar
0 meio de cultivo com compostos antioxidantes (Remiao et al., 2016).

Diversos centros de biotecnologia reprodutiva animal, adotam a
suplementagédo com compostos antioxidantes no meio MIV para melhorar suas
taxas de sucesso e consequente aumentar a qualidade dos embrides. Um dos
aditivos mais amplamente utilizados e padronizado na industria é a cisteamina, ao
qual desempenha um papel de antioxidante no meio MIV, ao qual estudos ja
comprovaram a sua eficacia (Merton et al., 2013).

No mercado, ja ha produtos que contém compostos com propriedades
antioxidantes nos meios de maturagcdo. A Vitrolife por exemplo, possui o
Gx-MOPS, que contém suplementacdo de aminoacidos, e o Gx-IVF, que é
formulado com Acetil-L-Carnitina, Acido Alfa-Lipoico e N-Acetil-L-Cisteina (NAC).
Esses produtos no mercado demonstram a demanda e aplicabilidade de
abordagens direcionadas a regulagao do estresse oxidativo, criando um ambiente
favoravel para o desenvolvimento de novas solugdes.

Logo, a combinagdo hibrida pode proporcionar caracteristicas unicas de
mecanismo, ainda pouco explorada comercialmente, representando uma
oportunidade de desenvolvimento de um produto de inovagéo.

3. ESTRATEGIA DE DESENVOLVIMENTO E IMPLEMENTAGAO

O 4-PSQ apresenta propriedades bioldgicas que ja foram comprovadas em
estudos anteriores, como propriedades antinociceptiva, anti-inflamatdria,
neuroprotetora (Luchese et al., 2020), entre outras, demonstrando a versatilidade
do composto nas mais diversas areas. Dessa forma, o presente estudo visa testar
seu uso para a biotecnologia reprodutiva, avaliando seu potencial no processo de
MIV de odcitos e a citotoxicidade do composto.

A inovagao tem a capacidade de futuramente integrar o mercado por meio
de parcerias com empresas no setor de reproducido animal e produtores de meio
de cultivo como a SALT Biotech, possibilitando o desenvolvimento e a validagao
do composto para a suplementacdo dos meios de MIV de oécitos bovinos.

Atualmente, o produto encontra-se no TRL 4 (nivel 4 de maturidade
tecnolégica), onde o presente estudo buscou a validagao tecnolégica no ambiente
laboratorial in vitro, podendo posteriormente avancar para avaliagdo em grande
escala, préximas a aplicacido comercial.

Neste estudo, foi realizada a avaliacdo citotéxica e a capacidade
antioxidante do composto 4-PSQ. Onde, ovarios de fémeas da espécie Bos taurus
foram coletados no frigorifico local. Os ovarios foram transportados em solugéo de
PBS 1% aquecida a 37°C em garrafas térmicas para o laboratério. Os complexos
cumulus-o6citos (CCOs) foram aspirados de foliculos seguindo a metodologia de
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Paschoal et al., (2020) com minimas alteragdes. Apds isso, os CCOs foram
distribuidos aleatoriamente, com 25 a 40 estruturas por grupo, em quatro gotas de
200 pL de meio MIV (SALT BIOTECH). Cada grupo recebeu uma concentragao
de 4-PSQ (0, 1,5, 15 ou 150 uM), previamente diluido em dimetilsulféxido
(DMSO). O cultivo foi realizado em atmosfera controlada a 38,0°C e 5% de CO2,
com umidade maxima, por um periodo de 22 a 24 horas. Ao final do periodo de
incubacao, foi realizada a avaliagcdo da taxa de maturagao meidtica dos odcitos
bovinos e a analise de expressao génica das células do cumulus.

Os testes foram realizados a partir do ensaio colorimétrico Hoechst 33342
(10pg/ml), permitindo determinar a maturagdo meidtica pela avaliagdo da
presenca de corpusculos polares, utilizando um microscopio de fluorescéncia
(Paschoal et al., 2020). Para avaliar a expressao génica, utilizou-se as células do
cumulus oriundas dos oécitos de cada tratamento. A extracdo de RNA total foi
realizada utilizando o trizol (Invitrogen™) de acordo com as instrugdes do
fabricante e posteriormente quantificada por meio de um NanoDrop. Em seguida,
o cDNA foi sintetizado por meio da reagao de transcriptase reversa com o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied Biosystems). A avaliagdo da
expressao dos genes glutationa peroxidase (GPX) e GAPDH (normalizador), foi
conduzida por meio da amplificacdo desses genes com primers especificos
(Remiao et al., 2016), utilizando a técnica de PCR em tempo real (QRT-PCR). Os
dados foram analisados utilizando ANOVA de uma via, seguida pelo teste de
comparagoes multiplas de Dunnett, levando o grupo controle como referéncia e
adotando o P<0,05.

4. RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO
A expressdao génica demonstrou que o composto conseguiu promover o
aumento da transcricdo do gene GPX, chegando a ser de duas a trés vezes mais
em relagcao ao controle (Figura 1A). Essa andlise € de extrema relevancia, pois
comprova a grande capacidade do composto de estimular mecanismos de defesa
antioxidante no ambiente de cultivo e nos odcitos. Em relagao a expansao das
células do cumulus, o grupo controle teve 93,28% de expansdo completa, o
1,5uM 91,60%, o 15uM 95,04% e o 150uM 92,86%. Ja os ensaios de Hoechst
indicaram uma tendéncia promissora na otimizacdo da maturagao oocitaria, como
podemos ver na concentracdo de 15uM (70,73%) em relacédo ao controle

(62,88%), embora ndo havendo diferenga estatistica (Figura 1B).
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Figura 1. (A) Expressédo do gene GPX de acordo com as concentragdes do 4-PSQ, onde
**p < 0.01; ***p < 0.001. (B) Porcentagem de maturagdo dos odcitos de acordo com as
concentracdes do 4-PSQ.
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Dado a eficacia do 4-PSQ em nossos estudos, essa molécula se posiciona
como uma solugao tecnoldgica atrativa para neutralizar um dos gargalos da PIV,
como o acumulo de radicais livres. O produto podera contribuir diretamente na
formagdo de odcitos mais competentes e consequentemente em embrides de
qualidade superior. Essa inovagao representa uma oportunidade no mercado,
capaz de aumentar a eficiéncia e a lucratividade do setor de reprodugao animal,
visto que essa area se encontra em expanséo continua e tem o Brasil como o
maior produtor mundial de embrides bovinos in vitro.

5. CONCLUSOES

Considerando as complexidades e desafios relacionados a MIV, o 4-PSQ
se demonstrou um potencial candidato como suplementagdo e aplicagdo na
biotecnologia da reproducéo animal. Pois ele conseguiu demonstrar seu possivel
envolvimento na resposta antioxidante do ambiente de cultivo devido ao aumento
da expressao do gene GPX nas células do cumulus e ndo demonstrou evidéncia
de citotoxicidade. Logo, serdo necessarios mais estudos com um numero maior
de amostras e em outras espécies para investigar sua seguranga, mecanismos de
acao e viabilidade comercial. A continuidade da pesquisa juntamente com
parcerias de empresas no setor possibilitara a sua validagdo e sua eventual
transferéncia para o mercado como um futuro produto para a reprodug¢ao animal.
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