UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CAMPUS DE SOBRAL
PROGRAMA DE POS - GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA - PPGB

ERLANDIA MARCIA VASCONCELOS

AVALIACAO DOS EFEITOS DO EUGENOL E DO OLEO ESSENCIAL DE
Ocimum gratissimum DURANTE O CULTIVO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-
ANTRAIS BOVINOS

SOBRAL-CE
2020



ERLANDIA MARCIA VASCONCELOS

AVALIACAO DOS EFEITOS DO EUGENOL E DO OLEO ESSENCIAL DE Ocimum
gratissimum DURANTE O CULTIVO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS
BOVINOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Biotecnologia da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em Biotecnologia.
Area de concentracio: Biotecnologia. Linha de
Pesquisa: Analises Integrativas de Sistemas
Biolégicos.  Area  temitica: Fisiologia
Reprodutiva.

Orientador: Prof. Dr. José Roberto Viana Silva

SOBRAL-CE
2020



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Biblioteca Universitéria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

V45a Vasconcelos, Erlandia Marcia.
Avaliacgdo dos efeitos do Eugenol e do 6leo essencial de Ocimum gratissimum durante o cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais bovinos / Erlandia Mércia Vasconcelos. — 2020.
99 f. : il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Campus de Sobral, Programa de P6s-Graduagéo
em Biotecnologia, Sobral, 2020.
Orientagdo: Prof. Dr. José Roberto Viana Silva.

1. Foliculo. 2. cultivo in vitro. 3. Estresse oxidativo. 4. Antioxidante. 5. Ocimum gratissimum. I. Titulo.
CDD 660.6




ERLANDIA MARCIA VASCONCELOS

AVALIACAO DOS EFEITOS DO EUGENOL E DO OLEO ESSENCIAL DE Ocimum
gratissimum DURANTE O CULTIVO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS
BOVINOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Mestre em Biotecnologia.
Area de concentragio: Biotecnologia. Linha de
Pesquisa: Anadlises Integrativas de Sistemas
Biolégicos.  Area  temdtica:  Fisiologia
Reprodutiva.
Aprovada em: 07/02/2020.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. José Roberto Viana Silva (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Geovany Amorim Gomes
Universidade Estadual do Vale do Acarati (UVA)

Prof. Dr. Anderson Weiny Barbalho Silva
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dra Ana Liza Paz Souza Batista
Universidade Federal do Ceara (UFC)



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por guiar minha vida e me ajudar a tomar as melho
decisdes, para que eu pudesse continuar a trilhar os caminhos que escolhi.

Ao IFCE — Campus Acarau por me fornecer uma excelente formagdo e incentivo dos
professores para que eu chegasse até aqui.

A Universidade Federal do Ceara —UFC, ao Laboratério de Biotecnologia Reprodutiva
(LABIREP) e ao Nucleo de Biotecnologia de Sobral (NUBIS), pelo espago e oportunidade.

Ao Prof. Dr. José Roberto Viana Silva, pela oportunidade de ingressar no grupo de
pesquisa, pela confianga e ensinamentos.

Aos professores Anderson Weiny e Ana Liza por toda a ajuda, incentivo e ensinamentos
durantes esses dois anos de convivéncia.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio
financeiro com a manuteng¢do da bolsa de mestrado.

Ao meu esposo Micael Silveira por todo o incentivo e apoio durante essa ardua
caminhada.

A minha familia por sempre me apoiarem e estarem presentes em todos 0s momentos
da minha vida.

Aos meus queridos amigos que o mestrado me proporcionou, Venancia, Pedro, Igo,
Francisco, Lais e Bianca por sempre estarem disponiveis e dispostos a ajudar. Por todas as vezes
em que foram amigos e familia durante os momentos bons e ruins da pds-graduacao.

A toda a equipe LABIREP-UFC e a todos que colaboraram e participaram direta ou

indiretamente deste trabalho. Muito obrigada!



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes concentracdes do Eugenol e do
6leo essencial de Ocimum gratissimum sobre o crescimento, viabilidade, morfologia, formagao
de antro e expressao de mRNA para SOD, CAT, GPXI, e PRDX6 em foliculos secundarios
bovinos cultivados in vitro. Os ovarios bovinos foram coletados em abatedouro local, em
condi¢des assépticas. No laboratério, os foliculos foram isolados do coértex ovariano e
cultivados em gotas de TCM-199+ sozinho ou suplementado com diferentes concentragdes do
6leo essencial de O. gratissimum (0,125%, 0,25% e 0,5%) e Eugenol (0,5, 5 e 50 uM). A troca
do meio de cultivo foi feita a cada 2 dias e o registro fotografico dos foliculos foi feito nos dias
0, 6, 12 e 18, sendo observado a taxa de crescimento e formacdo de antro. Ao final do cultivo,
os foliculos foram submetidos a andlise de viabilidade utilizando calceina e etidio homodimero.
Os foliculos foram utilizados para quantificar os niveis de RNA mensageiros para SOD, CAT,
GPX1 e PRDX6. Os dados referentes ao crescimento folicular foram submetidos a ANOVA,
seguido do teste T. Para a andlise da viabilidade folicular e formacdo de antro foi utilizado o
teste Qui-quadrado (p< 0,05). Os dados de expressdo de RNA mensageiros foram analisados
utilizando o teste de Kruskal-Wallis ndo paramétrico (p < 0,05). Os resultados mostraram que
os foliculos secunddrios cultivados na presenca do Oleo essencial de O. gratissiumum
mantiveram morfologia, viabilidade e crescimento. A presenga de 0,5% ou 0,25% de 6leo
essencial no meio de cultura aumentou significativamente os niveis de mRNAs para PRDX6 e
CAT. Foliculos secundérios cultivados com Eugenol mantiveram morfologia e viabilidade
semelhantes ao grupo controle. Um aumento progressivo no diametro folicular foi observado
entre os dias 0 e 12 em todos os tratamentos, exceto nos foliculos cultivados com Eugenol 50
uM. 5,0 e 50 uM Eugenol aumentaram os niveis de mRNA para PRDX6 nos foliculos, mas 0,5
uM Eugenol reduziu os niveis de mRNA para SOD nos foliculos cultivados. Eugenol ndo
influenciou a expressao de mRNA para CAT e GPX1. Em conclusdo, o 6leo essencial de O.
gratissimum aumenta os niveis de mRNAs para PRDX6 e CAT em foliculos secundarios
bovinos cultivados por 18 dias e mantém viabilidade, morfologia e crescimento. Eugenol reduz
niveis de mRNAs para SOD e aumenta os niveis de PRDX6 em foliculos secundérios bovinos
os cultivados in vitro. O eugenol mantem a viabilidade e morfologia foliculares, mas reduz o

crescimento folicular quando em alta concentrac¢io (50 uM).

Palavaras-chave: Foliculos. Cultivo in vitro. Estresse oxidativo. Antioxidante. Ocimum

gratissimum.



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effects of different concentrations of Eugenol and the
essential oil of Ocimum gratissimum on growth, viability, morphology, antrum formation and
mRNA expression for SOD, CAT, GPXI, and PRDX6 in secondary bovine follicles grown in
vitro. Bovine ovaries were collected in a local slaughterhouse, under aseptic conditions. In the
laboratory, the secondary follicles were isolated from the ovarian cortex and cultured in TCM-
199 + drops alone or supplemented with different concentrations of the essential oil of Ocimum
gratissimum (0.125%, 0.25% and 0.5%) and Eugenol (5, 10 and 50 uM). The culture medium
was changed every 2 days and the photographic record of the follicles was done on days 0, 6,
12 and 18, with growth rate and antrum formation being observed. At the end of the cultivation
period, the follicles were subjected to viability analysis using calcein (viable) and homodimer
ethidium (non-viable). In addition, follicles were used to quantify messenger RNA levels for
SOD, CAT, GPX1 and PRDX6. The data on follicular growth were submitted to ANOVA,
followed by the T test. For the analysis of follicular viability and antrum formation, the Chi-
square test was used (p <0.05). The messenger RNA expression data were analyzed using the
nonparametric Kruskal-Wallis test (p <0.05). The results showed that the secondary follicles
grown in the presence of the essential oil of O. gratissiumum maintained morphology, viability
and growth. In addition, the presence of 0.5% or 0.25% essential oil in the culture medium
significantly increased the levels of mRNAs for PRDX6 and CAT. Secondary follicles grown
with Eugenol maintained similar morphology and viability to the control group. A progressive
increase in follicular diameter was observed between days 0 and 12 in all treatments, except for
follicles grown with 50 pM Eugenol. 5.0 and 50.0 uM Eugenol increased mRNA levels for
PRDXG6 in follicles, but 0.5 uM Eugenol reduced mRNA levels for SOD in cultured follicles.
Eugenol did not influence mRNA expression for CAT and GPX1. In conclusion, O.
gratissimum essential oil increases the levels of mRNAs for PRDX6 and CAT in secondary
bovine follicles grown in vitro for 18 days and maintains their viability, morphology and
growth. Eugenol reduces the levels of mRNAs for SOD and increases the levels of PRDX6 in
bovine secondary follicles grown in vitro. Eugenol maintains follicular viability and

morphology, but reduces follicular growth when in high concentration (50 uM).

Keyword: Follicles. In vitro culture. Oxidative stress. Antioxidant. Ocimum gratissimum.
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1. INTRODUCAO

Nos udltimos anos, o aumento da eficiéncia reprodutiva de animais de alto valor
genético vem sendo propiciado em parte pelo desenvolvimento e melhoramento das biotécnicas
da reproducao animal (RIBEIRO, 2016). Dentre essas biotécnicas, pode-se citar a produgdo in
vitro de embrides (PIVE), a inseminacao artificial (IA), a transferéncia de embrides (TE) e a
manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) (ANTONINO
et al., 2017). O cultivo de foliculos ovarianos é uma etapa da biotécnica de MOIFOPA e visa
promover o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais, bem como possibilitar estudos in vitro
do efeito de diversas substancias sobre o desenvolvimento folicular (PLAZAS, 2015).

Para bovinos e outras espécies domésticas, o desenvolvimento de sistemas de cultivo
capazes de suportar o crescimento de foliculos pré-antrais até a maturagdo e posterior
fertilizagcdo do odcito, objetiva fornecer um maior nimero de odcitos para a produgdo in vitro
de embrides, possibilitando o aumento no nimero de descendentes nascidos por animal
(ARAUJO, 2014). Avancos nos estudos sobre a foliculogénese inicial em bovinos podem
favorecer o melhoramento genético, conservacao da espécie e ainda aumentar a disponibilidade
de informacOes relevantes que possam ser aplicadas também a reprodug¢do humana
(ANTONINO et al., 2017). No entanto, o cultivo de foliculos ovarianos representa um desafio,
uma vez que a maioria destes tornam-se gradualmente atrésicos durante a fase de cultivo in
vitro, necessitando, portanto, de sistemas eficientes de cultivo que promovam o crescimento e
minimizem a perda folicular (ARAUJ 0O, 2014; BECK et al., 2018).

A eficiéncia do cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais pode ser
influenciada, entre outros fatores, pela exposicio as espécies reativas do oxigénio (EROs) que
podem ser aumentadas em condi¢Oes in vitro. Isso pode ocasionar danos mitocondriais,
peroxidacdo lipidica e comprometimento da integridade celular, resultando assim, em
diminui¢do da qualidade oocitéria e dos embrides produzidos. Desse modo, os meios de cultivo
necessitam ser suplementados com antioxidantes que possam prevenir ou minimizar os danos
provocados pelo estresse oxidativo (EO) (KASHKA; ZAVAREHI; LASHKARBOLOUKI,
2016; LINS et al., 2017). Para isso, selénio, acido ascérbico e transferrina tém sido utilizados
frequentemente nos meios de cultivo com esta fungdo (SANTOS et al., 2014). No entanto,
fontes alternativas de componentes para os meios de cultivo, a exemplo dos extratos vegetais
utilizadas na medicina natural, apresentam elevado potencial como suplementos para os meios
de cultivo, principalmente devido as suas propriedades antioxidantes (GOUVEIA et al., 2016;
TAG et al., 2015).
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A suplementacdo do meio de cultivo de foliculos ovarianos com rutina (vitamina
P), como tnico antioxidante, auxiliou na manutencdo da viabilidade folicular (LINS et al.,
2017). Além disso, Rocha (2017) demonstrou que o uso de resveratrol como antioxidante
durante procedimento de criopreservacdo de tecido ovariano favoreceu a manutencdo da
viabilidade tecidual e diminuiu os niveis de EROs durante vitrificagdo. Entre os componentes
obtidos de plantas utilizadas na medicina tradicional com capacidade antioxidante, merece
destaque os Oleos essenciais das espécies do género Ocimum. O 6leo essencial de Ocimum
gratissimum possui uma grande variedade de componentes fitoquimicos, responsdveis por suas
diversas caracteristicas fisioldgicas, incluindo atividade anti-inflamatoria, antimicotoxigénica
e antioxidante. Entre os componentes presentes nesse 6leo, estdo compostos voldteis como
eugenol e timol (BHAVANI et al., 2019). O estudo de Joshi (2013) mostrou alta atividade
antioxidante do 6leo essencial de O. gratissimum, efeito atribuido ao alto teor de eugenol (>
75%) presente no 6leo. Além disso, atividades antioxidantes de O. gratissimum também foram
relatadas por Bhatt et al., (2019) e Prakash et al., (2010).

Para um maior esclarecimento da importincia deste trabalho, a seguir serdo
discutidos aspectos relacionados a: (1) ovario bovino e dinAmica da formacao e crescimento
folicular, (2) cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, (3) formacao e acdo de radicais livres, (4)
mecanismos de acdo dos agentes antioxidantes, (5) 6leos essenciais como fontes de compostos
antioxidantes, (6) influéncia das EROs no cultivo in vitro de foliculos ovarianos, (7) Atividade
antioxidante do 6leo essencial de Ocimum gratissimum e (8) Caracterizagdo quimica e atividade

antioxidante do Eugenol.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Ovdrio bovino e dindmica da formagdo e crescimento folicular

O oviério mamifero (Figura 1) é caracterizado por possuir duas regides principais,
denominadas regido cortical e medular. A regido medular € rica em vasos sanguineos que sao
necessdrios para a suplementacdo do 6rgdo. A regido cortical, por sua vez, é caracterizada por
abrigar os foliculos ovarianos nos seus diferentes estdgios de desenvolvimento. Duas fungdes
importantes sdo atribuidas ao ovario mamifero: a producdo de células germinativas (odcitos),
as quais sdo responsaveis pela continuacdo da espécie, e a geracdo de produtos bioativos,
principalmente esteroides e fatores de crescimento, essenciais para o funcionamento ovariano,
controle da regulacio do eixo hipotdlamo-pituitdrio-ovariano, bem como para o
desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias (EDSON; NAGARAJA; MATZUK,
2009). Nos ovdrios, estio presentes milhares de odcitos, inclusos em sua maioria (cerca de 90%)
em foliculos pré-antrais que podem ser diferenciados entre si pelo nimero de células somaticas

que os circundam (FIGUEIREDO et al., 2007a).

Figura 1: Esquema ilustrativo do ovario mamifero e suas principais estruturas.

Tanica Epitélio Foliculos Foliculos em
albuginea germinativo primordiais crescimento
Foliculo
- pré-ovulatorio
Veias e
artérias

legido
edular

egido
ortical

Foliculos em Corpo Corpo
crescimento  ajbicans lateo

Fonte: Junqueira; Carneiro (2013).
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A funcdo ovariana esta associada a um rigoroso controle de hormonios e fatores de
crescimento (SPITSCHAK; HOEFLICH, 2018). O horménio foliculo-estimulante (FSH) e
luteinizante (LH) possuem papeis essenciais para a fun¢do ovariana, e seus niveis sofrem
variacdo ao longo de todo o ciclo estral (SIRARD, 2016). Os hormonios hipofisarios controlam
a maioria das fungdes ovarianas. O FSH age estimulando o crescimento folicular e a produgdo
de estrogeno pelas células da granulosa. O LH por sua vez, € responsdvel por induzir a ovulagao.
Além disso, apds a ovulagdo do odcito, o LH atua transformando a camada de células da
granuulosa e da teca interna no corpo liteo, uma glandula enddcrina responsével pela secre¢ao
de progesterona, que auxilia na manutencdo da gravidez. O estrégeno e a progesterona,
produzidos no ovario, atuam no hipotdlamo e podem estimular ou inibir a secre¢do do hormonio
liberador de gonadotropina (GnRH).

A foliculogénese envolve o processo de formacgdo, crescimento e maturacao
folicular, iniciando ainda na vida fetal (Figura 2). Seu inicio é caracterizado pela produgdo de
foliculos primordiais, que durante o desenvolvimento passam pelos estigios de foliculos
primdrios, secundarios, tercidrios e finalmente chegam ao estigio pré-ovulatorio, fase que
termina com a ovulagdo do o6cito maduro (ADONA et al., 2012; SAUMANDE, 1981). Dessa
forma, os foliculos ovarianos sdo caracterizados como complexos em fases transitorias
possuindo um odcito circundado por células somadticas (células da granulosa e tecais) e sdo

responséveis por determinar o ciclo reprodutivo (SPITSCHAK; HOEFLICH, 2018).

Figura 2: Visdo geral da foliculogénese. A representagdo esquemdtica ilustra as diferentes classes do
desenvolvimento folicular, incluindo foliculos pré-antrais: primordiais, primarios e secunddrios, e foliculo antral:
pré-ovulatério.

Estagio antral

Estagio pré-antral

Fonte: Green; Shikanov (2016).

O processo de formagao folicular tem inicio no periodo fetal na maioria das espécies

de mamiferos, incluindo primatas e ruminantes e ocorre em paralelo ao processo de oogénese
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(KNIGHT; GLISTER, 2001). Ao final do primeiro més de desenvolvimento embriondrio em
mamiferos, as células germinativas primordiais (CGP) migram do saco vitelino até os
primérdios gonadais, onde comegam a se desenvolver as gonadas. Nas gonadas, essas células
se dividem, se transformando em oogdnias. Essa divisdo € bastante intensa, existindo no
segundo més de vida intrauterina, aproximadamente 600 mil oogdnias e, por volta do quinto
més, mais de 7 milhdes. No terceiro més, as oogonias entram no estagio de profase da primeira
divisdo meidtica, no entanto, param na fase de dipléteno e ndo progridem para as fases
seguintes, da meiose. As células na fase de dipldteno, constituem os odcitos que sdo envolvidos
por uma camada de células da granulosa achatadas (foliculos primordiais) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). Na puberdade, devido a libera¢do do pico pré-ovulatério de FSH e LH,
ocorre uma progressao da divisdo meidtica, com isso, sdo formados os odcitos secundarios e
ocorre outra parada na fase de metafase II. Apds a fecundacao do odcito pelo espermatozoide a
meiose € retomada novamente e a partir disso, origina-se o odcito hapléide fecundado,
chegando ao final da oogénese (FIGUEIREDO et al., 2008).

Em bovinos, a formacdo folicular também ocorre durante a vida fetal. Nessa
espécie, a primeira profase meidtica tem inicio entre os dias 75 e 80 de gestacdo. No estagio de
dipléteno da meiose, no periodo de 150 e 180 dias de gestacdo, os foliculos primordiais se
formam, e os odcitos presentes nesses foliculos permanecem quiescentes até serem ativados
para a fase de crescimento (MELLO et al., 2013).

A ativacdo folicular tem inicio quando ocorre a retomada da proliferacio de células
da granulosa. Os foliculos primordiais passam a apresentar estas células em formato cuboide,
dando origem aos foliculos em transicdo que sdo caracterizados pela presenca de células da
granulosa tanto em formato cubico, quanto achatado. Em seguida, passam para o estdgio de
foliculo primario, quando o odcito passa a ser circundado apenas por células em formato cubico.
Além de alteracdes no formato das células da granulosa, ocorre aumento no volume do
citoplasma e nicleo do odcito. Contudo, os mecanismos responsdaveis pela ativacdo e
crescimento folicular ainda permanecem como um campo de constante investigacao
(GOUGEON; BUSSO, 2000; HIRSHFIELD, 1991; MARTINS et al., 2008).

Durante a foliculogénese os foliculos passam a interagir com as células da
granulosa, essa interacdo tem inicio no estdgio de foliculo primdrio e € essencial para o
desenvolvimento folicular e oocitério, processos 0s quais sdo amplamente regulados por fatores
enddcrinos, pardcrinos e autdcrinos e, a comunicacdo bidirecional existente entre as células

somaticas e o 06cito € o que permite a formac¢do de um microambiente inico ao redor do odcito,
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que € essencial para o crescimento folicular e competéncia oocitidria (GREEN; SHIKANOV,
2016).

A partir do estdgio de foliculo primdrio, as células da granulosa sofrem intensa
multiplicacdo dando origem a mais uma camada de células e formando os foliculos secundérios.
Nos foliculos secundérios o 0o6cito encontra-se cercado por duas ou mais camadas de células da
granulosa cuboides, o nicleo do odcito passa a se posicionar de forma excéntrica e as organelas
celulares movem-se posicionando-se perifericamente. No decorrer do desenvolvimento
folicular a zona pelicida se torna espessa e visivel € com o crescimento dos foliculos
secunddrios e organizacao das células da granulosa, tem-se inicio a formacdo de uma cavidade
contendo liquido, denominada antro. Uma vez formada a cavidade antral, os foliculos sdao
denominados terciarios ou antrais (LUCCI et al., 2001; ROSSETTO et al., 2011). A maioria da
populacgao folicular, cerca de 90 a 95% s@o de foliculos pré-antrais, correspondendo ao maior
estoque de odcitos em ovdrios mamiferos (FIGUEIREDO et al., 2007a). Os foliculos pré-antrais
formam o pool de reserva de foliculos em estado quiescente. Apds passarem por ativacdo, ou
seja, sairem da fase de quiescéncia, passam por um processo sequencial de crescimento que é
regulado por diversos hormonios e fatores de crescimento (HICKEY et al., 2005). A maioria
destes foliculos, no entanto (99,9%) nao chega a fase pré-ovulatéria, morrendo por um processo
natural denominado atresia folicular (FIGUEIREDO et al., 2007a).

Alguns eventos acerca da foliculogénese na fase pré-antral permanecem ndo
elucidados, como os mecanismos envolvidos na inibi¢do ou ativacdo folicular e aqueles
envolvidos no controle do crescimento de foliculos primarios e secundarios (FIGUEIREDO et
al., 2007a). Trata-se de um processo extremamente complexo, sendo necessario a compreensao
dos fatores envolvidos na regulacdo do funcionamento celular, os quais possuem papel
fundamental no processo de reproducdo. O entendimento desses eventos permite aumentar a
reproducdo de animais domésticos, bem como desenvolver métodos diagndsticos para casos de
infertilidade, além do incremento de métodos contraceptivos mais eficientes e seguros (DE
CESARO, 2017).

Na espécie bovina o desenvolvimento dos foliculos antrais segue um padrdo
conhecido como onda de crescimento folicular, que possui trés diferentes fases. Na primeira
fase, conhecida como recrutamento, inicia-se o crescimento de varios foliculos sob o controle
das gonadotrofinas. A fase seguinte, de selecdo e dominancia é caracterizada pelo crescimento
de um foliculo em relagdo aos demais, tornando-se dominante. Durante essa fase o crescimento
folicular estd condicionado a presenga de FSH e LH. Além disso, o foliculo dominante é

responsavel pela producido de elevada quantidade de estrégeno. A terceira fase diz respeito a
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ovulagdo, que acontece em decorréncia do pico elevado de LH liberado pela hipéfise. Para que
a fase ovulatoria ocorra € necessdrio além do aumento nos niveis de estrégenos, a diminui¢ao
dos niveis de progesterona. Dessa forma, havendo a presenga de um corpo ldteo funcional, o
qual € responsavel pela producio de progesterona, ndo haverd ovulacdo. Apos a ovulacao, os
foliculos que ndo ovularem serdo mortos por atresia (OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO,
2014).

2.2 Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

Na maioria das espécies de mamiferos, incluindo bovinos, os foliculos ovarianos
podem ser isolados e cultivados in vitro (FIGUEIREDO et al., 2007b). O isolamento pode ser
feito através do método enzimatico ou mecanico. No método enzimatico, sao utilizadas enzimas
digestivas, como colagenase, tripsina e DNase, que digerem o estroma ovariano possibilitando
o isolamento de um elevado nimero de foliculos. No entanto, esse método pode ser danoso as
células da teca ou a membrana basal, o que pode comprometer a estrutura folicular. No método
mecanico sdo utilizados equipamentos como tesouras cirurgicas, tissue chopper, micro forceps
e agulhas dissecantes para isolamento dos foliculos contidos em fragmentos ovarianos, €, apesar
de o método mecanico resultar em menor nimero de foliculos isolados em relacdo ao método
enzimdtico, ele preserva melhor a estrutura das células da teca e da membrana basal
(ROSSETTO et al., 2011). Além disso, € possivel preservar também por esse método, os
receptores de superficie, bem como a interacio entre os diferentes compartimentos foliculares
(KURUVILLA, 2010).

Durante o cultivo in vitro, os foliculos passam pelos estidgios de crescimento e
maturagdo a fim de produzir odcitos maturos e competentes a fase de fertilizacao
(FIGUEIREDO et al., 2007b). Com isso, nos ultimos anos diversos estudos tém relatado
tentativas de produzir odcitos competentes cultivados in vitro a partir de foliculos pré-antrais
(SILVA; VAN DEN HURK; FIGUEIREDO, 2016), ¢ o desenvolvimento de técnicas de
Reprodugdo Assistida (TRAs) t€ém propiciado avangos no tratamento de infertilidade em
humanos, bem como na reproducio de animais de elevado valor genético (CASTRO, 2015).

Resultados promissores tém sido alcangados com o cultivo in vitro de fragmentos
de tecido ovariano ricos em foliculos primordiais, seguido de isolamento e cultivo de foliculos
secunddrios desenvolvidos in vitro, o que permitiu nascimento de ratos sauddveis apos
fertilizacdo in vitro (O'BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003). Além disso, o estudo de Yamashiro

et al. (2018) possibilitou a reconstitui¢do da foliculogénese in vitro em murinos, através da
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formacdo de células semelhantes as células germinativas primordiais de rato (MPGCLCs), a
partir de células tronco pluripotentes induzidas (miPSCs), resultando em descendentes férteis
nessa espécie.

Apesar dos resultados ja alcancados em murinos, em que a produgdo in vitro de
odcitos competentes a fase de fertilizacdo in vitro atingiu resultados satisfatorios, o nimero de
embrides produzidos apds o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais de animais de maior porte,
como a espécie bovina por exemplo, ainda € baixo. Esses resultados podem ser atribuidos aos
complexos mecanismos moleculares que ocorrem durante as fases de crescimento e
diferenciagdo do odcito e que incluem diversos hormonios e fatores de crescimento (BARBONI
et al., 2011; SILVA; VAN DEN HURK; FIGUEIREDO, 2016). A disparidade de resultados
obtidos na producio in vitro de embrides de murinos em relagdo as outras espécies pode estar
relacionada as diferencgas no tempo necessdrio para a foliculogénese, que em murinos dura cerca
de 21 dias (LUSSIER; MATTON; DUFOUR, 1987; SILVA et al., 2015). Em bovinos e ovinos,
no entanto, esse periodo dura em média quatro a seis meses (CAMPBELL et al., 2003;
HUNTER et al., 2004).

Gupta et al. (2008) relatou a produg@o de embrides de bufalos a partir de foliculos
secundérios cultivados in vitro por um periodo de 100 dias, propondo a necessidade de um
periodo mais extenso durante a fase de cultivo in vitro de foliculos secundarios. Na espécie
ovina também foi registrado producgao in vitro de embrides a partir de foliculos secundérios
(ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010). Contudo, apesar dos
resultados supracitados, o nimero de embrides formados a partir de foliculos pré-antrais
cultivados in vitro é consideravelmente baixo nessas espécies (SILVA et al., 2015). Além disso,
em bovinos os resultados do cultivo de foliculos pré-antrais t€ém sido limitados apenas a
formacdo da cavidade antral (MCLAUGHLIN et al., 2010).

Diversos fatores como a procedéncia dos ovarios, suplementacio dos meios de
cultivo e sistema de cultivo adotado, influenciam no sucesso da foliculogénese in vitro (SILVA
et al., 2015). Em caprinos, o estudo de Aradjo ef al. (2010) mostrou que a suplementacao do
meio de cultivo com o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) melhorou a retomada
meidtica de odcitos inclusos em foliculos secunddrios cultivados in vitro. Silva et al. (2015)
relataram varios estudos que possibilitaram a produgdo de embrides caprinos com a adicdo de
diferentes fatores de crescimento aos meios de cultivo. Saraiva et al. (2010) produziu embrides
caprinos a partir de foliculos secunddrios cultivados por 18 dias em diferentes e crescentes
concentracdes de FSH, mostrando que a adicdo de concentragdes aumentadas de FSH (meio

sequencial) possui impacto significativo no desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais
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caprinos. Aratjo et al. (2016) mostraram que a presenca da Proteina Morfogénica Ossea BMP-
6 (1 ng/ml) no meio de cultivo influencia positivamente na formagao de antro em foliculos pré-
antrais de caprinos, bem como na expressao de mRNA para receptores de BMP-6 e suas
proteinas de sinalizacdo intracelular.

Em ovinos, Lima et al. (2013) mostraram que o cultivo de foliculos secundérios na
presenca de FSH adicionado ao meio de cultivo em intervalos de 24 horas promoveu a
manutencao da viabilidade, a ativagdo e crescimento folicular durante um periodo de 07 dias.
Além disso, os resultados promissores de estudos envolvendo o cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais nessa espécie tém contribuido de forma substancial para o incremento da produgdo in
vitro de embrides (PIV) em outras espécies, especialmente no que se refere aos sistemas de
cultivo in vitro (ROCHA et al., 2014). Dentre as contribui¢des, pode-se citar o co-cultivo de
embrides e células do oviduto, bem como a reducdo de tensdes de oxigénio (3-9%) durante o
cultivo in vitro de embrides ovinos, técnicas que foram posteriormente empregadas para a
producdo in vitro de embrides bovinos (BERNARDI, 2005).

No que diz respeito a espécie bovina, Cunha et al. (2017) mostrou que a presenga
da Proteina Morfogénica Ossea 4 (BMP-4) (100 ng BMP4 /mL) durante o cultivo dos foliculos
em fragmentos de tecido ovariano promoveu um aumento dos didmetros folicular e oocitario
de foliculos primadrios e secunddrios ap6s um periodo de 06 dias de cultivo in vitro, além de
promover a manutencao da viabilidade folicular. Silva et al. (2017a), mostraram que a adi¢do
do Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) (10 ng/mL) durante o cultivo in vitro de foliculos
ovarianos bovinos diminui a sobrevivéncia folicular e aumenta o nimero de células apoptéticas
no tecido do ovario ap6és 06 dias de cultivo. J4 a presenca de dexametasona (10 ng/mL) nos
meios de cultivo auxilia na manutencio da ultraestrutura dos foliculos nos tecidos cultivados.
Em estudo sobre os efeitos do tratamento in vivo com GnRH na expressdao de mRNA para o
sistema IL-1p em células da granulosa, Silva et al. (2017b) demostraram que o aumento de LH
estimula um aumento nos niveis de mRNA para IL-1RA em células da granulosa de foliculos
pré-ovulatérios nos tltimos estdgios da ovulagdo.

O sucesso da foliculogénese in vitro depende entre outros fatores, do adequado
emprego de técnicas de cultivo. Por esse motivo, o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais até
fases competentes a fertilizacao, estd diretamente relacionado a utilizacao de métodos eficientes
para o isolamento correto dos foliculos, evitando danos a estrutura e promovendo a
sobrevivéncia folicular. Além disso, para que os foliculos possam se desenvolver in vitro é
fundamental o desenvolvimento de sistemas de cultivo que promovam a manutencdo da

sobrevivéncia e suportem o crescimento dos odcitos presentes nos foliculos pré-antrais até a
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fase de completa maturagcdo. A execucdo correta das etapas supracitadas, pode potencializar a
reproducdo assistida de animais de alto valor genético fornecendo milhares de odcitos que
poderio ser utilizados na produgio in vitro de embrides e para as demais biotécnias reprodutivas
(ROSSETTO et al., 2011).

Em contraste com o que ocorre em animais de pequeno porte, em que o tamanho
pequeno dos ovdrios permite o cultivo do 6rgdo inteiro, em animais de grande porte o cultivo
de foliculos ovarinos pode ser feito em fragmentos do ovério (cultivo in sifu) ou de forma
isolada (ROSSETTO et al., 2011). O cultivo in situ apresenta como vantagem uma simulacao
das condig¢des in vivo, uma vez que o foliculo encontra-se em contato com as células do estroma
ovariano, da teca e da granulosa e pode manter a forma tridimensional, condi¢do semelhante a
observada no ambiente natural (ARA(JJ O et al.,, 2014). Contudo, apesar de os foliculos
primordiais presentes nesse sistema de cultivo apresentarem expressiva ativagdo, o numero de
foliculos que chegam ao estagio secundério € pequeno (FORTUNE, 2003).

O cultivo de foliculos isolados possibilita um acompanhamento do
desenvolvimento individual dos foliculos, além de permitir maior contato do meio de cultivo
contendo substincias de interesse com a estrutura folicular. O cultivo isolado pode ser feito de
duas formas: utilizando o modelo bidimensional (2D) ou tridimensional (3D). No cultivo 2D o
foliculo cresce diretamente sobre a placa de cultivo ou sobre uma monocamada de substrato,
que pode ser constituida por uma matriz extracelular ou componentes do estroma ovariano,
incluindo células da granulosa e fibroblastos. No modelo 3D, o cultivo folicular € feito
inserindo-se o foliculo dentro do substrato, comumente uma matriz de hidrogel (ARAUJO et
al., 2014).

Durante o cultivo no modelo bidimensional, os foliculos tendem a se aderir a placa
de cultivo, resultando numa mudanga de conformagao na estrutura tridimensional dos foliculos,
que ocorre devido a migracdo das células sométicas a partir do odcito. Esse fendmeno prejudica
a comunicagdo entre as células somdticas e o odcito, afetando o desenvolvimento folicular
(GREEN; SHIKANOV, 2016). O sistema 3D por sua vez, tem sido utilizado comumente para
o cultivo folicular por permitir a manuten¢do da morfologia tridimensional dos foliculos, bem
como as interacoes célula-célula e célula-matriz, importantes para a regulacdo do

desenvolvimento folicular (ARAUJO et al., 2014).
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2.3 Influéncia das EROs no cultivo de foliculos ovarianos e no desenvolvimento oocitdrio

O cultivo in vitro de foliculos ovarianos afeta as células de diversas maneiras, sendo
uma delas através do estresse oxidativo. Durante o cultivo de foliculos ovarianos in vitro,
fatores como a manipulacdo, auséncia de mecanismos fisioldgicos de protecdo das células e
aumento dos niveis de oxigénio no meio celular podem induzir danos causados pelo estresse
oxidativo. Foliculos cultivados in vitro apresentam capacidade menor de desenvolvimento
quando comparados aos cultivados in vivo. Isso, porque em condi¢des in vitro, os foliculos
podem ser expostos a concentracdes de oxigénio superiores as fisioldgicas (20%) (SA et al.,
2018). Esses danos incluem peroxidacdo dos lipidios de membrana, lesdes mitocondriais e
degeneracao celular, resultando em uma baixa producido de odcitos competentes para etapas
subsequentes, como a fertilizacdo in vitro. A produgdo de subprodutos da peroxidacdo lipidica
como o malondialdeido (MDA) pode ainda provocar reacdes destes com outros componentes
celulares incluindo proteinas e &4cidos nucléicos e levar a disfungdo celular (KASHKA;
ZAVAREH; LASHKARBOLOUK, 2016; HALLIWELL, 2014). Além disso, durante a
maturagdo in vitro (MIV), as EROs podem provocar efeitos como apoptose e bloqueio no
desenvolvimento embrionario (CHEN et al., 2017).

Durante o desenvolvimento folicular, as células da granulosa podem apresentar
crescimento anormal e perda da funcdo devido o estresse oxidativo, esses danos levam a
apoptose dessas células, e, por conseguinte, a atresia folicular, resultando em disfuncdo
oocitaria (ZHANG et al., 2016; LI et al., 2016; LEE et al., 2013). O estresse oxidativo nos
meios de cultivo pode ser provocado pela geracdo excessiva de EROs e pela diminui¢do da
defesa antioxidante das células, que ocorre entre outros fatores, pela auséncia de componentes
antioxidantes como o a-tocoferol (Vitamina E) e o ascorbato (Vitamina C) obtidos na
alimentacdo (HALLIWELL, 2014).

As EROs estimulam o dano celular e as mitocondrias sdo as primeiras organelas a
sofrerem degeneragdo, visto serem o local onde sdo produzidos os radicais de oxigénio. Assim,
o dano provocado as mitocOndrias pelas EROs leva a degeneracdo das células da granulosa e a
uma diminui¢do na qualidade do foliculo ovariano (SHI et al., 2016).

Estudos demonstraram que a apoptose induzida pelo estresse oxidativo em células da
granulosa resulta na reducdo dos niveis de estradiol e em atresia folicular (GHATEBI et al.,
2019). Foi observado que o estresse oxidativo € capaz de interromper a comunicacdo entre
oocitos e células da granulosa promovendo uma diminui¢do da qualidade dos odcitos

(CHAUBE; SHRIVASTAV; PRASAD, 2014). Evidéncias apontam ainda que as EROs sdo
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capazes de induzir vérias vias de apoptose mitocondrial através da ativacdo de receptores de
morte localizados nas membranas celulares, ocorrendo assim, a inducdo da proteina quinase
ativadora de mitégenos e da via das caspases (CHANDRA; SAMALI; ORRENIUS, 2000).

As células apresentam diversos mecanismos de defesa em resposta ao estresse
oxidativo. Tem-se proposto que elas podem, inclusive, responder transcricionalmente através
da ativacdo do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nfr2) (Figura 3), uma vez que
essa via desempenha papel central na indugdo da expressdo de genes de enzimas antioxidantes
(SOHEL et al., 2017). Essa resposta transcricional pode ser mediada por exossomos, vesiculas
extracelulares multifuncionais que atuam na regulacdo das funcdes biolégicas. Em condi¢des
de estresse oxidativo, essas vesiculas sdo liberadas e exercem uma sinalizagdo para células
receptoras, que alteram seus mecanismos de defesa e evitam a morte celular. Durante a
foliculogénese em bovinos foi demostrado que os exossomos sdo importantes, pois participam
da comunicagdo bidirecional entre as células da granulosa e o odcito, protegendo as células em
condic¢des de estresse oxidativo (SAEED- ZIDANE, et al., 2017).

Em condi¢des homeostéticas, (Nrf2) encontra-se no citoplasma das células ligado
a duas proteinas Keapl (Kelch-like ECH-associated Protein 1) conhecidas ainda como
inibidores naturais do Nrf2 (iNrf2), que funcionam como intermedidrias para a promocao da
ligacdo do complexo Cul3-Rbx1 (E3-ubiquitin ligase complex/Ring box protein 1) responsavel
pela ubiquitinacdo do Nrf2. Quando formado o complexo, Nfr2 permanece inativo e possui
tempo de meia vida de cerca de 20 minutos no citoplasma, sendo degradado via proteossoma
26S (MIMURA; ITOH, 2015; SAEED-ZIDANE et al., 2017). No entanto, em situacdes de
estresse como a exposicao a altas taxas de EROs, residuos reativos de cisteina sdo oxidados em
Keapl, promovendo modificacdes na conformacdo de Keap1 e, por conseguinte, a liberagao do
Nrf2. Uma vez livres, as moléculas de Nrf2 posicionam-se no nucleo celular associando-se as
proteinas sMaf (small musculoaponeurotic fibrosarcoma). Esse complexo liga-se entdo ao
elemento de resposta antioxidante (ARE) ou ao elemento de resposta eletrofilica (EpRE),
situados na regido promotora dos genes alvos. Dessa forma, o complexo Nrf2/sMaf, ao se ligar
em ARE ou EpRE, promove o inicio do processo de transcri¢do dos genes, entre eles aqueles
relacionados a defesa antioxidante, incluindo peroxiredoxina-1(PRDXT1), catalase (CAT),
superdxido dismutases (SODs) e tioredoxina-1 (TXN) (SOHEL et al., 2017; NITURE;
KHATRI; JAISWAL, 2014).
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Figura 3 — Representacio esquematica da via de sinalizacdo Nrf2/Keapl. Em condi¢des de homeostase o Nrf2
permanece no citoplasma ligado a duas moléculas de Keapl. A associacdo com Keapl possibilita a formacdo do
complexo com Cul3-Rbx1, marcando o Nrf2 para degradacdo via proteossoma 26S. Em resposta a estimulos
estressores: A) cisteinas reativas em Keap! sdo oxidadas e as B) proteinas quinases fosforilam diretamente o Nrf2.
As duas formas de ativag@o interrompem o efeito inibitério de Keapl e permitem que o Nrf2 fique livre para migrar
para o niucleo celular e se ligar com sMaf e ARE/EpRE, promovendo a transcricdo de diversos genes, incluindo
aqueles envolvidos na defesa antioxidante.

Condigoes Basais Ativacao do Nrf2
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Fonte: Hahn et al. (2017).

O mecanismo primdrio responsdvel pelo declinio da qualidade dos odcitos em fungdo
daidade € a acumulacao de danos as mitocondrias provocados por espécies reativas de oxigénio
e que sdo produzidas pelas proprias mitocondrias durante o metabolismo biolégico didrio
(BENTOV et al., 2011). Assim, distdrbios na fun¢cdo mitocondrial e outros fatores como o
estresse do reticulo endoplasmatico e reducdo da capacidade antioxidante podem estar
envolvidos na progressdo do envelhecimento oocitario (ZHANG et al., 2019). Durante a
maturacao in vitrro (MIV), as EROs podem provocar efeitos como apoptose € bloqueio no
desenvolvimento embrionario (CHEN et al., 2017).

Em condi¢cdes normais, as espécies reativas de oxigénio desempenham fungdes
essenciais para o desenvolvimento do odcito e para o processo de ovulacdo. Seguido a etapa de
maturacao folicular, que € mediada por FSH, ocorre um aumento repentino de LH estimulando
os receptores de LH em células da granulosa e do ctimulus, isso resulta na geracdo de EROs e

na diminui¢do das defesas antioxidantes. Essa resposta é fundamental para a inducdo da
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apoptose em células da granulosa e consequentemente para o rompimento da parede folicular,
permitindo a liberac@o do odcito durante a ovulacdo (RIZZO et al., 2012; PANDEY; CHAUBE,
2014). As EROs também tém sido associadas a papéis importantes no recomec¢o da meiose por
meio da ativac¢do do fator promotor da maturagao (MPF) (TRIPATHI et al., 2009; PANDEY;
CHAUBE, 2014).

Evidéncias apontam que as EROs influenciam, de acordo com seus niveis, a fisiologia
dos odcitos, controlando a retomada e a parada do ciclo celular meidtico e a morte celular.
Niveis moderados de EROs, desencadeiam a retomada meidtica do odcito da fase de dipléteno,
bem como a parada em M-II, e a suplementacdo do meio com antioxidantes inibe a retomada
espontanea sob condicdes de cultivo in vitro (CHAUDHARY et al., 2019). Assim, o estresse
oxidativo pode provocar morte celular e dificultar a maturacdo nuclear e citoplasmética em
oocitos (WHITAKER; KNIGHT, 2008). Estudos mostraram que o per6xido de hidrogénio
(H2032) possui duplo efeito durante o desenvolvimento oocitdrio € embriondrio. Em ratos, a
exposicao a baixas concentragdes de H20O: € capaz de induzir ao recomec¢o da meiose em odcitos
imaturos cultivados in vitro. Em contrapartida, concentragdes mais elevadas de (H202) induzem
a parada do ciclo celular e apoptose em odcitos e embrides de ratos (TRIPATHI et al., 2009).

Os odcitos produzem EROs continuamente durante o seu crescimento e
desenvolvimento, no entanto, o processo de maturacao in vitro (MIV) aumenta a produgdo de
EROs devido ao manejo, exposicao a maiores taxas de oxigénio, luz e outros fatores (ZHANG
et al., 2019). E, apesar de as EROs serem um produto normal do metabolismo celular, o seu
excesso provoca danos ao DNA, disfuncdo mitocondrial e modificacdo da oxidacido de
proteinas, isso resulta em baixa qualidade de odcitos e bloqueio do seu potencial de

desenvolvimento (TAMURA et al., 2008; RAJANI et al., 2012).

2.4 Formacgdo e acdo de radicais livres

Espécies reativas sdo formas moleculares caracterizadas pela perda de um ou mais
elétrons em sua dltima camada eletronica, razdo pela qual possuem alta reatividade. Essas
moléculas englobam espécies radicalares e ndo radicalares do oxigénio e do nitrogénio,
conhecidas como espécies reativas do oxigénio (ERO) e espécies reativas do nitrogénio (ERN),
que podem ser obtidas do meio ambiente ou produzidas endogenamente no organismo (Figura

4). O desequilibrio entre a producgdo e eliminagdo dessas espécies resulta no estresse oxidativo,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6587974/#ref-46
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31

podendo comprometer biomoléculas como proteinas, DNA, RNA e componentes das

membranas celulares (FILIPOVIC et al., 2015; BARREIROS et al., 2006).

Figura 4: Representacio esquemdtica de uma molécula de estavel, com elétrons associados em pares e um radical
livre, contendo um elétron desemparelhado na camada de valéncia.

Nucleo

Elétron |
[

Orbita circular Elétron desemparelhado

Molécula Estavel Radical Livre

Fonte: Mattos (2019).

As espécies reativas do oxigénio (ROS) surgem como produto da oxidacdo, reacdo
fundamental para o metabolismo celular aerébico e entre os danos mais agressivos ocasionados
por essas espécies pode-se citar mutacdo na estrutura do DNA e oncogénese (ANGELL, 2011).
De maneira geral, a estrutura do DNA pode sofrer reestruturacdo devido danos causados a
cadeia pelos radicais livres e, por essa razao, as bases nitrogenadas podem parear-se em
posicoes alteradas. O acumulo de bases danificadas, pode assim, resultar em oncogénese. Em
enzimas, as alteracOes nos aminodcidos tendem a resultar em alteracdes de estrutura e
consequentemente da fun¢do enzimdtica. As membranas celulares também sdo alvos dessas
espécies reativas e a oxidagdo dos lipideos pode afetar o transporte seletivo nessas estruturas,
bem como levar ao seu rompimento, provocando morte celular (BARREIROS, 2006).

Entre as espécies reativas do oxigénio, destaca-se o oxigénio siglete ('O, forma
molecular do oxigénio (O2), mas altamente reativo. Além deste, radicais superoxidos ou anions
superdxidos (O2), Anion perdxido (02%), peréxido de hidrogénio (H202) e os radicais hidroxila
(OH) fazem parte deste grupo e sdo altamente prejudiciais as células em elevadas
concentracdoes (TORTORA et al., 2012).

Os radicais superdxidos ou anions superdxidos (O2™) sdo formados naturalmente
nos organismos que utilizam oxigénio como receptor final de elétrons durante a respiragdo
celular, sdo extremamente toxicos e produzem um efeito de reacdo em cadeia a medida em que

sequestram elétrons de moléculas vizinhas. Como mecanismo de neutralizacdo dos radicais
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superdxidos, os organismos produzem a enzima superoxido-dismutase (SOD), que converte o

oxigénio molecular em dgua e peréxido de hidrogénio:

O, "+0; "+2H" —» H)02+ 02

No entanto, o peroxido de hidrogénio (H202) produzido nessa reacdo, contém o
Anion peréxido (02%), também téxico, razdo pela qual outras enzimas neutralizantes dessas
moléculas, como a catalase, convertem o perdxido de hidrogénio em 4gua e oxigénio
(TORTORA et al., 2012):
2 HoO2 —» 2H20 + O2

O perdéxido de hidrogénio (H202) pode ser considerado um potencial agente
oxidante, visto que possui um tempo de meia vida longo, permitindo que sua permanéncia no
ambiente celular seja maior, podendo assim, chegar ao nicleo da célula e causar danos ao DNA
(SAEED-ZIDANE et al., 2017). Além disso, ele atravessa a membrana da célula devido a sua
propriedade apolar e no citoplasma € convertido em OH". Esse 4nion formado, em razdo da sua
reatividade pode provocar reacdes de oxido-reducdo e resultar em alteragdes nas células
(ROCHA, 2017). Outra espécie reativa, o radical hidroxila (OH)), e talvez a forma mais reativa
do oxigénio, € produzido no citoplasma celular e é altamente prejudicial as células (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012). A alta nocividade do OH' as células esta relacionada principalmente ao
tempo de meia vida muito curto dessa entidade quimica, fazendo com que a acdo dessa espécie
reativa ocorra de modo mais rdpido que acdo dos agentes antioxidantes (SAEED-ZIDANE et
al., 2017).

Apesar de toxicas, essas formas reativas de oxigénio fazem parte do maquinario de
defesa do organismo e estdo relacionadas com uma série de processos celulares importantes,
entre os quais estdo: producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas (BARREIROS et al., 2006). Durante
0 processo ovulatério, sdo importantes por facilitarem o rompimento folicular no momento da
ovulacdo. Quando ocorre o pico de LH antes da ovulacdo, células inflamatérias sao
direcionadas ao local da ruptura folicular, onde passam a produzir espécies reativas que irdo
provocar inflamagao no local e facilitar a liberacdo do odcito pronto para ser fertilizado
(SOHEL et al., 2017). No entanto, a producdo excessiva de radicais livres no organismo, como
resultado da deficiéncia do sistema antioxidante natural € responsdvel pelo efeito prejudicial

dessas espécies. Como resultado da producdo exacerbada de espécies reativas, ocorre
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peroxidacdo dos lipidios de membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as
enzimas, carboidratos e DNA, estando esses fendmenos associados a diversos quadros
patoldgicos, incluindo artrite, doencas do coracdo, cancer e AIDS (VASCONCELOS et al.,
2007).

Nesse contexto, os antioxidantes, sdo responsdveis por regular a acdo dos radicais
livres no organismo (RIBEIRO, 2016). Assim, nas tltimas décadas o estudo acerca dos efeitos
deletérios das espécies reativas estimulou o interesse € o uso dos antioxidantes como
ferramentas para prevencdo de diversas patologias ocasionadas pela acdo dos radicais livres

(FANG; YANG; WO, 2002).

2.5 Mecanismos de ac¢do dos agentes antioxidantes

Os antioxidantes abrangem diferentes classes de compostos € mecanismos de acao,
e tém por fun¢do interferir no processo de oxidacdo com a finalidade de inibir ou retardar o
dano oxidativo causado pelos radicais livres as biomoléculas, promovendo isso por meio da
inativacao ou estabilizacao desses radicais (Figura 5). Essa protecao ao estresse oxidativo pode
ser realizada por um sistema enzimdtico ou ndo enzimdtico (HALLIWELL; CLEMENT;
LONG, 2000).

O sistema enzimatico conta com a a¢do das enzimas superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidade (Se-Gpx), glutationa redutase (Gr), catalase e tiorredoxina redutase ('Txr).
SOD, Se-Gpx, Catalase e Gr atuam mantendo os niveis de EROs fisiologicamente adequados
ao funcionamento celular, enquanto Trx atua regulando os niveis de moléculas alvo oxidadas.
O sistema nao enzimético, por sua vez, conta com uma variedade de compostos que podem ser
adquiridos principalmente de fontes exdgenas, dentre os quais, os compostos lipofilicos e
hidrofilicos protegem os compartimentos polares e apolares do organismo. Entre as principais
classes de compostos com atividade antioxidante estdo: vitaminas (vitamina C e vitamina E),
carotendides (carotenos e xantofilas) e polifendis (flavonoides, flavondis, flavonas, flavanonas,
antocianinas, isoflavonas, 4cidos fendlicos, taninos, estilbenos e lignanas) (OROIAN;
ESCRICHE, 2015; SOUSA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2005).

Os antioxidantes produzem radicais ndo reativos e, portanto, ndo sao capazes de
propagar a reacdo em cadeia causada pelas espécies reativas. Os radicais ndo reativos podem
ser neutralizados através de reacdo com outro radical, produzindo desta forma, produtos

estaveis ou podem ainda sofrer reciclagem por outro antioxidante (SOUSA et al., 2007).
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Figura 5: Esquema ilustrativo da acdo de um antioxidante agindo na estabiliza¢do de um radical livre por meio da
doag¢do de um elétron.
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Fonte: Mattos (2019).

Apesar dos efeitos benéficos, o crescente uso de antioxidantes sintéticos utilizados
principalmente na industria alimenticia como hidroxitolueno butilato (BHT), hidroxilanisol
butilado (BHA), tém promovido discussdes acerca dos efeitos adversos provocados por essas
substancias, principalmente sobre o seu potencial carcinogénico. Com isso, o interesse na
utilizacdo de recursos naturais como fonte de antioxidantes ndo prejudiciais a saude, a exemplo
daqueles obtidos de extratos de plantas, resultou em diversos estudos sobre potencial
antioxidante de espécies vegetais (CALEJA et al., 2016; AQUINO et al., 2017).

Liu et al. (2015) afirmaram que extratos de plantas contendo elevada abundancia
de polifendis, a exemplo do extrato de alecrim e de folhas de bambu, foram considerados
aditivos alimentares mais seguros que o hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado
(BHT). Além disso, estudos utilizando a aplicagdo de antioxidantes de origem vegetal em
ensaios in vitro tétm mostrado a eficiéncia dessas substancias, como demostrou Rocha (2017)
por meio da utilizacdo do resveratrol como antioxidante durante vitrificagdo de tecido ovariano
bovino. Nesse estudo, o resveratrol possibilitou uma menor producdo de EROs e maior

viabilidade tecidual apds vitrificagdo.
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2.6 Papel das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPX1 e PRDX6

Mecanismos antioxidantes existem em todos os organismos, permitindo-os lidar com
ambientes oxidativos e ajudar as células a reparar os danos causados pela EROs. Entre as
principais enzimas que participam da defesa antioxidante do organismo estdao CAT, SOD,
GPX1 e PRDX6 (WANG et al., 2017).

SOD, CATe GPX sdo os trés antioxidantes enzimadticos mais comuns € atuam
desempenhando papéis criticos na remog¢do dos produtos nocivos de oxigénio produzidos pela
superéxido dismutase (FRIDOVICH, 1995). A glutationa (GSH) € considerada o principal
representante dos antioxidantes ndo enzimadticos presentes em odcitos e embrides (BEHRMAN
et al., 2001).

Existem trés diferentes tipos de superoxido dismutase que diferem entre si na natureza
do centro ativo do metal, composi¢cdo de aminodcidos, co-fatores e outras caracteristicas. As
diferentes isoformas de SOD sdo conhecidas como Zn-SOD, Mn-SOD mitocondrial e SOD
extracelular. A superoxido dismutase atua neutralizando os fons superoxido, passando por
sucessivos ciclos oxidativos e redutores de ions de metais de transicao em seu local ativo. Essa
enzima possui duas subunidades semelhantes e cada uma delas inclui como local ativo, um
aglomerado de metal dinuclear constituido por ions cobre e zinco, e catalisa especificamente a
dismutacao do anion superéxido para oxigénio e dgua (SHENG et al., 2014).

A catalase desempenha funcido importante no metabolismo de EROs e € encontrada de
forma predominante nos peroxissomos. Em odcitos foi verificado que a expressao de catalase
¢ baixa quando comparado as outras células foliculares (PARK et al., 2016; HARVEY et al.,
1995). Entre as funcdes desempenhadas pela CAT, sabe-se que caso haja inibicdo de CAT no
nucleo oocitdrio podem ocorrer defeitos cromossdmicos, como desalinhamento cromossomico,
podendo ainda ocorrer danos ao DNA. Durante a maturacio meidtica em odcitos de
camundongo, foi observado que a catalase protege o genoma de danos oxidativos (PARK et al.,
2016).

Quanto a peroxiredoxina 6 (Prdx6, 1-cys peroxiredoxin) sabe-se que se trata de um
membro exclusivo da familia das peroxiredoxinas, sendo a tnica peroxiredoxina que possui
capacidade de reduzir os hidroperéxidos fosfolipidicos por meio de sua atividade de glutationa
peroxidase (Gpx). Além de sua ji conhecida atividade de peroxidase, a Prdx6 também
desempenha atividade de fosfolipase Az independente de célcio e 4cido (aiPLA ») e atividades
de lisofosfatidilcolina acil transferase (LPCAT) em locais cataliticos separados. Estudos

demostraram que Prdx6 desempenha papéis cruciais no metabolismo dos fosfolipidios
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pulmonares, promovendo o reparo da peroxidagdo lipidica e na sinalizacdo inflamatdria
(AREVALO; VAZQUEZ-MEDINA, 2018).

No que diz respeito a Glutationa peroxidase, trata-se de uma enzima com funcdo
antioxidante, contendo selénio. Ela protege as células contra o estresse oxidativo, eliminando o
peréxido de hidrogénio e os hidroperéxidos organicos, que sdo equivalentes redutores do

NADPH por meio do sistema glutationa-glutationa redutase (FLOHE; TOPPO; COZZA, 2011).

2.7 Oleos essenciais como fontes de compostos antioxidantes

Os dleos essenciais sdo misturas de compostos volateis que podem ser obtidos a
partir de plantas. Sdo caracterizados por possuirem uma ampla variedade de compostos
bioativos, razdo pela qual tém atraido interesse no seu uso para diversas finalidades, incluindo
acdo antibacteriana, anticancerigena, anti-inflamatéria, antifingica e antioxidante
(CARNEIRO et al., 2017).

Os componentes quimicos desses 6leos volateis possuem natureza variada e podem
apresentar diferencas tanto entre espécies, quanto entre as partes de uma mesma planta
(MIRANDA et al., 2016). Os principais constituintes dos 6leos essenciais sdo terpenos e
fenilpropanoides, sendo que os primeiros, com base na diversidade de sua estrutura quimica,
podem ser classificados em vérios grupos como: monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos
(AKTHAR; DEGAGA, AZAM, 2014). Além disso, a presenca de outros metabdlitos
secundérios estd relacionada com o alto potencial antioxidante dos Oleos essenciais,
principalmente devido a presenca de compostos fendlicos e seus derivados, os quais estdo
intimamente relacionados com a eliminacao de radicais livres, especialmente devido a presenca
de grupos hidroxila nas suas estruturas, tornando-os potenciais agentes redutores através da
doacdo de hidrogénios (AQUINO et al., 2017; GHAFFARI et al.,, 2018). Os compostos
fendlicos englobam uma variedade de substancias, entre elas, os 4cidos fendlicos, que sdo
caracterizados por possuirem em sua estrutura um anel benzénico, um grupamento carboxilico
e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, responsaveis pelas suas
propriedades antioxidantes (SOARES, 2002).

Diante da diversidade de aplicabilidade desses compostos bioativos, diversos
estudos direcionados a andlise da atividade terapéutica de plantas utilizadas na medicina
natural, incluindo a investiga¢do do potencial terapéutico de extratos das espécies do género

ocimum tém sido realizados (MORAIS et al., 2006).
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O género ocimum pertence a familia Labiatae e possui cerca de 50 a 150 espécies
de arvores e arbustos, que sdo utilizadas amplamente na medicina natural. Nos 6leos esssenciais
dessas plantas, foram identificados diversos compostos fendlicos, incluindo flavonoides,
diterpenos fendlicos e 4cidos fendlicos, os quais apresentam elevado efeito antioxidante
(JAVANMARDI et al., 2003).

Entre as espécies do género Ocimum encontra-se o manjericao (Ocimum basilicum
L.), presente em regides tropicais e subtropicais do mundo (KHAKDAN et al., 2016). Andlises
demonstraram que os compostos fendlicos presentes no manjericdo sido responsdveis pela sua
acdo antioxidante e podem ser encontrados em 4cidos fendlicos, como o dcido rosmarinico, um
derivado do 4cido caféico (AGUIYI et al., 2000; MELO et al., 2006), que apresenta diversos
efeitos farmacoldgicos, incluindo acao antioxidante, antiviral e anti-inflamatéria (SWARUP et
al., 2007; MEHNI; SHARIFIFAR; ANSARI, 2012).

Arranz et al. (2015) demonstraram que o 6leo bruto de manjericio apresenta
elevado potencial para utilizacdo como um antioxidante natural em produtos alimenticios,
sensiveis a oxidagdo lipidica, ou mesmo alimentos organicos. Kapewangolo et al. (2015)
mostraram o potencial antioxidante e anti-inflamatdrio de Ocimum labiatum, encorajando o uso
desse componente como uma fonte suplementar as terapias anti-inflamatdrias e antioxidantes.
Além disso, Fathiazad et al. (2012) relataram em seu estudo que os efeitos cardioprotetores de
Ocimum podem estar correlacionados com os seus compostos antioxidantes.

A acdo antioxidante relatada para os 6leos essenciais de espécies do género ocimum
pode estar relacionada principalmente aos compostos quimicos presentes na sua composi¢ao,
entre os quais destacam-se o estragol, a-bergamoteno, linalol e eugenol (ARRANZ et al., 2015;
LI et al., 2017). Anand et al. (2016) foram capazes de detectar a presenca do Eugenol como
componente quimico em diversas espécies de Ocimum. No 6leo essencial de O. gratissimum
foi verificado que o eugenol € um dos principais componentes quimicos, sendo este,
normalmente encontrado como componente majoritario, e responsivel por diversas acdes
bioldgicas do 6leo essencial dessa espécie (PAULA-FREIRE et al., 2015). Em anélise dos
constituintes quimicos presentes no 6leo essencial de O. gratissimum, Barbosa et al. (2016)
registraram a presenca majoritaria do eugenol, seguido da presenca de 1,8-cineol, B-selineno e
E-cariofileno. Ainda nesta pesquisa, foi verificado que o 6leo essencial de Ocimum gratissimum
apresentou teor de eugenol de 47,03%, resultado semelhante ao observado no estudo de Vieira

e Simon (2000), em que o teor encontrado foi de 40 a 66%.
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2.8 Caracterizagdo quimica e atividade antioxidante do Eugenol

Evidéncias apontam que os antioxidantes naturais, possuindo pelo menos uma
estrutura fendlica em sua composi¢do, exercem funcdes importantes na prote¢ao dos tecidos
contra os danos provocados pelos radicais livres. O eugenol (4-alil-2 metoxifenol) (Figura 6),
faz parte desses compostos fendlicos de ocorréncia natural (NAGABABU et al., 2011), sendo
um fenol fenilpropandide aromdtico presente em diversos grupos vegetais, incluindo cravo-da-
india (Syzygium aromaticum, Myrtaceae) e manjericao (Ocimum basilicum, Lamiaceae). Os
fenilpropandides sdo compostos com um anel fenilico e uma cadeia lateral de propenilo
(ALVES et al., 2017).

A sintese bioldgica do eugenol ocorre a partir do aminoécido fenilalanina, através
da rota metabdlica dos fenilpropandides, pela via chiquinato, fenilalanina e dcido undmico
(SENANAYAKE, 1977). Esse composto possui duplo efeito em condi¢des de estresse
oxidativo, podendo agir como antioxidante ou pré-oxidante. Além disso, outras propriedades,
como sua a¢do anticancerigena, citotoxica e antitumoral ja foram registradas (BEZERRA et al.,

2017).

Figura 6 — Esquema ilustrativo da estrutura tridimensional e plana da molécula de Eugenol.
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Fonte: Linard (2008).

Os compostos ricos em grupos fendlicos sdo reconhecidos por exibirem
propriedades antioxidantes e eliminarem espécies de radicais livres através da doacdo de um
atomo de hidrogénio. Durante esse processo, o grupo fendlico antioxidante é convertido em
uma espécie de radical fenoxila considerado mais estdvel em razdo da deslocalizacdo de
elétrons em seus anéis de benzeno adjacentes ou dimerizacao. Dessa forma, o radical fenoxil €

considerado menos prejudicial e ndo apresenta reatividade com muitas moléculas de substrato.
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Por esse motivo, a propriedade antioxidante do grupo fendlico é dependente da facilidade com
que esse grupo pode perder elétrons durante a eliminacdo de um radical (NAGABABU et al.,

2011).

OH' + ROH — H20 + RO-
(OH = radical hidroxilo, ROH = composto fendlico).

Estudos mostraram que o Eugenol reduziu a oxidacdo proteica in vivo induzida por
LPS melhorando os efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes e evitando danos a estrutura
pulmonar de ratos (MAGALHAES et al., 2018). Além disso, ele foi capaz de inibir a
peroxidacao lipidica iniciada pelo radical -OH com valores de ICso de 10 uM e 14 uM. Foi
demonstrado ainda que a capacidade do eugenol em inibir espécies reativas é cerca de 5 vezes
maior que do a-tocoferol (NAGABABU; LAKSHMAIAH, 1992; NAGABABU;
LAKSHMAIAH, 1994). Slamenova et al., (2009) mostraram que o Eugenol apresentou
atividade antioxidante em células Hep-G2, Caco-2 e VHI10 derivadas de humanos nas
concentracgdes de 5, 10, 50 e 100 uM.

A andlise da atividade antioxidante de compostos relacionados quimicamente ao
Eugenol, demonstrou que esses compostos podem exercer atividade antioxidante e anti-
inflamatéria em células RAW264.7 estimuladas por LPS, agindo possivelmente pela inibicao
da ativacao do fator nuclear kappa B (Nf-B). Esses resultados mostram-se relevantes uma vez
que as condicdes de estresse oxidativo podem promover citotoxicidade, apoptose e atividade
inflamatéria nas células (MURAKAMI; KAWATA; FUJISAWA, 2017). Por ser uma
substancia lipofilica, o eugenol € rapidamente absorvido e tem a capacidade de penetrar as

membranas bioldgicas e atingir alvos intracelulares (LINARD, 2008).
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3. JUSTIFICATIVA

A biotecnologia reprodutiva continua tendo como alvo de estudo a expansdo da
disponibilidade de gametas femininos. Apesar dos avancos das biotécnicas de reprodugdo
assistida, o nimero de odcitos de foliculos pré-antrais aptos a maturacdo in vitro, ainda é
limitado, mesmo com um grande grupo de gametas presentes nos ovarios mamiferos e
potencialmente capazes de produzir nascidos vivos (BARBONI et al., 2011). Na espécie
bovina, a producdo de odcitos competentes a fase de fertilizacdo in vitro ainda € pequena,
principalmente devido a ndo elucidacio dos mecanismos moleculares envolvidos na
foliculogénese, sendo esta uma das principais questdes relacionadas a biologia ovariana
(ARAUJO et al., 2014; BARBONI et al., 2011; SILVA et al., 2016). Enquanto em outras
espécies tem sido relatada a produgdo de embrides apds cultivo in vitro, em bovinos, 0s
resultados obtidos t€m sido limitados a ativacdo de foliculos primordiais e formacdo de
foliculos antrais a partir de pré-antrais (secunddrios) (ARAUJO et al., 2014).

Diante disso, € de fundamental importincia o desenvolvimento de sistemas de
cultivo in vitro que sejam capazes de suportar o crescimento folicular, mantendo as interacdes
celulares necessdrias para o desenvolvimento de foliculos em espécies com crescimento
folicular prolongado, como em bovinos (ARAUJO et al., 2014; MCLAUGHLIN et al., 2010).
Outro desafio relacionado ao cultivo in vitro de foliculos ovarianos relaciona-se ao fato de que
as condicOes de cultivo in vitro podem favorecer o estresse oxidativo e diminuir a prote¢ao
antioxidante das células (LINS et al., 2017; AGARWAL et al., 2012). Por esse motivo, diversas
substancias com acao antioxidante t€m sido utilizadas nos meios de cultivo com a finalidade de
evitar a formagcao de EROs. Recentemente tem sido proposto a utiliza¢do de antioxidantes de
origem vegetal com essa finalidade (LINS et al., 2017).

Entre essas substincias destacam-se os Oleos essenciais, que entre suas diversas
atividades bioldgicas comprovadas, apresentam elevado potencial antioxidante (CARNEIRO
et al., 2017). Os extratos de espécies do género ocimum, incluindo seus 6leos essenciais tém
sido citados em diversos estudos como poderosos agentes bioativos. Hailong et al. (2016)
verificaram ac¢do antioxidante em espécies deste género. Os resultados obtidos por Béric et al.
(2008) indicaram que o potencial antigenotéxico observado em derivados de Ocimum
basilicum, inclusive seu 6leo essencial, pode ser atribuido as suas propriedades antioxidantes.
Além disso, Srivastava et al. (2015) sugeriram que O. basilicum poderia ser recomendo para o
tratamento de infec¢Oes provocadas por patdgenos bacterianos, representando uma fonte

potencial de antioxidantes naturais com considerdvel quantidade de contetddo fendlico total.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Srivastava%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26688969
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No que diz respeito aos Oleos esséncias da espécie O. gratissiumum, Trevisan et al. (2006)
correlacionaram sua capacidade antioxidante a presenca em alta propor¢do de compostos que
possuem um anel fendlico, como o eugenol. O eugenol, por ser um dos principais constituintes
do oleo essencial de ocimum gratissimum tem sido relatado em diversos estudos como
responsavel pela sua agcdo antioxidante, e, em sinergia com outro constituinte quimico deste
6leo, o E-cariofileno, pode potencializar a acdo antioxidante do 6leo essencial (BARBOSA et
al., 2016).

Diante disso, acredita-se que o 6leo essencial de Ocimum gratissimum e o Eugenol
possam ser utilizados como antioxidantes para a suplementacdo dos meios de cultivo de
foliculos ovarianos pré-antrais bovinos, com a finalidade de promover o crescimento e
formacdo de antro, bem como a manutencdo da viabilidade e morfologia folicular durante o

periodo de cultivo in vitro.
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4. HIPOTESES

A adicdo de Eugenol e do 6leo essencial de Ocimum gratissimum ao meio de cultivo
influencia positivamente o crescimento e a manutenc¢do da morfologia e viabilidade de foliculos
secunddrios bovinos cultivados in vitro.

A adi¢do de Eugenol e do 6leo essencial de Ocimum gratissimum ao meio de cultivo
aumenta a porcentagem de formagao de antro durante o cultivo in vitro de foliculos secundérios
bovinos.

A adi¢do de Eugenol e do 6leo essencial de Ocimum gratissimum ao meio de cultivo
aumenta os niveis de RNAs mensageiros para SOD, CAT, PRDX6 e GPXI em foliculos

secundarios bovinos cultivados in vitro.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes do dleo essencial de Ocimum
gratissimum (0,125%, 0,25% ou 0,5%) e do Eugenol 5, 10 e 50 uM sobre a viabilidade e

crescimento de foliculos secundarios bovinos cultivados in vitro.

5.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito de diferentes concentragdes do Oleo essencial de Ocimum gratissimum
(0,125%, 0,25% ou 0,5%) e do Eugenol (5, 10 e 50 pM) sobre o crescimento e taxa de formacao

de antro de foliculos secundarios bovinos cultivados in vitro por 18 dias.

- Verificar, por meio de andlise morfoldgica, o efeito de diferentes concentragdes do Oleo
essencial de Ocimum gratissimum (0,125%, 0,25% ou 0,5%) e do Eugenol (5, 10 e 50 uM)

sobre a viabilidade de foliculos secundérios bovinos apds 18 dias de cultivo in vitro.

- Quantificar os niveis de RNA mensageiros para SOD, CAT, GPXI e PRDX6 em foliculos

secunddrios bovinos cultivados na presenca do eugenol e do 6leo essencial de O. gratissimum.
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ARTIGO 1

Effects of Ocimum gratissimum essential oil on in vitro growth and expression of mRNA

for antioxidant enzymes in cultured bovine secondary follicles
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Ocimum gratissimum essential oil (OGEO) increases the expression of mRNA for
catalase (CAT) and peroxiredoxin 6 (PRDX-6) during in vitro culture of bovine

secondary follicles

OGEQO increases the expression of CAT and PRDX 6 in bovine follicles
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of different concentrations of O. gratissimum
essential oil (OGEO) on growth, viability, antrum formation and mRNA expression of

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and peroxiredoxin
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6 (Prdx6) in bovine secondary follicles cultured in vitro. Bovine ovaries were collected at a
local slaughterhouse and, in the laboratory; the secondary follicles were isolated from the
ovarian cortex. The follicles were cultured in TCM-199" alone or supplemented with different
concentrations of OGEO (0.125, 0.25 and 0.5%). Follicle diameters and antrum formation were
evaluated at days 0, 6, 12 and 18. At the end of culture, viability analysis was performed by
using calcein and homodimer ethidium. Real time PCR was used to quantify the levels of
mRNA for SOD, CAT, GPX1 and PRDXG6 in follicles cultured in all treatments for 18 days.
Follicular diameters and the levels of mRNA in follicles cultured in the different treatments
were compared by ANOVA and Kruskall-Wallis test, while the percentages of follicle survival
and antrum formation were compared by chi-square test (P<0.05). The results showed that
secondary follicles cultured in presence of OGEO kept their morphology, viability and growth
similar to the control group. In addition, the presence of 0.5% or 0.25% of OGEO in culture
medium significantly increased the levels of mRNAs for PRDX6 and CAT, respectively. In
conclusion, OGEOQ increases the levels of mRNAs for PRDX6 and CAT in bovine secondary

follicles cultured in vitro for 18 days and maintain their viability, morphology and growth.

Keywords: antioxidant, essential oil, follicles, bovine, in vitro culture.

1. Introduction

It is well known that of preantral follicles, i.e., primordial, primary and secondary
follicles, represent approximately 90% of ovarian follicular population, but most of the, (~90%)
became atretic during growth and maturation (Britt, 1991). Thus, isolation and in vitro culture
of these follicles have been used in an attempt to obtain competent oocytes and also to study

the effects of various factors, such as hormones, antioxidants, nutrients, vitamins, and local
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factors during follicular development. Despite the birth of mice after in-vitro growth of
primordial follicles and fertilization of their oocytes have been described (O ‘Brien et al., 2003),
many researchers have been committed to develop similar strategies for domestic animals and
endangered species, but the number of embryos produced from in-vitro grown preantral
follicles is very low and no gestation was reported (Silva et al., 2016). It is important to consider
that in bovine species, primordial follicles are activated and begin to grow at least 100 days
before ovulation (Britt, 1991), which means that, in vitro, these follicles need to be cultured for
long periods. However, in vitro culture of bovine preantral follicles for a period of 32 days
(Araujo et al., 2015), and even for 32 weeks in human species (Fabri et al., 2012), resulted in
oocytes that were able to assure early embryo development. In this sense, an optimization of in

vitro culture systems for preantral follicles is still needed.

It has been reported that reactive oxygen species (ROS) are formed during in vitro
culture and can cause cellular damage such as membrane lipid peroxidation, mitochondrial
lesions and cell degeneration, resulting in low production of competent oocytes (Kashka et al.,
2016). Culture media can contain a wide variety of substances, including hormones, vitamins,
growth factors and antioxidants albumin, vitamins, buffers, and heavy metal chelators, that can
be a source of ROS during handling and culture (Martin-Romero et al., 2002). Antioxidants
play an essential role in eliminating ROS that are formed during in vitro culture, and equilibrium
is required between ROS generation and antioxidants for the development of a competent
oocytes. ROS generation is limited by anti-oxidant enzymes, such as superoxide dismutase
(SOD), catalase, and peroxidases. The SOD promotes a dismutation of superoxide radicals to
H>02, which is further detoxified to water and oxygen by catalase or glutathione peroxidase
(GPx). Catalase is responsible for the conversion of H2O> into water and oxygen, while GPx
catalyzes the degradation of lipid peroxides, as well as H>2O» (Kala et al., 2016). Peroxiredoxin

6 (Prdx6) is anoter enzime with thes ability to bind and reduce phospholipid hydroperoxides
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(Fisher, 2011). These enzimatic mechanisms regulate the ROS concentration, but, in vitro,
many non-enzymatic antioxidant, such as ascorbic acid, vitamin E, selenium, transferrin,
anethole and beta carotene, are ordinarily present in culture media (Santos et al., 2014,

Farzollahi et al. 2016, Sa et al., 2018).

As an alternative to improve in vitro culture systems, essential oils (EOs) extracted from
plants, especially with antioxidant capacity (Pereira & Maia, 2007), are important
biotechnological products that can be used as supplements for culture media. O. gratissimum
L., or clove basil, belongs to the Lamiaceae family, and it is commonly found in Africa, Asia,
and South America (Mohr et al., 2017). Melo et al. (2019) identified 19 compounds in O.
gratissimum L. essentail oil (OGEO), representing 99.42% of the constituents. The most
abundant volatile components were eugenol (74.83%) and 1,8-cineole (15.16%), but several
classes of chemical compounds were found, mainly phenylpropanoid (74.83%), oxygenated
monoterpenes (16.09%), hydrocarbon sesquiterpenes (6.96%), and minor amounts of
hydrocarbon monoterpenes (0.92%) and oxygenated sesquiterpenes (0.62%). Trevisan et al.
(2006) demonstrated antioxidant capacity of EOs of different species of the genus Ocimun
during in vitro tests. This antioxidant capacity was positively correlated with a high proportion
of compounds possessing a phenolic ring such as eugenol. Joshi (2013) showed high antioxidant
activity of OGEQ, and its effect was attributed to the high eugenol content. O. gratissimum
antioxidant activities were also reported by other authors (Prakash et al., 2010, Bhatt et al.,
2019). In rats, Ocimum sanctum decreased liver damage and increased the activity of
antioxidant enzymes, such as glutathione peroxidase (GPX), glutathione S-transferase (GST),
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) (Ponnusam, et al., 2016). However, it is still
not if the presence of O. gratissimum L. essentail oil in culture medium infuences the expression

of mRNA antioxidant enzimes during in vitro culture of bovine preantral follicles.
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The aim of this study was to evaluate the effects of different concentrations of the
essential oil of O. gratissimum (0.125, 0.25 and 0.5%) on viability, growth, antrum formation
and mRNA expression SOD, CAT, GPX1 and PRDX6 in bovine secondary follicles after 18

days of in vitro culture.

2. Material and methods

2.1 Chemicals

The culture media and other chemicals used in this study purchased by Sigma Chemical

Co. (St Louis, MO, USA), unless otherwise indicated.

2.2 Extraction of OGEO

Extraction of O. gratissimum L. was performed as described recently by Melo et al.
(2019). In short, fresh leaves of O. gratissimum L. were collected in the morning at Alto da
Pipira (5°2 6°4.07” S, 47’ 17°45.83” W), in the State of Maranhao, in the northeast region of
Brazil. The fresh leaves of O. gratissimum were dried at room temperature for four days. Then,
the dried material (76.84 g) was mixed with 2.5 L of distilled water and subjected to
hydrodistillation in a Clevenger-type apparatus for 3 h to afford a pale yellow oil. The isolated
oil, after drying over anhydrous sodium sulfate (Na2S0O4) and filtration, was stored in sealed

glass vials. The chemical composition of this essential oil was described by Melo et al. (2019)

2.3 Ovarian collection

Ovaries of multiparous cows (n =50) were collected from a local slaughterhouse in

Sobral, Ceard, Brazil. Immediately after death, the ovaries were washed in 70% ethanol for



50

approximately 10 s, followed by two further washes in TCM-199 medium supplemented with
penicillin (100 mg/ml) and streptomycin (100 mg/ml) and buffered with HEPES. Then, the
ovaries were transported within 1 hour to the laboratory in TCM-199 at 4°C. This study was

registered by the Committee of Ethics and Animal Welfare of the Federal University of Cear4.

2.4 Follicle isolation and in vitro culture

In the laboratory, the ovarian cortex was fragmented (1-2 mm) with a sterile scalpel
blade and fragments of the ovarian tissue were placed in HEPES-buffered TCM-199 medium
supplemented with penicillin (100 mg/ml) and streptomycin (100 mg/ml). Secondary follicles
measuring 150 to 250um in diameters were manually isolated from the ovarian cortex with the
aid of 26 Gauge needles and using a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan). After
isolation, follicles containing a visible oocyte surrounded by granulosa cells, an intact basement
membrane, and without the presence of an antral cavity were selected for culture. Then, follicles
were individually cultured in 100 pl drops of culture medium in Petri dishes (60 x 15 mm;
Corning, USA). The control medium, identified as TCM-199*, consisted of TCM-199, (pH 7.2-
7.4) supplemented with 3.0 mg/ml bovine serum albumin (BSA), 100UI
penicillin/streptomycin, 10 pg/ml insulin, 5.5 pg/ml transferrin and 5 ng/ml selenium (ITS), 50
pug/ml ascorbic, 100 ng/ml FSH, 2 mM glutamine and 2 mM hypoxanthine. The follicles were
randomly distributed and cultured in TCM-199* alone or supplemented with 0.125, 0.25 and
0.5% of OGEO. In each treatment, a number of approximately 60 follicles were cultured.
Culture conditions consisted of 38.5°C with 5% CO: in air for 18 days. Every three days, 60 pl
of medium was replaced with fresh medium. The percentage of follicles considered
morphologically normal was evaluated on days 0, 6, 12 and 18 of culture. Follicles containing

an opaque oocyte and granulosa cells were considered degenerated. For follicular diameter
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evaluation, two perpendicular measurements were performed on normal follicles using an

inverted microscope with Nis elements 2.4 software (Nikon, Nikon Instruments Inc., Japan).

2.5 Assessment of secondary follicles viability by fluorescence microscopy

After culture, secondary follicles (n = 20 / treatment) were incubated in 100 pl droplets
of TCM-199 medium supplemented with 4 mM calcein AM and 2 mM homodimer ethidium -
1 (Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) at 37°C for a period of 15 minutes. The
follicles were then washed three times in TCM-199 medium and then examined under the
fluorescence microscope (Nikon, Eclipse, TS 100, Japan). Oocytes and granulosa cells were
considered viable if the cytoplasm were positively stained with calcein AM (green) and
unviable if the chromatin was positively labeled with ethidium-1 homodimer (red) (Van den

Hurk et al., 1998).

2.6 Expression of mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1I in cultured follicles

To evaluate the levels of mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1, normal follicles
that have been cultured in each treatment were collected and then stored at —80°C until
extraction of RNA. Total RNA extraction was performed using a Trizol® purification kit
(Invitrogen, Sao Paulo, Brazil) in accordance with the manufacturer's instructions.
Quantification of mRNA was performed using SYBR Green. PCR reactions were composed of
1L cDNA as a template in 7.5 pL of SYBR Green Master Mix (PE Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), 5.5 uL of ultra-pure water, and 0.5 puM of each primer. The primers were
designed to perform amplification of SOD, CAT, PRDX6, GPXI] and GAPDH (Table 1). The
specificity of each primer pair was confirmed by melting curve analysis of PCR products. The

thermal cycling profile for the first round of PCR was initial denaturation and activation of the
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polymerase for 10 min at 95°C, followed by 40 cycles of 15 s at 95°C, 30 s at 58°C, and 30 s
at 72°C. The final extension was for 10 min at 72°C. All reactions were performed in a Step
One Plus instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The AACt method was used

to transform the Ct values into normalized relative expression levels (Livak and Schmittgen,

2001).

Table 1 - Primer pairs used for real-time PCR.

Sense (S),
anti-sense
Target gene Primer sequence (5’ — 3’) (As) GenBank accession no.
GAPDH TGTTTGTGATGGGCGTGAACCA S GI: 402744670
ATGGCGCGTGGACAGTGGTCATAA  As
PRDX6 GCACCTCCTCTTACTTCCCG S GI: 59858298
GATGCGGCCGATGGTAGTAT As
GPX1 AACGTAGCATCGCTCTGAGG S GI: 156602645
GATGCCCAAACTGGTTGCAG As
SOD GTGAACAACCTCAACGTCGC S GI: 31341527
GGGTTCTCCACCACCGTTAG As
CAT AAGTTCTGCATCGCCACTCA S GI:402693375
GGGGCCCTACTGTCAGACTA As

2.7 Statistical analysis

Data on follicular diameters were submitted to statistical analysis using the
Kolmogorov-Smirnov and Bartlett test to assess normal distribution and homoscedasticity,
respectively. These data were then evaluated by ANOVA. For comparisons of follicular
diameters and levels of mRNA between treatments, the Kruskall-Wallis test (Graphpad Prism
software, version 5.0) was used. Percentages of follicles with different daily growth rate,
follicular survival and antrum formation data after in vitro culture within each treatment were
compared by the chi-square test, with results being expressed as percentages. Differences were

considered significant when p <0.05.
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3. Results

3.1 Effects of O. gratissiumum essential oil on follicular growth, antrum formation and
viability

A progressive increase in follicular diameter was observed up to 18 days of in vitro
culture. Table 2 shows significant follicles growth during 18 days in all treatments, inclusive in
the control group. The only exception was for secondary follicles cultured in medium
supplemented with 0.5% of OGEQO, which had significant growth until day 12, but not after 18

days. When comparisons were made between treatments, no significant difference was

observed growth. No effect of OGEO on follicular daily growth rate was observed (Tables 2).

Table 2. Diameters and daily growth rate (mean + SD) of bovine secondary follicles after 0, 6, 12 and 18 days of
in vitro culture in TCM-199* alone or supplemented with 0.125, 0.25 or 0.5% of OGEO.

Day 0 Day 6 Day 12 Day 18 Daily
growth
TCM-199* 244.4+7.2°  302.5+8.3 318.6+10.6° 343.6+14.49  5.76+3.84
OGEO 0.125% 233.2+6.3*  288.6+9.6 314.2+12.1°¢ 332.1+13.7¢ 5.78+4.64
OGEO 0.25%  237.3+7.1*  292.7+7.8° 311.0£10.8° 331.2+13.99  4.78+3.36
OGEO 0.5%  221.8+5.3*  276.0+6.6° 299.6+11.0° 308.4£12.0°  4.66+3.69

a, b, c, d Lower case letters represent statistically significant differences between days of culture for each treatment
(between columns)

Table 3 shows the percentage of normal follicles and antrum formation after 18 days of
culture in control medium alone or supplemented with different concentrations of the OGEO.
The great majority of the follicles remained viable after culture in all treatments, but no
significant differences were observed among then. No differences were also observed in the

percentage of antrum formation after follicle culture in the different treatments.
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Table 3. Percentage of morphologically normal secondary follicles and of antrum formation after 18 days of in

vitro culture in TCM-199* alone or supplemented with 0.125, 0.25 or 0.5% of OGEO.

%0 TCM-199* OGEO 0.125% OGEO 0.25%  OGEO 0.5%
Morphologically
normal follicles  94.7% (54/57) 98.3% (58/59) 96.9% (63/65) 88.3% (53/60)
Antrum
formation 16.6% (9/54) 10.3% (6/58) 14.3% (9/63) 15.1% (8/53)

3.2 Effects of OGEO on follicular viability

Fluorescence microscopy analysis showed that, after 18 days of culture in control
medium alone or supplemented with 0.125%, 0.25% and 0.5% of the essential oil of O.
Gratissimum, all follicles previously considered morphologically normal by light microscopy
were viable, since they stained positively for calcein-AM, but not for ethidium homodimer.

(Figure 1).

TCM 199+ 0.125% OGEO 0.25% OGEO 0.5% OGEO

C s G

Figure 1. Viable bovine secondary follicles cultured for 18 days after staining with calcein-AM (green) and
ethidium homodimer-1 (red). (A, B) Secondary follicle cultured in TCM 199+ (control). (C, D) Secondary follicle
cultured in medium containing 0.5% OGEO. (E, F) Secondary follicle cultured in medium containing 0.25%
OGEDO. (G, H) Secondary follicle cultured in medium containing 0.125% OGEO. Bars = 50 um
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3.3 Expression of mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1I in cultured follicles

The levels of mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1 in bovine secondary follicles
after 18 days of culture are shown in Figure. 2. The presence of OGEO did not influence the
levels of mRNA for SOD and GPXI, when compared to the control medium. However, when
compared to the control medium, higher levels of CAT and PRDX6 were observed in follicles
cultured in the presence of 0.25 and 0.5% OGEO, respectively. In addition, the presence of
0.25% OGEO significantly increased mRNA levels for CAT when compared to those follicles

cultured in medium supplemented with 0.5 or 0.125% OGEO (P <0.05).
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Figure 2. Levels of mRNA (means + SD) for (A) SOD, (B) CAT, (C) PRDX6 and (D) GPX1 in secondary follicles
cultured in vitro for 18 days in TCM 199* alone or supplemented with 0.5, 0.25 or 0.125% of OGEOQ. *° Represent
significant differences between treatments (P<0.05).

4. Discussion

This study shows for the first time that OGEO increases the levels of mRNAs for

PRDX6 and CAT in bovine secondary follicles cultured in vitro for 18 days. Increasing in the
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expression of these can be very important for oocyte growth an acquisition of competency,
since previous works have demonstrated that the expression of mRNA and protein for PRDX6
is upregulated in bovine oocytes and cumulus cells during in vitro maturation (Leyens et al.,
2004ab). These authors also reported that PRDX6 transcripts are stored in the oocyte for later
use in early embryos. PRDX6 peroxide reductase activity is involved in the control of hydrogen
peroxides levels in COC and early embryos (Harvey et al., 2002). PRDX6 can also use the
glutathione accumulated both in the oocyte and cumulus cells during maturation to reduce its
oxidized form during the peroxidation process (de Matos et al. 1997). Prdx6 is the only
peroxiredoxin capable of reducing phospholipid hydroperoxides through its glutathione
peroxidase (Gpx) activity. In addition to its peroxidase activity, Prdx6 expresses acidic calcium-
independent phospholipase A2 and lysophosphatidylcholine acyl transferase activities in
separate catalytic sites (Arevalo & Vazquez-Medina, 2018). Phospholipase A2 activity in
cumulus cells is linked to the production of arachidonic acid for the production of
prostaglandins, involved in oocyte maturation process (Elvin et al., 2000; Calder et al., 2001).
Reduction of lipid peroxidation in the oocyte is very important, since the products of this
process, such as malondialdehyde (MDA) and 4-hydroxynonenal (4HNE) have traditionally

been viewed as toxic substances (Galleli et al. 2018).

Regarding the increased levels of CAT mRNA in bovine secondary follicles cultured in
presence of OGEO, previous studies also demonstrated that polyphenol rich extract of O.
gratissimum elevates the activities of CAT in colon mucosa and that O. gratissimum has the
ability to deplete ROS levels and attenuate oxidative (Alabi et al., 2018). Park et al. (2016)
showed that CAT is expressed in mouse oocytes and it is required for ROS scavenging,
protecting the genome from oxidative damage during meiotic maturation. Recently, Yang et al.
(2020) showed that increased levels of CAT mRNA in porcine oocytes is associated with

decreased intracellular levels of ROS. CAT dismutates H20O2 to H2O and molecular oxygen
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(O2), thereby providing protection against reactive oxygen species (ROS). Decreasing CAT
levels can, however, increase H>O> to produce the hydroxyl radical (OH"), which is extremely

harmful to cells (Alabi et al., 2018).

Other enzymes involved in antioxidant defense, such as SOD and GPX1, were evaluated
in this study, but their expression was not influenced by OGEO. Anti-oxidant defense systems,
like SOD and GPx are present in bovine oocytes and cumulus cells to regulate the ROS levels
during IVM (Cetica et al., 2001). The SOD causes a dismutation of superoxide radicals to H>2O2,
which is further detoxified to water and oxygen by catalase or glutathione peroxidase (GPx).
GPx catalyzes the degradation of lipid peroxides, as well as H>O,. These mechanisms regulate
the ROS concentration in the reproductive tract, thus ensuring normal functions (Kala et al.,
2016). Kala & Nivsarkar (2016) described a correlation between increased mRNA expression
of SOD subtypes and a decreased quality of matured oocytes that resulted in anovulation in
mice. This indicates that an equilibrium of these protective mechanisms is very important for

oocyte development and maturation.

This study showed that bovine secondary follicles cultured in presence of OGEO kept
their viability, morphology and growth. Similarly, Torres et al. (2018) reported that O.
gratissimum extract maintained viability, morphology and kept the proliferation of human
MCE-7 cells in vitro. Other studies also demonstrated a high antioxidant potential of OGEO
(Ijeh et al., 2005, Pereira & Maia, 2007), which could explain their effect on maintaining some
of the parameters evaluated in this study. However, it is important to note that follicles cultured
in the presence of higher concentration of OGEO had their growth interrupted after 12 day of
culture. This fact may be associated with the high concentration of Eugenol in OGEO (Melo et
al., 2019). De Araujo Lopes et al. (2018) showed that, despite minimizing oxidative damage,
Eugenol showed toxicity to human keratinocytes when used in higher concentrations. These

data also highlights the equilibrium of these antioxidants is essential for oocyte development
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and maturation. Considering that OGEO have a complex composition (Melo et al., 2019), the
possibility of a synergistic action between their components cannot be excluded, even with

those in low concentrations (Oliveira et al., 2016).

In conclusion, OGEO increases the levels of mRNAs for PRDX6 and CAT in bovine
secondary follicles cultured in vitro for 18 days and maintain their viability, morphology and
growth. This shows the potential of OGEO to be used as supplement of preantral follicles

culture media.
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Abstract

This study aimed to investigate the effects of different concentrations of Eugenol on growth,
viability, antrum formation and the gene expression of bovine secondary follicle culture in vitro.
Bovine ovaries were collected in local slaughterhouse and in the laboratory; follicles were
isolated from the ovarian cortex. The follicles were grown in TCM-199+ alone or supplemented
with different concentrations of Eugenol (0.5, 5.0 and 50.0 uM). Follicular diameters and
antrum formation were evaluated on days 0, 6, 12 and 18. The viability analysis was performed
using calcein and homidimer ethidium. Real-time PCR was used to quantify mRNA levels for
SOD, CAT, GPX1 and PRDX®6 in cultured follicles. Follicular diameters and mRNA levels in
follicles grown in different treatments were compared by ANOVA and Kruskall-Wallis tests,
follicular survival and antrum formation were compared using the chi-square test (P <0.05).
The results showed that secondary follicles grown with Eugenol maintained similar

morphology and viability to the control group. A progressive increase in follicular diameter
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was observed between days 0 and 12 in all treatments, except for follicles grown with 50 uM
Eugenol. 5.0 and 50.0 uM Eugenol increased mRNA levels for PRDX6 in follicles, but 0.5 uM
Eugenol reduced mRNA levels for SOD in cultured follicles. Eugenol did not influence mRNA
expression for CAT and GPX1. In conclusion, Eugenol reduces levels of mRNAs for SOD and
increases the levels of PRDX6 in bovine secondary follicles grown in vitro. Eugenol maintained
follicular viability and morphology, but reduces follicular growth when in high concentration

(50uM).

Keywords: antioxidant, bovine, eugenol, preantral follicles.

1. Introduction

In mammals, preantral follicles represent approximately 90% of ovarian follicular
population, but most of them (around 99.0%) became atretic during growth and maturation
(Hsueh et al., 2015). Thus, isolation and in vitro culture of these follicles open a new possibility
of maximizing the use of oocytes enclosed in preantral follicles and, consequently, has gained
great scientific impact (Figueiredo et al., 2019). It is important to note that in bovine species,
primordial follicles are activated and begin to grow at least 100 days before ovulation (Britt,
1991), which means that, in vitro, these follicles need to be cultured for long periods. However,
one of the main obstacles during in vitro culture of preantral follicles is the excessive production
of reactive oxygen species (ROS), caused by factors such as manipulation, absence of
physiological protection mechanisms and increased oxygen levels in the cellular environment
(SA et al., 2018) . Such factors cause a redox imbalance, generating oxidative stress, which in
turn compromises the quality of cultured follicles (Sies, 2015; Saeed-Zidane et al., 2017).

During in vitro culture, follicles are exposed to higher concentrations of oxygen (up to

20%) than those physiological levels (SA et al., 2018). Consequently, in vitro grown follicles
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have less developmental capacity than those that had developed in the natural environment.
Oxidative stress during in vitro culture can cause severe cellular damage, such as lipid
peroxidation, protein denaturation, alterations in nucleic acids, and membrane disruption
(Halliwell, 2014). Kashka er al. (2016) reported that lipid peroxidation of membranes,
mitochondrial lesions and impaired cell integrity results in low production of competent oocytes
during in vitro culture. Additionally, lesions caused by ROS promote the inactivation of
antioxidant enzymes, such as glutathione (GSH), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD)
and peroxiredoxins (PRDX) that act physiologically to balance cellular homeostasis (Sovernigo
etal., 2017). In order to minimize the damages caused by oxidative stress during in vitro culture,
substances with antioxidant activity are added in culture media, such as Eugenol (Barberino et
al., 2015).

Eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol) contains phenolic compounds in its composition,
which are responsible for protecting cells and tissues against damage caused by free radicals
(Nagababu et al., 2010). The phenol group found in Eugenol is the aromatic phenylpropanoid
that is present in several groups of plants, including cloves (Syzygiumaromaticum, Myrtaceae)
and basil (Ocimum basilicum, Lamiaceae) (Alves et al., 2017). Magalhaes et al. (2018) showed
that Eugenol reduces lipopolysaccharide-induced protein oxidation in vivo, through both anti-
inflammatory and anti-oxidative effects, avoiding damage to mice lung structure. Eugenol also
has antioxidant activity in human cell lines cultured in vitro (Slamenova et al., 2009). In
addition, the ability of Eugenol to inhibit ROS and lipid peroxidation is five times greater than
that of a-tocopherol (Nagababu; Lakshmaiah, 1992; Nagababu; Lakshmaiah, 1994). Despite
these studies, it is not known if Eugenol influences the expression of mRNA for antioxidant
enzymes, such as glutathione (GSH), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and
peroxiredoxins (PRDX), and if affects bovine preantral follicles growth and viability during in

vitro culture.
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The objectives of this study were to evaluate the effect of different concentrations of
Eugenol (0.5, 5.0 and 50.0uM) on viability, growth, antrum formation and on the levels of

mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1 of bovine secondary follicles after 18 days of in

vitro culture.

2. Material and methods

2.1 Chemicals

The culture media and other chemicals used in this study were purchased by Sigma

Chemical Co. (St Louis, MO, USA), unless otherwise indicated in the text.

2.2 Ovarian Collection

Ovaries of multiparous cows (n =50) were collected from a local slaughterhouse in
Sobral, Ceara, Brazil. Immediately after death, the ovaries were washed in 70% ethanol for
approximately 10 s, followed by two further washes in TCM-199 medium supplemented with
penicillin (100 mg / ml) and streptomycin (100 mg / ml) and buffered with HEPES. Then, the
ovaries were transported within 1 hour to the laboratory in TCM-199 at 4°C. This study was

registered by the Committee of Ethics and Animal Welfare of the Federal University of Cear4.

2.3 Follicle isolation and in vitro culture

In the laboratory, the ovarian cortex was fragmented (1-2 mm) with a sterile scalpel

blade and the fragments were placed in HEPES-buffered TCM-199 medium supplemented with
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penicillin (100 mg / ml) and streptomycin (100 mg / ml). Secondary follicles measuring 150 to
250pm in diameter were manually isolated with the aid of 26-gauge needles and using a
stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan). After isolation, follicles containing a visible
oocyte surrounded by granulosa cells, an intact basement membrane, and without the presence
of an antral cavity were selected for culture. Then, follicles were individually cultured in 100
pl drops of culture medium in Petri dishes (60 x 15 mm; Corning, USA). The control medium,
identified as TCM-199*, consisted of TCM - 199 (pH 7.2-7.4) supplemented with 3.0 mg / ml
bovine serum albumin (BSA), 100IU penicillin/streptomycin, 10 pg / ml insulin, 5.5 pg / ml
transferrin and 5 ng / ml selenium (ITS), 50 pg / ml ascorbic, 100 ng / ml FSH, 2 mM glutamine
and 2 mM hypoxanthine. The follicles were randomly distributed and cultured in TCM-199*
alone or supplemented with 0.5, 5.0 or 50.0 uM of Eugenol. The concentrations used were
based on the study by Lopes et al. (2018). In each treatment, approximately 60 follicles were
cultured. Follicles culture was performed at 38.5°C with 5% COx in air for 18 days. Every two
days of culture, 60 pl of medium was replaced with fresh medium. The percentage of follicles
considered morphologically normal was evaluated on days 0, 6, 12 and 18 of culture. Follicles
containing an opaque and / or extruded oocyte and having opaque granular cells were
considered degenerate. For follicular diameter evaluation, two perpendicular measurements
were performed in normal follicles using an inverted microscope with Nis elements 2.4 software

(Nikon, Nikon Instruments Inc., Japan).

2.4 Assessment of preantral follicles viability by fluorescence microscopy

After 18 days of culture, follicles (n = 20 / treatment) were incubated in 100 pl droplets
of TCM-199 medium supplemented with 4 mM calcein AM and 2 mM ethidium homodimer -

1 (Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) at 37°C for a period of 15 minutes. The
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follicles were then washed three times in TCM-199 medium and then examined under a
fluorescence microscope (Nikon, Eclipse, TS 100, Japan). Oocytes and granulosa cells were
considered viable if the cytoplasm was positively stained with calcein AM (green) and unviable
if the chromatin was positively labeled with ethidium-1 homodimer (red) (Van Den Hurk et al.,

1998).

2.5 Expression of mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1I in cultured follicles

Normal follicles that had been cultured for 18 days in each treatment were collected and
then stored at —80°C until extraction of total RNA for further analysis of the levels of mRNA
for SOD, CAT, PRDX6 and GPXI. Total RNA extraction was performed using a Trizol®
purification kit (Invitrogen, S3o Paulo, Brazil) in accordance with the manufacturer's
instructions. Quantification of mRNA was performed using SYBR Green. PCR reactions were
composed of 1ul. cDNA as a template in 7.5uL. of SYBR Green Master Mix (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), 5.5uL of ultra-pure water, and 0.5uM of each primer. The
primers were designed to perform amplification of SOD, CAT, PRDX6, GPX] and GAPDH
(Table 1). The specificity of each primer pair was confirmed by melting curve analysis of PCR
products. The thermal cycling profile for the first round of PCR was initial denaturation and
activation of the polymerase for 10 min at 95°C, followed by 40 cycles of 15 sat 95°C, 30 s at
58°C, and 30 s at 72°C. The final extension was for 10 min at 72°C. All reactions were
performed in a Step One Plus instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The
AACt method was used to transform the Ct values into normalized relative expression levels

(Livak and Schmittgen, 2001).
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Table 1 - Primer pairs used for real-time PCR.

Sense (S),
anti-sense
Target gene  Primer sequence (5’ — 3') (As) GenBank accession no.
GAPDH TGTTTGTGATGGGCGTGAACCA S GI: 402744670
ATGGCGCGTGGACAGTGGTCATAA AS
PRDX6 GCACCTCCTCTTACTTCCCG S GI: 59858298
GATGCGGCCGATGGTAGTAT AS
GPX1 AACGTAGCATCGCTCTGAGG S GI: 156602645
GATGCCCAAACTGGTTGCAG AS
SOD GTGAACAACCTCAACGTCGC S GI: 31341527
GGGTTCTCCACCACCGTTAG AS
CAT AAGTTCTGCATCGCCACTCA S GI: 402693375
GGGGCCCTACTGTCAGACTA AS

2.6 Statistical analysis

Data on follicular diameters were submitted to statistical analysis using the
Kolmogorov-Smirnov and Bartlett test to assess normal distribution and homoscedasticity,
respectively. These data were then evaluated by ANOVA. For comparisons of follicular
diameters and levels of mRNA between treatments, the Kruskall-Wallis test (Graphpad prism
software, version 5.0) was used. Percentages of follicles with different daily growth rate,
follicular survival and antrum formation data after in vitro culture within each treatment were

compared by the chi-square test. Differences were considered significant when P<0.05.

3. Results

3.1 Effects of Eugenol on follicular growth, antrum formation and viability

A significant and progressive increase in follicular diameter was observed from day O

up to day 12 of in vitro culture in all treatments (Table 2). The only exception was for secondary
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follicles cultured in medium supplemented with 50uM Eugenol, which had significant growth
until day 6, but not after 12 and 18 days. When comparisons were made between treatments, no
significant difference was observed growth. No effect of Eugenol on follicular daily growth

rate was observed (Table 2).

Table 2. Diameters and daily growth (Mean + SEM) of bovine secondary follicles after 0, 6, 12 and 18 days of in
vitro culture in TCM-199" alone or supplemented with 0.5, 5.0 or 50.0 uM of Eugenol (EUG)

Day 0 Day 6 Day 12 Day 18 Daily
growth

TCM-199* 221.1+5.5° 260.0+6.7° 275.1+8.4¢ 278.2+11.0° 4.443.5
EUG 0.5 pM 220.7+6.3* 273.748.7° 300.1+10.7¢ 307.1x£12.0° 4.8+4.1
EUG 5.0 pM 223.3+5.5° 269.246.5° 282.5+9.6¢ 290.6+11.8° 4.8+3.8
EUG 50.0 uM  226.145.1% 300.4+28.8° 281.4+8.4° 284.5+10.1° 4.5+£2.9

Significantly different (p < 0.05).
a, b, c Lower case letters represent statistically significant differences between days of culture for each treatment
(between columns).

Table 3 shows the percentage of normal follicles and antrum formation after 18 days of
culture in control medium alone or supplemented with different concentrations of Eugenol. The
great majority of the follicles remained viable after culture in all treatments, and the percentage
of normal follicles after culture in medium supplemented with S0uM eugenol was higher than
that seen in follicles cultured with 0.5uM Eugenol. However, no significant differences were
observed among the percentage of normal follicles after culture in control medium alone or
supplemented with Eugenol in the different concentration. No differences were also observed

in the percentage of antrum formation after follicle culture in the different treatments.
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Table 3. Percentages of morphologically normal secondary follicles and of antrum formation after 18 days of in

vitro culture in TCM-199* alone or supplemented with 0.5, 5.0 or 50.0 uM of Eugenol (EUG).

%0 TCM-199+ EUG 0.5 pM EUG 5 pM EUG 50 pM
Morphologically
normal follicles  83.8% (52/62)®  80.8% (55/68)°  89.3% (67/75)® 93.9% (62/66)*
Antrum
formation 23.1% (12/52) 23.6% (13/55) 23.9% (16/67) 27.4% (17/62)

Significantly different (p < 0.05)
a, b Lower case letters represent statistically significant differences between days of culture for each treatment
(between columns).

3.2 Effects of Eugenol on follicular viability

Fluorescence microscopy analysis showed that, after 18 days of culture in control
medium alone or supplemented with 0.5 pM, 5.0 uM and 50.0 uM of Eugenol, all follicles
previously considered morphologically normal by light microscopy were viable, since they
stained positively for calcein-AM, but not for ethidium homodimer (Figure 1). On the other
hand, some stromal cells organized around the follicles cultured in all treatments were

positevely stained with ethidium homodimer.

TCM 199+ 0.5uM EUG SuMEUG 50 uM EUG

Figure 1. Viability of bovine secondary follicles cultured for 18 days after staining with calcein-AM (green) and
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ethidium homodimer-1 (red). Secondary follicles cultured in TCM-199* alone (a, b) or supplemented with 0.5 uM,
5.0 uM or 50.0 uM of Eugenol (EUG). The scale bars represent 100 pm.

3.3 Expression of mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPX1 in cultured follicles

Figure 2 shows the levels of mRNA for SOD, CAT, PRDX6 and GPXI in bovine
secondary follicle after 18 days of culture in TCM-199* alone or supplemented with Eugenol.
The presence of 5.0 and 50.0 uM Eugenol in culture medium significantly increased the levels
of mRNA for PRDX6 in secondary follicles when compared with those cultured in control
medium (P < 0.05). However, secondary follicles cultured in presence of 0.5 uM Eugenol had
the levels of mRNA for SOD reduced, when compared to control medium. On the other hand,
the presence of Eugenol in culture medium did not influence the expression of mRNA for CAT

and GPX1 in cultured follicles.
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Figure 2. Levels of mRNA (means + SD) for (A) SOD, (B) CAT, (C) PRDX6 and (D) GPX1 in secondary follicles
cultured vitro for 18 days in TCM 199* alone or supplemented with 0.5, 5.0 or 50.0 uM of Eugenol (EUG). *b¢
Represent statistically significant differences between treatments (P <0.05).
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4. Discussion

This study shows for the first time that Eugenol influences the expression of messenger
RNAs for SOD and PRDX6 in bovine secondary follicles cultured in vitro. Changes in the
levels of antioxidant enzyme activities might constitute a relevant biomarker of the cellular
response to oxidative stress (Salah et al., 2019). SOD catalyzes the dismutation of the extremely
reactive superoxide anion to H2O», which can further be separated into water and oxygen by
CAT or Gpx. Reduction in the levels of mRNA for SOD in bovine secondary follicles cultured
in presence of Eugenol can be associated with diminished intracelular levels of reactive
superoxide anion in vitro. Salah ef al. (2019) reported that Eugenol reduced ROS and O>~
production in intestinal cell lines (HCT116) cultured in vitro and, consequently, these cells had
reduced activities of SOD and CAT. It has been reported that phenolic antioxidants including
Eugenol have the capacity to enhance the antioxidant enzyme activities (Zhao et al. 2006; Tiku
et al. 2004). In vivo, Eugenol also reduced peroxidation in mice liver and reduced oxidative
stress (Tiku et al., 2004). Reduction of lipid peroxidation in the oocyte is very important, since
the products of this process, such as malondialdehyde (MDA) and 4-hydroxynonenal (4HNE)
have traditionally been viewed as toxic substances (Galleli et al. 2018). Eugenol possesses the
antioxidant property due to its phenolic hydroxyl group that donates electrons to quench free
radicals (Fouad and Yacoubi 2011).

This study showed that Eugenol increases the levels of mRNAs for PRDX6 in bovine
follicles cultured in vitro. PRDX6 is an enzyme with antioxidant activity and it is widely present
in the intracellular environment to promote the protection of cells against damage caused by
exposure to high levels of oxygen (Wang, 2006). It is important to highlight that, during in vitro
culture; the cells are exposed to concentrations of oxygen (up to 20%) higher than those
physiological levels (S4 et al., 2018). Leyens et al. (2004) showed that expression of mRNA

and protein for PRDX6 is upregulated in bovine oocytes and cumulus cells during in vitro
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maturation, emphizing that increasing expression of PRDX6 is important for oocyte growth and
acquisition of competency. These authors also reported that PRDX6 transcripts are stored in the
oocyte for later use in early embryos. PRDX6 peroxide reductase activity controls the levels of
hydrogen peroxides in COC and early embryos (Harvey et al., 2002). PRDX6 can also use the
glutathione accumulated both in the oocyte and cumulus cells during maturation to reduce its
oxidized form during the peroxidation process (de Matos et al. 1997). In addition to its
peroxidase activity, Prdx6 expresses acidic calcium-independent phospholipase A2 and
lysophosphatidylcholine acyl transferase activities in separate catalytic sites (Arevalo;
Viazquez-Medina, 2018). Phospholipase A2 activity in cumulus cells is linked to the production
of arachidonic acid for the production of prostaglandins, involved in oocyte maturation process
(Elvin et al., 2000; Calder et al., 2001). Fernandez et al. (2019) also reported that PRDX6
promoted the survival of human sperm in vitro through activation of the PI3K-AKT pathway.
The expression of mRNA for CAT and GPX1 was not influenced by Eugenol in in vitro
cultured bovine secondary follicles. It is known that GPX1 catalyzes the oxidation of
glutathione into hydroperoxide, playing a role in repairing damage caused by lipid peroxidation
(Kurutas, 2016). CAT has an important role during follicle development, since it neutrilizes
H>0; and maintains the balance between the production of ROS also influences the production
steroidal hormones (Wang et al., 2017). During meiotic maturation of mouse oocytes, it has
been observed that catalase protects the genome from oxidative damage (Park et al., 2016).
CAT acts in the oocyte nucleus to avoid chromosomal defects, and inhibition of this enzyme is
associated with chromosomal misalignment and DNA damage (Park et al., 2016). The absence
of changes in the levels of CAT and GPX1 can be associated with the maintenance of the

equilibrium between antioxidants and pro-oxidants during follicular culture.
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5. Conclusion

In conclusion, Eugenol reduces the levels of mRNAs for SOD and increases those of
PRDX6 in bovine secondary follicles cultured in vitro for 18 days. Eugenol also kept follicle
viability and morphology, but it reduced follicle growth when used in high concentration (50
uM). This study shows the potential of Eugenol to control oxidative stress during the culture of

preantral follicles in vitro.
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CONCLUSOES GERAIS

- O ¢6leo essencial de O. gratissimum matem a viabilidade, morfologia e crescimento folicular
durante 18 dias de cultivo in vitro.

- O dleo essencial de O. gratissimum aumenta a expressao do mRNA para PRDX6 e CAT em
foliculos pré-antrais bovinos cultivados por 18 dias.

- O eugenol reduz os niveis de mRNAs para SOD, mas aumenta a expressao do mRNA para
PRDX6 em foliculos pré-antrais bovinos cultivados por 18 dias.

- O eugenol mantem a viabilidade e morfologia folicular, mas reduz o crescimento quando
usado em altas concentragdes (50 uM).
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PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho poderdo auxiliar na compreensao dos efeitos do
eugenol e do 6leo essencial de Ocimum gratissimum no crescimento folicular durante a fase
pré-antral, com informacdes sobre a expressdao de mRNAs de enzimas antioxidantes e do seu
efeito sobre o desenvolvimento de foliculos pré antrais bovinos. Além disso, estudos associados
a outras substincias antioxidantes, ou ainda, hormonios e fatores de crescimento em foliculos
pré-antrais sdo necessdrios para uma melhor compreensao da foliculogénese na espécie bovina.
Adicionalmente ¢ necessdrio a avaliagdo do eugenol e do 6leo essencial de O. gratissimum

sobre a expressao de genes relacionados ao crescimento e maturacao oocitéria in vitro.
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