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CERZETTI, Marcela Bortoletto. Impacto do antioxidante quercetina sobre a integridade
morfoldgica e desenvolvimento folicular no cultivo in vitro de fragmentos ovarianos de
fémeas Bos indicus. 2021.58 fls. Dissertagdo (Mestrado em Clinicas Veterinarias) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A quercetina é um antioxidante com diferentes efeitos biol6gicos. No entanto, poucos estudos
avaliaram a acdo antioxidante desse composto no tecido ovariano. Dessa forma, o objetivo foi
avaliar o efeito diferentes concentracfes de quercetina no meio de cultivo in vitro de
fragmentos ovarianos de fémeas bovinas sobre suporte de gel de agarose quanto a morfologia,
desenvolvimento e estresse oxidativo. Foram utilizados 6 pares de ovarios (n = 12) de
novilhas Nelore obtidos em abatedouro local e submetidos ao sistema de cultivo in vitro para
avaliacdo histoldgica e analise do poder antioxidante de reducdo do ferro (FRAP). Cada par
de ovarios foi dividido em 9 fragmentos de aproximadamente 3x3x1 mm, sendo que 1
fragmento de cada animal foi fixado em Bouin por 24h (controle histologia), ou congelado (-
80°C; controle FRAP). Os demais fragmentos (n = 8) do mesmo ovario foram distribuidos um
para cada concentracdo de 0 (MEM), 10 (Q10), 25 (Q25) ¢ 50 pug/mL (Q50) de quercetina
adicionada ao MEM suplementado com ITS, piruvato, glutamina, hipoxantina, BSA,
penicilina e estreptomicina durante 5 e 10 dias de cultivo. No final de cada cultivo, os
fragmentos foram processados pela histologia classica, a coloracdo realizada pelo acido
periddico de Schiff (PAS) e Hematoxilina, e a leitura dos fragmentos em microscopia optica.
Os foliculos pré-antrais foram classificados em primordial ou em desenvolvimento (primario
e secundario), e segundo a integridade (integro e degenerado). Os fragmentos destinados a
analise do FRAP foram imediatamente congelados ap6s o final de cada dia de cultivo, e
posteriormente analisados para determinar o potencial antioxidante dos tratamentos. Analise
estatistica foi realizada empregando o teste de Qui-quadrado ou ANOVA seguido do teste de
Tukey (p<0.05). O tratamento Q25 apresentou significativa proporcdo de foliculos integros
totais durante o cultivo por 5 dias (67,3%; 105/156; p=0,03) em comparagdo aos outros
tratamentos. Ja no cultivo por 10 dias, a mesma concentracdo (Q25; 57,14%; p=0,01) foi
significativa e semelhante ao controle cultivado (MEM; 48,37%). A proporcdo de foliculos
em desenvolvimento integros totais também foi relevante para o tratamento Q25 (68,7%; p =
0,05) e semelhante (p=0,05) ao tratamento D5 Q50 (57,5%). Ja no cultivo por 10 dias, a
proporcédo de foliculos em desenvolvimento integros totais foi significativa para o tratamento
Q25 quando comparado aos demais tratamentos (p=0,008). Em relacdo ao potencial
antioxidante avaliado pelo FRAP, o tratamento D10 Q25 foi relevante em relacdo aos demais
(D10 MEM, Q10 e Q50) e ndo houve diferenca (p>0,05) na analise apds o cultivo por 5 dias
entre os tratamentos cultivados. Conclui-se que o tratamento Q25 melhor preservou a
integridade morfoldgica dos foliculos em desenvolvimento por 5 e 10 dias de cultivo, além de
promover o melhor potencial antioxidante ap6s 10 dias de cultivo em fragmentos de tecido
ovariano bovino.

Palavras-chave: Cultivo in situ. Foliculogénese. Potencial antioxidante. Ovario. Bovinos.
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ABSTRACT

Quercetin is an antioxidant with different biological effects. However, few studies have
evaluated the antioxidant action of this compound in the ovary tissue. In this way, the effect
of different concentrations of quercetin in the in vitro culture medium of bovine females
ovarian fragments on agarose gel support in relation to morphology, development and
oxidative stress. Six ovaries pairs (n = 12) of Nelore heifers obtained from a local
slaughterhouse and submitted to in vitro culture system were used for histological evaluation
and analysis of the antioxidant power of iron reduction (FRAP). Each pair of ovaries was
divided into 9 fragments of approximately 3x3x1 mm, with 1 fragment of each animal fixed
in Bouin for 24 hours (histology control), or frozen (-80 ° C; FRAP control). The others
fragments (n = 8) of the same ovary were distributed one for each concentration of 0 (MEM),
10 (Q10), 25 (Q25) and 50 pg / mL (Q50) of quercetin added to the MEM supplemented with
ITS, pyruvate, glutamine, hypoxanthine, BSA, penicillin and streptomycin for 5 and 10 days
of culture. At the end of each culture, the fragments were processed by classical histology,
stained by periodic acid from Schiff (PAS) and Hematoxylin, and the fragments were read by
optical microscopy. The preantral follicles were classified as primordial or in development
(primary and secondary), and according to integrity (intact and degenerate). The fragments
destined for the analysis of the FRAP were immediately frozen after the end of each day of
culture, and later analyzed to determine the antioxidant potential of the treatments. Statistical
analysis was performed using the Chi-square test or ANOVA followed by the Tukey test (P
<0.05). Treatment Q25 showed a significant proportion of total intact follicles during culture
for 5 days (67.3%; 105/156; p = 0.03) compared to other treatments. In the case of culture for
10 days, the same concentration (Q25; 57.14%; p = 0.01) was significant and similar to the
cultivated control (MEM; 48.37%). The proportion of total intact developing follicles was
also relevant for treatment Q25 (68.7%; p = 0.05) and similar (p = 0.05) to treatment D5 Q50
(57.5%). In culture for 10 days, the proportion of total intact developing follicles was
significant for treatment Q25 when compared to other treatments (p = 0.008). Regarding the
antioxidant potential evaluated by FRAP, the D10 Q25 treatment was relevant compared to
the others (D10 MEM, Q10 and Q50) and there was no difference (p> 0.05) in the analysis
after culture for 5 days among the cultivated treatments. It is concluded that the Q25 treatment
preserved the morphological integrity of the developing follicles for 5 and 10 days of culture,
in addition to promoting the best antioxidant potential after 10 days of culture in fragments of
bovine ovarian tissue.

Key words: in situ Culture. Folliculogenesis. Antioxidant potential. Ovary. Bovine.
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1. INTRODUCAO

As biotécnicas reprodutivas tém contribuido para o desenvolvimento de pesquisas na
area basica e aplicada. Nesse contexto, a area basica € essencial para esclarecer 0s
questionamentos ainda presentes tanto na fisiologia reprodutiva, como também no
desenvolvimento de condigBes patoldgicas como a sindrome do ovario policistico, falha
ovariana prematura e infertilidade em humanos (SMITH et al., 2014). Outra possibilidade
para estudar a fisiologia reprodutiva em fémeas é a utilizacdo dos animais domeésticos
monovulatérios como modelo de estudo devido a similaridade entre o ciclo menstrual e o
ciclo estral (NEVES; MARQUES, 2008). Entre os animais domésticos, a espécie bovina tem
se destacado como modelo para estudos in vitro pelo facil acesso aos ovarios provenientes de
abatedouro e por fornecer dados importantes sobre a manutencdo da fertilidade. Diversos
estudos podem ser conduzidos a partir de ovarios bovinos, 0s quais vao desde estudos sobre a
populacéo folicular até a criopreservacao de foliculos e o6citos (LANGBEEN et al., 2015).

A biotécnica de cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais permite a realizacéo
de estudos nas fases iniciais de crescimento folicular, e tem como objetivo viabilizar o
desenvolvimento dos foliculos e maturacdo dos odcitos desde o estagio de primordial
(FIGUEREDO et al., 2008). O ovéario mamifero é constituido por uma populacdo com
aproximadamente 90% dos foliculos na fase de pré-natal (AERTS; BOLS, 2010), mas a
grande parte desses foliculos (99,9%) entrara em atresia antes de se desenvolver até a fase de
pré-ovulatério (MORITA; TILLY, 1999). Assim, estudos com a aplicacdo da biotécnica de
cultivo in vitro almejam permitir a utilizacdo dos foliculos pré-antrais para aumentar a
eficiéncia reprodutiva tanto nos rebanhos (FIGUEREDO et al., 2008), como na reproducao
humana (LANGBEEN et al., 2015).

Na espécie bovina, a populacéao total de foliculos pré-antrais (FOPA) é varidvel entre
subespécies (Bos taurus vs. Bos indicus). As fémeas zebuinas apresentam uma menor reserva
de foliculos ovarianos (pré-antrais) quando comparado as fémeas de linhagem taurina
(SILVA-SANTOS et al., 2011; YAHYA et al., 2020). Por isso, padronizar a utilizagdo de
uma subespécie é importante em estudos relacionados a fisiologia e biotécnicas reprodutivas
utilizando o bovino como modelo de estudo para humanos.

Contudo, o cultivo in vitro de células ovarianas utiliza estufas em que a concentragao
de oxigénio (20%) é superior a concentracdo descrita na literatura como fisiologica do trato
reprodutivo in vivo (SILVA et al., 2011), o que pode interferir nos resultados dos estudos por

levar a um aumento nas espécies reativas de oxigénio (EROs). Por outro lado, as EROs
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também sdo geradas como subprodutos do metabolismo fisioldgico, e os antioxidantes séo
descritos como responsaveis por manter o equilibrio entre a producéo e neutralizar as EROs
nos tecidos (WANG et al., 2017). Dessa forma, a suplementacdo do meio de cultivo in vitro
com diferentes antioxidantes é para tentar reverter os danos causados pelas EROs (SILVA et
al., 2011).

Entre esses antioxidantes, estd o grupo dos Flavonoides. Esse grupo de antioxidantes
sequestra radicais livres e consegue quelar ions metalicos (KANDASWAMI; MIDDLETON,
1994). Assim, protegem os tecidos da acdo do radical hidroxil (OH) e do anion superéxido
(02-), que sdo espécies altamente reativas envolvidas no inicio da peroxidagdo lipidica.
(GALATI et al., 2002). Porem, o mecanismo exato pelo qual essas e outras substancias
antioxidantes agem no ovario ainda é desconhecido (WANG et al., 2017).

O antioxidante quercetina ¢ um flavonoide (3,5,7,30,40-penta-hidroxiflavona;
MARIANI et al., 2008), e segundo Kang et al (2016), a adi¢do de quercetina e taxifolina
apresentaram niveis de EROs significativamente mais baixos que o grupo controle de odcitos
suinos durante a maturacdo. Ainda foi relatado que a quercetina pode preservar as células do
cumulus, conservar enzimas antioxidantes, como também diminuir as taxas de apoptose
através da modulacdo da expressdo dos genes relacionados a apoptose (JIA et al., 2011).

Diversos estudos sobre fatores essenciais ao desenvolvimento folicular vém sendo
realizados. Na literatura consta o primeiro relato de uma prenhez em caprinos a partir do
desenvolvimento in vitro de foliculos secundarios com adicdo do antioxidante anethol (SA et
al., 2020). Porém, ainda ndo hd uma descricdo na literatura sobre quais requisitos sdo
essencialmente necessarios para a saida dos foliculos primordiais do estadio de quiescéncia e
posterior desenvolvimento. Vérias lacunas precisam ser preenchidas para melhorar a
compreensdo das caracteristicas reprodutivas em bovinos assim como em humanos a fim de
permitir ajustes no manejo e nas biotécnicas reprodutivas e, consequentemente, potencializar
o0 entendimento sobre a foliculogénese.

Dessa forma, o0 objetivo do presente estudo € avaliar o efeito da adicdo de diferentes
concentragdes do antioxidante quercetina no cultivo in situ de fragmentos de ovéario de fémeas

Bos indicus.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oogénese
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A oogénese abrange uma sequéncia de eventos que se iniciam com o0
desenvolvimento e remodelamento das células germinativas primordiais nas fémeas até a
formacdo do odcito haploide durante a fase embrionaria (RUSSE, 1983). O término deste
processo ocorre apdés o0 nascimento quando o0 espermatozoide fecundar o o0d6cito
(FIGUEREDO et al., 2008). A etapa de formacdo das células germinativas primordiais até
oogobnias e o posterior desenvolvimento do odcito apresenta muitas fases: 1) formacdo das
células germinativas primordiais no saco vitelinico; 2) migracdo para crista gonada; 3)
colonizacdo das gbénadas; 4) transformacao das células germinativas primordiais em oogonias;
5) multiplicacdo da oogbnia; 6) inicio da meiose; 7) interrupcdo na fase de dipléteno da
préfase na meiose (PALMA et al., 2012); 8) puberdade e retomada da meiose até estagio de
metafase 1l e 9) fecundacdo seguido da formacdo do odcito haploide fecundado (MOORE;
PERSAUD, 1994; FIGUEREDO et al., 2008).

Assim, no inicio do desenvolvimento embrionario, as células germinativas nao estao
presentes nas cristas gonadais. O epitélio do saco vitelinico é que abriga as células
germinativas primordiais e, posteriormente, ocorre a migracdo destas células para a regido do
mesénguima na crista gbnada. Na espécie bovina, a migracdo acontece entre os dias 18 a 31
de gestagdo (WROBEL; SUSS, 1998). Ainda, os sinais quimiotaticos produzidos pela crista
gbnadal sdo descritos como responsaveis por sinalizar o caminho que as células germinativas
primordiais devem percorrer (BUEHR et al. 1993; ANDERSON et al. 1999). Diferentes
fatores de transcricdo oriundos de células germinativas foram descritos nesse periodo do
desenvolvimento embrionario ao exercer funcdes importantes relacionadas as células
germinativas primordiais. Os fatores BLIMP1 e PRDM14 exercem papel tanto na migragéo
como na proliferacdo das células germinativas primordiais (OHINATA et al., 2005; YAMAJI
et al., 2008), ja 0 OCT4 e NANOG influenciam na sobrevivéncia dessas células (KEHLER et
al., 2004; YAMAGUCHI et al., 2009). Ap6s o deslocamento até as cristas gonadais, as
células germinativas primordiais sofrem continuas divisbes mitéticas que culmina na
formacdo da oogonia. De forma simultanea, ocorre a formagdo de corddes corticais (ou
cordbes ovigeros) devido as células sométicas do mesoderma circundar a oogonia, e essa
estrutura formada seré a precursora dos o6citos primordiais (JUENGEL et al., 2002; LISBOA
et al., 2015).

Entretanto, 0 odcito no estagio de imaturo ou primario é formado por células
germinativas que se mantem na primeira divisdo meidtica (préfase 1) até o inicio da
puberdade (Figura 1). O processo de meiose sO continua ao atingir a puberdade devido a

cascata de eventos pré-ovulatorios desencadeados pelo hormoénio luteinizante (LH) e
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horménio foliculo estimulante (FSH; FIGUEREDO et al., 2008).

Assim, a retomada da meiose no o6cito ocorre passando pelas as fases de metéfase |,
anafase | e teldfase I, seguido pela liberacdo do primeiro corpusculo polar e formacdo do
odcito secundario. Ao atingir o estagio de metéafase 1, a segunda parada da meiose acontece e,
na maioria das espécies domésticas, s6 serd retomada se ocorrer a fecundagdo pelo
espermatozoide (BETTERIDGE et al., 1989). O odcito no estadio de metafase 11 fecundado
pelo espermatozoide continuard a meiose passando pelos estagios de anafase Il e telofase 11,
seguido pela expulsdo do segundo corplsculo polar (GORDON, 1994). Nesse contexto, a
oogénese termina com a formacdo do odcito haploide fecundado (MOORE; PERSAUD,
1994; FIGUEREDO et al., 2008). Contudo, poucos odcitos que constituem a reserva folicular
chegardo a finalizar o desenvolvimento apds a fecundacdo (WASSARMAN, 1988;
MARTINS et al., 2008).

Figura 1- Representacdo esquematica das origens fetais da reserva ovariana.
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Fonte: Adaptado de Grive; Freiman (2015).

2.2 Foliculogénese
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A foliculogénese e a ogénese ocorrem simultaneamente, e ambas tém inicio na fase
pré-natal na maioria das espéecies domesticas (Figura 1; FIGUEIREDO et al., 2008). Contudo,
foliculogénese consiste no desenvolvimento fisioldgico da ativacao, crescimento e maturagédo
do foliculo ovariano (FIGUEIREDO et al., 2018). Dessa forma, o inicio da foliculogénese é
marcado pela formacéao do foliculo primordial e termina quando o foliculo atinge o estagio de
pré-ovulatorio (SAUMANDE, 1981).

O foliculo primordial é formado por uma camada de células da pré-granulosa com
formato achatado e uma lamina basal que envolve o odcito imaturo, em seguida ocorre 0
inicio do periodo de quiescéncia ou dorméncia que é caracterizado pela interrupcdo da
multiplicacdo das células da granulosa (FIGUEIREDO et al., 2008). Estes foliculos
primordiais recém-formados vao compor um estoque finito de oocitos que permanecem na
fase de quiescéncia até ocorrer estimulos para crescerem (ERICKSON, 1966). Diversos
fatores endocrinos, paracrinos e autocrinos controlam a foliculogénese (ATWOOD;
MEETHALA, 2016; FIGUEIREDO et al., 2018). Sabe-se que em cada onda de crescimento
folicular, somente alguns foliculos serdo ativados (HSUEH et al., 2015; ZHANG,; LIU, 2015).
Entre os fatores inibitérios da ativacdo de milhares foliculos primordiais descritos na
literatura, ou seja, que permitem conservacao da reserva ovariana estd o PTEN, PDK1, Rps6
ou Foxo3 (JONH et al., 2008; REDDY et al., 2008). Ap6s ocorrer a ativacdo do foliculo
primordial, estes irdo crescer até ocorrer a ovulacdo ou entrardo em atresia (MAYER et al.,
2004). Porém, aproximadamente 99,9% dos foliculos ovarianos em mamiferos serdo
degenerados através do processo de atresia (FIGUEIREDO et al., 2008).

A reserva folicular esta localizada na regido superficial do ovario que recebe o nome
de cortical. J& a porcdo interna do ovario, denominada medular, promovera a sustentacédo e
nutricdo do ovario através de tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos, vasos linfaticos e
terminacg6es nervosas (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.3 Classificacdo dos foliculos ovarianos

A importancia do foliculo na constituicdo do ovario € grande, visto que este é
considerado a unidade morfofuncional encarregada de promover um ambiente ideal para
ocorrer a manutencdo, viabilidade, crescimento, bem como a maturacdo do oocito para o
momento da ovulacdo (Figura 1, 2). O foliculo é constituido por um odcito envolvido por

células somaticas, como as da teca e granulosa (FIGUEIREDO et al., 2008). As alteracdes
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morfolégicas durante a foliculogénse sdo continuas e modifica a estrutura da parede folicular,
células da teca e da granulosa além das alteracdes no odcito (ARAUJO et al., 2014). Assim, a
classificacédo folicular € determinada pela morfologia dos foliculos em pré-antrais (primordial,
primario e secundario) e antrais ou cavitarios (terciario e pré-ovulatorio; FIGUEIREDO et al.,
2008). Os foliculos seguindo a classificacdo anterior podem ser agrupados em primordiais
(uma camada de células granulosas achatadas em torno do odcito), e em desenvolvimento
(intermediarios: uma camada de células granulosas achatadas e cuboides; primarios: uma
camada de células da granulosa cuboidal e secundarios: duas ou mais de células da granulosa
cuboides ao redor do odcito; SILVA et al., 2004; FIGUEIREDO et al., 2018).

Ainda os foliculos podem ser avaliados segundo a viabilidade em integros ou
degenerados através da aparéncia morfoldgica. Os foliculos morfologicamente integros
apresentam odcito intacto e circundado por células da granulosa organizadas sem a presenca
de nucleo picnotico. Ja os foliculos degenerados apresentam uma ou mais caracteristicas
como odcito retraido e/ ou picnoético, bem como células da granulosa desorganizadas e
isoladas de membrana basal (SILVA et al., 2004), além de poder apresentar corpos picnaticos
nas células da granulosa, baixa quantidade de células ou ruptura da membrana basal (LUCCI
et al., 2002).

Figura 2 - Esquema representando o OvArio com suas estruturas essenciais durante o

crescimento folicular até a ovulacéo.
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Fonte: https://www.britannica.com/science/ovary-animal-and-human.

2.3.1 Foliculos pré-antrais

A populacdo folicular é constituida por aproximadamente 90% de foliculos pre-
antrais (SAUMANDE, 1991). Nesse estagio inicial da foliculogénse, considera-se que a
regulacdo do desenvolvimento folicular ocorre pelo controle autdcrino e paracrino de
diferentes elementos intraovarianos, sendo este composto por fatores de crescimento,
citocinas e esteroides gonadais. Entre os fatores de crescimento descritos na literatura
vinculados ao desenvolvimento de foliculos pré-antrais estdo a proteina morfogenética dsseas
7 e 15 (BMP 7 e BMP15), fator de diferenciacdo de crescimento- 9 (GDF9), fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1), fator de crescimento de fibroblasto 2 e 10 (FGF2
e FGF10), familia de fatores de crescimento transformantes (TGFp), fator inibidor de
leucemia (LIF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e fator de crescimento
queratinocito (KGF) J& em relacdo as principais vias de sinalizacdo estudadas e relacionadas
aos foliculos pré-antrais estdo as da adenilato ciclase, MAPK / Erk, PI3K / Akt, fosfolipase C,
JAKS / STATS, SMADS (FIGUEREDO et al., 2018) e Hippo (CHEN et al., 2020). Ainda
ocorre a expressdo de fatores de transcricdo especificos dos odcitos que influenciam na
ativacao folicular (Tabela 1).

Em relacdo as alteragcbes morfoldgicas significativas que ocorrem durante o
crescimento dos foliculos pré-antrais (primordial a secundario) estdo a diferenciacdo e
multiplicacdo das células granulosa para o formato cubico (GOUGEON, BUSSO, 2000), bem
como a ampliacdo do tamanho odcitério e o citoplasmatico (HIRSHFIELD, 1991) e formacéo
da zona pelucida (FAIR et al. 1997). Outro componente presente desde os foliculos pré-
antrais sdo as juncdes do tipo gap e as projecdes transzonais que permitem a comunicagado
entre os diferentes componentes foliculares fundamentais para o desenvolvimento folicular
(BUS et al, 2020).

2.3.1.1 Foliculos primordiais

Os foliculos primordiais sd&o os menores foliculos presentes no ovario, sendo
compostos por um odcito circundado por uma camada de células da granulosa achatadas. Essa
estrutura também é considerada a unidade reprodutiva do ovario nos mamiferos (ADHIKARI,
LIU, 2009; HSUEH et al., 2015). Nesse estagio, o diametro do foliculo varia entre 30 a 40
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Hm; ja os odcitos apresentam o didmetro entre 20 a 25 um (LISBOA et al., 2016). O nucleo é

localizado em uma posicéo central e o nucléolo ¢ evidente. No citoplasma, as organelas estdo

distribuidas uniformente ou proximas do nucleo. A organela mais evidente e com formato

arredondado é a mitocéndria, j& que o complexo de Golgi € o reticulo endoplasmatico liso sao

pouco desenvolvidos, mas também estdo espalhadas no citoplasma (LUCCI et al., 2001).

Dessa forma, os foliculos permanecem com essa estrutura até o inicio do recrutamento

folicular, em que comecam a se desenvolver através do processo que recebe o home ativacdo
do foliculo primordial (CHEN et al., 2020).

Quadro 1 — Exemplos de genes expressos e fatores de transcri¢do especificos relacionados a

fase inicial de desenvolvimento folicular.

Nome Funcbes Referéncia
CITED2 - interacting | Exerce papel essencial no | Combes et al. (2010)
transactivator with | desenvolvimento embrionério precoce

Glu/Asp-rich carboxy-

terminal domain 2

FIGLA - factor in the | Atua na formacdo de foliculos

germline alpha

primordiais, regulando a expressdo dos

genes da zona pellcida

Zhao et al., (2008)

FOXO3 - Fatores Forkhead

Atua na ativagdo do foliculo primordial
in vitro é ativado pela via PI3K/AKT

Bromfield; Sheldon
(2013)

KIT ligand

Ativacdo folicular (1), crescimento e
(2), e
proliferacdo das células da granulosa

sobrevivéncia do  odcito

(1) Parrot; Skinner
et al. (1999); (2) Jin
et al., (2005); (3)
Otsuka;
(2002)

Shimasaki,

NOBOX - Newborn ovary

homeobox gene

Desempenha papel no controle do

processo de ativacao folicular

Bayne et al. (2015)

SOHLH - spermatogenesis
and oogenesis-specific

basic hélix-loop-helix

Codifica um regulador transcricional
fundamental tanto na oogénese como na

espermatogénese

Suzuki et al., (2013)

LIMS8 - homeobox 8

Regula ativacgdo folicular e bloqueia a
transicdo do foliculo primério para o
secundario

Ren et al., (2015)
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Fonte: o proprio autor.

2.3.1.2 Foliculos primarios

Os foliculos primarios apresentam um od6cito envolto por uma camada de células da
granulosa cuboides (LUCCI et al, 2001; MARTINS et al., 2008). A zona pellcida também ¢é
formada nessa fase e permanece durante todo desenvolvimento folicular envolvendo o od6cito.
Na espécie bovina, o didametro do foliculo é de 40 a 60 um, enquanto o odcito apresenta o
diametro entre 30 a 40 um (LISBOA et al, 2016). Dessa forma, quando o foliculo passa do
estagio de primordial para primario, ocorre o crescimento tanto do oécito como foliculo. Ja as
mitocOndrias que apresentam o formato arredondado nos foliculos primordiais, ao atingir a
fase de foliculo primério, passam a ter a forma alongada (LUCCI et al, 2001; LISBOA et al.,
2016).

2.3.1.3 Foliculos secundarios

O foliculo secundéario apresenta duas ou trés camadas de células da granulosa
cuboides envoltas pela a membrana basal, seguido pelas células da teca (BARNETT et al.,
2006). Na espécie bovina, o didmetro dos foliculos secundarios varia entre 60 a 200 pum
(LISBOA et al., 2016). As células da granulosa nesta fase também apresentam muitas juncées
do tipo gap que permitem a comunicacdo entre as células da granulosa e o odcito, além da
passagem de nutrientes, pequenos metabdlitos e ions (KIDDER; MHAWI, 2002).

AlteracGes no posicionamento dos componentes do foliculo primario para secundario
também sdo descritas. O nlcleo do odcito passa a ocupar uma posicdo excéntrica entre a zona
pelGcida e o odcito, assim como as organelas se aproximam da periferia do foliculo, e o

reticulo endoplasmatico aumenta de tamanho (LISBOA et al., 2016).

2.3.2 Foliculos antrais

Os foliculos antrais sdo constituidos pelo foliculo terciario e pré-ovulatorio. As
principais diferengas morfoldgicas dos foliculos antrais em relagdo aos demais s&o marcantes
devido a presenca do liquido folicular e pelo maior nimero de camadas de células da
granulosa (FIGUERDO et al., 2008). Outra diferenca em relacdo aos pré-antrais é que 0s
foliculos antrais sdo dependentes de gonadotrofinas (SALOMON et al., 2018).
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Entretanto, os foliculos antrais também apresentam diferencgas entre terciario e pré-
ovulatério. O foliculo terciario é formado por um odcito envolto pela zona pellcida, antro e
muitas camadas de células da teca (GORDON, 1994), muitas microvilosidades na zona
pellcida, além de grande quantidade tanto de mitocondrias arredondadas como alongadas e
particulas lipidicas. J& os foliculos pré-ovulatérios apresentam mitocondrias encapsuladas
determinando o final do crescimento oocitario nos bovinos, mas o predominio é de
mitocondrias arredondadas (LISBOA et al., 2016).

O liquido folicular presente na cavidade antral contém diferentes substancias como
agua, proteinas seéricas, eletrélitos, altas concentracBes de hormonios esteroides secretados
pelas células da granulosa (BARNETT et al.,, 2006), além da presenca de vesiculas
extracelulares que sdo descritas como potenciais facilitadores da comunicacéo entre as células
do foliculo e odcito (DA SILVEIRA et al., 2012).

2.4 Populagéo ovariana

Em bovinos, a populacao folicular ovarina é composta por aproximadamente 230.000
foliculos por ovério ao nascimento (ERICKSON, 1966). Entretanto, o nimero de foliculos
presentes no ovario é variavel entre individuos, bem como a idade, nivel hormonal e estado
reprodutivo também exercem influéncia (FIGUEIREDO et al., 2008). Além disso, a raca
(YAHYA et al., 2020), a fase do desenvolvimento do animal (SILVA-SANTOS et al., 2011),
e a contagem de foliculos antrais (CFA) também tem relacdo com o namero de foliculos pré-
antrais (de VASCONCELOS et al., 2020).

Na espécie bovina, a populacdo de foliculos pré-antrais no ovario de fémeas com
diferentes idades e racas (Bos indicus e Bos taurus) foi de 143.929 e 285.155 foliculos em
fetos, 76.851 e 109.673 foliculos para novilhas, e 39.438 e 89.577 foliculos para vacas,
respectivamente (SILVA-SANTOS et al., 2011). Ja em relacdo ao numero de foliculos pre-
antrais e a CFA, foi relatado que os ovarios de vacas ciclicas, multiparas e mesticas (Bos
taurus indicus) com alta CFA tiveram maior nimero de foliculos primordiais e primarios
degenerados, bem como apresentou uma correlagdo positiva entre o nimero de foliculos
primordiais (degenerados e totais viaveis) com o nimero de foliculos secundarios (viaveis e
foliculos totais; de VASCONCELOS et al., 2020).

2.5. Crescimento, ativagao e atresia folicular ovariana
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O inicio do crescimento folicular € marcado pela ativagdo ou recrutamento do foliculo
primordial. As células da granulosa passam a alterar o formato de achatado para cubico, bem
como ocorre 0 aumento da sintese de DNA e a multiplicacdo celular (FIGUEREDO et al.,
2017). Diferentes fatores e hormonios sdo descritos como chave para o desenvolvimento tanto
do odcito como das células foliculares de acordo com o seu tipo celular (Figura 3;
FIGUEREDO et al., 2018). Os foliculos primordiais ativados entram em um processo de
crescimento irreversivel, sendo que a maioria entrard em atresia ou morte folicular, e s6 um
vai ovular (CHEN et al., 2020).

Figura 3 — Fatores-chave relacionados ao crescimento e horménios dentro do foliculo
primordial e em desenvolvimento de acordo com o compartimento (células do odcito,
granulosa e teca) em ruminantes. Ligantes (letra preta em negrito) e receptores (letra branca
em negrito). KL — Kit ligand; E2 - 17b-estradiol; FGFb — fator basico de crescimento de
fibroblastos; VEGF - fator de crescimento endotelial vascular; GDF-9 — Fator de
diferenciacdo de crescimento-9; LIF — fator inibidor da leucemia; GH - horménio do
crescimento; EGF - fator de crescimento epidérmico; AMH - hormdnio antimuleriano;
BMP15 - proteina morfogenética 6ssea 15; BMP6 - Proteina 6 morfogenética 6ssea; BMP2 -
Proteina 2 morfogenética ¢ssea; BMP4 - Proteina 4 morfogenética Ossea;IGF1 e IGF2 -
Fatores de crescimento da insulina 1 e 2; TGFp- fator de crescimento tumoral beta; BMPs -
Morfogenética 6sseasuperfamilia de proteinas; FSH - horménio foliculo estimulante; LH -

horménio luteinizante.
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Fonte: Figueiredo et al. (2018).

A literatura relata que a via de sinalizacdo PI3K/AKT é fundamental para que ocorra a
ativacdo dos foliculos primordiais (KIM; KURITA, 2018; MAIDARTI et al., 2020; CHEN et
al., 2020). O inibidor da via de sinalizacdo da PI3K é o PTEN (ANDREA et al., 2016), e
estudos demostraram que os foliculos primordiais foram ativados ao utilizar um inibidor de
PTEN (MAIDARTI et al., 2019). Ainda, a via de sinalizacdo Hippo também é descrita como
importante para a ativagdo do foliculo primordial e, possivelmente, relaciona-se com a via
PI3K (MASCIANGELO et al., 2020). Assim, a regulacdo do processo de crescimento
folicular nas fases iniciais (primordial, primario e secundario) é complexa (Figura 3).
Diferentes fatores estdo relacionados a muitas vias de sinalizacdo que interagem entre si
(FIGUEIREDO et al., 2018). J& nos foliculos antrais, um mecanismo diferente do que ocorre
nos foliculos pré-antrais foi relatado. Tal mecanismo refere-se as vesiculas extracelulares que
foram isoladas do fluido folicular. Na espécie bovina, as vesiculas extracelulares podem
estimular a proliferacdo das células da granulosa em bovinos (HUNG et al., 2017).

Contudo, a maior parte dos foliculos ovarianos iniciard o processo de atresia, que
ocorre através das vias degenerativa e/ou apoptotica. (FIGUEIREDO et al., 2007). Entre as
principais causas de atresia devido a degeneracédo esta a isquemia, que é causada pela falta de
oxigénio e nutrientes no ovario. Por outro lado, a atresia via apoptose € um mecanismo de

morte invidual em que ocorre tanto a fragmentacdo nuclear como a formacdo de ndcleos
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apoptoticos (MAGALHAES et al., 2009). Ainda, a atresia é caracterizada de forma diferente
em foliculos pré-atrais e antrais. Nos foliculos pre-antrais, 0 odcito apresenta as primeiras
alteracbes como a contracdo dos oocitos e a fragmentacdo da cromatina. J& em foliculos
antrais, as primeiras alteracfes da atresia ocorrem nas células da granulosa (LISBOA et al.,
2016).

2.6. Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

A Manipulacéo de Odcitos Inclusos em Foliculos Pré-antrais (MOIFOPA) consiste em
uma biotécnica reprodutiva com objetivo de utilizar os foliculos ovarianos antes de ocorrer
atresia, e proporcionar condi¢fes ideais para que ocorra o desenvolvimento destes foliculos
até a maturacdo. Essa biotécnica também pode ser denominada como ovario artificial e
possibilita estudos tanto na area basica como em experimentos toxicoldégicos (FIGUEREDO
etal., 2018).

O primeiro relato de crias nascidas vivas através da biotécnica de MOIFOPA foi em
camundongos (O'BRIEN, 2003). Ja em ruminantes, Sa et al. (2020) relataram a primeira
prenhez em caprinos a partir de foliculos inicialmente antrais isolados. Nos ovinos, foi
relatado obtencdo de o6citos em metafase I (ARUNAKUMARI et al., 2010) e embrides no
estagio de mérula apos em fertilizacdo in vitro (FIV) ou ativacdo partenogenética de foliculos
secundarios isolados cultivados in vitro (ARUNAKUMARI et al., 2010; BARBONI et al.,
2011; LUZ et al., 2013). Entretanto, na espécie bovina é descrito apenas a obtencdo de
foliculos primarios que se desenvolveram até o estagio antral (SUN; LI, 2013). Para melhorar
os resultados a partir dessa biotécnica, diferentes substancias sdo adicionadas ao meio e
avaliadas com objetivo de estabelecer uma composicao ideal que permita o desenvolvimento
bem como a viabilidade folicular e oocitaria (FIGUEIREDO et al., 2019). Na espécie bovina
substancias como FSH e ativina A (MCLAUGHLIN; TELFER, 2010); FSH e BMP-15
(PASSOS et al., 2013); GDF-9 e bFGF (TANG et al., 2012); FSH, LH, E2, EGF e bFGF
(SUN; LI, 2013), VEGF, GH, e IGF-1 (ARAUJO et al., 2014) s&o exemplos de compostos
que ja foram utilizados no cultivo in vitro.

No entanto, 0 microambiente que o cultivo in vitro de foliculos ovarianos submete
essas células pode ser um entrave para o desenvolvimento da biotécnica, ja que as
concentracdes de oxigénio sdao mais elevadas do que o fisiologico. Essa maior concentragcdo
de oxigénio pode desencadear o estresse oxidativo e aumentar as taxas de atresia em

decorréncia do aumento de EROs apresentar relagdo com a apoptose celular, apesar de ser
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essencial na ovulagdo (SILVA et al., 2011). Sabe-se que o estresse oxidativo ocorre quando
hd um desequilibrio entre a producdo de EROs e a capacidade de eliminacdo destas
substancias pelos antioxidantes presentes no tecido. Contudo, as EROs sdo formadas também
como subprodutos do metabolismo celular (RAY et al., 2012). Assim, diferentes antioxidantes

sdo adicionados ao meio de cultivo in vitro para tentar melhorar a viabilidade dos foliculos.

2.6.1. Antioxidantes aplicados ao cultivo in vitro

Os antioxidantes sdo enzimas ou compostos que neutralizam o excesso de EROs e
ajudam a manter o equilibrio oxidante e antioxidante nos diferentes sistemas do corpo
(AGARWAL et al., 2012). As EROs sdo produzidas em processos de consumo de oxigénio
(FUJII et al., 2005) e sdo constituidos pelos radicais livres e intermediarios. Os radicais livres
reagem com outras moléculas devido a presenca de pelo menos um elétron desemparelhado
na camada externa do atomo. Assim, as EROs podem causar danos as células a partir de
reacGes bioquimicas com os diferentes componentes celulares (DNA, membrana lipidica e
proteinas). Para minimizar os danos causados aos gametas pelo excesso de EROs no ambiente
in vitro, os antioxidantes séo adicionados ao meio de cultivo (AGARWAL et al., 2012).

O primeiro relato de gestacdo em cabras a partir do cultivo in vitro de foliculos antrais
iniciais ocorreu com a adicdo do antioxidante Anetol (de SA et al., 2020). J& os antioxidantes
gue sdo comumente adicionados ao meio de cultivo sdo a transferina, selénio e 4acido
ascorbico em ovinos, apesar da rutina apresentar efeito similar a acdo em conjunto desses trés
antioxidantes (LINS et al., 2017). Outros exemplos de antioxidantes como o &cido ascorbico
(THOMAS et al., 2001), &cido alfa lipéico (ZOHEIR et al., 2017), sulforafano (SOHEL et al.,
2017) e quercetina (SIROTKIN et al., 2019) foram utilizados no cultivo in vitro de células
ovarianas de bovinos.

A quercetina € um composto do grupo dos flavonoides (MARIANI et al., 2008).
Diferentes efeitos biologicos séo atribuidos a quercetina, como anticancerigeno,
cardioprotetor, antiviral, antiparasitario e anti-inflamatério (BATIHA et al., 2020). Além
desses efeitos, ha indicios de que a quercetina pode ser considerada como um agente potencial
para atenuar as complicacdes da sindrome do ovario policistico (TABRIZI et al., 2020). Ja em
caprinos, a quercetina foi relatada como uma alternativa a cisteina na maturacgdo in vitro de
odcitos (SILVA et al. 2018).

Nesse sentido, ja foi relatada que a grande concentracdo de quercetina é prejudicial aos

odcitos em suinos (KANG et al., 2016). Ainda, a literatura relata a adicdo da quercetina no
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cultivo in vitro de células da granulosa isolada em bovinos da subespécie Bos taurus em que
foram utilizadas diferentes metodologias de analise, e essa substancia reduziu o acimulo de
PCNA e Bax, além de diminuir a liberacdo de P4 (SIROTKIN et al., 2019). Contudo, nenhum
estudo avaliou o efeito da suplementacdo da quercetina no cultivo de foliculos incluso em
tecido ovariano de novilhas da subespécie Bos indicus em relacdo ao estresse oxidativo e a
morfologia.
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3. HIPOTESE
A adicdo de quercetina ao meio de cultivo in vitro promove a manutencdo da

integridade, o desenvolvimento e estimula a acdo antioxidante em foliculos pré-antrais na

espécie bovina.
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4. OBJETIVOS

4.1  Objetivo geral

Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentragfes do antioxidante quercetina no

cultivo in situ de fragmentos de ovério de fémeas Bos taurus indicus.

4.2 Objetivos especificos

e Estabelecer a melhor concentracdo de quercetina (10, 25 e 50 pg/mL) considerando a
fatores como integridade e desenvolvimento durante o cultivo in situ por 5 ou 10 dias;

e Determinar o potencial antioxidante no cultivo de fragmentos de tecido ovariano bovino

apos cultivo in situ contendo meio suplementando com quercetina



5. ARTIGO PARA PUBLICACAO

“Impacto do antioxidante quercetina sobre a integridade morfologica e
desenvolvimento folicular no cultivo in vitro de fragmentos ovarianos de fémeas
Bos indicus sobre suporte de gel de agarose”

INTRODUCAO

O cultivo de fragmentos do cértex ovariano (in situ) € uma biotécnica de
reproducdo assistida que possibilita o cultivo de foliculos pré-antrais (FIGUEREDO et
al, 2008). Essa metodologia apresenta vantagens em relacdo as demais metodologias de
cultivo folicular devido a facilidade de execugdo e ao menor tempo em obter os
fragmentos com foliculos inclusos, ja que ndo é necessario isola-los. Além disso,
fornece um suporte adequado para que o foliculo incluso no tecido mantenha sua
estrutura tridimensional, ndo prejudicando a organizacdo folicular e conservando a
unido das células foliculares com o estroma ovariano (ABIR et al., 2006; ROSSETTO et
al., 2011).

Diversos estudos tém avaliado a suplementacdo do meio de cultivo in vitro com
diferentes concentracfes de horménios (FSH - MAX et al., 2017; BIZARRO-SILVA et
al., 2018), fatores de crescimento (EGF-MAX et al., 2018) e antioxidantes (&cido
ascorbico - GOMES et al., 2015; acido alfa-lipdico - GOMES et al., 2018) para
compreender os efeitos da adi¢do dessas substancias no desenvolvimento e viabilidade
de foliculos ovarianos tanto em bovinos quanto equinos. Entretanto, o ambiente in vitro
ndo apresenta quantidades de antioxidantes similares ao que é encontrado in vivo, e
expbe 0s gametas a um excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs; GAD et al.,
2010). Esse aumento na producdo de EROs ocorre devido ao microambiente in vitro
apresentar concentracdes de oxigénio mais elevadas do que é relatado in vivo (LUVONI
et al., 1996). Dessa forma, o excesso de EROs pode causar danos as estruturas celulares
(membranas lipidicas, DNA, proteinas; AGARWAL et al, 2012),e diminuir a qualidade
oocitaria induzindo a apoptose (TAMURA et al., 2008).

Nesse contexto, uma das formas de proteger as células contra os danos causados
pelas EROs é a adicdo de antioxidantes, os quais tém apresentado efeitos favoraveis
quando adicionados aos sistemas de cultivo in vitro (SILVA et al., 2011). Entre as
classificacbes de antioxidantes, estd o grupo dos flavonoides, os quais sequestram
radicais livres e conseguem quelar ions metélicos (KANDASWAMI e MIDDLETON,

1994), protegendo os tecidos da ac¢do do radical hidroxil (OH) e do anion superdéxido
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(02-), que sdo espécies altamente reativas envolvidas no inicio da peroxidacéo lipidica
(GALATI et al., 2002).

A quercetina (3,5,7,30,40-penta-hidroxiflavona) é um flavonoide com diversas
acOes biologicas (MARIANI et al., 2008; BATIHA et al., 2020). O estudo de Sirotkin e
colaboradores (2019) foi o primeiro a sugerir que a acdo da quercetina nas células
ovarianas em relacdo com proliferacdo, apoptose e liberacdo de hormonios e essa
atividade pode ser espécie especifica. Outro estudo de Kang et al. (2016) descreve que a
adicdo de quercetina diminuiu significativamente os niveis de EROs ao compara-lo com
0 grupo controle de odcitos suinos maduros. No entanto, ainda ndo é possivel
determinar a acdo e doses adequadas da quercetina no cultivo de foliculos ovarianos da
fémea bovina. Dessa forma, a hipdtese do presente estudo baseia-se na suplementacao
do meio de cultivo in vitro com quercetina, de forma que seu efeito antioxidante
promova o crescimento e a manutencao da integridade dos foliculos inclusos em tecido
ovariano bovino. Assim, objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de diferentes
concentragfes do antioxidante quercetina no cultivo in vitro de foliculos inclusos em

tecido ovariano de fémeas Bos indicus.

MATERIAL E METODOS

Obtencao e transporte dos ovarios

Para este estudo foram realizadas duas repeti¢cGes, uma destinada para analise
histol6gica e outra para andlise do potencial antioxidante. Em cada andlise foram
utilizados seis pares de ovarios (n = 12) provenientes de novilhas da raca Nelore (Bos
taurus indicus), com idade média de 24 meses e escore de condicdo corporal entre 3 e 4
(escala de 1 a 5; LOWMAN; SCOTT; SOMERVILLE, 1976). No abatedouro, 0s
ovarios foram lavados com solucdo de cloreto de sodio 0,9% e realizou-se a
fragmentacdo do tecido ovariano. Para cada animal um fragmento foi selecionado
aleatoriamente e imediatamente fixado em Bouin (grupo controle, ndo cultivado DO0)
quando a repeticdo foi realizada para anélise histolégica. Ja quando a repeticdo foi
realizada para andlise do potencial antioxidante, um fragmento foi separado em
microtubos, transportado ao laboratério a 4° C, e congelado a -80°C (grupo controle
EROs) ao chegar ao laboratério. Fragmentos contendo foliculos antrais e corpos lUteos

foram excluidos do estudo. Os demais fragmentos ovarianos foram depositados em
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microtubos com meio essencial minimo (MEM; Gibco BRL, Rockville, MD, EUA,;
osmolaridade 300 mOsm/L, pH 7,2) suplementado com penicilina 100 pg/mL e
estreptomicina 100 ug/mL) para o transporte até o laboratorio em condicdes de

temperatura controlada (4°C; aproximadamente 45 km).

Preparo do Gel de Agarose

O gel de agarose foi obtido a partir da solu¢do contendo 1,5% de Agarose
(Agarose Molecular Biology Grade; Kasvi, Brasil) em &gua destilada. Posteriormente,
esse gel foi autoclavado e dividido, com auxilio de bisturi e pinca estéril em suportes
com dimensdes de 1 cm3, os quais foram acondicionados em placas de 24 pocos
(Adaptado de SILVA et al., 2017).

Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

Os fragmentos foram cultivados em 1 mL do MEM suplementado com
quercetina nas concentracfes de 0, 10, 25, 50 pg/mL, depositado em placas de cultivo
de 24 pocos com o suporte de gel de agarose. O meio de cultivo foi o MEM com
suplemento de ITS (6,25 pg/mL insulina, 6,25 mg/mL transferrina e 6,25 ng/mL
selénio), 0,23 mM de piruvato, 2 mM glutamina, 2 mM hipoxantina, 1,25 mg/mL de
albumina sérica bovina (BSA Gibco BRL, Rockville, MD, USA), 20 Ul/mL de
penicilina e 200 mg/mL de estreptomicina (SILVA et al., 2017). Apds o preparo do
meio, as placas foram cultivadas durante 5 ou 10 dias, com um fragmento de tecido
ovariano por tratamento, sob as mesmas condices de temperatura (38,5°C), atmosfera
(5% de CO,) e umidade saturada. Os meios frescos foram preparados e equilibrados
durante 1 hora antes do uso em estufa, e a troca foi realizada em dias alternados.

Delineamento experimental

Ap0s a fragmentacdo ovariana (n = 9) e retirada de um fragmento para o grupo
controle ndo cultivado, os oito fragmentos restantes foram randomicamente distribuido
entre grupo controle cultivado (MEM) e trés concentracdes diferentes de suplementacéao
de quercetina. MEM suplementado com 10 pg/mL de quercetina (Q10), MEM
suplementado com 25 pg/mL de quercetina (Q25) e MEM suplementado com 50 pg/mL
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de quercetina (Q50; Figura 1), durante cultivos de 5 (D5) ou 10 (D10) dias, conforme
estabelecidas previamente (KANG et al., 2016). Foram realizadas duas repeti¢0es para
obter amostras de tecido ovariano para avaliacdo histolégica e para anélise do poder
antioxidante de reducdo do ferro (FRAP).
— 6 pares de ovarios (n =12) de novilhas Nelore
1 fragmento de cada animal
foi transportado a 4°C em
s 2 microtubos (n=1)
Lavados em soluc¢éo salina

Abatedouro — ; ‘
y
' » ‘ 3mm
— l fragmento de cada animal
= o ! (n=1)

i Divididos em fragmentos (n=9) s

trans ¥ ——

ransporte ao Bouin

laboratorio (4°C)

ST D
SESRI=N PN

Laboratério — 10pg/mL  25pg/mL 50 pg/mL (n=54)
@®=6)  (@=6) (n=6) (n=6)

’ Avaliacio
» Histologica
(n=54)

10 pg/ mL 25 pg/ mL 50 pg/ mL
s, (n— 6) (n=6) (n=6) (n=6)

Figura 1. Delineamento experimental utilizado para cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais bovinos em meio controle (Meio essencial minimo - MEM) suplementado com

diferentes concentracdes de quercetina (0, 10, 25 e 50 pg/mL).

Processamento histoldgico

Para a analise da morfologia dos foliculos ovarianos, os fragmentos do cortex
ovariano (controle ndo cultivado e cultivados durante 5 ou 10 dias de cultivo in vitro)
foram fixados por imersdo em Bouin durante 24 horas e apés este periodo, mantidos em
alcool 70%. Apods a fixacdo, os tecidos foram desidratados em série graduada de
solugdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol, embebidos em parafina para
posterior confeccdo de cortes histoldgicos. Na sequéncia, cada fragmento foi seccionado
a uma espessura de 5 um em micrétomo rotativo (Leica®, Wetzlar-Alemanha), sendo
qgue para montagem das ldminas de microscopia de luz, utilizou-se o intervalo de 5

seccOes, a fim de evitar a contagem do mesmo foliculo durante a leitura. As laminas
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foram coradas com Acido Periddico de Schiff (PAS) e Hematoxilina, e a leitura das

laminas foram realizadas por um Unico avaliador.

Classificacao e analise da integridade folicular

Os foliculos pré-antrais foram classificados de acordo com o estagio de
desenvolvimento em primordial (uma Unica camada de células granulosas achatadas ao
redor do odcito), primarios (uma Unica camada de células da granulosa cuboidal ao
redor do 00cito) ou secundarios (odcito rodeado por mais de uma camada de células da
granulosa cuboidal completa) (CARAMBULA et al, 1999). Em relacdo avaliacio da
integridade, foliculos degenerados foram considerados quando apresentavam pelo
menos uma das seguintes caracteristicas: nucleo do od6cito condensado, o00cito
encolhido, corpos picnéticos nas celulas da granulosa, baixa densidade celular ou
ruptura da membrana basal (SILVA-SANTOS et al, 2011). Apenas foliculos que

apresentavam nucleo foram contados.

Ensaio antioxidante do poder de reducéo do ferro (FRAP)

Os fragmentos ovarianos foram congelados em microtubos a -80°C nos dias 0, 5
e 10 do cultivo in vitro para processamento posterior. Apenas no dia do processamento
as amostras foram descongeladas para avaliacdo do potencial antioxidante através da
habilidade da reducdo do ferro (FRAP). Nessa analise o complexo férrico-
tripiridiltriazina (Felll-TPZ) é reduzido ao complexo ferroso (Fell-TPZ), na presenca de
um antioxidante (Trolox), o que resulta na alteracdo colorimétrica da solucdo (BENZIE;
STRAINS, 1996). Os fragmentos ovarianos foram homogeneizados em tampdo KCI
para posterior centrifugacdo (1500 rpm x 10 min x 4°C). O sobrenadante foi utilizado
para o teste de FRAP. As amostras foram incubadas (37 ° C, 30 min) com 150 uL de
reagente FRAP e lidas a 595 nm (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Vantaa,
Finlandia). Uma curva Trolox padrdo (0,02-20 nmol) foi usada para equalizar o teste
FRAP. Os resultados sdo apresentados como nanomoles de equivalente
Trolox/miligrama de proteina conforme a adaptagdo de Lourenco-Gonzalez et al.
(2019).

Analise Estatistica
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A proporgéo de foliculos integros foi estabelecida a partir da quantidade total
de foliculos avaliados (integros e degenerados). A proporcao de foliculos primordiais e
em desenvolvimento (primario e secundario) foi estabelecida a partir da quantidade total
de foliculos integros de cada grupo estudado (controle ndo cultivado do dia 0, MEM,
Q10, Q25 e Q50) e em cada tempo de cultivo (Dia 5 e 10). Diferengas entre as taxas
foliculares de cada grupo e em cada dia foram analisadas pelo teste de Qui-quadrado.
Na ocorréncia de um efeito significativo, as propor¢des foram comparadas por um teste
de proporcdo 2x2 para se estabelecer o Ranking entre os tratamentos. Os dados
referentes a andlise de EROs foram analisados previamente quanto a normalidade de
distribuicdo dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancias pelo
teste de Levene. Na sequéncia os dados foram analisados por ANOVA e na presenca de
um efeito significativo, como teste de média Post-hoc, foi empregado o teste de Tukey.
Os dados foram apresentados como porcentagem (%), média (M) e erro padrdo da
meédia (EP). Toda a analise estatistica foi realizada no programa estatistico Minitab®
18.1.1.

RESULTADOS

No presente estudo foi analisado um total de 1.141 foliculos pré-antrais
ovarianos. O grupo ndo cultivado foi um controle interno do experimento para aferir as
condigdes iniciais do tecido ovariano obtido e apresentou 52,9% (92/174) de foliculos
integros, 47,1% (82/174) de degenerados (92/174), 52,2% (24/46) primordiais e 53,1%
(68/128) em desenvolvimento. Entre os tratamentos (MEM, Q10, Q25 e Q50,) para 5 ou
10 dias de cultivo, cerca de 26% (295/1.141) dos foliculos eram primordiais (Figura 2a)
e 74% (846/1141) eram foliculos em desenvolvimento (Figura 2b e c). A avaliacdo
morfoldgica revelou que 52,23% (596/1141) dos foliculos foram considerados integros.

Em relagdo & avaliacdo histolégica para o total de foliculos integros, a
suplementacdo com 25 pg/mL de quercetina apresentou 67,3% (105/156) de foliculos
integros, sendo uma proporcdo superior (p = 0,03) aos outros tratamentos (controle
MEM e diferentes concentragdes de quercetina; Figura 3) no cultivo in vitro por 5 dias.
Durante o cultivo in vitro por 10 dias, a suplementagéo com 25 pg/mL de quercetina
também resultou em uma significativa proporcao de foliculos integros (57,1%; 76/133,;

p =0,01) em relacdo aos outros tratamentos (Figura 4).
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Para avaliacdo histoldgica dos foliculos primordiais, a suplementacdo com
diferentes concentragdes de quercetina (por 5 e 10 dias) resultou em proporcdes de
foliculos integros semelhantes (p = 0,157; p = 0,16) independentemente se o sistema de
cultivo foi por 5 ou 10 dias (Tabela 1). Porém, ao avaliar a porcentagem de foliculos em
desenvolvimento, o tratamento Q25 aos 5 dias de cultivo in vitro foi o melhor (p = 0,05)
em manter a integridade morfolégica dos foliculos na anélise histolégica (68,7%), junto
ao tratamento Q50 (57,5%) nesse mesmo periodo (Tabela 1). J& no cultivo in vitro por
10 dias, o tratamento Q25 (62,8%) apresentou a maior proporcdo de foliculos em

desenvolvimento.

Ensaio antioxidante do poder de reducédo do ferro (FRAP)

A anélise do FRAP referente ao cultivo por 5 dias ndo resultou em diferenca
entre o controle cultivado e os tratamentos com adi¢&o de quercetina (p>0,05; Figura 5).
Entretanto, o ensaio do FRAP indicou que a concentracdo de 25 pg/mL de quercetina

aos 10 dias no cultivo in vitro apresentou consideravel potencial antioxidante (p = 0,03),

demonstrando a maior capacidade de reducdo do ferro entre os tratamentos avaliados
(Figura 6).

- — ~

Figura 2 - Classificacdo morfoldgica utilizada para os foliculos pré-antrais. (a) foliculo
primordial integro (seta), (b) foliculo primério integro e (c) foliculo secundario integro.
As secbes foram coradas pelo Schiff com écido periddico (PAS) e hematoxilina. 40 x
ampliac&o.
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Figure 3 - Porcentagem total de foliculos integros avaliados durante 5 dias de cultivo in vitro de fragmentos ovarianos bovinos, tratados com
meio essencial minimo (MEM) adicionado com diferentes concentra¢des de Quercetina (10, 25 ¢ 50 ug/mL).

Letra mindscula diferentes entre colunas (a-b), significa diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos.



47

80 -
p=0,01
70 4 57,14
S 60 4837 44,38
8
= 39,13
; 50 -
B
= 40
=]
!
3 30 A
=
=
™20
10 -
0 -
MEM 10 ng/mL 25 ng/mL 50 ug/mL
Controle Quercetina

Figura 4 - Porcentagem total de foliculos integros avaliados durante 10 dias de cultivo in vitro de fragmentos ovarianos bovinos, tratados com
meio essencial minimo (MEM) adicionado com diferentes concentra¢fes de Quercetina (10, 25 e 50 ug/mL).

Letra mindscula diferentes entre colunas (a-b), significa diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos.



48

o
J
o
I
uCD
o
o
=

FRAP
(nmol TROLOX EQUIVALENT / mg of protein)

25 ng/mL

Controle nao cultivad Quercetina

Figura 5 - Niveis de poder antioxidante redutor férrico (FRAP) analisados nos dias 0 (controle ndo cultivado) e 5 de cultivo in vitro em meio
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Letras minusculas diferentes entre colunas (a-b) significa diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos.
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Figura 6 - Niveis de poder antioxidante redutor férrico (FRAP) analisados nos dias O (controle ndo cultivado) 10 de cultivo in vitro em meio
essencial minimo (MEM) com adi¢do da quercetina em 0, 10, 25 e 50 pg/mL. Os dados estdo apresentados na forma de mediana e erro padrdo

(i) Letras minusculas diferentes entre colunas (a-b) significa diferenga estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos.



50

Tabela 1 — Porcentagem total de foliculos primordiais ou em desenvolvimento (primérios e secundarios) avaliados durante 5 ou 10 dias de cultivo
in vitro de fragmentos ovarianos bovinos, tratados com meio essencial minimo suplementado (MEM*) ou adicionado com diferentes
concentragdes de Quercetina (10, 25, e 50 pg/mL).

Tratamento Cultivo de 5 dias Cultivo de 10 dias
) ) ) Total ) ) ) Total
Primordial ~ Desenvolvimento Primordial% Desenvolvimento%
integros integros
% (n/N) % (n/N) (n/N) (n/N)
N N
MEM 47,7% (21/44)  53,7% ° (58/108) 79 47,0% (16/34)  48,7% ° (58/119) 74
Q10 56,5% (13/23)  57,1% " (56/98) 69 25,9% (14/54)  47,6% ° (40/84) 54
Q25 50,0% (6/12)  68,7% *(99/144) 105 43,6% (17/39) 62,8% * (59/94) 76
Q50 45,1% (18/39)  57,5% * (46/80) 64 36,0% (18/50)  47,9% " (57/119) 75
Valor de p/ Total 0,87 0,05 317 0,16 0,008 279

Valores seguidos de letras minusculas sobrescritas (a, b) e dentro de uma mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0.05) entre os tratamentos.
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DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que avaliou os efeitos da adi¢do de quercetina sobre o
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano de novilhas na
espécie bovina. Adicionalmente, investigamos o potencial antioxidante de diferentes
concentrag0es de quercetina nos fragmentos ovarianos cultivados, sendo que o0s
resultados obtidos pelo método FRAP foram condizentes aos principais achados do
estudo histolégico. Portanto, o presente estudo apresenta uma importante contribuicdo
para melhoria no sistema de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais inclusos em
fragmentos ovarianos de bovinos

O presente estudo relata efeito significativo na preservacdo da integridade
folicular e na proporcdo de foliculos em desenvolvimento ao ser empregado a
quercetina como antioxidante suplementado ao meio essencial minimo no sistema de
cultivo in vitro de fragmentos ovarianos bovinos. A concentragdo de 25 pg/mL por 5
(67, 3%) e 10 dias (57,14%) de cultivo difereriu ao apresentar proporg¢des superiores
aos outros tratamentos em relacdo a integridade morfoldgica. Além disso, a
concentragdo de concentragdo 25 pg/mL resultaram numa proporgéo significativamente
superior de foliculos em desenvolvimento durante o cultivo de 5 e 10 dias. A
metodologia de fragmentacdo do ovario utilizada no presente estudo pode ter tido
influéncia no resultado da proporcdo de foliculos totais em desenvolvimento (26%)
descritos. Hsueh e Kawamura (2020) relatam que a fragmentacdo ovariana utilizada no
tratamento da insuficiéncia ovariana prematura leva a interrupgéo da sinalizagdo da via
Hippo e promove a polimerizagdo da actina, o que resulta no desenvolvimento folicular
e possivelmente desencadeia ativacdo folicular. Dessa forma, a fragmentacdo ovariana
aplicada na metodologia do presente estudo pode ter desencadeado um aumento na
porcentagem de foliculos em desenvolvimento.

Ao observarmos o resultado da analise de FRAP, as amostras ndo demonstraram
diferencas em relacdo ao potencial antioxidante total durante o cultivo por 5 dias.
Entretanto, a mesma concentracdo que foi relevante para integridade morfoldgica na
histologia (Q25 D5 e Q25 D10), resultou em diferenca (p=0,035) durante o cultivo in
vitro por 10 dias ao aumentar o potencial antioxidante do tecido. Esse resultado pode ser
devido, em parte, a quercetina reverter o estresse relacionado as maiores concentragdoes
de oxigénio no ambiente in vitro apds 10 dias de cultivo. Tal resultado é interessante

porque o0 ambiente in vitro frequentemente proporciona aos gametas maiores condig¢oes



52

de estresse oxidativo e, consequentemente uma maior formagdo de EROs (AGARWAL
etal., 2012).

As EROs estdo normalmente envolvidas em eventos reprodutivos, como
desenvolvimento folicular, ovulacdo, desenvolvimento do corpo luteo, lutedlise e
desenvolvimento embrionario inicial (R1ZZO et al., 2012, WANG et al., 2017). No
entanto, um desequilibrio entre os radicais livres e antioxidantes pode causar tanto
falhas na concepgdo, como na ruptura do foliculo pré-ovulatério, resultando na
formacéo de cisto folicular em bovinos (R1ZZO et al., 2009; TALUKDER et al., 2014).
Dessa forma, apesar das EROs estarem relacionadas a diferentes momentos do ciclo
reprodutivo, o excesso pode levar a danos nas estruturas celulares, prejudicando a
qualidade dos odcitos (TAMURA et al., 2008). Além disso, o excesso de EROs pode
afetar o funcionamento mitocondrial e levar a apoptose celular em zigotos (LIU et al.,
2000) e em odcitos submetidos a maturacao folicular in vitro (TATEMOTO et al.,
2000).

Nesse contexto, a adi¢do de antioxidantes ao meio de cultivo é uma alternativa
para tentar minimizar os danos causados pelo excesso de espécies reativas de oxigénio
in vitro, e 0 antioxidante quercetina € uma opcdo. O estudo de Sirotkin et al. (2019)
relata que a quercetina pode modular a proliferacdo celular e apoptose em células
ovarianas, como também a liberacdo de horménios esteroides e peptidicos no cultivo in
vitro de células ovarianas, além de apresentar uma atividade que parece ser espécie
especifica. No presente estudo, a quercetina demonstrou relevancia em promover agédo
antioxidante no tecido ovariano. Esse resultado corrobora com o estudo de Wang et al.,
(2018), que relata que a adicdo de quercetina foi eficiente em regular e aumentar a
capacidade antioxidante de ovarios de camundongos na menopausa tanto in vivo como
in vitro.

Os beneficios relatados da quercetina para outros 6rgdos e sistemas estdo mais
bem estabelecidos. Além disso, ja4 é conhecido que hd uma concentracdo especifica e
apropriada para o metabolismo celular, uma vez que quantidades excessivas de
quercetina podem ser deletérias para 0s odcitos. Por exemplo, Kang et al. (2016)
descreveram que a alta concentragdo (100 pg/mL) de quercetina result em menores
taxas de maturacdo de oocitos em suinos, sendo considerada como toxica. Estes
resultados corroboram com nossos resultados, uma vez que a concentragdo de 50 pg/mL
(maior concentragdo do presente estudo) ndo foi eficiente em manter a integridade

folicular.



53

CONCLUSAO

A proposta do presente estudo foi pautada em identificar a melhor
concentracdo de quercetina para o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais bovinos ao
ressaltar a importancia de um ambiente in vitro equilibrado em relacdo as EROs. Dessa
forma, ao menos com base nos nossos resultados, a concentragdo de 25 pg/mL foi
eficiente em manter a integridade e desenvolvimento no cultivo in vitro por 5 dias, e foi

capaz de aumentar o potencial antioxidante no cultivo durante 10 dias.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A quercetina é um antioxidante que permitiu a manutencdo da viabilidade folicular e
resultou numa proporgdo significativa de foliculos em desenvolvimento na concentracao

de 25ug/ mL durante o cultivo in vitro por 5 e 10 dias.

e O potencial antioxidante total da quercetina demonstrou a melhor capacidade em reduzir

o ferro na dose de 25 pg/mL durante o cultivo in vitro por 10 dias.

e A quercetina se mostrou um antioxidante em potencial para ser adicionado ao meio de

cultivo para fragmentos ovarianos de bovinos.



